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implementag3o de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

1- Resumo

Este estagio foi realizado, no ambito do Programa de Desenvolvimento
Educativo para Portugal - PRODEP, no Departamento de I&D da Amorim &
Irmaos, S.A. e no Laboratorio de Engenharia de Processos, Ambiente e
Energia - LEPAE no Departamento de Engenharia Quimica da Facuidade de
Engenharia da Universidade do Porto, durante um periodo de trés meses.

Como principal objectivo foi proposto ao estagiario efectuar a Implementacao
de metodologia analitica para a detecgdo de Ocratoxina A em rolhas de cortica.
Esta metodologia foi ainda utilizada para a analise de pranchas de cortica (sem
qualquer tipo de tratamento) e aguas provenientes da etapa de cozedura do
processo de fabrico das rolhas. Foi ainda objectivo estudar a possibilidade da
Ocratoxina A ser adsorvida por rolhas de cortica.

Nos ensaios realizados foram usados 4 tipos de rolhas diferentes: naturais
extra e de 22 classe e aglomeradas com granulado de 1-2 mm e 3-7 mm. Estas
rolhas tém um processo de fabrico diferente (naturais/aglomeradas) o que faz
com que apresentem caracteristicas finais diferentes. As placas de cortica
eram de dois tipos: ‘com barriga e com costas’ e ‘sem barriga e sem costas’ e
pertenciam a trés fases do processo: crua, cozida com agua apos 24 horas de
mudada e cozida com agua apo6s 48 horas de mudada.

Para a determinagao de Ocratoxina A utilizou-se o método recomendado na
Norma Europeia - prEN 14133 (CEN - Comité Europeu de Normalizagdo), com
algumas alteragbées, nomeadamente na fase de extracgdo do sdlido . Consiste
na passagem da solugdo etandlica, que esteve em contacto com a
rolha/prancha em estudo, por coluna de imunoafinidade (purificacdo da
solugao), seguida de analise cromatografica em fase liquida (HPLC) com
detecgéo por flurescéncia.

Com os métodos usados a Ocratoxina A nao foi detectada em nenhum dos
quatro tipos de rolha, o mesmo aconteceu com as pranchas de cortica e as
aguas de cozedura.

No que diz respeito a adsorgdo da Ocratoxina A pelas rolhas os resultados sao
inconclusivos. Seria necessario mais tempo para: optimizar o tempo de
contacto entre a rolha e a solugdo etandlica e perceber todas as
potencialidades que apresenta um material natural tdo heterogéneo e complexo
como a cortiga.

Convém referir que relativamente ao HPLC, nao foi efectuado um estudo das
incertezas associadas ao método e os resultados obtidos na validagao deste
evidenciam (inesperadamente tendo em consideragao o tipo de equipamento)
problemas de repetibilidade e precisdo. Estes problemas ndo foram
solucionados devido a curta duragdo do estagio. No entanto variagdes téao
acentuadas em ensaios de repetibilidade sdo incompativeis com o rigor que é
exigidlo em controlo de qualidade deste tipo, pelo que enquanto nao
dominarmos este problemas todos os resultados devem ser apenas utilizados
como qualitativo e ndo quantitativos.
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2- Introducao

2.1- Possivel presencga de Ocratoxina A em Rolhas de Cortica
Portugal é o maior produtor mundial de cortica, deste modo a producéo de
rolhas de cortica ocupa um lugar de destaque na industria transformadora e
consequentemente na economia Portuguesa.

A diversidade microbiana associada a cortiga, ao longo de todo o processo de
manufactura das rolhas, nao é facil de definir uma vez que em cada uma das
etapas processuais as condigdes laborais sdo distintas, nomeadamente no que
se refere a temperatura e humidade. Este factores fazem antever desde logo
uma grande diversidade da microflora existente na cortica em cada uma
dessas etapas.

No periodo de maturagio, longo periodo de repouso das pranchas de cortica
ap6s a cozedura, os bolores cobrem totaimente as pranchas de cortica. A
importancia do desenvolvimento microbiano sobre as pranchas de cortiga é
controversa, havendo autores que consideram a actividade microbiana a
grande responsavel pelo aparecimento de fungos do género Penicillium e
Aspergilus, produtores de micotoxinas como a Ocratoxina A.

As micotoxinas sdo produtos secundarios do metabolismo dos fungos com
propriedades toxicolégicas para os humanos. Em particular a Ocratoxina A,
composto resultante da contaminagdo flngica, tem sido alvo de preocupagao
da industria vitivinicola, por terem sido detectados teores (embora baixos) em
vinhos provenientes das regiées do Sul da Europa (quente e humida).

No caso de se confirmar a presenga de Ocratoxina A em rolhas de cortica apés
tratamento final, seria necessario averiguar a possibilidade de ocorrer migracéao
desta micotoxina das rolhas de cortica para os vinhos. A comprovacgao da
presenga de Ocratoxina A em vinhos por contaminag¢édo das rolhas de cortica
poderia ter impactes a varios niveis nomeadamente econémico, em especial
em Portugal, visto ser o maior produtor mundial de rolhas de cortica. Assim &
necessario clarificar quais os passos quer na industria corticeira, quer da
industria vitivinicola, que podem estar na origem deste tipo de contaminag&o. E
neste contexto que a Amorim & Irmao, S.A., a maior empresa mundial
produtora de rolhas de cortica e o seu laboratério de 1&D tem interesse na
clarificagéo da presenga ou nao de Ocratoxina A nas suas rolhas.

2.2- Contaminacao por fungos na Industria da Cortica

A cortica € um meio de elevada complexidade, o qual pode sustentar o
desenvolvimento de uma grande variedade de populagdées de microrganismos.
A visao da natureza da cortica como um ecossistema microbioloégico tem como
base a propria estrutura e composi¢do quimica da cortica, assim como o
método tradicionalmente utilizado na produgso de rolhas de cortiga ',

O processo de produgdo de rolhas de cortiga tem inicio com o descasque
(descorticamento) do sobreiro que é feito de Maio até Agosto, de seguida as
pranchas de cortica ficam empilhadas na mata ou na fabrica durante no
minimo 6 semanas, para a sua estabilizagao.

As espécies mais frequentes apdés o descasque pertencem ao género
Penicillium, foram também encontradas Paecilomyces sp. e Endothiella gyrosa
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@l & ainda com uma frequéncia relativamente baixa, populagbes do género
Aspergillus. Na fase em que as pranchas sao empilhadas no campo, néo foram
verificadas grandes alteragées relativamente a situagéo anterior, continua-se a
verificar uma predominancia de populagdes do género Penicillium. Quando
empilhadas na fabrica ha uma tendéncia para a diminuicdo da diversidade e
uma alteragdo qualitativa acentuada das popula¢cdes mais frequentes. As
Unicas que se mantém do campo para a fabrica sdo as do género Penicillium
I Foram também detectados Trycoderma viride, Monilla sitophila, Neurospora
sitophila e Xylocladium sp.

De seguida as pranchas sao cozidas durante aproximadamente 60 minutos em
agua a temperatura de ebuligao. Depois da cozedura ha uma diminui¢ao do
numero de populagbes mas um aumento da frequéncia de ocorréncia das
populagbées que se mantém, o que significa que esta fase é caracterizada por
uma microflora pouco diversificada mas com grande capacidade colonizadora
21 Deste modo mantiveram-se da fase anterior Trycoderma viride, Monilla
sitophila, Neurospora sitophila e Xylocladium sp., Penicillium sp.

Ap6s a cozedura, as pranchas passam para a fase de estabilizacdo pos-
cozedura ou maturagao, durante esta fase do processo, que dura 1 a 3
semanas, verifica-se um desenvolvimento microbiolégico acentuado. Este
desenvolvimento fungico na cortica deve-se ndo sé aos microrganismos que
conseguiram “sobreviver” a cozedura ( os que se encontram no interior dos
poros) como também a recontaminagdo por ambiente fabril Pl Quando a
humidade da cortica desce a niveis aceitaveis inicia-se o desenvolvimento de
microrganismos que pode ir até ao aparecimento de extensas hinfas de
fungos. Esta observacgao funciona como indicador de que a cortiga atingiu um
grau de humidade que permite a sua transformagao mecanica . Apesar das
condi¢gdes serem favoraveis ao rapido desenvolvimento de microrganismos,
nao sao detectadas novas espécies, relativamente a fase de cozedura.

Apés a maturagio, a prancha de cortica toma forma de rolha, passando para
isso pelos processos de tragado, rabanear, brocagem e rectificagao, as
rolhas ficam entdo prontas para a lavagao, secagem e tratamento final. A
partir das rolhas lavadas e secas todas as unidades, salvos raras excepgoes,
apresentam um reduzido niumero de UFCrgngicas/Qcortica-

No caso das cortica granulada e das rolhas aglomeradas, observa-se um
decréscimo acentuado de populagdo microbiana, tal facto pode ser
consequéncia da combinagdo de tratamentos quimicos e mecéanicos que foram
conduzidos para a sua obtengdo. Os microrganismos isolados na cortica
granulada e das rolhas aglomeradas foram a Chrysonilia sitophila,
Cladosporium oxysporum, Penicillium chrysogenum (apenas nas rolhas
aglomeradas), P. citreonigrum, P. purpurogenum, Trichoderma longibrachiatum
e T. viride.

O nivel mais baixo de contaminag@o microbiano foi observado nas rolhas onde
foi efectuado o tratamento final com SO, nas quais foram apenas isolados
Cladosporium oxysporum, P. citreonigrum, , Trichoderma longibrachiatum.

De todas as espécies encontradas durante o processo de fabrico de rolhas as
espécies Penicillium sp. e Aspergillus sp., permanecem em todas as etapas e
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correspondem a fungos que foram identificados como potenciais produtores de
Ocratoxina A. O facto de serem isolados em amostras de cortica fungos que
sdo considerados produtores de Ocratoxina A justifica a necessidade de se
conhecer melhor a contaminagao das rolhas de cortiga por esta micotoxina.

2.3- O que é a Ocratoxina A (OTA)

As micotoxinas podem permanecer nos alimentos mesmo apés a eliminagao
dos fungos, muitas delas sdo mesmo resistentes aos processos industriais,
como o caso do cozimento, por isso sé a determinacéao dos niveis de toxinas
no produto em questdo pode garantir a qualidade deste.

Por outro lado, a presenga de fungos em produtos alimentares nao implica a
contaminagdo por micotoxinas, visto que a sua produgdo s6 é verificada
quando esta reunido um conjunto de condi¢des favoraveis no que respeita a
temperatura, actividade da agua, pH, potencial redox, tipo de substrato,
crescimento competitivo ou associativo com outros microrganismos, etc.

