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Resumo

ANDRADE, M. F. de; Caracterizacdo e distin¢cdo analitica e quimiométrica de vinhos
elaborados no Vale do Sdo Francisco e no Rio Grande do Sul. 2008. 101 fls. Disserta¢dao
de Mestrado. Programa de Pos-Graduacdo em Quimica. Departamento de Quimica

Fundamental — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Palavras-chave: Vinho; Vale do Sao Francisco; Quimiometria.

Vinhos de qualidade sdo elaborados em regides vinicolas especificas e podem ser
caracterizados quanto a sua composi¢do quimica e sensorial. O Vale do Submédio Sao
Francisco (VSMSF) ¢ uma nova regido produtora em ascensao que necessita de estudos para a
caracteriza¢cdo dos vinhos, a fim de poder descrevé-los e obter—se uma identidade geografica
dos mesmos.

Utilizou—se metodologias analiticas oficiais para a determinagdo do pH, acidez
titulavel total (Att), densidade (den), extrato seco (Ext), teor alcodlico (EtOH), concentracao
de sodio(Na"), potassio (K"), fosforo (POs>) e amédnio (NH;") com o objetivo de se
caracterizar vinhos tintos e brancos, comerciais e experimentais do VSMSF e tintos
comerciais do Rio Grande do Sul (RS). As técnicas quimiométricas Analise por Componentes
Principais (PCA) e Andlise de Agrupamentos Hierarquico (HCA) foram realizadas para
distin¢do dos vinhos analisados, e os métodos de Regressdao por Minimos Quadrados Parciais
(PLS) e Regressao por Componentes Principais (PCR) foram aplicados em um teste
preliminar para a determinagdo de alguns destes parametros utilizando-se espectros na regido
do infravermelho préximo.

Observou-se que os vinhos tintos comerciais do VSMSF possuem valores mais
elevados de densidade, extrato seco, sddio, potdssio, amonio e fosforo, sendo, portanto,
diferentes dos vinhos comerciais do RS e de vinhos experimentais do VSMSF aqui
analisados. Os vinhos do VSF apresentaram também valores elevados de pH e baixa
graduacgdo alcoolica, o que pode ocasionar uma rapida degradagdo dos mesmos. Utilizando-se
analises quimiométricas PCA e HCA foi possivel diferenciar os vinhos comercias do Vale dos
demais vinhos analisados em relagdo aos parametros aqui estudados, bem como pelos seus
espectros de infravermelho proximo (NIR) e médio (MID).

As regressdes por PCR e PLS, em estudo preliminar, mostraram a possibilidade de

utiliza¢do do espectro NIR para a predi¢ao de alguns parametros determinados neste trabalho.
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Abstract

ANDRADE, M. F. de; Characterization, analysis and chemometrical distinction of wines
grown in the S@o Francisco Valley and in the state of Rio Grande do Sul. 2008. 101 fls.
Master’s dissertation. Post-graduation in Chemistry. Department of Fundamental Chemistry.

Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Key-words: Wine; Sao Francisco Valley; Chemometrics.

Quality wines are grown in specific wine regions and may be characterized both by
their chemical composition and appeal to the senses. The Lower Sao Francisco Valley (Vale
do Submédio Sao Francisco — VSMSF) is a recent and growing production region, requiring
research into the characteristics of the wines grown there in order to describe and gain a
geographic identity for them.

Standard analytical methods were used to determine the contents as to the pH, total
titulable acidity (Att), density (den), dry extract (Ext), alcohol content (EtOH), and
concentrations of sodium (Na"), potassium (K"), phosphorus (PO,’") e ammonium (NH,") in
order to characterize the experimental white and red wines of the VSMSF and the commercial
red wines from Rio Grande do Sul (RS) and VSMSF. Chemometrical analysis techniques for
Principal Components (PCA) and Hierarchical Cluster (HCA) Analysis were used to
discriminate among the wines and methods of Partial Least Squares (PLS) and Principal
Component Regression were used in a preliminary test to establish some of these parameters
using spectra in the near infra-red region.

It was observed that the commercial red wines from the VSMSF had higher density,
dry extract, sodium, potassium, ammonium and phosphorus, being thus different from the
commercial wines coming from RS and the experimental VSMSF wines analyzed in this
work. The wines from the VSF also had high levels of pH and less alcohol content, which
could be a cause for their rapid degradation. Both the chemometric analyses PCA and HCA
and their Near and Medium infrared spectra (NIR, MID) made it possible to distinguish the
commercial Valley wines from the others with respect to the parameters studied.

Regressions for PCR and PLS, in the preliminary study, indicated the potential for

using NIR spectra to predict some of the parameters established in this work.
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Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 1:

Introducao

“O especialista ¢ uma pessoa que sabe cada
vez mais sobre cada vez menos. E, por fim,
acaba sabendo tudo sobre nada.”

(George Bernard Shaw)



1.1 Introducéo

Sua origem ¢ incerta, pode ser atribuida a No¢, segundo a Biblia, aos deuses Dionisio
e / ou Baco de acordo com as mitologias grega e / ou romana, respectivamente, ou mesmo aos
arianos, povo do sul do Caucaso, na Asia Ocidental, segundo alguns historiadores [1]. Porém
¢ certo que o vinho faz parte da histéria do ser humano, com documentos de sua existéncia em
cavernas habitadas por homens (e mulheres) pré-historicos, na Mesopotamia (10000 a.C.) e
também no Egito (3000 a.C.), Grécia (2000 a.C.), Roma (2000 a.C.) e Portugal (100 a.C.),
assim como em celebracoes catodlicas, sendo citado na Biblia 155 vezes no Velho e 10 no
Novo Testamento [2].

Foi a partir da chegada a Roma que o vinho difundiu-se pela Europa. Com as
conquistas do Império Romano, as terras eram distribuidas entre seus soldados para a
manuten¢do das propriedades do reino, com a condicdo que os mesmos, com o devido
conhecimento e infra-estrutura fornecidos pelo Império, produzissem vinho nestas terras [3].

Posteriormente, com o advento da navegagdo e o descobrimento de novos continentes,
a videira e o vinho ganharam o mundo. América do Norte, do Sul e Africa foram
contempladas com esta planta em expedi¢des colonizadoras a partir do século XV, sendo
atribuida a Martin Afonso de Souza, em 1532, a introducao da videira no Brasil [2, 4].

Neste inicio de século XXI, Franca, Italia e Espanha dominam a producdo mundial de
vinhos, com o Brasil ficando na 15? posi¢ao [5, 6]. Com a grande propaganda, for¢a, tradicao
e historia de suas marcas, os vinhos importados dificultam o fortalecimento dos nacionais,
sendo em 2002, mais de 48% do total comercializado no Brasil, chegando a mais de 71% em
2007 [6, 7]. Os principais paises de origem destes sdo Chile, Argentina, Italia e Portugal [8].

No Brasil, o Rio Grande do Sul ¢ o estado com maior produgdo de vinhos desde o
inicio da vitivinicultura brasileira. Pois os imigrantes italianos e alemas, bons conhecedores
do ramo da vitivinicultura e trazendo consigo exemplares de mudas européias, adaptaram-se
melhor ao clima (maior semelhanca ao clima europeu) e iniciaram o cultivo e elaboracao de
vinhos. Neste comego do século XXI, o Estado ainda detém cerca de 90% da producao
nacional [2, 7].

Porém, o plantio de uvas e elaboracdao de vinhos nao ficou restrito ao Rio Grande do
Sul. Produtores tentaram a sorte em varios outros Estados brasileiros, merecendo maior
destaque os estados de Santa Catarina, Pernambuco e Bahia (Vale do Sao Francisco), Sao

Paulo ¢ Minas Gerais [7, 9].



1.2 Caracteristicas do Vale do rio Sdo Francisco

As informagdes aqui descritas podem ser mais aprofundadas consultando-se as
referéncias 10 a 12.

Mesmo sendo pouco aproveitado, quando comparado com outros paises, o potencial
hidroviério nacional foi de grande importancia para a formagao do territorio brasileiro. Foi a
partir de incursdes pelos rios nacionais que desbravadores ajudaram a conquistar o interior,
sendo um fator relevante para a expansao deste pais-continente.

No norte do Brasil, por exemplo, a bacia do rio Amazonas permitiu a “conquista” da
regido amazodnica. Ao sul, a bacia do Prata, com os rios Parand, Uruguai e Paraguai,
determinaram as fronteiras do dominio lusitano e espanhol. Com o rio Sdo Francisco ndo foi
diferente, durante séculos foi a principal via de ligacdo entre o Nordeste ¢ o Sudeste
brasileiro.

Foi através de uma expedi¢ao de reconhecimento do territério recém descoberto, em
15/10/1501, que o rio outrora chamado de “Opara” (Rio-Mar) pelos indios ganhou dos
portugueses o nome de Sdo Francisco, em homenagem ao santo deste dia. Porém, somente em
1553 foram escritos os primeiros documentos descritores do rio Sdo Francisco (ou velho
Chico, como ¢ conhecido hoje em dia). Trezentos anos se passaram para que fosse produzido
o primeiro documento técnico sobre o rio: “Atlas Concernente a Exploracdo do Rio Sao
Francisco desde a cachoeira de Pirapora até o oceano Atlantico — 1850, 1851, 1852”.
Documento este encomendado pelo imperador Pedro II, visando o transporte de mercadorias
pelo rio.

Sua nascente ¢ na cidade de Sdo Roque de Minas, na Serra da Canastra — MG. Com
uma extensdo de 2700 km e area superficial de cerca de 640000 km?, o Vale do rio Sdo
Francisco (VSF) abrange 503 municipios nos estados de Minas Gerais, Goias, Bahia,
Pernambuco, Sergipe e Alagoas, além do Distrito Federal até sua foz, no oceano Atlantico
(figura 1).

Devido a sua ampla extensdo, possui variadas condi¢cdes geograficas. Seu clima varia
de temperado a semi-arido e tem uma ampla cobertura vegetal, predominando o cerrado ¢ a
caatinga.

A maior parte do Vale constitui-se de grande diversidade rochosa, rica em depdsitos
minerais valiosos e de grande suporte econdmico para a nagdo. O Vale também ¢ o
responsavel pelo fornecimento de energia elétrica ao Nordeste brasileiro, devido ao seu alto

poder energético.
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Figura 1: O Vale do rio Sao Francisco.

Pelos desniveis existentes no leito principal do rio, e também pelas variagdes de clima

e cobertura vegetal, o Vale do Sao Francisco ¢ subdividido em quatro regides:

1. Alto Sao Francisco: da nascente, Sao Roque de Minas, até¢ a cidade (cachoeira) de
Pirapora — MG, incorporando os estados de Minas Gerais, Goias e o Distrito Federal;

il. Médio Sdo Francisco: indo de Pirapora até a barragem de Sobradinho, na cidade de
Remanso — BA, abrangendo Minas Gerais ¢ Bahia;

1il. Submédio do Sao Francisco: de Remanso até a barragem de Xing6 em Paulo Afonso —
BA, contido nos estados de Pernambuco e Bahia e

1v. Baixo Sdo Francisco: de Paulo Afonso até a foz, no oceano Atlantico. Incorpora os

estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe e Alagoas.

Apesar de ser a regido mais arida do Vale, com grande incidéncia solar, o Submédio
do Sdo Francisco conta com uma expansao da agricultura irrigada e tende a apresentar maior
dinamismo em suas atividades. Os pdlos de Petrolina e Juazeiro contam com mais de 40% da
area irrigada no Vale, tais caracteristicas (irrigagdo controlada, alta taxa de luz solar — com
mais de 3000 horas de luz por ano) favorecem a fotossintese e, conseqiientemente, melhor
brotacdo de frutos [13]. Verifica-se, com isso, um aumento na producdo de frutas,
principalmente de manga e uva.

O Vale do Submédio do Sado Francisco — VSMSF, localizado entre as latitude 8° e 9°
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ao sul do Equador, ¢ o maior exportador de uvas de mesa do Brasil, ocupando a nona posi¢ao
mundial em exportagdes desta fruta em 2005. O VSMSF esta se destacando também como
uma regido de elaboragdo de vinhos finos de qualidade [14, 15], contrariando as idéias de que
vinhos de qualidade s6 podem ser elaborados em regides do globo compreendidas entre as
latitudes 30° e 45°, tanto norte quanto sul. Esta lltima faixa geografica compreende regides de
clima temperado, sendo latitudes tradicionais de plantio de uvas e elaborag¢ao de vinhos [16].
Casa Nova e Juazeiro na Bahia e Petrolina, Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista
em Pernambuco sdo algumas das cidades mais importantes localizadas no Submédio do Sao
Francisco (figura 2). E nesta regido que se localizam as principais vinicolas do Nordeste.
Dentre elas, pode-se citar a Vinicola Vale do Sao Francisco, em Santa Maria da Boa Vista,
com os vinhos da marca Botticelli [17]; a Vinibrasil, em Lagoa Grande, com as marcas Adega
do Vale e Rio Sol [18]; Miolo, em Casa Nova, com os vinhos Terra Nova [19] e Vinicola

Lagoa Grande, em Lagoa Grande, com as marcas Garziera e Carrancas do Sao Francisco [20].
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Figura 2: O Vale do Submédio Sao Francisco.

Deve-se ressaltar que varias destas marcas ja foram contempladas com premiacdes em
diversos concursos nacionais e internacionais de vinhos [21].

E também nesta regido, mais especificamente em Petrolina, que se localiza a Embrapa
Semi-Arido, 6rgdo do governo federal criado em 1975, visando colaborar com o
desenvolvimento agropecuario no semi-arido brasileiro. Neste centro de pesquisa
desenvolvem-se varios estudos incluindo a producdo de diversos produtos agricolas, dentre

eles, a uva e a elaboragdo de vinhos em parcerias com vinicolas locais [22].



Por defini¢do da legislagdo nacional, Lei n® 7678 de 08/11/1988 (a Lei do Vinho) e Lei
n® 10970 de 12/11/2004 (que altera algumas disposi¢cdes da anterior) [23, 24], o vinho ¢ a
bebida obtida pela fermentagdo alcodlica do mosto simples de uva sa, fresca e madura e ¢
vedada esta denominag@o para produtos obtidos de quaisquer outras matérias-primas. Sendo
mosto simples de uva, o produto obtido pelo esmagamento ou prensagem da uva sa, fresca e

madura, com a presen¢a ou ndo de suas partes solidas.

1.3 As uvas

As uvas pertencem a familia Vitaceae e sdo compostas por engacos, as vezes
chamadas raquis ou talos, e por bagos, que ¢ a uva propriamente dita. Os bagos sdo compostos
da pelicula (casca), da polpa e das sementes (figura 3) que, dependendo do tipo de uva,

variara em cor e consisténcia [2, 25].

Engacos
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Figura 3: Partes de uma uva.

A pelicula representa de 7 a 20% do bago, enquanto que a polpa detém entre 80 e
90%. Em menor propor¢ao estd a semente com 2 a 5%. Uma composi¢do aproximada de suas
partes estd indicada na tabela 1 [2, 25].

E na pelicula que se encontram os microorganismos (na parte externa), os taninos, as
antocianinas e os percussores do aroma (na parte interna). A levedura ¢ a responsavel pela
fermentagdo alcodlica, ou seja, pela transformagdo de acucares (principalmente glicose e
frutose) em etanol (CH3;CH,OH), gés carbonico (CO;) e subprodutos [26, 27]. Os taninos,

derivados do acido galico, sdao as substancias que irdo conferir gosto adstringente, estrutura e,



indiretamente, coloracdo, pois complexa as antocianinas. J& as antocianinas irdo fornecer,

dentre algumas outras caracteristicas, a coloragao tinta ao vinho [28 — 30].

Tabela 1: Composi¢ao quimica percentual aproximada de uma uva.

x>70% 70%>x>15% x <15%
. Celulose, )
Engacos Agua ) Lo Taninos
minerais, acidos.
Pelicula Agua  Minerais, acidos. Antocianinas, microorganismos, enzimas
. , Acidos (tartarico, malico, citrico), minerais
Bagos Polpa  Agua Acgucares. 5 N
(K, Fe, SO4~, PO4™), vitaminas.
Semente Agua, 6leos. Taninos, acidos, minerais.

Os agucares que sofrerdo a fermentacdo estdo contidos na polpa. Nela também estao
presentes vitaminas e outras substancias benéficas ao organismo humano, tanto que alguns
endfilos definem o vinho como um alimento (e complemento gastrondomico) [25]. A
composicao e quantidade destes nutrientes sdo bastante influenciadas pelo tipo da uva, clima,
solo, técnica de vinificagdo e outras [31 — 33].

As uvas podem ter diversas tonalidades de azul e verde, mas sdo classificadas em
tintas ou brancas, de acordo com o vinho que produzem. Segundo a legislacdo nacional [34],
elas sdo classificadas, quanto a qualidade, em trés grandes grupos, a saber: (I) Viniferas
nobres; (II) Viniferas Superiores e (II1) Comuns.

As mais importantes para elabora¢ao dos vinhos sdo as uvas do género Vitis, mais
especificamente as da espécie Vitis Viniferas, muito conhecidas como uvas Européias (nobres
ou superiores) devido as suas origens. Outras muito utilizadas sdo as Vitis Labruscas ou
também chamadas Americanas (comuns), de origem menos nobre. Existem ainda varias
outras espécies de uvas também utilizadas para a elaboragdo de vinhos de qualidade inferior
[25, 35].

Mesmo que se trabalhe com uvas de castas finas, as viniferas nobres, nao
necessariamente se conseguira um vinho de qualidade superior. Outros fatores influenciam no
resultado desejado, tais como o clima, o solo, dentre outros. O clima quente e ensolarado
produzird uvas com maior teor de acucares e menor quantidade de acidos, j4 o chuvoso
implicard em menos aglicar e maior acidez. Ja o solo deve ser mineral e bem drenado, para
que ndo acumule dgua. Quanto as castas, alguns tipos de uvas sdo mais apropriados para
climas frios, como a Pinot Noir, e outras para climas mais quentes, como a Moscatel [16, 36].
Rizzon e Miele [37] estudaram o efeito de variagdes de safras em vinhos da Serra Gatcha e

concluiram que houve diferengas significativas nestes, mostrando a importancia das variagdes
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climaticas na qualidade do vinho.

Viérios estudos foram realizados para avaliagdo da adaptagdo de videiras e producao de
uvas de mesa no semi-arido brasileiro, inclusive de novas variedades e de variedades sem
sementes [14, 36, 38, 39].

As uvas mais cultivadas para a vinificagdo no VSMSF sdo a Cabernet Sauvignon,
Ruby Cabernet, Syrah, Petite Syrah e Tannat (tintas) e Moscatel e Chenin Blanc (brancas) [17
— 21]. Algumas outras estdo em estudo, tais como Tempranillo, Alfrocheiro, Barbera,
Periquita, Casteldo e Deckrot (variedades tintas), e Sauvignon Blanc e Viognier (brancas).

Visto que o vinho ¢ proveniente de um processo natural, que ¢ a fermentacdo

alcoolica, ele ¢ elaborado ao invés de fabricado ou produzido.

