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Resumo

Titulo: Quantificag¢do do ido cdlcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infra-
vermelho

Com o objetivo de diminuir a incidéncia das leveduras encapsulas em alginato se aglomerarem na
segunda fermentacdo em garrafa e reduzir custos associados a sua eliminagao, pretendeu-se utilizar
a metodologia NIR para determinar a quantidade de cdlcio no vinho. Foram quantificados outros

minerais para avaliar hipotéticos antagonismos idnicos.
Observou-se também que este controlo de qualidade podera ser efetuado no mosto.

Atualmente este controlo é realizado por metodologias de analise de referéncia bastante morosas
como EAA. Contudo a metodologia NIR demonstrou ser uma boa alternativa no controlo dos para-
metros de qualidade na producdo de vinho espumante, permitindo a diminuicdo do tempo de andlise
e de residuos.

No desenvolvimento dos modelos matemadticos para a calibracdo do NIR utilizaram-se 79 vinhos
brancos e 60 amostras de mosto. Foram desenvolvidos 11 modelos de calibragao onde o coeficiente
de correlacao foi, em aproximadamente 58% dos casos, maior que 0,99.

Palavras-chave: Calcio; Potassio; Magnésio; Uvas e Vinho; Espectroscopia de Infravermelho
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Abstract

Title: Quantification of calcium ion in grape and white wines by infrared spectroscopy

In order to reduce the incidence of alginate beads aggregation during the second fermentation in the
bottle and to reduce costs associated with their disposal, it was used the NIR technology to quantify
calcium content in the wine. Other minerals were also quantified in order to evaluate possible ionic
antagonisms.

Quality control is usually done in the base wine but it can also be evaluated in the must.

Currently this control was carried out by reference analysis methodologies generally rather slow as
AAS. However NIR proved to be a good alternative technique in the control of quality parameters of
wine production, allowing the reduction of the analysis time and waste.

In order to develop mathematical models for the calibration of NIR it was used 79 white wine samples
and 60 must samples. Eleven calibration models have been developed, where the correlation coeffi-
cient was, in approximately 58% of cases, greater than 0,99.

Keyword: calcium, potassium, magnesium, grape and wine, infrared spectroscopy
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Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

I - Introducdo

Hoje em dia, num mercado cada vez mais competitivo, as empresas sentem necessidade de me-
Ihorar os seus produtos e consequentemente os seus processos de producdo. Aliando a isso um
maior controlo de qualidade e seguranca criou-se a necessidade de desenvolverem novas me-

todologias de analises, que proporcionem resultados rapidos, precisos e com baixo custo.

A evolugdo dos produtos alimentares em parceria com a elevada qualidade dos mesmos fez com
que o consumidor em geral, no ato da compra de produtos alimentares tome consciéncia e pro-
cure a qualidade e a seguranca desses produtos, valorizando bastante determinados atributos,
como a cor e o aspeto. Como nos dias de hoje se tem verificado que os conceitos de seguranca
e qualidade de produtos alimentares tém assumido na nossa sociedade um grande poder de
decisdo na hora de comprar, o consumidor espera que a gama de produtos que tem a sua esco-
Iha seja seguro, idoneo e de boa qualidade. Consequentemente as entidades/empresas respon-
saveis pela producdo e desenvolvimento de géneros alimenticios tém como dever responder as
expectativas do consumidor, baseando-se na ISSO 9001 onde se encontram os requisitos e na
ISO 9000 (norma essa que define a “qualidade” como o “grau de satisfacdo de requisitos dados
por um conjunto de caracteristicas intrinsecas”) e dentro da area alimentar a 1ISO 22000. Como
se sabe que a caracteristica de qualidade é mensuravel, podendo ser caracterizada numa escala
de qualificagdo qualitativa ou quantitativa, as empresas tendem a implementar um sistema de
gestdo da qualidade visto que a sua implementac¢do e manutencdo melhora o seu desempenho,
elevando assim o seu padrdo de qualidade. Tudo isto ira refletir-se em uma visdo de maior ga-
rantia e controlo de qualidade desde o inicio até ao final da cadeia de fabrico do género alimen-
ticio, fazendo com que o consumidor tenha mais confianca nos produtos. Para que tal seja pos-
sivel é necessario que todos os processos sejam controlados e avaliados para que exista um

melhor controlo e otimizacdo do progresso global.

Na Adega Cooperativa de Borba, o controlo de qualidade é feito em diversas fases do ciclo de
produgdo, comega no campo com 0 apoio aos viticultores que fazem parte da cooperativa,
mesmo antes da rece¢ao das matérias-primas monitorizam a melhor data de colheita, passando
depois pelo controlo da rececao da matéria-prima, durante o processo de vinificagdo, no pro-
duto acabado e ainda é avaliada a estabilidade das suas caracteristicas durante o seu ciclo de

vida.

O Departamento de Garantia de Qualidade é constituido por dois laboratérios, um que realiza
analises fisico-quimicas e outro onde ocorrem as andlises sensoriais ao vinho em diferentes fases
de producdo, por ultimo, é também de salientar que fazem andlises e testes ao material que ira
compor a embalagem. O departamento de Garantia de Qualidade faz diariamente diversos tipos
de analises e para além do controlo diario, fazem também, um planeamento mensal, trimestral

e semestral sendo assim possivel garantir que o produto se enquadra em todos os parametros
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exigidos. Estas andlises por vezes podem ser morosas, podem produzir uma quantidade apre-
cidvel de residuos e serem dispendiosas devido a elevada exigéncia de reagentes e equipamen-

tos necessarios.

Em todas as etapas da vinificacdo até ao produto final (uvas, mosto e vinho) tém de ser cumpri-
dos rigorosos procedimentos de higiene e estabilizacdo (utilizagdo de sulfuroso, colagens, filtra-
¢Oes, entre outras) de modo a garantir que ndo exista qualquer tipo de contaminacdo e degra-
dacdo do produto final, tais como as precipitacdes proteicas ou minerais que aumentam a tur-
bidez do vinho. Qualquer precipitacdo no vinho acarreta custos para a resolucdo do problema e
segundo Correa e Polo (1990) o potassio e o calcio podem precipitar no vinho ja engarrafado
diminuindo assim a sua qualidade e tornando o produto comercialmente inaceitdvel. Para além
dos problemas de instabilidade proteica e precipitacdo de tartaratos que por vezes podem ocor-
rer, atualmente na Adega Cooperativa de Borba, a produgdo do vinho Espumante apresenta em
determinadas ocasides alguns problemas com a utilizacdo de leveduras encapsulas em alginato.
Na segunda fermentacdo em garrafa sdo utilizadas capsulas de alginato com as leveduras neces-
sarias para que ocorra a segunda fermentacdo. Utilizam-se leveduras encapsuladas ao invés de
leveduras livres uma vez que estas obrigam a preparacdo de um pé-de-cuba vigorosa, de modo
a garantir que no momento da introducdo no vinho haja uma populacdo minima ativa de 1 mi-
Ihdo de células/mL de vinho, enquanto que as leveduras encapsuladas permitem uma inocula-
¢do direta. Um outro motivo pretende-se com o facto de que quando se utiliza leveduras livres
é posteriormente necessario remover as leveduras, o que permite reduzir o tempo e custos de
producdo devido a supressao da etapa de remuage assim como permite uma melhor gestao do
€spacgo na cave porque o equipamento de remuage deixa de ser necessario.

Contudo a utilizagdo das leveduras encapsulas no vinho de base deve respeitar alguns requisitos.
Estas leveduras ndo devem ser utilizadas em vinhos que apresentem um teor de calcio superior
80 mg/L (Proenol, 2003). Esta condicdo surge devido ao risco de ocorrerem agregacdes das cap-
sulas de alginato com o ido calcio presente no vinho de base. Porém uma percentagem conside-
ravel do vinho da Adega Cooperativa de Borba contém uma concentra¢do de calcio superior,
provocando a agregacao das esferas de alginato que irdo formar uma estrutura maior e menos
flexivel. Quando terminada a fermentacdo e maturacdo é necessario retirar as capsulas de algi-
nato e é nesta etapa da vinificacdo que os problemas surgem. A agregacdo das esferas de algi-
nato vao dificultar a tarefa do dégorgement. Devido a elevada pressdo dentro da garrafa as agre-
gacOes formadas, que nesta etapa se encontram congeladas, poderdo quebrar-se ndo sendo
assim tudo expelido, ficando residuos dentro da garrafa, deixando assim essa garrafa de poder
ser comercidvel, a ndo ser que o vinho seja filtrado. A filtracdo é um processo que acarreta cus-
tos, uma vez que seria necessario uma nova garrafa e rolha. O vinho perderia ainda mais pressao
e poderia perder algumas qualidades organoléticas. Assim sendo a melhor forma sera prevenir,
sabendo de antemao qual o teor de calcio no vinho de base e no caso de este ser alto dever-se-
a recorrer a uma estabilizagdo tartarica do vinho utilizando uma formulagdo comercial que pro-

move a cristalizacdo precoce do bitartarato de potdssio e do tartarato de cdlcio. Ou entdo num
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futuro préoximo ser possivel criar uma logistica na altura da vindima que permita encaminhar a
uva branca para diferentes cubas consoante o seu teor em cdlcio de modo a evitar combinar
uvas com altos teores de cdlcio numa mesma cuba de fermentacdo. Para a determinagao dos
minerais os métodos de referéncia sao a espetrometria de absorcao atémica (EAA) e a espec-
trometria por emissdo otica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), neste trabalho as
amostras foram analisadas por espectrometria de absor¢do atémica com atomiza¢cdo em chama

por ser o equipamento disponivel e ndo por motivos técnicos.

De forma a se conseguir perceber se num futuro préximo serd possivel controlar e/ou até
mesmo saber de antemao quais as uvas que poderao originar vinhos que apresentem problemas
durante o processo enoldgico devido a utilizacdo de leveduras encapsuladas observou-se a as-
sociacdo entre os teores de nutrientes no solo e no tecido foliar. Ou seja, analisou-se o estado
nutricional da videira e a fertilidade do solo tendo em conta os minerais cdlcio, potdssio, mag-
nésio e azoto devido ao ja descrito antagonismo que existe entre eles (apenas entre o potassio
e 0 azoto existe uma correlagdo positiva). Com a continuacdo do decorrer do trabalho verificou-
se algumas precipitacdes proteicas no vinho (armazenado em garrafa) em estudo pelo que se
optou também por analisar o teor de proteinas total no mosto e vinho, visto que este é também
considerado um parametro de qualidade do vinho que permite controlar no vinho espumante a
sua estabilidade assim como algumas das suas caracteristicas apreciaveis pelo consumidor, a

espuma.

