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Sumario

O presente trabalho encontra-se integrado no ambito da disciplina
Dissertacdo/Estagio do Mestrado em Engenharia Quimica — ramo Qualidade, do Instituto
Superior de Engenharia do Porto. O estagio foi realizado na empresa Super Bock Group,
SA - lider nacional na area de bebidas. O estagio decorreu no Laboratério Central e teve
por objetivo o desenvolvimento e implementacdo de métodos de andlise de vinhos
brancos e sangrias por Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier.

Foi adquirido o Thermo Scientific Nicolet iS5 FTIR com o objetivo de efetuar os
ensaios da determinacdo do teor alcodlico, da acidez volatil acética, da acidez total
tartarica, dos acUcares redutores e totais e da massa volimica, em dois tipos de amostras
— vinhos brancos e sangrias. Para a construcdo das retas de calibracdo dos métodos
respetivos, utilizaram-se vinhos naturais padronizados, incluindo vinhos brancos, roses e
tintos, adquiridos na Comissdo de Vinhos Verdes, e vinhos sintéticos de referéncia da
marca TITRIVIN. Os métodos estudados foram avaliados pelos pard@metros de calibragéo,
de precisdo intermédia, de repetibilidade e de veracidade. No caso da determinacdo da
repetibilidade, esta foi aceitavel para os métodos de analise de teor alcoolico, massa
volumica e acidez total para as amostras de vinho tinto e de vinho branco. Os pardmetros
de acidez volatil e teor de agUcares redutores tiveram uma repetibilidade aceitavel para as
amostras de vinho tinto e o parametro de agUcares totais para as amostras de vinho branco.
Na determinacéo da precisao intermédia verificou-se a mesma situacao.

Concluiu-se que, ap6s o fim de periodo de estagio o equipamento em estudo,
encontrava-se preparado para a aplicagdo dos métodos de andlise de teor alcodlico, massa
volumica, acidez total e volatil, teor de agUcares totais e redutores, nas amostras de vinho.
No caso de sangria, & necessario construir retas de calibracdo independentes, com recurso
a solucdes-padrdo de sangria, uma vez que, a matriz destas amostras difere

significativamente das amostras de vinho.

Palavras-Chave: FTIR, vinho branco e sangria, implementacdo de métodos, teor alcoélico,
massa volimica, acidez total, acidez volatil, agUcares totais, aglcares redutores.
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Abstract

The present study is integrated in the scope of the Dissertation/Internship of the
Master’s in Chemical Engineering — Quality branch of the Porto Superior Institute of
Engineering. The internship was fulfilled in Super Bock Group, SA— national leader in
the beverages department. The internship occurred in the Central Laboratory and had the
goal of development and implementation of methods of analysis of white wines and
sangrias by Infrared Spectroscopy with Fourier transform.

The Thermo Scientific Nicolet iS5 FTIR was purchased for determination of
alcohol content, volatile acetic acidity, total tartaric acidity, reducing and total sugars and
density in two types of samples — white wine and sangrias. For the construction of the
calibration lines, standardized natural wines were used, including white, rose ad red wines
of the Comisséo de Vinhos Verdes and synthetic reference wines of the TITRIVIN brand
were used. The studied methods were evaluated by calibration parameters, intermediate
accuracy, repeatability and veracity. In case of determination of repeatability, was
acceptable for methods of analysis of alcoholic strength, density and total acidity for red
wine and white wine samples. The parameters of volatile acidity and reducing sugar
content had an acceptable repeatability for the red wine samples and the total sugars
parameter for the white wine samples. In determining the intermediate accuracy, the same

situation was observed.

In the end of the internship period, the equipment under study was ready to use in
the wine analysis mentioned methods. However, it is necessary to create independent
calibration lines for Sangria using standard solutions,since the matrix of these samples

significantly differs from the wine samples.

Key-Words: FTIR, white wine and sangria, method implementation, alcoholic strength,
density, total acidity, volatile acidity, total sugars, reducing sugars.
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1. Introducéo
1.1 Introducdo a Dissertacédo

O trabalho descrito no presente documento foi realizado no &mbito da disciplina
“Disserta¢do/Estagio”, incluida no Mestrado em Engenharia Quimica - ramo Qualidade.
O projeto foi desenvolvido na empresa Super Bock Group, SA (SBG) com inicio em
31/10/2018 e com o seu fim em 07/06/2019, teve como 0 objetivo o desenvolvimento e
implementagdo de métodos de analise dos vinhos brancos e sangrias através do
Espetrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). O estagio decorreu

no Laboratorio Central da SBG.

1.2 Super Bock Group, SA

1.2.1 Histéria

A empresa SBG teve o seu inicio em 1890 quando foi criada a Companhia Unido
Fabril Portuense das Fabricas de Cerveja e Bebidas Refrigerantes (CUFP). Ao longo dos
anos, a sua historia e a presenca no mercado evoluiam rapidamente, com a aquisicéo e
renovacdo de equipamentos, inauguracdo da fabrica Ledo (1914), registo da marca
Pilsener Crystal (1915), desenvolvimento dos sistemas de transporte, entre outros fatores.
Em 1927 foi registada a marca Super Bock. Em 1955 a producgéo de cerveja ultrapassou
os trés milhdes de litros e o crescimento registado foi de quase 50 %, uma vez que em
1954 foi concluida a renovacao tecnolégica e as obras na fabrica de Jalio Dinis, que teve
0 seu inicio em 1934. Na década 60 a historia da CUFP foi marcada pela mudanca das
instalacOes para a localizacdo atual — Leca do Balio, na Via Norte. A fabrica apresentava
uma capacidade anual de producdo de 25 milhdes de litros e mensal que poderia atingir
0s 50 mil hectolitros. Em 1975 o setor cervejeiro portugués foi nacionalizado por deciséo
do Movimento das Forgas Armadas, na sequéncia da revolugdo de 25 de Abril de 1974,
como se ilustra na figura 1.1. A 30 de Dezembro de 1977 ocorreu a transformacdo da
CUFP em Unicer, que resultou da fusdo da CUFP com a COPEJA,a IMPERIAL e ainda
com a RICAL. Esta nova sociedade ficou sediada nas instalacdes da ex-CUFP, em Leca
do Balio [1].
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Em 1986 a Unicer tornou-se lider do

mercado nacional cervejeiro com uma
quota de 50,8 %. Em 26 de Abril de 1989

ocorreu a privatizacdo de 49 % do capital,

sendo a primeira privatizacdo de uma
empresa publica. Foi constituida a
Maltibérica, da qual a Unicer é acionista

maioritaria, com o objetivo de ter uma
malteria® propria. Na primeira década de Figura 1. 1 "Brindar a Abril" [1].

presente século, a empresa passa a ser —

Unicer, Bebidas de Portugal, SA, depois de adquirir o grupo Vidago, Melgago, Pedras
Salgadas (VMPS) e a Caféeira [1]. No ano de 2017 a Unicer, Bebidas de Portugal, SA
passa a designar-se Super Bock Group, SA (SBG).

1.2.2 Mercado

A SBG ¢é uma lider nacional na venda de bebidas de varios tipos, nas figuras 1.2

e 1.3 encontram-se ilustradas as marcas de bebidas pertencentes, por categoria.

— Vinha de Mazouco —  Super Bock
. wn

o | [ Campo da Vinha S | L Super Bock
2 ~
2 = Selecdo 1927
| H Tulipa “
S Lans Carlsberg
1%p) (D]
o M Planura % —
8 = Cristal
< | H Monte Sacro g
c
> @ Ch
> — Quinta do Minho O eers

- Vini —  Somersby

Figura 1. 2. Marcas de vinhos, sangrias, cervejas e sidras da SBG (Em dezembro de 2018) [2].

! Malteria — unidade de producio de malte.
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Figura 1. 3. Marcas de aguas e refrigerantes da SBG (Em dezembro de 2018) [2].

Para além de ser uma lider nacional, a SBG também esta presente, fortemente, no
mercado internacional, como é representado na figura 1.4. Os produtos da SBG podem
ser encontrados, nos paises, como, por exemplo, Estados Unidos, China, Brasil, Japéo,

Africa do Sul, entre outros.

Figura 1. 4. Presen¢a da SBG no mercado internacional [3].
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1.2.3 Certificacdo

Sendo uma empresa de referéncia, a SBG tem uma forte preocupacdo com a
qualidade dos seus servicos e produtos. Para a confirmacgéo do seu desempenho possui

varias certificaces:

IFS-1S 208638 (Producdo e enchimento de cerveja);
ISO 14001 (Sistemas de gestdo ambiental);

N
N
— 1SO 22000 (Sistemas de gestédo de seguranca ambiental);
— 1SO 9001 (Sistema de gestdo de qualidade);

N

OHSAS 18001 (Sistema de gestdo de salde e seguranca);

A certificacdo IFS-IS 208638 confirma que a SBG cumpre 0s requisitos, no nivel
mais elevado (95,39%), para a producdo e enchimento de cerveja (com e sem alcool), em
garrafas de aluminio ou vidro, cidras em garrafas de vidro e latas de aluminio e bebidas

de malte em garrafas de vidro.

1.3 Tema e Objetivo da Dissertacao

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento e implementacéo de
métodos de analise dos vinhos brancos e sangrias através do FTIR. O equipamento em
questdo deve ser capaz de analisar amostras de diferentes composic¢Ges de concentracfes
variadas, como, por exemplo, vinho de cisternas que chegam a SBG, mosto de vinho
branco/tinto, vinho branco, sangria tinta/branca. Com a ajuda do equipamento FTIR
pretendeu-se desenvolver métodos para a determinagdo do teor alcodlico, massa

volUmica, acidez volatil acética, acidez total tartarica, teor de acucares totais e redutores.
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2. Fundamentos Tedricos

Neste capitulo serdo descritos conceitos tedricos e técnicos, relacionadas com o
tema da dissertacdo e estudos que foram realizados durante o periodo de estéagio.

2.1 Vinho e Sangria

O vinho é um dos produtos alimentares mais antigos, produzidos pelo homem.
Pensa-se que a sua produgdo comecou na Gedrgia por volta de 7 000 a.C. [4]. Este produto
tem grande importancia histérica, pois acompanhou a evolugéo econdémica e sociocultural
mundial. E um substrato complexo, que contém alcool, 4cidos organicos, glucose, frutose,
glicerol, compostos fendlicos e proteinas como os constituintes base [5]. O vinho é um
produto obtido a partir da fermentacédo alcodlica de uvas ou do mosto de uvas frescas, e,
dependendo do seu tipo, as suas caracteristicas podem variar. O mosto de uvas € definido
como o produto liquido obtido naturalmente ou por processos fisicos a partir de uvas
frescas. Os tipos de vinho mais populares sdo o vinho verde, o tinto, o branco e o rosé.
Neste trabalho os produtos de interesse sdo os vinhos brancos e a sangria. A sangria,

normalmente, resulta da mistura do vinho tinto ou branco com aromas, acidificantes, etc.

Todos os vinhos, em geral, passam pelos mesmos processos base na sua
producdo, embora existam algumas diferencas na producéo, conforme o seu tipo. A figura

2.1 mostra os processos tipicos de producdo nos vinhos.

( \ - \ p .
Colheita Clarificagdo e Amadurecimento
estabilizacéo
\ ) L ) L )
( \ - \ p .
Desengace e
esmagamento Trasfega Engarrafamento
. ) L ) L )
s \ - N
Prensagem Fermentagao
\ ) L )

Figura 2. 1 Processos base na producédo de vinhos [6].
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A colheita pode ser realizada em diferentes épocas, dependendo do tipo de uva,
da fase de maturacdo e das condig¢bes climéaticas. Quando as uvas sdo colhidas
antecipadamente, o vinho tende a ser mais &cido e com um teor alcodlico mais reduzido.
Com o atraso da colheita, a acidez vai diminuir e o teor alcodlico aumenta. Para
determinar o tempo ideal de colheita, monitorizam-se dois parametros principais — a
maturacéo tecnoldgica (avaliacio do teor de aglcares e de acidez) e a maturagdo fendlica?

(determinacdo dos principais polifendis: antocianinas e taninos) [6].

O processo de desengace e esmagamento inicia a vinificagdo. Durante este

processo sdo retirados os engacos dos grdos (responsaveis pelo amargo indesejavel no
vinho) e as cascas das uvas sdo rompidas. No caso dos vinhos brancos, o mosto-flor (o
primeiro liquido obtido apds o esmagamento) é separado e depois € utilizado para a
producdo de vinhos mais nobres, sendo mais rico em aglcares, com uma acidez e

guantidade de taninos menores [6].

De seguida, 0 mosto dos vinhos brancos é prensado para separar as cascas € as
sementes. No caso de vinhos tintos e rosé, ndo se efetua esta etapa, uma vez que, a sua

fermentacao ocorre juntamente com as cascas, para o desenvolvimento da cor [6].

No caso do mosto, € admitido um titulo alcoométrico adquirido que ndo exceda
1% vol. O mosto pode depois ser inoculado com leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae, que irdo induzir a fermentacdo alcoodlica de forma controlada [5]. No processo
de fermentacdo, as leveduras consomem o agucar e transformam-no em alcool e diéxido
de carbono. A fermentacdo pode ocorrer em tangques inox ou em barris de madeira
(regularmente sdo barris de carvalho). Um dos fatores mais importantes é a temperatura
da fermentacdo, no caso de vinhos brancos e rosés deve ser baixa, para preservar o aroma
e o0 sabor. Os vinhos tintos devem ser fermentados a temperaturas elevadas para uma
elaboracdo de cor mais profunda e, desta forma, também se obtém um teor de taninos

mais elevado [6].

2 0s compostos fendlicos sdo responsaveis pela qualidade dos vinhos — cor, sabor, corpo.
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Na figura 2.2 encontra-se representado um grafico da cinética de fermentacédo para
um mosto com alto teor de agucar. A fermentacdo de vinho é, normalmente, de tipo batch
e tem 4 fases — lag® (adaptacio), log* (crescimento acelerado), estacionario e declinio, no
que diz respeito ao numero de células viaveis [7]. Inicialmente, as células precisam de
algum tempo para se adaptarem ao novo ambiente, e neste periodo inicial a quantidade
de células que é produzida é igual a que morre. Apé6s esta adaptacdo, as celulas
multiplicam-se a uma taxa constante, até que as condi¢des se tornem desfavoraveis. A
curva aproxima-se a uma forma exponencial — log. Durante este periodo, a populacéo de
células viaveis aumenta rapidamente e atinge seu valor maximo. Enquanto isso, o teor de
nutrientes, expresso pelo teor de acucares, disponivel diminui rapidamente e os
subprodutos metabolicos toxicos, nomeadamente, o etanol, acumulam-se. Assim, ap0s
um periodo de crescimento rapido, a taxa de divisdo celular diminui e as células ficam

metabolicamente inativas. Da-se o inicio a fase estacionaria.
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Figura 2. 2. Cinética da fermentagdo de um mosto com alto teor de agUcar [7]. (“Viable yeast cells per mL” — células
viaveis de levedura por mL; “Sugar content” — teor de agucar; “ethanol content” — teor de etanol; “Viable cell count”
— contagem de células viaveis”; “Est” — estacionaria)
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3 O microrganismo tem de se adaptar ao novo meio de cultura e sintetizar os componentes necessarios para a sua

divisdo. O nimero de células sofre uma variagdo minima.

4 E a fase em que ocorre um aumento constante do nimero de organismos na cultura. O ritmo de crescimento da

populacdo é uma medida do aumento da biomassa ao longo do tempo.
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Como os nutrientes continuam a deteriorar-se e a concentracdo de substancias

toéxicas aumenta, a cultura entra na fase de declinio.

No caso de mosto, como se pode ver pela figura 2.2, a fase de adaptacdo € muito
curta, ou indetetavel; a fase do crescimento exponencial é relativemente curta; a fase
estacionaria pode ser curta e a fase do declinio é atipicamente longa, e a populacéo de
células viaveis pode permanecer ativa por varios meses. Neste fase pode ocorrer a

tranformacéo de 40 % de agucar em alcool [7].

Ao longo do processo de fermentacdo, os residuos solidos, como a matéria
organica e as leveduras vao-se depositando no fundo do tanque, logo o vinho deve ser
transferido para outro tanque, no final da fermentacéo, de forma a evitar que os cheiros e

sabores desagradaveis sejam passados para o vinho. Este processo é designado de trasfega

[6].

Durante a clarificacdo e estabilizacdo, o vinho é submetido a diferentes processos,

durante os quais sdo eliminados compostos que conferem turvacdo ao vinho. De seguida

é estabilizado por trés processos [6]:

e estabilizacdo ao calor — evita que o vinho submetido a altas temperaturas turve;
e estabilizagéo ao frio — evita formacéo de cristais a baixas temperaturas;

e estabilizagdo microbioldgica — evita novas fermentacdes apds o engarrafamento.

A etapa de amadurecimento pode ser realizada em tanques de aco, que limitam a
exposicao ao oxigénio, mantendo o vinho mais fresco. Ou, também, em barris de madeira,

gue promovem uma oxigenacdo maior, resultando na reducao do teor de taninos e acidez

[6].

O processo de engarrafamento finaliza o processo de producdo. Aplés o

engarrafamento, o vinho ¢é deixado em repouso para a sua estabilizacéo [6].

Nas figuras 2.3 e 2.4 encontram-se as representagcdes esquematicas da producédo

de vinho tinto e vinho branco.
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Figura 2. 4. Produgdo de vinho branco [8].

2.1.1  Vinho branco

Os vinhos brancos tém um aspeto limpido e cor amarela clara ou amarela mais
escura (amarelo palha). Sdo muito suaves e aromaticos (flores e frutos) [9]. Na sua
producdo, podem ser usadas tanto uvas brancas, quanto tintas, desde que as cascas nao
entrem em contacto com o0 mosto. Com excecado de alguns vinhos, em que a cor dos vinhos

é obtida atraves de pigmentos naturais encontrados na casca da uva, extraidos antes da

fermentacgdo [10].

No sentido de exemplificar essa categoria de vinhos da SBG, pode-se recorrer ao

Monte Sacro Branco que é um vinho jovem de cor citrina e aroma fresco. A sua ficha

técnica encontra-se no anexo A.1.
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2.1.2 Vinho tinto

O vinho tinto obtém-se a partir da fermentacdo de uvas tintas, com maceragéo
(contato entre as cascas e 0 mosto). As cores vao do vermelho rubi ao vermelho mais
escuro. Os tintos jovens sao suaves, muito aromaticos e, normalmente, de sabor delicado.
Os tintos envelhecidos tém um aroma intenso, sao aveludados (textura macia na boca) e
um teor alcodlico elevado (encorpados) [9]. A diferenca na tonalidade do vinho depende
da casta, da idade do vinho, e do método de envelhecimento.

A SBG tem varios vinhos tintos, por exemplo, o Monte Sacro Tinto é um vinho

jovem de cor rubi e aroma frutado. A sua ficha técnica encontra-se no anexo A.2.

2.1.3 Sangria - Vini

As sangrias sdo bebidas com base de vinho tinto ou branco. Também existem
variedades com o espumante ou outras bebidas alcodlicas. A Vini é a marca registada de
sangria tinta ou branca, a presso, da SBG. E uma bebida facil de beber e equilibrada,
caracterizando-se pelo intenso sabor a fruta, frescura, baixo grau de acidez e cor viva [11].
Por exemplo, a Vini Tinta, tem nos seus ingredientes vinho tinto, 4gua, agucar, diéxido
de carbono, aroma natural de liméo, acidificante (E330), estabilizadores (E414 e E445),
edulcorante (E950), conservante (E202) e aroma natural de canela. As fichas técnicas da

Vini Tinta e Vini Branca encontram-se no anexo A.3 e A.4.
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2.2 Espetrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espetrometria estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, e
estd associada ao estudo dos niveis de energia de atomos ou moléculas. As transi¢des
eletronicas estdo situadas na regido do ultravioleta ou visivel, da radiacdo

eletromagnética, as vibracionais na regido do infravermelho (IV) e as rotacionais na

regido do micro-ondas [12].

A espetroscopia IV baseia-se no facto das ligagcbes quimicas possuirem
frequéncias de vibragdo especificas quando expostas a radiagdo IV, que correspondem a
transicdo entre os niveis de energia das moléculas, os niveis vibracionais [5]. Os modos
de vibracdo molecular séo de alongamento e de flexdo, que variam de acordo com a forma
da superficie da energia potencial, da geometria molecular, das massas dos 4&tomos e até

do acoplamento de vibragdes - figura 2.5.

wavelength(microns)——=

2.5 3 4 5 3 7 ] 9 10 11 1z 13 14 15 16y
C=N _—
O—H, N—H c=cC =
I H _— b e=e £8
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- ‘ . . ¥
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-« frequency ()

Figura 2. 5. Vibragdes moleculares, de alongamento — stretching, e de flexdo — bending, no IV [16].

A regido IV vibracional encontra-se em comprimentos de onda de 2 500 a 25 000 cm,
correspondendo a nimeros de onda de 4 000 a 400 cm™. O espetro IV de uma amostra
pura pode ser descrito como uma caracteristica de impressdo digital molecular de um
produto quimico especifico ou substancia bioquimica, pois, ndo existem dois espetros

iguais. Na figura 2.6, pode-se ver um exemplo de um espetro IV obtido para uma amostra.
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TRANSMITTANCE

Wavenumber (cm-1)
Figura 2. 6. Espetro IV para uma aplicacéo na farmacologia [13].

