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RESUMO

Na rotina de trabalho de um laboratério, ha a necessidade de que as
metodologias utilizadas sejam otimizadas e que novos métodos de analise sejam
desenvolvidos, sendo frutos da evolugdo do laboratério e da adequagao dos seus
recursos as novas demandas. O surgimento de novas metodologias ou otimizagdes
levam ao processo de validagdo, sendo este um estudo experimental que visa
detalhar o procedimento analitico. Por meio dos resultados dos parametros de
qualidade, avaliar considerando os critérios de aceitacdo, se esse meétodo é
adequado a aplicagao que é proposta a fim de garantir confiabilidade nos resultados.
Diante disso, uma Unidade Fabril, otimizou uma analise de qualidade no qual se
verifica o grau alcodlico do fermentado de maca, matéria-prima para a fabricagcédo do
vinagre de maca. Logo, foi necessario realizar a validagcdo deste método. O método
consta no Manual de Métodos de Analises de Bebidas e Vinagres, para analise do
grau alcodlico real em destilados, que foi validado devido a mudanga no escopo para
fermentados. A analise de desempenho foi feita baseada no documento do
INMETRO DOQ-CGCRE 008, onde foram verificados os parametros de limite de
quantificacao, limite de deteccdo, precisdo e exatiddo. Tendo como resultado, o
limite de quantificagdo de 0,006 g./L-!, o limite de detecgdo de 0,002 g.L-', precisdo
de 0,2826 e exatidao de 0,8 V/V%. Ao concluir as analises dos parametros de
validagado constatou-se que o método é adequado ao escopo do fermentado de
magca.

Palavras-chave: Fermentado de Macé; Grau Alcodlico; Quimica Analitica; Validagao

de método.



ABSTRACT

In the work routine of a laboratory, there is a need for methodologies used to
be optimized and new analysis methods are developed, being the result of the
evolution of the laboratory and the adaptation of resources to new demands. The
emergence of new methodologies or optimizations lead to the validation process,
which is a study experiment that aims to detail the analytical procedure. Through
results of quality parameters, evaluate, considering the criteria of acceptance,
whether this method is suitable for the application that is proposed in order to ensure
reliability in results. Therefore, a Manufacturing Unit, optimized a quality analysis in
which the alcoholic level of the fermented apple, raw material for making apple cider
vinegar. Therefore, it was necessary to validate this method. The method appears in
Manual of Beverage and Vinegar Analysis Methods, for grade analysis of real alcohol
in spirits, which was validated due to the change in scope for fermentation. The
performance evaluation was based on the INMETRO document DOQ-CGCRE 008,
where the limit parameters of quantification, limit of detection, precision and
accuracy. With the result, the limit of quantification of 0,006 g./L-", limit of detection of
0,002 g.L*", precision of 0,2826 and accuracy of 0,8 V/V%. When completing the
analysis of the validation parameters, it was found that the method is suitable for the
scope of fermented apple.

Keywords: Fermented Apple; Alcoholic Degree; Analytical chemistry; Method
validation.
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1 INTRODUGAO

A analise laboratorial € de fundamental importancia para o controle dos
parametros de qualidade na producgao industrial. Na rotina de trabalho de um
laboratério, as analises padrao, ou de referéncia, sdo frequentemente utilizadas,
porém ha a necessidade de que estas sejam otimizadas e/ou que novos métodos de
analise sejam desenvolvidos. Essas novas metodologias sdo frutos da evolugdo do
laboratorio e da adequagdo dos seus recursos as demandas, como a gestdo do
tempo e a utilizagcdo de novas tecnologias. Os resultados das analises podem
assegurar a qualidade do produto ou do processo, garantem o atendimento a
especificagdes e cumprimento da legislagédo, sendo de fundamental importancia que
estas anadlises sejam realizadas com procedimentos bem estabelecidos obtendo os
resultados confiaveis e tecnicamente validos.

O desenvolvimento do método e a otimizacdo sao etapas importantes que
precedem o processo de validagdo (MAPA, 2005). E imprescindivel que haja uma
otimizacdo interna do procedimento analitico no laboratério antes do processo de
validacdo. Nessa etapa, devem ocorrer as calibragdes e as qualificacbes dos
instrumentos que serao utilizados, juntamente com as verificagdes dos reagentes e o
treinamento dos técnicos (MAPA, 2005).

Segundo Skoog (2013), “é impossivel realizar uma analise quimica que seja
totalmente livre de erros ou incertezas”, pois todas as etapas de uma analise tém
associadas a estas erros, sejam erros de meétodos, operacionais ou instrumentais,
que afetam o resultado da analise gerando incerteza. Por isso, € necessario a
realizacédo de estudos sobre os efeitos envolvendo os diversos fatores experimentais
que podem afetar o resultado analitico, buscando ajustar as condigdes que reduzam
essas variagcoes, garantindo a melhor performance em termos de exatidao e
precisao ao proposito que se deseja (MAPA, 2005).

Ao término dessas etapas, inicia-se o processo de validagdo. Este € um
estudo experimental que visa detalhar o procedimento analitico e por meio dos
resultados dos parametros de validacdo, avaliar, considerando os critérios de
aceitacao, se esse método é adequado a aplicacdo que é proposta a fim de garantir
confiabilidade nos resultados (MAPA, 2005).