As principais micotoxinas sao as aflotoxinas, as fumonisinas; a zearaleona, os
tricotecenos e as ocratoxinas].

No caso das Ocratoxinas sdo produzidas predominantemente por Aspergillus
ochraceus e Penincillium viricatum, podendo também ser produzidas por
Penincillium verrucosum, Aspergillus melleus, Aspergillus sulphureus e
Petromyces alliaceus ], a Ocratoxina A especificamente é produzida por varios
tipos de Penicillium e Aspergillus, nomeadamente o Aspergillus ochraceus

A ocratoxina A pertence a um grupo que possui oito tipos diferentes de
metabolismos aos quais sdo genericamente denominados por ocratoxinas:
ocratoxina A, ocratoxina B, ocratoxina «, ocratoxina B, (4R)- e (4S)-4-Hidroxi-
ocratoxina A, 4-Hidroxi-ocratoxina B, e ocratoxina C [5], sendo a ocratoxina A,
a que assume maior importancia .

COOH o T8
@——u{,—&—m—ﬂ 0

a

CH,
Figura 1- Estrutura quimica da Ocratoxina A

Destes compostos a Ocratoxina A é o mais toxico, sendo classificada como
potencialmente carcinogénica para humanos ", e frequente em milho, trigo,
centeio, vinho, sumo, graos de café .

A Ocratoxina A (R)-N-[5-Cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-
benopiran-7-il)- carbonil]-L- fenilalanina)[5 a] € um cristal incolor cujas principais
caracteristicas fisico-quimicas sdo apresentadas em seguida !

- Formula empirica: C2oH1gO0sNCI

- Peso molecular (10): 403.8 (g/mol)

- Ponto de fusédo: 94-96°C
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- Solubilidade: é altamente solivel em solventes organicos polares,
moderadamente soltivel em solugdo aquosa de hidrogenocarbonato de sédio e
francamente solavel em agua.
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3- Material e Métodos

3.1- Reagentes e Equipamento

Utilizaram-se colunas de imunoafinidade Ochratest da Vicam, um multi-
extractor de 12 entradas Whatman, uma bomba de vacuo D-70112 da KNF
Neuberger. Os reagentes (padrao de OTA), e solventes foram obtidos através
da Merk, Sigma-Aldrich e Pronalab. As referéncias do rotavapor, banho de
arrefecimento e sistema de véacuo s3o respectivamente R-1140, B-480, B-1169
da Bichi. No que diz respeito a cromatografia utilizou-se: detector de
flurescéncia da Merck- Hitachi F-1080, programador Auto Sampler L-7250,
interface Merck- Hitachi D-7000, programa de aquisicdo de dados HPLC
System Manager (HSM) com software versao 3.1 (Hitachi).

Com os reagentes e solventes prepararam-se padroes de OTA, assim como
solugdes necessarias ao procedimento experimental:

Preparacéo da fase mével

Para a preparagao de 1 L de fase mével:

Misturar 495 ml de agua destilada, 495 de acetonitrilo e 10 ml de acido acético
com a ajuda de um agitador magnetico.

Filtrar a mistura por vacuo e desgaseificar com Hélio.

Solucao de lavagem

Para 1 L de solugao de lavagem:

Dissolver 25 g de cloreto de s6dio e 5 g de hidrogenocarbonato de sodio em
950 ml de agua destilada e perfazer até os 1000 ml com agua destilada.

Solucéo de diluicdo (PEG)

Para 1 L de solugao de diluigcao:

Dissolver 10 g de polietileno glicol e 50 g de hidrogenocarbonato de sédio em
950 ml de agua e perfazer até os 1000 ml com agua.

Preparacio dos padroes para:

- Recta de Calibragao
Partindo de uma solugdo mae de 3,92 ppb em solugdo de Tolueno/ acido
acético (99:1) pipetamos o volume necessario a preparagao de cada padréo da
recta de calibragao (0.2 ppb- 20 ppb) colocamos num balédo volumétrico de 100
ml e perfazemos o volume com fase mével.

- Adigdo a rolhas, ensaios de adsorsdao (padrao de OTA 6ppb em
solucao etandlica)
Preparamos duas solugdes etandlicas a 10 e 40%. Neste caso foi necessario
preparar duas solugdes - mae, uma com 10% e outra com 40% de etanol, para
tal pesamos o padrao de Ocratoxina A adquirido e dissolvemos em cada uma
das solugdes etandlicas em baldes de 250 ml. S6 depois pipetamos, dessas
solugbes-mae, a quantidade necessaria a preparacgao dos padroes de OTA.
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3.2- Analise de OTA em rolhas de cortiga

3.2.1- Método de extracgao

Nos ensaios para a determinagdo da Ocratoxina A em rolhas de cortica foram
usados 4 tipos de rolhas: naturais extra, naturais de 29 classe, aglomeradas
com granulado de 7-2 mm e aglomeradas com granulado de 3-7 mm.

Cada uma das rolhas foi pesada e colocada em frascos com 100 ml de solugéo
etanodlica a 10 e 40%, durante dois periodos de extrac¢ao, 10 dias e 40 dias.
Apenas para a rolha natural superior foi realizado um estudo mais detalhado, o
periodo de extracgao variou entre 1 e 40 dias.

A percentagem de etanol de cada uma das duas solugbes foi escolhida de
modo a ser 0 mais proxima da que as rolhas estdo em contacto, uma vez que
as rolhas sdo maioritariamente usada para vinhos de mesa, baixo grau
alcodlico (~12%) e para bebida espirituosas, de elevado grau de alcodlico
(~40%).

De cada amostra, ao fim do tempo de extracgao, retiramos a rolha e pipetamos
10 ml da solugao, transferimos para um matraz ao qual adicionamos 10 ml de
solugéo de diluigao (PEG).

Antes de iniciarmos a extracgéo, abrimos a torneira da coluna de extracgao até
o respectivo nivel de liquido baixar até meio desta.

Em seguida, transferimos 20 ml do filtrado para a seringa representada no
esquema e com um leve movimento na pecga de ligagcdo enchemos a coluna de
filtrado. Ligamos a bomba (pressdo muito préxima de zero) e abrimos a torneira
(1 gota por segundo). Esta etapa acaba quando o nivel do liquido na coluna
ficar a meio desta.

Apés a passagem do filtrado, procedemos a lavagem da coluna: pipetamos 5
ml de solugéo de lavagem para a seringa e procedemos de forma exactamente
igual & anterior e em seguida, 5 ml de agua destilada (2 gotas por segundo).
Para esta ultima deixamos secar a coluna aumentando um pouco a pressao.
Refez-se a montagem substituindo os gobelés de recolha por baldes
periformes.

Pipetamos 2 ml de metanol para a seringa, ligamos a bomba e abrimos a
torneira a um caudal de 1 gota por segundo.

Finalmente, evaporamos até a secura o extracto no rotavapor com pressio
maxima de 800 mbar (rotagdo maxima) e banho a cerca de 60°C.

Quando terminada esta fase, adicionamos 1 ml de fase movel agitamos no
vortex, transferimos para um vial e colocamos no congelador para
posteriormente ser analisado no HPLC.
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Figura 2- Instalac@o usada para a extraccao.

3.2.2- Analise Cromatografica

O procedimento foi 0 comum a analises deste tipo e que consistiu na injecgédo
de padrdes de diferentes concentragdes e o respectivo tracado da recta de
calibragdo. Esta recta permitiu-nos relacionar as areas obtidas nos
cromatogramas com as respectivas concentragdes de OTA nas amostras.

Figura 3- Equipamento de HPLC

Ap6s descongelados os extractos, procedemos a analise cromatografica.

A fase movel utilizada na cromatografia era constituido por 4gua destilada,
acetonitrilo e acido acético nas percentagens de 49.5; 495 e 1 %
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respectivamente. O fluxo era de 1 mi/min. O tempo de analise era de 15
minutos e o detector de fluorescéncia estava regulado para um Agyde 470 nm
e Agx de 330 nm.

Como controlo de qualidade, diariamente preparamos fase mével e injectamos
uma amostra de branco e de padrao de controlo (6 ppb da recta de callbragao)
Todas as amostras foram analisadas em duplicado. ;

3.3- Ensaios de adsor¢ao em rolhas de cortiga

3.3.1- Método de extracgcao

Nestes segundos ensaios, para o estudo da adsorgdo de Ocratoxina A pelas
rolhas de cortiga, as rolhas foram pesadas e colocadas em frascos com 100 mi
com padrdao de Ocratoxina A em solugdo etandlica a 10 e 40% com
concentragao de 6 ppb, durante 1 dia. Nestes ensaios, as rolhas do tipo natural
superior também tiveram um estudo mais detalhado, variando o periodo de
adsor¢ao entre 1 minuto e 30 dias.

Depois do periodo de contacto entre a rolha e o padrao de OTA 6ppb em
solugao etandlica, retira-se a rolha do frasco e prosseguimos com o método de
extracgao por imunoafinidade descrito em 3.2.1.

3.3.2- Analise cromatografica
Esta fase do trabalho segue o0 método descrito em 3.2.2.

10
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4- Resultados e Discussao

O principal objectivo deste estdgio foi efectuar a Implementagdo de
metodologia analitica para a detecgdo de Ocratoxina A em rolhas de cortica,
uma vez que nao existia metodologia adequada. Assim levantaram-se dois
problemas principais: como extrair a Ocratoxina A das rolhas e qual o tempo
necessario a extracgdo. Os ensaios foram realizados para 4 tipos de rolhas que
diferem na porosidade, massa, superficie de contacto e tecnologia de fabrico,
estes factos podem provocar variagdes na presenga de OTA.

4.1- Analise de OTA em rolhas de cortica

Inicialmente como ndo era conhecido o tempo necessario para efectuar
completamente a dessor¢do de OTA das rolhas, foram colocadas rolhas de
cortica apenas do tipo natural superior em solugao etanélica a 10 e 40% de 1
dia até 40 dias. Verificou-se que os extractos das rolhas, em ambas as
solugdes, apesar de sempre inferior ao limite de detecgao (ver 4.2.2.- Limites
Analiticos), apresentavam maior area de pico cromatografico ao fim de 10 dias
(Tabela 1).

Tabela 1- Resultados da presenga de Ocratoxina A em rolhas de cortiga natural superior (nota
- 0 limite de detecgédo, em &rea, é 19583).