1.4 A elaboragéo

Hé4 um periodo correto para a colheita (vindima) das uvas. Neste, deve ocorrer um
equilibrio perfeito entre o teor de aglicares, a maturacdo fenoélica e a acidez da uva, fatores que
contribuirdo para formar um vinho de 6tima qualidade [1 — 3, 25].

Ap6s a colheita, as uvas devem ter seus engacos retirados mecanicamente, pois estes
conttm muito tanino, que conferird muita adstringéncia ao vinho. Posteriormente serdo
levemente esmagadas para a liberacdo do mosto e este conduzido para uma cuba de
fermentacdo. Até este ponto ndo se definiu ainda se ird ser elaborado vinho tinto ou branco.
Para a vinificacdo em branco, apenas o mosto deve estar presente. Ao contrario da elaboracao
de vinhos tintos, cuja fermentacdo do mosto deve ocorrer na presenga das partes solidas das
uvas, pois como visto anteriormente, principalmente na pelicula ¢ que se encontram as
antocianinas, que conferirdo cor e taninos ao vinho.

Este processo, a fermentacdo alcodlica — FA, possui duragdo média entre 5 (cinco) e
20 (vinte) dias, o qual varia de acordo com os conhecimentos dos endlogos, sendo que para
vinhos brancos ocorrera em maior tempo bem como a baixas temperaturas (13 a 18°C), contra
23 a 30°C para tintos. No inicio desta etapa ocorre a adi¢gdo de SO, (gasoso ou como
metabissulfito de s6dio ou potassio) para inibir o crescimento de bactérias e fungos, ou seja, o
SO, possui fungdo de conservante seletivo, deixando desenvolverem apenas certas leveduras
(do género Saccharomyces). O SO, também possui funcao antioxidante [16].

Ap6s o término da fermentagdo alcodlica, em vinho tinto, o liquido ¢ entdo separado
das partes solidas num processo conhecido como descuba e ¢ posto a fermentar (segunda
fermentagdo, fermentagdo lenta ou fermentagao malolatica — FML). Este processo pode ser

realizado tanto em duas quanto na mesma cuba, durando cerca de 20 a 30 dias. Nesta, o acido



malico sera transformado em 4cido latico, mais fraco. Como a fermentacdo malolatica
diminui a acidez no vinho, tal etapa ¢ indesejada em vinhos brancos. Por isso, estes sdo
reservados a baixas temperaturas [16].

Segue—se a fase de estabilizagdo (em ambos, branco e tinto), onde as particulas da
fermentagdo (leveduras mortas e residuos das partes solidas), com auxilio da forga
gravitacional depositam—se no fundo da cuba, obtendo-se, assim, uma homogeneizagao do
vinho. Para acelerar esta etapa, com dura¢do de algumas semanas, faz—se a trasfega do mosto.
Ou seja, transfere—se o mosto de uma cuba a outra, descartando a borra. Adicionam—se
também aditivos (clarificantes como albumina para tintos ou entdo caseina ou bentonita para
brancos, por exemplo), além de uma redugdo da temperatura (0 — 6°C).

Na etapa seqiiencial, para vinhos de guarda ocorrera o envelhecimento do vinho em
barricas, cujo tempo depende do vinicultor. Pode variar de alguns meses até alguns anos.
Nela, o vinho desenvolverd suas caracteristicas organolépticas, ocorrendo complexaciao de
compostos. Em se tratando de vinhos jovens esta etapa ¢ desnecessaria.

Dependendo também do tipo de vinho a ser elaborado, pode-se realizar cortes. Ou
seja, vinhos de diferentes uvas sdo misturados visando realcar o que h4d de melhor nas
caracteristicas de cada uma delas. Outra possivel etapa ¢ o envelhecimento em garrafas para
vinhos mais encorpados, que merecam maior afinamento.

Uma representacao simplificada dos passos de elaboragcdo de vinhos tintos e brancos
estd sendo indicada pela figura 4, lembrando—se que a etapa de fermentagdo pode ocorrer em
uma Unica cuba.

Além deste processo de vinificagdo também ha outros possiveis de se realizar, os quais
poderdo conferir caracteristicas sensoriais diferenciadas do vinho, como a maceracao

carbonica e a termovinificagao [40].
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Figura 4: Esquema simplificado de elaboragdo de vinho branco (a) e tinto (b).

1.5 A composic¢édo de um vinho

Além dos fatores geograficos, bioldgicos e tecnoldgicos, existem outros que também
influenciam na composi¢ao e qualidade de um vinho, tais quais os fatores de produgao, como
a garrafa onde se armazenara a bebida, a qualidade e composi¢do da rolha, a forma,
temperatura e posicao de estoque dos vinhos. Assim como os fatores de consumo, como as
tagas, a temperatura ¢ a forma correta de servigco, o ambiente ¢ a companhia durante a
degustacdo e também a combinagdo com os alimentos [1 — 3, 25].

Tais fatores podem ser ditos como enologicos. Mais alguns outros merecem destaque
especial, como: 4gua, vitaminas, minerais, aminoacidos, carboidratos, ou seja, sua
composi¢do quimica. Estes fatores sdo aqueles que alguns enologos utilizam para definir o
vinho como um alimento ao invés de uma simples bebida alcodlica [2].

Como todo alimento (ou mesmo apenas como o produto de um processo tecnologico),
o vinho merece um controle de qualidade ndo s6 durante sua elabora¢do, mas também em
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relacdo a sua constitui¢do, venda e outros. Para tanto, cada pais cria a sua legislagdo que
controlara tais procedimentos.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA ¢ o 6rgao
responsavel em criar e fiscalizar leis e normas que define, regulariza e controla a elaboragdo e
circulagdo dos vinhos. Merecem destaque a lei 10.970, de 12 de novembro de 2004 [24], que
dispde sobre producao, circulagdo e comercializagcdo de vinhos, alterando a lei 7.678 de 08 de
novembro de 1988 (a LEI do VINHO) [23] e a portaria 229, de 25 de outubro de 1988, que
decreta os padrdes de identidade e qualidade do vinho [41]. Nesta portaria, sdo indicados,
além das definigdes basicas dos diferentes tipos de vinho (de mesa, fino, frisante, leve,
espumante, gaseificado, licoroso e composto), os teores maximos € minimos para alguns
constituintes na composi¢do do vinho. A tabela 2 mostra esses valores para os vinhos de mesa
secos, sabendo-se que vinho fino ¢ o vinho de mesa elaborado somente com uvas do género

Vitis Viniferas.

Tabela 2: Teores maximos e minimos para alguns componentes de vinhos de mesa secos,

tintos e brancos.

Componente Teor minimo Teor méximo Unidade Expresso como
Acgucar - 4,0 g L' CsH 1206

Etanol 7,0 14,0 %v/v CH;CH,OH

Etanol (vinho fino) 8,6 14,0 % v/ v CH;CH,OH
Acidez Total 55,0 130,0 meq L™ (mmolL™) [H]*
Acidez Volatil - 20,0 meq L' (mmol L) [H7*
Sulfatos Totais - 1,0 g Lt K5»SO4
Anidrido Sulfuroso 0,25 gL! SO,
Cloretos Totais - 0,20 gL! NacCl
Cinzas (tintos) --- 1,5 g L' -
Cinzas (brancos) - 1,0 gL’ ---
Alcool Metilico - 0,35 g Lt CH;0OH

* Por simplificacdo, 4cidos serdo expressos por H'.

1.6 As analises do vinho

Partindo-se destes pardmetros, e sabendo-se de vdarios outros que lhe sdo
caracteristicos, varios cientistas vém buscando caracterizar os vinhos em funcdo de sua

constitui¢do quimica a mais de cinqiienta anos, como pode ser visto nos trabalhos de Mathers
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et al com a determinagdo de tartaratos por polarografia [42]; Banick e Smith com
determinagdo espectrofotométrica de ferro e cobre [43]; Martin et al que concluiram sobre a
auséncia de acido tartarico em “vinhos” elaborados a partir de outras fontes que ndo a uva por
cromatografia gas-liquido [44] e Kitchin et al que determinaram metanol por espectroscopia
de microondas [45].

Atualmente, estes parametros continuam a interessar os pesquisadores como uma
maneira de controlar a qualidade [46 — 48] ou caracterizar os vinhos [49 — 51]. Os vinhos
nacionais também sdo alvos de estudos, tanto pelo objetivo enoldgico [52 — 54] quanto pelo
analitico [55 — 57].

Visando um controle adequado nas analises, a Organizagao Internacional da Uva e do
Vinho — Organisation Internationale de la Vigne et du Vin — OIV [58] e a Associagdo Oficial
de Quimicos Analiticos — Association of Official Analytical Chemistry — AOAC [59]
estabeleceram procedimentos de analises especificos para a determinagdo de um grande
numero de parametros em vinhos.

Dentre estes parametros, os mais utilizados em andlises de vinhos sdo, além dos
indicados na tabela 2, o pH, densidade e extrato seco [60, 61], pigmentos naturais e coloragao
[61, 62], constituintes volateis [63, 64], minerais [65, 66], analises sensoriais [67, 68], entre
varios outros.

O pH esta relacionado, junto com a acidez, com as propriedades organolépticas do
vinho. Auxilia no controle (ou proliferacdo, dependendo do seu valor) de bactérias, que
poderdao degradé-lo, diminuindo, assim, o tempo de vida util de prateleira do mesmo. O pH
mede a quantidade de ions H' em equilibrio no meio. Enquanto que a acidez total indica a
concentracdo de todos os fons H™ que podem ser abstraidos por uma base. Desta forma, as
metodologias oficiais baseiam-se em titulacdo acido-base para a determinacdo da acidez.
Portanto, diversos sdo os métodos para a sua realizagdo. Darias-Martin et al [69]
determinaram a acidez por trés métodos diferentes, AOAC, OIV e titulagdo condutimétrica.
Observaram diferencas somente devido ao pH escolhido como ponto final da titulagdo, que ¢
pH = 7 para OIV (utilizando-se indicador azul de bromotimol) e 8,2 (fenolftaleina) para
AOAC. Sendo a mais indicada a metodologia da AOAC. Dos 4cidos existentes (tabela 3), os
principais sdo o tartarico e o malico, perfazendo cerca de 90% da acidez total. Destes, o acido

tartarico € especifico da uva, e conseqiientemente do vinho [70, 71].
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Tabela 3: Acidos comumente existentes nos vinhos e seus valores de pK,.

Acido Formula pKai  Pka
Oxalico HO,CCO,H 1,27 4,27
Pirtivico CH;COCO,H 249 -
Tartarico HO,C[CH(OH)],CO,H 2,98 4,16

Citrico HO,CC(OH)(CH,CO,H), 3,13 4,76
Malico HO,CCH(OH)CH,CO;H 3,40 5,02
Lactico CH3;CHOHCO,H 3,86  ---

Ascorbico HO,CCOHCOH(CHOH),CH,OH 4,17 ---
Succinico HO,CCH,CH,CO,H 420 5,63
Acético CH;CO,H 476 -

A densidade do vinho fornecera uma idéia da quantidade de substancias presentes em
sua composicao e que sdo mais ou menos densas que a agua. A presenga do etanol, cuja
densidade ¢ menor que a da agua, tendera a ocasionar uma densidade do vinho menor que o
valor da 4gua, indicada como lg cm™. Segundo a OIV [58], densidade relativa reporta a
massa volumétrica do vinho ou mosto a 20 °C & massa volumétrica da dgua na mesma
temperatura. Sendo massa volumétrica (ou gravidade especifica) o quociente entre a massa do
vinho ou mosto, a 20 °C, e seu volume a mesma temperatura. A determinagdo da densidade ¢
realizada por meio da gravidade especifica da amostra, utilizando—se um picndémetro. A
densidade ¢ entdo determinada pelo produto de sua gravidade especifica pela densidade da
agua na temperatura de analise [72].

O teor de extrato seco é o conjunto total de substincia que, sob condigdes fisicas
determinadas, nao se volatilizam [58]. Consiste na evaporacao a 105 °C de um volume fixo de
vinho e pesagem deste residuo. Dentre as principais substancias que compdem este pardmetro
podem-—se citar os minerais e sais organicos, compostos fendlicos e acticares nao fermentados.
Portanto, pode ser uma variavel importante para a caracterizacao e / ou distingao de uma certa
regido vitivinicola, pois reflete a quantidade de componentes que conferem estrutura e
“corpo” ao vinho, sendo possivel indicador da qualidade / maturacdo da uva e do sistema de
vinifica¢cdo adotado naquela regido [54, 73].

O teor alcoodlico do vinho é determinado pela quantidade de actcares fermentaveis
existentes na uva, conferindo qualidade ao vinho e ajudando na sua conservacao. Pode ser
definido como o niimero de litros de etanol em 100 litros do vinho, medido a 20 °C [58]. A
sua determinacdo oficial ¢ comumente realizada por destilagcdo e andlise do indice de refra¢ao

ou da massa especifica do destilado [58, 59]. Por ser um dos compostos mais importantes na
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constitui¢do do vinho, encontram-se na literatura varias outras metodologias para a sua
determinagdo como as que se utilizam de HPLC [74], FIA [75] e RMN-1H [76].

Os minerais presentes nos vinhos sdo extremamente dependentes das técnicas
empregadas para vinificagdo e da composicdo inicial do mosto. Esta, por sua vez, ¢
dependente das técnicas de plantio da videira. Devido a tais caracteristicas (solo, castas,
técnicas de plantio e vinificacdo), a composicao inorganica aparece como uma importante
varidvel para a caracterizagdo dos vinhos de alguma regido vinicola. Segundo Rizzon e
Salvador [77], os elementos minerais presentes nos vinhos podem ser classificados em trés
grandes grupos: (i) os que ndo interferem na qualidade nem possuem risco a saude humana
(por exemplo, Na e Li); (i) uteis para a qualidade e benéficos a saude (K, Fe e Cu) e (iii)
toxicos a saude humana (Pb, Cr e Cd).

A principal forma de determinag@o dos metais ¢ pela espectroscopia atdmica, bastante

empregada na analise de vinhos [78 — 80].

1.6.1 Espectroscopia Atbmica

As bases da teoria quantica que descrevem as intera¢des da radiagdo eletromagnética
com a matéria estdo fora do escopo deste texto (no interesse do leitor, recomenda-se alguns
livros que abordam o tema, como Levine [81] ou Grove [82]), porém algumas das idéias

devem ser aqui mencionadas.

— Atomos, ions ou moléculas s6 podem existir em certos estados discretos, com determinados
niveis de energia (quantizado). Esta energia ¢ a soma das energias interna, cinética, eletronica,

vibracional e rotacional do sistema;

— Com a interagdo da radiacdo com o sistema (por absor¢ao ou emissdo de energia), podem
ocorrer transi¢cdes entre estes niveis de energia que, quando de alguma forma registradas,

fornecem uma identidade quimica para cada 4tomo, ion ou molécula. O seu espectro.

Os espectros podem ser de linhas, bandas ou continuo, dependendo dos niveis de
energia do sistema em estudo. No caso especifico de atomos ou ions, as contribui¢cdes dos
fatores vibracionais e rotacionais para a energia sdo nulas, tornando os espectros atomicos

mais simples, em relagdo aos moleculares (figura 5).
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Figura 5: Diagrama simplificado de niveis de energia atomica e molecular e espectros

correspondentes.

Como o nivel de mais baixa energia (nivel fundamental, EQ na figura 5) a temperatura
ambiente ¢ o mais populado, segundo a teoria de L. E. Boltzmann que diz que os niveis
populacionais sdo dependentes da temperatura [81], ¢ de se esperar que os métodos de
absorc¢do sejam mais sensiveis que os de emissao.

Os equipamentos s3o constituidos por um sistema que ira aspirar a amostra em
solucdo; um sistema que fornecerd energia suficiente para a evaporacdo da solugdo e
atomiza¢do do analito (atomizador); um sistema Otico e o detector / registrador. Detalhes
sobre cada um destes sistemas podem ser melhor compreendidos em textos especificos sobre
o tema, tal como o livro do Dean [83] ou do Skoog [84].

Existem diversas formas de atomizacdo do analito, sendo ainda a mais comum nos
laboratdrios a realizada através de chamas. Esta, por sua vez, também podera fornecer a
energia necessaria a excitacdo dos 4tomos e, quanto maior a temperatura da chama, maior a
energia cedida. Porém, para elementos quimicos que possuem baixa energia de ionizagdo e
niveis de energia com valores mais baixos, tal efeito pode ocasionar interferéncias,
diminuindo a sensibilidade. Desta forma ¢ recomendada a utilizacdo de chamas mais “frias”
as quais sdo empregadas na técnica de emissdo em chama [85, 86].

A espectroscopia de emissdo atdmica de chama — FAES (acronimo para Flame Atomic
Emission Spectroscopy), também conhecida como Fotometria de chama, ¢ uma das técnicas
mais antigas que se utiliza da chama de uma mistura de ar / butano, ou outras misturas que
fornecem chamas com temperatura média de 2000 K, para atomizacdo e excitagdo dos
analitos. Esta técnica ¢ aplicada para determinacdo de metais alcalinos, pois, nestas
temperaturas, s6 ocorrem transi¢des entre os mais baixos niveis excitados [83]. Sendo, desta
forma, uma técnica aceita como oficial para a determinag¢ao dos mesmos [58].

Dos metais alcalinos, o potassio ¢ o elemento em maior quantidade e de maior
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importancia na composi¢ao do vinho e esta intimamente ligado a determinag@o dos valores de
acidez e pH nos vinhos, sendo o possivel responsavel por elevados valores de pH encontrados
em vinhos [77, 87]. Quanto ao sodio, ¢ o cation mais comumente empregado em produtos
enologicos durante a vinificagdo (principalmente metabissulfito de so6dio) [77]. A legislacao
[41] ndo especifica diretamente limites para o teor de sodio, mas indiretamente sugere o limite
superior de 79 mg L quando estipula o maximo de cloretos em 0,20 g L™, expressos como
NaCl.

Todas estas técnicas ja estdo bem estabelecidas hd muitos anos e, conseqiientemente,
j4 se conhecem as suas peculiaridades, suas vantagens ¢ também desvantagens, tais como
grande consumo de reagentes e geragao de residuos quimicos e alta demanda de tempo e
utilizacdo de vidrarias, dentre outras. Estas caracteristicas sdo comuns a maioria das
operagdes unitarias de laboratdrio.

Tendo estas informag¢des em mente, varios pesquisadores buscaram o desenvolvimento
de técnicas que suprissem tais dificuldades sem perdas da resposta desejada.

Uma forma de melhorar (diminuir) o tempo de andlise, a utilizagdo de vidrarias, o
consumo de reagentes e producdo de residuos, bem como o risco de contaminagdo (por se
tratar de um sistema fechado) ¢ através da Andlise por Injecdo em Fluxo. Terminologia
oriunda da tradug¢do livre do termo Flow Injection Analysis, originando o acréonimo

mundialmente conhecido, FIA.