Em suma, no final do trabalho foi possivel analisar alguns dos parametros de qualidade (teor em
calcio, potassio, azoto, proteina e turbidez) mais importantes para a obtencdo de um bom vinho

espumante.

A existéncia de métodos analiticos alternativos que possam ser rapidos e capazes de reproduzir
fielmente os resultados obtidos pelos métodos de referéncia é uma mais-valia para qualquer
industria. Assim sendo, com o auxilio da tecnologia informatica aliada as técnicas instrumentais
de analises quimicas e da quimiometria, foi possivel encontrar métodos alternativos aos méto-
dos habitualmente utilizados. Estes permitem analises em tempo real de parametros fisicos e
quimicos, sem ser necessario nenhum pré-tratamento moroso das amostras e com um menor

impacto ambiental pois ndo existe a criagdo de residuos.
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Objetivos Principais:

v' Comparar os resultados obtidos por espectroscopia de absor¢do atdmica diretamente

no vinho base e apds digestdo acida do vinho base;

v Verificar a possibilidade de a espetrometria de infravermelho ser uma boa alternativa

aos métodos de referéncia e se sim validar essa metodologia;

v Calibrar o aparelho com tecnologia IR para a determinacdo simultdnea do teor dos mi-

nerais calcio, potassio, magnésio e teor de azoto e proteina em mosto e vinho base

v" Correlacionar os teores de minerais no solo, folhas, mosto e por Gltimo vinho de forma
a antecipar quais as uvas que dardo origem a um vinho que podera ter problemas com

os altos teores de calcio durante o processo de vinificacdo do espumante.

Estrutura do trabalho:
A estrutura deste trabalho estd disposta em seis capitulos principais seguidos dos anexos.

No primeiro capitulo encontra-se a introduc¢do ao estudo, apresentando-se o objeto de pes-
quisa, os principais objectivos, contribui¢ao esperada do trabalho e estrutura da dissertagao.

No segundo capitulo pode-se observar o enquadramento tedrico necessdrio para a realizagdo

do presente estudo de investigacgao.

O terceiro capitulo faz referéncia ao material e métodos utilizado para a realizacdo da parte
pratica desta dissertacdo e onde se pode observar uma breve descricdo do tipo de amostras

utilizadas assim como dos métodos de referéncia utilizados.

No quarto capitulo encontra-se descrito os resultados e consequente é feita a discussdo dos
mesmos tendo em conta as evidéncias empiricas e as proposi¢oes tedricas identificadas a partir

da revisdo da literatura.

O quinto capitulo apresenta as conclusGes da dissertagdo, onde sdo identificadas as principais

contribui¢cdes da pesquisa, quer em termos de conhecimento tedrico quer em termos praticos.

No sexto capitulo procedeu-se ainda a identificagcdo de algumas limitagdes do estudo e apresen-

tacdo de algumas linhas para investiga¢do futura nesta area.

——
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No final deste trabalho é apresentado a lista da bibliografia utilizada para a sua realizacdo e em
anexo, é apresentado uma tabela detalhada sobre os dados utilizados para determinar as cor-
relagdes entre os minerais presentes no solo e na folha da videira (Anexo 1), uma tabela com a
caracterizagdo dos 79 vinhos base utilizados para realizar a calibragdo do NIR (Anexo 2), no
Anexo 3 encontram-se as tabelas com a comparacao (aleatdria de dez amostra) de resultados
obtidos por método o referéncia e por infravermelho préximo. No anexo 4 pode-se observar o
artigo “Quantification of calcium in sparkling wines by infrared spectroscopy” apresentado no
92 Simpdsio de Viticultura no Alentejo e no anexo 5 encontra-se o resumo do artigo “Determi-
nacdo de minerais em vinho” que foi apresentado no Forum Alabe 2016 que foi apresentado no
Férum Alabe 2016.
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2.1 - Morfologia da videira
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Figura 1 - Constituintes e Fungdes da videira (retirado de http://janeladecheiros.blogspot.pt/2011/12/0-entendimento-da-
videira-e-da.html)

2.1.1 - Raiz

As raizes sdo elementos fundamentais de uma estrutura biolégica. O sistema radicular da videira é
fasciculado (figura n22) quando propagada por via vegetativa e é uma estrututa biologica

fundamental.

As principais fung¢des das raizes sao:
e Fixacdo da videira ao solo e estabilizagdo da estrutura derea (sobretudo as raizes mais
grossas)
e Absorcdo de agua e de elementos minerais (sobretudo as raizes mais finas)
e Acumulagdo de reservas (sobretudo amido muito importante durante o abrolhamentoe
primeiras fases do desenvolvimento vegetativo)

e Sintese de substancias de crescimento (citocininas e giberelinas)

E importante que as raizes possam desenvolver-se em profundidade (chegando as raizes finas a 60 e

120 cm) de modo a que a videira possa ter uma maior capacidade para resistir a seca. A absor¢do de
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nutrientes pode ocorrer por difusdo a partir da solugdo do solo que estabelece um equilibrio iénico
com as células epidérmicas. Este processo é passivo, ndo exige dispéndio de energia e é ndo selectivo.
Outro processo é por transporte activo de ides através do citoplasma celular. Esse processo depende
da respiracdo ao nivel radicular, por isso exige gasto de energia e faz-se contra o gradiente de
concentragdo priveligiando alguns iGes (potdssio e nitratos mais que o calcio, fosforo e magnésio).
(Marschner, 1995)

Figura 2- Corte histolégico de uma raiz de um porta-enxerto. A- tecido subertificado; B- parénquima cortical; C- esclerén-
quima; D- floema secundario; E- cdmbio vascular; F- xilema secundario heterégeno; G- raios medulares formados por pa-

rénquima lenhoso e parénquima celulésico (adaptado de Magalhdes, 2008)

2.1.2 - Caule

No caule encontra-se o sistema vascular do que pode ser formado por 30 a 60 feixes libero lenhosos,
separados pelos raios medulares. Os feixes condutores, o floema na parte exterior e o xilema na parte
interior correspondem respetivamente ao liber primario e lenho primario (figura n23). O liber é for-
mado por tubos crivosos e assentadas de células celuldsicas com formacdo centripeta. A formacao
das células do lenho é centrifuga e este é constituido por um parénquima celuldsico percorrido por

vasos anelados e lenhificados de maior dimensdo que conduzem a seiva bruta (Magalh3es, 2008).

Figura 3- Corte histolégico do caule da Vitis vinifera (A- epiderme revestida por cuticula; B- colénquima; C- Fibras de escle-
rénquima; D- floema secundario; E- cdmbio libero-lenhoso; F- xilema secundario; G- xilema primario (adaptado de Maga-
Ihdes, 2008)

12
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2.1.3 - Folha

As folhas sdo orgdos bastante importantes durante a vida da videira uma vez que sdo responsaveis
pela fotossintese e regulam a temperatura da planta. A folha é composta pelo peciolo e o limbo. As
nervuras principais apresentam ao longo do parénquima lacunoso oito feixes libero-lenhosos (figura
ne 4).

E nas folhas que se pode identificar a caréncia, o desequilibrio ou toxicidade de um nutriente para a
planta; permite averiguar os nutrientes aplicados ao solo estdo ou ndo a ser utilizados pela planta;
possibilita verificar e identificar a interacdo entre nutrientes e por ultimo também facilita saber qual
o estado de nutri¢do da videira num determinado estado fenoldgico preciso. A analise foliar comple-
menta a andlise de solo com o objectivo de estabelecer e gerir adequadamente a fertilizagcdo da vinha
ao longo dos anos (Cavaco, Calouro e Climaco, 2005; Portaria n.° 229-B/2008 de 6 de Marc¢o, 2008).

Figura 4- Corte histoldgico de uma folha de Vitis vinifera (A- epiderme da pagina superior; B epiderme da pagina inferior
onde se encontram os estomas; C-tricoma; D. parénquima em paligada; E- parénquima lacunoso; F- colénquima na nervura
central; H- limbo foliar; I- Tecido xilémico na nervura central; J- floema na nervura central) (adaptado de Magalhdes, 2008)

2.1.4 - Bago

O bago de uva encontra-se dividido em pelicula (exocarpo), polpa (mesocarpo) e grainhas (endocarpo
- tecido que limita as sementes, distinto da polpa). Quando maduro o cacho em média é composto
por 2% - 5% de engaco (pedunculo, raquis, pedicelo) e 95% - 98% de bagos, sendo que na constituicdo
do bago, em média, o seu peso médio pode rondar os 1g - 3g correspondendo entre os 74% - 75% a
polpa, 20% a 21% a pelicula e 3% a 6% as grainhas (Jackson, 2008).
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Figura 5 - Constituintes do cacho (adaptado de YouCellar, 2015)

Os bagos estdo agrupados em cachos e encontram-se ligados ao eixo central, “rdquis”, pelos pedi-

celos (ambos tém feixes vasculares).

Ao longo de crescimento e amadurecimento do bago o potdssio, fésforo, enxofre, magnésio, boro,
ferro e cobre sdo transportados pelo floema. Enquanto que o cdlcio, o manganés e o zinco sao acu-
mulados principalmente antes do pintor, pelo xilema (Rogiers et al., 2006).

2.2 - Videira

O vinho depende da qualidade das uvas que por sua vez depende da vinha, assim sendo, o vinho ird
ser influenciado pela casta, tipo de porta-enxerto utilizado (caracteristicas da planta), pelo solo e
clima (factores ambientais), pelo sistema de condugdo utilizado, utilizagdo ou ndo utilizagdo de rega,
fertilizagGes, podas, mobiliza¢Ges, implementag¢do ou ndo de enrelvamento, vindima, tipo de con-

trolo das infestantes (factores viticolas) e por Ultimo devido aos processos enolégicos utilizados.
A videira pertence a familia das Vitdceas que inclui cerca de mais de setecentas espécies e dezassete

géneros, pertencendo esta ao género Vitis, ao sub-género Euvitis e dentro deste pertence ao grupo

Euro-Asiatico (figura n2 6). O nome cientifico da videira é Vitis vinifera L.
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Figura 6- Classificagdo taxondmica da Vitis vinifera

A espécie da familia das Vitaceas sdo plantas fanerogamicas, angiospérmicas, dicotileddneas. A vi-
deira é uma liana sarmentosa podendo o seu tronco estender-se até aos 20 metros de altura desde
que disponham de meios que a suportem e as condi¢des do meio Ihe forem favoraveis. (Jackson,
2008) O facto de ser uma liana permite que nos primeiros anos esta seja flexivel o que permite que
exista diferentes tipos de condugdo. Um sistema de condugdo é a forma como a videira é conduzida
durante o seu crescimento e esta associada as intervencdes no solo e na vegetacdo, a densidade de
plantacdo, a orienta¢do das lenhas e compasso de plantagdo (Magalhdes, 2008). No Alentejo o sis-

tema de condugdo mais utilizado é o cordao bilateral (Infovini, 2015).