Rolha de Cortica Natural Superior
Duragéo Area do pico
10% etanol | 40% etanol
1 dia - -
5 dias — 6359
10 dias 1827 4519
15 dias 8628 -—
20 dias 1086 —
40 dias --- 3730

Deste modo colocamos, de seguida os 4 tipos de rolhas em contacto com as
solugbes etandlicas durante 10 dias - tempo de extrac¢do. Os resultados
obtidos foram os apresentados na tabela 2.

Tabela 2- Resultado da presenga de Ocratoxina A em todas as rolhas de corti¢a. (nota — o
limite de detecgdo, em &4rea, é 19583).

Tipo de rolha Area do pico
10 % etanol 40 % etanol
10 dias | 40dias | 10 dias | 40 dias
Natural superior 1827 - 4519 3730
22 classe - -—- — 1838
Aglomeradas | 1-2 mm - - -— -
3-7mm 1396 -—- — 3969.5

Para todas as rolhas, em todos os periodos de dessor¢éo, ndo foi detectada a
migragdo de OTA das rolhas para as solugbes etanélicas. Podemos assim
garantir que néo existe o perigo de bebidas engarrafadas com rolhas de cortica
serem contaminadas com OTA eventualmente presente nestas.

11
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Para avaliar a efectiva presenga de OTA nas rolhas, seria desejavel em
trabalho futuro, estudar outros solventes de extracgcdo, nomeadamente o
tolueno, de forma a responder a questao: - a OTA nao foi detectada porque nao
existe nas rolhas ou porque nao foi extraida com as solugdes etandlicas?

4.2- Validagao do método de analise

4.2.1- Linearidade da resposta :

A calibragdo do HPLC permite-nos relacionar a resposta deste com uma
concentragdo ou quantidade conhecida. E com base na calibragao que se pode
aferir sobre a linearidade e os limiares analiticos.

A gama de trabalho ja tinha sido previamente estudada e definida: 0.2 a 20
ppb, pelo que a linearidade foi avaliada para esta gama de concentragdes.
Assim procedeu-se:
- a prepararam-se padrdes de concentragéo 0.2,0.6,2,6,12,20 ppb;
- a medicdo do sinal dos padrées no equipamento, nas mesmas
condi¢des das amostras a analisar;
- a construgdo da recta de calibragdo que relaciona o sinal do
equipamento com a concentragdo do padrao;

| Recta de calibracao

\ 2E+06 , Y=50166x-2109.3
i R?=0.99
1.E+06 - pre
|
5.E+05 -

0.E+00 L
| 0 10 20 30

Concentragao (ppb)

T T 1

Figura 4: Recta de calibragdo

A recta de calibragéo obtida & descrita na figura 4, o coeficiente de correlagéo
associado respeita a condigédo de linearidade - ser superior a 0.995. De acordo
com os resultados obtidos a recta de calibragdo cumpre as exigéncias
admitidas para métodos analiticos devidamente validados, pois o erro do
declive € de 3.5%, o que ¢é inferior a 5% e o intervalo de confianga para a
ordenada na origem é [-25121.2; 20902.6], o que inclui a propria origem.

4.2.2- Limites Analiticos
Novamente com base na recta de calibragéo, calculou-se o limite de deteccdo

para a cromatografia como sendo 0.086 ppb, que em area corresponde a
19583.

4.2.3- Precisao

» Repetibilidade
Uma vez que nao foi detectada OTA nas rolhas analisadas, foi necessaria a
adicao de OTA as amostras usadas para verificar a eficiéncia de extraccdo e
também a repetibilidade; foi usada a amostra de padrdao de OTA 6ppb em

12
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solugdo etanélica a 10%, com periodo de adsor¢cao de 12h a temperatura
ambiente (Tabela 3).

Com estes valores calculamos a média, desvio padrdo e o coeficiente de
variagdo. Desprezando o valor obtido para a amostra 4, que difere muito dos
restantes provavelmente devido a erro experimental, obtemos um coeficiente
de variagédo de 4% para a concentragdo de 6ppb.

Tabela 3- Resultados dos ensaios para o célculo da repetibilidade

Amostra| Area Area media

1 1349626 1310907
1272188

2 1280591 1280273
1279954

3 1374849 1376672
1378495

4 857209 851103
844997

5 1245053 1248405
1251756

6 1349817 1348772
1347727

> Precisdo intermédia
Para o calculo da precisdo intermédia extraiu-se, da mesma forma das
amostras, padrao de OTA 6 ppb em solugao etandlica a 10 e 40%, no entanto
os resultados obtidos foram inconclusivos.

Tabela 4- Resultados obtidos com a injecg&o diaria de padrao de OTA 6 ppb.

Data da Area do padrao de
injeccdo 6ppb
21/Outubro 383850.5
22/Outubro 378907
25/Outubro 389353.5
26/Outubro 397883
11/Novembro 407736
12/Novembro 405395
15/Novembro 415438.5
16/Novembro 433328.5
17/Novembro 418966
22/Novembro 422526.5
23/Novembro 423507.5
24/Novembro 435983
26/Novembro 465506
2/Dezembro 418728
3/Dezembro 428639.5
6/Dezembro 445268
9/Dezembro 420793
10/Dezembro 429510.5
13
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13/Dezembro 428668
14/Dezembro 430196.5
15/Dezembro 428900.5
17/Dezembro 425798
20/Dezembro 430052

Diariamente era injectado um padrao de controlo de 6ppb, pertencente a recta
de calibragao (Tabela 4), este sim permite-nos ter ideia da precisao intermédia,
para os 22 ensaios, verificou-se um coeficiente de variagdo de 4,7%. Com
estes resultados construimos um acarta de controlo diario (Apéndice A).

4.2.4- Exactidao

Para avaliar as possiveis interferéncias que pudessem comprometer a
exactiddo do método de detecgao da OTA, recorreu-se a amostras de rolha
com adigdo de padrdo. Uma vez que nao foi detectada OTA nas rolhas de
cortica e & conhecida a resposta do HPLC para o padrao de 6ppb, pode-se
prever a resposta que o mesmo HPLC deveria dar para cada uma das
amostras. A recuperacgdo € calculada com base nesse valor tedrico previsto e
no valor que foi realmente obtido.

Para as recuperagdes foi usada novamente a amostra de padrao de OTA 6 ppb
em solucao etandlica a 10%, com periodo de adsor¢éo de 12h.

Tabela 5- Resultados obtidos na avaliag8o da exactidao

Amostra| Area | Area media | Area padrao | RECUPEracao
6ppb %

1 1349626 | 1310907 | 260846.5 100.5
1272188

2 1280591 | 1280273 | 260846.5 98.2
1279954

3 1374849 | 1376672 | 260846.5 105.6
1378495

4 857209 851103 | 260846.5 65.3
844997

5 1245053 | 1248405 | 260846.5 95.7
1251756

6 1349817 | 1348772 | 260846.5 103.4
1347727

Se desprezarmos novamente o valor da amostra 4 verificamos que as
recuperagbes obtidas estdo bastante préoximas dos 100%, no entanto estes
valores podem apenas ser coincidéncia uma vez que quando calculadas as
recuperagoes para os padroes de OTA 6 ppb em solugéo etandlica a 10 e 40%
as recuperagdes rondavam os 10% (4.2.3- Precisdo Intermédia). Assim os
resultados relativos a exactidao sdo inconclusivos, e seria necessario mais
tempo para encontrar a origem do problema que conduz a tao baixos valores
de recuperacéo e tal discrepéncia de resultados.
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4.2.5- Analise de Incertezas

A avaliagdo das incertezas nao foi feita neste trabalho, no entanto é importante
determinar as varias contribuicbes das fontes de erro consideradas
significativas como as associadas a preparagdo dos padrbes, a recta de
calibragdo, a precisdo e a exactiddo. Esta andlise devera ser feita em trabalho
futuro uma vez que é importante para a validagdo do método e s6 néo foi
efectuada por escassez de tempo.

4.3- Adsorcao de OTA em rolhas de cortiga

Inicialmente a adsorgao soé foi estudada em rolhas do tipo natural superior, uma
vez que nao conheciamos a adsorgcido de OTA pela cortiga ao longo do tempo.
No entanto os resultados que obtivemos, em Outubro apenas com uma parte
das amostras prontas para analise, nao foram conclusivos. Assim decidimos
repetir as extracgdes e posterior analise em HPLC por mais duas vez. Mas os
resultados obtidos continuam a ser inconclusivos pois ndo ha uma tendéncia
certa para a adsorg¢do da OTA por parte da rolha, quer para os ensaios com
solugdo etandlica de 10% quer para os de 40%. Verificamos que as
recuperagées nao variam muito com o tempo de contacto entre a rolha e a
solugéo, mas sim de periodo para periodo de analise. Tratando-se da mesma
amostra os resultados de Outubro, Novembro e Dezembro deveriam ser
idénticos, como ndo o sao nao podemos afirmar qual eles é o correcto!

Tabela 6- Resultados de adsor¢ao de OTA em rolhas de cortiga natural superior obtidos para
padrédo de 6ppb em solugéo etandlica a 10%.

Areas em Outubro Areas em Novembro Areas em Dezembro
Duragédo| Amostra |Padréo e ,,|% Recup| Amostra {Padrio gqp|% Recup! Amostra |Padrio 6 opb | %o Recup
1 min |1107674.5] 258303 85.77 1231516.0 | 2534125 | 18.27 | 966105.5 | 268692 71.91
12 h [1396792.0{ 258303 | 108.15 - 253412 5 - - 268692 -
1dia |1171983.5] 258303 90.74 [1430068.5| 253412.5 | 112.86 | 503507.0 | 268692 37.48
2 dias [1176965.0] 258303 91.13 | 883011.0 | 2534125 | 69.69 | 455179.0 | 268692 33.88
6 dias | 312926.5| 268834 23.28 [1320546.5] 253412.5 | 104.22 | 453440.5 | 268692 33.75
15 dias - - - 330613.0 | 253412.5 | 26.09 | 515111.0 | 268692 38.34
20 dias - - - 1161543.0| 253412.5 | 91.67 | 455437.0 | 268692 33.90
30 dias - - - - - - 1096723.5] 268692 81.63

Tabela 7- Resultados de adsorgao de OTA em rothas de cortiga natural superior obtidos para
padréo de 6ppb em solugéo etandlica a 40%.