1.6.2 Analise por Injecdo em Fluxo

Os trabalhos iniciais que desenvolveram esta técnica foram realizado no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo, CENA — USP e sdo creditados
ao professor Dr® Jaromir Ruzicka, quando o mesmo esteve no Brasil na década de 70 [88, 89].

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry — ITUPAC [90], analise
em fluxo ¢ um nome genérico para todos os métodos analiticos que sdo baseados na
introducdo e processamento de uma amostra num meio de fluxo. Desta forma, FIA seria
classificado como uma analise em fluxo continuo nao segmentado com inje¢do da amostra por
amostragem intermitente.

De uma forma mais simplificada, FIA pode ser definida como a inser¢cao da amostra
em um fluido carregador que o transportard até o detector, podendo, no caminho, haver
reacdes quimicas (receber reagentes), concentracdo / diluicdo da amostra ou outras operagdes

unitarias [91]. Um esquema FIA simplificado pode ser visto na figura 6, abaixo.
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Figura 6: Esquema simplificado de um sistema de Andlise por Injecdo em Fluxo.

Para que se possa utilizar um sistema de Analise por Injecdo em Fluxo sdo necessarios

trés componentes basicos interligados.

— Propulsor do fluido;
— Dispositivo para Insercao da amostra;

— Detector.

A forma mais utilizada para propulsdo dos fluidos é a bomba peristaltica, equipamento
que mantém a vazao do fluido constante.

Para a insercdo da amostra existem diversos dispositivos, sendo que inicialmente era
utilizada uma seringa hipodérmica (dai a origem do nome “Injecdo” em fluxo). Hoje em dia o
mais utilizado ¢ o injetor proporcional, equipamento desenvolvido por pesquisadores do
CENA / USP [89, 91].

Ha também outras formas de propulsdo de fluidos e insercdo de amostras como a
utilizagdo de mini-bombas peristalticas e valvulas solendides na técnica recentemente
desenvolvida, multicomutacdo em fluxo [92, 94].

A mistura entre amostra e reagentes antes de alcangar o detector ocorre no percurso
analitico. Este compreende o espaco desde a insercdo da amostra até o detector e, a depender
da reacdo em estudo, pode ser apenas tubo de Teflon® e / ou PVC (os mais utilizados) até
esquemas mais elaborados. E nesta etapa que ocorrerdo os processos quimicos e / ou fisicos
que compreendem o processo de analise.

Os detectores utilizados dependem fortemente das caracteristicas fisicas e / ou
quimicas do analito ou do produto formado entre o analito e o(s) reagente(s) na reagdo em
desenvolvimento [95]. Inimeras sdo, devido as peculiaridades das substancias quimicas, as
possibilidades de detec¢dao. Potenciometria [96], turbidimetria [97] e quimiluminescéncia [98]

sdo alguns poucos exemplos.
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Em sua terceira década de existéncia, métodos baseados em andlise por injecdo em
fluxo ganharam reconhecimento e sdo bastante difundidos na literatura, em diversas areas do
conhecimento, tais como geociéncias [99], agricultura [100] e oceanografia [101]. Aplicagdes
em enologia também sdao um dos focos desta técnica [102 — 104].

A utilizagdo do FIA com detecg¢do espectrofotométrica ¢ mais comumente utilizada
por ser facilmente manuseado, possuir pequeno intervalo (temporal) de resposta e alto grau de
reprodutibilidade. Devido a tais caracteristicas, ganhou mérito de método oficial para
determinag@o de varios analitos, principalmente em amostras de aguas. Dentre eles, fosfato e
amonio sao dois dos mais freqiientemente analisados [95, 105].

A determinagdo de ions amodnio ¢ realizada pelo método padrao de azul de indofenol,
onde amodnia reage com hipoclorito de o produto formado reage com fenol formando o
composto detectado espectrofotometricamente [105]. Visando minimizar os efeitos danosos
da utilizac¢ao de fenol, Nobrega e colaboradores [106] desenvolveram uma modificagdo desta
reacdo que emprega salicilato ao invés do fenol. Sendo, segundo os autores, um composto
menos danoso e passivel de descarte sem tratamento. Tal metodologia também utilizou
nitroprussiato como catalisador e observaram que este método mostrou-se tdo preciso e exato
quanto o oficial.

A determinacgdo de fosfato ¢ baseada na reacao do azul de molibdénio, onde o fosfato
reage em meio acido com molibdato de amonio contendo tartarato de antimdnio e potassio € o
composto formado ¢ reduzido pelo 4cido ascorbico e ¢ detectado espectrofotometricamente a
880 nm [105].

Virias metodologias ja foram propostas para a determinacdo em fluxo de amonio e
fosfato [107 — 109].

Em vinhos, segundo o método oficial da OIV, apenas fosforo total ¢ determinado, na
forma de fosfato, ap6s preparo de amostra e reacdo com molibdato. Para os ions amonio ha a
passagem da amostra por uma resina trocadora de cations, seguida por eluicdo do analito,
destilacdo e posterior titulagao acido-base [58].

A utilizagdo de técnicas em fluxo fornece grande ganho na determinagdo de amdnio
em vinhos, principalmente na leitura direta da amostra.

Este cation ¢ uma das principais formas de apresentacdo dos compostos nitrogenados
no vinho. fons aménio e aminoacidos livres sdo excelentes fontes de nitrogénio para o
desenvolvimento e metabolismo das leveduras que processardo a fermentacdo. Desta forma,
seus teores variam consideravelmente, sendo que restaram quantidades significativas apenas
dos aminoacidos ndo utilizados pelas leveduras, pois o ion amoénio ¢ a melhor forma de

assimilacdo de nitrogénio pelas mesmas [110].
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Com a presenga de bactérias que processaram a fermentagdo malolatica no vinho e
produzem amoénio como sub-produto, bem como pela maior prensagem na extracdo do mosto,
¢ de se esperar que vinhos tintos possuam teores mais elevados de amodnio. Podendo, esses
valores, serem superiores a 20 mg L' [111].

O fosforo também se encontra naturalmente em vinhos, principalmente como fosfato
(na forma de H,PO4", devido ao pH). Sua concentragdo ¢ bastante influenciada pelo clima da
regido produtora, bem como pela adi¢do licita de compostos de fosforo para facilitar a
fermentagdo, como nutrientes para as leveduras (fosfato de amonio ou glicerofosfato de
amonio, por exemplo) [111].

Uma outra forma de se obter informacdes rapida sobre analitos, utilizando-se de um

pequeno volume de amostra, € através da espectroscopia molecular.
1.6.3 Espectroscopia Molecular

Como visto no tdpico referente a absorcdo atdmica, a interacdo da radiagdo com a
matéria pode gerar informagdes uteis para a identificacdo de moléculas, atomos e / ou ions.

Para moléculas, as contribui¢des de energia dos niveis vibracionais e rotacionais sao
importantes e geram, devido a pouca diferenca energética entre estes ultimos em relacao a
eletronica, espectros de bandas que podem ser (e geralmente sdo) muito mais complexos que
os atomicos.Quando uma molécula absorve energia, podem ocorrer transi¢des entre os niveis
eletronicos (figura 5, pagina xx). Porém, se a energia ndo for muito alta, pode haver apenas
transicdes entre os niveis vibracionais e rotacionais, que causardo excitagdes nas vibragdes
das ligacOes quimicas ou rotagdo molecular. Esta ¢ a base da espectroscopia no infravermelho.

Por esta complexidade, a espectroscopia no infravermelho ¢ extremamente eficiente na
caracterizagdo de compostos quimicos. Pois, a excecdo de poucos exemplos (tais como O; e
N»), todas as moléculas absorvem radiacdo infravermelha e produzem um espectro unico. Um
desvio a regra ¢ apenas para enantiomeros, que podem produzir tal simetria [112].

As teorias matemadticas que justificam estas mudancas nas vibragdes quimicas
baseiam-se no oscilador harmonico. Esta teoria diz que as fungdes de onda que descrevem as

moléculas podem ter suas energias (E) determinadas pela equagao 1:

E=(v+12 2 (1, ) .

onde v = nimero quantico vibracional; h = constante de Planck; k = constante de for¢a

da ligacao quimica e p = massa reduzida do sistema.
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Segundo esta teoria, as transigdes sO6 podem ocorrer com variagdo unitaria do numero
quantico vibracional, Av = %1, implicando em vibragdes numa freqiiéncia determinada v :
1 (k )1./2
v=-(k/
27 Hn ),
equivalente a aproximac¢do de duas massas (os atomos ou partes de uma molécula)
ligadas por uma mola (a ligacdo quimica).

Cada molécula possui um nimero definido de vibragdes, de acordo com o numero de
atomos presentes em sua estrutura e com sua geometria, dado por 3N — 5 (moléculas lineares)
ou 3N — 6 (ndo lineares), onde N = numero de 4&tomos na molécula. Estes sdo os graus de
liberdade que ela possui para realizar seus modos normais de vibragdo. Alguns exemplos sao

dados na figura 7.

Figura 7: Modos Normais de vibragdo. Estiramento (1 e 2) e deformagdo (3 a 6).

Detalhes mais rigorosos da teoria quantica que descreve estes sistemas podem ser
consultados em textos mais direcionados ao assunto (recomendam-se os livros do Alpert
[113] ou do Smith [114]).

As interagdes moleculares e os acoplamentos vibracionais entre grupos vizinhos
deslocam as freqiiéncias calculadas pela equagdo acima, porém, numa faixa pequena. Com
isso, pode-se afirmar que grupamentos quimicos possuem freqliéncias de absor¢do bem
caracteristicas. A presenca (ou auséncia) dessas, independente da estrutura molecular, ¢
confirmatorio da presenca (ou auséncia) de um determinado grupo ou composto [115].

A radia¢do no infravermelho compreende a faixa de 0,75 a 1000 pm. Entretanto,
devido a algumas caracteristicas de fendomenos que ocorrem nesta faixa de energia, bem como
em termos de instrumentacdo, o infravermelho ¢ subdividido em trés partes: o proximo, que
vai de 0,75 a 2,5 um; o médio, 2,5 a 50 pum e o distante, de 50 a 1000 pm.

A faixa de energia que compreende o infravermelho distante (FIR — Far InfraRed) ¢
tdo baixa que a energia térmica fornecida pelo ambiente ¢ grande interferente. Elevando-se
assim os custos dos equipamentos e, com isso, diminuindo a utiliza¢ao desta faixa.
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Historicamente, a regido do infravermelho médio (MID — Middle Infrared) ¢ a mais
utilizada pelos quimicos, principalmente os organicos, para a caracterizacdo de suas
moléculas. E nesta regido que ocorrem as vibragdes fundamentais dos principais grupamentos
organicos, inclusive O—H da 4gua, que absorve fortemente. Conseqiientemente, a umidade do
ambiente, bem como analitos em solu¢do aquosa, sdo grandes empecilhos para a analise no
infravermelho. A umidade pode ser controlada com uso de equipamentos especificos
presentes na sala onde esté instalado o aparelho. Para analitos em solucdo, h4 a necessidade de
utilizagcdo de acessorios no instrumento (detalhes sobre instrumenta¢do e acessorios para o
infravermelho podem ser melhor consultados no texto do Skoog [84]).

A utilizagdo de sondas insoluveis em agua (feitas de Brometo e Iodeto de Télio ou
Cloreto de Prata e germénio) que se baseiam na reflexdo da radiagdo incidente ¢ bastante
comum para tal fim [116]. A reflexdo total atenuada — ATR (acronimo para Attenuated Total
Reflection) ¢ um exemplo.

A técnica baseia-se na reflexdo interna total da radiagdo quando esta atinge a
superficie de contato entre um meio (o analito) de menor indice de refracdo originada de outro
(a sonda) com maior indice, num certo angulo determinado, conhecido como angulo critico
[117]. Neste processo ocorre uma pequena (mais importante) penetragdo do feixe incidente no
meio menos denso (o analito), conhecida como onda evanescente. Caso haja absor¢do dessa
onda, havera uma atenuagdo, dai o nome ATR, do feixe incidente e seu registro fornecera o
espectro da molécula [84].

A regido do infravermelho proximo (NIR — Near InfraRed) foi a primeira faixa do
infravermelho a ser descoberta. Foi no inicio do século XIX pelo cientista F. W. Herschel que
a denominou “raios calorificos”. Mesmo assim, acabou sendo esquecida por mais de um
século pelos pesquisadores devido ao grande sucesso que o MID apresentava naquela época
[118].

O NIR nao pode ser explicado pelas equagdes 1 e 2 acima. As regras de selegdo (ver
referéncia 119) indicam a impossibilidade de transi¢des com Av # 1 ou de haver combinagdes
entre freqliéncias. Porém, elas existem.

A medida que dois atomos (ou grupo de adtomos) se aproximam numa vibragdo, a
energia potencial muda devido as interacdes eletrostaticas, inserindo uma perturbagdo no
sistema. Esta perturbacdo ¢ melhor descrita utilizando-se o modelo anarmdnico para o

oscilador, cujas energias agora sdo dadas pela equacao 3:

E= (V+1/2 k/u —x v+l/2 k/u o
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As teorias, bem como fundamentos e aplicagdes, da espectroscopia NIR podem ser
melhor consultadas em textos disponiveis na literatura, como o livro do Levine [119] e o
artigo de revisdo de Pasquini [118], por exemplo.

Assim como no MID, as bandas de absor¢do no NIR também ocorrem com boa
regularidade e podem ser uteis a caracterizagdo de moléculas. Kaye realizou extensivo
trabalho de estudo espectral nesta regido do infravermelho, criando uma tabela de
caracterizagdo de bandas, indicando possiveis faixas onde vibragcdes podem ocorrer. As
principais sdo combinagdes e sobretons de vibragdo contendo o 4tomo de Hidrogénio, X — H,
onde X =C, N, O, S [120].

Atualmente, MID e NIR vém sendo bastante utilizadas em aplicagdes analiticas,
principalmente quando da utilizagdo conjunta com a Quimiometria. Determinagdes de
parametros em combustiveis [121], polimeros [122] e alimentos [123] sdo exemplos. Os

vinhos também sao foco de estudos com tais técnicas [124 — 126].

Inimeras outras variaveis tém sido analisadas e muitos estudos tém sido realizados
para a caracterizagdo dos vinhos além dos poucos indicados aqui. Espectroscopia UV-Visivel
[127], Ressonancia Magnética Nuclear [128], Espectroscopia de Massa por razdo Isotdpica

[129], Fluorescéncia de Raios — X [130] e HPLC [131] sdo outros exemplos.

1.7 Uma ldentidade para o Vinho

Todos estes parametros sdo uteis para a caracteriza¢do do vinho de uma determinada
regido, podendo fornecer informagdes sobre substancias presentes, € também suas
concentragdes, de maneira que indiquem a peculiaridade daquela regido vinicola. Fornecendo
assim, através da identidade quimica (marcadores de qualidade), uma identidade geografica
para o vinho.

A Lei 9.279 de 14/05/1996, a Lei da Propriedade Intelectual [132], regula direitos e
obrigagdes relativas a propriedade intelectual e também define os termos Indicagdo
Geografica (IG), Indicagdo de Procedéncia (IP) e Denominacao de Origem (DO). Sendo este
ultimo comum a vinhos europeus [4]. Segundo esta Lei, a Indicacdo Geografica ¢ tomada
como Indica¢do de Procedéncia ou Denominagdo de Origem, sendo IP “o nome geografico
(...) que se tenha tornado conhecido como centro de extragdo, produgdo ou fabricagdo de
determinado produto (...)” e DO, “o nome geografico (...) que designe produto ou servigo

cujas qualidades ou caracteristicas se devam exclusiva e essencialmente ao meio geografico,
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incluidos fatores naturais e humanos”. Ela também define os requisitos e condigdes
necessarias para a solicitacdo da Indicagdo Geografica de determinado produto (incluindo o
vinho).

No Brasil, a primeira regido a obter uma Indicagdo de Procedéncia foi o Vale dos
Vinhedos, no Rio Grande do Sul, em 2002. E esta ja se encontra em fase de desenvolvimento
para a qualificacdo a Denominagdo de Origem. Cinco outras regides também estdo com
projetos em desenvolvimento para a solicitagdo da IP, sendo que apenas uma nao ¢ do RS. A
VALEXPORT (Associacao de Produtores e Exportadores de Hortigranjeiros e Derivados do
Vale do Sao Francisco), em conjunto com a VINHOVASF (Instituto do Vinho do Vale do
Sao Francisco), estdo em busca da primeira IP para o Vale do Submédio Sao Francisco [133,
134]. Desta forma, hd uma grande necessidade de se caracterizar os vinhos elaborados nestas
regides, descrevendo-os quanto a sua composi¢ao quimica.

Quanto maior o interesse pela classificagdo e caracterizagdo de vinhos (ou de
quaisquer outros sistemas quimicos, fisicos, biologicos...), maior a quantidade de variaveis
que sdo obtidas neste processo. A medida que esta quantidade aumenta, maior ¢ a dificuldade
na andlise dos dados obtidos. Em muitas ocasides, a resposta desejada ¢ representada por uma
pequena fracao destes dados, porém elas estdo perdidas (ou inseridas) num verdadeiro mar de
informacdes. A obtencdo destes dados que sdo relevantes a conclusdo do trabalho pretendido

pode ser facilitada com auxilio de técnicas da Matematica e da Estatistica.

1.8 Estudo Quimiométrico

O ramo do conhecimento que permite a obten¢do de informacdes quimicas de um
sistema de natureza multivariada, utilizando-se de conhecimentos matematicos ¢ estatisticos €
a Quimiometria.

A Quimiometria ¢ a parte da Quimica que emprega estes métodos para planejar,
definir e selecionar condi¢des experimentais e obter, posteriormente, o maximo de
informagdes com a andlise dos dados obtidos. Ela possui técnicas que permitem encontrar,
dentro do mar de informagdes, aquelas que podem possuir maior variagdo nos resultados e
que, portanto, podem ser mais importantes para a realizagdo do trabalho de classificacao e
descrigao [135].

Quando se deseja avaliar se existe algum agrupamento natural nas informagdes
contidas no conjunto de dados, sem deter conhecimento preliminar sobre possiveis classes, a

analise de reconhecimento de padrdes ¢ de grande valia.
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Estas técnicas permitem a visualizagdo de graficos bi ou tridimensionais que somados
ao conhecimento do sistema em estudo, pode gerar entendimento e razdes quimicas para a
presenca (ou auséncia) de agrupamentos. Entretanto, um lado negativo desta andlise ¢ que a
ndo formagdo de grupos ndo ¢ confirmatéria da inexisténcia de agrupamentos naturais. Pode
ser, apenas, que o conjunto de medidas realizadas nao tem poder discriminante suficiente para
a observacdo dos grupos, sendo necessario mais estudos [136].

As ferramentas mais comuns de reconhecimento de padrdes sdo a Andlise de
Componentes Principais, do inglés Principal Components Analysis — PCA, e a Analise de
Agrupamento Hierarquico, Hierarchical Cluster Analysis — HCA.