Avideira repete anualmente o ciclo vegetativo e o reprodutivo que a caracteriza como planta perene
de folha caduca (figura n2 7).

22Ano Ciclo reprodutivo
[Jan | [ Fev | [Mar | [ Abr |[ Mai][ Jun |[ Jul |[Ago|[ Set |[ Out |[Nov || Dez |
Sarmento———  abrolhamento Maturacdo™
Bago de Floragdo me Pintor == Vindima
uva
| Atempamento
choro queda das folhas
Y L G UL L L
|_inverno | Primavera | = verdo |  Outono _Jinver]
] 11 4
12 Ano Ciclo vegetativo

Figura 7 - Ciclo vegetativo e reprodutivo (adaptado de Eichorn e Lorenz, 1977 e Magalhdes, 2008)
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A titulo de exemplo apresenta-se a tabela n? 1 onde se pode verificar as datas médias, referentes ao
ano em que se recolheu as amostras para a realiza¢do desta dissertacao, para cada estado fenoldgico
pelo qual as videiras da regido de Borba passaram. Em geral, o periodo de crescimento vegetativo
inicia-se ainda antes do abrolhamento com um fen6meno tipico da videira, que nem sempre é per-
cebido, e que recebe o nome popular de “choro” (exsudac¢do da seiva). No Hemisfério Norte o abro-
Ihamento ocorre a partir de Marco/Abril e este é controlado pela temperatura (inicia-se quando se
eleva a 10 °C) e por estimulos hormonais. A fase de crescimento prolonga-se até ao pintor (Julho-
Agosto), fase onde se comeca a cessar a divisdo e alongamento celular dos apices vegetativos e do
cambio. Durante a fase que decorre do pintor até a maturacao fisioldgica o crescimento deve cessar
e deve-se iniciar a acumulacdo de aglcares com a diminuicdo da temperatura e a producao de acido.
No final desta fase verifica-se o inicio da gradual queda das folhas até a queda total da folha que
ocorre em Novembro.

O ciclo reprodutivo ocorre durante dois ciclos vegetativos. Tendo inicio com a diferenciagado dos pri-
mardios das inflorescéncias no interior dos gomos hibernantes (que irdo dar origem aos cachos) e
termina no ciclo vegetativo seguinte quando a grainha adquire capacidade germinativa em simulta-

neo com a maturacao fisiolégica do bago.

Tabela 1 - Os diferentes estados fenoldgicos da vinha regido de Borba em 2014

Abrolhamento 16 Margo Floragédo 21 Maio
Gomo de algoddo 27 Margo Alimpa 25 Maio
Ponta verde 28 Margo Bago de chumbo 27 Maio
Saida da folha 29 Margo Bago de ervilha 5 Junho
Folhas livres 7 Abril Cachos fechados 8 Julho
Cachos separados 13 Abril Inicio do pintor 14 Julho
Botdes florais 29 Abril Inicio da vindima 27 Agosto

2.3 - Produgdo vitivinicola

A importancia do vinho na economia portuguesa é significativa uma vez que os hectares de vinha
que existem, 218.677 ha (até ao dia 31 de Julho de 2014), permitem que este sector empregue um
razoavel nimero de pessoas e que com o tempo tenha ganhado valor econédmico, produzindo na
campanha 2014/2015 cerca de 6194774 hL de vinho (ver figura n2 8). Para além disso verificou-se
um aumento de exportacao do primeiro semestre de 2014 para o primeiro semestre 2015 na ordem
dos 4,6%, o que permite que a viticultura seja uma atividade produtiva fundamental para a economia
nacional (IVV- Intituto da Vinha e do Vinho, 2015). Na campanha de 2014/2015 a adega Cooperativa
de Borba recebeu um total 18535095 kg de uva de uma area produtiva de cerca de 2067 ha tendo
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obtido uma produtividade média de 8400 kg/ha, que é superior a média de produgdo no Alentejo
(7625 kg/ha, (Caravana, 2015))

1.000hl
18000

. I
TR A ATV
LAY

o At A
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——Produgdo —— Polinomial (Produgdo)

Figura 8 - Evolugdo da Produgdo de Vinho em Portugal Continental (1883 - 2014) retirado de IVV, 2015

A chave do sucesso para a producdo de vinho de qualidade deveria residir primeiramente na produ-
¢do de uvas de qualidade. O primeiro passo a ter em conta devera ser a escolha certa e correta do
local da vinha consoante o terreno que se dispde. Um local com bons solos com boas caracteristicas
para a videira e bem localizado ao nivel de disponibilidade de dgua e insolagdo permite a oportuni-
dade de fazer crescer uvas de primeira qualidade, reduzindo os riscos de a cultura falhar e de custos
elevados desnecessarios tanto a nivel do campo como a nivel depois do processo de vinificacdo. As-
sim sendo o solo possui um papel fundamental na performance da cultura, na sobrevivéncia da vinha,

nos custos de produgao e rentabilidade e na qualidade potencial do vinho.

2.3.1 - Regioes vitivinicolas de Portugal

A producdo de vinho em Portugal encontra-se dividida em vdrias regides vitivinicolas como se pode
observar no mapa de Portugal que demonstra a delimita¢cdo das 29 regides com Denominagao de

Origem Controlada (D.O.C.) e as 14 regides com Identificacdo Geografica (I.G.) (ver figura n2 9).
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Figura 9- Localiza¢do de Portugal adaptado do IVV

2.3.2 -A regiao vitivinicola do Alentejo

Os vestigios de grainhas de uva nas ruinas de Sdo Cucufate (Vidigueira) e lagares romanos que datam
do periodo romano assim como documentos escritos sobre o plantio da vinha que datam do século
Xl demonstram a longinqua tradigdo vitivinicola em Portugal. Os processos de vinificagdo verificados
nos anos 50 eram uma heranca dos processos Romanos, como a fermentacao feita em grandes talhas
de barro. (Silva, 2013)

O Alentejo tem um enorme potencial vitivinicola, atualmente produz cerca de 20% da produgao na-
cional, isto é cerca de 1221867 hL no entanto esta regido nem sempre contou com o apoio das poli-
ticas agricolas nacionais, porque devido aos solos pobres, as especificidades do clima, durante alguns

anos as principais produc¢des do Alentejo foram os cereais, a oliveira e o gado (IVV- Intituto da Vinha
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e do Vinho, 2015). Nos anos 50, foi criada a primeira adega cooperativa da regido assim como asso-
ciagOes do sector mas sé em 1988 conseguiu a sua denominacgao oficial sendo que atualmente os

vinhos alentejanos contam com merecida notoriedade a nivel nacional e internacional.

A regido alentejana expande-se por 30.00 km? tendo como limite a sul as serras do Caldeirdo e Mon-
chique (fronteira com o Alarve), a Norte o rio Tejo, a noroeste NW pela Estremadura, a Este por
Espanha e a Oeste pelo oceano Atlantico. Esta regido subdivide-se em Alto Alentejo, Alentejo central,
Alentejo litoral e Baixo Alentejo (figura n2 10).

H -
Vigo
HQ HE Braganca*
Viana d \
0 L Castelo S
-Vila Real
50 SE =)

Alto Alentejp

ESPANA

E /\—ﬁna!eqre 3

Q

. Badajoz

Baixo Alentejo

Figura 10 -Mapa de Portugal com destaque para a regido do Alentejo

Nesta regido é o clima mediterrdneo que predomina, apresentando elevadas amplitudes térmicas
anuais, com Verdes muito quentes e secos onde a insolagdo efetiva se encontra na ordem das 3.000
horas/anuais, verificando-se uma concentracdo das chuvas durante o Inverno, sendo aqui que as sub-
regides mais se diferenciam, verificando-se cerca de 800 mm anuais no litoral e Norte e 400mm a Sul
e Leste (Magalhaes, 2008).

Apesar da importancia do sector viticola nesta regido e de se verificar uma expansado da drea viticola
a cultura apenas representa 10.6% da drea viticola nacional, cerca de 23.188 ha (tabela n2 2 e figura
ne 11).
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Tabela 2- Area de vinha plantada em Portugal Continental («IVV- Intituto da Vinha e do Vinho», 2015)

Regiéio Vitivinicola Area (ha)

DOP * Total

Minho 15810 27 432
Trds-os-Montes 417 23303
Douro 40378 43 611
Beiras 8370 52 670
Lisboa 1074 22 425

Peninsula de Setubal 2154 8622
Tejo 1161 15653
Alentejo 10 090 23188

Algarve 119 1733
Total 79573 218 677

Outro fator a salientar é o facto de os hectares de vinha no Alentejo nos ultimos anos ndo terem
sofrido nenhum aumento (figura n2 11). (IVV- Intituto da Vinha e do Vinho, 2015)

Evolucao da area de vinha no Alentejo
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Area total de vinha (ha)

Figura 11 - Evolugdo da area de vinha na regido viticola alentejana

Esta regido quente e seca tem atualmente beneficiado de alguns investimentos no sector vitivinicola
que permitiu assim a produgdo de alguns dos melhores vinhos portugueses inclusive com reconheci-

mento internacional levando mais longe os vinhos alentejanos.
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No Alentejo o relevo ndo apresenta um contraste tdo marcado como noutras regides produtoras,
pelo que os factores de maior diversidade interna na regido sdo: ondulado do relevo; variabilidade
da litologia/geologia e a conjugagdo destes na diversidade dos solos que conjuntamente com os fac-

tores bidticos (porta-enxertos, casta) sdo os factores com maior potencial diferenciador de terroirs.

O terroir depende do solo, de factores edafo-climaticos (geologia, morfologia do terreno, microclima
e cima), de factores bidticos e de factores culturais sendo assim um caracter distintivo do vinho.

Como esta regido se estende desde Portalegre até a Vidigueira, existem solos com diferente natu-
reza. Na zona de Portalegre predominam os solos de origem granitica com pequenos aglomerados
de xisto, na zona de Borba, Redondo e Evora, estes s3o fundamentalmente graniticos e argiloso, ja

na Vidigueira verificam solos de natureza mais argilosa e por vezes calcaria.

Factores como a posicdao meridional e a falta de relevos diferentes sdo responsdveis pelas caracteris-
ticas Mediterranica e Continental do clima observado nesta regido. A insolagdo tem valores bastante
elevados, o que se reflete na maturagdo das uvas, o que permite uma maior acumulacdo de matéria
corante e aglcares na pelicula dos bagos. As vinhas localizam-se, na sua maioria, em substrato geo-
légico de rochas plutdnicas (granitos, tonalitos, sienitos e sienitos nefelinicos), sendo contudo de
salientar a diversidade de manchas pedoldgicas nas quais as vinhas sdo instaladas (nomeadamente

manchas xistosas e argilo-calcarias) (IVV- Intituto da Vinha e do Vinho, 2015).