Areas em Outubro Areas em Novembro Areas em Dezembro

Durag&o| Amostra | Padr8o ¢ ,on|% Recup| Amostra | Padréo ¢ oob | % Recup | Amostra | Padr&o g oo | % Recup
1min | 636319 | 214792 59.25 | 479228 | 2172515 44.12 ]309260.0] 222524 27.80
12h | 647969 | 214792 60.33 | 642568 | 217251.5 59.16 | 239321 222524 21.51
1dia | 809559 | 214792 75.38 | 126326 | 217251.5 11.63 | 22710.0 222524 2.04
2dias | 799038 | 214792 7440 | 437364 | 2172515 40.26 | 27040.0 222524 2.43
6 dias [448953.5| 218935.5 | 41.01 | 462752 | 2172515 42.60 | 40086.0 | 222524 3.60
15 dias - - - 80382.5| 2172515 7.40 [124494.0f 222524 11.19
20 dias - - - 140041 | 217251.5 12.89 [111645.0| 222524 10.03
30 dias - - - - - - 818205.0| 222524 73.54
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Uma vez que, pelo resultados obtidos, a adsor¢éo é indiferente ao tempo de
contacto entre a rolha e a solugdo decidiu-se testar a adsorgédo agora com
todos os tipos de rolhas durante um dia.

Mais uma vez os resultados ndo foram conclusivos e aparentemente as
recuperagbes obtidas ndo fazem sentido. Tais resultados s&@o inconclusivos,
pois uma vez que nao conseguimos obter valor plausiveis para as
recuperagbes apenas dos padrées agora nao podemos afirmar que estas
baixas percentagens de recuperagdo se devem a adsorgdo da cortica, ou a
problemas experimental ainda ndo detectados.

Tabela 8- Resultados de adsorgdo de OTA em todas as rothas de cortiga, obtidos para padrao
de 6ppb em solugdo etanélica a 10 e 40%.

Tipo de rolha Area do pico
10% etanol 40% etanol
Amostra | Padrao | Recuperagédo | Amostra | Padrao | Recuperagéo

6ppb (%) 6ppb (%)
Natural superior | 503507 |268692 37.48 22710 [222524 2.04
2% classe | 142639.3|268692 10.62 281506.8|222524 25.30
Aglomeradas| 1-2mm | 151191 |268692 11.25 238021.5|222524 21.39
3-7mm [281176.3|268692 20.93 353201.3|222524 31.75

4.4- Analise da matéria-prima
Apesar de ndo ser detectada OTA nas rolhas de cortiga analisada, esta poderia
existir inicialmente nas pranchas de cortica e ser degradada ao longo do
processo de fabrico, deste modo foram analisadas, pelo mesmo método usado

nas rolhas, pranchas de cortiga.

Esta amostragem ao longo das varias etapas de transformagao para permitir,
no caso de ser detectada Ocratoxina A, aferir em que etapas é que a produgio
se processa e se existe algum procedimento no tratamento da cortica capaz de
eliminar esta toxina

As pranchas foram todas colocadas em solugao etandlica a 10 e 40% durante
10 dias, mais uma vez nao foi detectada a presenca de Ocratoxina A.

Tabela 9- Resultados da presenga de OTA para pranchas de cortica em solug&o etandlica a 10

e 40%.
Tipo de prancha Area do pico
10% 40%
Crua Com barriga e com costa - —
Sem barriga e sem costa —- —
Cozida apés 24h | Com barriga e com costa — —
de mudada Sem barriga e sem costa - -
Cozida apés 48h | Com barriga e com costa — -—
de mudada Sem barriga e sem costa - —
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4.5- Analise das aguas de cozedura

Como a matéria prima fornecida, pranchas de corti¢a, ndo se encontrava toda
crua, foram também analisadas as aguas de cozedura das mesmas. As aguas
de cozedura de 24 e 48 horas depois de ser mudada foram extraidas por
imunoafinidade e de seguida analisadas por HPLC.

Tabela 10- Resultados obtidos com a analise das aguas de cozedura

Agua de cozedura Area do pico
Apés 24 horas de mudada 4051.5
Apébs 48 horas de mudada 1481.0

Verificamos que em nenhuma das amostras foi detectada a presenca de
Ocratoxina A.
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5- Conclusoes
O principal objectivo deste estagio que era a implementa¢éo de metodologia
analitica para a detecgdo de Ocratoxina A em rolhas de cortiga foi totalmente
cumprido uma vez que foi desenvolvido, implementado e validado um novo
método para rolhas.

No que respeita a validagdo do método era necessario mais tempo para que
todos os paradmetros fossem avaliados, assim ficara para um trabalho futuro a
andlise de incertezas assim como a resolugdo de alguns problemas
relacionados com os resultados da repetibilidade e precisdo intermédia.

De todas as rolhas e pranchas de cortica assim como nas aguas de cozedura
nao foi detectada a presenga de Ocratoxina A em nenhuma. Uma vez que as
rolhas e as pranchas de cortica sdo provenientes das varias etapas do
processo de transformagao da cortica podemos concluir que apesar de serem
identificados fungos, pertencentes ao género Penicillium e Aspergillus-
potencialmente produtores de Ocratoxina A, ao longo de todo o processo esta
toxina ndo é produzida. Ou entdo é produzida em quantidades tdo pequenas
que ndo sdo detectadas pelos métodos usados.

No que diz respeito aos ensaios realizados para o estudo da possivel adsor¢ao
da OTA pela cortiga, sdo inconclusivos.
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Apéndice A- Carta de Controlo
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Apéndice B- Cromatogramas
» Padrdao de OTA 6 ppb da recta de calibragéo.
D-7000HSM (ta2003 Series 1896 Repart: modified System: Sys 1

D-7080 HPL C Systera Manager Report

Analyzed: 12/03/04 10:23 AM Processed: 12/03/04 11:43 AM
Sample Name: padrac 6ppb Series:1896
1 —j)_sr_;%:::n 5
12 -3 I~
¥ w
X s ]
b
"
3 .
H .
ad 4 =
I B )
I R - o ~
| ihu A ikt i il b okt b Al b ik Wikt b il WALAGA Dbt b
o 1 2 3 L) S [ q -] L] 0 ph g 12 13 12
Retentimm Time (min)
No. RT Area Cone 1 BC
1 1.79 12644 2.858 BB
2 4.35 1556 0.352 BB
3 8.95 428194 96.790 MC
442394 100.000
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> Rolha de cortica natural superior em solugéo etanélica a 10% durante 1

dia.

D-7000HSM: Ota2003 Series: 1843 Repart: modified

System: Sys |

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 11/22/04 01:54 PM

Sample Neme: amostra Aa 1 dia Series: 1843

Processed: 11/22/04 03:08 PM

Fyoern o
30 J%eas 3
g
= o
k
b e
E 10 =
-
T N R T . e
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
L 31 13248 64 99.860 BB
2 5.87 1853 0.140 BB
1326717 100.000
D-7000HSM: Ota2003 Series: 1843 Report: modified System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/22/04 01:54 PM Processed: 11/22/04 03:08 PM
Sample Neme: amostra Aa 1 dia Series: 1843
30 _senn’; -
R
<
b
H s 3
v
§ 10 =
] j
-] : <
D S T - S S e i S e
Retenticn Time (muin)
No. RT Area Conc 1 BC
1 171 1324864 99.860 BB
2 9.57 1853 0.140 BB
1326717 100.000
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» Rolha de cortica natural superior em solugéo etandlica a 10% durante 5

AR AL LA AL A AL AL LR R R X L R X L R R R R P YY)

dias.
D-7000HSM Ota2003 Series: 1844 Report: modified System: Sys |
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/22/04 02:25 PM Processed: 11/22/04 03:10 PM
Sample Name: amostra Aa 5 dias Series: 1844
b
2 i
) .
H
M &~ <
& E i
2 -
° -. e e
e e e - T S R R S S
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 348005 90.995 BV
2 2.94 34438 9.005 TBB
382443 100.000
D-7000HSM Ota2003 Series: 1844 Report: modified System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/22/04 02:25 PM Processed: 11/22/04 03:10 PM
Sample Name: amostra Aa 5 dias Series: 1844
s isunk: 3
i = |
b § 3
-
"
: . g
g E o
2 =
0 = et
. ! x 1 ® ) 1 L L} v | el L 4 1 ' ] L] L) ¥ 1 pl ' o 1
° 1 2 3 3 5 L 7 -4 L ] w pa g 12 a3 1%
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 348005 90.995 BV
2 2.94 34438 9.005 TBB
382443 100.000
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» Rolha de cortica natural superior em solugdo etandélica a 10% durante 10

dias.
D-7000HSM Ota2003 Series: 1852 Report: modified Systemr Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/23/04 11:57 AM Processed: 11/23/04 12:15 PM
Sample Name: amostra Aa 10 dias Series:1852
i!.“ 3 -
S -
; i
b )
a -
o 2 =
L E
b -
- - S .
-'lll'l'll"l'l'l'l'llll
o 1 2 3 4 -] L 2 8 » 10 P S 12 13 1%
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 257747 88.029 BV
2 2.89 2997 1.024 TBB
3 3.29 32052 10.947 TBB
292796 100.000
D-7000HSM Ota2003 Series: 1852 Repart: modified System Sys |
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/23/04 11:57 amM Processed: 11/23/04 12:15 PM
Sample Name: amostra Aa 10 dias Series: 1852
5_:;"1 Al
¥
>
-]
§
H
L
e T L AR et : s il T T | 4 1 1 St |
° i 2 - L] s L] 7 B » - a 12 i3 14
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 257747 88.029 BV
2 2.89 2997 1.024 TBB
3 3.29 32052 10.947 TBB
292796 100.000
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» Rolha de cortica natural superior em solugao etandélica a 10% durante 15

dias.
D-7000HSM: Ota2003 Series: 1898 Report: modified System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/03/04 11:26 AM Processed: 12/03/04 11:46 AM
Sample Name: amostra Aa 15 dias Series: 1898
0 ~dde th
12 —Jgeas 3
. 0 -
g
8 =
g
'E‘ .
; .
2= 2
o ; ,;‘h_
ol s et e G R bk liebl e berin bl e i diy bagtd Lyl s it Bl kids fotil o L Al |
o 1 2 E L] s s i -3 L] 10 1 12 11 12
Retention Time (noin)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.74 488113 92.898 BV
2 2.79 21606 4.112 TBB
3 3.65 6124 1.166 TBE
4 9.89 9583 1.824 MC
D-7000HSM Ota2003 Series: 1398 Report: modified System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/03/04 11:26 aM Processed: 12/03/04 11:46 AM
Sample Name: amostra Aa 15 dias Series:1898
» A
- 10
E =
8
M
& 3
: 6 -
- %
. :
S e 8 e - .
oS smaay tdonan g Lot Gt s il S ndo) ddd Mol bl i Gl ddil we baeds M e S
o 1 2 3 L 3 S 1 El 8 > ] 0 1 12 13 1%
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.74 488113 92.898 BV
2 2.79 21606 4,112 TBB
3 3.65 6124 1.166 TBB
4 9.89 9583 1.824 MC

Al Al A Al A LA AR A R R R R X R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R R R RN RN NRNRNRR Y}
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» Rolha de cortica natural superior em solugédo etandlica a 10% durante 20

dias.
D-7000HSM Ota2003 Series: 1899 Report: modified System Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/03/04 11:58 AM Processed: 12/03/04 12:1& PM
Sample Name: amostra Aa 20 dias Series: 1899
s =
poniy
i
3 2
o) 0
b 3
T
£ 1 3
== 2
N -
LT e e S i
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.89 1110200 99.902 BB
2 1011 1086 0.098 BB
1111286 100.000
D-7000HSM Ota2003 Series: 1899 Report: modified System Sys |
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/03/04 11:58 aM Processed: 12/03/04 12:18 PM
Sample Name: amostra Aa 20 dias Series:1899
B ~deth 0
Seas 5 1)
30
g 2
» 20
bl
E s
g »
ol =
i =
! o ) = 1 L 1 e 1 ” 1 v 1 . I ¥ ) 1 . L) v ! ¥ 1 ! 2 1 -
o 1 2 3 L] S L] 7 2 » 0 n 12 13 13
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.89 1110200 99.902 BB
2 10.11 1086 0.098 BB
1111286 100. 000
26
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Implementacdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

» Rolha de cortica natural superior em solugao etandélica a 10% durante 40

dias.