Os espetrometros de 1V com transformada de Fourier (FTIR) ndo apresentam
nenhum elemento dispersivo e todos os comprimentos de onda séo detetados e medidos
simultaneamente. Em vez de um monocromador, € usado um interferometro de Michelson
para produzir padrées de interferéncia que contém a informacéo espetral do 1V. A figura
2.7 demonstra o diagrama de um FTIR tradicional. Este consiste numa fonte de luz, um

espelho estacionario, um espelho madvel, um divisor de feixe e um detetor [15].

Espelho

estacionario

Fonte Divisor de feixe "

B Espelho

movel

Amostra

Detector

Figura 2. 7. FTIR tradicional [15].

Para se obter a poténcia radiante em funcdo do comprimento de onda, o
interferometro modula o sinal da fonte de maneira que este possa ser descodificado por
um algoritmo, a Transformada de Fourier. A maioria dos espetrémetros de bancada FTIR
sdo de feixe Unico. Para se obter o espetro da amostra, primeiro obtém-se um espetro do
fundo (background) (solvente, agua presente no ambiente e dioxido de carbono). Depois,
consegue-se 0 espetro da absorvancia (ou transmitancia) versus o comprimento de onda

da amostra, subtraindo o espetro do fundo. Frequentemente, os instrumentos de bancada
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purgam o espetrOmetro com um gas inerte ou ar seco, livre de CO2, para reduzir a

absorcéo de vapor de 4gua e CO; de fundo [15].

O FTIR é um equipamento que aplica técnicas ndo destrutivas que fornecem
informac0es sobre caracteristicas moleculares de uma ampla gama de compostos. As suas
principais vantagens sdo a elevada velocidade de funcionamento, um alto grau de
automacdo, boa relacdo custo-efetividade, elevada razéo sinal/ruido, elevada exatidao,
resolucdo e elevada sensibilidade. A técnica de FTIR é apta para a industria de vinhos,
dado a rapidez da sua resposta e a capacidade de fazer uma andlise simultanea de varios
parametros em uma amostra, com 0 consumo minimo de reagentes e preparacdo de
amostra fécil, apds uma calibracdo prévia do equipamento. A matriz de amostras é
adequada para este tipo de andlise, pois contém varios compostos na forma molecular e
idnica capazes de absorver energia de comprimentos de onda na gama dos IV e UV/Vis.
Estas caracteristicas do FTIR adequam-se a realizacdo do controlo do processo desde o
inicio da maturacdo de uva até ao engarrafamento do produto acabado. Através da
integracdo dos espetros e recorrendo a retas de calibracdo definidas com vinhos padréo,
¢ possivel determinar com exatiddo a concentracdo dos varios compostos que
caracterizam a amostra, obtendo através de uma unica metodologia, certos parametros

fisico-quimicos que qualificam este produto [14].

O uso de FTIR na é&rea da enologia € um método muito promissor e comeca a ser
bastante utilizado na determinacao de varios parametros fisicos e quimicos. Desta forma,
tornou-se numa alternativa sustentavel aos métodos de analise convencionais, quer para
a analise dos compostos organicos, quer dos inorganicos. Através da lei Beer-Lambert,
sabe-se que a concentracdo do composto a determinar é diretamente proporcional a
absorvancia num determinado comprimento de onda. No entanto esta relacdo é afetada
pela presenca de todos os restantes compostos que absorvem radiacdo nesse mesmo
comprimento de onda. Por isso, € necessario um instrumento capaz de medir multiplos
comprimentos de onda para compensar as interferéncias. Deste modo, o valor analitico
dos parametros a determinar é obtido por aplicacdo de um algoritmo ao modelo espetral
de resposta, em que as contribuicdes de interferentes sdo compensadas. Por isso, existe a

necessidade de fazer calibragc6es analiticas especificas, através da quantificacdo dos

13

]
instituto
superior de

engenharia do
porto



Mestrado em Engenharia Quimica
SUPER Ramo Qualidade |Sep

BOCK Dissertacio/Estagio s
GROUP ¢ J A

porto

pardmetros a analisar por métodos classicos. O uso da quimiometria® para calibrago,
validacao e comparacédo dos principais constituintes que se pretende determinar no vinho

é indispensavel [5].

2.3 Parametros analiticos

Os vinhos séo produtos de consumo humano, pelo que existe um controlo rigoroso
da qualidade dos seus parametros, de modo a estarem dentro dos limites estabelecidos
pela legislacdo. Na tabela 2.1, estdo apresentados alguns dos parametros, que foram
estudados no ambito deste trabalho — o teor alcodlico, a acidez volatil, a acidez total e o
teor de acucares redutores, e 0s respetivos limites legais. No caso de acidez volatil, os

limites para o vinho branco e vinho tinto tém valores diferentes.

Tabela 2. 1. Valores limite para os parametros de teor alcoolico, acidez volatil acética, acidez total tartérica, agicares
redutores e o respetivo regulamento juridico.

Parametro Limite Regulamento Juridico

Teor alcodlico [18] >9 %(viv) Reg. (CE) n° 491/2009, Anexo 111 —1 a)

< 1,08 g 4c. acético /dm? vinho
Acidez voltil [19] brar?co | Reg. (CE) n° 606/2009, Anexo I C-1b
< 1,2 g &c. acético /dm? vinho Reg. (CE) n° 606/2009, Anexo I C-1c¢

tinto
Acidez total [18] > 3,5 g 4c. tartarico/dm? Reg. (CE) n° 491/2009, Anexo I11- 1 d)
Acucares redutores [20] > 5 g/dm® Portaria 610/72, de 14 de outubro

Os parametros de massa volumica e agucares totais nao tém limites estabelecidos

pela legislacéo.

> Aplicacio de métodos matematicos ou estatisticos em dados de origem quimica.
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2.3.1 Teor alcodlico

O teor alcoolico € um dos fatores mais relevantes da qualidade de vinhos, quer
pela sua origem (a fermentacgdo alcodlica dos mostos, por acdo das leveduras, constituiu
a forma mais direta e precisa de caracterizar a vinificacdo) quer pela influéncia direta ou
indireta que exerce nas caracteristicas organoléticas dos vinhos, e ainda, pelo seu poder

conservativo [23].

O teor alcodlico de uma bebida define-se, como o volume medido em (dm?) de
alcool etilico contido em 100 dm? da bebida, sendo estes dois volumes medidos a
temperatura de 15°C ou 20°C [15].

Depois da agua, que representa cerca de 85 a 90% do volume do vinho, o etanol €
0 constituinte em maior abundancia, variando entre 9 a 14%. O glicerol é o segundo alcool
em concentragBes mais elevadas - entre 5 a 20 g/ dm?3. O 2,3-butanodiol esta presente nos
vinhos em quantidades entre 0,3 e 1,35 g/ dm®. Existem outros poliois, alcoois poli-
hidroxilados resultantes das aldoses, também presentes no vinho, mas em quantidades
muito inferiores, como é o caso do arabitol, do manitol e sorbitol [22]. Na tabela 2.2
encontra-se um resumo de &lcoois mais representativos no vinho.

Tabela 2. 2.Alcoois mais representativos no vinho [7].

Formula Alcoons Concentragio no vinho
CH;CH.OH Etanol 40-130g' dm?
OH-CH:CHOHCH:-0OH Ghicerol 5-20g dim
H-CH,OH Metanol 8 - 269 mg/dm’

CHyCH-CH-OH
CHyCHyCHCHOH

I-Propanol
1-Butanol

5 - 125 mg/dm?
0,003 - 8,5 mg/dm’

c

m'.c::::"‘m 2-Metil-propan-1-ol 9 — 174 mg/dm?
& .

CH,-CH,-CH-CH,OH 2-Metil-butan-1 -ol B7 — 564 mg/ dim®

oy : 3

o, LH-CH, CH.OH 3-Metil-butan-1-ol 87 - 564 mg/ dm

SCHCHUOH 2-Fenil-ctanol 4-197 mg dim?

CH3=(CH3 )y=CH:OH

Hexanol

0.3 = 12 mg/ dm3
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De forma a cumprir os requisitos legais e garantir a qualidade dos produtos foram
estabelecidos limites inferiores especificados (LIE) e superiores especificados (LSE), tal
como o valor alvo do teor alcodlico nos produtos de vinho e sangria da SBG — tabela 2.3.

Tabela 2. 3. Limite inferior especificado (LIE), superior especificado (LSE) e o valor alvo do teor alcodlico nos
produtos de vinho branco e sangria da SBG, em %(v/v).

Produto LIE (% v/v) Alvo (% viv) LSE (% v/v)
Vinho Branco 9,5 10,0 10,5
Sangria Branca 6,5 7,0 7.5
Sangria Tinta 6,5 7,0 7,5

O teor alcodlico em vinhos é, convencionalmente, determinado pela anélise da
mistura hidroalcodlica do destilado. Deste modo, o procedimento engloba duas etapas —
a destilacdo e a analise do destilado. A destilagdo é uma técnica de separacao de misturas
de liquidos, que se baseia nas diferencas de pressdo de vapor dos seus componentes.
Durante a destilagdo ocorre o aquecimento do vinho até o seu ponto de ebulicdo e uma
condensacao posterior dos vapores libertados. O vapor em equilibrio com o liquido
contém uma percentagem maior do componente mais volatil, neste caso, do etanol [24].
A norma NP 2143 recomenda a analise do destilado por aerometria. Esta analise baseia-
se na medicao da densidade do etanol presente na mistura hidroalcodlica e, como, o alcool
€ menos denso do que a agua, significa que a variacdo da sua densidade, em relacdo a
agua, esta diretamente correlacionada com o volume de alcool presente. A escala do

alcoometro mostra qual € o teor alcoolico da amostra em %(v/v) [25].

2.3.2 Acidez volatil acética

A acidez volatil é caracterizada essencialmente pelo teor de acido acético e um
dos seus derivados, 0 acetato de etilo, e por pequenas quantidades de acido propidnico,
de 4cido butirico e dos seus ésteres. E sobretudo o acetato de etilo que desnatura os
vinhos. O &cido acético representa mais de 90% dos acidos volateis, forma-se durante a
fermentacao alcodlica e malo-lactica. Pode ocorrer a formacao de teores anormalmente
elevados por acdo de bactérias lacticas na decomposi¢édo de agucares, acido tartarico ou

glicerol ou por acdo de bactérias acéticas com oxidacéo do etanol.
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Durante o envelhecimento dos vinhos, o &cido acético pode ser produzido por via
quimica. O seu cheiro a azedo ¢ percetivel a baixas doses (0,5 g/dm?), sendo a causa do
azedume e de uma ma conservacdo. A figura 2.8 demonstra uma escala de depreciacéo
do vinho em funcg&o do seu teor de acidez volatil [19, 23]. O amarelo representa os LIE e
LSE para o vinho branco, o verde para a sangria branca e o vermelho para a sangria tinta,
estabelecidos pela SBG. Os valores exatos dos limites estabelecidos podem ser vistos na
tabela 2.4. Como se pode verificar, independentemente do tipo de amostra, todos os

intervalos de limite englobam os mesmos fendmenos possiveis de ocorrer.

01
0,131 Ferm entagdo alcodlica pelasleveduras
Formagdes inevitiveis ’
que nio alteram a 0.221
Fbiuds do vl 0,321 Ferm entaciomalolicica pelasbacténas
0,481 licticas
0,521 Desenvolvim ento bactenano ancmmal
: licty
0.6 21 bacténaslacticasatacando osaglcares
ou o aado tartinco, ou bacténas
Depreciagio da qualtidade 0.7 1 acéticasprovocando um travo acétco
0,821
do vinho g Vinho branco im propno para consumo
0,921
Vinho tinto im proépnio para consum o
v 1,021

Figura 2. 8. Escala de depreciacéo do vinho em fungéo do seu teor de acidez volatil [23]. A amarelo — intervalo de
limites para o vinho branco, a verde — para a sangria branca, a vermelho — para a sangria tinta.

A determinacdo da acidez volétil torna-se importante por constituir uma fonte de
informacdo sobre o estado sanitario do vinho e da gravidade das alteragdes que este sofre
[23].

Tabela 2. 4 Limite inferior especificado (LIE), superior especificado (LSE) e o valor alvo da acidez volatil (g/dm?3)
nos produtos de vinho branco e sangria da SBG.

Produto LIE (g/dm?) Alvo (g/dm?3) LSE (g/dm?3)
Vinho Branco 0,18 0,48 0,78
Sangria Branca 0,24 0,48 0,72
Sangria Tinta 0,20 0,40 0,60
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Convencionalmente, a acidez volatil é determinada através da titulacdo dos &cidos
volateis, separados do vinho por arrastamento com vapor de agua e retificagdo de vapores.
O método estudado neste trabalho, teve por base os procedimentos internos da SBG que,

por sua vez, utilizam a norma NP 2140 como referéncia [26].

2.3.3 Acidez total tartarica

A uva é pobre em acido citrico, mas contém quantidades significativas de acido
malico e, fundamentalmente, de acido tartarico. Por esta razdo a acidez total do vinho é
medida em g/dm? de 4cido tartarico. A acidez total representa a disponibilidade potencial
de ides H*, parametro determinante para algumas operagdes tecnolégicas e avaliacdo
sensorial. A acidez total é definida como a soma dos acidos titulaveis quando se leva o
pH a 7 por adi¢cdo de uma solucéo alcalina titulada. O diéxido de carbono ndo esta incluido
na acidez total. O &cido tartarico sendo o principal &cido constituinte da uva e do vinho,
define o pH e da maior resisténcia ao ataque bacteriano. A sua concentracdo é alta no
comeco do processo e deve diminuir quando a bebida prosseguir para a etapa de

engarrafamento [24, 25].

Para as amostras de sangria branca e tinta foi estabelecido o LIE de 3,0 g/dm?, o
LSE de 5,0 g/dm® e o alvo é de 4,0 g/dm®. No caso do vinho branco, ndo existe um valor
de referéncia, para além do indicado pelo regulamento (> 3,5 g/dm?).

Convencionalmente, o teor de acidez total tartarica determina-se recorrendo auma

titulacdo com uma solucéo alcalina [27].

2.3.4 Acucares redutores e totais

Os acucares sdo, normalmente, reconhecidos como hidratos de carbono, devido a
sua férmula quimica, que contém atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio. O seu home
também indica que, tém afinidade com a agua, sdo moléculas hidrofilicas com
solubilidade elevada. Para além disso, sdo compostos altamente funcionais, por exemplo,
podem funcionar como precursores de acidos organicos. Na industria vinicola, a
legislacdo em vigor, divide os acucares em duas grandes categorias — acUcares redutores

e acucares totais [22].
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O grupo de acucares totais € caracterizado pelas frutose e glucose. Enquanto que,
0 grupo de agucares redutores engloba a frutose, a glucose, a sacarose e outros agucares
residuais ndo fermentesciveis (D-galactose, Larabinose; D-xilose, D-ribose, L-ramnose,
etc). Durante a maturacdo das uvas ocorre, naturalmente, a transformacéo da sacarose em
glucose e frutose, sendo que no inicio, a quantidade de glucose é maior, e depois esta
razdo inverte. As causas desta inversdo séo, atualmente, desconhecidas. Desta forma, em
um vinho produzido a partir de uvas com boa qualidade, a concentragao da sacarose deve
ser proxima de zero, a sua adi¢do posteriori é proibida pela legislagdo mundial. Assim,
dos acgucares existentes no vinho, a glucose e a frutose sdo as hexoses mais abundantes.
Na figura 2.9 encontra-se representada a sua estrutura. Os agucares redutores podem ser
transformados em alcool por acdo das leveduras (hexoses) ou podem ndo ter qualquer
poder fermentativo, mas, no entanto, sofrerem ataques por parte das bactérias o que
confere aos vinhos o travo latico (pentoses). A determinacdo do teor de agUcares é
realizada, frequentemente, para conhecer o fim da fermentacéo e para realizar o controlo
de qualidade do vinho [7, 23].

OH
H OH OH H

B-(D)-glucopiranose B-(D)-frutofuranose

Figura 2. 9. Estrutura de glucose (B-(D)-glucopiranose) e frutose (B-(D)-frutofuranose).

O conhecimento do teor de acUcares do vinho para além do interesse tecnoldgico
e sensorial é fundamental para as mengdes indicativas do teor de agucares que figuram na
rotulagem (Reg. (CE) n°® 607/2009, Anexo XIV). Atualmente, a legislagdo, define limites
para o teor de acUcares redutores e para a concentracao da sacarose. Embora esta esteja
incluida no teor de acucares redutores, a sua concentracdo deve ser rigorosamente
controlada e ndo pode exceder 0,6 g/dm?3, no caso de vinhos tintos. Durante o periodo de
estagio, ndo foi estudado o pardmetro da sacarose, no entanto, a sua concentracdo foi

indiretamente controlada através da diferenca entre o teor de acUcares totais e redutores.
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A SBG definiu o LIE de 9 g/dm?, o alvo de 10 g/dm® e o SIE de 11 g/dm? para o
teor de acucares redutores. No caso das amostras de sangria, ndo existe um limite definido

para este parametro.

O teor de acgucares redutores €, convencionalmente, determinado pelo método de
Luff-Schoorl, segundo o qual, os agUcares redutores sdo constituidos pelo conjunto de
acucares de funcao cetdnica ou aldeidica doseados pela sua a¢do redutora sobre a solugédo
cupro-alcalina. O teor de acUcares totais pode ser determinado atraves da norma NP 2224
e engloba duas etapas fundamentais — a inversdo dos agucares por hidrolise cloridrica e a

sua determinacao posterior pelo método de Luff-Schoorl [28, 29].

2.3.5 Massa volumica

A massa volumica é o quociente entre a massa de um determinado volume de
vinho ou de mosto, a 20 °C, e esse volume. Pode ser determinada por aerometria, como
método classico (NP 2142). No caso dos mostos, o equipamento, normalmente, usado €
0 mostimetro. Este parametro € influenciado pela presenca de dioxido de enxofre, quanto
mais elevado € o seu teor, mais elevada é a massa volimica. Se a amostra contém elevadas
quantidade de didxido de carbono, é necessario desgasifica-la, de modo a eliminar as

possiveis interferéncias que podem originar desvios nos resultados [30].

N&o existe nenhum limite definido para este parametro, mas sabe-se que as
amostras de vinho e de sangria sdo, constituidas, maioritariamente por agua, ou seja, a
sua densidade deve ser proxima de 1,00 g/cm?3. Este valor pode baixar, devido a presenca

de &lcool nas amostras, cuja densidade é de 0,789 g/cm?, a temperatura de 20°C.
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2.4 Avaliacdo do metodo

Durante a implementacdo dos métodos de analise no FTIR, recorreu-se ao Guia
13 do Relacre [31]. O Guia indica que o primeiro passo na validacdo e implementacao de
métodos é a sua descricao e caracterizagdo detalhada. Este passo foi concretizado, embora
ndo apresentado no presente relatério, uma vez que se trata de um documento interno da

empresa.

2.4.1 Curvas de calibracéo
Em andlises quantitativas, a calibracdo indica um processo pelo qual a resposta de
um sistema de medicdo se relaciona com uma concentracdo. Em métodos instrumentais

de analise, normalmente, séo seguidos 0s seguintes passos [31]:

e Preparacdo de solucBes-padrdo com concentracdo conhecida;

e Medicdo das solu¢des-padrao num equipamento analitico, nas mesmas condi¢cdes
das amostras a analisar;

e Construcdo de um grafico de calibracdo e determinacdo da concentracdo das

amostras, por interpolacéo.

E necesséario definir, internamente, os critérios para a aceitacdo das curvas de
calibracdo. O laboratdrio deve definir a validade da curva tracada, através da sua
estabilidade, confirmada pelo historico. As curvas de calibracdo devem distribuir-se
equitativamente pela gama de trabalho do método. Quando uma curva de calibracéo €
uma funcdo de polinomial de primeiro grau, ou seja, uma reta, a sua forma algébrica é

dada pela equagéo 2.1 [31].
y=m#*Xx+Db (Equaco 2.1)

Onde, “m” representa o declive da reta e o “b” a ordenada na origem. O laboratdrio
deve, também, definir o eixo vertical (eixo y) e o horizontal (eixo x). Um dos pardmetros
utilizados para a avaliacdo de uma calibracéo € o coeficiente de correlagdo — R, que mede
o0 grau da correlacdo entre duas variaveis duma escala métrica. Neste trabalho foi adotado

um valor minimo de R de 0,995, para a classificagdo de uma reta como aceitavel.

21

]
instituto
superior de

engenharia do
porto



Mestrado em Engenharia Quimica

SUPER Ramo Qualidade

Dissertacao/Estagio

2.4.2 Limiares analiticos

Dentro dos limiares analiticos estudados encontram-se o limite de detecdo (LOD) e 0
limite de quantificacdo (LOQ). O LOD é o teor minimo medido, a partir do qual é possivel
detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel, mas néo,
necessariamente, quantificar como valor exato. Uma leitura inferior ao LOD néo significa
a auséncia do analito, apenas que € inferior a um certo valor. Nos casos, em que 0 método
envolve uma calibracao linear, o LOD ¢ calculado pela equacéo 2.2 [31].

M (Equacéo 2.2)

LOD =
b

Onde S(y/x) é o desvio-padrdo residual da curva de calibragdo. Este desvio-padrao
exprime a dispersdo dos valores do sinal instrumental em torno da curva de calibragdo e

pode ser calculado pela equacéo 2.3 [31].