A técnica quimiométrica denominada Analise de Componentes Principais realiza uma
rotagdo dos eixos originais (as variaveis estudadas) buscando novos eixos, as componentes
principais — PC’s, que apontam na direcdo de maior espalhamento (ou variagdao) dos dados
originais (figura 8). Essas componentes principais representam combinacgdes lineares dos

eixos (varidveis) de partida.
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Figura 8: Figura ilustrativa do funcionamento de uma PCA.

Tais eixos, PC’s, possuem algumas propriedades importantes na compreensao dos

resultados [136]:
i Cada componente principal € ortogonal as demais;

i O maior numero de PC’s que podem ser calculadas corresponde ao numero de

variaveis utilizadas, ou seja, p variaveis produzirdo p PC’s;
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il A primeira componente principal ¢ o eixo cuja direcdo descreve a maior variagdo dos
dados, i.e., possui a maior variancia. A segunda componente descreve a direcdo da
segunda maior variancia do sistema (figura 8) e assim por diante;

v Assim como cada ponto possui coordenada nas varidveis originais (figura 8, linhas
tracejadas azuis), também as possuem nas PC’s (linhas vermelhas). Estas ultimas sdo
denominadas “escores”;

v As PC’s sdo combinagdes lineares das varidveis originais. Os pesos, ou seja, a
importancia das varidveis em cada PC ¢ dada pelo co-seno do angulo formado entre a

variavel e a PC. Esses “pesos” sao denominados “loadings”.

Visto que as primeiras componentes principais contém a maior parte da variancia do
sistema, as ultimas, quase sempre, ndo sao uteis a resolucao do problema. Desta forma, os p—
eixos originais podem ser resumidos a uma quantidade inferior de PC’s. Diminuindo-se,
assim, a dimensionalidade do estudo. Desta forma, torna-se possivel a observagao de padroes,
caso existam, com a utilizagdo de graficos bi ou tridimensionais.

Para a realizacdo de tais procedimentos, a PCA se baseia em equacdo de autovalores e
autovetores (equacao 4) da matriz de dados pré-processada, M. Um pré-processamento pode
ser definido como alguma manipulagdo matematica dos dados iniciais para uma analise

primaria e ¢ usada para remogao de fontes irrelevantes de variacao (ruido) [136].

M-v=Al-v 4

Onde v = autovetor; A = autovalor e | = matriz identidade.

ApoOs a realizacdo da andlise, os autovalores, A, estdo relacionados a variancia do
sistema em estudo, ou seja, a quantidade de informacdo contida nos dados originais. Os
autovetores sdo os pesos que cada variavel possui nesta analise. Um algoritmo comumente
empregado para o calculo de PCA ¢ a decomposicao em valores singulares — SVD, acronimo

para Singular Value decomposition (equagdes 5.1 € 5.2) [137]:

X=USV'=TWV! (5.1)
T:X'V:lel +V2X2 + ... +Van (52)
Onde X = matriz de dados original; x; = elementos de X; US = matriz dos escores (T);

V = matriz dos pesos e v; = elementos de V (pesos de cada variavel x;).
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Uma outra técnica util a classificagdo de vinhos, ¢ complementar a andalise de
componentes principais, ¢ a Analise de Agrupamento Hierarquico (Hierarchical Cluster
Analysis — HCA).

HCA pode ser definido como o processo pelos quais os objetos podem ser
classificados em grupos baseados em propriedades objetivas ou subjetivas do proprio objeto.
Quanto mais proximos sao os valores obtidos para as variaveis de duas amostras distintas,
mais similares tais amostras serdo [138].

A similaridade, ou dissimilaridade, entre duas amostras ¢ comumente designada pela
medida da distancia entre elas no espago linear definido pelas varidveis medidas. Esta
similaridade é matematicamente definida por: Sk = [1 - (dw/dmax)], enquanto que a
dissimilaridade consiste em D = (dix / dmax), onde di = distancia entre os objetos (amostras) 1
e k e dmax, = distancia maxima entre qualquer par das amostras em estudo. Quando dix = Jmax. ,
Sik = 0 e Dk = 1. Ou seja, ndo ha similaridades (total dissimilaridade) entre as amostras 1 e k
[138].

Existem diversas maneiras de se calcular a distdncia entre os objetos, sendo que uma

formula geral para esta medida ¢ dada pela equagao 6:

(6)

Quando N = 2 tem-se a tdo conhecida distancia Euclidiana. Para N =1, tem-se a
distancia Manhattan (city Block), que possui a vantagem em relagdo a euclidiana de ser
menos influenciada por pontos anomalos (outlier), ja que a Manhattan ndo é quadratica [139].

ApoOs se determinar quais pontos possuem menor distdncia, maior semelhanga, estes
dois s3o unidos e formam um novo ponto. A ligagdo deste novo ponto a um terceiro mais
proximo pode ser realizada de varias formas, entre elas: (i) pelo centro de massa dos dois
pontos iniciais, conhecida como liga¢ao centroide; (ii) pelo ponto mais proximo ao terceiro,
ligacdo simples e (iii) pelo ponto mais distante, ligagao completa [139].

Quando se determina a distancia entre todas as amostras, obtém—se a matriz de
similaridade. Estes valores podem ser exibidos em um grafico bidimensional, conhecido como
dendograma.

Na literatura, encontram—se livros e artigos que podem ser consultados para melhor

compreensdo destas técnicas, inclusive com exemplos praticos voltados para a area de

Quimica [136, 138 — 143].
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Existem varios estudos que utilizam—se destas técnicas quimiométricas para
elucidacao de seus dados, tais quais os trabalhos de Alberghina et al (1991) com o6leos de
oliva Sicilianos [144], Diniz et al (2002) com baterias automotivas [145], Marchini et al
(2005) com méis produzidos no estado de Sao Paulo [146], entre varios outros.

Em relag¢do aos vinhos, estudos envolvendo Quimiometria sdo bem difundidos, como
os trabalhos de Heredia et al, (1997) com vinhos espanhois [147], Nogueira e Nascimento
(1999) com vinhos portugueses [148] e Brenna e Pagliarini (2001) com vinhos italianos [149]
sdo alguns exemplos. No Brasil, encontram—se apenas os trabalhos de Rizzon et al. (1999)
com vinhos tintos secos produzidos no Rio Grande do Sul [40] e Andrade et al (2007) com
vinhos comercializados em Recife [150].

Outra forma de se usar a quimiometria ¢ para a predigdo de valores de pardmetros que
sdo demorados e dificeis de se obterem pelos métodos tradicionais. Este objetivo ¢ alcancado
realizando-se uma calibra¢do de algum instrumento mais simples para os valores desejados.
Ou seja, construindo-se um modelo matemdtico que relacione a grandeza de saida do
instrumento com a grandeza alvo a ser predita [151].

Os modelos sdo equagdes matematicas na forma S = C-B, onde B ¢ a matriz dos
coeficientes do modelo de regressao, isto ¢, os valores que relacionam uma grandeza medida
como resposta S com uma outra desejada C (comumente a concentragdo). Dependendo da
forma de se calcular, obtém-se modelos classicos, S = C-B, ou inversos, C = S-B [136].

Estes também podem ser designados uni ou multivariados, de acordo com o numero de
constituintes de interesse. Pimentel et al publicaram recentemente dois artigos que discutem
estas calibracdes e podem ser consultados para melhor entendimento das diferencas entre
ambos [152, 153].

Nos modelos ditos cldssicos sdo necessarios os espectros (resposta comumente
utilizada) puros de cada substincia que se deseja conhecer sua (s) propriedade (s) e sdo
melhor aplicados a determinacdo de um unico analito medido com uma unica variavel [153].

Na pratica estes requisitos geralmente ndo sdo possiveis de serem satisfeitos,
necessitando da utilizagdo de modelos mais fortes, que ndo possuam tais restricdes, como 0s
modelos de calibragdo inversos. Neste modelo a concentragdo (propriedade de interesse mais
comum) ¢ a soma ponderada pelos pesos da regressdo, b, das respostas das vaiaveis e €
melhor aplicada a calibragdo multivariada [136].

Os coeficientes “b” sdo determinados pela equagio [154]: B = (S’S)'S’C, o que leva
problemas a alguns métodos inversos, como a Regressao Linear Multipla — MLR, que
necessita que o numero de amostras sejam superiores ao de variaveis. Duas técnicas que nao

tem tal restricdo sdo a Regressao por Componentes Principais — PCR (Principal Components
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Regression) e Regressdao por Minimos Quadrados Parciais — PLS (Partial Least Square).
Textos tutoriais encontram-se na literatura e descrevem algoritmos matematicos para
utiliza¢ao de ambos [137, 155].

Nos dois casos ha uma manipulagdo dos dados para a criagdo de fatores (combinacdes
das varidveis originais) que agora sdo usados para a determinagdo dos coeficientes de
regressao. Uma diferenga basica entre os dois esta na utilizagdo (pelo PLS) ou ndo (PCR) das
propriedades desejadas no célculo dos fatores. Desta forma, PCR ¢ algumas vezes tomada
como uma MLR aplicada aos escores da PCA [151],B = (T’ T)".T"-C.

Ap6s construcdo do modelo deve-se valida-lo para testar suas habilidades preditivas.
A forma mais comum ¢ a utilizagdo da validagdo cruzada [151], que consiste em retirar
amostras do conjunto de calibragdo e prevé-las com um modelo construido com as demais. E
um método pratico, além de ndo necessitar de mais amostras (fator custo da analise deve ser
levado em conta). Outros fatores também devem ser considerados na validacdo do método,
como numero de fatores usados ou pontos anomalos (outlier) [137].

Assim como todo processo de medicao possui erro, modelos PCR ou PLS também
deixardo residuos. Uma estimativa de tal erro ¢ fornecida pela raiz quadrada do erro médio
quadratico de calibragdo RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration).

Uma vez o modelo construido e validado, este ¢ aplicado a determina¢do de novas
amostras, com seu poder preditivo podendo ser indicado pela raiz quadrada do erro médio
quadratico de previsao — RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) e pelo coeficiente
de correlagdo, r, da reta obtida entre os valores preditos e verdadeiros.

Estes dois métodos sdo bastante aplicados com finalidades analiticas [156 — 158].
Determinagdes de pardmetros em vinhos utilizando-se estas regressdes também sio estudadas,
tais como a previsdo de caracteristicas sensoriais [159], compostos volateis [160], metais

[161] e parAmetros fisico-quimicos [162].

28



Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 2:

Objetivos

“Se vocé ndo sabe para onde esta indo, vai
acaba chegando em um lugar diferente”

(Yogi Berra)
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Caracterizar vinhos finos, tintos e brancos, comerciais e experimentais, elaborados na
regido do Vale do Submédio Sao Francisco (VSMSF) e vinhos tintos comerciais elaborados
no Rio Grande do Sul quanto aos seus teores de acidez titulavel total, densidade, extrato seco,
teor alcodlico, pH, teores de sodio, potdssio, amoénio e fosforo, e por seus espectros de
infravermelho.

Realizar estudo quimiométrico com as técnicas de Andlise por Componentes
Principais e de Agrupamento Hierdrquico visando a distingdo entre amostras de vinhos
comerciais e experimentais do VSMSF e vinhos comerciais elaborados por vinicolas do
estado do Rio Grande Sul.

Realizar avaliagdo preliminar sobre a aplicagdo de técnicas quimiométricas de
calibragdo multivariada, Regressdo por Componentes Principais (PCR) e Regressdo por
Minimos Quadrados Parciais (PLS), para previsdo, a partir dos espectros de absorcio
molecular na regido do infravermelho préoximo (NIR), de parametros fisicos e quimicos

estudados neste trabalho.

30



Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 3:

Materiais e Métodos

“A teoria sempre acaba, mais cedo ou mais
tarde, assassinada pela experiéncia”

(Albert Einstein)
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Os parametros fisicos e quimicos extrato seco total (Ext), densidade (den), acidez
titulavel total (Att) e teor alcoodlico (EtOH) foram analisados de acordo com os métodos
recomendados pela Association Official of Analytical Chemistry — AOAC [59]. Os
parametros pH, concentragdo de potassio (K) e concentracdo de sddio (Na) foram analisados
segundo os métodos oficiais da Organisation Internacionale de la Vigne et du Vin — OIV [58].
As concentracdes de fosforo — PO, [105] e amdnio — NH4" [106] foram determinados
segundo metodologias utilizadas para amostras de aguas, as quais foram adaptadas para
amostras de vinhos.

Os espectros de infravermelho (proximo ¢ médio) foram obtidos num aparelho Perkin
Elmer, modelo Espectrum GX, num ambiente termostatizado a temperatura de (20 = 2) °C.
Em ambeas as faixas estudadas obteve-se uma média de 16 espectros, com resolucao de 8 cm'l,
utilizando agua destilada como branco. Para o infravermelho préximo foi utilizado um
caminho 6tico de 1 mm e janela de quartzo, enquanto que para o médio utilizou-se janela de
KBr e sonda de Reflectancia Total Atenuada — ATR.

As concentragdes de sodio e potassio foram determinadas utilizando-se um fotdometro
de chama Digimed, modelo NK 2004, alimentado com mistura ar / butano.

Depois de abertas, as amostras foram conservadas sobre refrigeracdo, a uma
temperatura de 5 °C, até o termino das analises, as quais foram realizadas em até quatro dias
para concentragao de sodio e potassio, dois dias para as concentragdes de fosforo e amonio e
no mesmo dia para a obtencdo dos espectros de infravermelho e também pH, acidez,

densidade, teor alcoolico e extrato seco.

3.1 pH

Determinagdo direta, em triplicata, de uma pequena aliquota do vinho em pH-metro
NT2 com eletrodo de vidro previamente calibrado com solugdes tampodes de pH 7,00 e 4,00 a

20 °C.

3.2 Acidez Titulavel Total (Att)

Um volume de 30 mL da amostra de vinho foi transferida para erlenmeyer de 50 mL e
entdio o frasco com a amostra foi aquecido até iminéncia de ebuligdo da mesma,

permanecendo nesta condi¢do por cerca de 30 segundos para eliminar o CO,. Agitou-se ¢

resfriou-se rapidamente a amostra em banho de 4dgua.
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Aqueceu-se 200 mL de agua destilada até¢ ebulicdo em erlenmeyer de 500 mL.
Adicionou-se duas gotas de solucdo 0,5% de fenolftaleina e quantidade suficiente de NaHCO3
até aparecimento de coloracdo levemente rosea (para neutralizar a acidez natural da agua,
caso exista). Adicionou-se 5,00 mL do vinho pré-aquecido e titulou-se com solucdo
padronizada de NaOH 0,1 mol L™ em triplicata.

O valor da acidez titulavel total ¢ expresso em meq L (= mmol L") de H ¢ ¢

calculada pela igualdade de ntimero de moles ou mais simplificadamente pela féormula:

Att=c*Vy/ Vy; ou
Att=200*c*V, (7)
Onde ¢ = concentragdo da base, em mol L'l; Vp = volume da base, em mL

e V, = volume do vinho, em mL.

3.3 Densidade (den)

Meétodo da gravidade especifica.

Imergiu-se um picnometro de 50 mL em banho de 4gua a temperatura constante de
20 °C por 15 minutos. Apos retird-lo do banho, secou-se a vidraria, deixou-a em repouso por 5
minutos e determinou-se sua massa.

Preencheu-se o picnometro com agua destilada, deixando-o em banho de 4gua por 15
(quinze) minutos. Retirou-o do banho, secou-se a vidraria, deixou-a em repouso por 5 (cinco)
minutos e determinou-se sua massa.

Repetiu-se o procedimento adicionando-se a amostra de vinho no lugar da é4gua
destilada.

O valor da densidade ¢ expresso em g mL™ e é calculado, em duplicata, pela formula:

Den = d,*GE (8)
Onde d, = densidade da dgua e GE = Gravidade Especifica da amostra.

GE = (mp+y —myp) / (Mp+a — myp) (8)
mp+, = massa do picndmetro + massa do vinho;
m, = massa do picnometro;

mp+, = massa do picnometro + massa de agua.
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3.4 Teor Alcoolico (EtOH)

Meétodo da gravidade especifica.

Conectou-se a um sistema de destilagdo um baldo de fundo redondo de 250 mL
contendo 100 mL do vinho e 50 mL de agua destilada e destilou-se aproximadamente 100 mL
da mistura, transferindo-se o destilado para baldo volumétrico de 100 mL, aferindo-o com
agua destilada.

Imergiu-se um picnometro de 50 mL em banho de 4gua a temperatura constante de
20 °C por 15 minutos. Apos retird-lo do banho, secou-se a vidraria, deixou-a em repouso por 5
minutos e determinou-se sua massa.

Preencheu-se o picnometro com 4gua destilada, deixando-o em banho de 4gua por 15
(quinze) minutos. Retirou-o do banho, secou-se a vidraria, deixou-a em repouso por 5 (cinco)
minutos e determinou-se sua massa.

Repetiu-se o procedimento adicionando—se o destilado do vinho no lugar da 4gua
destilada.

O teor alcoodlico, determinado em duplicata, ¢ expresso em % v/v (°GL) e obtido por

comparac¢do da gravidade especifica numa tabela fornecida pelo método de referéncia [59].

3.5 Extrato Seco Total (Ext)

Adicionou-se 25 mL do vinho em cadinho de porcelana de massa previamente
determinada. Evaporou-se o vinho até consisténcia de xarope. Levou-se para estufa a
temperatura de aproximadamente 105 °C por 2 (duas) horas, aguardou-se atingir a
temperatura ambiente em dessecador e em seguida mediu-se a massa.

O valor do extrato seco, determinado em duplicata, é expresso em g L e calculado

através da formula:

Ext = (m¢e —m) / V; ou
EXt = 40*(mc+e - mc) (9)

Onde m¢+. = massa do cadinho + extrato; m. = massa do cadinho e V = volume da amostra.

3.6 Concentragdo de Sédio (Na)

. r . . _1 +
Foi construida uma curva analitica na faixa de 5,0 a 50,0 mg L™ em Na' e as amostras

foram diluidas a partir de 1 mL do vinho para um volume final de solucdo de 2 ou 3 mL,

34



dependendo da amostra, para adequarem-se a faixa de trabalho. A diluicdo das amostras e
padrdes foram realizadas com uma solu¢ao contendo 10,0 mL de alcool etilico absoluto;
700,0 mg de acido citrico; 300,0 mg de sacarose; 0,8 mL de glicerol; 348,0 mg de
hidrogenotartarato de potassio; 368,0 mg de tartarato de amonio; 13,0 mg de cloreto de célcio
e 13,0 mg de cloreto de magnésio para 1 (um) litro de solugdo.

A concentracao de sodio foi calculada através da curva analitica obtida e expressa em

mg L™, sendo a analise realizada em quintuplicata.
3.7 Concentracdo de Potassio (K)

Foi construida uma curva analitica na faixa de 5,0 a 100,0 mg L' em K" e as amostras
foram diluidas a partir de 1mL do vinho para 50mL de solug¢do para adequarem-se a faixa de
trabalho. A diluicdo das amostras e padrdes foram realizadas com uma solugdo contendo 10,0
mL de alcool etilico absoluto; 700,0 mg de acido citrico; 300,0 mg de sacarose; 0,8 mL de
glicerol; 368,0 mg de tartarato de amonio; 13,0 mg de cloreto de célcio; 13,0 mg de cloreto de
magnésio e 50,8 mg de cloreto de sodio para 1 (um) litro de solugdo.