2.3.3 - Borba

A Regido Alentejana encontra-se subdividida em oito sub-regides nas quais se produzem vinhos DOC:
Reguengos, Borba, Redondo, Vidigueira, Evora, Granja-Amareleja, Portalegre e Moura. (Portaria n.°
296/2010 de 1 de Junho, 2010)

No centro do Alentejo situam-se as sub-regides de Borba, Reguengos, Redondo e Evora.

A sub-regido de Borba que se encontra nos contrafortes a Norte da Serra d’Ossa é uma das mais
antigas regiGes com tradicdo viticola (Magalhdes, 2008). Nesta sub-regido tem-se verificado uma pre-
cipitacdo elevada (inferior a Portalegre mas superior a outras sub-regides do Sul) tendo a vinha que
se adaptar a vdrios tipos de solo entre eles os mediterraneos vermelhos ou amarelos, derivados de
calcarios ou calcarios pardos, e vermelhos derivados de calcarios cristalinos, com algumas manchas
de xisto vermelho que marcam a viticultura e o caracter dos vinhos da sub-regido (Magalhaes, 2008).
Borba é a segunda maior sub-regido do Alentejo (Vinhos do Alentejo, 2015) e segundo a classificacdo
climatica de Thornthwaite Borba é sub-humido seco, mesotérmico, com moderado excesso de agua
no Inverno e moderada eficiéncia térmica na estagdo quente (Magalhdes, 2008) ou seja apresentam
indices de pluviosidade levemente superiores a média, bem como niveis de insolacdo ligeiramente

inferiores a média alentejana o que poderd proporcionar vinhos especialmente frescos e elegantes.
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Pelas condig¢Ges de secura que caracterizam a regidao os porta-enxertos utilizados sdo os 1108 Paul-
sen, o 99Richter e o 110 Richter (Magalhdes, 2008). Os porta-enxertos sdo utilizados de modo a mi-
nimizar as consequéncias negativas que alguns solos apresentam de modo a promover uma melhor
adaptacao da planta a determinadas adversidades, como doencas. As plantas que deram origem as
amostras utilizadas neste trabalho utilizavam principalmente os trés porta-enxertos referenciados
anteriormente: 99R, 1103P e 0 110R.

2.4 - Porta enxertos

A técnica de enxertia apareceu com a luta contra a filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) passando esta
técnica a ser obrigatdria na viticultura. O porta-enxerto assumiu-se como um requisito bastante im-
portante no desempenho e sucesso de uma vinha tanto ao nivel da qualidade dos seus frutos (e
conseguentemente a qualidade do vinho) como ao nivel da sua capacidade de producao, pelo que o

porta-enxerto é fundamental na constituicdo de uma vinha e na execucdo da técnica da enxertia.

E certo que a vinha permite utilizar terrenos pedregosos, pouco férteis, onde a diminuta taxa de
rendimento (onde poucas culturas seriam rentaveis) é compensada pela qualidade do fruto obtido.
Contudo o melhor caminho a seguir, dentro do possivel, é evitar terrenos mal drenados, expostos as

geadas primaveris, solos com elevado teor calcério e sddio (solos salinos).

Normalmente os porta-enxertos induzem maior vigor, precocidade de produ¢do e maior produtivi-
dade as copas em relagao ao pé-franco. A escolha do porta-enxerto é extremamente importante na
viticultura uma vez que desta escolha ird depender a produgao, qualidade e longevidade da videira.
Como a escolha do porta-enxerto é uma das mais importantes decisdes de um viticultor, para a es-
colha do porta-enxerto ter-se-a que ter em conta quatro critérios. O primeiro critério é a resisténcia
a filoxera em que a Unica excegao seria se o solo escolhido fosse arenoso em que a percentagem de
matéria organica e argila ndo ultrapassa-se os 5%, o que ndo se verifica na regido vitivinicola alente-
jana pelo que a resisténcia a filoxera é um fator importante a ter em conta na escolha do porta-
enxerto. O segundo critério a ter em atencao é o vigor induzido por este porta-enxerto, de modo a
evitar a perda de qualidade do fruto. O excesso de vigor deve ser evitado, tentando obter-se uma
vinha com vigor moderado a baixo e para tal tem que se ter em atencdo as condi¢des edafo-climaticas
do local. Em solos muito pobres ndo é aconselhavel utilizar-se porta-enxertos de baixo vigor visto
gue neste caso as plantas poderdo ndo atingir o vigor necessario para a obtenc¢do de producdes eco-
nomicamente rentaveis. Como a maioria dos solos nesta regido é fértil o porta-enxerto que se deve
utilizar devera ser de baixo vigor, visto que se pretende a producdo de uvas de alta qualidade para a
produgdo de vinhos finos. Os porta-enxertos condicionam o desenvolvimento vegetativo ao nivel da
copa. Ao ser de vigor baixo a moderado isto ira limitar o desenvolvimento da copa verificando-se
reflexos positivos sobre a maturagao e qualidade da uva. O terceiro critério é a resisténcia a nema-
todes, e nesta regidao deve-se ter em conta os porta-enxertos resistentes aos nematodes do tipo Me-

loidogyne spp e Xiphinema index. Por Ultimo deve-se ter em atengdo, e nesta regido em particular, a
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resisténcia a seca (durante o verdo) ou ao excesso de agua, a tolerancia ao calcdrio ativo, a salinidade

e ao pH do solo.

2.4.1 - 1103 Paulsen

Este porta-enxerto encontra-se bem distribuido pelo Norte e Sul do pais principalmente em zonas
onde o clima favorece caracteristicas tipicamente mediterraneas (Magalhdes, 2008). O porta-enxerto
1103 Paulsen é uma espécie interespecifica, criado por Federico Paulsen no ano de 1896, tendo de-
rivado do cruzamento Vitis berlandieri e Vitis rupestres (Berlandieri Résséguier n.2 2 x Rupestris du
Lot) é muito vigoroso, com resisténcia muito elevada a secura embora tolere muito bem a humidade
no solo (Magalhdes, 2008). O vigor transmitido por este é bastante importante, pois permite em
conjunto com a formacao de boas raizes, apds o transplante, um rapido crescimento das novas plan-
tag0es, contudo é importante controlar o vigor que este porta-enxerto incita para que ndo ocorram
situacOes de baixos rendimentos causados pelo excesso de forga/vigor. De modo a controlar o vigor
de algumas castas com este porta-enxerto é necessario reduzir a dotagdo da rega ou incrementar o
numero de plantas por hectare aumentando assim a competitividade e forgcando as raizes a cresce-

rem em profundidade (Togores e Fernandez-Cano, 2011).

Este porta-enxerto suporta até 17% de calcario ativo e 30% do calcario total no solo. 0 1103 P permite
um elevado grau de resisténcia a filoxera radicular e também apresentam uma resisténcia média ao
nematodide Meloidogye. Este porta-enxerto, devido a elevada amplitude de tolerancia hidrica, au-
mentou a sua importancia nos ultimos anos, sendo a segunda variedade mais procurada. O IPC (in-
dice de poder clorosante) é 30, sendo que a sua resisténcia a clorose de ferro pode ser média. Para
além disso este porta-enxerto permite uma boa absorgao de magnésio do solo, e tolera bem os clo-
retos, conferindo-lhe assim uma maior resisténcia a salinidade do solo. Contudo é bastante sensivel
a deficiéncias em potassio e tolerante a deficiéncia em magnésio do solo. Este porta-enxerto adapta-
se bastante bem a solos acidos, caracteristica esta que na regido em estudo ndo tem grande impor-
tancia. Em suma este porta-enxerto é bastante utilizado nesta regido por ter capacidade para tolerar
os solos humidos durante a primavera e a sua tolerancia moderada a alagamentos e por ultimo de-
vido ao facto de ter uma boa eficiéncia do uso de agua na medida que permite maximizar o rendi-
mento por hectare e proporciona uma boa percentagem de enxertia de campo, ao fim do primeiro

ano.
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Caracteristica Intensidade
Vigor Muito vigoroso
Produgdo Média/Alta

Resisténcia a filoxera
Resisténcia aos nemdtodos
Resisténcia a seca
Resisténcia ao calcdrio
Resisténcia a salinidade
Sensibilidade a humidade
Sensibilidade a acidez
Acdio sobre o ciclo vegetativo

indice de poder clorosante (IPC)

Suficientemente resistente

Média

Boa
17a19%
Bastante tolerante

Moderadamente tolerante

Média
Alguma (retarda um pouco)

30

C0sCa
Fe?

NOTA: IPC (indice de poder clorosante) = x 10000

2.4.2 - 99 Richter (99 R)

Este porta-enxerto derivou da Vitis. berlandieri x Vitis rupestres (Magalh3es, 2008). E um porta-en-
xerto muito vulgar nas novas plantacSes de grande parte das regides viticolas Portuguesas, pois
adapta-se bem a solos dificeis, pedregosos ou ndo, mesmo que sejam bastante compactos (Infovini,
2015). Apresenta sensibilidade a fusariose e aos nematodes galicolas (género Meloidogyne), a sua
produtividade pode ser exagerada em solos um pouco mais férteis, tende a atrasar a maturagao das
uvas e apresenta sensibilidade a texturas pouco equilibradas e a reagao acida dos solos muito vigo-
rosos, adaptado a solos secos e de baixa fertilidade contudo deve evitar-se situagbes de reagdo acidas
o que em algumas castas pode significar uma diminui¢do das qualidades do mosto (Jackson, 2008;
Magalhaes, 2008; White, 2015). Boa resisténcia a secura e adapta-se bem a solos medianamente
calcérios (resistindo até cerca de 17% de calcario ativo). E desaconselhdvel em solos salinos, apre-

senta sensibilidade a humidade e a filoxera galicola (Infovini, 2015).

2.4.3 - 110 Richter (110 R)

Grande difusdo no pais, encontra-se adaptado em regides quentes e secas, solos pedregosos e de
baixa fertilidade. Este porta-enxerto deriva do cruzamento da Vitis berlandieri Resseguier n22 e Vitis
rupestris Martin (Magalhdes, 2008). Apesar de induzir produtividade elevadas nas castas onde é en-
xertado tal ndo tem diminuido a qualidade dos mostos. Como induz produtividade elevada ndo deve
ser utilizado em solos férteis ou himidos, onde pode provocar atrasos de maturag¢do ou desavinho

em castas mais sensiveis (Wolpert et al., 2002). Estes porta-enxertos permitem o desenvolvimento
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da planta em terrenos muito compactados devido ao seu sistema vascular vigoroso. Apresenta uma
boa adaptacdo a solo pobres em Potdssio (K), que nesta regido nao se verifica, e média sensibilidade
a caréncia de Magnésio (Mg) (Riaz et al., 2006). E moderadamente suscetivel a nematodes galicolas
(género Meloidogyne), ndo tolera a salinidade e resiste a teores em calcario ativo semelhante ao 99
R (17%) e o IPC é de 30 e a sua capacidade de enxertia € média. Em suma este porta-enxerto apre-
senta uma média tolerancia a seca, moderada resisténcia a clorose, um grande vigor, um bom enrai-

zamento e o ciclo vegetativo termina mais tarde (Jackson, 2008).