(Equacéo 2.3)

N N * : A
S = jzi_l[ym b+ m X))

Onde:

e y(i) — valores individuais de y;
e X(i) - valores individuais de x;

e N —numero de pontos marcados na reta de calibracao;

O LOQ corresponde a menor concentracdo medida a partir da qual € possivel a
quantificacdo do analito, com uma determinada exatiddo e precisdo. Corresponde,
normalmente, ao padrdo de calibracdo de menor concentracdo. Este limiar, apds ter sido
determinado, deve ser testado para averiguar se a exatiddo e precisdo conseguida é
satisfatoria. Quantitativamente, o LOD é determinado pela equacédo 2.4. no caso de uma
calibragdo linear [31].

10 % S(y/x)

LOQ = -

(Equacéo 2.4)

22

]
instituto
superior de

engenharia do
porto



Mestrado em Engenharia Quimica

SUPER Ramo Qualidade
BOCK Dissertacao/Estagio

2.4.3 Repetibilidade e Preciséo Intermédia
A repetibilidade é definida como a precisdo de um método de ensaio efetuado em

condigdes idénticas [31]:

v Mesmo laboratério;
Mesmo analista;
Mesmo equipamento;

Mesmo tipo de reagentes;

<N S X

Curtos intervalos de tempo.

Para determinar a repetibilidade de um método efetuam-se uma série de medicoes
(>10) sobre uma mesma amostra ou padréo, em condicdes de repetibilidade. Caso seja
necessario, o procedimento € repetido sobre uma série de amostras, em varios niveis de
concentracdo. O limite de repetibilidade — “r”” — € o valor abaixo do qual se deve situar,
com uma probabilidade de 95 %, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio —
equacdo 2.5 [31].

[Xi-Xia|< r (Equagdo 2.5)

Para uma confianga de 95 %, o “r” ¢ determinado segundo a equagéo 2.6.
r=2,8% VS(ri)? (Equagdo 2.6)
Onde:

e S(ri) — desvio-padréo de repetibilidade associada aos resultados considerados.

A precisdo intermédia é definida como a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo laboratério ou em
laboratorios diferentes, mas definindo exatamente as condi¢cfes a variar. A precisdo
intermédia é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados. Para

a sua determinacdo realizam-se “n” medi¢des em replicado, duplicado ou em ensaio tnico
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sobre a amostra, nas condicdes pré-definidas. Este parametro pode ser avaliado através

da determinacédo do desvio-padréo da precisao intermédia — equacdo 2.7.

S() = L, z Z(y(jk) —y())"2 (Equagéo 2.7)

tn—1) j=1k=1

Onde:

e S(i) — desvio-padréo de precisdo intermédia;

e t—numero de amostras ensaiadas;

e n-numero de ensaios efetuados por amostra;

e j—numero de amostra (de 1 at amostras);

e k—numero do resultado obtido para a amostra j;
e Y (jk) — resultado individual da amostra j;

e Yy (j) —representa a média aritmética dos resultados da amostra jde 1 at.

2.4.4 Veracidade

A veracidade dos métodos foi avaliada a partir da comparacdo dos resultados
obtidos no FTIR e pelo método cléssico respetivo. Os métodos classicos utilizados foram
baseados em normas portuguesas para a andlise de vinho e no Compendium of

International Methods of Wine and Must Analysis.

A veracidade dos métodos foi avaliada através do erro relativo, cujo calculo

encontra-se apresentado na equacéo 2.8 [31].

(Xexp — Xv)
Er= —— =
Xv

100 (Equacéo 2.8)

Onde:

e Er—erro relativo em percentagem;
e Xexp — valor obtido experimentalmente (no FTIR);

e Xv - valor aceite como verdadeiro (método classico).
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O erro relativo avalia a veracidade do método e exprime a componente dos erros
sistematicos. No caso do presente estudo, foi adotado um valor de £ 5% como um
resultado satisfatorio de erro relativo, mas o valor de 10% considerou-se como aceitavel,

embora ndo desejavel [31].
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3. Materiais e Métodos

O método descrito neste trabalho destina-se a determinacdo do teor alcodlico,
acidez volatil, acidez total, teor de acUcares totais e redutores nas amostras de vinho

branco e sangria, recorrendo a um espetrometro de FTIR.

3.1 Equipamento e material

Para a determinacdo dos parametros pretendidos utilizou-se o FTIR, de marca e
modelo Bacchus 3 Thermo Scientific Nicolet iS5. A figura 3.1 representa uma fotografia
do equipamento equipado com o amostrador automatico, com a capacidade para 117
tubos. O equipamento possui dois tipo de software —o Omnic para a aquisicdo de espetros

e 0 Bacchus para a andlise quantitativa das amostras.

\ | o maccus}

Figura 3. 1. Bacchus 3 Thermo Scientific Nicolet iS5 FTIR.

O equipamento utilizado neste trabalho pode ser aplicado para [32]:

e Controlo de maturidade;
e Analise do mosto e mosto fermentado;

e Anélise de vinhos acabados (vinhos doces espumantes, secos, doces e naturais).
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Este equipamento é capaz de realizar a analise dos seguintes parametros:

e Teor alcodlico, densidade, extrato seco;

e Acucares (redutores, totais, sacarose);

e Acidez total, acidez volatil, pH;

 Acidos organicos: acético, malico, latico, tartarico, glucdnico, succinico, sorbico;
e Glicerol, SO, total, CO>, butanodiol, acetato de etilo;

e Azoto assimilavel, a-amino e amdnia, potassio, antocianos e taninos;

e Intensidade e tonalidade da cor.

E necessario ter certos cuidados na sua utilizacdo e manutencéo, dado a elevada
sensibilidade a fatores externos. A ficha técnica indica que, na mesma bancada ndo devem
ocorrer vibracbes de outros equipamentos de laboratério, condicionadores de ar,
exaustores ou motores elétricos. O instrumento deve ficar, pelo menos, a uma distancia
de 5,5 m de fontes magnéticas. A humidade ambiente deve estar contida entre 20% e
75%. De um modo geral, este tipo de equipamentos ndo suporta humidades elevadas,
assim, deve ficar longe de torneiras, banhos de agua e outras fontes possiveis de
humidade. Deve-se evitar eletricidade estatica e a temperatura da area de trabalho tem de
ser constante e na gama de 15°C a 35°C. Também é recomendado realizar a verificacéo
da performance (PV) mensalmente. A PV confirma o correto funcionamento do sistema,
executa um alinhamento e verifica a calibracdo dos nimeros de onda atraves de um laser.

Este teste ndo precisa de uma amostra ou de nenhum acessorio instaladov[32].

Durante o periodo de estagio foram aplicados alguns dos métodos convencionais,
nomeadamente a determinacdo do teor alcodlico, da
massa volumica e da acidez total. Na determinacdo do
teor alcodlico foi utilizada uma instalacéo de destilacao
por arraste de vapor, como a exemplificada na figura
3.6. Na andlise deste pardmetro utilizou-se um
alcoometro (figura 3.2), o equipamento Anton Paar e o
densimetro digital (unidade de medicdo de densidade '

do Anton Paar)' Figura 3. 2. Exemplo de alcodmetro

utilizado para a medig&o de %(v/v) de
alcool no destilado [33].
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O Anton Paar (Anton Paar DMA
4500 — figura 3.3) € um equipamento
automatico para a analise de cerveja que
utiliza o método de espetroscopia NIR para a
determinacdo do teor alcoolico, enquanto
que o FTIR utiliza a gama MIR. Para além
da andlise do teor alcodlico e densidade, o
Anton Paar realiza as determinagbes de
extrato primitivo, real e aparente, grau de

fermentacdo, pH e coloragdo, nas amostras

de cerveja. A unidade de densimetro € Figura 3. 3. Anton Paar DMA 4500 com a unidade da
. B medicdo de alcool e densidade.

verificada com agua ultrapura, a 20 °C (* 2).

A verificacdo da medicdo do teor alcoolico é efetuada com amostras de etanol a 10,5

%(v/v), a 20 °C (£ 2).

3.2 Reagentes e solucdes
Durante a realizacdo do presente trabalho foram utilizados diversos tipos de

reagentes, cuja preparacdo e finalidade sdo descritas neste capitulo.

No processo de utilizagdo do equipamento sdo usadas trés solugdes —a solucéo de
lavagem, a solucdo de background e a solucdo de lixivia. A sua constituicdo pode ser

encontrada no anexo B.1.

A solucédo de background é utilizada para tracar o
espetro de fundo antes da analise das amostras. A solucéo
de lavagem é necessaria para fazer a limpeza do circuito
de fluidos. A limpeza do circuito é automatica e realiza-se
durante o processo de encerramento do equipamento. A
solucao de lavagem € colocada na posicao “A” segundo a

figura 3.4. A solugéo de lixivia é colocada na posi¢ao “B”,

da figura 3.4 e € usada para a limpeza de seringa. Figura 3. 4. Amostrador automatico.
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No processo da calibracdo de equipamento foram usados dois tipos de solucGes-
padrdo — vinhos naturais e vinhos sintéticos. Os vinhos naturais padronizados foram
adquiridos na Comissao de Vinhos Verdes e incluiam vinhos brancos, tintos e rosés. Estes
vinhos padrdo estavam padronizados para os pardmetros de teor alcodlico, massa
volumica, acidez tartérica total, acidez acética volatil e teor de agucares totais. No total,
para cada parametro, existiam 14 amostras. A tabela 3.1 apresenta a concentracdo dos

respetivos parametros para cada amostra-padréo.

Os vinhos sintéticos, da marca TITRIVIN, estavam padronizados para 0s
parametros de teor alcodlico, acidez tartarica total, acidez acética volatil, teor de agucares
totais e redutores. No total, existiam 5 solu¢des-padrao e a sua constitui¢cdo pode ser vista
na tabela 3.2. Estas solugdes-padrdo tém formato de uma ampola de dois lados e um
volume de 10 mL. Para além dos parametros da tabela 3.2 encontravam-se padronizados
para o pH, &cido acético, &cido L-malico e L-latico. Inicialmente existiam duas amostras
de cada padrédo e, fez-se a diluicdo de uma das amostras do padrdo AAl, AA2 e AAS5,
para obter mais pontos para as retas de calibracdo. O principal foco desta dilui¢do foi o
parametro de alcool. A diluicédo fez-se com &gua desionizada. No caso de padrdo AAl e
AA2 o esperado era o teor de 6,00 %(v/v) e para o padrdo AA5 de 8,00 %(v/v). Entretanto,
verificaram-se desvios no resultado lido e, desta forma, foi decidido ndo utilizar as
solucBes diluidas para ndo afetar as retas de calibracdo. As solugbes-padrdo TITRIVIN
estavam acompanhadas com as fichas técnicas que podem ser consultados no anexo B.2.

As incertezas associadas as respetivas concentracfes podem ser vistas no mesmo anexo.

No decorrer do estagio foi utilizada agua desionizada, purificada com o sistema

de purificacdo de agua Elix Essentials, obtendo-se agua do tipo 2.

No caso da determinacdo da massa volumica, apenas foi utilizada a amostra, sem
qualquer tipo de reagente. Na determinacéo do alcool, foi utilizada a solucdo de hidréxido
de célcio de concentragdo 2 mol/dm?. A solugéo foi preparada a partir da solugdo-mae da
marca Emsure. No mesmo procedimento, também, se utilizou agua desionizada na etapa
da destilacdo e preparacdo dos reagentes. Durante a determinacdo de acidez total foi
utilizada a solucdo de hidroxido de sédio, como titulante, de concentracdo 0,1 mol/dm?,
o indicador foi a solucdo de fenolftaleina. A solucao de hidréxido de sédio foi preparada

a partir da solugao-mée (32 %) da marca Emsure.
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Tabela 3. 1. Concentragéo de teor alcodlico %(v/v), de massa volimica (g/cm®), de aclcares totais (g/dm?3), de acidez

tartérica total (g/dm?3) e de acidez acética volatil (g/dm?) para as soluces-padrdo da Comissédo de Vinhos Verdes.

Padrio 0@(v/v) Massa Volumica Ac_;ucares Acidez Total Acidez Volatil
Alcool (g/cm?) Totais (g/dm?3) (g/dm3) (g/dm3)
1 7,07 - - - -
2 8,73 - - - -
3 9,79 - - - -
4 13,82 0,99092 7,40 - -
5 - - 4,10 8,61 -
6 - 0,99506 - 6,94 -
7 - 0,99321 8,80 - 0,34
8 - 0,99033 - - 0,28
9 13,59 0,98857 - - 0,41
10 10,65 0,99660 - 9,45 0,35
11 11,71 0,99410 - 6,68 0,33
12 - 0,99660 - - 0,18
13 - 0,99168 - 6,56 0,17
14 - 0,98889 - 6,07 0,26
15 - 0,99034 - 55 -
16 10,60 0,99340 5,20 - 0,24
17 - - - - 0,33
18 12,53 0,99372 - 7,48 0,27
19 - - - 6,41 0,51
20 10,06 - 8,60 - 0,39
21 13,45 - - 8,27 -
22 10,06 0,99496 8,40 - -
23 11,06 - 7,00 - -
24 9,76 - 5,40 - 0,73
25 - - - 4,78 -
26 - - - 3,91 -
27 - - 12,10 - -
28 - - - 7,78 -
29 - - 9,10 - -
30 - - 8,16 -
31 - - 4,60 - -
32 - - 9,10 - -
33 - - 2,70 - -
34 - - 3,00 - -
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Tabela 3. 2. Concentragéo de teor alcodlico %(v/v), de aglicares totais e redutores (g/dmq), de acidez tartarica total
(9/dm?) e de acidez acética volatil (g/dmd) para as solugdes-padrdo TITRIVIN.

Padrio Alcool Acidez Total | Acidez Volatil Acucares A(_;ucares
%(v/v) (g/dm?®) (g/dm?®) Redutores (g/dm?®) | Totais (g/dm?)
AAl 9,46 2,62 0,29 1,90 0,87
AA2 10,87 4,70 0,43 5,12 3,91
AA3 12,40 5,28 0,54 7,35 6,01
AA4 13,69 6,48 0,73 9,36 8,01
AA5 14,94 6,20 0,93 3,14 2,10

3.3 Amostras

Ao longo do estagio foram analisados varios tipos de amostras, entre as quais:

e Vinho de cisterna (vinho pré-preparado que chega em cisternas para a unidade
fabril de Leca de Balio); '

e Mosto;

¢ Vinho lote que se encontrava no tanque de rececao - TRV,

¢ Vinho filtrado que foi ajustado e estava preparado para ir
para a linha de enchimento - TVF;

e Vinho de barril (vinho em barril que se encontrava preparado
para ser comercializado — figura 3.3).
No caso de sangria, € preparada através de TRV de vinho  gigyra 3. 5. Barril de

vinho branco.

branco ou tinto, conforme o tipo de sangria que se pretende produzir.

Existindo, assim, sangria TVF e sangria de barril.

Para além destas amostras, foram analisados vinhos de outras marcas que serdo

designados por “vinho tinto” ou “vinho branco”.

32

=
instituto
superior de

engenharia do
porto




Mestrado em Engenharia Quimica

SUPER Ramo Qualidade
BOCK Di 50 /Estéqi
GROUP issertacao/Estagio

3.4 Procedimento experimental
Neste capitulo vai ser descrito o procedimento de utilizacdo diéria do FTIR e,

também, dos métodos classicos realizados.

3.4.1 Analise por FTIR

Primeiramente, é necessario verificar se as trés solucdes (de lavagem, de
background e de lixivia) necessarias para o funcionamento normal do equipamento de
encontram nos sitios respetivos. Depois de ligado o equipamento, é necessario tragar o
espetro de fundo. Uma vez tracado o espetro pode-se comecar a analise de amostras. A

descricdo detalhada do arranque do equipamento encontra-se descrita no anexo C.1.

Antes de colocar a amostra no amostrador, torna-se necessario retirar o gas
carbonico contido. Para tal, primeiro filtra-se, por gravidade, a amostra através de um
funil com filtro para um matraz e de seguida coloca-se no banho de ultrassons (P Selecta)
durante 5 minutos, ou, recorre-se a agitacdo manual da amostra. Uma vez desgasificada
a amostra, esta pode ser transferida para o tubo de ensaio e este € colocado no amostrador
automatico. Para comecar a analise das amostras é necessario escolher o protocolo que o
software Bacchus vai utilizar para a interpretacdo dos resultados. O respetivo protocolo
contém o0s métodos para cada tipo de analise. Para terminar a analise e desligar o

equipamento é necessario fazer a limpeza das tubagens e do sistema de purga.

Para além de PV mencionado no capitulo 3.1, recomenda-se a verificagdo da
eficacia do equipamento sempre que se suspeitem desvios nos resultados ou depois de
uma intervencdo no circuito de fluidos. Este teste consiste na introducdo de 8 amostras —
duas de uma amostra de vinho aleatoria e duas de agua desionizada, mais duas de vinho
e duas de &gua. O software Bacchus deve mostrar uma eficacia préxima de 100% para os

parametros de alcool e/ou teor de agucares.

O teste de repetibilidade é importante para a avaliagdo da capacidade do sistema de
mostrar resultados consistentes com uma amostra Unica. Mostra a estabilidade da bancada
Otica e dos componentes do circuito de fluidos (bomba peristaltica, valvulas de retencéo,

tubagens).
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As causas possiveis de valores insatisfatdrias de repetibilidade séo:

e Vibragdes;

e VariacOes de temperatura (por exemplo, espetrometro diretamente exposto ao ar
condicionado);

e Interferéncias de telemoveis;

e Valvulas com defeitos;

e Interferémetro instavel, fonte de luz, laser ou detetor.

Para obter a repetibilidade foram colocadas 11 tomas de uma amostra de vinho no
equipamento e, uma vez feita a medigao, escolher a op¢ao “repetibilidade” no software

Bacchus.

No caso da determinacdo da repetibilidade, segundo o método recomendado pelo guia
13 da Relacre, foi selecionada uma amostra de vinho branco e uma de vinho tinto, das
quais foram retiradas 11 tomas idénticas e estas foram analisadas num curto espaco de
tempo. Desta forma, a repetibilidade foi estudada para dois tipos de amostras, obtendo-se

dois conjuntos de valores.

Para a determinacdo da precisdo intermédia, foram definidas duas condicdes
principais que podem causar impacto consideravel nos resultados obtidos. A primeira € o
tipo de desgaseificacdo das amostras — manual ou recorrendo a um ultrassons, e a segunda
a é temperatura — ambiente ou cerca de 7°C (amostra tirada do frigorifico). O estudo foi
feito para dois tipos de amostras — vinho branco e vinho tinto.

3.4.2 Anélise por métodos classicos
Para a validagdo dos resultados obtidos através do FTIR, recorreu-se a métodos

classicos para os parametros de teor alcodlico, massa volumica e acidez total.
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» Teor Alcoolico

A norma utilizada para a determinacdo de teor alcodlico foi a NP 2143 “Bebidas
alcoolicas e espirituosas. Determinagdo do teor alcoolico em volume (grau alcoolico
volumétrico)”. Primeiramente adicionaram-
se 10 mL da solugdo de hidroxido de célcio
(ver capitulo 3.2) ao vinho, para neutralizar os

acidos volateis que, caso contrario, seriam

destilados em conjunto com o alcool etilico.
Optou-se por utilizar a destilacdo por arraste

de vapor, uma vez que é mais adequada para

a extracdo de compostos volateis, como € o
. N Figura 3. 6. Esquema da instalacdo da destilagdo de

caso de etanol. O esquema da instalagdo pode etanol presente no vinho por arraste de vapor.

ser observado na figura 3.6. Embora na figura

a solucdo pareca imiscivel, na realidade ndo se observou uma separacdo de fases, o
destilado foi recolhido em baldo volumétrico de 250 mL. A destilacdo de uma amostra
demorou cerca de duas horas e, no fim, o volume foi, no minimo de 230 mL. O volume
final foi aferido com agua desionizada até 250 mL. Antes de comecar a destilacdo, é
necessario retirar todo o gas presente na amostra, através da agitacdo manual ou

recorrendo a um ultrassons, sendo que, neste trabalhou optou-se pela agitacdo manual.

Foram analisados 5 tipos de amostras — mosto de vinho tinto, vinho tinto, vinho

branco, sangria tinta e branca.

Depois de se obter o destilado das amostras, o teor alcodlico foi medido por trés

processos — alcoometro, densidade do solucéo e atraves de Anton Paar.

A medicdo com o alcodmetro é direta e consiste em mergulha-lo numa proveta de
250 mL com o destilado, trés vezes. Esta analise baseia-se na medicdo da densidade do
etanol presente na mistura hidroalcodlica e, como, o alcool € menos denso do que a agua,
significa que a variacdo da sua densidade, em relacdo & agua, esta diretamente
correlacionada com o volume de alcool presente. A escala do alcoometro mostra qual é o

teor alcoolico da amostra em %(v/v).
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Para a medicdo da densidade do destilado utilizou-se um densimetro digital
(unidade da medicgdo de densidade de Anton Paar — figura 3.3) e a resposta foi dada em
densidade absoluta, que posteriormente foi convertida para a densidade relativa e depois
para a %(v/v) de alcool.

O Anton Paar foi utilizado para a determinacdo do teor alcodlico nas amostras de
vinho e de sangria, com o objetivo de verificar a sua capacidade de analise deste tipo de
amostras e para comparar a proximidade entre os resultados com o FTIR. No caso da
analise do teor alcodlico, este equipamento determina-o em %(m/m) e, seguidamente, usa
as expressdes matematicas internas para o transformar em %(v/v), desta forma, o
equipamento também recorre a conversdes através dos valores de densidade, que sdo

medidos na unidade do densimetro digital.