De acordo com o DOQ-CGCRE 008, é necessario que haja validagao de
métodos ndo normalizados, métodos desenvolvidos pelo laboratério e métodos
normalizados utilizados fora de seu escopo pretendido ou modificados de outra
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forma. Paralelo a isto, a ISO 17025 traz os requisitos a serem atendidos para atestar
competéncia técnica em gerar resultados confidveis. E importante ressaltar que ao
realizar um processo de validagdo, é fundamental que seja feito em fungcédo de
procedimentos analiticos idénticos aos que ocorrem na rotina dos técnicos do
laboratério, evitando gastos de tempo e recursos com validagcbes nao aplicaveis a
realidade do laboratério (INMETRO, 2020).

A analise laboratorial em uma Unidade Fabril ocorre em todas as etapas do
processo de fabricagdo, desde o recebimento da matéria-prima até a avaliacéo do
produto acabado. Para que isso ocorra, o laboratorio precisa estar preparado e
capacitado para a realizacdo de todas as analises. Essa capacitagdo inclui
equipamentos adequados, treinamento, estrutura adequada, insumos e as
metodologias de analises.

Buscando esse objetivo, uma Unidade Fabril, localizada na Regido
Metropolitana do Recife, produtora de vinagre de macga que utiliza o fermentado
desta mesma fruta como matéria-prima, deseja avaliar o desempenho de um novo
método para a analise do grau alcodlico real no fermentado de maca. Este método
utiliza uma metodologia que pode reduzir em até 34% o tempo de analise, além de
nao ser necessario o acompanhamento do técnico durante toda a analise, fazendo
com que o técnico possa direcionar parte do seu tempo para outra atividade.

Atualmente, a produgéo e comercializagdo do vinagre sdo regulamentadas
pelo Ministério da Agricultura e Agropecuaria, MAPA, que classifica o vinagre como
uma bebida fermentada. Este trabalho é delimitado a analise Fisico-Quimica de
Bebidas e Vinagres — BEV, pertencente a area de ldentidade e Qualidade de
Alimentos — IQA, da Divisdo de Ensaios Quimicos da Coordenagao Geral de Apoio
Laboratorial.

Com isso, o objetivo deste trabalho é avaliar o desempenho do Método 03, do
Manual de Métodos de Analises de Bebidas e Vinagres para destilados, do MAPA,
para a analise do grau alcodlico real do fermentado de macéa, utilizando destilador
enolégico e balanga hidrostatica aplicavel a faixa de 5,8 - 12% v/v, adotando como
base o documento do INMETRO, DOC-CGCRE-008, Revisdo 08 — 2020, visando

garantir a confiabilidade dos resultados e assim, a qualidade do vinagre produzido.
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2. ESTADO DA ARTE
2.1 FERMENTADO DE MACA

O fermentado de maca € uma bebida produzida a partir da fermentacdo do
suco de macgas (Mapa, 2012). O processamento e a obtenc&o de produtos a base de
maca surgiram como uma alternativa a estas frutas que seriam descartadas devido a
baixa aceitagcdo para consumo in natura ou quando ndo sao classificadas para
comercializagdo (Embrapa, 2019). Este fermentado pode ser utilizado como

matéria-prima para a producgéo de sidra, bebida mista e vinagre.

2.1.1 Vinagre

De acordo com a Embrapa (2006), o vinagre € o produto da transformacao do
alcool em acido acético por bactérias acéticas, sendo Pasteur (1822-1895), o
cientista francés, o primeiro a determinar as bases cientificas da produg¢ao industrial
do vinagre. Atualmente, o vinagre € considerado um condimento, devido a sua
caracteristica de atribuir gosto e aroma aos alimentos.

O vinagre tem seu valor devido as suas propriedades digestivas, metabdlicas
e antissépticas. Ao longo da histéria, o vinagre foi utilizado de diferentes formas
como, conservante de alimentos, purificador de ar, desinfetante e medicamento
(Ferreira, 2017).

Historicamente, o vinho e o vinagre foram os primeiros produtos de
fermentacao espontanea utilizados pelo homem na alimentagcado. Apesar do termo
vinagre estar ligado ao produto obtido a partir da fermentagdo do vinho, com o
avanco industrial, a matéria-prima utilizada para a fermentacido passou a ser
diversificada, como o arroz, o malte, a cana-de-agucar e a maga. Os vinagres de
frutas tém um grande destaque nas suas qualidades sensoriais e nutritivas,
apresentando também caracteristicas proprias de sabor e aroma (Embrapa, 2006).

Como todo processo industrial que gera produto, os vinagres passam por
controle de qualidade, desde a matéria-prima até o produto acabado. Desta forma, é
fundamental dispor de infra estrutura de laboratério capaz de avaliar, através de
analise quimica, a qualidade do processo e do produto.



17

2.2 ANALISE LABORATORIAL: DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO

As analises laboratoriais consistem em um conjunto de praticas que visam
determinar alguma caracteristica de uma amostra. Estas caracteristicas sao
fundamentais para entender os aspectos da substancia e dos seus componentes,
como quantidade de compostos, pH, condutividade, pureza, potabilidade, entre
outros (Skoog, 2013).

Estas analises podem ser qualitativas, cujo objetivo € determinar a presenca
ou auséncia de um elemento na amostra, ou quantitativa, visando determinar a
quantidade de um determinado componente na amostra (Skoog, 2013). As analises
quantitativas compreendem diversas técnicas e métodos diferentes, como os
métodos volumétricos, que consistem em analises para determinar a concentragao
de um elemento da amostra a partir do volume da solugdo de um reagente de
concentragcao conhecida (Vasconcelos, 2019).