D-7000HSM: Ota2003 Series: 1981

Report: arigiral System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/15/04 05:26 PM

Processed: 12/15/04 05:41 PM

Sample Name: amostra Aa 40 dias

Series: 1981

8 —dseth 0
Seas 3

E =3
» &
b & -~
§ E

@
a P
o 3
1 L} 1 ] v L} 4 | L) s ) ! o ) o 1 1 1 v 1 =
L 1 2 3 + s ] kd 2 ] 0 b5 8 12 13 12
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC

1 1272 166232 33.692 BY

2 2.3 232763 47.177 vV

< 3.23 94386 19.131 VB

493381 100.000

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/15/04 05:42 PM
Sample Name: amostra Aa 40 dias

Processed: 12/15/04 05:57 PM

Series:1981

i!-&thna
8 Jsens 3
§ ol
e 3
o & - -
H TR
& E 5
g 2 3
o —3
- 1 i T i i | . Gk et iiaii gnnl e i e I 1 U T
o LS 2 3 * 5 § 7 2 L] 10 pEA iz 13 1
Retention Tume (mun)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.71 171492 31.648 BV
2 2.14 260833 48.135 vv
3 2.74 5373 0.992 TBB
4 3.23 104178 19.225 VB

27



Implementag&o de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortica natural superior em solucédo etandlica a 40% durante 1
dia.

Series: 1845 Report: modified System: Sys 1

D-7000 HPLC System Manager Report

Processed: 11/22/04 03:15 PM
Series:1845

D-7000HSM: Ota2003

Analyzed: 11/22/04 02:57 PM
Sample Name: amostra Ba 1 dia

A A A AA A A A A A A A A A A A A A A A AR A R R AR R R R R R R R RRENERNENREENNNENN NN NN NN R

Fu-wern o
23 JSens 3
g 2 3
M =
A
»
’- B
. 2o
oA Altel ek i S il el e Thikiaodr ‘aal el ekl s sk sl Tl lgauil i s Yaleiith bt tobet hnis Eonhid bial
o 1 2 3 L3 - ] ] ? 2 L] 10 pE R 12 13 13
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 b e <] 949520 99,192 BV
2 320 4618 0.482 TBB
3 5.31 3120 0.326 BB

957258 100.000
D-7000HSM: Ota2003 Series: 1845 Report: modified System: Sys 1

D-7000 HPL C Systemn Manager Report

Analyzed: 11/22/04 02:57 PM
Sample Name: amostra Ba 1 dia

Processed: 11/22/04 03:15 PM

Series: 1845

Joma s

-
i .
k 1 3
g 3
: 3
R L R e . & s . i aaemms
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 5y 949520 99.192 BV
2 3.20 4618 0.482 TBB
3 .31 3120 0.326 BB

957258 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortiga natural superior em solugéo etandlica a 40% durante 5

aAAAL A AR LA R R AR AR AR R R AR R R R R R R R RRRRREAREREREREENERNNENNNNXZR

dias.
Sample Name: amostra Ba 5 dias Series: 1846
60 Jy-wetn 0
Joeas 3
I :
§ »
>
:‘é 10
':3‘ 20
A8 2
= b4
I I 1 1
1 12 a3 13
Fetenticn Time (min)

No RT Area Conc 1 BC
1 Jer2 2732945 75.248 BV
2 4,28 301185 8.293 TBV
3 5.23 493272 13.582 VvV
4 6.19 33078 0.911 TVB
5 8.31 2909 0.080 BB
6 9.63 60833 1.675 MC
7 14.15 7653 0.211 BB

3631875 100.000
Sample Name: amostra Ba o dias Series: 1846
0 ey o
Jeas 5 {]
s .
i -
g w3
g
-
& 20 -
0 2 -
R | Gl T I | ptidadess et aiiat) i hing | 1
o ;8 3 £ 3 5 s L] 10 1 12 13 1%
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 I 2732945 75.249 BV
2 4.28 301185 8.293 TBV
3 923 493272 13.582 TVV
4 6.19 33078 0.911 TVB
5 8.31 2909 0.080 BB
6 9.63 60833 1. 675 MC
7 14.15 7653 i 88ean by BB

3631875 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortiga natural superior em solugéo etandlica a 40% durante 10

dias.

Analyzed: 11/23/04 12:
Sample Name: amostra B

3 M-deth O

D-7000 HPL C System Manager Report

29 PM Processed: 11/23/04 12:48 PM
a 10 dias Series:1853

J8enas 3
& ol
; .
» ¥
d -
"
8 e
- 4
B
- 2 -
%o
0 )
A1 iy Wt i oot ey S el bl Rl e i Hald il idailide Mt it Sk il bl il e
° 2 3 SR s 2 s s 1 1 12 14
Retenticn Time (mdn)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 342487 60.011 BV
2 2.89 66892 o b B B | Vv
3 3:23 156587 27.438 VB
4 9.88 4737 0.830 MC
D-7000HSM Ota2003 Series: 1853 Report: modified System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 11/23/04 12:29 PM Processed: 11/23/04 12:48 PM
Sample Name: amostra Ba 10 dias Series:1853

? = ]
Sens 3
5 ”

§ L
¥ .
b
3 4
5 50
M
¢ E
- P
. ’
L =
il U fae, e oy eibliatil cand s M sty el nen sl o ey e il il e randiohd Tkl et b |
o b R 2 3 £ s L] 7 s 9 w0 1 1z a3 132
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.67 342487 60.011 BV
2 2.89 66892 11.721 Vv
3 3.23 156587 27.438 VB
4 9.88 4737 0.830 MC
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Implementacdo de metodologia analitica e detecg&o de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica natural superior em solugéo etandlica a 40% durante 15
dias.

D-7000HSM Ota2003

Series: 1900

Repart: modified

System: Sys |

Analyzed: 12/03/04 12:29 PM
Sample Name: amostra Ba 15 dias

Intensity (mv)

ll‘ﬁl!h a

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed:
Series: 1900

12/03/04 12:47 PM

dens 3

sy G lirasuicti

Uik b o e D M bl b ¢

i | (gL | T

1 1
0 12 13

o WA BNty T 8 8 20 1%
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1.78 585667 100.000 BB
585667 100.000
D-7000HSM Ota2003 Series: 1900 Report: modified System: Sys |

Analyzed:

Intensity (mV)

12/03/04 12:
Sample Name: amostra Ba 15 dias

D-7000 HPL.C System Manager Report

29 PM

Processed: 12/03/04 12:47 PM
Series: 1800

-¥eth 0
Sens 3

28

b had }
b

o

2 3 ] 5 ] 2 8 5
Retentico Time (min)

e i i ke i i i i st i

w0

1 1
pEE a2 13

No RT Area Conc 1 BC
1.78 585667 100.000 BB
585667 100.000
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Implementagao de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortiga natural superior em solugéo etandlica a 40% durante 20

dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 1901 Report: modified System: Sys |

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed: 12/03/04 04:07 PM
Series:1901

Analyzed: 12/03/04 01:01 PM
Sample Name: amostra Ba 20 dias
-deth 1

k-] Sens 3
N 0 3
B =~
k 20 3
P s
- 3
0 -
s 3
-]
e Mt s L L e e i Miad s b iy L) e M
L i 2 3 ] 9 L] 7 s ] awn S8
Retenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
i 1.7 1214034 98.578 BV
2 3.26 17515 1.422 TBB
1231549 100.000
D-7000HSM Ota2003 Series: 1901 Repart: modified System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/03/04 01:01 PM Processed: 12/03/04 04:07 PM

Sample Name: amostra Ba 20 dias

Series:1901

~deth O
Seas 3

s
3
- 0 =
£ :
v 25 =
™ =
b 20 3
] 3
“ 15 3
3 E
10 -3
0 3
{ 1 L 1 ' ) L 1 i ¥ T J Sl T 1 ¥
o 1 3 L 3 -] 1 3 10 n
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 o 1214034 98.578 BV
2 3.26 17515 1.422 TBB

1231549 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortiga natural superior em solugéo etanélica a 40% durante 40

dias.
D-7000HSM: Ota2003 Series: 1933 Report: modified System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/10/04 11:18 AM Processed: 12/10/04 11:58 AM
Sample Name: amostra Ba 40 dias Series:1933
%-fth L]
Sans 3
25 = 1
B w
¥ 1
: :
# » =
3| \e
" T el :
T 7 & o5 8 v w0 W oa 8
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 179 994526 98.955 BV
2 3521 9387 0.934 TBB
3 9.77 1117 0.111 MC
1005030 100.000
D-7000HSN Ota2003 Series: 1933 Report: modified System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/10/04 11:18 AM Processed: 12/10/04 11:58 AM

Sample Name: amostra Ba 40 dias Series:1933
i)l-&thll
:!t.nn!
LA
S
™ =
a s =
: :
i 1
s_f E
g ;
i ok el viodLiahid s et il el i ot v /i i ied et i i Misd IGRUSS FaR 0 e ol ik bk |
o 1 2 3 ] S 1] q 2 L] 0 1 12 13 1%
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.°7¢ 994526 98.955 BV
2 321 9387 0.934 TBB
3 9.77 1117 0.111 MC
1005030 100.000
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica natural 22 classe em solugéo etandlica a 10% durante

10 dias.