» Massa Volumica

A massa volumica foi determinada através da unidade da medicdo de densidade
de Anton Paar. N&o foi realizada nenhuma preparacao prévia da amostra para além da
desgaseificacdo. O densimetro apresenta o valor em densidade absoluta, que
posteriormente foi convertido em densidade relativa. Foram analisados 3 tipos de

amostras — vinho branco de barril, vinho branco de cisterna e vinho tinto.
> Acidez Total

A determinacgéo da acidez total baseou-se na norma NP 2139 “Bebidas alcodlicas
e espirituosas. Determinagdo do teor de acidez total”. A andlise deste parametro nas
amostras de vinho realiza-se através de uma titulagdo. O titulante é o hidroxido de sodio
de concentracdo 0,1 mol/L, o indicador € a solucéo de fenolftaleina. Antes de se proceder
a andlise, a amostra deve ser desgasificada. Num volume de 10 mL de amostra, medido
com uma pipeta volumétrica, colocam-se 3 gotas de indicador e titula-se até o

aparecimento de uma cor résea nos vinhos brancos ou uma cor verde nos vinhos tintos.

Foram analisados 3 tipos de amostras — vinho branco de cisterna, vinho tinto e
vinho branco lote. A concentracdo, em g/L de acidez total tartarica, é calculada através

da equacéo 3.1.

Acidez Total Tartarica = 0,75 = V (NaOH) [g/dm3] (Equacéo 3.1)
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo irdo ser descritos os resultados obtidos durante o periodo da realizagdo
de trabalho. Os resultados apresentados foram escolhidos, considerando a sua importancia
para o tema estudado, os restantes ficaram registados e guardados pela empresa. Os
resultados apresentados foram separados em duas categorias principais — referentes ao

vinho e a sangria.

4.1. Espetros

Antes de comecar uma corrida de amostras, € necessario tracar uma linha da base,
ou espetro de fundo, com a solucdo de background. Um exemplo do respetivo espetro
encontra-se representado na figura 4.1. E importante referir que, se a solucdo ndo se
encontrar na quantidade minima necessaria, 0 equipamento vai langar um aviso e ndo vai

funcionar até se completar o volume da solucéo.

Leinua da energia - Banco dtico A

Média - Banco ética B 55871
Desvio Padrio - Banco itica B 0.0861

101,5

%T 1000

98,5

1000,0
e 3000,0

Figura 4. 1. Exemplo de um espetro de fundo (Transmitancia (%) vs. Nimero de onda (cm)) obtido no FTIR.

Apos o tracado do espetro de fundo, o software Bacchus apresenta os desvios dos
bancos 6ticos e avalia-os com os limites estabelecidos no protocolo do equipamento. Caso
estes excedam os limites, os valores irdo aparecer a vermelho, o que significa que o
equipamento esta a detetar muito ruido e é necessario realizar o teste da determinacéo de

eficacia para detetar o tipo de problema.
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Para a quantificacdo das amostras, o software Bacchus utiliza os dados dos
espetros tracados e os dados das curvas de calibracdo internas. O software utiliza,
maioritariamente a zona de 3 000 a 800 cm™, um vez que na zona de 800 a 400 cm™
existem muitos picos proximos entre si, 0 que dificulta a sua interpretacdo. A figura 4.2
exemplifica o espetro de uma solugdo-padrdo da Comissdo de Vinhos Verdes,
transmitancia (%) em funcdo do nimero de onda (cm™?). No entanto, nio é

disponibilizada a informag&o sobre a formula e as bandas utilizadas na quantificagéo.

it

4000 3800 3600 10 200 3000 2800 2600 20

Figura 4. 2. Espetro de uma solucéo-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes (Transmitancia (%) vs. Nimero de onda
(cm1)) [Escala vertical: 0 - 280 %; Escala horizontal: 4 000 - 400 cm].

Na figura 4.3 encontra-se exemplificado um espetro de um vinho branco
de barril. Pela comparacdo daa figuras 4.2 e 4.3, pode-se afirmar que, 0S espetros

apresentados, demonstram perfis dos picos diferentes. A figura 4.4 exemplifica o espetro do

padrdo de vinho sintético AAS.

2001z |

W Transmittance
\
)
/
e
/
~

Figura 4. 3. Espetro de um vinho branco de barril [Escala vertical: 0 - 280 %; Escala horizontal: 4 000 - 400 cm™'].
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4000 3800 3600 Um0 3200 100 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Figura 4. 4. Espetro do AA5 [Escala vertical: 0 — 1 000 %; Escala horizontal: 4 000 - 400 cm™].

Verificou-se, pela comparagdo das figuras 4.2, 4.3 e 4.4, uma diferenca
significativa na escala vertical, ou seja, na intensidade dos picos, sendo que os picos do
vinho sintético tém uma intensidade maior. Este facto pode ser justificado pela origem
das amostras — natural e sintética. Entretanto, os picos localizam-se nas mesmas zonas do

comprimento de onda.

4.2. Retas de calibracdo para a analise de vinhos no FTIR

O equipamento FTIR foi adquirido com os métodos de analise implementados,
internamente, para os parametros pretendidos para a empresa. Desta forma, para a
quantificacdo das amostras foi necessario fazer um ajuste a calibracdo interna dos
métodos aplicados, ou seja, uma recalibracdo do equipamento. As retas de calibracdo
implementadas neste trabalho apresentam a concentracdo medida pelo FTIR em funcgéo
da concentracdo de referéncia e ndo de concentracdo em funcgéo da sinal, dado ser uma

recalibracéo.

Para a construcdo das retas de calibracdo, foram utilizadas solucdes-padréo de
vinhos naturais e de vinhos sintéticos (ver capitulo 3.2). Os valores da concentracdo dos
padrdes, indicados pelos fornecedores, podem ser encontrados no capitulo 3.2. As retas
ndo contém nenhum tipo de amostra de branco. Os parametros de teor alcodlico, de massa
volUmica, de acidez total, de acidez volatil e do teor de acucares totais e redutores foram

estudados neste estagio.
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Inicialmente foram tracadas retas de calibracdo com as solugcGes-padrédo da

Comisséo de Vinhos Verdes (ver tabela 3.1), cujos valores de concentracao experimentais

podem ser encontradas no anexo C.2. Obteve-se a reta de calibracdo demonstrada na

figura 4.5.

15
14
13
12
11
10

(% v/v) Alcool Obtida

U O N o0

9 11

y =1,0032x - 0,0384

R*=0,998

13

(% v/v) Alcool de Referéncia

15

Figura 4. 5. Reta de calibragdo para o teor alcodlico, tragada com os padrdes da Comissao de Vinhos Verdes.

Na tabela 4.1 encontra-se a equacao de reta, o coeficiente de correlacéo, o desvio-

padrdo do método, o valor de Sy/x e os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo

(LOQ) da respetiva reta (ver as formulas de calculo no capitulo 2.4.) Através da analise

dos dados estatisticos da reta, concluiu-se que o coeficiente de correlagdo é satisfatdrio

(> 0,995), tal, como 0 LOQ (< LIE). Assim, o intervalo de trabalho, para esta reta, é de

[0,78 — 13,76] %(v/v). Embora, os valores obtidos sejam razoaveis, tracaram-se varias

retas de calibracdo e, concluiu-se que, com a adi¢ao das solucGes-padréo sintéticas a reta,

consegue-se uma gama de trabalho mais alargada.

Tabela 4. 1. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOQ, LOD (%v/v) para o parametro de teor alcodlico,

das solugbes-padrdo da Comissdo de Vinhos Verdes.

Equacio de reta Coeficiente Desvio-padrao Svix LOD LOQ
quat de correlagéo (Yoviv) y (%oviv) (%oviv)
y=1,0032*x-0,0384 0,9990 0,078 0,0781 0,23 0,78
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Os dados estatisticos da respetiva reta, como o coeficiente de correlacédo, o desvio-
padréo, o valor de Sy/x e os limites de quantificacdo (LOQ) e de detecdo (LOD) podem
ser consultados na tabela 4.2. Afigura 4.6 ilustra a reta construida com os padrdes naturais

e sintéticos.
17
15
3
s 13
o]
o)
5
81
<L
= y =1,0124x - 0,1553
s
> 9 R?=0,9983
é
7
5
5 7 9 11 13 15

(% v/v) Alcool de Referéncia

Figura 4. 6. Reta de calibragdo, para o teor alcodlico obtida com solugdes-padrdo naturais e sintéticas.

Com a adicdo dos padroes TITRIVIN, conseguiu-se 18 pontos em vez de 13. O
numero minimo, admissivel, de padrdes para uma reta de calibracdo é 5, o recomendavel
é maior do que dez, sendo que, quanto mais padrdes se utiliza, maior € a confianga nos
resultados obtidos [31].

Tabela 4. 2. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOQ, LOD (%v/v) para o parametro de teor alcodlico,
obtidos com padrdes naturais e sintéticos.
Coeficiente de | Desvio-padrdo Svix LOD LOQ
correlacdo (%6viv) y (%viv) (%Vv/iv)
y=1,0124*x-0,1533 0,9991 0,077 0,0774 0,23 0,76

Equacdo de reta

Verificou-se que, com a adigdo dos vinhos sintéticos a reta, o valor de desvio-
padrdo diminuiu (de 0,0778 para 0,0765 %(v/v)), tal como o Sy/x, mas manteve-se na
mesma ordem de grandeza. No entanto, o que diz respeito ao LOD e LOQ, a resposta foi
semelhante. Concluiu-se que, no caso do método de analise do teor alcoolico, o intervalo
de trabalho foi de [0,76 — 15,06] %(v/v). Desta forma, a reta final implementada no
periodo de estagio, foi a apresentada na figura 4.6, os dados da concentracdo dos padrdes

estdo tabelados no anexo C.3.
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4.2.2 Massa volUimica

Na construcdo da reta de calibragdo para este parametro foram utilizadas as
amostras da Comissdo de Vinhos Verdes, e a reta é apresentada na figura 4.7. Os valores
experimentais de concentracdo podem ser consultados no anexo C.4. Na tabela 4.3
encontra-se a equacao de reta, o coeficiente de correlagdo, o desvio-padrdo, o valor de
Sy/x e LOQ, LOD da respetiva reta de calibragdo. Nao foram utilizadas as solugdes de

vinho sintético, porque ndo se encontravam certificadas para este pardmetro.

0,998
0,997
0,996

Obtida

0,995

0,994

o VY=0,9841x+0,0158
R*=0,9838

0,993
0,992
0,991

0,99

Massa Volumica (g/cm?3)

0,989

0,988
0,988 0,989 0,99 0,991 0,992 0,993 0,994 0,995 0,996 0,997 0,998

Massa Volumica (g/cm?3) de Referéncia

Figura 4. 7. Reta de calibragdo de massa volimica (g/cmq obtida vs. g/cm? de referéncia).

O intervalo de trabalho foi de [0,0034 — 0,99673] (g/cm®). O valor do coeficiente
de correlacdo foi satisfatdrio, embora inferior a 0,995, um vez que se adotou o valor de
0,990 como minimo. O LOQ é aceitavel, uma vez que se aproximou de zero. Inicialmente
a reta continha 14 pontos, mas verificou-se que, ao retirar, 3 pontos (padrédo 4,6 e 7), 0

perfil da reta melhorava significativamente.

Tabela 4. 3. Equagao da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOQ, LOD (g/cm?) para o parametro de massa

volumica.
x Coeficiente de | Desvio-padrao LOD LOQ
E ~
quacdo de reta correlagdo (g/cm?) Sylx (g/cm?) (g/cm?)
y=0,9841*x+0,0158 0,9919 0,00034 0,00034 | 0,0010 0,0034
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Na figura 4.8 encontra-se apresentada a reta de calibracdo tracada para a
determinacdo da acidez volatil com as solu¢des-padrdo da Comissdo de Vinhos Verdes.
Pela analise do grafico, foi possivel afirmar que a respetiva reta ndo podia ser utilizada,
uma vez gque 0s seus parametros nao cumpriam os requisitos estabelecidos, que podem

ser consultados na tabela 4.4.

0,6

o
"

o
>

o
w

y =0,5809x + 0,1821
R?=0,8056

o
N

Acidez Volatil (g/dm?3) Obtida
Q

o
il

0
0,12 0,17 0,22 0,27 0,32 0,37 0,42 0,47 0,52 0,57
Acidez Volatil (g/dm?3) de Referéncia

Figura 4. 8. Reta de calibracéo de acidez volatil construida com padrdes da Comisséo de Vinhos Verdes.

Os valores experimentais da concentragéo das solucdes-padréo estdo tabelados no
anexo C.5. O coeficiente de correlagdo néo é satisfatorio (< 0,995) e o LOQ € superior ao
LIE estabelecido pela empresa (0,18 g/dm?® para vinho branco). Embora o LOD seja

inferior ao LIE, esta informacao € insuficiente para quantificar corretamente as amostras.

Tabela 4. 4. Equacio da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOQ, LOD (g/dmq) para o parametro de acidez
volatil acética, obtidos com as solu¢bes-padrao da Comisséo.

Equacio de reta Coeficiente de Desvio-padrao Svix LOD LOQ
quag correlacio (g/dm?) y (g/dm?) | (g/dm?)
y=0,5809*x+0,1821 0,8976 0,058 0,034 0,17 0,58

No sentido de melhorar a curva de calibracédo, adicionaram-se as solu¢des-padrao
de vinho sintético a reta. Pela analise da figura 4.9, confirmou-se que a reta apresentou
melhoria nos resultados. Os valores da concentragcdo experimental das solu¢6es-padréo

utilizadas para a construcdo da reta, estdo tabelados no anexo C.6.
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Acidez Volatil (g/dm?3) de Referéncia

Figura 4. 9. Reta de calibracéo, final, de acidez volatil (g/dm? obtida vs. g/dm? de referéncia).

Na tabela 4.5 encontra-se a equacao de reta, o coeficiente de correlacéo, o desvio-
padréo, o valor de Sy/x e os LOQ e LOD da respetiva reta de calibragdo. Como se pode
observar, a adicdo de padrdes sintéticos melhorou o desempenho estatistico da reta de
calibracdo para este parametro. Entretanto o LOQ continuou a ndo se adequar as
necessidades existentes da empresa, pelo que, nos casos em que o valor apresentado pelo
equipamento for inferior a 0,33 (g/dm?®), deve ser apresentado o resultado “< 0,33
(g/dm3)”. Se a concentracgdo da amostra estiver inclusa entre 0 LOD e 0 LOQ, dever-se-a
representar o resultado da seguinte forma — “0,098< |Acidez Volatil| < 0,33 (g/dm®)”. O
coeficiente de correlacdo continuou ndo satisfatério, embora mais aceitavel. O intervalo
de trabalho do método foi de [0,33 — 0,89] (g/dm?).

Tabela 4. 5. Equagéo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOQ, LOD (g/dm?) para o pardmetro de acidez volatil
acética, obtidos com os padrdes de vinho natural e sintético.

Coeficiente de | Desvio-padrao Svix LOD LOQ
correlagdo (g/dm?3) y (g/dm?) | (g/dm?3)
y=0,9812*x+0,0093 0,9801 0,033 0,032 0,098 0,33

Equacéo de reta

4.2.4 Acidez total tartarica
A reta de calibragdo construida com padrfes da Comissao esta apresentada na
figura 4.10, os respetivos valores de concentragdo experimental podem ser consultados

no anexo C.7.
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Figura 4. 10. Reta de calibragdo de acidez total construida com padrdes da Comisséo de Vinhos Verdes.

Na tabela 4.6 encontra-se a equacao de reta, o coeficiente de correlacdo, o desvio-
padrdo, o valor de Sy/x e os LOQ e LOD da respetiva reta de calibracdo. Através da
analise dos dados estatisticos obtidos, concluiu-se que a reta cumpre 0s requisitos
estabelecidos. O coeficiente de correlagdo é satisfatorio (> 0,995) e 0 LOD/LOQ estdo de

acordo com a especificagdo definida pela empresa (ver capitulo 2.3.3).

Tabela 4. 6. Equagéo da reta, coeficiente de correlagéo, Sy/x e LOQ, LOD (g/dm?) para o parametro de acidez total
tartarica — Comissao.

Coeficiente de Desvio-padrao Svix LOD LOQ
correlagdo (9/dm3) y (9/dm3) | (g/dm3)
y=1,0095*x-0,071 0,9986 0,088 0,09 0,26 0,88

Equacéo de reta

Com o objetivo de testar varias alternativas, foi construida uma reta contendo o0s
padrdes provenientes da Comissao de Vinhos Verdes e os padrdes TITRIVIN. Os valores
experimentais da sua concentracdo podem ser encontrados no anexo C.8. A figura 4.11
representa a reta obtida. Na tabela 4.7 encontra-se a equacao de reta, o coeficiente de
correlagdo, o desvio-padrdo, o valor de Sy/x e os LOD/LOQ da respetiva reta de

calibracéo.
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Figura 4. 11. Reta de calibracdo de acidez total, obtida com padrdes naturais e sintéticos.

Através da analise dos dados estatisticos obtidos, concluiu-se que a reta obtida
cumpre os requisitos estabelecidos. O coeficiente de correlacao é superior a 0,995, 0 LOQ
esta de acordo com o LIE definido pela SBG. Ndo se observaram diferengas significativas
entre as duas retas, no entanto, como a segunda reta tem mais pontos contidos, foi

escolhida como a final. Deste modo, o intervalo de trabalho foi de [1,0 — 9,35] (g/dm?®).

Tabela 4. 7. Equagdo da reta, razdo performance/desvio, coeficiente de correlagio, Sy/x e LOQ, LOQ (g/dm?) para o
parametro de acidez total tartarica.

. Coeficiente . . LOD LOQ
Equacéo de reta de correlagio Desvio-padrao Sy/x (g/dm?) | (g/dm?)
y=0,9967*x+0,0198 0,9982 0,10 0,10 0,30 1,0

4.2.5 Teor de acUcares totais

Tal como aconteceu nos outros parametros, inicialmente testou-se uma reta de
calibracdo construida com solugfes-padrdo da Comissdo. A respetiva reta pode ser vista
na figura 4.12. Os valores experimentais de concentragdo podem ser encontrados no
anexo C.9. Na tabela 4.8 encontra-se a equacdo de reta, o coeficiente de correlagdo, o

desvio-padréo, o valor de Sy/x e os LOQ e LOD da respetiva reta de calibracao.
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O coeficiente de correlacdo foi satisfatério (> 0,990), entretanto, o LOQ foi

elevado, tendo em conta as necessidades da empresa, pois, nas amostras de cisterna, o

teor em agtcares totais é reduzido (por volta de 0 — 3 g/dm®). Assim, ndo seria possivel

indicar um valor quantitativo especificado deste tipo de amostras.

Tabela 4. 8. Equacéo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOD, LOQ (g/dm?) para o teor de aglicares totais,
obtidos com as solugdes-padrdo da Comisséo.

Equacio de reta Coeficiente de | Desvio-padrao Svix LOD LOQ
quag correlacdo (g/dm?3) y (g/dm?3) (g/dm?3)
y=0,9803*x+0,1354 0,9904 0,41 0,40 1,2 4,1

Para alargar a gama de trabalho foram incluidos solu¢Bes-padréo sintéticas e a reta

final é apresentada na figura 4.13. Os valores experimentais da sua concentracdo podem

ser encontrados no anexo C.10. Na tabela 4.9 encontra-se a equacéo de reta, o coeficiente

de correlagéo, o desvio-padrédo, o valor de Sy/x e os LOQ e LOD da respetiva reta de

calibracdo. Os dados estatisticos foram satisfatorios, o coeficiente de correlagdo

aumentou (> 0,995) e o desvio-padréo diminuiu de 0,41 para 0,29. Entretanto, o LOD e

LOQ continuaram elevados para a quantificacdo das amostras de cisternas que contém
baixo teor de aglcares. O intervalo de trabalho foi de [2,88 — 11,43] (g/dm?®).
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Figura 4. 13. Reta de calibragdo, final, de agtcares totais obtida com padrdes naturais e sintéticos.

Tabela 4. 9. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOD, LOQ (g/dm?) para o teor de aglicares totais,
para os padrdes naturais e sintéticos.

Coeficiente de | Desvio-padrao Svix LOD LOQ
correlagdo (g/dm?) y (9/dm?) (9/dm3)
y=0,9921*x+0,0474 0,9959 0,29 0,29 0,86 2,88

Equacéo de reta

4.2.6 Teor de agucares redutores

Na construgdo da reta de calibracdo utilizada para a determinagdo do teor de
acUcares redutores foram utilizados os padrdes sintéticos TITRIVIN. Os resultados
experimentais das solu¢des-padrao utilizadas pode ser consultada no anexo C.11. A figura
4.14 ilustra a respetiva reta de calibracdo. Na tabela 4.12 encontra-se a equacéo de reta, o
coeficiente de correlacédo, o desvio-padréo, o valor de Sy/x e 0s LOQ e LOD da respetiva
reta de calibracdo. Pela analise dos dados estatisticos apresentados, pode-se adirmar que
a reta satisfaz os requisitos estabelecidos e pode ser utilizada para a quantificacdo de
amostras, uma vez que o coeficiente de correlacao é superior a 0,995 e LOQ encontrava-
se de acordo com o LIE estabelecido pela SBG. O intervalo de trabalho foi de [0,70 —
7,98] (g/dm?®). Como O LSE ¢ de 10,5 g/dm?, concluiu-se que o intervalo de trabalho deve
ser alargado.
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Figura 4. 14. Reta de calibragdo para o teor de agucares redutores.