Segundo Skoog (2019), os métodos analiticos quantitativos apresentam
figuras de mérito como exatiddo e precisdo, sensibilidade, seletividade e limite de
deteccdo que avaliam se o método é adequado a determinacdo pretendida. A
exatidao indica a proximidade do valor medido com o valor tido como verdadeiro, ou
aceito como tal, sendo mensurada pelos erros absolutos ou relativos. Logo, a
exatiddo mede a concordancia entre o resultado experimental e o valor aceito como
verdadeiro. Importante ressaltar que a exatiddo € muitas vezes mais dificil de ser
determinada, uma vez que o valor verdadeiro é geralmente desconhecido, nesses
casos, um valor aceito precisa ser utilizado em seu lugar.

A precisdo esta relacionada a reprodutibilidade dos resultados, uma vez que
ela é baseada na concordancia dos resultados entre si que foram obtidos da mesma
forma. A exatidao e a precisdo se interligam completando uma a outra. Apesar de
ser dificil obter-se exatiddo sem precisdo, uma boa precisdo nao certifica uma boa
exatidao, o contrario também é valido (Vasconcelos, 2019).

A sensibilidade é a capacidade de um método ou instrumento identificar
pequenas variagdes de concentracdo de wuma substancia na amostra.
Paralelamente, a seletividade é a habilidade de detectar varios elementos diferentes.
Por fim, o limite de deteccdo corresponde a menor concentracdo ou massa do
analito que pode ser detectada de forma confiavel, mas nao quantificada

(Vasconcelos, 2019).
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Na rotina do laboratério podem ocorrer varias adaptagdes em um método
buscando otimizar e assim, melhorar a eficiéncia, rapidez e a confiabilidade dos
resultados. Para isso, € necessario ter uma selecdo adequada dos instrumentos,
reagentes e dos métodos que serao utilizados. Em determinadas situagdes, ocorre o
desenvolvimento de métodos analiticos, o qual envolve diversas etapas, desde a
selecdo adequada de equipamentos e reagentes até a validagdo e implementagao
dos procedimentos (Mapa, 2015).

E necessario que o procedimento operacional seja descrito visando
padronizar todas as operagdes que sao realizadas em uma determinada analise. Por
meio deste procedimento € possivel atingir a padronizagdo garantindo que todas as
analises procedam da mesma forma (Damido, 2013). Esses procedimentos também
podem ser baseados em normas que descrevem a aplicagao, o procedimento, além
de parametros de verificagdo da adequagao a analise pretendida.

Os métodos estabelecidos por normas ja sdo validados, sendo necessario
apenas a sua verificagdo de acordo com parametros descritos nelas. Entretanto,
para métodos desenvolvidos pelo laboratério, ou utilizados fora do escopo de
aplicacao, ou que passam por modificacdes, para ter seus resultados tecnicamente
confiaveis, devem passar por validagdo (Inmetro,2020). Neste caso, diferentes

documentos orientativos ou guias de validagdo podem ser utilizados.

2.3 REFERENCIA NORMATIVA E DOCUMENTOS ORIENTATIVOS

Para o estudo experimental de bebidas o documento orientativo
DOQ-CGCRE 008 tem grande destaque, juntamente com a Instrucao Normativa
MAPA N° 34 DE 29/11/2012, onde ha as defini¢des para os fermentados de fruta. A
ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, vem para atestar as competéncias do laboratério

dando as diretrizes para o bom funcionamento.

2.3.1 DOQ-CGCRE 008

O DOQ-CGCRE 008 é um documento de carater orientativo sobre a validagao
de métodos analiticos, onde ele busca direcionar os laboratorios a demonstrar que
um método analitico, na forma em que é realizado, é capaz de obter resultados

confiaveis.
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O processo de analise de desempenho consiste em uma série de analises e
tratamentos de dados que na sua conclus&o ira garantir que aquele método pode ser
utilizado de forma confiavel ou se ele ndo é capaz de entregar resultados validos.
Todo esse estudo deve estar reunido de forma organizada em um relatério final
atestando ou ndo o método (Inmetro, 2020).

O documento cita uma série de parametros de desempenho que devem ser
analisados e avaliados em cada metodologia, verificando qual deles é aplicavel a
métodos qualitativos e quantitativos. Estes parametros incluem: seletividade,
linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao, precisdo e

robustez.

2.3.1.1 Seletividade

A seletividade € o quanto um método pode quantificar um determinado
analito, estando ele na presenca de outros analitos ou de outros materiais que
podem ser interferentes (Carvalho, 2016).

Para avaliar a seletividade sao feitos ensaios utilizando padrées ou materiais
de referéncia, amostra com e sem analitos, presenca e auséncia de interferentes. E
importante ressaltar que a linearidade, a tendéncia e a precisdo estao diretamente
ligadas a seletividade, caso o método nao seja seletivo, havera problemas com

esses parametros mencionados (Inmetro, 2020).

2.3.1.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método apresentar resultados
proporcionais a concentragdo do analito da amostra, dentro de uma faixa de
concentragédo. A faixa de trabalho consiste no intervalo entre a menor e a maior
concentracao do analito na amostra que é possivel identificar através do método de
forma que garanta a precisdo e validade dos dados. Juntando os dois conceitos,
tem-se a faixa linear de trabalho, sendo a faixa de concentragcdo do analito que
apresenta os resultados dos métodos proporcionais (Brito, 2003).