D-7000HSM: Ota2003 Series: 2019 Report: anginal

System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/17/04 02:41 PM

Sample Name: amostra Ab Series:2019

Processed: 12/17/04 02:56 PM

f-ﬁ!kﬂ
Sens 3 n
2 L
! E s
3 -
¥ ;
o
n
§ 2 g
. -~
& 3 -
L s
£ ‘ ~___,.»-‘""_
Gl i i i faluany (i valy LR s Ja bl vkttt Mikdlcn! add il sealic Kin i Lt bhi
o 1 2 3 3 s € 2 ] % 4 S% a8 3N, 2As
Retenticn Time (nn)

No. RT Area Conec 1 BC
1 1.68 210786 78.745 BV
2 287 4895 1.829 TBY
3 3.21 52001 19.426 TVB

267682 100.000

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/17/04 02:57 PM

Sample Name: amostra Ab Series:2019

Processed: 12/17/04 03:12 PM

Ju-ssetn o
qoens 3
3 -3
By 3
- 3 <4
M
: B
E 2 =
8 3
= 13
o - !
T 1 L : 1 . i} 1 v 1 L e ) v 1 v ) b L) b ' v 1 ) L —'-—
o X 2 3 : s s 7 g B 40 A a8 13 38
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.69 183361 55.550 BV
2 2.86 96183 29.139 vv
3 i 4 48471 14,685 TBB
4 6.06 2067 0.626 BB
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Implementacéo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica natural 22 classe em solugéo etandlica a 10% durante

40 dias.

D-7000HSM Ota2003

Series. 1982 Report: origimal

Systemr Sys 1

Analyzed:

12/15/04 05:58 PM
Sample Name: amostra Ab 40 dias

D-7000 HPL C System Manager Report

Series: 1982

Processed: 12/15/04 06:13 PM

G

¥ :
oy 10 3
b -
£ 3
% 3
» S -
e TR AR
s Nl beads et et b bt wede bielh dnl iy e v il el it i i i L i M s | v
-] 1 2 3 L] 3 6 7 g L] 0 a 12 13
Retenticn Time (min)
No RT Area Conc 1 BC
1:105 605597 100.000 BB
605597 100.000
D-7U0U0 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/15/04 06:14 PM Processed: 12/15/04 06:29 PM
Sample Name: amostra Ab 40 dias Series:1982
18 -iy-mn- L]
HS%eas 3
12 -
) ST
X ez
. Ris
" a3
2
3
STRE L 5w 6 8 308 5 a W B oo M
Retenticn Time (mum)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.76 593255 100.000 BB
593255 100.000
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Implementag&o de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortica natural 22 classe em solugédo etandlica a 40% durante

10 dias.
Sample Name: amostra Bb Series:2022
R e ;
gpovs: 184
e
b 3
g E .
ANEE .
e %
o 3 -,
il 1 | ARG kit il i | A ket Shiad by Wt maad] i skt A e usad o nabd Jiaid
o b 3 2 3 4+ S L i ; a8 L ] 0 PR 12 13 12
FRetenticn Time (min)

No. RT Area Cong 1 BC
1 1.82 730473 64,046 BV
2 2.86 152990 13.414 v
3 317 101119 8.866 vV
4 R 137000 12.012 VB
5 5.85 2113 0.185 BB
6 9.63 16841 1.477 MC

1140536 100.000

Sample Name: amostra Bb Series:2022

- o
[ e
) = 3
o =
“ wn -3 »
g E nc
s 3 " #
o = J = Y
-'|'I'I'I'l'l"I"I"I'|'I'|'l'l'
o 1 2 3 4 -} [ i 8 H] 10 1 2 11 13
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
| 1.82 730473 64.046 BV
2 2.86 152990 13.414 L'a's
3 .17 101119 8.866 vV
4 x L 2 137000 12.012 VB
5 5:.85 2113 0.185 BB
6 9.63 16841 1.477 MC

1140536 100.000

A A A A A A A A LA A A AR A A A A A AR AR RRERENRRENENRSENLE.ENELLELELELEELEEEE R R R AR AR R R L RS
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortica natural 22 classe em solugéo etandlica a 40% durante

40 dias.

D-7000HSM Ota2003

Series: 1934 Repart: modified System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/10/04 12:05 PM Processed: 12/10/04 02:37 PM
Sample Name: amostra Bb 40 dias Series:1934
1% drwarn o
Jsens 3
12 -3
i ow
> o
b 4
: -
- -
8 e
e "
o =
$ & s 3 4 3 st & 5 @ a a a as
Retenticon Time (min)
No RT Area Conc 1 BC
1 13 302636 40.053 BV
2 2.06 439351 58.147 vv
3 .21 11786 1.560 TBB
4 9.73 1807 0.239 MC
D-7000HSM: Ota2003 Series: 1934 Report: modified System: Sys |

Analyzed:

Intensity (mv)

12/10/04 12:05 PM
Sample Name: amostra Bb 40 dias

1% —hesern o

qseas 3

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed: 12/10/04 02:37 PM
Series:1934

12 =

TR, T T RC 59 WO e

bt i o Mok bk hubdd bk bbid o bl Mol vl bbdd bk sl bk bl o |

T sl b b hu o
2 3 £ S L] 5 -] » 0 a 12 13 13
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
i | 1.73 302636 40.053 BV
Z 2.06 439351 58.147 vV
3 321 11786 1.560 TBB
+ 9.73 1807 0.239 MC
37




P9IV IIIIIIIIIOIOOOOOOOOOOIIOLOLOILOININIIDIDDDR2D22223220200000000>»

Implementagdo de metodologia analitica e deteccdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 1-2 mm em solugéo etandlica a 10%
durante 10 dias.

D-7000HSM: Ota2003

Series: 2020 Report: ongnal System: Sys 1

Analyzed:

12/17/04 03:13 PM
Sample Name: amostra Ac

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed: 12/17/04 03:28 PM
Series:2020

k

5

¥ 3
8
ol i
o 5
§ E 2
] % — "
. _
- o
.'I'I'l'l'1‘l"l'l'l'l'l'l'l’l'
o 1 2 3 £ -] 1 g 4 2 L] 0 n 12 13 1%
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.76 156573 20.612 BV
2 1.99 579811 76.343 vV
3 3.19 23128 3.045 TBB
759612 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/17/04 03:29 PM Processed: 12/17/04 03:44 PM
Sample Name: amostra Ac Series:2020
1% _i)_l-au:nn
.\2-1““‘5 3
g »
b 5
o -
n
5 i
8 .l
s
L3
' Al 1 1 Al ¥ | s I » ) ¥ 1 L L > L h L) ¥ 1
o p 8 2 3 3 - | 1 7 2 w0 pa s 2 13 1%
Retenticn Time (mdn)
No RT Area Conc 1 BC
b1 1.76 149816 19,952 BV
2 1.98 578223 77.006 Vv
3 3.18 22843 3.042 TBB
38
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Implementacdo de metodologia analitica e detecgcéo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 1-2 mm em solugao etandlica a 10%
durante 40 dias.

D-7000HSM Ota2003

Series: 1983 Report: criginal System: Sys 1

Analyzed:
Sample Name: amostra Ac 40 dias

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed: 12/15/04 06:45 PM
Series:1983

12/15/04 06:30 PM

1s !)_:-&thﬂ
Jeeas 3
12 4
£ 20 3
p
§ .
# E
- & -
" d }
0
i e e ted Loy’ e iy st Mt i it Gl Mk inte Vo vhind et il ] iRt il Lisici b I S it
] 1 2 3 L3 5 [ ] W 8 L] 10 pE 3 12 13 12
Retention Time (muin)
No. RT Area Conc 1 BC
;) 1.77 611749 100.000 BB
611749 100.000
D-7000 HPL C Systemn Manager Report
Analyzed: 12/15/04 06:45 PM Processed: 12/15/04 07:01 PM

Sample Name: amostra Ac 40 dias

Series: 1983

~deth 0
12 Sens 3

ey
> -
: -
8 Lty
x o
L 5 =
5o
- o —
s e st el ek i el b i et e indad el i et et A ik nai i il i i Lo il
o « 2 3 ] ] [ 3 8 L] w0 X 1 | 13 13
Retention Time (ndn)

No. RT Area Conc 1 BC
B 1.75 515134 98.643 BV
2 3.21 708 4 1.357 TBB

522218 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgédo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Rolha de cortica aglomerada 1-2 mm em solugdo etandlica a 40%
durante 10 dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 2023 Report: angnal System: Sys |
D-7000 HPL C Systemn Manager Report

Analyzed: 12/17/04 05:03 PM Processed: 12/17/04 05:19 PM

Sample Name: amostra Bc Series:2023

f orem
deaa 3
3

Intensity (mv)
w
|

P i P e nighe ek i b oa i il b e e st N et b et i e Jaiat i’ it ek hidel.
PR 3 s e O3 oy 0 Xl 13 i

Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 ¥ g 224437 50.700 BV
2 2.83 63660 14.381 v
| 2 3 154575 34.918 VB
442672 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e deteccdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

» Rolha de cortica aglomerada 1-2 mm em solugao etandlica a 40%
durante 40 dias.

Sample Name: amostra Bc 40U dias Series: 2043
N-dsath 0
B —LCJ\! 3
g1 . :
e 3 #
k' & = = 5
i :
-
g 3
H \
2 3 \
) 2
0 EMM
1 i | s 1 1 I 1 I 1 ) 1 1 1
o 1 2 3 4 s ] 2 8 L] 0 n 12 13
Retenticn Tume (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.74 451680 83.661 BV
2 2.48 5316 0.985 TBB
3 2.90 13792 2.555 TBV
4 3.30 66315 12.283 TVB
3 5.01 2791 0. 517 TBB
5398094 100.000
D-7000HSM: Ota2003 Series: 2043 Report: modified System: Sys 1

Analyzed: 12/22/04 12:55 PM
Sample Name: amostra Bc 40 dias

Intensity (mv)

D-7000 HPL C System Manager Report

h-iﬁt) ]

Processed: 12/22/04 02:53 PM
Series:2043

8 Jeena 3

L T : nt e | 1 Boiien L | diat i i | At e | el
] i 2 3 | 3 & B 2 L] 10 RSl pi 13
Retention Time (min)
No RT Area Conc 1 BC
b 1.74 451680 83.661 BV
2 2.48 5316 0.985 TBB
3 2.90 13792 2385 TBV
4 3.30 66315 12.283 TVB
3 5.01 2791 0.517 TBB
41
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 3-7 mm em solugdo etandlica a 10%
durante 10 dias.