2.5 -Solo

As caracteristicas do solo quando associadas aos factores climaticos e de relevo, determinam o tipo
de cultura adequada para cada ambiente (Capeche, 2008). O solo é um conjunto de materiais mine-
rais e organicos, agua e ar, que nao se encontram consolidados, geralmente localizado a superficie
terrestre, com atividade bioldgica e é o meio natural para o desenvolvimento das plantas terrestres,
tal como se formou ou, mais ou menos, modificado pelo Homem (Costa, 1991; Fassbender e
Bornemisza, 1987). A grande varia¢cdo destas combinacgbes leva alguns a acreditar que o solo tem

uma composic¢do Unica para cada local/area. (James e Nordby, 2005)

Os factores de formacgdo do solo sdo: o clima, os organismos, a rocha-mae, o relevo e o tempo, aos
quais se junta, muitas vezes, a acdo do Homem, que utiliza o solo para as suas atividades (Costa,
1991; Fassbender e Bornemisza, 1987; Taiz e Zeiger, 2010).

O solo é maioritariamente constituido por matéria mineral sélida que se encontra, de profundidade
variavel, associada a matéria organica. Contudo por vezes o solo pode carecer de matéria organica,
ou pelo contrario conter uma maior quantidade desta. Em qualquer dos casos contém proporgdes
varidveis de dgua com substancias dissolvidas (solugdo do solo) e ar (atmosfera do solo). (Cardoso,
1965; Reynier, 2002; Togores e Fernandez-Cano, 2011)

A parte solida da matéria mineral compreende, em propor¢des bastante varidveis, fragmentos de
rochas e minerais primarios, e ainda minerais de origem secundaria (minerais resultantes da altera-
¢do dos primarios). Todos estes fragmentos ou particulas tém formas e dimensGes variaveis, pas-
sando por pedras e cascalho até materiais tdo finos com propriedades coloidais. (Costa, 1991; Jones
et al., 2013; Togores, 2006)

Relativamente a matéria organica do solo esta é constituida por restos de plantas e outros organis-
mos, em estado mais ou menos avancado de decomposicdo (devido principalmente a atividade de
um grande numero de microrganismos existentes nela), incluindo substancias no estado coloidal.
(Costa, 1991; Magalhaes, 2008)
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Os solos que contém mais de 20% matéria organica ou mais de 30%, em espessura superior a 30 cm,
sdo chamados de solos organicos, enquanto que todos os restantes, que sdao os mais vulgares, desig-

nam-se por solos minerais (Costa, 1991).

O solo caracteriza-se pela composicdo, caracteristicas e comportamento dos seus constituintes soli-
dos. (Cardoso, 1965)

A matéria mineral do solo contém principalmente oxigénio, silicio, aluminio e ferro. Na maioria dos
solos, os dxidos de silicio, aluminio e ferro juntos constituem 90% ou mais do peso seco da fracao
inorganica, dominando largamente o 6xido de silicio (50 a 75%). Ja o calcio, magnésio, sodio, potas-
sio, titanio, fésforo, manganés, enxofre, cloro e outros elementos expressos nos oxidos, normal-
mente, menos de 10% do peso seco da fracdo mineral do solo. A percentagem de azoto total em
relacdo ao peso seco do solo esta situada entre 0,05 e 0,5%, sendo que, na maior parte dos casos, se
situa entre 0,05 e 0,25%. (Costa, 1991; Fassbender e Bornemisza, 1987; Magalhaes, 2008)

Quanto a parte organica dos solos é constituida, regularmente, por mais de 95% de azoto, 5 a 60%
de fésforo e 10 a 80% de enxofre totais. (Costa, 1991)

O solo é constituido por trés fases: (Magalhaes, 2008)

- a fase sélida (matéria organica de diferentes tamanhos e formas correspondendo a cerca de 45%

em volume)

- afase liquida (agua existente no solo, adsorvida nas superficies coloidais ou retirada que se encontra
retida no sistema de porosidade que por sua vez pode dissolver minerais que se tornam mais ou

menos disponiveis na solugdo do solo para a sua mobilidade e absorgdo) (Epsteins e Bloom, 2006).

- a fase gasosa (“atmosfera do solo”: componentes da atmosfera e gases produzidos pelo préprio
solo. Tem um volume varidvel visto que depende da atividade bioldgica do solo e da intensidade das

trocas gasosas entre a atmosfera e o solo)

O solo é o reservatorio de dgua, de macronutrientes (N, K, P, S, Mg e Ca) e de micronutrientes (como
o Fe, B, Mn, Cu, Zn, Mo, Co, Si, entre outros). A absor¢ao de nutrientes pela videira depende do seu
estado de nutri¢do, do equilibrio entre elementos minerais no complexo de troca e na solugdo do
solo, dos valores de pH (ver figura n2 19), da disponibilidade de 4gua, do ambiente fisico do solo
(arejamento e possibilidade de expansao radicular) e por ultimo a forma como este se encontram no
solo (ver tabela n? 8).(Magalhdes, 2008) A biodisponibilidade dos minerais é condicionada tanto pela

forma quimica do metal como pela forca de ligacdo do solo. (Fabani et al., 2010)
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Figura 12 - Absor¢do dos elementos em fungdo do pH. A grossura das barras determina a disponibilidade relativa de cada
elemento (Magalh3es, 2008)

Tabela 4 - Forma como os nutrientes (macro e micronutrientes) sdo absorvidos pela planta (forma assimilavel
pelas plantas)

Nutriente Preferencial  Eventual
Azoto NO* NH 4
Fésforo H,PO* HPO,
Potdssio K* -
Cdlcio Ca* -
Magnésio Mg?* -
Enxofre So* -
Boro HsBO3 H2BOs
Cloro cr -
Cobre Cu* -
Ferro Fe3* Fe?
Manganés Mn? -
Molibdénio Mo04* -
Zinco Zn* -
[ 7 )
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As exigéncias nutricionais da videira irdo depender da sua expressao vegetativa e capacidade produ-
tiva que por sua vez dependente da casta, porta-enxerto, compasso de plantacdo, sistema de condu-

¢do e tipo de poda.

O conhecimento da composicao quimica do solo é atualmente indispensavel para se conseguir uma
vinha em boas condicdes de producdo e vegetacao visto que ird permitir tomar as decisdes mais
corretas mesmo antes da instalacdo da vinha e escolher os porta-enxertos que melhor se adequam
assim como o compasso e posteriormente as adubagGes e as corre¢ées necessarias. De uma forma
geral os ides, apds atingirem a raiz, serdo transportados através do simplasto e do apoplasto até ao
xilema (Taiz e Zeiger, 2010).

A caréncia de elementos minerais pode ter origem primaria, ou seja esse elemento encontra-se em
concentracdo deficiente no solo ou secundaria devido a antagonismos idnicos durante a absorcdo ou
devido a uma absorcdo seletiva que podera derivar do porta-enxerto utilizado, e/ou da interagdo

porta—enxerto/casta.

Os elementos minerais encontram-se no solo sob a forma de sais ou entdo devido a sua dissociagdo
em anides e catides sob a forma idnica. Entre os catides mais importantes pode-se destacar o Ca%,
Mg*, K*, NH4*, Na*, H*. Os minerais obtém a sua maxima concentracdo durante a fase herbdacea di-

minuindo até a maturacdo da uva, principalmente o célcio.

Tabela 5- Parametros estabelecidos para a fertilidade do solo usado pelo laboratério AGQ — Labs & Tecnologi-
cal Services

Elemento Baixo Alto
Potdssio Disponivel 0,5 0,8
meq/1000g
Cdlcio Disponivel 8 12
meq/100g
Magnésio Disponivel 1,50 2,50
meq/100g
Azoto mg/Kg 2,45 2,85

Os nutrientes minerais ocorrem no solo quer dissolvidos na dgua, quer ligados a particulas do solo.
No entanto, sé uma pequena parte (<0,2%) esta dissolvido na solugao do solo. A maior parte (quase
98%) ou esta ligada a detritos organicos — o himus — e a particulas inorganicas insollveis, ou esta
incorporado nos minerais, constituindo as reservas do solo. Os restantes 2% estdo adsorvidos nos
coloides do solo. A solugdo do solo, os coloides e as reservas minerais do solo estdo num estado de

equilibrio dindmico que garante a reposicao dos nutrientes (Larcher, 2003). Quer os coloides de ar-
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gila, quer os organicos tém cargas essencialmente negativas, pelo que atraem essencialmente cati-
Oes. No entanto, também existem alguns locais carregados positivamente onde os anides se podem

acumular (Larcher, 2003).

As particulas coloidais do solo podem apresentar cargas elétricas negativas ou positivas e podem
adsorver, por diferenca de carga, catides ou anides. A absor¢do de nutrientes pelas plantas, a expan-
sdo e a concentracdo de argilas e a lixiviagdo também estdo relacionados com a troca idnica. Como
se pode observar na figura 20 os catides estao adsorvidos na superficie da particula do solo devido a

esta estar carregada negativamente (Taiz e Zeiger, 2010).
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Figura 13 - Troca catidnica na superficie de uma particula do solo (Retirado de Taiz e Zeiger, 2010)

Como as particulas coloidais do solo sdo geralmente eletronegativas as cargas sdo neutralizadas por
catides através de uma ligacdo entre a superficie das particulas coloidais e os catiGes, adsorc¢ao ca-
tidnica. A capacidade de troca catidnica (CTC) demonstra a capacidade ou disposicdo de o solo reter
e trocar iGes positivamente carregados na superficie coloidal. A quantidade de catides do complexo
de troca no solo ira depender dos minerais, das superficies especificas, das cargas do complexo co-
loidal e das caracteristicas dos ides presentes na solugdo do solo. Esta capacidade que os ides tém de
“trocar” reversivelmente com catiGes idénticos ou diferentes, dissolvidos na solugdo do solo, da o

nome a estes ioes de catides de troca.