A concentragdo de potassio foi calculada através da curva analitica obtida e expressa

em g L™, sendo a analise realizada em quintuplicata.
3.8 Fosforo livre (PO,%)

Utilizou-se um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) com detecgdo
espectrofotométrica em 880 nm que se baseia na reacdo do azul de molibdénio. A faixa de
trabalho foi de 0,50 a 10,0 mg L' em fosforo (conforme apéndice A) e 1 mL das amostras foi
diluido para 50 mL de solugdo com agua destilada para adequarem-se a esta faixa.

A concentragdo de fosforo, determinada em quintuplicata, foi calculada através da

curva analitica obtida e expressa em mg L™
3.9 Amonio residual (NH,")

Utilizou-se um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo
espectrofotométrica em 697 nm que se baseia na reagdo do azul de indofenol. A faixa de
trabalho foi de 0,50 a 50,0 mg L' em NH4™ (conforme apéndice B) e 1 mL das amostras foi
diluido para volume final de solucdo de 2 ou 3 mL com &4gua destilada, dependendo da

amostra, para adequarem-se a esta faixa.
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A concentragdo de amonio, determinada em quintuplicata, foi calculada através da

curva analitica obtida e expressa em mg L™

3.10 Andlise Quimiométrica

As técnicas de Analise de Agrupamento Hierarquica — HCA e Analise de
Componentes Principais — PCA foram realizadas utilizando-se o software STATISTICA®.

Para a Regressdao por Minimos Quadrados Parciais — PLS e Regressao por Componentes

Principais — PCR utilizou-se o software Unscrambler.
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Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 4:

Resultados e Discussao

“Nenhum homem realmente produtivo pensa
como se estivesse escrevendo uma dissertacao”.

(Albert Einstein)
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Para melhor organizacdo dos resultados obtidos, este capitulo serd dividido em trés

partes:
(1) Caracterizagdo analitica dos vinhos;
(2) Disting¢ao das amostras e

(3) Predicao de valores.

4.1 Caracterizacdo analitica dos vinhos

4.1.1 Parametros Classicos

Os resultados das analises quimicas para as amostras em todos os parametros estao
mostrados nas tabelas C1 até C6 no apéndice C.
Na tabela 4 apresenta-se o esquema de cores utilizado para a diferenciag@o das regides

de origem das amostras de vinhos analisadas.

Tabela 4: Significado da codificacdo em cores das amostras de vinhos analisados.

Cor utilizada Sigla Origem do vinho
Azul ET  Vale do Sao Francisco (Experimentais Tintos)
Preto VSF Vale do Sao Francisco (comerciais)
Verde EB  Vale do Sao Francisco (Experimentais Brancos)
Vermelho RS Rio Grande do Sul (comerciais)

Para os vinhos comerciais, as divisdes de acordo com as vinicolas de elaboragdo das

amostras estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5: Divisdo por vinicolas das amostras de vinhos comerciais analisadas.

VSF RS
Vinicola Amostras Vinicola Amostras
A VSF1 a VSF16 X RS1 e RS2
B VSF17 a VSF20 Y RS3 e RS4
C VSF21 a VSF23 V4 RS5 e RS6
D VSF24 a VSF29 W RS7 e RS8
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Para todas 62 amostras analisadas, algumas caracteristicas estdo indicadas na tabela 6.

Tabela 6: Tipo de vinho, origem, codigo, tipo de uva e safra das amostras analisadas.

Tipo |Origem|Amostra Uva Safra| Amostra Uva Safra
EBI Sauvignon Blanc |2007 | EB6
EB2 2007 | EB7
Branco| EB EB3 Viognier 2006| EBS8 Chenin Blanc 2006
EB4 2006| EB9
EBS5 Chenin Blanc 2006| EBI10
ET1 Barbera 2006 ET9
ET2 Periquita 2006| ETI10 2007
ET3 Petit Verdot 2007 | ETI1
ET4 Castelao 2006 | ETI12 Tempranillo
ET
ET5 2006| ET13
Deckrot 2006
ET6 2007| ET14
ET7 ET15
Alfrocheiro 2006
ETS8
VSF1 VSF15
Petit Syrah 2005
VSF2 VSF16
VSF3 VSF17
Cabernet Sauvignon | 2005 Corte 2005
VSF4 VSF18
VSF5 VSF19
Corte (reserva) 2005
Tintos VSF6 VSF20
VSFE7 VSF21 Syrah 2005
VSF | VSF8 2003 | VSF22
Cabernet Sauvignon + Syrah | 2003
VSF9 VSF23
VSF10 VSF24
Tannat Syrah 2005
VSF11 VSF25
VSF12 2005 | VSF26
Cabernet Sauvignon 2005
VSF13 VSF27
VSF14 VSF28
Cabernet Sauvignon + Syrah | 2004
VSF29
RS1 RS5
Cabernet Sauvignon 2004
RS2 RS6
RS Cabernet Sauvignon | 2005
RS3 RS7
Cabernet (Sauvignon + Franc) | 2006
RS4 RS8

Nota: corte = mistura de dois ou mais vinhos.
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Os valores médios obtidos e seus coeficientes de variagdo (CV) para o pH, acidez
(Att), densidade (den), extrato seco (Ext), teor alcodlico (EtOH) e concentracdes de sddio
(Na™"), potassio (K", fosforo (PO,>") e amédnio (NH,") para as quatro subdivisdes da origem do

vinho estao indicados na tabela 7 abaixo.

Tabela 7: Valores médios e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros analisados nos
vinhos das regides em estudo.
VSF ET EB RS
Média CV(%) Média CV(%) Média CV(%) Média CV(%)
pH 3,74 4 3,93 7 3,73 13 3,55 2
Att (meq L") | 75,7 19 75,2 22 57,4 29 85,2 9
den(gmL™) | 0,996 0,09 0,99 0,2 0,990 0,2 0,995 0,1
EtOH (%v/v) | 11,3 10 12,3 17 12,0 12 12,5 8
Ext (gL™") 22,9 8 21,8 27 14,2 34 22,8 14
Na“(mgL") | 46,0 53 16,0 21 34,3 26 16,9 33
K (gL 2,27 24 1,35 32 0,78 45 0,69 21
PO, (mgL™") | 250 14 148 62 88 58 136 12
NH; (mg L") | 28,8 32 18,6 73 2,2 79 9,9 22

Nota: VSF — Vale do Submédio Sido Francisco, comerciais; ET — Vale do Submédio Sdo Francisco,
experimentais tintos; EB — Vale do Submédio Sao Francisco, experimentais brancos ¢ RS — Rio Grande do Sul,

comerciais.

Observa-se pela tabela 7 que, em relagdo ao pH, os maiores valores sdo encontrados
para os vinhos elaborados na regido do Vale do Sao Francisco (comerciais e experimentais),
como esperado, j& que esta regido ¢ mais ensolarada e tende a fornecer (dentre outras
caracteristicas) vinhos com menor acidez e, conseqiientemente, maior pH [16]. Porém,
apresentam-se acima dos valores mais comuns para regides temperadas, que sdo entre 2,7 e
3,7 [163]. Para os vinhos do VSF, este parametro pode indicar também que estes devem ser
consumidos rapidamente, evitando-se, assim, possivel ataque microbiano que leva a
degradagdo dos mesmos [164]. Individualmente, observa-se grande variacdo principalmente
nos vinhos experimentais, como, por exemplo, as amostras de vinhos da uva Chenin Blanc,
EB6 x EB7 ou Viognier, EB2 x EB4 (ver tabela C1 no apéndice C).

Para as uvas Cabernet Sauvignon e Tannat — VSF1 a VSF14, observam-se que os

vinhos comerciais do Vale apresentam valores de pH compativeis com os valores obtidos na
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literatura. Sendo os vinhos destas uvas conhecidos por possuirem pH mais elevado [164 —
166]. Numa comparagao geral, observam-se valores de pH, para os vinhos do VSMSF, muito
superiores aos vinhos portugueses [148] e espanhodis [49]. Sendo estes Ultimos valores
compativeis, em relacdo aos do RS aqui analisados.

Quanto a acidez nota-se que os vinhos brancos apresentaram valores muito baixos
(tabela C1), diferentemente do que se esperaria, pois os maiores valores de acidez conferem
melhor sabor a estes vinhos [16, 167]. Grande diferenca no clima do Vale em relacdo as
tradicionais regidoes produtoras (semi-arido e temperado, respectivamente), a €poca do ano
para a vindima (colheita) e ponto da vindima podem ser provaveis explicacdes para tais
diferencas. Deve-se ressaltar a presenca de borra e turvacdo no momento da abertura destas
amostras para a analise, sendo também uma possivel explicacdo para as diferengas de sua
acidez em relagdo aos valores observados na literatura para vinhos brancos.

Quando comparados as recomendacdes da legislagdo brasileira, principalmente os
vinhos brancos (tabelas C1, C2 e C3 no apéndice C), apresentam-se abaixo do limite inferior
estabelecido, que é de 55 meq L. Valores estes muito superiores aos europeus, tanto para
tintos quanto para brancos [49, 148]. A acidez dos vinhos comerciais Cabernet Sauvignon e
Tannat sdo equivalentes quando comparados com a literatura nacional [164, 165].

Outra informagao que pode ser obtida quando se verificam os dados de pH e acidez
somente do VSMSF (tabela C2) ¢ que os vinhos de uma vinicola “A” (VSF1 a VSF16)
apresentam os maiores € menores valores destes parametros. Tal diferenca nestes parametros
pode ser justificada pela presenga da uva Syrah em outros vinhos comerciais das demais
vinicolas do VSMSF estudadas — B, C e D.

A densidade do vinho ¢ dependente da evolug¢ao da fermentagdo e, conseqiientemente,
da concentragdo residual de acucares e do teor alcodlico. Devido a propria natureza do
processo e constituicdo quimica — presenga das partes solidas das uvas e conseqiiente presenca
de antocianinas, taninos e substancias polifendlicas nos tintos — [168], os vinhos brancos
apresentam os menores valores de densidade. Todos estes valores sdo condizentes com os
encontrados na literatura [49, 164 - 166].

Em relacdo a graduacdo alcodlica, apenas quatro amostras — EB1, ET3, ET4 e ET8 —
ndo se enquadram nas recomendacdes da legislacdo nacional (8,6 a 14,0%), apresentando
valores pouco acima do limite superior (tabela C1). Mesmo estando dentro das especificagdes
legais, cerca de 62% das amostras (18 garrafas) do VSF apresentaram valores abaixo do
indicado pelo respectivo rotulo. Quando comparados aos vinhos espanhoéis [49], observa-se
que os vinhos comerciais do VSF apresentam menores teores alcoolicos, porém, ainda

superior aos valores reportados na literatura para vinhos do Rio Grande do Sul [164, 165].
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O teor de extrato seco nos vinhos brancos foi o menor dos analisados. Os valores para
vinhos tintos (maiores que os brancos devido a presenga de maior quantidade de compostos
ndo volateis, como taninos, antocianinas, entre outras) foram muito proéximos entre si. Os
valores médios aqui determinados foram equivalentes aos da literatura (20 — 25 g L™ para
tintos ¢ 16 — 18 g L' para brancos) [40, 49, 68, 164].

Quanto a composi¢cdo mineral aqui estudada, as concentragdes de s6dio em algumas
poucas amostras de vinhos comerciais do VSMSF foram superiores ao valor 79 mg L™ (limite
superior tedrico segundo a legislacdo nacional). Conforme era de se esperar, os vinhos
brancos apresentaram altos valores, possivelmente, devido a utilizacdo de produtos enologicos
em sua elaboracao (Na,SOs, por exemplo). Os maiores valores médios encontrados foram
para vinhos comerciais do VSMSF. Porém, como pode ser visto na tabela C6 (ver apéndice),
este valor foi impulsionado pelas amostras VSF17 a VSF20, VSF24 a VSF29. Estes valores
elevados podem ser causados por métodos enologicos diferenciados por suas vinicolas ou
mesmo por questdes do tipo de solo onde as uvas foram plantadas, ja que estas se encontram
em cidades diferentes dos demais (figura 2, pagina 5). Na literatura encontram-se valores
bastante variados, indo desde 2 a 4 mg L™ de sodio para vinhos tintos gatichos [164, 165, 169]
até superiores a 25 mg L de sédio em tintos mineiros [65]. Sendo que os vinhos brancos
estdo sempre em concentragdes superiores aos tintos [65, 79].

Para as concentragdes de potassio observa-se grande diferenga entre os valores
encontrados nos vinhos tintos analisados. Os vinhos provenientes do VSF possuem valores
superiores também aos da literatura consultada [65, 79, 164, 165, 169]. Tal fato pode ser
atribuido a algum método enoldgico especifico destas vinicolas, tal como um processo muito
prolongado de maceragado / extracdo do mosto ou por questdes inerentes ao solo, como origem
natural do potassio nas rochas ou adubacdo excessiva € / ou remanescente no solo onde
anteriormente eram cultivadas uvas de mesa.

Da mesma forma que para o potassio, a concentragao de fésforo nos vinhos do VSF
sdo as mais elevadas, enquanto que as concentragdes em vinhos brancos sdo as menores.
Corroborando a justificativa dada acima de alta intensidade / tempo prolongado de maceragao
quando da vinificagdo ou devida as questdes do solo, como origem natural ou adubagdo
excessiva e/ ou remanescente no mesmo. Os vinhos do RS foram aqueles com valores mais
préximos aos encontrados na literatura, que variou de 62 a 107 mg L™ para fosforo total [164,
165, 169].

Nao se obteve valores na literatura para as concentragdes de amoénio, sendo apenas
expressas as concentracdes de nitrogénio total [164, 165, 170]. Entretanto, segundo Curvelo-

Garcia [111], os valores de amonio devem estar em torno de 20 mg L dependendo da agao
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microbiana e do tipo do vinho. As concentra¢des de amonio estdo em torno de 10% dos teores
de nitrogénio total, de acordo com algumas referéncias [164, 165, 169]. Neste trabalho,
vinhos brancos apresentaram os menores teores e, em alguns casos, a concentracdo estava
abaixo do limite de detec¢ao do método enquanto que para vinhos tintos comerciais do Vale
do Sao Francisco foram encontrados os maiores teores.

Ainda de acordo com a tabela 7, verifica-se que os vinhos comerciais elaborados no
Rio Grande do Sul (RS) apresentam os menores valores de coeficientes de variacdo (CV) para
a maioria dos parametros. O menor nimero de amostras desta regido analisada pode ser uma
justificativa para tal ocorréncia. Porém, isto pode também ser um indicador de maior
similaridade entre as amostras desta regido produtora e, possivelmente também, de maior

controle enologico e de qualidade na elaboracdo de seus vinhos.

4.1.2 Espectros de Infravermelho

Todas as atribuicdes aqui realizadas sdo baseadas nos livros do Dyer [112] e
Silverstein [115] para a regido do infravermelho médio e em tabelas expostas nos trabalhos de

Kaye [120] e Cozzolino [171] para a regido do infravermelho proximo.

4.1.2.1 Infravermelho Médio — MID

Os espectros tipicos de absorbancia no infravermelho médio obtidos para cada regido
vinicola estudada estdo indicados nas figuras 9 (comerciais do RS e VSMSF) e 10
(experimentais do VSMSF — Brancos e Tintos).

Nestes graficos percebem-se valores negativos de absor¢ao em duas regides. Acima de
3000 cm™ e entre 1600 ¢ 1650 cm™. Isto devido 4 utilizagdo de 4gua como branco da anlise,
pois esta regido ¢ comum as vibracdes de deformacao axial e angular, respectivamente, do
grupo O-H. Podendo acarretar erros na interpretagdo deste grupo funcional. Estas faixas

podem interferir também na determinacdo de grupos N-H.
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Figura 9: Espectros de absorbancia no MID dos vinhos tintos comerciais elaborados no RS e VSMSF.
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Figura 10: Espectros de absorbancia no MID dos vinhos brancos e tintos experimentais elaborados no

VSMSEF.

Nos espectros apresentados nas figuras 9 e 10, observam-se alguns picos que podem
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ser atribuidos a alguma vibragcdo fundamental de moléculas organicas. A tabela 8 abaixo
indica estas possiveis atribuigdes. Verificando-se também que a regido do espectro abaixo de
1000 cm™ apresenta grande dispersdo e ndo prové informagdo nestes graficos sobre grupos
comuns a todas as amostras. O que era de se esperar, pois esta ¢ a regido de “impressao
digital” do espectro e podera ser util na distingdo das amostras na analise quimiométrica por

componentes principais.

Tabela 8: Vibracdes atribuidas aos picos dos espectros MID*.

v(cm™) Intensidade Atribuigao
2980 fraca C-H
2900 fraca C-H
1710 ~ 1750 fraca C=0
1550 ~ 1450 fraca C=C
1080 Média cC-0
1045 Forte C-0,C-N
880 Média C-H,C-N,C-0

* segundo referéncias [112, 115].

Defini¢des exatas de quais grupos funcionais estdo presentes ¢ dificultada pela grande
mistura de compostos existentes no vinho. Portanto, a vibragao correspondente a carbonila,
C = O, pode ser tanto de acido, quanto cetona, aldeido ou outro composto que a possua.
Fazendo-se necessaria a utilizagdo de outras técnicas analiticas — tais como GC, GC-MS,
HPLC, RMN... — quando se deseja conhecer a composi¢do dos mesmos.

Sabe-se presenca abundante de compostos aromdticos no vinho, esta informacgao
também ¢ indicada pela presenga do grupo C=C. Porém, a auséncia do pico caracteristico de
C-H aromatico acima de 3000 cm™ pode ser justificada tanto pela depressdo causada pela
banda de O—H (suprimida no branco da analise) quanto pelas substitui¢des do anel que podem
deslocar sua freqiiéncia para valores menores. Desta forma, o pico a 2980 cm™ pode ser

referente a vibragdo C-H [112, 115].

4.1.2.2NIR

Os espectros tipicos de absorbancia no infravermelho préximo obtidos para cada
regido vinicola estudada estdo indicados nas figuras 11 (comerciais do RS e VSMSF), 12

(experimentais do VSMSF — Brancos) e 13 (experimentais do VSMSF — Tintos).
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Figura 11: Espectros de absorbancia no NIR dos vinhos tintos comerciais elaborados no RS e

VSMSF.

Realizando um exame visual rapido nos dois espectros da figura 11, observa-se a
existéncia de amostras que se apresentam com caracteristicas um pouco diferenciada das
demais de seu grupo. O vinho RS2 apresenta um pico proximo a 2050 nm, enquanto que a
amostra VSF25 possui uma banda de absor¢do intensa em cerca de 1950 nm. Esta faixa ¢
caracteristica de O—H de 4gua, alcoois e fendis e também de C—H de aldeido e S—H. E mais
provavel atribuir tais picos ao aldeido, por ter sido utilizada agua como branco na analise e a

auséncia de pico S—H na faixa de 2600 a 2550 cm™, no MID.
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Figura 12: Espectros de absorbancia no NIR dos vinhos brancos experimentais elaborados no

VSMSEF.