Sample Name: amostra Ad Series:2021
Feowen o
Jteas 3
S
i w
& 3
5 3 J i
0 3 2 -~
g Lt M ] b il il ebad M (et b talt liaed il i kel iy Hnk g el i i, i it kit i |
] 1 2 3 L ] L] 3 8 L] 10 paa 12 a3 12

Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.82 797009 66.940 BV
2 2.86 152969 12.848 ww
3 3.17 96628 8.116 hia's
4 .57 123461 10.369 VB
5 5.83 2040 8. 174 BB
6 9.65 18517 1.555 MC

1190624 100.000
Sample Name: amostra Ad Series:2021
~deth 0
ghna 3
A
el
N :
A 1 =
i 3
8 : 3
& ST =0
o2 : 3
e o 1 v | ik ! ¥ 1 ot e ' - 1 ¥ 1 v el 1 L) 1 ¥

Retentico Time (min)

No. RT Area Cone 1 BC
1 1.82 797009 66.940 BV
2 2.86 152969 12.848 vV
3 s [ 96628 8.116 VvV
4 i 8Ty 123461 10.369 VB
5 5.83 2040 0.171 BB
6 9.65 18517 1,555 MC
1190624 100.000
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Implementacdo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 3-7 mm em solugdo etandlica a 10%

durante 40 dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 1934

Report: ongmal

System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/15/04 07:01 PM
Sample Name: amostra Ad 40 dias
-dekh O

Processed:
Series: 1984

12/15/04 07:16 PM

1w Seaa 3
E 8 =
§ »
B E

A uif

0 - i —‘d__—\\

L e Yoshe b i by (el el s bices e i il Wi il Rl bl el kst M
o 1 2 3 ;| - ] ? - 5 10 n 12 1%
Retention Time (muin)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.7S 389813 98.705 BV
2 3.23 2116 1.295 TBB

394929 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/15/04 07:17 PM Processed: 12/15/04 07:27 PM
Sample Neme: amostra Ad 40 dias Series:1984
w th O
_!un 5
€ 8
> «
g 3
g
v 5 =3
E E
2 -
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 & 3 s i ] -] L]
Retenticn Time (nuin)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1073 410133 97.279 BV
2 e 11472 A TBB
421605 100.000
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 3-7 mm em solugéo etandlica a 40%

durante 10 dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 2027

Repart: original

System: Sys 1

D-7000 HPL C Systern Manager Report

Analyzed: 12/20/04 12:11 PM
Sample Name: amostra Bd

Processed:
Series:2027

12/20/04 12:26 PM

; X
H A=
1
0 - e
v ) v 1 - 1 - ) » 1 . e T . 1 L | ¢ L » ) A ¥ 1 v I v
o 1 2 3 L3 - ] 7 -] 1] 0 n 12 13 1s
Fetenticn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1} P2 236516 79.111 BV
2 325 62451 20.889 VB
298967 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 12:27 PM Processed: 12/20/04 12:42 PM
Sample Name: amostra Bd Series:2027
9§ vy
g =
1 -
0
S & % 3 4+ ®. 3 3 % s 3 M 3 a3 a8
Fetentico Time (muim)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.71 238433 80.066 BV
2 3.23 59362 19.934 VB
297795 100.000
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Implementacdo de metodologia analitica e deteccdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

> Rolha de cortica aglomerada 3-7 mm em solugéo etandlica a 40%
durante 40 dias.

Sample Neme:

amostra bBd 4U dias Series: LU44
Fu-wetn o
g Sans 3

3
i
i
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 X770 197594 26.205 BV
2 o L] 191447 25.390 vv
3 2.89 67056 8.893 vV
4 3.30 284716 37.759 Vv
- 4,97 4120 0.546 TBB
6 b S 3283 0.436 BB
) 10.29 5818 a2 BB

754034 100.000

Sample Name: amostra Bd 4U dias Series:ZU44

Fu-war» o
g Jfeas 3 )]
g
o
il
§
&
&
Retenticn Time (min)

No RT Area Conc 1 BC
1 1.70 197594 26.205 BV
2 2.19 191447 25.390 57
3 2.89 67056 8.893 vV
4 3.30 284716 37109 5
5 4.97 4120 0.546 TBB
6 TS 3283 0.436 BB
7 10.29 5818 0.772 BB

754034 100.000
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Implementacdo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM
» Agua de cozedura 24 horas depois de mudada.
Sample Name: agua de cozedura 24 h Series: 1847
16 [W-ddeth 0
Sans 3
1s -3
i =
0 -
b ;
g =7
I
2 w
2 3 / :
e e
’ ) v 1 7 gk ' L T » ik ! v ' Ls 1 » L 1 1
0 X 2 i k] 3 L] i | 8 s 10 1 12
Retention Time (noin)
No RT Area Conc 1 BC
3 1.3 880743 88.227 BV
2 3:03 21677 2.172 TBB
3 4.26 32347 3.240 TBB
4 S=S 61083 6.119 TBB
5 9.63 2419 0.242 BB
998269 100.000
Sample Name: agua de cozedura 24 h Series:1847
15 _Ju-ween o
Seas 3
iz -
B oo
. 10 3
& E
E 8 —
H .
a =
oo
(Gl phe i il s b (it ek e gt b ol sl i il i i il diiliiei: sl il
o 1 2 3 4 - ] L] i a2 L] wn 0 iz
Retentico Time (ndn)
No RT Area Conc 1 BC
1 i 105 880743 88.227 BV
2 3.03 21677 A i TBB
3 4.26 32347 3.240 TBB
4 5.25 61083 6.119 TBB
5 9.63 2419 0.242 BB
998269 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Agua de cozedura 48 horas depois de mudada.

Sample Name: agua de cozedura 48 h Series: 1H4d
16 —Jw-aeth 0
q8ens 5
1%
12
g :
10 -
Ly '
]
H - .
8 :
LI N
5 ! '\j\
P SRR L
I I i MRt Tl S | 1 1 T 1 | 1 |
o 1 2 3 £ ] S 1 3 8 ’ w0 . 2 13 P 3
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.71 883488 96.533 BV
2 e 26781 2.926 TBB
3 8,23 3463 0.378 BB
4 B3 1481 0.162 BB

915213 100.000
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica crua com barriga e costa em solugéo etandlica a 10%
durante 10 dias.

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 02:49 PM Processed: 12/20/04 03:04 PM
Sample Name: placa crua cc/cb 10% Series:2032
2 _i)l‘&lth ]
Sens 3
-~ et
2 T
i 3
a =y
"
§ y - 5
“
E i
2 —
1 —-' -
o ._.Zw——— .
it il ¥ I I I | bl ied i il
o 1 5 10 i1 12 a3 12
Retention Time (muin)
No RT Area Conc 1 BC
1 2l 314296 91.043 BV
2 < 309z0 8.957 TBB
345216 100.000
D-7000 HPL C Systemn Manager Report
Analyzed: 12/20/04 03:05 PM Processed: 12/20/04 03:20 PM
Sample Name: placa crua cc/cb 10% Series:2032
7 —du-metn o
J8sna 3
o
¥

Intensity (mv)

»

o w
JORTION 10O T YO DO
i~
|
|
J 3.3

»

e ) b i ek, i e i main e il iiin i ji 1
iz 13 13

1
° 1 2 3 4+ S L] 3 8 9 A =
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 p 0 6 311646 90.444 BV
2 3.23 32928 9.556 TBB
344574 100.000
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica crua sem barriga e sem costa em solugédo etandlica a
10% durante 10 dias.

A AAAAALAA L AL RA R AR R EEEREEESRSRSARRRRRRRRRRRRRERNE NN NN B}

D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 03:21 PM Processed: 12/20/04 03:36 PM
Sample Name: placa crua sc/sb 10% Series:2033
%-&!k ]
1 Sens 3
i :
M 10 -~
3 3
i E
& 5
o _-Al/
SRR S N F .f. 7 8. % W a5 % a1
Retenticn Time (nin)
No. RT Area Conc 1 BC
1 b 518548 98.340 BV
2 319 8751 1.660 TBB
527299 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 03:36 PM Processed: 12/20/04 03:52 PM
Sample Name: placa crua sc/sb 10% Series:2033
n !uaa: .
3 L.
2 » ]
b i
§ .3
E 5
5 *
N } :
&3
SRR . 8.y W & o a om
Retention Tume (min)
No. RT Area Conc 1 BC
2 1.82 550815 97.726 BV
2 3.19 12816 2.274 TBB
563631 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Placa de cortiga crua com barriga e costa em solugéo etandlica a 40%
durante 10 dias.

D-700U HPL C Sysiem Manager Keport

Analyzed: 12/20/04 05:59 PM Processed: 12/20/04 06:14 PM
Sample Name: placa crua cc/cbh 40% Series:2038
-Math 8§
feas 3
B
i 3
P“ & -3
# 3
. :
8 4 S
2 3 )
N J p—
A e e R R
Retenticn Time (ndin)
Ho. RT Area Conc 1 BC
1 1.76 433521 94,691 BV
2 3.20 16832 3.677 TBB
3 3.84 7471 1.632 TBB
457824 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 06:15 PM Processed: 12/22/04 10:31 AM
Sample Name: placa crua cc/cbh 40% Series:2038
‘?n [
Sens 3
8 :
g 3
s =
o
3 E
g 2 ]
&
5 -3
2 3
3 ’ S .
0 3
S Smeain Ve Lo (g e (S i | | b i i at e s |  Eielles s | | i |
o 1 2 < L 3 - | L 3 8 L] w 1 12 13 13
Retention Time (mim)

No RT Area Conc 1 BC
i 106 443873 91.820 BY
2 S 09 6316 1.307 TBB
3 3.19 20939 4.332 TBB
4 3.84 12286 2.541 TBB
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica crua sem barriga e sem costa em solugéo etandlica a
40% durante 10 dias.

D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 06:30 PM Processed: 12/20/04 06:46 PM
Sample Name: placa crua sc/sb 40% Series:2039
10 s o
gens 3
-~ B -
g 3
& ¢ -3
H -
N
L 3
2
o 3
e T et e i i i by bl o] v il il il ol ] e e [l i i i i U
° b8 2 3 L3 S L] b ] -4 L] 0 PS8 12 3 1%
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.76 473646 94.576 BV
2 32l 19251 3.844 TBB
3 3583 7911 1.580 TBB
500808 100.000
Analyzed: 12/20/04 06:46 PM Processed: 12/20/04 07:02 PM
Sample Name: placa crua sc/sb 408% Series:2039
!)’-llnl
-’l_lnn!
8
§ & 3
&
3 -
$ + .
E o H
s ] ’ 3 -
o 3 i
7 s | Sl U T T I I T 1 I 1 1
o 1 2 3 £ s L ] 2 2 L] 10 1 12 13 1s
Retentiocn Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 3. 15 481420 93.683 BV
2 3.20 22561 4.390 TBB
3 3.83 9901 1.927 TBB

COVHN999933 335353320V VLHDHLBOOOOOVODHIIDRRIONNONOLOOVLOOOD
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Implementacéo de metodologia analitica e detecgéo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Placa de cortica cozida ap6és 24h de mudada com barriga e costa em
solugao etandlica a 10% durante 10 dias.