Os principais catides do complexo de troca sdo o cdlcio o magnésio, o potassio o sédio, o aluminio, o
ferro, o manganés e o hidrogénio, e denominados como bases de troca encontram-se os elementos
calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e sédio (Na) (Costa, 1991). As bases de troca sdo os catides
de troca dominantes nos solos de reagdo alcalina e neutra (Costa, 1991). Pensa-se que os catides de
troca estdo em continuo movimento em torno do seu ponto de ligacdo a fase solida. Assim sendo
guando um catido de solucdo se aproxima da superficie de adsor¢do quando um catido de troca esta
relativamente afastado desta, sera imediatamente adsorvido em substituicdo do chamado catido de
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troca. Atendendo ao mecanismo de adsorc¢do catidnica, pode definir-se a capacidade de troca catio-
nica do solo como a quantidade de catiGes necessaria para neutralizar as cargas negativas de uma

quantidade unitdria de solo em determinadas condig¢bes, principalmente para um determinado pH.

As caracteristicas qualitativas das uvas, mosto e dos vinhos para além dos processos de vinificacao
sdao também influenciadas pelo solo uma vez que este ira influenciar a sua composi¢ao relativamente
ao teor de acucares, elementos organicos e minerais, antocianas, acidos e polifendis (Ribéreau-
Gayon et al., 2006b). Outro fator a ter em conta é o patrimdnio enzimatico das castas utilizadas visto
gue este depende do perfil genético das castas. A atividade de cada enzima dependerd da quantidade
dos microelementos existentes no solo uma vez que em cada molécula de uma enzima existe um
grupo prostético com um microelemento (Taiz e Zeiger, 2010). Tudo isto demonstra a importancia
das analises ao solo.

Contudo as analises de solo apenas indicam os nutrientes disponiveis no solo ndo significa que estes
sejam absorvidos pela planta, ou seja ndo permite verificar qual a taxa de absorgao para a planta. Ao
se recorrer a uma analise de solo ter-se-a que ter em conta os fendmenos fisicos de precipitagdo ou
de solubilizacdo natural dos minerais, os fendmenos fisioldgicos relacionados com a absor¢do, sendo
que estes dependem do clima do solo, da densidade radicular e da heterogeneidade do perfil do solo
(Jones et al., 2013; Marschner, 1995). No caso das culturas perenes, este ultimo fator pode traduzir-
se num desajuste entre o perfil radicular e o perfil de nutrientes pelo que é necessario acompanhar

sempre a andlise de solo com a andlise foliar.

Os minerais tém um papel importante no metabolismo das leveduras, uma vez que os mostos e vi-
nhos fermentados, as leveduras consomem calcio, cobre, ferro, potdssio, magnésio e zinco, sofrendo
as suas concentragdes uma diminuigdo (Mozaz et al. 1999). Além disso a diminui¢do de calcio e po-
tdssio pode também estar associada a uma menor solubilidade dos seus tartaratos a baixas tempe-
raturas, metodologia utilizada para estabilizagdo do vinho.

2.5.1 - Potassio

E um catido univalente, tem um raio idnico de 1,38 A e é caracterizado por uma grande mobilidade
nas plantas (Quelhas dos Santos, 1996). O potassio é absorvido sob a forma de iGes K* existentes em
solucdo no solo e é muito mével na solugdo do solo e no interior das plantas (Jones et al., 2013). No
interior da planta, regula o balango idnico celular, contribui para a regulagdo estomatica e transpira-
téria, para o transporte de hidratos de carbono (entra a folha e o cacho), contribui para a sintese de
grandes moléculas (proteinas e amido), € um ativador enzimatico (é um cofator de mais de 40 enzi-

mas) e contribui para a sintese de ATP (Jones et al., 2013; Marschner, 1995; Taiz e Zeiger, 2010)

Ao nivel de regulagdo estomatica, desempenha um papel relevante sobretudo em situa¢des de
stresse hidrico, uma vez que este é o principal elemento que regula a pressdo osmética nos vacuolos

das células e promove o fluxo de dgua para o seu interior. Além disto o encerramento dos estomas é

30

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

condicionado pela perda de iGes k* nas células em proveito das células epidérmicas. (Basile et al.,
2003; Peuke et al., 2002). Este ido é importante durante o processo de maturagao da uva visto que
pode contribuir para uma maior resisténcia a situacdes de secura e é necessdrio para a translocacdo
e acumulacado nos diferentes drgdos da videira, especialmente nos frutos, de hidratos de carbono
recém-formados influenciando assim indiretamente a qualidade do vinho, pela sua agdo sobre o va-

lor do pH do mosto.

A caréncia de potassio pode ocorrer quando o seu nivel no solo é insuficiente ou quando a relacao
K*/Mg?* é inferior a 2 ou quando em anos humidos e num solo de textura ligeira o K* é arrastado da
camada superficial (onde é mais absorvivel) (Quelhas dos Santos, 1996). As consequéncias desta ca-
réncia ira refletir-se na diminuicdo do grau provavel, do pH, das antocianas e dos teores em K*, Na*

e Ca* afetando assim as caracteristicas organoléticas do vinho.

O excesso de potassio ird promover o dessecamento da raquis devido a menor absorc¢do de calcio e
magnésio. Visualmente comeca-se por verificar umas manchas escuras sobre o eixo principal e na
ramificacdo da raquis, ocorrendo necroses do tecido. Esta consequéncia fard como que a circulacdo
de seiva no cacho diminua. Quando o bago entra na sua fase de maturacdo ira existir uma maior
transpiragdo e consequentemente uma maior perda de 4gua o que com a interrupg¢do no xilema e
floema, devido ao dessecamento da raquis, o bago ira murchar porque a taxa de transpiragdo é maior
do que a taxa de reposicdo de dgua no cacho (Fraguas, Sénego, e Junior, 1996; Mpelasoka et al.,
2003). Assim sendo o potassio exerce um papel importante na formacdo do bouquet do vinho. A sua
caréncia ird produzir um menor teor de aglcar aumentando a acidez do mosto e uma diminuicao da

cor do bago e vinho, enquanto que o excesso ird reduzir a acidez do mosto.
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Figura 14- Transporte do k* para a planta e no seu interior (adaptado de Jones et al., 2013)

2.5.2 - Calcio

Quando cristalino o raio iénico do célcio é de 0,99 A enquanto que o raio do ido hidratado é de 4,13
A (Marschner, 1995). O célcio é absorvido pela videira sob a forma de i3o Ca?* que derivou dos car-
bonatos, sulfatos e cloretos que se encontram no solo. A taxa de absorg¢ao do calcio é menor que a
do potassio porque a absorgdo do cdlcio é feita unicamente nas raizes jovens, onde as paredes celu-

lares da endoderme nao foram ainda suberizadas, sem estrias de Caspary.

Este elemento entra maioritariamente na planta por difusdo e pode-se encontrar na estrutura das
paredes celulares (é constituinte da lamela média) sob a forma de pectatos logo verifica-se a sua
maior concentragdo nos 6rgdos verdes da videira, sendo bastante importante durante o crescimento

dos drgdos subterraneos e dos drgdos aéreos (principalmente do raquis do cacho).

O calcio mantém a integridade celular (a capacidade de se ligar aos grupos carboxilo dos polissacari-
deos pécticos da lamela média confere-lhe uma func¢do de estabilizacdo na estrutura das paredes
celulares (Demarty, Morvan e Thellier, 1984). O calcio tem também uma funcdo de manutencdo da

permeabilidade membranar através das ligagdes com os grupos fosfato e carboxilo dos fosfolipidos,
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e com as proteinas localizadas a superficie das membranas (Marschner, 1995). E o elemento domi-
nante do poder tampao intracelular regularizando o pH. Participa na ativagdo de alguns sistemas
enzimaticos, visto que funciona como cofator de algumas das enzimas envolvidas na hidrélise do ATP
e fosfolipidos e ativa algumas das enzimas envolvidas na mitose, na divisao celular e expansao celular.
Para além de todas essas fung¢des o calcio estimula o crescimento radicular, o que ira potenciar a

absorc¢do de minerais (Portela e Louzada, 2007).

E importante salientar que o célcio se desloca pelo xilema por trocas eletrénicas com o magnésio,
zinco e manganés na superficie da parede do xilema e através da ligacdao aos polissacarideos pécticos
das paredes do xilema (Saure, 2005). E importante salientar que os grupos negativamente carregados
de pectinas e lenhinas nas paredes das células do xilema tendem a impedir o movimento do calcio
em relagdo ao fluxo em massa do xilema (Jones et al., 2013). O célcio é levado pelo xilema até as
folhas, onde permanece e se torna imdvel, ou seja, ndo ha redistribui¢cdo do cdlcio na planta. A rela-
tiva imobilidade do calcio nas plantas pode originar a deficiéncia deste calcio nos tecidos mais jovem
e frutos. Um dos factores para os teores de célcio serem menores no fruto do que no solo e nas folhas
deve-se ao facto dos frutos apresentarem menores taxas de transpiragdo em comparagdo com as
folhas (Ho, Hand e Fussell, 1987). Depois de absorvido na raiz, pela coifa, segue pela rota apoplastica
até atingir as estrias de Caspary, onde entra na célula pela via simplastica. Essa entrada ocorre atra-
vés dos canais de cdlcio onde se verifica a bomba de protdes que liberta H* para o lado externo da
célula gerando assim uma diferenca de potencial eletroquimico, o qual faz com que o célcio entre na
célula por meio dos canais. A absorg¢do de calcio pode ser diminuida pelo excesso de outros ides como
o K*, Mg*?e NH,* (Marschner, 1995).

2.5.3 - Magnésio

O magnésio é absorvido pela videira sob a forma de ido Mg*? que se encontre na solu¢do do solo
(Coutinho, Ahlrichs e Magalhaes, 1984). Este neutraliza dcidos organicos e participa (como o potassio
e o calcio) no equilibrio iénico intracelular e € muito mdvel na planta. Dentro da planta faz parte do
nucleo pirrdlico (anel tetrapirrélico) da clorofila, da estrutura dos ribossomas (estabiliza as particulas
ribossomais na configuragdo necessaria para a sintese de proteinas), da estrutura das paredes celu-
lares e ainda contribui na formacdo dos carotenos (Taiz e Zeiger, 2010). Este macroelemento permite
ainda a ativac¢do do sistema enzimatico do metabolismo dos glicidos, proteinas peroxidadese fosfa-
tases. Em suma este catido é necessario na atividade de enzimas fundamentais na biossintese dos

acidos nucleicos, fotossintese e respiragdo. (Wolf e Cittadini, 2003; Wolf, Torsello, e Fasanella, 2003)

Apds a sua absorcdo, o Mg?* é transportado (pela forma ativa ou passiva), até ao xilema, e dai de

forma passiva, para a parte aérea através da transpiragao.

O magnésio devido a lixiviagdo que pode ocorrer na porgao superior do solo é maioritariamente en-
contrado mais no subsolo, contudo em videiras mais jovens tal podera ser um problema pelo que é

essencial fazer analises ao solo nos diferentes extratos (Chekri et al., 2012; Christensen, 2001). O
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Mg?* entra nas células da raiz por via dos canais de Mg?* da membrana plasmatica e é transportado

no xilema quer na forma livre quer em quelatos (Jones et al., 2013; Taiz e Zeiger, 2010).