Também se observa este pico diferenciado (1950 nm) em algumas amostras tintas
experimentais. Outras amostras apresentaram-se muito mais andmalas, tanto para vinhos
branco como para os tintos, indicando possivel erro na obtencao de tais espectros (EB2, ET6 ¢

ET12, por exemplo).
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Figura 13: Espectros de absorbancia no NIR dos vinhos tintos

VSMSF.

Comparando-se os espectros de vinhos tintos e brancos, nota-se um pico comum aos

brancos na faixa de 2050 nm. Pico este também presente na amostra RS2, do Rio Grande do

Sul, sugerindo possivel corte deste com um vinho branco.

Algumas atribui¢des podem ser realizadas para os picos observados nos espectros

NIR. A tabela 9 mostra estas atribuigoes.

Tabela 9: Vibragdes atribuidas aos picos dos espectros NIR*.

A (nm) | Intensidade | Atribuic¢do
1450 Média N-H
1600 Fraca C-H
1720 Fraca C-H
1950 Média C-H
2050 Média C-H
2250 Forte Cc=cC
2300 Forte C-H

*segundo referéncias [120, 171].

experimentais elaborados no
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4.2 Distin¢é@o das amostras utilizando Quimiometria

4.2.1 Analise por Componentes Principais

4.2.1.1 Parametros fisicos e quimicos

Devida a ampla variacdo dos valores dos parametros analisados, recorreu-se a um
autoescalonamento dos dados como pré-tratamento das variaveis.

A variancia que coube a cada componente da PCA esta indicada na tabela 10 abaixo.
Observa-se que as trés componentes principais iniciais contém mais de 76% da informacao

original, obtendo-se, desta forma, uma boa reducdao da multidimensionalidade do estudo.

Tabela 10: Variancia atribuida as cinco primeiras componentes principais da PCA realizada

com os dados fisico-quimicos.

Componente | % Variancia | % variancia acumulada
PC1 43,53 43,53
PC2 17,75 61,28
PC3 15,29 76,57
PC4 9,06 85,63
PC5 5,33 90,96

Na figura 14 indica-se a importancia e dire¢do de cada variavel estudada (grafico de
pesos) para as duas primeiras componentes, através do grafico de PC1 x PC2. Nela também
estdo indicadas as equagdes que descrevem PC1 e PC2 em fungdo destas variaveis.

As varidveis que representam a primeira componente principal sdo os parametros
fosforo, densidade, amoénio, extrato seco e potassio. Logo, as amostras que apresentarem
maiores teores destes, ou seja, vinhos mais densos, estardo localizados a esquerda da PC1 no
gréafico de escores devido aos sinais negativos nos pesos de cada um.

A segunda componente, PC2, ¢ dominada pelas varidveis pH (principalmente) e, em
menor propor¢do, por acidez, teor alcoodlico e concentracdo de sddio. No grafico de escores,
vinhos que possuirem maiores teores de pH e teor alcodlico e baixos teores de acidez e de
sodio, estardo localizados na parte superior do eixo y — PC2(+).

Vinhos que possuirem elevados teores de pH (ndo considerando o fator SO,, utilizado
como conservante) e baixos teores de alcool poderdo estar susceptiveis a ataque microbiano.

Para verificar se hd alguma amostra nestas condigdes, € necessaria a avaliacdo de demais
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componentes principais obtidas.

PC1=-0,463 PO, — 0,444 den — 0,412 NH, — 0,411 Ext— 0,411 K.
PC2 = 0,634 pH — 0,474Att + 0,428 EtOH — 0,338 Na".
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Figura 14: Grafico de pesos de PC1 x PC2 e suas respectivas equagdes em

func¢ao das variaveis estudadas.

A figura 15 indica a importancia de cada variavel estudada para a terceira componente,
através do grafico de PC1 x PC3. Nela também estdo indicadas as equacgdes que descrevem
PC1 e PC3.

A terceira componente indica que vinhos com maiores teores de sodio e potdssio
estardo na parte superior do grafico de escores — PC3(+) — e aqueles que possuirem maiores
teores de alcool, acidez e extrato serdo apresentados na parte inferior do mesmo — PC3(-).
Nesta componente houve uma inversao de sinal na contribui¢do do teor alcodlico, mantendo-
se as posi¢des para pH e acidez, em comparacdo ao grafico PC1 x PC2, na figura 14. O que
pode contribuir para o discernimento entre as amostras com elevado pH (possivelmente

susceptiveis a ataque microbiano) daquelas com maior graduagao alcoolica.
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PC1=-0,463 PO, — 0,444 den — 0,412 NH, — 0,411 Ext— 0,411 K.
PC3 =-0,479 EtOH + 0,429 Na" — 0,426 Att — 0,363 Ext + 0,352 K.
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Figura 15: Grafico de pesos de PC1 x PC3 e suas respectivas equagdes em

fun¢ao das variaveis estudadas.

Visualizando-se o grafico de escores de PC1 x PC2, figura 16, podem-se visualizar
dois grandes grupos, de acordo com sua localizagcdo em PCl.

O primeiro grupo ¢ constituido por amostras codificadas em preto e por algumas
amostras em azul (ET2, ET3, ET4 e ET6). Tais amostras podem ser caracterizadas por
possuirem, segundo a interpretagdo dos pesos das varidveis, como aquelas com maiores teores
de potassio, extrato seco, fésforo, amonio e densidade.

O segundo grupo ¢ formado por amostras codificadas em verde, azul, e vermelho,
caracterizadas por possuirem menores valores destes pardmetros.

Com tais informagdes, e com o significado da codifica¢do de cores utilizada (indicada
na tabela 4, pagina 38), pode-se inferir que houve uma tendéncia de separacdo das amostras
analisadas.

Os vinhos comerciais do VSMSF, segundo estas andlises, sdo mais densos que os
vinhos experimentais elaborados no VSMSF e os comerciais elaborados no Rio Grande do
Sul. Apesar da pequena quantidade de amostras proveniente do sul do Brasil (oito garrafas)
quando comparadas aos demais estudados (25 experimentais e 29 comerciais do VSMSF), tal
afirmagao continuara sendo feita devido a formacao de um sub-grupo com estes vinhos. Ou

seja, devido a grande similaridade destes vinhos entre si.
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Preto = VSMSF - comerciais; Azul = VSMSF Experimentais — Tintos; Verde = VSMSF

Experimentais — Brancos; Vermelho = RS — comerciais.

Figura 16: Gréfico de escores de PC1 x PC2.

Uma visualizacao nas tabelas C2 e C6 confirmam as maiores densidades ¢ extrato seco
para os vinhos do Vale, bem como altas concentragdes de amonio, fosforo e potéssio. Ja as
tabelas C1 e C5 explicam a presenca das amostras ET2, ET4 e ET6 proxima ao grupo de
vinhos comerciais do VSF. Estes trés vinhos possuem os teores dos pardmetros analisados
muito mais proximos aos vinhos comerciais do Vale do que com os outros experimentais
elaborados na mesma regido. Como foi analisada apenas uma unica amostra de tais vinhos,
ndo se pode afirmar com certeza, mas atribui-se tal evento as caracteristicas proprias das uvas
Castelao, Periquita e também da Deckrot.

Com o resultado da PCA também se sugere que os vinhos brancos possuem menores
densidade, extrato seco e, ao contrario do que se poderia esperar, acidez. Justificando a
distancia do grupo em relagdo aos demais analisados.

As informagdes contidas em PC3, mostradas no grafico de PC1 x PC3 (figura 17),
mostram que os vinhos provenientes do RS sdo aqueles com maior teor alcoodlico, maior
acidez e de baixo teor salino (Na" e K). Observando-se que os vinhos tintos experimentais

apresentam-se com caracteristicas mais proximas a estas, podendo indicar similaridades no
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processo enologico.
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Preto = VSMSF - comerciais; Azul = VSMSF Experimentais — Tintos; Verde = VSMSF

Experimentais — Brancos; Vermelho = RS — comerciais.

Figura 17: Gréfico de escores de PC1 x PC3.

Comparando-se os graficos das figuras 16 e 17, percebeu-se que algumas amostras que
se encontravam na parte superior do eixo y (PC2 +) na figura 16 foram deslocadas para o
canto inferior no eixo y em PC3 (—) no grafico da figura 17, mais especificamente, ET2, ET3,
ET4, ETS8, ET15, sugerindo que estas sdo caracterizadas por apresentarem maior teor
alcodlico e menor pH. Isto pode ser verificado na tabela C1 (anexo). Ja outras (EB3, EB4,
EB6, ET7, ET14, VSF1, VSF3 e VSF4) ndo variaram as posicoes, indicando seus altos
valores de pH e, conseqiiente, riscos de degradacao (instabilidade quimica).

Uma outra informacdo pertinente ao estudo ¢ que vinhos comerciais podem ser
mistura de castas, safras, etc. Devendo possuir um minimo de 70% de uma variedade “V”
para ser denominado “vinho V”. Além do mais, eles sdo filtrados a fim de se eliminar alguns
compostos indesejaveis (como borras e particulas em suspensao), perdendo-se também alguns
benéficos — perdendo um pouco de “qualidade”. Ja os vinhos experimentais sdo elaborados
com 100% de uma variedade e ndo sdo filtrados, para que se possa avaliar o potencial

enoldgico das diferentes cultivares. Portanto, uma analise comparativa apenas entre vinhos
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comerciais se faz necessaria para avaliar diferencas de regides (Vale do Sao Francisco contra
Rio Grande do Sul) bem como entre vinhos somente do Vale, experimentais versus
comerciais.

A figura 18 mostra o grafico de pesos de PC1 x PC2 para a andlise de componentes
principais realizada somente com os vinhos comerciais. Nela observa-se que houve variacao
na importancia das variaveis nas componentes principais quando comparadas ao grafico de

pesos de PC1 x PC2 para todas as amostras (ver figura 14).

PCl =-10,481 K — 0,413 pH - 0,413 PO, — 0,358 NH4" + 0,282 EtOH.
PC2=0,650 Na" — 0,413 den — 0,404 Ext.
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Figura 18: Gréfico de pesos de PC1 x PC2 e suas respectivas equagdes em

funcdo das variaveis estudadas para os vinhos comerciais.

Teor alcoodlico, pH, concentragdo de fosforo, amoénio e potdssio sdo os mais
importantes em PCIl, enquanto que densidade, extrato seco e concentracdo de sddio
caracterizam PC2. Devido a esta distribui¢do das varidveis, possiveis diferencas quanto a
regido de elaboragdo poderao ser visualizadas em PC1.

O grafico de escores de PC1 x PC2, que possui mais de 58 % da informacgao, esta
indicado na figura 19. Nela percebe-se que a tendéncia de separacdo entre os vinhos
comerciais elaborados no Vale do Sao Francisco e no Rio Grande do Sul permanece, sendo os
vinhos gauchos caracterizados por maior teor alcoodlico e, em menor propor¢do, acidez e

também por baixo teor salino (Na", K*, PO,>, NH,"), sugerindo a grande importancia do
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clima e do solo nas caracteristicas de um vinho.
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Figura 19: Gréfico de escores de PC1 x PC2 para os vinhos comerciais analisados.

A analise de componentes principais de vinhos elaborados apenas na regido do Vale,
experimentais e comerciais, fornece o grafico de pesos mostrado na figura 20.

Comparando-se as equagdes obtidas com as fornecidas na figura 14 para PC1 e PC2
observa-se que, com exce¢do de pequenas variagdes em valores numéricos, nao ha diferencas
na importancia das variaveis na distincdo das amostras quando ¢ realizada a PCA com todos
os vinhos ou somente com os vinhos elaborados na regido do Vale do Submédio Sao
Francisco.

Vinhos mais densos, com maiores teores de densidade e extrato seco, € com maiores
concentragdes de fosforo, potassio e amodnio estardo a esquerda — PCI(—) — do gréfico,
enquanto que vinhos que se caracterizem por maiores valores de pH e teor alcodlico e
menores valores de concentragdo de sddio e acidez estardo localizados no lado superior do

eixo PC2.
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Figura 20: Grafico de pesos de PC1 x PC2 e suas respectivas equagdes em

fun¢do das variaveis estudadas para os vinhos elaborados no VSMSF.

O resultado desta analise, em termos do grafico de escores de PC1 x PC2, que possui
cerca de 65% da informacao, esta mostrado na figura 21.

Nesta figura continua a tendéncia de separacdo entre vinhos comerciais e
experimentais a qual foi observada na PCA para todas as amostras analisadas. Onde os vinhos
comerciais possuem os maiores teores de densidade e extrato seco, € com maiores
concentragdes de fosforo, potdssio e amonio.

Observa-se também que algumas amostras tintas experimentais — ET2 a ET6 —
possuem caracteristicas que as enquadram melhor proximas aos vinhos comerciais, como
pode ser visualizado nas tabelas C1 e C5, com seus maiores valores de densidade, extrato,

fosforo e amonio, por exemplo, quando comparadas aos demais vinhos experimentais.
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Figura 21: Grafico de escores de PC1 x PC2 para os vinhos elaborados no VSMSF.

4.2.1.2 Espectros Infravermelhos.

A andlise de componentes principais também foi realizada com os espectros de
infravermelho, onde o pré-processamento realizado foi centrar na média. Na figura 22 e 23
estdo indicados os pesos na regido NIR e MID, respectivamente.

Pela figura 22 pouca ou nenhuma informacao util da regido NIR pode ser adquirida
antes de 1350 nm. Observa-se também que a PCl (contendo 77,3% da informacao) ¢
dominada prioritariamente pela faixa de 1870 a 2000 nm. Atribuida as vibragdes de O—H e S—
H. A PC2 (contendo 8,7% da informacao), além de possuir sinal contrario nesta mesma faixa,
domina o restante do espectro. As principais influéncias destas componentes estdo em 1450
nm (N-H), 1550 nm (C-H), 2100 ~ 2150 nm (O—H ou C-H aldeido) e 2250 ~ 2300 nm (C-H

alcanos e aromaticos).
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Figura 23: Gréficos de pesos para a PCA na regiao MID.

Na figura 23, ndo ha informagio til na faixa de 2800 a 1800 cm™ e, a excegdo da

regiio abaixo de 800 cm”, PCI1 (contendo 61,7% da varidncia) e PC2 (16,6%) tem

informacao nas mesmas faixas de nimero de onda. Sendo as principais a banda centrada em
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cerca de 3250 cm™', comumente atribuida & vibragdo de deformagdo axial de O—H (ausente
nos espectros MID das figuras 9 e 10 por ter sido utilizada 4gua como branco), um pico a
1630 cm™, regido referente & deformacio axial de C=C, dois intensos picos em 1080 e 1040
cm™', possiveis atribui¢des para as vibragdes de deformagio axial C—O (ou também possivel
S-0 e P-0) e um pico fraco proximo a 880 cm™, sendo possivel diversas atribuicdes tais
como deformacao angular de C—H alifaticos e aromaticos, de O—H e N-H.

Os graficos de escores para ambas as faixas estdo mostrados na figura 24 e 25 abaixo.
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Figura 24: Gréficos de escores de PC1 x PC2 para a PCA dos espectros na regido NIR.

Observa-se na figura 24 que as amostras que apresentaram alguns picos diferenciados
dominaram a analise e destacaram-se. Deixando as demais amostras muito agrupadas. Mesmo
assim, ainda ¢ possivel visualizar uma pequena separagdo de grupos entre os vinhos
comerciais do VSF (em preto) e do RS (em vermelho) e alguns experimentais (azul e verde)
no canto superior esquerdo da figura. Esta separagdo decorre da influéncia das vibragdes N-H
e C—H. Um grupo também foi formado com as amostras que se destacaram por apresentarem

pico a 1950 nm (VSF25, ET1, ET2, ET3 e ET4), atribuida as vibragdes S—H.
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Figura 25: Graficos de escores de PC1 x PC2 para a PCA dos espectros na regiao MID.

Na figura 25 observa-se dois grandes grupos. Um formado por amostras do VSF com
valores negativos tanto de PC1 como PC2, possivelmente devido a regido de 1050 cm’
(vibragdes C—O e C—N). Outro grupo heterogéneo foi formado pelas amostras das trés regides
estudadas com valores positivos em PC1 e negativos em PC2, regido espectral abaixo de 800
cm™, e valores neutros em PC1 e positivos em PC2, regido proxima a 1700 cm™.

Analisando a influéncia da terceira componente para a regido NIR, figura 26, verifica-
se que as amostras continuam em destaque. Porém, agora verifica-se que os vinhos do VSF
separaram-se do outro grupo formado por mistura de vinhos das trés regides produtoras. Tal

fato se deu pela influéncia das faixas de 1875, 2050 e 2400 nm (C—H de alcanos e aldeido).
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Figura 26: Graficos de escores de PC1 x PC3 para a PCA dos espectros na regiao NIR.

A regido do infravermelho médio mostrou uma melhor separagao, em relacido a PC1 x
PC2, com a utilizagdo da terceira componente, figura 27. A exce¢do de uma mistura presente
na diagonal positiva do grafico houve boa distingao entre as amostras do VSF com as demais
analisadas, sendo esta separacdo devida a faixa acima de 3000 cm™, regido das principais
vibragdes de deformacao de O—H e N-H.

Observam-se também nos graficos de escores das PCA no NIR e no MID que existem
algumas amostras comerciais do VSMSF que apresentam caracteristicas proximas as dos
vinhos experimentais ¢ comerciais do Rio Grande do Sul, sugerindo possivel semelhanga no
processo enoldgico destas ou diferencgas tanto no processo quanto no solo do Vale para a
separa¢do de amostras comerciais elaboradas no VSMSF.

Como esta separagdo de vinhos comerciais do Vale nao foi visualizada na PCA dos
dados fisico-quimicos, supde-se que existem certas substancias na composicdo quimica de
alguns dos vinhos do Vale que os diferenciem dos demais, bem como os deixem com
caracteristicas mais parecidas com vinhos experimentais e comerciais do RS.

Outra informacdo util que deve ser mencionada aqui € que as amostras foram
analisadas em grupos separados, totalizando cinco datas diferentes. O que pode ter

contribuido para a diferenciacdo de certas amostras experimentais na PCA dos espectros
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infravermelhos, devido a alguma variagdo de energia no aparelho quando da aquisi¢cdo dos

espectros.
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Figura 27: Graficos de escores de PC1 x PC3 para a PCA dos espectros na regiao MID.