Por fim, a sensibilidade analitica demonstra se a resposta de analise muda a
partir da variagdo de concentragdo da amostra (Stulzer, 2006). Nessa etapa do
estudo é necessario que seja construida uma curva analitica, onde sao utilizados

varios niveis de concentragdo que estejam uniformemente distribuidos ao longo da
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faixa de trabalho que se pretende utilizar. Vale ressaltar que algumas curvas
analiticas ndo apresentam comportamento linear, logo, o seu comportamento pode
ser descrito por uma fungdo que modele a relagcéo entre a concentracdo do analito e
a resposta medida (INMETRO, 2020).

2.3.1.3 Limite de deteccao

O Limite de detecgao (LD) é a menor quantidade do analito na amostra que
pode ser detectada, porém essa quantidade nao precisa ser necessariamente
quantificada. Ter esse parametro é fundamental para as analises de tracos e de
baixos niveis do analito na amostra que o equipamento é capaz de identificar. E
importante ressaltar que o LD de um procedimento utilizando o mesmo
equipamento, pode variar dependendo do tipo de amostra que é analisada (Silva,
2013).

Esse parametro pode ser obtido através da avaliagao/percepgao visual,
relacdo sinal/ruido, estimativa a partir da curva analitica, do desvio padrao do

branco, ou por meio de curva de desvio padrao (INMETRO, 2020).

2.3.1.4 Limite de quantificagao

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade de um analito na
amostra que pode ser quantificado com precisdo e exatidao aceitaveis. Apds a
identificacdo do menor valor de concentragdo, € necessario que sejam testadas
amostras independentes no mesmo nivel de concentragdo, buscando verificar se a
precisdo € satisfatoria. O LQ é importante em métodos quantitativos pois € por meio
dele que pode ser determinado a partir de qual concentragdo o método é valido, ou

seja o limite inferior da faixa linear (Silva, 2013).

Pode-se obter esse parametro através dos mesmos métodos expostos no LD,
porém para o LQ sera necessario o registro dos valores em cada ensaio. Ha uma
forma simplificada de calcular o LD a partir do LQ, através da Equacéo (1) (Inmetro,
2020).

_ 10 1
LD = -2 (1)
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2.3.1.5 Exatidao

A exatidao envolve a quantificagdo numérica dos erros que um método pode
ter através de erros aleatérios e sistematicos (Skoog, 2003). Essa quantificacéo
pode ser realizada por meio de materiais de referéncia certificados (MRC),
comparacgao interlaboratorial, comparacdo com método de referéncia ou método
validado e a através de ensaios de recuperacéo (Inmetro, 2020).

A quantificagcdo através de ensaios de recuperagao pode ser estimada por
meio da analise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito. As
amostras podem ser fortificadas com o analito em trés concentragdes, baixa, média
e alta (Inmetro, 2020).

2.3.1.6 Preciséo

Precisdo é o grau de concordancia entre os valores medidos, obtidos por
meio de repeticdes de uma mesma amostra ou de amostras similares em condigdes
especificadas (Silva, 2013). As trés formas mais usuais de determinar este valor &

através da repetibilidade, precisao intermediaria e da reprodutibilidade.

A repetibilidade é a repeticdo de ensaios nas mesmas condigdes em um curto
intervalo de tempo, apenas variando a faixa de concentragdo da amostra, sendo

pelo menos trés concentragdes, baixa, média e alta (Brito, 2003).

A precisao intermediaria consiste no grau de concordancia entre os
resultados obtidos em condi¢cdes operacionais diferentes, como analistas diferentes,
equipamentos diferentes ou maior espaco de tempo entre as repeticdes, apesar de
ser o mesmo local e medigdes do mesmo objeto ou similar. Para isso deve ser
definida quais as condicbes que serao variadas e quais serdo similares. Em um
laboratério este tipo de precisdo é fundamental, pois por meio dele & possivel

mensurar a variabilidade dos resultados na rotina do laboratério (Silva, 2013).

Entretanto ha um método simplificado para estimar a precisao intermediaria.
Essa simplificagdo € baseada na analise de n medigdes, sendo n = 15, em
condigbes predeterminadas, podendo ser realizado em uma mesma amostra,

amostra supostamente idénticas ou padrdo MRC (Inmetro, 2020).
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No caso da reprodutibilidade, ela €& feita através de comparacao
interlaboratorial. Ela € fundamental quando o laboratério deseja comparar seus

resultados e avaliar o seu desempenho (Albano, 2016).

2.3.2 Competéncia técnica de laboratérios: ABNT NBR ISO/IEC 17025

A I1SO 17025 vem promover a confianga na operagao e métodos de analise
dos laboratérios de ensaio e de calibragdo, apontando meios em que eles podem
demonstrar que seus resultados sao confiaveis e tecnicamente validos. O
documento determina quais sdo os requisitos para que possa ser certificado a
competéncia, imparcialidade e consisténcia de um laboratério, podendo ser aplicado
em qualquer laboratério, independente do numero de funcionarios ou analise
quimica, ou ainda do tipo de matriz (Inmetro, 2017).

A norma descreve itens técnicos e de gestdo, visto que contempla requisitos
da ISO 9001, e tem por objetivo atestar competéncia técnica de laboratérios de
ensaio e calibracdo em gerar resultados confiaveis. A norma define que as
atividades do laboratério devem ser realizadas de forma imparcial, tendo uma
liderangca comprometida a isso, ndo permitindo que interesses comerciais e pessoais
interfiram na imparcialidade diante da emissdo de resultados de analise. O
laboratério deve ser capaz de identificar pontos que possam colocar em risco a sua
imparcialidade e, quando identificados, deve ser capaz de demonstrar como ele ira
eliminar ou amenizar este risco (Inmetro, 2017).