Pode verificar-se “secura do engaco” quando a razdo k* / Ca®* + Mg?* é alta devido a existéncia de
uma caréncia de Ca®* e/ou de Mg?* (Magalh3es, 2008). E importante ter em conta que quando se
observa baixas concentracdes foliares de magnésio das videiras verifica-se também baixos valores de
calcio pelo que é importante monitorizar estes elementos para que nao ocorra diminuicdo da quali-
dade do bago. (Portela e Louzada 2007)

2.5.4 - Azoto

O azoto é um elemento dindmico no solo que sofre processos de mineralizacdo, imobilizacdo e des-
nitrificacdo (J. Q. Santos, 1996). A quantidade deste elemento no solo depende do balanco entre o
processo de mineralizagdo e imobilizacdo. Quando a mineralizagdo é maior do que a imobilizagdo,
vai ocorrer um aumento da quantidade de azoto mineral no solo, caso contrdrio ocorre uma reducdo
(Britto e Kronzucker, 2002; Brunetto et al., 2006; Santos, 1996). A mineralizagcdo do azoto envolve

dois processos, a amonificagdo (NH4*) e a nitrificacdo (NO3’).

A preferéncia para a absorcdo de NH;* ou NOs™ ird depender da idade da planta e dos factores envol-
ventes como o pH e a atividade biolédgica na zona radicular (Marschner, 1995). Quando a planta ab-
sorve um teor elevado de NOs o pH das raizes aumenta uma vez que sao excretados HCOs; e HO e
ocorre absorg¢do de célcio, magnésio e potassio (Taiz e Zeiger, 2010). Quando absorve NH4* o pH das
raizes diminui e como consequéncia a absorgdo de calcio, magnésio e potdssio diminuem (Hopkins e
Hiiner, 2008)

As trés principais fontes de incorporagdo de azoto inorgénico no solo sdo: a) matéria organica do
solo, b) azoto atmosférico e c) fertilizantes minerais azotados (Britto e Kronzucker, 2002; Gastol e
Domagata-Swiatkiewicz, 2014)

O azoto é um elemento fundamental para o desenvolvimento da planta, afetando o crescimento
vegetativo, a producdo, a qualidade da uva e naturalmente do vinho, quer por falta quer por excesso,
sendo assim importante monitorizar as suas concentracdes no solo, na folha e no bago (Britto e
Kronzucker, 2002; Brunetto et al., 2006). Uma vez que a sua caréncia ira reduzir o teor de aglcares e
a acidez total obtendo-se um vinho pouco aromatico e o seu excesso ird fazer com que o teor de
acucares seja menor logo ocorrerd uma diminuicdo do teor alcodlico que posteriormente trara pro-

blemas com o envelhecimento do vinho verificando-se alguma turbidez.

O azoto é, depois do carbono, o segundo elemento mais utilizado pelas leveduras para o seu cresci-
mento. O mosto da uva é essencialmente rico em constituintes nitrogenados (0,1 — 1g/L de azoto

soltvel). O teor de azoto da uva depende da variedade e do porta-enxerto, do meio e das condi¢Ges
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de cultivo, e em particular da fertilizacdo nitrogenada que diminui em caso de sobrematuracao
(Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Doneche, & Lonvaud, 2006b).

O teor de azoto é imprescindivel para o bom funcionamento das leveduras. As leveduras existem
naturalmente no solo, nas uvas, nos depdsitos de fermentacdo e em todo o ambiente da adega. O
azoto contribui para a biossintese das proteinas celulares (azoto amoniacal e aminoacidos) pelo que
se deve quantificar o azoto assimilavel do mosto e se esse valor for menor que 150 mg/L deve-se
adicionar dihidréogeno fosfato de amdnio, ou sulfato de amdnio, tendo sempre em atencdo que a
dose maxima regulamentar é de 30 g/hL. O azoto deve-se adicionar no inicio da fermentacdo,
aquando do arejamento.

A fermentacao alcodlica depende da disponibilidade de alguns nutrientes, presentes nos mostos, que
sdo essenciais ao desenvolvimento das leveduras. O azoto apresenta niveis varidveis e em menor
qguantidade do que se necessita ao contrario, por exemplo, do aglcar que estdo presentes em quan-
tidades que excedem largamente as exigéncias nutricionais das leveduras. Por tudo isto o principal
nutriente limitante da atividade das leveduras durante a fermentacao, é o azoto sendo a sua baixa
concentracdo a principal causa da ocorréncia de fermentacGes amuadas ou lentas (Bisson, 1993;
Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Donéche, & Lonvaud, 2006a). A determinacdo de
azoto no mosto demonstra ser importante porque permite ter uma nogao se serd necessario ou ndo
adicionar mais azoto para que a fermentacdo alcodlica ocorra sem problemas, sem paragens. Os re-
sultados obtidos por Burin et al. (2015), demonstraram que a administracdo de azoto nos mostos
pode ser usado como uma ferramenta para se obter vinhos de melhor qualidade, isto porque o azoto
ird interferir na quantidade e formagao de proteinas dos aminoacidos das leveduras e até nas pré-
prias enzimas. Para além disso os varios aminodacidos existentes no mosto sofrem uma série de bio-
transformacgdes, dando origem a alcoois superiores, aldeidos, ésteres e acidos cetdnicos, compostos
que contribuem para o aroma do vinho (Burin e Bordignon-Luiz, 2016; Soufleros et al., 2003; Vilanova
et al., 2007). Os niveis iniciais de azoto assimilavel (YAN- Yeast Assimilable Nitrogen), presentes nos
mostos tém efeito sobre a formacdo de compostos volateis formados pelas leveduras (Burin e
Bordignon-Luiz, 2016; Vilanova et al., 2007). A composi¢do de azoto da uva pode afetar a cinética da
fermentacdo (Varela, Pizarro e Agosin, 2004), afetando o crescimento, a taxa de fermentacdo, e a
formacdo de produtos finais do metabolismo das leveduras (Barbosa et al., 2009; Bell e Hebschke,
2005; Mendes-Ferreira et al., 2009; Torrea et al., 2011). Quando se verifica uma menor quantidade
de azoto este serd responsavel pelo menor crescimento e formacao das células de leveduras, provo-
cando assim fermentagdes mais lentas e um desequilibrio na composicdo aromatica dos vinhos
(Mendes-Ferreira et al., 2011). Tudo isto demonstra a necessidade de através de uma analise rapida
saber o teor de azoto no mosto de modo a obter um bom desenvolvimento fermentativo consoante
as necessidades especificas de cada estirpe de levedura que se for adicionar e num futuro préximo

também quantificar os diferentes de aminodcidos disponiveis para suprir as suas necessidades.

No entanto, um mosto com um elevado teor de azoto ira originar vinhos com maior quantidade de

azoto residual, o que provoca um risco de instabilidade microbiolégica acrescido, devido a possivel
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formacao de aminas biogénicas e carbamato de etilo, que sdo compostos negativos para a qualidade
do vinho (Cecchini e Morassut, 2010; Prete et al., 2009; Alves, 1992; Moreno-Arribas, 2000) e para a

salde do consumidor em doses elevadas.

Contudo é importante salientar que o teor de azoto no vinho de base ndo apresenta ter tanto im-
pacto como no mosto. Na segunda fermentacdo a escolha da levedura e a temperatura a que ocorre
0 processo sdo parametros mais importantes e que podem limitar o processo de vinificacado. A leve-
dura utilizada no vinho base ird afetar a cinética fermentativa e terd um maior impacto na qualidade
final do vinho espumante. A segunda fermentacdo apresenta baixas exigéncias de azoto, contudo
Marti-Raga et al. 2015, verificaram que vinhos com niveis extremamente baixos de azoto (0 e 17,64
mg/L), a segunda fermentacdo seria mais lenta, pelo que s6 ai se justifica a adicdo de azoto.

2.6 - Vinho produzido no Alentejo

A denominacdo de Origem (DO) Alentejo pode ser utilizada nas seguintes categorias: a) Vinho branco,
tinto, e rosado ou rosé; b) Vinho licoroso; c) Vinho espumante de qualidade branco, tinto, e rosado
ou rosé; d) Aguardente bagaceira; e) Aguardente vinica. (Portaria n.° 296/2010 de 1 de Junho, 2010)

No ano de 2014 a produgdo de vinho no Alentejo representou 23,5% da produgdo nacional cerca de
117986700 litros, Na tabela n? 4 pode-se verificar os diferentes litros produzidos consoante o tipo de

vinho.

Tabela 6- Produgdo de vinhos DOC Alentejano e de regional Alentejano (em litros) no ano de 2014 (Vinhos do

Alentejo, 2015).

Vinhos DOC Quantidade (L)
DOC Alentejano 55318380
Regional Alentejano (IG) 62491460
Regional Alentejano — Espumante 71623
Regional Alentejano — Licoroso 1250
DOC Alentejano — Espumante 67095
DOC Alentejano — Licoroso 36880

As castas autdctones do Alentejo para as uvas brancas sdo o Arinto, Ferndo Pires e Rabo de Ovelha,
enquanto nas tintas sdo o Aragonés, Trincadeira, Casteldo, Moreto e Alfrocheiro. Contudo as castas

brancas mais importantes na regido do Alentejo sao a Roupeiro, a Antdao Vaz e a Arinto. Em relagcao

36

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016

Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

as castas tintas, salienta-se a importancia da casta Trincadeira, Aragonés, Casteldo, Alicante
Bouschet, Cabernet Sauvignon e Syrah (Infovini, 2015). Tal acontece porque para além dos vinhos
DOC esta regido também apresenta uma elevada producao e variedade de vinho regional o que per-
mite aos produtores utilizarem outras castas para além das previstas na legislacdo de vinhos DOC.
Tudo isso torna possivel um vasto leque de castas nacionais e internacionais plantadas no Alentejo,

sendo possivel seguir as tendéncias dos novos mercados e responder as suas necessidades.

O vinho espumante nacional, embora tenha vindo a crescer nas Ultimas campanhas, ainda representa
menos de 0,6 % do total de vinho produzido em Portugal, ou seja na campanha 2014/15 foi produzido
37.393 hL (figura n2 12) de vinho espumante, sendo que 78% era banco e s6 22% era tinto/rosé. No

Alentejo foi produzido 1,387 hL.
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Figura 15 - Produgdo de espumante em Portugal e representatividade na produgdo nacional

2.6.1 - Vinho Espumante

Os Vinhos Espumantes de Qualidade Produzido em Regido Determinada (VEQPRD) sdo vinhos que se
diferenciam dos vinhos tranquilos (VQPRD) por ultrapassarem os 4 bar de diéxido de carbono. O
vinho espumante geralmente é um vinho com acidez que apresenta teores de agucar variaveis de-

pendendo do tipo.