4.2.2 Analise de Agrupamento Hierarquico.

4.2.2.1 Parametros fisico-quimicos.

Os dendogramas obtidos na analise de agrupamentos utilizando-se os dados fisico-

quimicos estdo indicados nas figuras 28, 29, 30 e 31 abaixo:

Interpretando-se o dendograma da figura 28, percebem-se trés grupos de amostras (E,

F e G) e vinhos que se apresentam bem distintos dos demais (ET2, ET4, e ET6). Nesta mesma

figura € possivel observar que vinhos experimentais do Vale (em azul e verde) possuem maior

semelhanga com aqueles elaborados na regido sul do Brasil (em vermelho), formando o grupo

“G”, e que vinhos comerciais do VSF (em preto) apresentam-se como dois grupos, E e F. Um

deles ¢ composto por vinhos da vinicola “A” (grupo E) e o outro pelas

demais vinicolas (B, C

e D), formando o grupo F. Os vinhos da vinicola C, VSF21, VSF22 e VSF23, sdo aqueles que
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se apresentam mais semelhantes aos experimentais.
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Figura 28: Dendograma obtido com a andlise hierdrquica dos dados fisico-quimicos

utilizando-se distancia Euclidiana e liga¢do simples.

Com a mudanga do tipo de ligagao utilizada (de simples para completa), figura 29, ndo
se observam grandes mudangas nos grupamentos antes visualizados. Um grupo H pode ser
observado sendo composto por vinhos comerciais do Vale. Neste grupo ha dois subgrupos,
HI1, composto por vinhos da vinicola “A”, e H2, contendo vinhos elaborados pelas vinicolas
“B”e “D”.

Os vinhos da vinicola “C” continuam mais proximos aos experimentais do Vale que,

juntamente com as amostras gauchas, formam os demais grupos observados — 1, J e K.
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Figura 29: Dendograma obtido com a analise hierdrquica dos dados fisico-quimicos

utilizando-se distancia Euclidiana e ligacdo completa.

A mudanca da forma de medi¢do de distancia (Manhattan ao invés de Euclidiana),
figura 30, também proporciona a alocagdo dos vinhos comerciais provenientes do Vale do Sao
Francisco em agrupamentos separados (grupos L e M) dos demais analisados, principalmente
os elaborados pela vinicola “A” — grupo L.

Na mudanca do tipo de ligacdo mantendo-se a forma anterior de calcular distdncia
(figura 31), também ocorre uma separagdo dos vinhos comerciais do VSMSF. O primeiro
contendo os provenientes da vinicola “A” e o segundo com os das vinicolas “B”, “C” e “D”.
Percebendo-se também que as amostras da vinicola “C” assemelham-se mais aos
experimentais.

Estes resultados para a andlise de agrupamento sugerem o que j& foi indicado pela
analise de componentes principais. Que os vinhos comerciais elaborados na regido do Vale do
Sao Francisco podem ser distintos de vinhos elaborados na regido sul do Brasil, bem como ha
a possibilidade (necessitando de estudo mais aprofundado) de distingdo entre amostras

elaboradas no VSF.
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Figura 30: Dendograma obtido com a analise hierdrquica dos dados fisico-quimicos

utilizando-se distancia Manhattan e ligacao simples.
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Figura 31: Dendograma obtido com a andlise hierarquica dos dados fisico-quimicos

utilizando-se distancia Manhattan e ligagdo completa.
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4.2.2.2 Espectros Infravermelhos.

A mesma andlise foi realizada com os espectros infravermelhos. As figuras 32 e 33

mostram os dendogramas obtidos para a regidao NIR.
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Figura 32: Dendograma obtido com a anélise hierarquica dos espectros NIR com distancia

euclidiana e ligagao simples.

Da mesma forma que para o grafico de escores da PC1 x PC2 com NIR (figura 24),
verifica-se uma pequena mistura de vinhos do RS, experimentais e comerciais do VSMSF —
grupo I, na figura 32, e grupo IV, na figura 33. Também se destacam em ambos os
dendogramas as amostras experimentais ET1 at¢ ET4 em um grupo isolado, bem como um
grande numero de amostras comerciais do VSF formando um subgrupo — grupo II, figura 32,
e grupo V, figura 33, e um grupo formado por amostras experimentais, grupos III e VI, tanto

tintas como brancas.
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Figura 33: Dendograma obtido com a andlise hierarquica dos espectros NIR com distancias

euclidianas e ligagdo completa.

Com a regido do infravermelho médio, figuras 34 e 35, apesar da relativa
desorganiza¢cdo com a utilizagdo de ligagcdo simples como técnica de agrupamento, ainda
percebe-se um grupo formado por amostras comerciais do VSF. Igualmente a informacao
fornecida pela PCA, também h& uma mistura de amostras das trés regides vinicolas. Sendo
melhor visualizado com o dendograma da figura 35.

Apesar de algumas poucas reorganizagdes em termos de agrupamentos, observando-se
todos os dendogramas das figuras acima, nota-se que vinhos provenientes do VSF tendem a
formar agrupamentos distintos, mesmos com a mudanca do tipo de ligacdo ou da forma de
medida de distancia realizada. Indicando que este grupo, o dos vinhos proveniente do Vale do
Sdo Francisco, ¢ robusto. Ou seja, corroborando o que foi indicado pela analise de
componentes principais, segundo os pardmetros determinados neste trabalho, os vinhos do
Vale do Sao Francisco possuem caracteristicas diferenciadas das demais amostras aqui

analisadas.
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Figura 34: Dendograma obtido com a analise hierarquica dos espectros MID com distancia

euclidiana e ligagdo simples.
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Figura 35: Dendograma obtido com a analise hierarquica dos espectros MID com distancia

euclidiana e ligacdo completa.
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4.3 Previsao usando PLS / PCR.

Observando-se a figura 24 (pag. 59), que mostra o grafico de escores de PC1 x PC2
para a PCA dos espectros NIR, verifica-se que algumas amostras encontram-se muito distintas
das demais, devido a picos diferenciados em certas faixas do espectro, como pode ser visto
nas figuras 11, 12 e 13. Portanto, 16 amostras foram descartadas por poderem influenciar
negativamente na regressao. Sendo o conjunto total de vinhos para a regressao, utilizando-se
os espectros de infravermelho proximo, agora reduzido a 46 amostras. Destas, 34 foram para
construgdo e validagao do modelo e as 12 restantes para teste.

Realizou-se regressdao pelos métodos PCR e PLS para a predicao de valores dos
pardmetros extrato seco, densidade, teor alcodlico e acidez total. Tais variaveis foram
escolhidas por estarem intimamente ligadas & qualidade dos vinhos bem como suas ligacdes
com o espectro infravermelho. Pois etanol, agucares residuais, aminoacidos, polifendis,
densidade e extrato seco, possuem ligagdes quimicas que absorvem fortemente na regido do
infravermelho proximo e médio. Ja a acidez ¢ determinada pela estrutura das moléculas
existentes e que podem ter suas ligagdes O—H rompidas (ionizagdo).

A validacdo do modelo desenvolvido foi realizada por validagdo cruzada. Todos os
dados foram centrados na média e a faixa de calibracdo consistiu em amostras com os valores
cobrindo toda a variagdo obtida para cada varidvel.

Os resultados destas analises estao sumarizados na tabela 11.

Tabela 11: Numero de fatores (NF), REMSEC e coeficiente de correlagdo (r) para as

regressdes PCR e PLS com os espectros NIR para alguns parametros analisados.

PCR PLS Oficial*

Parametro | NF REMSEC R | NF REMSEC R [ Erro médio
Acidez 13 5,7 0,938 9 5,4 0,944 3
Densidade | 7  0,00056 0,947 | 6  0,00056 0,948 | 0,00002
6
1

Extrato 8 1,5 0,947 1,3 0,932 0,02
Alcool 1 1,0 0,651 1,0 0,656 0,4

Os baixos coeficientes de correlagdo para o modelo de previsdo do teor alcoolico
podem ser atribuidos as deformagdes dos picos no NIR referentes as suas vibragdes, pois se
utilizou 4gua como branco da analise.

Pelo menor valor de REMSEC, menor numero de fatores (NF) necessarios € maior r, o

PLS apresentou-se melhor como modelo de previsdo quando comparado com PCR nesta
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analise.
Com o modelo construido, fez-se a previsdo dos valores destes parametros em outras

amostras de vinhos. Os resultados para acidez total e densidade estdo expressos na tabela 12.

Tabela 12: Resultados da predi¢do dos valores de acidez total e densidade em amostras de

vinhos com PCR e PLS desenvolvidos.

Acidez total (mmol L™) Densidade (g mL™)
PCR PLS Oficial* | PCR PLS  Oficial*
REMSEP=| 8 7 0,0007 0,0005
R=10,779 0,8385 0,921 0,9399
1 54 51 45 0,990 0,991 0,991
2 62 63 58 0,993 0,994 0,993
3 72 73 63 0,994 0,994 0,994
4 57 58 66 0,995 0,995 0,994
5 63 63 69 0,996 0,995 0,995
6 67 63 74 0,995 0,995 0,995
7 75 76 76 0,995 0,995 0,996
8 82 79 79 0,995 0,995 0,996
9 64 66 81 0,995 0,995 0,996
10 83 85 85 0,996 0,996 0,996
11 76 80 88 0,996 0,996 0,997
12 85 83 88 0,995 0,996 0,997

* refere-se aos valores obtidos utilizando o método oficial.

Para verificar se ha diferengas significativas nos valores obtidos pelos dois métodos,
PCR e PLS, na predi¢do da acidez, aplicou-se o teste t, com 95% de confianga, para as
colunas 2 e 3 da tabela 12 (acidez total) em relacdo a quarta coluna da mesma (método
oficial). Este teste também foi aplicado para as colunas 5 e 6 desta tabela, na determinacao da
densidade, e observou-se que ndo ha diferenca significativa de ambos os métodos para a
determinagdo de ambos, acidez e densidade. Esta afirmagdo pode ser melhor visualizada nos
graficos de valores predito x referéncia (regressdes usando-se PLS), respectivamente, nas
figura 36 e 37.

Com relagdo a precisdo dos valores encontrados com as regressdes, aplicando-se teste
F para 95% de confianga as mesmas colunas da tabela 12, verifica-se que ndo ha diferengas

estatisticas entre PCR / PLS e o método oficial na determinagdo da acidez, poem tal diferenca
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ocorre com a determinagdo da densidade.
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84

r:

| Slope: 0,7394 RMSEP: 7,4373
Offset: 16,0603 SEP: 7,1716
0,8385 Bias: -2,8577
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Figura 36: Grafico de valores predito x referéncia para a predi¢ao da acidez total.
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Figura 37: Grafico de valores predito x referéncia para a predicao da densidade.
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Os valores obtidos para a predi¢ao do extrato seco e teor alcoolico utilizando-se os

modelos construidos estao sumarizados na tabela 13.

Tabela 13: Resultados da predi¢ao dos valores de extrato seco e teor alcodlico em amostras de

vinhos com PCR e PLS desenvolvidos com o espectro NIR.

Extrato seco (g L Teor alcoolico (Y%ov/v)
PCR PLS Oficial* | PCR  PLS Oficial*
REMSEP=| 1,7 1,7 1,1 1,8
r=|0,847 0,8534 -0,037 0,2617

1 17 13 17,52 11 11 9,9
2 19 19 19,86 12 12 10,4
3 20 21 20,74 11 11 10,8
4 20 21 21,05 11 11 10,9
5 21 21 21,77 12 12 11,3
6 21 21 22,31 13 13 11,6
7 20 20 22,64 12 12 12,0
8 23 23 23,39 11 11 12,3
9 22 22 23,75 13 13 12,8
10 24 25 24,80 11 11 13,3
11 23 23 26,74 12 12 14,4
12 25 26 26,83 10 10 16,0

*refere-se aos valores obtidos utilizando o método oficial

Na predi¢ao do teor de extrato seco, do mesmo modo que na anélise da tabela 12, o
teste t, para 95% de confianca, indica que tanto PCR quanto PLS possuem médias
equivalentes tanto entre si quanto em relacdo ao método oficial. A figura 38 mostra o grafico
de valores predito x referéncia (usando-se somente PLS) para o extrato seco, indicando boa
resposta do modelo.

Aplicando-se o teste F, para 95% de confianga, verifica-se que, em relacdo ao método
oficial, ha diferenca significativas nas precisdes dos dois modelos.

Quanto ao teor alcoodlico, tanto PCR quanto PLS ndo se mostraram satisfatorios para
as predigdes, figura 39 para predi¢do usando PLS. Tal fato pode ser justificado pela utilizagao
de agua como branco da analise e conseqliente interferéncias nas analises (ver figura 11, pag.

46, por exemplo).
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Figura 38: Grafico de valores predito x referéncia para a predi¢ao do extrato seco.
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Figura 39: Grafico de valores predito x referéncia para a predi¢ao do teor alcodlico.

Estes resultados preliminares mostram que os modelos podem ser utilizados, mas
devem ser trabalhados para melhorar as precisdes obtidas. Diferentes pré-processamentos,

mais amostras e utilizacdo de ar como branco da analise serdo ainda testados com este fim.
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Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 5:

Finalizacoes

“Ha trés métodos para ganhar sabedoria: primeiro por
reflex@o, que € o mais nobre; segundo, por imitacdo, que € o
mais facil e terceiro, por experiéncia, que ¢ 0 mais amargo’.

(Confucio)
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5.1 ConclusGes

Vinhos elaborados na regido do Vale do Submédio do Sao Francisco, tintos e brancos
experimentais e tintos comerciais, bem como algumas amostras de vinhos tintos do Rio
Grande do Sul — para fins comparativos — foram caracterizados quanto aos seus teores de
densidade, extrato seco, pH, acidez total, teor alcoolico, sddio, potassio, amonio e fosforo e

também em relacdo aos seus espectros de infravermelho (préximo e médio).
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5.2 Perspectivas

Utilizar técnicas analiticas de alta performance, como RMN, GC e HPLC, para a
determina¢do de outros paradmetros, buscando uma melhor caracterizacdo dos vinhos do
VSMSF;

Desenvolvimento e aplicacdo de metodologias de analise por inje¢ao em fluxo visando
automacao na analise de pardmetros em vinhos;

Melhorar os estudos de regressao, por meio de testes com varios pré-processamentos,
utilizagdo de mais amostras e mudang¢a do branco dos espectros de infravermelho como sendo

O ar.
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Marcelo Farias de Andrade

Capitulo 6:

Apéndices ¢ Referéncias

“Espere o melhor,
prepare-se para o pior
e aceite o que vier”.

(Provérbio Chinés)
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6.1 Apéndice A:

Determinacdo de P-PO,> em vinhos utilizando Analise por Inje¢do em Fluxo

com deteccao espectrofotométrica.
A metodologia aqui seguida ¢ descrita no livro do Karlberg e Pacey [105].

Solugdes.
e Reagente R1 (reagente colorido): solu¢do a 2% de molibdato de amdnio contendo
solugdo 0,3% de tartarato de antimonio e potassio e acido sulfurico a 1,3 mol L
e Reagente R2: acido ascorbico 1% em agua;
e Padrdes de P-PO,>: preparados nas concentragdes de 0,5 a 10,0 mg L. A partir de
diluigdes de uma solugdo estoque 250 mg L™ em P-PO,™;
e Amostras: as amostras foram diluidos em ImL do vinho para 50 mL de solucdo para

adequarem-se a faixa de trabalho.
Procedimento
O diagrama do sistema em fluxo utilizado estd representado na figura Al. O volume

de injecao foi de 50 pL, temperatura do banho = 37 °C e utilizou-se agua destilada como

transportador.

D, |[/T

Y
T >0

Rl e TE—
R2 Ll 150 cm

Figura Al: Diagrama de sistema em fluxo utilizado na analise de fosforo. D = descarte;

T = transportador; L = Loop (algca de amostragem); A = Amostra/ padrdo; R1, R2 =

Reagentes; B1, B2 = Bobinas de reacdo, A = Aquecimento e A = espectrofotometro a §80nm.
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Para verificar se o sistema responde linearmente a concentragdo do analito, fez-se uma
curva analitica com adicdo de padrdo. A solugio 10 mg L' de fosforo foi utilizada para
fornecer concentragdes finais de 1,5; 3,0; 4,5 ¢ 6,0 mg L' do analito. Realizou-se tal

procedimento com cinco amostras diferentes. A figura A2 mostra um dos resultados obtidos

| m  Fosfato
orsd [ Abs=0,0288C+0,629
r=0,9988
0,75 e
///
0,72
2]
Qo
<
0,69 4
>
0,66 //
L //
0,63 - /
| — T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
mg L*

Figura A2: Curva analitica obtida para adi¢do de padrio na determinacio de PO,>” em vinhos

Posteriormente construiu-se uma curva analitica na faixa de 0,50 a 10,0 mg L' em
fosforo, adquirindo-se as absorbancias médias (n = 6). Obteve-se CV < 2,0% na faixa de
trabalho, R* = 0,9942, freqliéncia analitica de 70 determinagdes por hora e limite de deteccao
(tomado como trés vezes o desvio padrao do branco dividido pelo coeficiente angular da reta)
=0,30 mg L. O desvio padrio do branco foi tomado como uma média de 8 injecdes de 4gua
destilada.

Com a curva analitica construida, fez-se a leitura de 14 amostras de vinhos, 10 tintos ¢
4 brancos, com e sem adi¢ao de solugdo padrao de fosforo, verificando a taxa de recuperagio.
As concentracdes deste padrao adicionado variaram de acordo com a concentragdo obtida
para a amostra sem adi¢cdo, para ndo serem superiores as concentracdes obtidas, bem como
para manter-se dentro da curva de calibragdo. A tabela Al indica os resultados obtidos, onde

as quatro primeiras amostras sao de vinhos brancos.

79



Tabela Al: Concentracdo de fosforo nas amostras de vinhos determinados pelo método

proposto, pela adi¢do padrao, concentragdao de padrao adicionada e a taxa de recuperagao.

Amostra M¢étodo proposto Adi¢ao de padrao Padrao adicionado Recuperacio

(mgL). (mgL). (mg L. (%)
1 1,51 2,50 1,0 99.3
2 3,21 5,31 2,0 105,1
3 3,23 5,14 2,0 95.5
4 1,09 2,11 1,0 102,0
5 1,82 2,86 1,0 103,8
6 7,02 8,94 2,0 95.8
7 3,31 5,27 2,0 97,9
8 1,96 2,94 1,0 97,7
9 5,10 7,16 2,0 103,2
10 4,82 6,77 2,0 97,7
11 3,08 4,95 2,0 93,7
12 2,46 3,56 1,0 110,5
13 2,75 3,73 1,0 98,1
14 2,39 3,40 1,0 101,1

Verifica-se que a taxa de recuperagdo variou entre 93,7 e 105,1 % (exceto para uma
amostra, cujo valor foi de 110,5%), mostrando boa recuperagdo do analito e a possibilidade de

utilizagdo da mesma na analise direta de fésforo em vinhos, tanto tinto como branco.
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6.2 Apéndice B:

Determinacdo de NH,' livre em vinhos utilizando Analise por Inje¢do em Fluxo

com deteccao espectrofotométrica.
A metodologia aqui seguida é descrita por Nobrega et al [106] para aguas.