Simultaneamente, o laboratério deve assumir um compromisso legal de
confidencialidade. Uma vez que todas as informacbes pertencem ao cliente, o
laboratério ndo pode divulgar nenhum dado sem a sua autorizagao prévia (Olivares,
2006).

O documento traz informacdes sobre a selecao e verificacdo de métodos que
serao utilizados para as analises e sobre o processo de verificagcdo de uma analise.
O laboratério deve ser responsavel por utilizar métodos e procedimentos adequados
a atividade que é proposta e estar atento as atualizagbes das metodologias e a
comunicagao com o cliente (Olivares, 2006). Quando o laboratério desenvolve um
método de analise, utiliza um meétodo ndo normalizado ou utiliza um método
normalizado, porém fora do escopo para o qual ele foi desenvolvido, inicia-se a

necessidade da validagdo do método.
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Um estudo de grande importancia € a avaliagdo da incerteza das medigoes,
uma vez que toda a analise tem sua quantidade de incerteza, € necessario
quantifica-las para saber o quao real sdo os valores que sdo obtidos por aquele
método em especifico.

No texto da norma sao expostos topicos imprescindiveis a organizacao do
laboratorio que visam prover confiabilidade e padronizagdo das suas atividades,

porém nao sera exposto neste trabalho.

2.3.3 Ministério da Agricultura e Pecuaria

O Ministério da Agricultura e Pecuaria, Mapa, € um dos ministérios do
governo federal, o qual é responsavel pela gestdo das politicas publicas de estimulo
a agropecuaria, pelo fomento do agronegdcio e pela regulagdo e normatizacéo de
servigos vinculados ao setor (Mapa, 2023). O agronegoécio é de fundamental
importancia para economia brasileira pois ele abrange desde o pequeno ao grande
produtor rural, juntando todas as atividades que s&o necessarias para a produgéo e
destinagdo ao consumidor final. Todas essas atividades precisam ser
regulamentadas e normatizadas para que se tenha um padrdo que seja bom e
seguro, tanto para o produtor quanto para o consumidor.

Para ser possivel abranger todo esse setor o Mapa possui uma estrutura
organizacional estratificada, com 6rgaos de assessoramento, empresas publicas
como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa, e Companhia
Nacional de Abastecimento, Conab, além de empresas de economia mista, como a
da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo, Ceagesp (Mapa,
2023).

Dentre os produtos, que este ministério regulamenta e normatiza, estdo as
categorias de bebidas, vinhos e vinagres. Esta categoria abrange desde o processo
de producéo, incluindo as matérias primas, até a comercializagao, determinando os

parametros legais do processo e do produto final.

2.3.3.1 Instrugdo Normativa MAPA N° 34 DE 29/11/2012
Entre as bebidas fermentadas que a Instrucdo Normativa, IN, N° 34

estabelece os padroes esta o fermentado de fruta. Porém, esta instrugdo nédo
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contempla as bebidas originarias da uva, estas sdo regidas pela Lei n° 7.678, de 8
de novembro de 1988 (Mapa, 2012).

A IN estabelece que a bebida fermentada s6 pode ser obtida a partir da
fermentagao do suco de uma unica fruta, ndo podendo fazer uma composi¢ao de 2
ou mais tipos de frutas diferentes.

O Anexo 1 da norma traz os parametros que determinam a qualidade dos
fermentados, entre eles o fermentado de maga. Alguns dos parametros

estabelecidos estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros de qualidade para o fermentado de maga

PARAMETRO LIMITE LIMITE
MINIMO MAXIMO
Acidez total (meq.L™") 50 130
Anidrido sulfuroso total - 0,35
(gL
Grau alcodlico a 20°C (%Vv/v) 4 14

Fonte: Instrugao Normativa MAPA N° 34 de 29/11/2012, adaptado.

De acordo com o Art. 5°. desta norma, a composi¢cdo quimica dos produtos
deve obedecer aos limites preestabelecidos pela norma, ndo podendo ultrapassar

nenhum dos limites.

2.3.3.2 Instrugao Normativa N° 6, de 3 de abril de 2012

A Instrucdo Normativa N° 6 veio para estabelecer os padrboes de identidade,
qualidade e classificacdo dos produtos fermentados acéticos, como o vinagre, com
excecao da fermentacao acética do vinho.

A norma estabelece que nao € permitido que haja a adigcdo de aromatizante
sintético e nem de corante enocianina (INS 163ii) ou de qualquer substancia ou
ingrediente que altere os aspectos naturais do produto final, salvo algumas excecgdes
previstas em legislagcado especifica. Entretanto, é permitida a adicdo de substancias

ou ingredientes durante o processo de fermentagdo, como sal nutriente, agucar,


https://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=04/04/2012&jornal=1&pagina=16&totalArquivos=156
https://www.sinonimos.com.br/com-excecao-de/
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aminoacido e vitamina que tenham como finalidade unica a alimentagdo das
bactérias acéticas.
Foram estabelecidos a classificacdo e a definicdo dos parametros para os

diferentes tipos de fermentados acéticos, conforme analisados posteriormente.