Tabela 4. 10. Equagéo da reta, coeficiente de correlagdo, Sy/x e LOD, LOQ (g/dm?) para o teor de aglicares

redutores.
x Coeficiente . . LOD LOQ
Equacéo de reta de correlagao Desvio-padréo Sy/x (g/dm?) | (gfdm?)
y=0,9995*x+0,0021 0,9998 0,07 0,07 0,21 0,70

4.3 Avaliagdo dos métodos

Neste capitulo irdo ser descritos os resultados obtidos na avaliacdo dos métodos
do FTIR, nomeadamente, da veracidade, da repetibilidade, da precisdo intermédia e da
eficacia. A repetibilidade foi analisada de duas formas - recorrendo aos métodos internos
do FTIR e pelo método classico, ou seja, recorrendo ao Guia 13 da Relacre. A eficacia

foi estudada através do método interno do FTIR.

4.3.1 Teste de eficacia e de repetibilidade — metodo interno do FTIR

Os testes de eficécia e de repetibilidade pelos métodos internos do equipamento
foram efetuados de acordo com o manual do equipamento (ver procedimento no capitulo
3.4.1). Os resultados apresentados pelo software para a eficacia e repetibilidade sdo
exemplificados nas tabelas 4.11 e 4.12, respetivamente. O teste de eficacia considera-se
como bem-sucedido, quando o parametro “Eficacia 1/2", que representa a verificacdo da
proximidade, dos resultados da &gua, de zero, e, quando o parametro “Eficacia 2/1", que
indica a avaliacdo do sistema se os resultados obtidos com o vinho ndo foram
influenciados pela amostra anterior ou pela solucéo de lavagem, sdo proximos de 100 %,

para o parametro de alcool e teor de agucares.
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Tabela 4. 11. Resultados do teste de eficacia, obtidos com uma amostra de vinho branco de cisterna (v) e dgua
desionizada (a).

Otimizacio Teor Aleoslico (%) S "“"‘:;"" (gemd) Agueares Totais (g/L) [Glucose=Frutose]
v - 10.09 099134 0.75
10.15 0.99108 0.71
a I 039 0.99541 322
a 040 0.99540 3.01
v I 10.17 0.99104 1.01
v 10.15 0.99107 0.83
a 037 0.99545 311
a 036 0.99543 3.13
Eficdcia l /2 . 99.8% 97 4% 95.2%
Eficacia2 / 1 100.0% 100.0% 100.0%

Caso os valores obtidos de eficacia ndo sejam satisfatorios, recomenda-se a
verificacdo do circuito de fluidos e da solugdo de lavagem. Com base nos resultados da
tabela 4.11, pdde-se concluir que o0 equipamento passou com sucesso no teste.

Tabela 4. 12. Valores obtidos para o teste de repetibilidade interno do FTIR, obtidos a partir de 11 tomas de uma
amostra de vinho branco de barril; a respetiva média () e o desvio-padrédo (%).

Otimizacie Teor Aleoélico (%)
1 10.07
2 - 1011
3 10.10
4 10.10
5 - 10.12
6 10.10
7 10.11
8 10.08
9 10.14
10 10.10
u 10.05

X 10.1

Desvio Padrao
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No caso do teste interno de repetibilidade, foram analisadas 11 amostras de vinho
branco de barril. O manual de equipamento indica que desvio-padrdo deve ser inferior a
1%, no caso do teor alcodlico [26]. Pela analise dos resultados da tabela 4.12, verificou-
se que a repetibilidade dos resultados é aceitavel (< 1%), ou seja, 0 equipamento

encontrava-se nas condicdes de ser utilizado.

4.3.2 Teor alcoolico

No caso da analise da veracidade para 0 método de determinacéo do teor alcodlico,
foram estudados cinco tipos de amostra — mosto de vinho tinto, vinho tinto, vinho branco
de barril e sangria branca e tinta. Os resultados obtidos para as amostras de sangria irdo
ser abordados no capitulo 4.6. O teor alcodlico foi medido por trés processos diferentes —
alcoometro, densimetro digital e Anton Paar. Os resultados obtidos encontram-se
tabelados na tabela 4.13. A conversédo de resultados, no caso das medigOes feitas pelo

densimetro digital, pode ser vista no anexo D.1.

Tabela 4. 13. Valores de teor alcodlico obtidos pelo FTIR, em comparagdo com alcodmetro, Anton Paar e densimetro
digital, para amostras de mosto, vinho tinto e vinho branco de barril, em %(v/v).

%(vIv) %(vIv) %(v/IV) %(vIv)
Amostra 3 .
[FTIR] [Alcoometro] | [Anton Paar] | [Densimetro]
Mosto 0,81 0,00 0,21 ND®
Vinho Tinto 13,33 13,33 12,42 12,38
Vinho Branco Barril 10,05 9,67 9,95 9,91

Através da andlise da tabela 4.13, verificou-se que a concentracdo do teor
alcoolico na amostra de mosto, medida com o densimetro digital foi negativa, desta forma
o respetivo resultado foi apresentado como “ND” e nao foi considerado para o célculo do
erro relativo entre os métodos. A tabela 4.14 apresenta os valores de erro relativo entre as

medigdes efetuadas. O exemplo deste célculo pode ser encontrado no anexo D.2.

Tabela 4. 14. Valores do erro relativo de resultados obtidos pelo FTIR, em comparagdo com alcoémetro, Anton Paar
e densimetro digital, para amostras de vinho tinto e vinho branco de barril, em %.

Amostra Erro Relativo (%) | Erro Relativo (%) | Erro Relativo (%)
FTIR/Alcodmetro | FTIR/Anton Paar | FTIR/Densimetro
Vinho Tinto -0,03 7,3 7,7
Vinho Branco Barril 4,0 1,1 14

6 ND — N3o definido.
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O erro relativo para a amostra do mosto, ndo foi apresentado, devido a diferencas
entre os resultados obtidos. No entanto, o FTIR, o alcodmetro e 0 Anton Paar, mostraram
resultados entre 0 e 1 %(Vv/v), 0 que seria de esperar para uma amostra de mosto de vinho.
No caso de vinho tinto, 0 menor erro absoluto foi o de alcoometro. Os resultados obtidos
par o Anton Paar e densimetro foram semelhantes, uma vez que, ambos recorrem a
conversao de unidades através de densidade da mistura hidroalcodlica do destilado.
Concluiu-se que, para as amostras de vinho tinto, os resultados obtidos foram
satisfatorios. Os valores de erro relativo para as amostras de vinho branco de barril foram
aceitaveis, uma vez que, sdo todos inferiores a 5%, sendo este o critério adotado para a

avaliacdo dos resultados.

Concluiu-se que, 0 método da determinacédo de teor alcodlico é funcional para a
analise de amostras de vinho branco e tinto, com base no parametro de erro relativo entre
0 FTIR e métodos classicos. Para as amostras de mosto, é necessario realizar estudos com

matérias de referéncia certificados.

Com o objetivo de avaliar o método, foram executados 0s ensaios para a
determinacdo de repetibilidade. A tabela 4.15 representa os valores obtidos na analise do

vinho branco e tinto.

Tabela 4. 15. Valores de teor alcoolico %(v/v), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu valor absoluto

para o vinho branco e tinto.

IR0 1 gp(uiv) | XiXia | XX VIO oe(ui) | XiXia | XXl
1| 1007 | - i 1| 1359 | - i
2 | 1011 | 004 | 004 2| 1356 | -003 | 003
3 | 1010 | 001 | 001 3 | 1360 | 004 | 004
4 | 1010 | 000 | 000 4 | 1357 | 003 | 003
5 | 1012 | 002 | 002 5 | 1356 | -001 | 001
6 | 1010 | 002 | 002 6 | 1357 | 001 | 001
7| 1041 | 001 | o001 7| 1356 | -001 | 001
& | 1008 | 003 | 003 8 | 1349 | -007 | 007
9 | 1014 | 006 | 006 o | 1357 | 008 | 008
10 | 1010 | 0,04 | 004 10 | 1359 | 002 | 002
11 | 1005 | -005 | 005 11 | 1350 | -009 | 0,09
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O calculo do limite de repetibilidade (r) foi feito com recurso a ferramenta Excel
(ver equacgéo 2.6). O r para o vinho branco foi de 0,07 %(v/v) e para o vinho tinto de 0,10
%(v/v). Como todos os valores absolutos da diferenca entre os resultados consecutivos
foram menores do que o r, pode-se concluir que o método é preciso em termos de

repetibilidade, para os dois tipos de vinho.

Na analise da precisdo intermédia do método, foram utilizados dois tipos de
amostras — vinho branco e tinto, e as condicdo escolhidas foram o método de
desgaseificacdo e a temperatura das amostras. As tabelas relativas para todos os métodos
estudados neste trabalho podem ser vistas no anexo E.

Na tabela 4.16 é possivel observar os resultados da precisdo intermédia, da média
das amostras e do desvio-padrao percentual, para o parametro de alcool, de vinho branco
e tinto. A tabela 4.16 indica que, o valor da precisdo intermédia para o vinho tinto é
inferior a de vinho branco. Entretanto, ambos os valores foram considerados como

aceitaveis, pois, a percentagem de desvio-padrao foi inferior a 5%.

Tabela 4. 16. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (%v/v) e do desvio-padrédo percentual para o teor

alcoolico.
Branco Tinto
Precisdo Intermédia 0,16 0,05
Meédia de valores (%v/v) 9,70 13,63
Desvio-padrao relativo (%) 1,61 0,38

4.3.3 Massa volumica

Para a avaliacdo da veracidade deste método foram analisados 3 tipos de amostras
—vinho branco de barril, vinho branco de cisterna e vinho tinto. No caso de vinho branco
de barril, foram analisadas trés amostras independentes. Os resultados obtidos encontram-
se na tabela 4.17, tal como o erro relativo respetivo. Pela analise de tabela 4.17, verificou-
se que os erros relativos foram inferiores a 5%, para todas as amostras, logo, 0 método
estudado foi funcional, com base no parametro de erro relativo entre 0 FTIR e 0 método
classico (densimetro digital). Para completar o presente estudo, recomenda-se fazer a

mesma avaliacdo para as amostras de mosto.
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Tabela 4. 17. Valores obtidos pelo FTIR, em comparagdo com o densimetro digital, para amostras de vinho de
cisterna branco, vinho tinto e vinho branco de barril, em (g/cm?3) e o erro relativo respetivo (%).

Amostra (g/cm?) (g/?m3) Erro RelatlYo (%)
[FTIR] [Densimetro] FTIR/Densimetro
Vinho Branco Barril 1 0,99506 0,99530 -0,024
Vinho Branco Barril 2 0,99502 0,99530 -0,028
Vinho Branco Barril 3 0,99507 0,99530 -0,023
Cisterna Branco 0,99012 0,99001 0,011
Vinho Tinto 0,99452 0,99450 0,0020

A tabela 4.18 demonstra os valores obtidos para o estudo da repetibilidade, de

vinho branco e tinto do método da determinacao de massa volUmica.

Tabela 4. 18. Valores de massa voltimica (g/cm?), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu valor absoluto
para o vinho branco e tinto.

g/rlannr;% (g/cm?3) Xi-Xi1 1Xi-Xi-1] \.I/.:E?g (g/cm?) Xi-Xia | [Xi-Xia]
1 0,99564 - - 1 0,99433 - -
2 0,99569 5E-05 5E-05 2 0,99435 2E-05 2E-05
3 0,99563 -6E-05 6E-05 3 0,99437 2E-05 2E-05
4 0,99576 1,3E-04 |1,3E-04 4 0,99435 | -2E-05 2E-05
5 0,99573 -3E-05 3E-05 5 0,99433 | -2E-05 2E-05
6 0,99572 -1E-05 1E-05 6 0,99434 1E-05 1E-05
7 0,99571 -1E-05 1E-05 7 0,99437 3E-05 3E-05
8 0,99571 0 0 8 0,99452 1E-04 1E-04
9 0,99566 -5E-05 5E-05 9 0,99436 | -1E-04 1E-04
10 0,99560 -6E-05 6E-05 10 0,99435 | -1E-05 1E-05
11 0,99573 1,3E-04 |1,3E-04 11 0,99446 | 1,1E-04 |1,1E-04

O valor de r para o vinho branco foi de 0,00014 g/cm? e para o0 vinho tinto de
0,00017 g/cm®. Coo todos os valores absolutos da diferenca entre os resultados
consecutivos foram menores do que o r, conseguiu-se concluir o método é preciso em

termos de repetibilidade, para os dois tipos de vinho, no caso deste parametro.

A tabela 4.19 demonstra os resultados da precisdo intermédia, da média das
amostras e do desvio-padréo percentual, para o parametro de massa volumica, de vinho
branco e tinto. De referir que, no caso de vinho branco, foi preciso rejeitar um dos valores
obtidos, porque saia da gama de trabalho, tendo assim, no total, 15 amostras, em vez de
16.
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Tabela 4. 19. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (g/cm?®) e do desvio-padréo percentual para a
massa volimica.

Branco Tinto
Precisdo Intermédia 0,00020 0,00011
Meédia de valores (g/cm?) 0,99580 0,99422
Desvio-padrao relativo (%) | 0,01979 0,01075

Com os resultados obtidos, concluiu-se que a precisdo intermédia foi satisfatoria

para ambos os tipos de amostra.

4.3.4 Acidez total

Na determinacéo do erro relativo para o método da determinacdo de acidez total,
foram utilizados trés tipos de amostras — cisterna de vinho branco, vinho tinto e TVF de
vinho branco. Os resultados obtidos estdo tabelados na tabela 4.20, tal como, o erro
relativo respetivo. O exemplo de calculo da acidez total, pelo método cléssico pode ser
encontrado no anexo D.3. Pela anélise da tabela 4.20, constatou-se que, para as amostras
de cisterna de vinho branco e as amostras de vinho tinto, o erro relativo foi inferior a 5%,
logo, o método foi funcional para este tipo de amostra. Entretanto, no caso do TVF de
vinho branco, o erro relativo foi inferior a 10%, embora sendo um resultado aceitavel, é
conveniente repetir a analise. Verificou-se, que, para todas as amostras, o valor do erro
relativo teve sinal negativo, ou seja, suspeitou-se da existéncia de erros sistematicos,
como, por exemplo, o erro do operador, o tratamento das amostras, a solucdo titulante,

etc. Assim, é aconselhavel repetir estes ensaios e validar a sua influéncia nos resultados.

Tabela 4. 20. Valores obtidos pelo FTIR, em compara¢do com a titulacdo, para amostras de vinho de cisterna branco,
vinho tinto e TVF branco, em (g/dmq) e o erro relativo respetivo (%), para o parametro de acidez total.

Amostra (g/dm?3) (_g/dmi) Erro Relz?\tivo (~%)
[FTIR] [Titulacéo] FTIR/Titulacdo
Cisterna Branco 5,90 6,13 -3,8
Vinho Tinto 6,64 6,95 -4,5
TVF Branco 5,96 6,56 -9,2

A tabela 4.21 apresenta os valores de repetibilidade para as amostras de vinho

branco e tinto, para o parametro de acidez total.

55

]
instituto
superior de

engenharia do
porto



Mestrado em Engenharia Quimica

SUPER Ramo Qualidade
BOCK Di 50 /Estéqi
GROUP issertacao/Estagio

Tabela 4. 21. Valores de acidez total (g/dm?), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu valor absoluto
para o vinho branco e tinto.

RO | (gidme) | XiXea | XXl VIO valor | XinXi-L | Xi-Xi-1]
1 | 579 | - : 1 | 714 | - :
2 | 578 | 001 | ool 2 | 716 | 002 | 00
3 | 58 | 005 | 005 3 | 716 | 000 | 000
4 | 58 | 000 | 000 4 | 716 | 000 | 000
5 | 579 | 004 | 004 5 | 717 | 001 | o0
6 | 573 | 006 | 006 6 | 710 | 007 | 007
7 | 563 | 010 | 010 7 | 714 | 004 | 004
8 | 579 | 016 | 016 8 | 700 | 013 | 013
9 | 58 | 004 | 004 9 | 707 | 006 | 006
10 | 58 | 002 | 002 10 | 718 | o1 | oi1
11 | 58 | -002 | 002 11 | 7,00 | -008 | 008

O r para o vinho branco foi de 0,20 g/dm?® e para o vinho tinto de 0,14 g/dm3. Como
todos os valores absolutos da diferenca entre os resultados consecutivos foram menores
do que o r, pode-se concluir o método foi preciso em termos de repetibilidade, para os

dois tipos de vinho, no caso deste método.

Na tabela 4.22 apresentam-se os resultados da precisdo intermédia, da média das
amostras e do desvio-padrao percentual, para o parametro de acidez total, de vinho branco
e tinto. Pela analise da tabela, verificou-se que, a precisao intermédia dos valores de vinho
tinto foi melhor, pois o seu valor é menor. Ambos os valores foram aceitaveis, pois a
%DP foi inferior a 5 %.

Tabela 4. 22. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (g/dm?) e do desvio-padréo percentual para a

acidez total.
Branco Tinto
Precisdo Intermédia 0,11 0,05
Média de valores (g/dm?) 5,47 7,12
Desvio-padrao relativo (%) 2,10 0,65
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Na avaliacdo da repetibilidade para 0 método de determinacdo da acidez volatil,

verificou-se que o so foi possivel para as amostras de vinho tinto, uma vez que a

concentracdo das amostras de vinho branco encontrava-se fora do intervalo de trabalho.

A tabela 4.23 representa os resultados obtidos de repetibilidade, para o vinho tinto.

Tabela 4. 23. Valores de acidez volatil (g/dm3), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu valor absoluto

para o vinho tinto.

Vinho Tinto | (g/dm?3) | Xi-Xia | [Xi-Xia|
1 0,38 - -
2 0,39 0,01 0,01
3 0,40 0,01 0,01
4 0,40 0,00 0,00
5 0,42 0,02 0,02
6 0,43 0,01 0,01
7 0,43 0,00 0,00
8 0,46 0,03 0,03
9 0,46 0,00 0,00
10 0,45 -0,01 0,01
11 0,46 0,01 0,01

O valor de r para o vinho tinto é de 0,08 g/dm?®. Como todos os valores absolutos

da diferenca entre os resultados consecutivos foram menores do que o r, concluiu-se o

método foi preciso em termos de repetibilidade, para o vinho tinto, na analise de acidez

volatil.

A tabela 4.24 apresenta os resultados da precisdo intermédia, da média das

amostras e do desvio-padrdo percentual, para o parametro de acidez volatil, de vinho tinto.

Nao foi possivel obter resultados para o vinho branco, uma vez que, ndo se enquadravam

no intervalo de trabalho do método. Como a %DP € superior a 5%, a precisdo intermédia

do método foi insatisfatoria.

Tabela 4. 24. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (g/dm?3) e do desvio-padréo percentual para a

acidez volatil.
Tinto
Precisdo Intermédia 0,04
Meédia de valores (g/dm?3) 0,45
Desvio-padrao relativo (%) 9,46
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Na avaliacéo da repetibilidade, do método de analise de agUcares totais, verificou-

se que as amostras de vinho tinto ndo estavam inclusas na gama de trabalho, sendo que

sO foi possivel determinar a repetibilidade para as amostras do vinho branco (ver tabela

4.27).

Tabela 4. 25. Valores do teor de agucares totais (g/dm3), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu valor

absoluto, para o vinho branco

Vinho Branco | (g/dm®) | Xi-Xi1 | [Xi-Xia]

1 10,24 - -

2 10,50 0,26 0,26
3 10,41 -0,09 0,09
4 10,53 0,12 0,12
5 10,46 -0,07 0,07
6 10,34 -0,12 0,12
7 10,23 -0,11 0,11
8 10,24 0,01 0,01
9 10,42 0,18 0,18
10 10,50 0,08 0,08
11 10,63 0,13 0,13

O valor de r para o vinho branco foi de 0,37 g/dm3. Como todos os valores

absolutos da diferenca entre os resultados consecutivos foram menores do que o r, pode-

se concluir o método foi preciso em termos de repetibilidade, para o vinho branco, para o

parametro de agUcares totais.

A tabela 4.26 demonstra os resultados da precisdo intermédia, da média das

amostras e do desvio-padrdo percentual, para o pardmetro de teor de agUcares totais, de

vinho branco. Para a determinacdo da precisdo intermédia das amostras de vinho tinto é

necessario alargar a gama de trabalho do método. O valor da precisdo intermédia foi

aceitavel, para as amostras de vinho branco, dado que, a %DP foi inferior a 5%.

Tabela 4. 26. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (g/dm?®) e do desvio-padrédo percentual para o teor

de agUcares totais.

Branco
Precisdo Intermédia 0,36
Meédia de valores (g/dm?) 10,05
Desvio-padréo relativo (%) 3,55
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4.3.7 AgUcares redutores

No caso de agUcares redutores, so foi possivel estudar a repetibilidade para as
amostras de vinho tinto, uma vez que os resultados obtidos para o vinho branco saiam da
gama de trabalho. A tabela 4.27 mostra os valores de repetibilidade para as amostras de
vinho tinto. O valor de r para o vinho tinto foi de 0,45 g/dm®. Como todos os valores
absolutos da diferenca entre os resultados consecutivos foram menores do que o r, pode-
se concluir o método foi preciso em termos de repetibilidade, para o vinho tinto, neste
parametro. No caso de vinho branco, é necessario alargar a gama antes de se proceder a

determinacéo de repetibilidade.

Tabela 4. 27. Valores do teor de aglcares redutores (g/dm?3), da diferenca entre dois valores consecutivos e o seu
valor absoluto, para o vinho tinto.