D-7000HSM Ota2003

Series: 2028 Report: ariginal System: Sys |

Analyzed: 12/20/04 12:42 PM
Sample Name: placa 24h cc/cb 10%

D-7000 HPL C Systerm Manager Repori

Processed: 12/20/04 12:58 PM
Series:2028

Fr-sarn o
S Jeas 3
'i 25 5
20_:
& 3
i o=
- =
8 10 =
:
o_é __-;—__
o L e e oo Wik a0 et kil S st ot s bt i bo it del el bbb b luisy |
o & 3 L] 7 8 L] 0 pA Y 12 13 1%
Retentimm Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
3 a. 01 1119213 98.861 BV
2 3.19 8970 0.792 TBB
3 3.95 3921 0.346 TBB

1132104 100.000

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 12:58 PM
Sample Name: placa 24h cc/cb 10%

Processed: 12/20/04 01:13 PM
Series:2028

GV 999999933333DB222PLOL22000HHOHHHHDIRRERRROLNONOOCEAOD

35 3!.!
:“ﬁtt: .
»
T
b 2
] 3
g = 3
® 3
- 10 )
0 3
) 1 |t g g s | 1 v 1 1 1 | bl
o 1 s 1] i - 5 10 a 12 a3 1z
Retentico Time (mdn)

No RT Area Conc 1 BC
i X 2.03 1170893 98.170 BV
2 3.20 12315 3,033 TBB
3 3.97 9509 0.797 TBEB
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

>

Placa de cortica cozida ap6s 24h de mudada sem barriga e sem costa

em solugéo etandlica a 10% durante 10

D-7000HSM Ota2003 Series: 2029

Report origiral

dias.

System: Sys 1

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 01:14 PM
Sample Name: placa 24h sc/sb 10%

Processed: 12/20/04 01:29 PM
Series:2029

t-nn ]
10 —Jeens 3
i "
X =
w
"
§
o L
" E
s =
- e
) Al ) ' % 1 » ¥ . 1 L | . g 1 1 o 1 L L L)
o 2 2 3 4 s ] 2 B » 0 o 12 13 12
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1 BC
1 LS A 309273 98.280 BV
2 3.20 5412 1.720 TBB
314685 100.000

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 01:30 PM
Sample Name: placa 24h sc/sb 10%

Processed: 12/20/04 01:45 PM
Series:2029

Pr-smen o
8 —Jseans 3
2 v
B 3
b
§ o
-
i 3
z2 -
0 -
R e AR R R R T e e ek e v b i ik faried el i e o
o 1 2 3 E ] s 5 2 8 L w0 . 12 13 1s
FRetention Tume (muin)

No. RT Area Conc 1 BC
1 195 268713 97.571 BV
2 Fwe-l 6689 2.429 TBB

275402 100.000
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Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica cozida apés 24h de mudada com barriga e costa em
solucéo etandlica a 40% durante 10 dias.

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 03:52 PM Processed: 12/20/04 04:07 PM
Sample Name: placa 24h cc/cbh 40% Series:2034
Fu-sern o

2 qéeas 5

g 20
-
{-g: i
‘“‘ 10
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IR RRRANFARARRANARRAN]

T ke ik i el

1
12 13 1%

T T T i i b Mo bided iadd bk Mkl i i ke i b |
o p 3 2 3 L s [ ;| B L] 0 a
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.83 938584 98.725 BV
2 Sk 12121 1225 TBB
950705 100.000

D-7000 HPL.C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 04:08 PM Processed: 12/20/04 04:23 PM
Sample Name: placa 24h cc/cb 40% Series:2034
23 —l;ntt: .
3%
B =g
a2 3
P wd
o
E .
0 A.—L
i | 4 1 ¢ { el 1 ek . 1 v [ 1 L . T . ) v 1 b e 1 v
-] 2 8 2 3 4 3 1 ] 2 -] 1] 0 1 1z a3 12
Retention Time (min)
No. RT Area Conc, 3 BC
1 1.83 916450 97.613 BV
X 283 4149 0.442 TBB
3 320 18261 1.945 TEB
938860 100.000
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Implementagéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica

AMORIM

Analyzed:

12/20/04 04:24 PM
Sample Name: placa 24h sc/sb 40%

(M-deth 0

D-7000 HPL C System Manager Report

Processed:
Series:2035

> Placa de cortigca cozida apés 24h de mudada sem barriga e sem costa |
em solucao etandlica a 40% durante 10 dias.

12/20/04 04:39 PM

i Sens 3

|
wrwervpreeT
11
BC

- 12 —.
B >
= S
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§ -
& 3
. o
= ’ E:
o o
bl aal _E ks i mad ) ek mb uead dieid e | L Gie Lt | s b oo b LRl |
o 1 2 3 L 5 ] k| 8 L] 0 1 2 3
Retention Time (min)
No. RT Area Conc 1
1 1.81 398968 98.560 BV |
2 3.20 5831 1.440 TBB |
|
404799 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 04:40 PM Processed: 12/20/04 04:55 PM

Sample Name: placa 24h sc/sb 40% Series:2035
u Jpa
Pt |
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o E
- Wi
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- k.
- il g
z_- 2 |
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Ak vt s o bl ey el s gt i s il b (bl e ik e il i elal i ki M e el ‘
o 1 2 3 4 -] [ 2 8 ] w0 pE S 2 13 1%
Retentim Time (minm) |
No. RT Area Conc 1 BC
1 1.81 431258 97.443 BY |
2 3.2 11318 LD TBB :
:
442576 100.000 :
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Implementac&o de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica cozida apoés 48h de mudada com barriga e costa em
solugao etandlica a 10% durante 10 dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 2030 Report: ongnal System: Sys |
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 01:46 PM Processed: 12/20/04 02:01 PM
Sample Name: placa 48h cc/ch 10% Series:2030
Fu-wern o
Sans 3
& 1 3
i 3
o 3
w w0 —
: C
] 3
5 -
o:.__*fl————;
oS i e (it M e el Madiien: et e ahad et o sialiy e Niao ikt ot Maaa dnich! i

1 U
o i 2 3 % 5 L] 7 -] L] 0 FL8 iz 13 13
Retention Time (minm)

No. RT Area Conc 1 BC

1 181 571036 98.682 BV

2 1 i 7624 1.318 TBB
578660 100.000

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 02:02 PM Processed: 12/20/04 02:17 PM
Sample Name: placa 48h cc/cbh 10% Series:2030
18 ~sath O
Sens 3
1% =
§ =
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: il
H I
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S hoan e Ga et SRS ikt it i i b i ke e ineal e [t sk’ g g g e

i |
o 1 2 3 3 3 L] v 8 L] 0 n 12 a3 12
Retenticn Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
g 1.81 525629 98.327 BV
2 32D 8942 1.673 TEBB
534571 100.000
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Implementacdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Placa de cortica cozida ap6s 48h de mudada sem barriga e sem costa
em solugado etandlica a 10% durante 10 dias.

D-7000HSM Ota2003 Series: 2031 Report: angimal System: Sys 1
D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 02:17 PM Processed: 12/20/04 02:33 PM

Sample Name: placa 48h sc/sb 10% Series:2031

i &
2 =
g ;
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H ]
L. 2
1 -
0 _'.’J— e
y 1 oy | R ) ol ) 1 oo, ) ' 1 v ) - 1 v
o 1 2 3 4 s [ | 8 s wn n 12 13 12
Retenticn Time (nin)
No. RT Area Conc 1 BC
1 1. 240919 79.934 BV
2 2.90 23927 7.939 hia's
3 3.19 36549 12.127 VB
301395 100.000
D-7000 HPL C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 02:33 PM Processed: 12/20/04 02:48 PM
Sample Name: placa 48h sc/sb 10% Series:2031
R ey
§
™
]
n
§
g
 u o1 1 o
No. Conc 1 BC
1 1.71 318266 92.264 BV
2 3.20 26684 T-736 TEB
344950 100.000

57



Implementagdo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

> Placa de cortica cozida ap6s 48h de mudada com barriga e costa em
solucgéo etandlica a 40% durante 10 dias.

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 04:55 PM
Sample Name: placa 48h cc/cb 40%

Processed: 12/20/04 05:11 PM

Series:2036

M-dath 0
Sens 3

~ 5 3
£ 3
; 0
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g 3
i g
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o 5 ————
1 ! I i e e e M e il (i i il okt it it i il
o b § 2 3 L] S L] 7 8 s 0 P § 12 i3 1%
Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC

1 1.84 758395 97.827 BV

2 2.82 4334 0.559 TBB

3 3.18 12511 1.614 TBB

775240 100.000
D-7000 HPL.C System Manager Report
Analyzed: 12/20/04 05:11 PM Processed: 12/22/04 10:56 AM

Sample Name: placa 48h cc/cbh 40%

Series:2036

1s —‘iz%..ﬁ,:, :
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B = &
" .:
.
o

1 1 s i 1 et o ! gt oy | skl gl 1 i sy

o 1 2 3 % 5 & ? s ’ 3 33 33 13 28

Retention Time (min)

No. RT Area Conc 1 BC
b 3 1.80 821546 97.308 BV
2 2.83 5211 0.617 TBB
3 3.19 17515 et A TBB

844272 100.000
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Implementacéo de metodologia analitica e detecgdo de OTA em rolhas de cortica AMORIM

» Placa de cortica cozida ap6s 48h de mudada sem barriga e sem costa

em solucao etandlica a 40% durante 10 dias.

D-7000 HPL C System Manager Report

Analyzed: 12/20/04 05:27 PM

Sample Name: placa 48h sc/sb 40% Series:2037

Processed: 12/20/04 05:42 PM

- gt
Seas 3
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8
B
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§ E
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i haless ) s et bk esti e il bt s e et add dhal bk Ml ek | ( i e |
o E 2 3 L] 3 L] * B L] 10 . 12 1%
Retention Time (nin)

No. RT Area Conc 1 BC
1 1.79 478132 97.383 BV
2 3.20 12848 2.617 TBB

490980 100.000
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