2.3.3.2.1. Classificagdo e denominagéo do fermentado acético

Esta classificacdo é realizada em funcdo da sua composigdo ou forma de
obtencéao, tendo que ser indicado se ha presenca de aromatizadores ou corantes no
produto. Além de apresentar os aspectos sensoriais e fisico-quimicos em

conformidade com a composicédo do produto.

2.3.3.2.2. Parémetros do fermentado acético de alcool

Alguns dos parametros do fermentado acético de alcool estdo expostos na
Tabela 2. Vale ressaltar que a norma define que o alcool utilizado como ingrediente
para a producao desse fermentado deve ser oriundo exclusivamente de alcool etilico

potavel de origem agricola.

Tabela 2 - Parametros do fermentado acético de alcool

PARAMETRO VALOR

MINIMO  MAXIMO

Acidez volatil em acido acético 4 -
(9.100mL-")

Grau alcodlico (% v/v) a 20°C - 1

Fonte: Instrugdo Normativa N° 6, de 3 de abril de 2012, adaptado.

2.3.3.2.3. Parémetros do fermentado acético de fruta
O fermentado acético de fruta apresenta uma maior quantidade de

parametros que foram definidos, conforme mostrado na Tabela 3.


https://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=04/04/2012&jornal=1&pagina=16&totalArquivos=156
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Tabela 3 - Parametros do fermentado acético de fruta

PARAMETRO VALOR

MINIMO  MAXIMO

Acidez volatil em acido acético (g.100mL") 4 -
Grau alcodlico (% v/v) a 20°C - 1
Cinzas (g.L™") 1 5

Extrato seco reduzido (g.L™") 6 -

Fonte: Instrugdo Normativa N° 6, de 3 de abril de 2012, adaptado.

2.3.3.2.4. Parémetros do fermentado acético de cereal e Pardmetros do fermentado
aceético de vegetal ou de mel de abelha

Os parametros do fermentado acético de cereal, de vegetal ou de mel de
abelha sao similares ao do fermentado acético de fruta, com excecao do parametro
do extrato seco reduzido (g.L™') onde o valor minimo passa de 6 para 7.

Outro ponto importante € que o acido acético que compde o fermentado
aceético tem que ser oriundo exclusivamente da fermentagao acética de uma matéria

prima vegetal ou do mel de abelha.

2.3.3.2.5. Paréametros do fermentado acético, fermentado acético duplo e fermentado
acético triplo, em fungao da acidez volatil

Os principais parametros para estes fermentados sdo expostos na Tabela 4.


https://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=04/04/2012&jornal=1&pagina=16&totalArquivos=156
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Tabela 4 - Parametros do fermentado acético, fermentado acético duplo e fermentado acético triplo,

em fungao da acidez volatil

FERMENTADO  ACIDEZ VOLATIL EXPRESSA EM ALCOOL ETILICO (%

ACIDO ACETICO (g.100mL"") EM VOLUME) A 20°C
MINIMO MAXIMO MAXIMO
Acético 4 7,99 1
Acético duplo 8 11,99 1
Acético triplo 12 - 1

Fonte: Instrucdo Normativa N° 6, de 3 de abril de 2012, adaptado.

Desta forma, a IN especifica que para a producédo de vinagre de macga, a
matéria prima, fermentado de macga, deve ter entre 4 - 14 v/Iv%. Sendo assim, um
meétodo de analise eficiente, com resultados confiaveis e qualidade garantida séo

relevantes para o processo industrial.


https://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=04/04/2012&jornal=1&pagina=16&totalArquivos=156
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3. METODOLOGIA

3.1 PLANEJAMENTO DE ANALISE DE DESEMPENHO
3.1.1 Definigcao dos parametros

Os parametros para a verificagdo de desempenho variam de acordo com
cada tipo de método, como esta € uma analise quantitativa n&o linear, os seguintes
parametros foram definidos: Limite de Quantificacéo, Limite de Deteccdo, Precisao e

Exatidao.

3.1.2 Determinacao dos parametros de analise de desempenho
3.1.2.1 Limite de quantificacéao

Neste estudo adotou-se o método de avaliacdo/percepcdo visual, onde o
limite pode ser determinado através da analise de diluicbes a partir de uma amostra
de grau alcodlico conhecido, até que seja estabelecido em qual concentragdo €&

possivel mensurar o grau alcodlico de forma segura (Ulrich, 2015).

Foi verificado o LQ da balanga hidrostatica a partir de diluicbes sucessivas do
fermentado de maca, seguido da sua destilagao, tendo os resultados registrados. Ao
ser identificado a menor concentracao possivel de mensurar, fez-se 6 replicatas com
a mesma concentracdo buscando constatada que nao ha variagao nos resultados
sendo possivel mensurar com seguranga a menor concentragdo de grau alcodlico

possivel de verificar neste equipamento.

O LQ aceitavel foi definido sendo a concentragdo menor do que 0,1 g.L™, pois
de acordo com a legislagao do vinagre, o valor maximo que este produto pode ter de
grau alcodlico € 1 v/v%, logo, se o equipamento realizar a leitura de amostras tao

pequenas, garante-se que o produto tera resultados seguros e adequados.

3.1.2.2 Limite de deteccéao

Adotou-se a Equacédo (1) para determinar o LD da balanga hidrostatica a

partir do seu LQ.
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De acordo com a Equacgao (1) o LD aceitavel deve ser menor do que 0,03
g.L".