Vinho Tinto | (g/dm®) | Xi-Xi1 | [Xi-Xial
1 3,50 - -
2 3,36 -0,14 0,14
3 3,02 -0,34 0,34
4 3,29 0,27 0,27
5 3,19 -0,10 0,10
6 3,23 0,04 0,04
7 3,50 0,27 0,27
8 3,24 -0,26 0,26
9 3,53 0,29 0,29
10 3,41 -0,12 0,12
11 3,21 -0,20 0,20

Por fim, a tabela 4.28 apresenta os valores da precisdo intermédia, da média das
amostras e do desvio-padrdo percentual, para o pardmetro de teor de agucares redutores,
de vinho tinto. As amostras de vinho branco ndo de encontravam na gama de trabalho do
método. Conclui-se que, o valor da precisdo intermédia foi satisfatorio, pois a %DP foi

inferior 5%.

Tabela 4. 28. Valores da precisdo intermédia, da média dos valores (g/dm?) e do desvio-padrdo percentual para o teor
de aglcares redutores.

Tinto

Precisdo Intermédia 0,16
Meédia de valores (g/dm?) 3,28
Desvio-padrao relativo (%) 4,76
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4.4 Andlise de Sangria no FTIR

Na figura 4.15 encontra-se exemplificado o espetro de uma amostra de barril de
sangria (espetro 3), em comparagdo com o espetro de vinho de cisterna (espetro 1) e vinho
de barril (espetro 2). Foi possivel concluir que os trés espetros tém um perfil diferente,
sendo que os picos do espetro de sangria tiveram uma intensidade menor, em comparagao
com os vinhos. Desta forma, confirmou-se que para a quantificacdo das amostras de
sangria, seria necessario tracar retas de calibracdo com solucBes-padrdo de sangria, para

a interpretacéo correta deste tipo de matriz.
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Figura 4. 15. Espetro (Absorvancia (%) vs. Nimero de onda (cm)) de uma amostra de vinho branco de cisterna
(azul), de vinho branco de barril (violeta) e de barril de sangria (vermelho).

Embora, a sangria produzida teve origem no mesmo vinho utilizado, a
concentracdo dos principais constituintes (&lcool, agucar, etc) varia significativamente e,
também, possui outros componentes, como aromas e acidificantes, o que péde influenciar
os resultados obtidos. Para a construcdo das retas de calibracdo para a analise de amostras
de sangria, torna-se necessario adquirir solucdes-padrdo com este tipo de matriz. Uma
vez, tracadas as retas de calibracdo, poder-se-a proceder a avaliacdo da sua precisdo e

veracidade.

Como alternativa, recorreu-se a outros tipos de analise, como métodos
convencionais e outros equipamentos disponiveis no laboratério. Para a determinacao do
teor alcodlico recorreu-se ao Anton Paar, para a densidade ao densimetro digital. A acidez

total e volatil pdde ser determinada pelos método descritos no capitulo 2. No caso da
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determinacdo do teor de agucares, verificou-se que o método convencional aplicado para
as amostras de vinho, ndo é aplicavel, devido a concentracdes elevadas nas amostras de

sangria.

No sentido de testar a capacidade de resposta dos métodos de analise do
teor alcodlico, nas amostras de sangria, foi avaliada a veracidade do método do FTIR, em
comparagao com os método classicos, para uma amostra de sangria branca e uma de tinta.
Os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.29. Verificou-se que os valores obtidos
para a amostra de sangria branca foram semelhantes entre si, 0 erro relativo respetivo
pode ser visto na tabela 4.30. Ja para a sangria tinta, o FTIR apresentou um resultados

afastado do previsto (7,00 %(v/v)), ao contréario dos métodos convencionais.

Tabela 4. 29. Teor alcodlico em %(v/v) das amostras de sangria branca e tinta, medido no FTIR, no Anton Paar, no
Alcodmetro e através da conversdo da densidade lida no densimetro digital.
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Amostra %(v/Vv) %(v/Vv) %(v/V) %(v/v)
[FTIR] [Alcoometro] | [Anton Paar] | [Densimetro]
Sangria Branca 6,68 7,00 6,82 6,78
Sangria Tinta _ 6,83 6,72 6,71

Tabela 4. 30. Valores do erro relativo de resultados obtidos pelo FTIR, em comparagdo com alco6metro, Anton Paar
e densimetro digital, para amostras de sangria tinta, em %.

Erro Relativo (%)
FTIR/Alcodmetro
-4,6

Erro Relativo (%)
FTIR/Anton Paar
-2,1

Erro Relativo (%)
FTIR/Densimetro
-15

Amostra

Sangria Branca

Como pode ser visto na tabela 4.30, o erro relativo foi inferior a 5% para todos os
métodos, logo a veracidade foi satisfatdria. Contudo, o valor apresentado pelo FTIR
considerou indicativo, pois, esta concentracdo foi obtida aplicando as retas de calibragdo
construidas com solugdes-padrao de vinho. Os resultados obtidos pelos Anton Paar e
densimetro digital, foram considerados como satisfatorios, porque encontram-se
proximos do valor teoricamente previsto. O alcoometro apresentou um valor de 7,00
%(Vv/v), sendo este igual ao valor alvo estabelecido pela SBG. Concluiu-se que, o uso de
Anton Paar é possivel para a analise das amostras de sangria, embora o FTIR,
devidamente calibrado, seria capaz de dar resultados mais confiantes para este parametro,

pois, foi destinado para a analise de vinhos, e 0 Anton Paar para cervejas.
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5. Concluséao

O estagio decorreu na Super Bock Group, SA, no Laboratério Central e teve como
objetivo a implementacdo do equipamento FTIR para a analise de teor alcodlico, massa
volumica, acidez total, acidez volétil e teor de agUcares totais e redutores, em vinho

branco e sangria.

Os métodos de analise implementados foram avaliados pelos parametros de
calibracéo, de repetibilidade, de precisdo intermédia e de veracidade. Concluiu-se que, no
caso dos métodos de andlise de teor alcodlico, massa volumica e acidez total, a preciséo
intermédia e a repetibilidade foram consideradas como satisfatdria para os dois tipos de
amostra. No caso de acidez volatil e teor de agucares redutores, apenas foram aceitaveis
para as amostras de vinho tinto. O parametro de agUcares totais apresentou a precisao
intermédia e a repetibilidade razodveis para as amostras de vinho branco. Desta forma,
estes estudos ndo se podem considerar como concluidos até se realizarem os ajustes das
retas de calibracdo, para retomar a avaliacdo dos métodos de acidez volatil, agucares totais
e redutores. Concluiu-se que os métodos da determinacdo de teor alcodlico, massa
volUmica e acidez total apresentam veracidade satisfatoria, baseando-se no erro relativo
dos resultados em comparacdo com os métodos classicos. No caso dos parametros de
acidez volatil, teor de acucares totais e redutores, ndo foi feita esta anélise, uma vez que,
€ necessario completar as retas de calibracdo para possibilitar a inclusdo de todos os tipos
de amostras. Assim, uma vez feita essa melhoria, pode-se proceder a avaliacdo da

veracidade dos métodos.

No periodo de estagio foi possivel implementar, somente, os métodos para a
analise de vinhos. Verificou-se que, no caso de acidez volatil, teor de acucares totais e
teor de agucares redutores € necessario alargar o intervalo de trabalho para incluir todos

os valores espetaveis de se obter.

Os métodos, de quantificacdo das amostras de sangria, ndo foram implementados,
uma vez que, este tipo de amostras apresentam uma matriz diferente dos vinhos e, no
periodo de estagio, ndo foi possivel adquirir as solugdes-padrdo, com esta matriz,
necessarias para a construcao das retas de calibracdo respetivas. No entanto, as amostras

de sangria foram analisadas pelos métodos convencionais.
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6. Sugestdes de trabalho futuro

Como se verificou, pela anélise das retas de calibracdo de acidez volétil e do teor
de acUcares redutores e totais, € necessario alargar o intervalo de trabalho, completando
as retas com mais solucGes-padrdo. Uma vez feitas as novas retas de calibragdo, é preciso,
proceder novamente ao estudo das variaveis estatisticas e, também, estudar a precisao, a

reprodutibilidade e a veracidade das mesmas.

No caso de sangria, recomenda-se a construcdo de retas de calibragdo com

solugdes-padrao de sangria, devido a diferencas na matriz dos dois produtos.
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7. Outros trabalhos realizados

Durante o periodo de estagio foram realizadas outras tarefas complementares.

Foi estudado e aplicado o método da determinacao de anidrido sulfuroso livre e total,
tanto pelo método classico, como através do equipamento TITRALAB AP100. Foi também
utilizado o equipamento Check Stab Alfa 2016 MAGIC+ para a determinacdo da
estabilidade tartarica, nos vinhos. Para os equipamentos mencionados foram elaborados
métodos de controlo de qualidade. O mesmo se aplica ao FTIR. Foram estudados e
aplicados métodos classicos para a analise de pH, cinzas, acido malico, acido latico, &cido

tartarico, COy, cloretos, sulfatos e cor.

Foi, também, elaborado um estudo de analise de acuUcares na sangria que tinha por

objetivo a avaliacdo de diferentes métodos existentes e a sua comparacao.

Como foi dito anteriormente, alguns dos métodos usados no FTIR precisam de ser
completados com mais padrbes para alargar a gama de trabalho. Foi conseguido um
orcamento para as amostras necessarias da marca TITRIVIN, das empresas ILC e
Biosentec, com o objetivo de encontrar a melhor proposta possivel. Foi também feito um

pedido de orcamento na Comissao de Vinhos Verdes.

Foram, também, estudados e utilizados alguns dos métodos de analise de cervejas, na

seccao de andlises fisico-quimicas:

e Preparacdo das amostras de cerveja e analise das mesmas no Anton Paar;
e Determinacéo do teor de COy;

e Determinagdo da turvacdo a 0 °C e 20 °C;

e Determinagéo da estabilidade de espuma;

e Analises correntes na avaliacdo de aguas de processo.

e Auvaliagéo do grau Brix.
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08.01.2019)

[35] Super Bock Group. “Monte Sacro Tinto”.

https://www.superbockgroup.com/produto/tinto-montesacrotinto/ (Consultado a
08.01.2019)
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[36] Super Bock Group. “Sangria Vini Branca”.

https://www.superbockgroup.com/produto/branca-vini/ (Consultado a 08.01.2019)
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Anexo A — Fichas Técnicas

A.1 - Monte Sacro Branco [34]

unicer
Monte Sacro Branco 2007

Caracteristicas do Preduto:
- Cor: Citrina
- Sabor: Frutade, fresco e equilibrado

- Aroma; Scbressaem os aromas florais

- Alcool: 12,1 %
- Apidez: 5,25 gidm”
-pH: 3.3

Ano de colheita: 2007

Contém sulfitos

Cuidados a ter:
Proteger da luz, calor, humidade e cdores fortes.

Prazo de consumo preferencial: nao aplicavel

Capacidades:

0.75 ;0,375

A Unicer recomenda:

- Mo utilizar as embalagens para colocar outro tipo de produto.

- As embalagens devem ser abertas no momento do consumo pelo consumidor ou na sua presenga.
- As embalagens de tara perdida depois de utilizadas devem ser colocadas no ecoponto.

- Beba com Responsabilidade. Consulte wwiw semesponsavel.com.pt

Data dltima actualizagao: 17/03/2011

Este produte cumpre com o regulamentado em Portugal € na Unido Europeia
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A.2 - Monte Sacro Tinto [35]

Ly

unicer
Monte Sacro Tinto 2007

Caracteristicas do Produto:

- Cor: Rubi

- Sabor: Frutade e equilibrado

- Aroma: Sobressaem os aromas a frutos vermelhes maduros com ligeiras notas vegetais frescas
- Aleool: 12,8%

- Acidez 5,20 gidm’

-pH: 3,75

Ano de colheita: 2007

Contém sulfitos

Cuidados a ter:
Proteger da luz, calor, humidade e cdores fortes.

Prazo de consumo preferencial: ndo aplicavel

Capacidades:

075103751

A Unicer recomenda:

- Mao utilizar as embalagens para colocar outro tipo de produto.

- As embalagens devem ser abertas no momento do consumo pelo consumidor ou na sua presenca.
- As embalagens de tara perdida depois de utilizadas devem ser colocadas no ecoponfo.

- Beba com Responsabilidade. Consulte www semesponsavel.com.pt

Data (ltima actualizagie: 17/03/2011

Este produto cumpre com o regulamentado em Portugal e na Unido Europeia
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A.3 - Vini Tinta [11]

O

unicer

Vini Sangria Tinta

Este produte cumpre com o regulamentado em Portugal e na Unido Europeia.
Vini Sangria Tinta

- Cor: Ruby

- Aroma: Frutado e fresco

- Sabor: Frutado intenso com alguma dogura e ligeiro gas.
-pH: 3,5

- Acidez Total % (g/L): 4,0

- Alcool (% viv): 7,0

Vinho tinto, agua, aglcar, didxido de carbono, aroma natural de lim&o, acidificante (E330),
estabilizadores (E414 e E445), edulcorante (E950), conservante (E202) e aroma natural de

canela.
£ meses — Barril
Proteger da luz, calor, humidade e odores fortes.

201
Contém Sulfitos

- W&o utilizar as embalagens para colocar outro tipo de produto.

- Beba com Responsabilidade. Consulte www.semesponsavel.com.pt

Data dltima actualizagdo: 12/08/2015
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A.4 - Vini Branca [36]

Ly

Vini Sangria Branca un iCEI’

Este produto cumpre com o regulamentado em Portugal e na Unido Europeia.
\ini Sangria Branca

- Cor: Branco

- Aroma: Frutado e fresco

- Sabor: Frutado intenso com alguma dogura e ligeiro gas.
-pH: 3,4

- Acidez Total % (g/L): 4,0

- Alcool (3% wiv): 7,0

\inho branco, agua, aglear, didxido de carbono, aromas naturais, edulcorants (E950),

conservante (E202).
& meses — Barril

Proteger da luz, calor, humidade e odores fortes.
20L

Contém Sulfitos

- Mao utilizar as embalagens para colocar outro tipo de produto.

- Beba com Responsabilidade. Consulte www.semesponsavel.com.pt

Data ditima actualizagio: 09092016
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Anexo B — Reagentes e Solugoes

B.1 - SolucgGes utilizadas no FTIR

> Solucdo de lavagem

e Preparagéo:

0,5 L de 4gua desionizada + 10 ml de solucéo concentrada.

e Caracteristicas:

A solucéo concentrada é da marca TDI (Lote: A1-18283). Frases de
perigo/prudéncia: H314; P280; P310; P305+P351+P338.

> Solucdo de lixivia

e Preparacdo:

Diluir 30 mL de uma solugéo comercial de lixivia em 250 mL de &gua

desionizada para obter uma solugéo a 5%.

e Caracteristicas:

Frases de perigo/prudéncia: R31; R36; S26; S2.

> Solucdo de background

e Preparacéo:

1 L de &gua desionizada + 0,4 mL de Triton.

e Caracteristicas:

A solucéo de Triton é da marca TDI (Lote: C1-18403).
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B.2 - Fichas Técnicas TITRIVIN

As fichas técnicas disponibilizadas neste anexo podem ser consultadas no site
oficial da marca. As fichas técnicas de outras solu¢es TITRIVIN de interesse, podem ser

solicitadas no mesmo site ou no fornecedor.

République Frangaise

MATERIAU DE REFERENCE POUR LABORATOIRES D'(ENOLOGIE
REFERENCE MATERIAL FOR OENOLOGY LABORATORY

A3

AGRICULTURES

_TERRITOIRES = /é e

HAMBRE D'AGRICULTURE =
e TITRIVIN AA1 A B
LOt / batch A. 03151220 1 "-:’.::....""m“"'_ﬁ‘ ?_G:L;Tn:mums.mw

Certificat d’analyses
Certificate of analysis

La reproduction de ce certificat d'analyses n'est

Il comprend deus pages.

ire dd - wersion 00 @ ms
- page.

st et - veraiony 0 : nevemibar 2005

Valeur de
référence

Principes des méthodes
Methods principles

Titre alcoométrique vol. (20)

Distillation ou entrainement 3 la vapeur +
# Abcolbclic strangth (% wol )

m‘-m densimétrie 9,46
+ FyCromely, oF SRCUNE derudetry

Glucose + fructose (g/L)
{ Glucose + fructose (g/L)

pH /it

Méthode enaymatique + spectromitrie
Ensymattc metind + et

Fotentiométrie
Petntenery

Acidite totalel™ ; rotal aciding™
= g HzS04/L
= g acide Ertrique/L ;s
= meqfL

Titraoe en nciuruu-ﬁlmd-umnmumnl
Thratic mth

Acidité volatile ; vatatiie aciairy

= g H1504/L

= g acide acétique /L ;s
= meq/L

Acide acétique (a/L)
1 Acetic add (@)

Acide L—mallnue (a/L)

J L-malic. 0,24

Valeurs de référence certifiées / Certified reference values

Intervalle de confiance (k=2)
Confidence interval {k=2)

Intervalle d'acceptation (k=2)
Acceptance interval (k=2)
Bomne inf. Borne sup.

Inferior Nmit Superior Nmit

Borne inf. Borne sup.
Inferior limit Superior limit

9,42 9,52

0,21 0,27 0,30

Valeur de

référence
Ertvrance

Paramétres
Farameters

Prindipe des méthodes
Methods

Acide I_—Iachq.le {a/fL)
 L-factic acid (g,

Substances redu::l:nces {o/fL)
# Reducing sugars (g/)

Méthode enoyrmatique + spectromitne
Ennymatie mathme + snstmmein

Défifcation + ipdomitrie (LOMF ou Flux conting

Nh:\:lndnn
Clartfication + idometry or strasming neocuprs

Informative reference values
Intervalle de confiance (k=2) Intervalle d'soceptation (k=2)
Confidence interval (k=2) Acceptance interval (k=2)

Borne inf. Borne sup.
Inferior limit Superior Nmit

0,76 1,04

Borne inf. Borne sup.
Inferior limit Superior limit

0,85 0,95

2,05

1,40 240
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Description / Description
Le TITRIVIN AAl est un assemblage de vins de différentes origines. Il est préparé et stabilise selon les techniques et procedes usuels en enologie
{collage, filtration et stabilisation tartrigue par le freid). Il est présenté en ampoules verre deux-pointes de 10 mL / The TITRIVIN A4 is & blend of wines from

different sources. It & prepared and stabilized in sccordEnce with the fechnigues and processes used in senslogy (coliage, fining snd tartarc stabiization). Gless ampoules -
ngminal capadaity 10 ml.

LHilisation prévue [ Use

Mode d'emploi / Instruction

Le TITRIVIM est utilisable tel quel immédiaternent aprés ouverture de |'ampoule. Cependant, il convient d'aveir pris scin d'homogénéiser le contenu de
I'ampoule avant son ouverture. / The TITRIVIN be used &2 such Mnmadistely after opaning. It should be carsful to homogenizs te contants befors opaning.

Volume minimal d'essai / Minimumn sample size
L= prise minimale d'essai est fivée & 3 pL. Le producteur ne garantit pas les valeurs de référence en cas d'utilisation d'un sous-échantillon plus petit. 7 The
Al Sample Siae 8 3 . The producer dossn t pusranbss Mhe reftrancs valres wiven wSing & Smaler subsample.
Conservation / Storage
Avant ouverture, les ampoules deivent étre stockées a I'abri de la lumiére entre 57C et 25°C, Une ampoule ouverte deit étre utilisée dans la joumnée. s
Before apaning, smpoules must be kept away from light between 5 °C and 25 °C. After apening, smpoules showld be used immedistely.
Emplois prévus ¢ Intended uses
Le TITRIVIN peut &tre utilisé :
v Pour étalenner ou ajuster les instruments de mesures ¢ To calbrate aguipment,
v Pour réaliser le contrile qualité interne des mesures / Ta cary cut quaiity controd,
¥ Pour estimer les incertitudes / To assess uncertainties.

Homeogensite / Homogeneity

L'homogénéité du matériau est wérifiée sur un échantillon d'ampoules prélevées de manigre aléatoire au cours du conditionnement pour lequel dews:
sous-echantillons par ampoule sont analyseés. 7 The hamogeneaity is checked on smpouies sampled randamiy during packaging and for which two subsamples per ampoule
are anal

Pour ['ensemble des paramétres, I'homogénéité inter-unités observée a &té jugée acceptable. / For sl parameters, the obeervad betwesn-boltle homagenaity was
declared scceptatie.

Stabilite / Stability

Des études de stabilité ont permis de montrer |a stabilité du matériau au cours des conditions de transport et de conservation préconisées. / 4 shart-term
stability study has shown the mabtenal $tability during recommended transport and storage conditions,

Par zilleurs, le TITRIVIN est soumis & une surveillance réguligre jusqu's épuisement des stocks par un suivi bimestriel par notre |aboratoire / In sddition, &
reguisr monttaring & in place by our lsbarstary sach two months untl aut of Stock.

Valeurs de référence [/ Reference values

Les valsurs ont été établies 3 partir des résultats d'une campagne d'essais impliguant 39 laboratoires d'eenclogie accrédités par le COFRAC. Le traitement
statistigue des résultats applique les algerithmes d'estimation robustes de moyennes et d'écarts-types de la norme IS0 5723-5 repris dans la norme IS0
13528, 7 velues were determined from the resulls of & series of tests invalving sbout 42 cenology leboratores, accredited by COFRAC (French Accreditation Commitiee].
Stabisbical calculabion of the results was done a5 deffned in the IS0 F725-5 and IS0 13528 standards.