Solugdes.

e Reagente R1 (reagente colorido): solucao 1,25% (m/v) de salicilato de sdédio contendo
5% (m/v) de citrato de sédio preparada em solugdo de hidroxido de sédio 0,15mol L™

e Reagente R2: Solucdo a 0,10% de hipoclorito de sodio preparada em solugdo de
hidréxido de sédio 0,15 mol L';

e Padrdes de NH,": preparados nas concentragdes de 0,5 a 50,0 mg L. A partir de
dilui¢des de uma solugio estoque 200 mg L' em NH,;

e Amostras: as amostras foram diluidos em 1mL do vinho para 2 ou 3 mL de solucio,

dependendo da amostra, para adequarem-se a faixa de trabalho.
Procedimento
O diagrama do sistema em fluxo utilizado estd representado na figura B1l. Nesta

figura, o volume de injecao foi de 200 pL, temperatura do banho = 36 °C e utilizou-se solugao

0,35 mol L™ de hidréxido de s6dio como transportador.

D, |I/T\

T

Figura B1: Diagrama do sistema em fluxo utilizado na analise de amonio. D = descarte;
T = transportador; L = Loop (algca de amostragem); A = Amostra/ padrdo; R1, R2 =

Reagentes; B1, B2 = Bobinas de reacdo, A = Aquecimento e A = Espectrofotometro a 697 nm.

81



Para verificar se o sistema responde linearmente com o analito, fez-se uma curva

L, . “ o~ ~ ~ _ + . g
analitica com adi¢io de padrio. A solucdo 10 mg L' de NH," foi utilizada para fornecer
concentragdes finais de 1,2 ,3 e 4 mg L do analito. Realizou-se tal procedimento com cinco

amostras diferentes. A figura b2 mostra um dos resultados obtidos.

0,24 = Amonio
| —— Abs=0,0206C+0,149 %
r=0,9986
0,22 4
0,20 4
1))
o)
<
0,18 4
0,16 4
LS
T T T T T
0 1 2 3 4
mg L™

Figura B2: Curva analitica obtida para adi¢io de padrio na determina¢do de NH;" em vinhos.

Posteriormente, construiu-se uma curva analitica na faixa de 0,50 a 20,0 mg L' em
amonio, adquirindo-se as absorbancias médias (n = 6). Obteve-se CV < 5,0% na faixa de
trabalho, R* = 0,9985, freqiiéncia analitica de 60 determinagdes por hora e limite de deteccao
(tomado como trés vezes o desvio padrao do branco dividido pelo coeficiente angular da reta)
=0,27 mg L. O desvio padrio do branco foi tomado como uma média de 8 inje¢des de agua
destilada.

Com a curva analitica construida, fez-se a leitura de 12 amostras de vinhos, 8 tintos € 4
brancos, com e sem adi¢ao de padrao de amoénio, verificando a taxa de recuperagdo. As
concentragdes deste padrao adicionado variaram de acordo com a concentracdo obtida para a
amostra sem adi¢do, para ndo serem superioras as concentragdes obtidas, bem como para
manter-se dentro da curva de calibragdo. A tabela Bl indica os resultados obtidos, onde as

quatro primeiras amostras sao de vinhos brancos.
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Tabela B1: Concentragdo de amoénio nas amostras de vinhos determinados pelo método

proposto, pela adi¢do padrao, concentragdo de padrao adicionada e a taxa de recuperagao.

Meétodo proposto Adic¢do padrao Padrdo adicionado Recuperagao

Amostra (mg L™ (mg L™ (mg L™ (%)
1 1,5 3,8 2,0 112,3
2 52 7,2 2,0 102.0
3 53 7,6 2,0 113.5
4 nd 1,9 2,0 95,0
5 8,4 13,8 5,0 107.7
6 12,1 16,7 5,0 92.5
7 9,1 14,1 5,0 99.1
8 16,0 17,8 2,0 92.0
9 11,6 16,3 5,0 93.2
10 6,8 11,4 5,0 92.8
11 8,1 12,8 5,0 94.5
12 7,3 12,4 5,0 102.8

nd = Nao detectado, abaixo do limite de detec¢ao do método.

Verifica-se que a taxa de recuperagdo variou entre 92,0 e 113,5 %, mostrando boa
recuperagao do analito e que, portanto, a coloragdo, além de outros constituintes do vinho, nao
interferem na analise realizada. Desta forma, ha a possibilidade de utilizacdo da mesma na

analise direta de amonio em vinhos.
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6.3 Apéndice C

Resultados obtidos pelas andlises fisico-quimicas nos vinhos.

Tabela C1: Valores e respectivos limites de confianca (a 95%, com n replicatas) de pH, acidez

(Att), densidade (Den), teor alcodlico (EtOH) e extrato seco (Ext) para os vinhos tintos e

brancos experimentais elaborados no VSMSF.

Amostra pH Att (meqL™) Den(gmL?)  EtOH (% v/v) Ext(gL™)
n 3 3 2 2 2

EBI1 3,19+ 0,04 66+3 0,99456 + 0,00002 14,5+0,2 24,61 £ 0,02
EB2 3,39+ 0,04 69+3 0,98968 + 0,00002 13,6 £0,2 16,72 + 0,02
EB3 4,50 +£ 0,04 38+3 0,99077 + 0,00002 12,8 £0,3 16,77 £ 0,02
EB4 4,55+ 0,04 43 +2 0,99071 + 0,00002 11,6 £0,3 17,52 + 0,02
EB5 3,37+ 0,04 79+ 4 0,98945 + 0,00002 104 +£0,5 13,16 £ 0,01
EB6 4,06 + 0,04 41 +£3 0,98704 + 0,00002 13+1 10,33 £ 0,01
EB7 3,26 £ 0,04 78 +4 0,99025 + 0,00002 10,8 £ 0,1 11,99 +£ 0,01
EBS 3,75+ 0,04 46 + 3 0,98748 + 0,00002 11,4+£0,1 8,28 £0,01
EB9 3,44 +£ 0,04 70+2 0,99054 + 0,00002 11,1 £0,3 12,70 +£ 0,02
EB10 3,77 £0,04 44 + 2 0,98956 + 0,00002 11 +£1 9,46 + 0,01
ETI1 3,45+ 0,04 55+3 0,99259 + 0,00002 13,3+0,1 17,96 + 0,02
ET2 4,31 +0,04 99 +4 0,99623 + 0,00002 13,9 +0,1 29.98 + 0,03
ET3 4,17 +0,04 68 +£3 0,99488 + 0,00002 14,6 £ 0,6 29,19+ 0,03
ET4 4,23 +0,04 89+ 4 0,99812 + 0,00002 14,3 +£0,2 37,53 £ 0,04
ET5 3,39+ 0,04 102 +4 0,99537 + 0,00002 9,0+0,3 18,96 + 0,02
ET6 3,80+ 0,04 96 +4 0,99642 + 0,00002 8,7+0,1 19,34 + 0,02
ET7 4,16 £ 0,04 59+3 0,99418 + 0,00002 10,4 £0,2 22,31 +0,03
ETS 4,25+ 0,04 63+3 0,99342 + 0,00002 16,0 £ 0,6 21,20+ 0,03
ET9 3,67 +0,04 81 +4 0,99141 + 0,00002 11,2+0,4 19,23 +£ 0,02
ET10 3,73+0,04 71+3 0,98954 + 0,00002 10,9 £0,2 17,08 £ 0,02
ET11  3,79+0,04 85+4 0,99148 + 0,00002 12,0 £ 0,6 19,28 +£ 0,02
ET12 3,88+ 0,04 63+3 0,98998 + 0,00002 12,5+0,2 15,68 £ 0,02
ET13 4,02+ 0,04 81 +4 0,99416 + 0,00002 12,5+0,4 20,17 £ 0,03
ET14 3,94+ 0,04 59+3 0,99328 + 0,00002 10,8 £ 0,1 19,01 £ 0,02
ET15 4,13+0,04 58+3 0,99256 + 0,00002 14,0 £0,2 19,86 + 0,03
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Tabela C2: Valores e respectivos limites de confianca (a 95%) para pH, acidez (Att),

densidade (Den), teor alcodlico (EtOH) e extrato seco (Ext) para os vinhos tintos comerciais

elaborados no VSMSF.

Amostra pH Att(meqL™) Den(gmL?) EtOH (% v/v) Ext(gL™
n 3 3 2 2 2

VSF1 3,94 +0,04 55+2 0,99683 + 0,00002 9,9+0,2 26,84 + 0,02
VSF2 3,97+ 0,04 69 +3 0,99644 + 0,00002 9,4+0,2 26,83 + 0,02
VSF3 3,88 +0,04 45+ 1 0,99657 £ 0,00002  10,9+0,2  26,52+0,02
VSF4 3,88 £0,04 66+ 3 0,99524 +0,00002  11,7+0,7 22,43 +0,01
VSF5 3,88 +0,04 79 +£2 0,99528 £0,00002  11,5+0,4 22,16+ 0,01
VSF6 3,79 + 0,04 85+4 0,99604 + 0,00002  12,3+0,4  22,55+0,02
VSF7 3,69 £ 0,04 74 +3 0,99468 + 0,00002  12,1+0,2  20,92+0,02
VSF8 3,67 +0,04 76 +3 0,99498 + 0,00002  10,8+0,2 20,74 +£0,02
VSF9 3,69 + 0,04 87+2 0,99622 +£0,00002  14,4+0,6 19,64 +0,01
VSF10 3,82 +0,04 72+ 3 0,99520 + 0,00002  10,8+0,2  24,80=+0,02
VSF11 3,82+0,04 61 +2 0,99570 £ 0,00002  10,9+0,2  25,08=+0,02
VSF12 3,73 +0,04 66 +3 0,99412 +0,00002  11,4+0,2 20,91 +0,01
VSF13 3,47+ 0,04 78 +3 0,99637 +0,00002  11,8+0,5 23,39+0,02
VSF14 3,46 + 0,04 76 +3 0,99718 +0,00002 10+1 22,42 +£ 0,02
VSF15 3,86+ 0,04 76 +2 0,99645 + 0,00002  10,3+0,5 23,62+0,01
VSF16 3,83 +0,04 85+4 0,99717 £0,00002  12,5+0,2  23,40+0,02
VSF17 3,75+ 0,04 74 +£2 0,99430 + 0,00002  11,2+0,2  21,77+0,02
VSF18 3,74+ 0,04 75+ 3 0,99434 + 0,00002  13,0+0,2  21,49+0,02
VSF19 3,75+0,04 76 +3 0,99454 + 0,00002  12,3+0,6  21,77+0,02
VSF20 3,79 +0,04 86+ 4 0,99550 +0,00002  11,8+0,5  23,75+0,02
VSF21 3,59+ 0,04 56+3 0,99553 +0,00002  10,7+0,4 23,36+ 0,01
VSF22 3,60 + 0,04 51+2 0,99436 + 0,00002  13,3+0,2 20,76 = 0,01
VSF23 3,67 +0,04 84 +4 0,99573 +£0,00002 11,4+04  21,60+0,03
VSF24 3,83 +0,04 88 +2 0,99562 + 0,00002 9,8+ 0,4 22,26 +£ 0,02
VSF25 3,81 +0,04 84 +4 0,99528 +0,00002  11,9+0,2  22,57+0,02
VSF26 3,63 +0,04 88+3 0,99605 + 0,00002 10,6 +0,2 24,24 +0,02
VSF27 3,58 +0,04 84 +4 0,99606 + 0,00002  10,2+0,2  23,47+0,02
VSF28 3,50+ 0,04 80+2 0,99441 £ 0,00002 9,8+ 0,4 20,46 + 0,01
VSF29 3,79+ 0,04 119+4 0,99471 £ 0,00002  12,2+0,5 23,99+0,03
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Tabela C3: Valores e respectivos limites de confianca (a 95%, com n replicatas) para pH,
acidez (Att), densidade (Den), teor alcodlico (EtOH) e extrato seco (Ext) para os vinhos tintos

comerciais elaborados no Rio Grande do Sul.

Amostra pH Att (meqL™®) Den(gmL?)  EtOH (% v/v) Ext(gL™
n 3 3 2 2 2
RS1 3,65 +0,04 86t4 0,99506 + 0,00002 12,1 £0,9 26,74 £ 0,03
RS2 3,65+0,04 90+4 0,99559 + 0,00002 13,6 £ 0,4 27,92 +0,03
RS3 3,55+ 0,04 79 +£4 0,99461 + 0,00002 11,3+0,2 19,99 + 0,03
RS4 3,56+ 0,04 87 +4 0,99584 + 0,00002 12,0+ 0,4 21,05 +£0,03
RS5 3,45+ 0,04 101 £4 0,99256 + 0,00002 11,2+0,3 18,66 + 0,02
RS6 3,59+0,04 85+4 0,99397 + 0,00002 12,8 +£0,4 22,64 + 0,03
RS7 3,48 +£0,04 76 £4 0,99574 + 0,00002 13,9+0,9 23,05 +0,03
RS8 3,48 + 0,04 79 + 4 0,99568 + 0,00002 12,9 +0,6 22,64 £0,03

Tabela C4: Valores e respectivos limites de confianga (a 95%, em quintuplicata) para fosforo
(PO,>), amédnio (NH,"), sédio (Na") e potassio (K*) para os vinhos tintos comerciais

elaborados no Rio Grande do Sul.

Amostra PO,” (mgL™) NH, (mgL™) Na*(mgL") K"(gL™
RS1 157+3 13,12+ 0,03 254+0,2 0,84 + 0,01
RS2 164,8 £ 0,3 13,23+ 0,06 25,96+0,02 0,824 + 0,006
RS3 123+ 1 9,6+ 0,1 147+0,1 0,755+ 0,005
RS4 132,3+0,2 9,4+0,1 15,8+0,1 0,868 +0,007
RS5 142,3 +0,9 9,0+0,1 14,39+ 0,01 0,602 + 0,007
RS6 1242+ 0,4 9,4+0,1 14,39+ 0,01 0,637 + 0,004
RS7 124,2 £ 0,4 7,64+0,03 12,28+0,01 0,489 +0,003
RS8 124,2 + 0,6 7,80+ 0,07 12,6 0,1 0,526 +0,002
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Tabela C5: Valores e respectivos limites de confianga (a 95%, em quintuplicata) para fosforo
(PO,”), aménio (NH4"), sédio (Na") e potassio (K") para os vinhos tintos e brancos

experimentais elaborados no VSMSF.

Amostra PO,~ (mgL?%) NH, (mgL?) Na*(mgL?) K*@L?
EBI 704+ 0.2 nd 159+02 0,437 £0,007
EB2 105,7+0,3 5,31£0,06 2993+0,02 0,498 +0,001
EB3 180+ 2 337+£0,09 2596+0,02 1,42+0,01
EB4 176 + 1 46+0,1  3123+£002 140001
EB5 52,6 £0,1 nd 41,1+0,2 0,638 £0,005
EB6 642+ 0.4 nd 386+£04 0,603 0,008
EB7 38,1 £0,1 nd 33,3+0,2 0,620+ 0,005
EBS 73.4+0,7 nd 38,604 0,647 +0,005
EB9 599+04 nd 435+0,3 0,777 £ 0,006

EBI0O  57,0+02 nd 445+05 0,716+ 0,006
ET1 92,4+0,3 19,3+0,3 14,47 +£0,04 0,677 +0,001
ET2 343 +£2 495+0,2 18,41 £0,04 1,966 + 0,009
ET3  202.8+06  113+02  210+04 180002
ET4 363 £2 29,0+0,3 20,39 +£0,04 2,10+0,04
ET5 99,6 +0,3 324+0,1 14,47 +£ 0,04 0,840 + 0,004
ET6 178 £2 435+0,1 8,14 £ 0,03 1,34 + 0,05
ET7 139,7+£0,8  870+0,08  158+0,5 1,61+0,02
ETS8 155,0+ 0,6 9,3+0,1 15,8 £ 0,5 1,77 £ 0,02
ET9 107,8 £ 0,7 14,3 £0,1 20,39 +0,04 1,14+0,01

ETI10 98,1 £0,2 10,2 £ 0,6 15,8+0,2 0,805+ 0,008

ET11 79.1+ 0,1 9.0£0.1 1776004 1,00+ 0,01

ETI12 82,8£0,2 10,6 £ 0,4 16,44 + 0,04 1,082 + 0,002

ETI13 96,0+ 0,2 10,75+ 0,06 14,47+0,04 1,34+0,01

ET14 90,4 +0,3 10,08 £0,09 13,33+0,01 1,287 +0,009

ET15 89,4+ 0,6 10,59 £0,04 13,33+0,01 1,430+0,004

nd = nao detectado. Abaixo do limite de deteccdo do método.
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Tabela C6: Valores e respectivos limites de confianca (a 95%, em quintuplicata) para fosforo
(PO,”), aménio (NH,"), sodio (Na”) e potassio (K') para os vinhos tintos comerciais

elaborados no VSMSF.

Amostra | PO, (mg L™) | NHs*(mg L™ [Na*(mg L™ | K* (g L™
VSF1 264 +3 31,5+0,3 28 +2 3,1+0,1
VSEF2 256 + 1 292 +0,7 28 +2 3,0+0,1
VSF3 260+ 7 27+ 1 23+1 3,6+0,1
VSF4 253+ 1 253406 | 262+07 | 29402
VSF5 279 + 1 275405 | 289+08 | 25+0.1
VSF6 264 + 3 220409 | 32,604 |2.59=0,01
VSF7 260,3 +£0,8 18,5+ 0,4 36,3+£0,4 |[2,07+0,01
VSF8 260 £ 1 17,0+ 0,3 20+ 2 2,07 £0,01
VSF9 272 £1 20,0 +0,2 41 +£1 2,30 £ 0,09
VSF10 25713 34,5+0,5 25+ 1 2,6 0,1
VSF11 264+ 5 36,3+0,6 25+ 1 2,6+0,1
VSF12 266 £ 1 20,0£0,2 31,009 |2,30+0,09
VSF13 303+3 17,7+0,3 194+04 |1,43+0,01
VSF14 302+3 20,1 £0,2 31+2 1,77 £ 0,01
VSF15 306,1 +£0,7 30,1 £0,3 29,4 +£0,8 2,7+0,2
VSF16 31742 25.8+ 0.4 32+1  [222+0,01
VSF17 232,6 £0,9 49,2 +£0,1 62+5 1,92 +0,01
VSF18 225+ 1 394+02 | 852+04 |1,77+001
VSF19 230+£0,2 472 +0,5 58+2 1,70 £ 0,07
VSF20 2381 479+04 77+4 1,84 £ 0,01
VSF21 202,5+0,3 34,5+0,2 31,0£0,9 |1,97+0,08
VSF22 180.8 £ 0,8 36,7+0,1 32+2 1,97 £ 0,08
VSF23 178,2+0,5 30,4+04 43 + 1 1,65 +0,01
VSF24 231 +£2 29,0+£0,2 102+5 32+0,1
VSF25 242 +2 19,3 +0,1 73,0+0,4 |1,80+0,01
VSF26 244 + 1 32,6 £0,2 72+2 2,7+0,1
VSF27 239 +1 28,3+0,3 89+ 1 1,77 £ 0,01
VSF28 | 2042409 | 20,6+03 72+3  |2,14+0,09
VSF29 232,3+0,9 18,0 £0,2 80+1 1,63 +0,01
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