3.1.1.3 Precisao

Adotou-se 0 método simplificado de precisao intermediaria para realizar a
analise do grau de concordancia. Para a realizagdo dessas analises as seguintes

condi¢cbes foram preestabelecidas:

+ 2 analistas realizaram as diferentes sequéncias de repeti¢des;

+ A mesma amostra foi utilizada em ambas as sequéncias;

+ Cada analista fez uma sequéncia de 15 medicdes;

+ Cada analise foi feita de forma independente, onde em cada medi¢ao foi
realizada a sua destilacdo e, posteriormente, a quantificagdo do grau
alcodlico;

+ As sequéncias foram quantificadas em diferentes equipamentos, uma na

balanca hidrostatica e outra no densimetro digital.

E valido ressaltar que todas as amostras foram destiladas utilizando a mesma
metodologia e sequéncia de procedimentos, mudando apenas o equipamento de

leitura.

Outro ponto importante é que como a concentragdo € desconhecida,
necessitou-se ter um valor que seja aceito como verdadeiro Skoog (2019). O valor
que foi aceito como verdadeiro é o valor médio das analises em cada sequéncia de

ensaios.

Apods o levantamento dos dados foi calculada a precisao por meio do desvio
padrao, Si, pela Equacao (2) de cada equipamento usado para mensurar o grau

alcodlico:

Si = \/ _,;rkgl V-9 (2)

Sendo:

n = numero de ensaios efetuados por amostra;

y = cada resultado obtido;
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Y = média aritmética do conjunto de analises de cada analista.

Como foram realizados 15 ensaios, n = 15, logo passamos para a equagao

(3):

15
Si = \/0,07142 y—19 (3)
1

O desvio padrao da precisao intermediaria pode ser usado para o calculo de
incerteza de medicdo, uma vez que este desvio é a dispersdo mais realista do
método (INMETRO, 2020).

O primeiro analista, denominado “ANALISTA 17, realizou a destilacéo e,
posteriormente, foi mensurado o grau alcodlico em uma balanga hidrostatica. Apds
24 h o segundo analista, denominado “ANALISTA 2”, realizou a destilagcdo e,

posteriormente, foi mensurado o grau alcodlico em um densimetro digital.

O critério de aceitagao para este parametro foi estabelecido sendo o desvio
padrao menor do que 0,3, pois este valor garante uma homogeneidade nos

resultados, deixando eles mais proximos entre si.

3.1.1.4 Exatidao

Adotou-se a metodologia de ensaios de recuperagao para calcular a exatidao
por meio da fortificacdo das amostras. Esta fortificacdo ocorreu por meio da adicao
de volumes de 10, 25 e 50 mL, sendo baixa, intermediaria e alta, respectivamente,
utilizando pipetas volumétricas graduadas e calibradas. As amostras fortificadas tém
volume de 200 mL e através da Equacao (4), foi calculado a concentracao tedrica
dos trés niveis de concentracdo. Por meio da analise laboratorial, foi verificado o
valor das concentragdes encontradas nos respectivos niveis. O erro foi calculado
pela diferenca entre a concentracdo esperada e a concentracdo encontrada. E por
fim, o erro da analise é calculado pela média dos trés erros.

Como o analito é o alcool, adotou-se o alcool hidratado de °GL 95,3 v/iv% e a
concentracdo da amostra nao fortificada é de 6,05 v/v%.

Por meio da Equagéao (4), foi calculado a concentragédo de analito apds a
adicao dos diferentes volumes a amostra nas trés situagoes:
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C1*V1=C2* V2 (4)

O critério de aceitacao foi definido em uma faixa menor ou igual a 1 v/v%.
Pois como a analise € aplicada a amostras que estdo na faixa entre 5,8 v/iv% - 12
vIV%, a variagdo de no maximo 1 v/v% ndo traria consequéncias para o produto

final.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
Por meio da metodologia e dos parédmetros definidos anteriormente, as
analises experimentais foram realizadas, verificando-se os resultados expostos a

seqguir.

4.1 Limite de Quantificagédo e Limite de Detecgéo
A Tabela 5 apresenta os resultados da sequéncia de diluicado, verificado na
balanga hidrostatica, sendo feito um comparativo entre o grau alcodlico e a sua

respectiva concentracgao.

Tabela 5 - Sequéncia de diluicées para determinar o LQ.

CONCENTRAGAO (g.L1) e ALCOOLICO
(VIV %)
60,650 507
48,510 5.30
38,160 477
29,225 418
21,810 264
15,000 3.00
9,460 237
5,325 178
2,400 1.20
0,580 0.58
0,130 0.26
0,036 0.5
0,006 0.06
0,001 ERRO

Fonte: A autora (2023).

A concentragdo de 0,006 g.L-! foi identificada como a menor concentragdo
que foi possivel mensurar, sendo respectivamente o grau alcodlico de 0,06 v/v%. Na
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Tabela 6, estéo registradas as leituras das 6 replicatas da concentragdo identificada
acima, sendo constatada entdo como a menor concentragcdo em que € possivel

mensurar com precisado o grau alcodlico neste equipamento.

Tabela 6 - Replicatas para a balanga hidrostatica

REPLICATAS

NUMERO CONCENTRACAO (g.L'") GRAU ALCOOLICO (viv%)

1 0,006 0,045
2 0,006 0,035
3 0,006 0,030
4 0,006 0,035
5 0,006 0,050
6 0,006 0,035

Fonte: A autora (2023).