Les valsurs de référence sont « certifiées » lorsgue les nombre de participants est supérisur ou £gal 3 15 et que tous les participants sont accrédités par
le COFRAC pour la méthode appliquée. Si ces critéres ne sont pas respectes, la valeur de reférence est « informative » et donnée 3 titre d'indicatif. / The
refargnce vaives are “certified” wihen the number of participants is grester than or équal to 15 and that all participants are sccredited by COFRAC for the method used. IF these
criteris sre not met, the réfersnce valve [s Tinfarmative” and given 8 an indicatian.

Methodes d'analyses appliquees / Methods of analysis

Les participants ont réalisé les analyses selon les méthodes de référence OIV lorsqu'elles existent ou par défaut, une méthode inteme validée reprenant
le principe des méthedes OIV proposées. [ Participants performed analyzes using the OIV reference methods when avallable or by default, an internal methad valideted
taking ihe pringipl of the DIV reference methads,

Tracabilité métrologique et Raccordement [/ Matrological traceability

Les valeurs de reférences certifiées sont basses uniqguement sur ['exploitation statistique de résultats d'analyses obtenus par des méthodes acoeditees
par le COFRAC. L'accréditation par le COFRAC des méthodes utilisées assure le respect de la tragabilitd métrologique et le raccordement au SI des
résultats et par conséquent des valeurs de référence issues du traitement statistique. | Centified mfenence values are pramised on résults obitained by methods
accredited by COFRAL, This sccreditation ensures the medrological fracaabiilty to SI units of the results and the reference vaives from the statistical calonation.

Intervalle de confiance / Confidence interval

Il correspond & lincertitude sur |z valeur de référence avec k=2 pour un niveau de confiance de 35 %. C'est-a-dire que la valeur "vraie” de ce paramétre
est comprise dans l'intervalle [V =i ; Ve + il. 7 This cornesponds to the uncertainty of the referance valve with k = 2. Fach value is expressed with & confidence intarval
of the maan above or equal to 95 %. This means the "frue” value of this parameter is betwesn [Vor - i @ Ve + 4]

Intervalle d’acceptation / Acceptance interval

1l correspond 2 la variation maximum qu'un laboratoire peut se fixer autour de la valeur atiribuée au TITRIVIN lors d'une analyse. / For ane anaiysis, this
corresponds to the maximale value that & laboratory can accept for the reference value.

Période de validité / Validity
Les valeurs indiquées sur ce certificat sont valables jusqu’en décembre 2020, / The values shown in this cartificate i valld untll December 2020,
Les acheteurs seront avertis de ces éventuelles mises a jour. [ We will inform the buyers of the possible updates of this certifizat.
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MATERIAU DE REFERENCE POUR LABORATOIRES D'(ENOLOGIE
REFERENCE MATERIAL FOR OENOLOGY LABORATORY

TITRIVIN AA2 A, E
Lot / batch A 03151220 2 i |

Certificat d’analyses
Certificate of analysis

La reproduction de ce certificat d'analyses n'est autonsé gue sous sa forme indégrale - Il comprend deux pages.
e — o Intagral form ~ € Inciuces e g,

F r m gmm F -
Valeurs de réeféerence certifiees / Certified reference values
Intervalle de confiance (k=2)
Principes des méthodes Valeur de référence B e
Methods principles T m———— Borne inf. Borne sup.
Inferior it Suparior Nt

Titre 1. (% Distiliation ou entrinement 3 la vapeur +
Titre alcoométrique vol. (%) o m 10,87 10,83 10,91
Gl + fructose L éehade
Clucose + fructose (o/L) Wéehode enzyruatigms + spactromibirie 3,91 3,79 4,03
PH /pH piorhnoimaes 3,34 3,32 3,36
Acidité totalel®) ; Total aciding"

= g HzSO0./L Trgn petssnberies o 40 rdswrce e Sy i;'?]; i,gi i,;g

= g acide tartrique/L ; ywoe e Teration FtanBorerE o N Bty mer S ! ’ .

= meqfL 62,7 61,6 63,7
Acidite volatile ; volatie acidity 035 033 0.37

= g HaS50a/L Entrainement 3 la vapeur + ttrimiétre 0"43 0'40 0'45

= g acide acétique /L ;yeescmmin et ¢ st ?",1 é? ?‘G

= meq/L » 'y r
Py iy B T L Sreomie 0,41 0,38 0,44
Acide L malique (o/L) Mbehade srrstioes | Soeciromitria 0,85 0,81 0,89

Valeurs de référence informatives / Informative reference values

Intervaile de confiance (k=2)
Confidence interval (k=2)

Borne sup.

Superior Hmit

Principe des méthodes
Methods

Valeur de référence
Reterance vaka Bome ind.
Inferior Nmit

Substal Sductri Defécation + lodométne (L) ow Flux contin
¥, m:n:mu ces (a/L) sl ey S 5,12 4,86 5,38
Tﬂ:ﬁ:ﬂ = (a/1) AR i L i 0,73 0,69 0,77

Les valeurs de références informatives sont données 3 titre indicatif.
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Description [ Description

Le TITRIVIN AAZ est un assemblage de vins de différentes origines. Il est prépare et stabilisé selon les technigues et procédés usuels en enologie
(collage, filtration et stabilisation tartrigue par ke froid). Il est présenté en ampoules verre de 10 mL 7 The TITRIVIN AAZ is & Dlend af wines fram different
sources. It is prepared and in nee with the and used in penslogy (collage, fining and tartaric stahilization). Glass ampoule - nominal
capacity 10 mL.

Utilisation prevue [ Use

Mode d'emploi / Instruction

Le TITRIVIN est utilisable tel quel immédiatement aprés ouverture de 'ampoule. Cependant, il convient d'aveir pris soin d'homogénéiser le contenu de
I'ampoule avant son ouverture, ¢ The TITRIVIN be used as such immediately after apening. It should be careful fo homogenize the contents before apeming.

Volume minimal d'essai 7 Minimum sample size
La prise minimale d'essai est fixée 2 3 pL. Le producteur ne garantit pas les valeurs de référence en cas d'utilisation d'un sous-échantillon plus petit. s The
i Sample size k5 3 pl. The producer doesn't guarantes the reference values when using & smaller subsample.

Conservation / Storage

Avant cuverture, les ampoules doivent &tre stockées 3 I'abri de la lumigre entre 5°C et 25°C, A utiliser immédiatement aprés ouverture, / Befare apening,
ampouless must be kept Sway from ight betwesn 5 °C and 25 °C. ARer opening, TITRIVIN shouwld be used mmediately.

Emplois prévus ; Intended uses

Le TITRIVIN peut &étre utilisé :
¥ Pour étalonner ou ajuster les instruments de mesures / To calibrate equipment,
¥ Pour réaliser le contréle qualité interne des mesures / To camry owt quality control,
v Pour estimer les incertitudes / To assess uncertainties.

Homogénéité / Homogeneity

L'homogénéité du matériau est vérifiée sur un échantillon d'ampoules prélevées de manitre aléatoire au cours du conditionnement pour lequel deux

sous-échantillons par ampoule sont analysés. ; The homogenelty is checked on sampled r during and for which two subsamples per ampotle
are analyzed.

Pour l'ensemble des paramétres, 'homogénéite inter-unités observée a été jugeée acceptable. / For aif the bottie hor was
declared scceptalie.

Stabilite / Stability

Des études de stabilité ont permis de montrer la stabilité du matériau au cours des conditions de transport et de conservation préconisées. / A shorf-term
stability study has shown the material stabilty during recommendsd transport and storage conditions.

Par ailleurs, le TITRIVIN est soumis 3 une surveillance régulizre jusqu'a épuisement des stocks par un suivi bimestriel par notre laboratoire 7 In addition, a
reguisr monitoring is in place by our laboratory esch two months until out of stock.

Valeurs de référence / Reference values

Les valeurs de référence ont été établies a partir des résultats d'une campagne d'essais impliquant 42 laboratoires d'enclogie accrédités par le COFRAC.
Le traitement statistique des résultats applique les algorithmes d'estimation robustes de moyennes et d'écarts-types de la norme ISO 5725-5 repris dans
la norme ISD 13328, / Values weare determined from Ehe results of a series of fests lvolving about 42 by COFRAC (French Accreditation
Committes), Statistical calculation of the results was done as defined in the IS0 5725-5 and IS0 13528 standards,

Les valeurs de référence sont = certifiées » lorsque le nombre de participants est supérieur ou &gzl 3 15 et que tous les participants sont accredités par ke
COFRAC pour la méthode appliquée. 5i ces oritéres ne sont pas respectés, la valeur de référence est « informative » et dennée a titre d'indicatif. 7 The
reference values are “certified” when the number of participants is greater than or equal to 15 and that all participants are accredited by COFRAC for the method used. IF these
criteris are nof met, the reference value Is “informative” and given as an indication.

Méthodes danalyses appliquées / Methods of analysis

Les participants ent réalisé les analyses selon les méthodes de référence OIV lorsqu'elles existent cu par défaut, une méthede interne validée reprenant
le principe des méthodes OIV proposées. / Participants performed analyzes using the OIV reference methods when avallable or by default, an ternal method valdsted
taking the principle of the OIV reference methods,

Tracabilité metrologique et Raccordement / Metrological traceability

Les valeurs de reférences certifiees sont basées uniquement sur I'exploitation statistique de résultats d'analyses obtenus par des méthodes accréditées
par le COFRAC. L'accréditation par le COFRAC des méthodes utilisées assure le respect de la tragabilivé métrologi et le raccord au 51 des
résultats et par conséquent des valeurs de référence issues du traitement statistique. [ Certifled reference values sre premised on results ablained by methods
accredited by COFRAC. This accrediation ansires the metrological traceabiity to ST unils of the resulls and the reference values rom the stalistical treatment.

Intervalle de confiance / Confidence interval

1l correspond & ['intervalle [Ver - U ; W + UL o0 U correspond & l'incertitude élargie sur la valeur de référence avec k=2. / This corresponds fo [Vinef - o ;
Vref + u] the uncertainty of the reference value with k = 2.

Période de validita / validity

Les valeurs indiquées sur ce certificat sont valzables jusgu'en décembre 2020, / The vaives shown in this certificate is vaiid until December 2020.

Les acheteurs seront avertis de ces éventuelles mises 2 jour. [ We will nform the buyers of the possible updates of this certificat.
Elles seront aussi publides sur le site www.titrivin.com. / You will find its on our website www. Hirvin, com.
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Republique Frangaise

MATERIAU DE REFERENCE POUR LABORATOIRES D'ENOLOGIE
REFERENCE MATERIAL FOR OENOLOGY LABORATORY

TITRIVIN AA3

A

AGRICULTURES

&TERRITOIRES
CHAMBRE DAGRICULTURE
GRAMKNE

Certificat d'analyses
Certificate of analysis

Valeur de
reférence
Reference
e
Titre alcoométrique vol. (%) ; smsss straapes (2 w1y
Sucres réducteurs (g/L) / Reducing sugsrs (g/L)
Glucose + fructose (/L) / cieose + fructase (gre)
pH # 1
Acidite totale'™! / rotar sciams”

% @ HaS04/L
= q acide tartrique/L / g mntaric sciase
= meq/L

Addite volatile ; veustie scuty
= g HiS0./L
= g adde acetique/L ;gacetic seuy1
= meg/L

Acide acétique (g/L) s Acetic acid (/L)
Adide L-malique (g/L) ; L-matie seid (g/L)

Adide L-lactique [g/L) / L-metic scia (gse) 0,48

Bormne inf.
Inferior fimit

Lot / batch A 03141219 3

Intervalle de confiance (k=2)
Confidence interval (k2]

Intervalle d'acceptation (k=2)
Acceptance interval (ks2)

Borne inf. Bomne sup.
Superios [T

Borne sup.
Seipariar lir Inferior Mmlt

12,36 12,44 12,28 12,52

7,13 7,57 6,11 8,59

5,83 6,10 5,63 6,30

3,33 3,37 3,31 3,30

0,45 0,51 0,36 0,60

Matériau / Material

Assemblage de vins et de molits de différentes origines.
Blend of wines and musts from diffarent Sources,

Préparation / Preparation

Selon les technigues et procédes wsuels en enologie.

In accordance with the techniques and processes used in senology.
Conditionnement / Packaging

En ampoules wverre de 10 mlL. Realise par un
pharmaceutique.

By Pharmaceutical Products Factory. Glass smpoules - nomingl capecity 10 mi.
Homogénéité / Homogeneity

Controle effectué sur 2%/, des ampoules prélevées au cours du
conditionnement., L'effectif du lot est déterming grice & la norme IS0
2859-1.

Control test padarmed on Ffe of smpoules sampled 8t regular fntenals during
packaging. The size of the batch is definad by IS0 2B59-1 standard.

Stabilite ¢ stability

Suivi mensuel par notre laboratoire jusqu's Spuisement des stocks.
Checkad by our labaratory sach manth wntil out of stock.

Conservation / Storage

4 I'zbri de Iz lumigre entra 5 °C et 25 °C.

Away from light between 5 °C and 25 °C,

laborataire

mawmmﬂmmmmm.
to be used sfter cpening.

Valeurs de référence s Reference values

Les valeurs ont été établies & partir des résultats d'une chaine d'essais
impliguant 42 |aboratoires d'cenclogie accrédités par le COFRAC. Le
traitement statistique des résultats applique les algorithmes d'estimation
robustes de moyennes et d'écarts-types de la norme IS0 5725-3 repris
dans la norme IS0 13528,

cenalogy leboratories, sccredited by
Statistical calcuiation of the resulls wes done a5 defined in the 150 5725-5 and IS0
13528 standards,

Intervalle de confiance / Confidence interval

1l correspend 3 l'incertitude sur la valeur de référence avec k=2 pour un
niveau de confiance de 95 %. ire gue |z valeur "vraie” de ce
paramétre est comprise dans lintervalle [Wréf - i ; Vref + i].

This comespands [0 the mcertsinty of the reference value with k = 2. Esch value &
expressed with & confidence interval of the mean above or squal fo 55 %. This
means the "true” value of this parameter i between [Vref - 1 @ Vref + o],
Intervalle d'acceptation / Acceptance interval

1l correspond & |z variation maximum gu'un laboratoire peut se fixer
autour de |a valeur attribuée au TITRIVEY lors g'yne analyss.

For ane analysis, this correspands fo the maximale value that & laboratory can
accept for the referencs value.

Utilisation prévua s Use

+  Etalonnage des appareils de mesures / To calibrate aquipmant.

¥ Contrile qualité des mesures / To carmy out quality control.

¥ Estimation des incertitudes / To assess uncertainties.
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MATERIAL DE REFERENCE POUR LABORATOIRES D'ENCLOGIE
REFERENCE MATERIAL FOR OENOLOGY LABORATORY

TITRIVIN AA4

A4

AGRICULTURES

&TERRITOIRES
CHANBAE D'AGRICULTURE
GIRKOE

Certificat d’analyses
Certificate of analysis

Valeur de
référence
Reference
varlue
13,69
9,36

8,01

trique vol. (%) » % wol}
Sucres réducteurs (g/L) ; Reueing sugars (g/L)
Glucose + fructose (g/L) / ucose + fructose (g/L)

PH  p1

3,33

Acidité totale!™! ; Total aciine™

= @ HiS04/L

= g acide tartrique/L J g tartaric scid/L
= meq/L

Acidité volatile ; volatile acidity

= g Hz504/L

= g acide acétique /L g scetic acid/L
= meg/L

Acide acétigue (g /L) s Acetic scid fg/L)

Acide L-malique (g/L) / L-male seid (/1)

Intervalle de confiance (k=2)

Borne inf.
Inflerior Bm

Lot / batch A 03141219 4

Intervalle d'acceptation (k=2)
Accaptance Interval (ke2)

Borne sup.
Suparior it

13,81
10,66

Confidencs interval (ks2)

Borne sup.
Superior Tmie

13,74
9,64
8,25

Borne inf.
Inferior Tnwlt

13,64
9,08

13,57
8,06
7,51
3,29

7,77 8,51

3,31 3,35 3,37

Acide L-lactique (g /L) s L-tactic acid (g/L) 0,20 0,17 0,23 0,10 0,30
Matériau ; Materiai Valeurs de référence / Reference values

Aszemblage de vins et de molts de différentes origines. Les valeurs ont été établies 3 partir des résultats d'une chaine d'essais
Biand of wines and musts from different Sources, impliguant 42 _|a_hom1l::||:|ires_ d'EnEnﬁ];:I_ au:rledrtel;, par le (EIE}FRAC Le
Préparation / & ation traitement statistique des résu applique les algorithmes d'estimation
Sell::] les techniques et procédés usuels en enologie. L\ubusltaﬁ de m?;g"ﬁ;; d'écarts-types de |2 norme IS0 5725-3 repris

! ; ans la norme

fn ecordance with the technigues and processes used in eenalagy. Values were determined from the results of a series of tests involving about 42
Conditionnement / Packaging cenglogy laboratories, sccredited by COFRAC (French Accreditstion Commibtse).
En ampoules verre de 10 ml. Réalisé par un lsboratoire Statisticsl calculstion of the results was done as defined in the 150 5725-5 and 150

pharmaceutique.

By Pharmaceutical Products Factory. Glass ampoules - nominal capacity 10 mL.
Homogénéité / Homogeneity

Contrdle effectué sur 29/, des ampoules prélevées au cours du
conditionnement. L'effectif du lot est détermine grace 3 la norme ISOD
2855-1.

Cantrol test paformed on 20w of smpowles sampiad af regular nfenvals duning
packaging. The cire of the batch s dafined by IS0 2850-1 standard.

Stabilité / Stability

Suivi mensuel par notre |aboratoire jusqu'a épuisement des stocks.
Checked by our laboratory esch manith until out of stock.

Conservation / Storage

& I'abri de la lumiére entre 5 °C et 23 °C.

Away from light between 5 °C and 25 °C,

Ampoules 3 usage unigue pour utilisation immeédiate aprés ouverture.
/ Expendabie ampoufes to be used immedistely after opening.

13528 standards,

Intervalle de confiance / Confidence interval

1l correspond & lincertitude sur la valeur de référence aver k=2 pour un
niveau de confiance de 95 %. C'est-3-dire que la valeur "waie" de ce
parametre est comprise dans l'intervalle [vref - i ; vref +il.

This corresponds to the uncertainty of the refersnce value with k = 2. Each value i
expressed with & confidence inberval of the mean above ar sgual bo 35 %. This
means the "true” value of this parameter is between [Vref - u @ Vref = ol
Intervalle d'acceptation / Acceptance interval

1| correspond 3 |z varation maximum qu'un lzboratoire peut se fixer
autour de la valeur attribuée au TITRTVEY lors g'ype analyse.

For one analysis, this comesponds fo the maximale vale that a lsborstory can
accept for the referance valse.

Utilisation prévue / Use

< Etalonnage des appareils de mesures ¢ To calibrate equipment.

v Contrile qualité des mesures / To camry out quality control.

¥ Estimation des incertitudes / To ssmess uncertaintios.
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vl Erain i T REFERENCE
iy
Service Vigne et Vin .
CERTIFICAT D'AMALYSES

DE MATERIAU DE REFERENCE
POUR LABORATOIRES D'OENOLOGIE
Reference material certificate of analysis

For oenology laboratories
Code matériau :
e TITRIVIN AAS
n® de lot :
et A031712225
Description : Assemblage de vins préparé et stabilisé sedon les technigues et procédés usuels
Description - en enologe - présenté en ampoules de 10 mL Slend of wines arepared and

stabilirad in saccordance with the technigoes and the processes pad in senology - plass
ampawes - nominal capachty 10 mi.

Matrice : Vin Wine

Matrix :

Utilisation préwvue : < Paur étalonner ou ajuster les instruments de mesures. To calbrvte squipment.
Intended use : + Pour réaliser le contrile qualibé interne des mesures. Ta crry out guaiity control,

< Paur estimer les incertitudes. To sssass vncertainbies,
< Paur valider les méthodes d'analyses. To validate the methads of analysis.

Date dexpiration ! DECEMBRE 2021 / DECEMBER 2021

Expiry Date -

Informations de stockage : Awant ouverture, le matériau de référence doit &tre stocké & I"absi de la lumnigre
Starage information - entre 5 °C et 25 °C. Before gpening, the refersnce material must be stored away from

Hght betwean £ % and 28 *C.

Instructions de manipulation et Pour la manipulation du matériau, les mesures de sécurité habituelles en

d'utilisation : laboratoire d'eenologie sont reguises. For the handling, narmal safety precs ubions in

Instruchions for handling and vse : oenoiogy laboratony are reguired,
Le matériau de référence est utilisable tel quel immédiatement aprés ouverture,
Cependant, il convient d'avoir pris soin d‘homogéndiser le contenu de Fampoule
avant son puverture. Les valeurs du présent certificat ne sont garanties qu'd
l'ouverture de I'ampoule. The reference matenal can be vsed as & /s immediately after
opemning. It showd be carefi fo shake well the contents before apening. The values of
thit cartificate ane guarantesd af the opening of the confents.

Tracabilité métrologigue et Les valeurs de référence certifiées et leurs incertitudes sont basées uniguernent
raccardement ! sur 'exploitation de résultats d"analyses obtenus par des méthodes accréditées
Metrological traceabiiity - par le COFRAC dans le cadre de I'dtude collaborative entre laboratoires et lors

de I'évaluation de 'homogéndité et de la skabilité. Cetbe accréditation assure le
respect de la tracabilité métrologique et le raccordernent au S des résultats et
par conséquent des valeurs de référence et des incerttudes issues de leur
exploltation. The Cartified referancs vales and the pncarfainbes are premised on
resuits from the comparative stody and the homogeneity and stabilty evaivation,
obtained by metihods that are acoredited by COFRAC. This accreditelion ensures the
metrolopical traceabiily o 51 units of the refarence values and the uncertaintles, from

the cakcwlations.
Méthodes d'analyses Les participants ont réalisé les analyses selon les méthoedes de référence QIVIL
appliquées lors de 'éhude lorsgu'elles existent ou par défaut, une méthode inteme validés reprenant le
collaborative de caractérisation :  principe des méthodes OIVIY. Particloants perdfbrmed analyzes wsing the QRAL
Methods of analysis for raference methods when avaiiable or failing that, an intermal method valldated using the
characterization study : principle of the GMALY) reference methods.