Ressaltando que pela Instrucao Normativa N° 6, de 3 de abril de 2012, do
MAPA, o produto final, vinagre, precisa ter no maximo 1 v/iv%. Logo, este método
assegura que se houver concentragbes proximas ou abaixo de 1 v/v% sera

detectado na analise, desde que a concentragéo esteja acima de 0,035 v/v%.

A partir da determinagdo do LQ, determinou-se o Limite de Deteccao pela
Equacao (1), sendo de 0,002 g.L". O resultado é adequado ao critério estabelecido,

uma vez que ele € menor do que 0,03 g.L.

4.2 Preciséo
O ANALISTA 1, realizou a destilagédo e, posteriormente, foi mensurado o grau

alcodlico em uma balanga hidrostatica, conforme exposto na Tabela 7.


https://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?data=04/04/2012&jornal=1&pagina=16&totalArquivos=156

Tabela 7 - Resultados do grau alcodlico pela balanga hidrostatica

NUMERO DA GRAU ALCOOLICO
AMOSTRA (V%)
1 3,76
2 3,27
3 3,66
4 3,30
5 4,20
6 415
7 3,53
8 3,64
9 4,08
10 4,02
11 3,95
12 3,94
13 3,82
14 3,90
15 3,88

Fonte: A autora (2023).
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Calculando a média, tem-se Y = 3,8067. Substituindo o valor da média na

Equacéo (3), tem-se o desvio padrao, Si = 0,2826.

Apos 24 h o ANALISTA 2, realizou a destilacdo e, posteriormente, foi

mensurado o grau alcodlico em um densimetro digital, apresentando os resultados

conforme mostra a Tabela 8:
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Tabela 8 - Resultados do grau alcodlico pelo densimetro digital.

NUMERO DA GRAU ALCOOLICO
AMOSTRA (VIV%)
1 3,56
2 3,55
3 3,56
4 3,54
5 3,57
6 3,57
7 3,55
8 3,55
9 3,56
10 3,56
11 3,56
12 3,55
13 3,57
14 3,60
15 3,52

Fonte: A autora (2023).

De maneira similar ao calculado para a balanga hidrostatica, realizou-se os
célculos para o densimetro digital. Calculando a média, tem-se Y = 3,5580.

Substituindo o valor da média na Equacgao (3), tem-se o desvio padréo, Si = 0,0174.

Ambos os valores do desvio padrao, atendem ao critério de aceitagcédo, onde
precisava ser um valor menor que 0,3. Apesar do resultado do densimetro digital ser
menor que do a balanga hidrostatica, fazendo que tenha uma homogeneidade maior,
o desvio padrao da balanca hidrostatica € bem aceito por se enquadrar na faixa de

aceitacao e resultar em valores com pouca variagao.
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4.3 Exatidao
A Tabela 9 apresenta as concentracbes esperadas, as concentragdes

encontradas e os erros para cada nivel de concentragdo analisada.

Tabela 9 - Resultados das concentragdes e erros para a exatidao.

CONCENTRAGAO (v/v%)

BAIXA INTERMEDIARIA ALTA
CONCENTRACAO 475 11,88 23,76
ESPERADA (v/v%)
CONCENTRACAO 4,39 11,24 22,42
ENCONTRADA
(VIV%)
ERRO (v/v%) 0,36 0,64 1,34

Fonte: A autora (2023).

O valor do erro aumenta com o aumento da concentracdo, devido a
quantidade de analito presente na amostra. Tem-se que o erro da analise € de 0,8

vIv%, se encaixando no critério de aceitacdo do parametro.

Por meio destas analises experimentais das figuras de mérito foi possivel
avaliar se o método é adequado a determinacao pretendida (Skoog, 2019). Sendo
verificado o seu desempenho nos quatro parametros aplicaveis, limite de
quantificacdo e detecgédo, preciséo e exatidao, visando-se garantir que este método
seja utilizado de forma confidvel e capaz de entregar resultados validos (Inmetro,
2020).
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5. CONCLUSAO

A seguranca na analise laboratorial € imprescindivel, principalmente se
tratando de analises em produtos alimenticios, onde é possivel controlar os
parametros de producdo. Estes parametros asseguram a qualidade e garantem o
atendimento a especificagdes e cumprimento da legislagdo. Por isso, € necessario
que os procedimentos sejam oficializados e, em certos casos, validados. Como
ocorreu no Método 03, do Manual de Métodos de Analises de Bebidas e Vinagres,
do MAPA, para analise do grau alcodlico real em destilados, que foi validado devido

a mudancga no escopo para fermentados.

Ao aplicar este método aos fermentados de maga para a analise do grau
alcodlico, o resultado se mostrou satisfatéorio, nos parametros analisados.
Apresentando o limite de quantificagdo de 0,006 g./L' e o limite de detecgdo de
0,002 g.L™", os quais comprovam que o método é eficiente em baixas concentragdes.
Apontou uma precisao de 0,2826, sendo uma baixa variagado e atendendo o critério
de aceitagdo. Apresentou uma exatidao de 0,8 V/V%, ou seja, entre o valor medido e
o valor real, ha uma variagao de até 0,8 V/V%, sendo um valor aceitavel para a faixa
de trabalho de 5,8 VIV% a 12 V/V%, onde este método sera aplicado, além de
também esta dentro da faixa de aceitagao. Diante disso, a avaliacdo de desempenho
foi realizada com éxito, e o método verificado pode ser aplicado com seguranga para

a finalidade do trabalho.
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