{13 O0V : Organisation Inbematiconade de i Vigne of du Vin - Inismresons’ Spankatin of Wne and Wine

La meproduction de ce certificat d'analyses n'est autoriséde que sous s forme Intégrale, il comprend deux pages.
Regroduction of e camifonte & parmiited oy [ 5 infagal form, & inchades hed Sages

Chambrs d'SgricuBurs Ss I Giands - Senvos Vigrs st Vin
30 rw Michal Mionkaigre - £5 30915 - TE20% BLAN SR ORT CESEX
THL 423048 58 15 00 00 - Paa 43008 56 15 2005

Pt S AR B T R
DEMAT Ol-2 parwidls = Cartife st o amalyii - Sals F apedlcatics : 13,10/2017 pEge 12
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Valeurs de réféerence certifiées
Certified reference values

Parameétres r;flgre;:: I"':{T‘r_ti;?de
Parameters Reference wvalue Uncertainty (k=2)

Titre alcoométrique volumigque (% vol.)
Alcoholic strength by volume (% vel.) 14,94 0,05
Glucose + fructose (g/L)
Glucose + fructose {g/L) 2,10 0,06
pH / pH 3,41 0,02
Acidité totale / Total acidity

= g H2504/L 4,05 0,06

= g acide tartrique/L /g tartaric acid/L 6,20 0,09

= meq/L 82,7 1,2
Acide L-malique {(g/L)}
L-malic acid (g/L) 2,89 0,16

Vaolume minimal d'essai :
Minimum sample size :

when using a smaller subsample.

Agents de certification / Responsible for certification 3

Edition du contenu du certificat v00 du 13/10/2017

La prise minimale d'essai est fixée 3 2 pL. Le producteur ne garantit pas les
valeurs de référence en cas d'utilisation d'un sous-échantillon plus petit. The
minimum sample size is 3 pyl. The producer doesnt guarantee the reference values

Responsable TITRIVIN
Responsible of TITRIVIN production
Delphine GIRAUDON

Responsable Qualité
|Quality Manager
Sophie SALIMI

lapprobation et autorisation de publication
Wpproval and authorization of publication

AGRICULTURES
& TERRITOIRES
HAMIERE AR GATUR®

{F K

Delphire GIRALDON

Memngmsmmmili e TETRECTH

Signature numérique de
GIRAUDON Delphine

DN : cn=GIRAUDON Delphine,
o={hambre d'Agriculture de
Ly Girondee, ou=5erdice Wigne
et Vin,

email=d graudonggronde.c
hambagrifr, c=FR

Date : J01F1007 10:16:33
HI'D0

La reproduction de ce certificat d'analyses n'est autorisée gue sous sa forme intégrale, il comprend deux pages.
Reproduction of the certificate is permmitied only in its infegral form, i indudes two pages.

85

o X
instituto
superior de

engenharia do
porto




=) Mestrado em Engenharia Quimica

SUPER Ramo Qualidade
BOCK Di 50 /Estéqi
GROUP issertacao/Estagio

Républigue Frangaise

AGRICULTURES
&TERRITOIRES

CHAMBRE DFAGRICLILTURE
RIFTCINDE

Service Vigne et Vin

ANNEXE du certificat d’analyses de matériau de référence

pour laboratoires d'cenologie
Annex Refarence material certificate of analysis for oenology laboratories

Code matériau :
Material code : TITRIVIN AA5

o de lot :
n°delot : 7031712225

Une valeur de référence est "indicative™ lorsqu’elle ne remplit pas les critéres requis pour une valeur de
propriéta certifiée.
The reference value is "indicative”™ when it does not meet the criteria for a certified property value.

Valeurs de référence indicatives
Indicative reference values
Parameétres Valeur de Incertitude
référence {(k=2)
Farameters Reference value Uncertainty (k=2)

Acidite volatile / volatile acidity

= g HaS04/L 0,76 0,03

= g acide acétique/L / g scetic acid/L 0,93 0,04

= meq/L 15,5 0,6
Acide acétique (g/L)
Acetic acid {g/L) 0,92 0,05
Substances réductrices (g/L)
Reducing sugars {g/L) 3,14 0,25
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Anexo C — FTIR/Resultados no FTIR

C.1 — Procedimento FTIR

No presente anexo encontra-se descrita, detalhadamente, a utilizacéo do FTIR.
Para a utilizacdo do equipamento, na analise diaria, procede-se de seguinte forma:
1. Ligar o equipamento no botdo “On/Off”. Deixar estabilizar o equipamento. O médulo

IV nunca deve ser desligado. Verificar o nivel das solu¢Ges necessarias (background,

lixivia, de lavagem).

Modulo de
v
2. Ligar o respetivo computador.
3. Abrir o programa “OMNIC” e verificar se o “System Status” estd verde, caso

contrario, o sistema ndo se encontra pronto para trabalhar.

A OMNIC - [Window1] - O X
BB Fle Edit Colect View Process Anshze Report Window Help

-,m Tiansmizsion (O1_Transmission exp)

RN EIEET bl b | X )

Esite Caflp CaSmo  Opm  Smve Pt SlakSpr FlSc Cnnd Adbin AWATR Sbhoc FrdPs SotiAl Oox  Seach LbMg  Puviel AdINE View!

D@ tospecn seected ®

g

.....................................

4, Abrir o programa “Bacchus 3 Analysis” e fazer o Login.
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5. Tracar a linha de base.
B Analises Bacchus 3
]
—
— @ ¥
LDB Estado Sair
6. Quando a linha de base estiver definida, clicar em “Executar”.
CON O Y@ R E-AN R 2 s 2.2
L 7 -
‘G: Média - Banco dica B . = =
E Desvio Padrdo - Bamco taca B LT
M - g ot Je—— [ Jrs—————
7. Para proceder a analise de amostras - clicar no icone de codigo de barras.
g i I~ Unirzar a reanoltse avangoda
B j g
8. Introduzir o nimero de amostras e identifica-las, por exemplo, para 7 amostras:
A = = @ - @ a - = -
Exncutar Standaedizacic LD& Coeuits hisepulice Estado Logn Impeessaen Jmnelat. Sair
| £ Q [ ]

a |
' @
@l o
=
 Desates
| Eagractrcn SINT
f
" VINT 5] </ [ 1 I
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As amostras devem ser corretamente identificadas, para possibilitar a sua consulta engeniiri do
posteior.
9. Guardar a lista.
e Standardizagio LDB Circuito hidrdulic
';\ J _
|
10. O icone “Start” deve aparecer com uma cor verde — comecar a analise.
I A Bacchus 3- [Brecutar)
W om =B @ a | =& B2 .3
( » | :
> ]
= | o Fem—— pe
11. No fim da analise desligar o programa e o equipamento, exceto 0 médulo 1V. Ao sair

do programa, este vai sugerir fazer uma lavagem do circuito, fazer sempre a lavagem.

C.2 — Teor alcodlico — Comissdo de Vinhos Verdes

Tabela C. 1. Concentracdo de referéncia e experimental das solugdes-padrdo da Comissao de Vinhos Verdes, para o
parametro de alcool %(v/v).

Padréo | Referéncia (%v/v) | Valor FTIR (%V/v)
2 7,07 7,11
3 8,73 8,75
4 9,79 9,82
5 13,82 13,76
10 13,59 13,70
11 10,65 10,65
12 11,71 11,62
17 10,60 10,52
19 12,53 12,40
21 10,06 10,10
22 13,45 13,58
23 10,06 10,07
24 11,06 11,07
25 9,76 9,74
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C.3 —Teor alcodlico — Final

Tabela C. 2. Concentragdo de referéncia e experimental das solu¢des-padrdo da Comissédo de Vinhos Verdes, e

Mestrado em Engenharia Quimica

solugBes-padrdo TITRIVIN para o parametro de alcool %(v/v).

Padrao | Referéncia (%V/V) | Valor FTIR (%V/V)
3 8,73 8,74
4 9,79 9,81
5 13,82 13,72
10 13,59 13,66
11 10,65 10,63
12 11,71 11,59
17 10,60 10,49
19 12,53 12,37
21 10,06 10,08
22 13,45 13,55
23 10,06 10,05
24 11,06 11,05
25 9,76 9,73
AAl 9,46 9,44
AA2 10,87 10,78
AA3 12,40 12,44
AA4 13,69 13,75
AA5 14,94 15,06

C.4 — Massa volumica

Ramo Qualidade
Dissertacao/Estagio

Tabela C. 3. Concentracdo de referéncia e experimental das solu¢des-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes, para o
parametro de massa voltmica (g/cm?).

Padrdo | Referéncia (g/cm?) | Valor FTIR (g/cm?3)
5 0,99092 0,99134
8 0,99321 0,99350
9 0,99033 0,99007

10 0,98857 0,98877
13 0,99660 0,99673
14 0,99168 0,99170
15 0,98889 0,98879
16 0,99034 0,99045
17 0,99340 0,99341
19 0,99372 0,99292
23 0,99496 0,99495
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C.5 — Acidez volatil acética — Comissdo de Vinhos Verdes

Tabela C. 4. Concentracdo de referéncia e experimental das solu¢es-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes, para o
parametro de acidez volatil (g/dm3).

Padrao | Referéncia (g/dm?) | Valor FTIR (g/dm?)
10 0,41 0,47
11 0,35 0,37
12 0,33 0,35
13 0,18 0,32
17 0,24 0,31
18 0,33 0,34
20 0,51 0,48

C.6 — Acidez volatil acética — Final

Tabela C. 5. Concentragdo de referéncia e experimental das solugdes-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes, e
solugdes-padrdo TITRIVIN para o pardmetro de acidez volatil (g/dm3).

Padrdo | Referéncia (g/dm?) | Valor FTIR (g/dm?3)
8 0,34 0,37
9 0,28 0,25
10 0,41 0,41
11 0,35 0,35
12 0,33 0,29
15 0,26 0,27
20 0,51 0,54
25 0,73 0,70

AA3 0,54 0,58

AA4 0,73 0,76

AA5 0,93 0,89
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C.7 — Acidez total tartarica — Comissdo de Vinhos Verdes

Tabela C. 6. Concentracdo de referéncia e experimental das solu¢des-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes, para o
parametro de acidez total (g/dmd).

Padrdo | Referéncia (g/dm?) | Valor FTIR (g/dm?)
6 8,61 8,51
7 6,94 7,00
11 9,45 9,46
12 6,68 6,66
14 6,56 6,61
19 7,48 7,36
20 6,41 6,34
26 4,78 4,68
27 3,91 3,92
29 7,78 7,88
31 8,16 8,29

C.8 — Acidez total tartarica — Final

Tabela C. 7. Concentragdo de referéncia e experimental das solu¢bes-padrdo da Comisséo de Vinhos Verdes, e
solugdes-padrdo TITRIVIN para o parametro de acidez total (g/dm?3).

Padrdo | Referéncia (g/dm?) | Valor FTIR (g/dm?)
6 8,61 8,69
7 6,94 6,90
11 9,45 9,35
12 6,68 6,68
14 6,56 6,60
16 5,50 5,73
20 6,41 6,50
26 4,78 4,66
27 3,91 3,96
29 7,78 7,74
31 8,16 8,18

AA2 4,70 4,66

AA3 5,28 5,19

AA5 6,20 6,10
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C.9 — Teor de agucares totais — Comissdo de Vinhos Verdes

Tabela C. 8. Concentracédo de referéncia e experimental das solu¢des-padrdo da Comisséao de Vinhos Verdes, para o

parametro de agUcares totais (g/dm?).

Padrdo | Referéncia (g/dm?®) | Valor FTIR (g/dm?)
6 4,10 4,62
8 8,80 8,98
17 5,20 4,76
21 8,60 8,46
23 8,40 8,53
24 7,00 6,99
25 5,40 5,25
28 12,10 11,46
32 4,60 4,49
33 9,10 9,8
34 2,70 2,65

C.10 — Teor de acUcares totais - Final

Tabela C. 9. Concentragdo de referéncia e experimental das solu¢bes-padrdo da Comissdo de Vinhos Verdes, e
soluges-padrdo TITRIVIN para o pardmetro de agUcares totais (g/dm?).

Padrdo | Referéncia (g/dm?) | Valor FTIR (g/dm?3)
8 8,80 8,84
17 5,20 4,98
21 8,60 8,36
23 8,40 8,43
24 7,00 7,02
25 5,40 5,43
28 12,10 11,09
30 9,10 9,93
32 4,60 4,74
33 9,10 9,59
34 2,70 3,06
AAl 0,87 0,76
AA2 3,91 3,76
AA3 6,01 6,03
AA4 8,01 7,95
AA5 2,10 191
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acUcares redutores (g/dmd).

Padrdo | Referéncia (g/dm®) | Valor FTIR (g/dm?)
AAl 0,87 0,92
AA2 3,91 3,86
AA3 6,01 6,09
AA4 8,01 7,98
AA5 2,10 2,05
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Anexo D - Varios
D.1 — Conversdo de Resultados

O densimetro digital, unidade de Anton Paar, fornece os resultados em densidade
absoluta. Estes foram transformados em densidade relativa através de tabelas de
conversao dos resultados, consultadas no J. M. Coulson, J. F. Richardson, Tecnologia
Quimica e pela equacédo D.1:

Dabs — 1

Drel (g/cm3) = 1001205

+ 1] * 0,99820123 Equacéo D.1

Onde Drel representa a densidade relativa, ou a massa volumica a 20°C, e a Dabs

representa a densidade absoluta a 20°C.

Para calcular a percentagem de alcool em volume, torna-se necessaria realizar um
calculo intermédio — percentagem em massa. A equacgdo D.2 exemplifica o célculo da

percentagem massica do alcool na amostra e a equacdo D.3 a percentagem em volume.

%(m/m) = 517,4 * (1 — Dabs) + 5084 * (1 — Dabs)"2 + 33503(1
— Dabs)”3

Equacdo D.2

Drel * %(m/m)
0,78934

%(v/v) = Equacéo D.3

A equacdo D.2 foi consultada no manual técnico do Anton Paar. O valor de 0,78934,

da equacdo D.3 representa a massa volumica do etanol a 20°C.

D.2 — Erro relativo

A equacdo D.4 exemplifica o célculo do erro relativo, para a amostra de vinho tinto,

entre os resultados do FTIR e do Anton Paar.

FTIR]| — [Paar 5
% Erro relativo = [ [I]Daar[] ] * 100 & Equacao D.4
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% E lati 13,33 — 12,42 100 FOISS
o crrorelativo = ————— % “
12,42 Equacdo D.4

% Erro relativo = 7,33 %

D.3 — Acidez Total

O célculo da acidez total é efetuado através da equacdo 3.1 e a equacdo D.5

exemplifica-o para a amostra de vinho branco de cisterna.
Acidez Total Tartérica = 0,75 * V (NaOH) <
Acidez Total Tartarica = 0,75 * 8,17 < .
Equacdo D.5
Acidez Total Tartarica = 6,13 (g/L)

D.4 — Métodos Classicos - Procedimento

» Determinacédo da acidez volatil pelo aparelho Cazenave

A acidez volatil é constituida pelos acidos que pertencem a série acética e que se
encontram no vinho quer no estado livre quer sob a forma de sais. Pode ser determinada
através da titulacdo dos acidos volateis, separados do vinho por arrastamento com vapor

de &gua e retificacao de vapores.

Reagentes/Meios de Cultura:

e Hidroxido de sédio (NaOH), N/10;
e Solucdo de fenolftaleina.
Equipamento
e Aparelho Cazenave e acessorios;
e Balédo Erlenmeyer de 500 mL e de 250 mL;
e Bureta;
e Pipeta de 10 mL;

e Vareta de vidro.
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Amostragem/Preparac¢ao das Amostras
e 10 mL de vinho.
Técnica
1. Colocar 200 mL de agua destilada no baldo Erlenmeyer do acidimetro Cazenave.
2. Com uma pipeta, medir rigorosamente 10 mL de vinho a analisar para o tubo
chapinador.

3. Ligar este tubo ao condensador e colocar o baldo recetor por baixo deste.

4. Ligar a &gua de refrigeracdo, assim como o aparelho no interruptor elétrico —
ON/Posicéo I.

5. Logo que a agua entre em ebulicdo durante 2 a 3 minutos, tapar o orificio da purga
existente na rolha de borracha, que segura o tubo destilatorio, e deixar que o vapor de

agua que faz borbulhar o vinho arraste no destilado todos os acidos volateis.

6. Obtidos 100 mL de destilado, destapar o orificio referido no ponto anterior,

desligar o aparelho e fechar a agua de refrigeracéo.

7. Adicionar ao destilado 3 gotas de fenolftaleina procedendo, de seguida, a sua
titulacdo com NaOH N/10 até ao aparecimento de uma leve, mas persistente coloragao

rosea.
8. Registar o volume de soda gasto.
Nota

Se na titulacdo forem gastos mais de 1,3 mL de soda N/10, torna-se necessario repetir
0 ensaio para confirmacéo dos resultados.

> Determinacao do teor de acucares redutores pelo método de Rebelein

Os agucares redutores sdo constituidos pelo conjunto de agucares de funcao cetonica
ou aldeidica doseados pela sua acdo redutora sobre a solucdo cupro-alcalina. O éxido de
cobre precipitado por um excesso de solucdo cuprica adicionada ao vinho defecado €

pesado sob a forma de 6xido cuprico.
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Reagentes

e Acido sulfarico a 16%;

e Solugéo de amido;

e Solucdo de iodeto de potassio;
e Solucéo de sal de Seignette;

e Solucéo de sulfato de cobre;

e Solucdo de tiossulfato de sodio.

Equipamento

e Pipetasde 10 mL, 5mL, 2 mL;
e Erlenmeyer;
¢ Placa de aquecimento;

e Bureta.

Amostragem/Preparacdo das Amostras

e 2 ml de vinho.
Técnica
A. Ensaio em Branco

Proceder de igual modo ao ensaio normal, alterando unicamente a amostra a
analisar, que para este caso serd agua destilada. O ensaio em branco devera ser sempre
efetuado antes de cada série de determinacfes de agucares redutores ou quando se

substitui um reagente.

B. Procedimento

1. Ligar a placa elétrica 5 minutos antes da 12 determinacéo.
2. Para um baldo Erlenmeyer medir:

e 10 ml solucdo de sulfato de cobre;
e 5 ml de solucdo de sal de Seignette;
e 2 granulos de pedra-pomes;

e 2 ml de amostra de vinho a analisar.
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3. Colocar o baldo Erlenmeyer na placa de aguecimento e deixar ferver durante 1

minuto e meio.

4. Retirar imediatamente o baldo apds terminar o tempo e deixar arrefecer durante
5 minutos.
5. De seguida, adicionar, pela ordem indicada e com ligeira agitacéo:

e 10 ml da solucdo de iodeto de potassio;
e 10 ml de &cido sulfurico a 16%;

e 10 ml da solugéo de amido.

6. Titular com a solucdo de tiossulfato de sédio até a viragem para o amarelo-creme

e registar esse volume gasto (n2).

Expressdo dos Resultados

Ao volume de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo do “ensaio em Branco” (nl),
subtrair o volume de tiossulfato de sodio gasto na titulagdo do ensaio do vinho em anélise
(n2). Os resultados apresentam-se em gramas de agucar invertido por litro, arredondados

as décimas.
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D.5 — Limite de repetibilidade

Tabela D. 1. Limite de repetibilidade e o desvio-padréo de repetibilidade para o parametro de alcool, nas amostras de
vinho branco.

r 0,0684
Sri 0,0244

Tabela D. 2. Limite de repetibilidade e o desvio-padrao de repetibilidade para o parametro de massa volimica, nas
amostras de vinho branco.

r 0,00014
Sri 0,00005

Tabela D. 3. Limite de repetibilidade e o desvio-padrédo de repetibilidade para o parametro de acidez total, nas
amostras de vinho branco.

r 0,1755
Sri 0,0627

Tabela D. 4. Limite de repetibilidade e o desvio-padréo de repetibilidade para o parametro de agUcares totais, nas
amostras de vinho branco.

r 0,3722
Sri 0,1329

Tabela D. 5. Limite de repetibilidade e o desvio-padrao de repetibilidade para o parametro de alcool, nas amostras de
vinho tinto.

r 0,0978
Sri 0,0349

Tabela D. 6. Limite de repetibilidade e o desvio-padréo de repetibilidade para o pardmetro de massa volimica, nas
amostras de vinho tinto.

r 0,00017
Sri 0,00006

Tabela D. 7. Limite de repetibilidade e o desvio-padréo de repetibilidade para o pardmetro de acidez total, nas
amostras de vinho tinto.

r 0,1446
Sri 0,0516
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Tabela D. 8. Limite de repetibilidade e o desvio-padrédo de repetibilidade para o pardmetro de acidez volatil, nas
amostras de vinho tinto.

0,0834

Sri

0,0298

Tabela D. 9. Limite de repetibilidade e o desvio-padrao de repetibilidade para o parametro de aglcares redutores, nas
amostras de vinho tinto.

0,4452

Sri

0,1590
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