A sua elaboragao pode fazer-se por diversos tipos de tecnologias:

e Meétodo tradicional (champanhés)

e Método por transferéncia isobarométrica (garrafa-cuba-garrafa)

e Método Charmat (em cuba fechada, descontinuo)

e Método continuo

——
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O método utilizado pela Adega Cooperativa de Borba é o método cldssico. Com este método pre-
tende-se vinhos finos equilibrados e subtis, o que os torna bastante sensiveis as oxidac¢des, as redu-
¢cOes e a luz. Dos métodos referidos anteriormente, o método classico, tem como objectivo obter
vinhos brutos ou meio-secos, com acentuada subtileza e aroma varietal (Jackson, 2008). E importante
gue durante a colheita se garanta a maturidade e a integridade dos cachos até chegarem a prensa.

Na Adega Cooperativa de Borba o espumante é feito a partir de uvas brancas de qualidade, normal-
mente da casta arinto, com um equilibrio entre o teor de aglcar mais baixo em comparagdao com os
outros vinhos produzidos na adega e a acidez mais elevada. Apds a rececao das uvas na adega, que
foram vindimadas manualmente e transportadas em pequenas quantidades, estas sao dirigidas para
o esmagador e desengacador, onde se procede a uma primeira sulfitagem (adicionado sulfuroso), e
de seguida para a prensa onde se obtém o mosto de lagrima. E importante que a extracdo do mosto
ocorra a pressao muito reduzida e que o mesmo seja separado das peliculas imediatamente apds o
esmagamento para que ndo ocorra uma grande extracdo de componentes da pelicula. Isto acontece
porque a maceracgao pelicular, enriquece o mosto em compostos fendlicos, o que é indesejavel num
vinho base para espumante visto que posteriormente ird promover escurecimento, um amareleci-
mento acentuado do vinho, antes ou apds a tiragem. Apds a prensagem segue-se a clarificacdo do
mosto por decantagdo estatica com temperatura controlada de 11 °C, tendo-se procedido a sua sul-
fitagdo com uma solucdo de didéxido de enxofre, durante vinte e quatro horas. Apds a clarificacao, o
mosto é trasfegado para as cubas de fermentagdo, ao qual sdo adicionadas leveduras selecionadas,
nutrientes e sdo feitas as corre¢bes de acidez necessdrias. A primeira fermentagao ocorre a tempe-
ratura de 16 - 20 °C, sendo de evitar temperaturas demasiado baixas, que originariam vinhos base
demasiado ricos em ésteres aromaticos. Esta primeira fermentag¢do termina com a transformacgao da
maioria das oses (glicose e frutose, maioritariamente) em etanol e diéxido de carbono para os vinhos
brancos, esta fase dura até 20 dias (lannone et al., 2015; Ribéreau-Gayon et al., 2006b; Zoecklein et
al., 2012).

Equacdo geral da fermentagdo alcodlica:
CeH1206 + 2 ADP + 2 Pi + 2 H,0 - 2 CH3CH,OH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0

O vinho base para espumante deve ser organolepticamente neutro, sem oxida¢des e aroma limpo,
pelo que antes do seu engarrafamento para a 22 fermentacdo, deve-se recorrer a tratamentos de
colagem, estabiliza¢do tartarica e filtracdo. Adiciona-se bentonite nos tratamentos de colagem (as
doses variam entre os 25 g/hL a 30 g/hL) devido a interferéncia que as proteinas terdo na persisténcia
da espuma e principalmente devido a sua possivel precipitacdo e consequente turvacdo do vinho
depois de engarrafado, contudo, a bentonite ndo pode ser utilizada em excesso de forma a evitar
uma desproteinizacdo excessiva, que teria consequéncias ao nivel da qualidade da espuma. Este vi-
nho n3o deve conter uma elevada quantidade de substancias proteicas e minerais devido as eventu-
ais turvagdes e precipitagdes. No que respeita a quantidade de minerais, é necessaria a sua elimina-
¢do ou estabilizagdo para evitar os fendmenos de precipitacdo de Tartaratos de potdssio e Calcio.
Para além disso deve ter um teor alcodlico entre 0s 9.5 % v/v a 10,5 % v/v (uma vez que na fermen-

tacdo em garrafa o teor alcodlico ira aumentar em média 1,4% v/v), o aglcar total entre as 2 g/L, a
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acidez volatil inferior a 10 meq/L acido acético, a acidez total entre os 80-90 meq/L 4cido tartarico, o

diéxido de enxofre total inferior a 70 mg/L e o pH cerca dos 3,2 (tabela n25).

No método tradicional ou champenoise o vinho branco apds as fermentag¢des em cubas de ago ino-
xidavel, ird sofrer uma segunda fermentacdo em garrafa onde se tera de adicionar leveduras seleci-
onadas e licor de tiragem. O licor de tiragem tera de ter a quantidade necessdria de acucares fermen-
tesciveis, para a formacao de didxido de carbono suficiente para produzir a pressdao minima neces-
saria, normalmente a 6 bar a 10°C, pelo que o vinho base tera de ter 24g de sacarose por litro. Este
licor deve ser adicionado antes da colocacdo do vinho base na garrafa para que ocorra uma melhor

homogeneizacao.

A escolha das leveduras a utilizar juntamente com o licor de tiragem é bastante importante para a
gualidade do vinho espumante. As leveduras a utilizar devem ter caracteristicas especificas como a
capacidade de fermentacdo de vinho com teor alcodlico elevado, baixa ou nenhuma producdo de
compostos enxofrados, com tolerancia a pressdes elevadas (5 a 6 atmosferas), tolerante a baixas
temperaturas (10 a 12 °C), baixa producdo de acidez volatil, baixa aderéncia ao vidro, regularidade
na cinética fermentativa e facilidade de remocdo (Penacho, Valero e Gonzalez, 2012). Dentro da es-
pécie Saccharomyces cerevisiae consoante a linhagem estas podem atribuir um cardter particular ao
aroma de diferentes vinhos (Silva e Silva, 1987; Sudrez Lepe, 1997). As leveduras Saccharomyces ce-
revisiae variedade ellipsoideus e variedade bayanus contém as carateristicas anteriormente mencio-
nadas e também produzem pouco sulfidrico. A adega Cooperativa de Borba utiliza leveduras Sacha-

romyces cerevisae bayanus imobilizadas em capsulas de alginato.

Tabela 7- Caracteristicas desejaveis de vinho base para espumante (Carvalheira, 2012; Ribéreau-Gayon et al.,

2006a)
Caracteristicas Limites
Teor alcodlico 9,5-11,5% Vol.
Acidez total 6,5 g/L acido tartarico
Acidez volatil < 0,5 g/L acido acético
SO, Livre <15 mg/L
SO, Total <100 mg/L

Para que a segunda fermentagdo ocorra em garrafa estas terdo de suportar a pressdo. A garrafa é
capsulada com a vulgar cédpsula de coroa e colocadas na horizontal, tendo de ser girada regular-

mente, remuage. A pressado interna da garrada atinge 6 atmosferas.

Assim que a formagao de espuma termina, as leveduras vao perdendo vitalidade e comeca a ocorrer
o processo de autdlise das leveduras e consequentemente atividade protedsica e glicosidasica. Du-
rante este periodo o vinho permanece em contacto com as borras e as leveduras vao libertando

principalmente aminoacidos. E durante este periodo que ocorre uma grande evolugdo do sabor e do
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aroma do vinho espumante, pelo que o periodo de autdlise das leveduras determina as caracteristi-

cas de amadurecimento adquiridas pelo vinho (Lepe e Leal, 2004).

Apds o tempo de estagio, devido a utilizagdo de leveduras encapsuladas a etapa da remuage deixa
de existir. As garrafas sdo posteriormente submetidas a baixas temperaturas (cerca de -20 °C) e em
seguida retiram-se os residuos congelados devido a pressdo que se liberta do interior da garrafa ao
se retirar a rolha, dégorgement. Com este processo perde-se algum volume pelo que terd de ser
completado com licor de expedicdo, que é constituido pelo préprio espumante, por uma solucgao
sulfurosa para conservacao e podera conter acucar, determinando se o champanhe produzido serd
bruto natural (até 3g/L), extra-bruto (até 6 g/L), bruto (até 12 g/L), extra-seco (de 12 a 17 g/L), seco
(de 17 a 32 g/L), meio-seco (32 a 50 g/L) e doce (mais de 50 g/L) (Regulamento (CE) N.° 607/2009 Da
Comissdo de 14 de Julho, 2009). Este licor tem como objetivo melhorar as carateristicas gustativas
para além harmonizar e suavizar o vinho espumante e permitir que este se conserve melhor. Apds
esta etapa o vinho encontra-se pronto para se colocar a rolha de cortica definitiva, o musselet e ser

comercializado (ver figura n? 13).

Meétodo tradicional Leveduras encapsuladas

l engarrafamento l

Vinho base

Segunda fermentagdo
12-18°C (30 a 60 dIElS}

,ﬁ.glta:;acu <] remuage'

% (15 a 90 dias)

U Congelamento do

gargalo

fl‘*
'@

e Dégorgement

’ Rolha, musselet e
H rotulagem

Figura 16- Esquema do processo de fabricagdo do espumante pelo método tradicional e pelo método das leve-

duras encapsuladas (adaptado de Torresi, Frangipane, e Anelli 2011)
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As caracteristicas do vinho espumante podem verificar-se na tabela n2 6. Neste tipo de vinho para
além de se diferenciar devido ao didxido de carbono, também se diferencia pelo seu teor em aguca-
res redutores (glucose + frutose). Como o didxido de carbono aumenta a sensagao de acidez do vinho,
do ponto de vista organolético, diminui a sensacdo de doce de ai se explicar que o vinho espumante
seco tenha cerca de 15 a 20 g/L de glucose/frutose enquanto um vinho tranquilo seco contém até 5

g/L.

Tabela 8- Caracteristicas do vinho espumante (Regulamento (CE) N.® 491/2009 do Conselho de 25 de
Maio, 2009; Regulamento (CE) N.° 606/2009 de 10 de Julho de 2009; 2009, Regulamento (CE) N.°
607/2009 Da Comisséo de 14 de Julho, 2009)

Caracteristicas Valores
Teor alcodlico (% v/v) 10-13
Acidez total (g/L) 4,1-9,75
Acidez voldtil (g/L) 1,08-1,2
Extrato seco (g/L) 14
Cinzas (g/L) 1
Didxido de carbono (atm. a 20 °C) 4
Dioxido de enxofre (mg/L) £185
Teor em acucares (g/L expressos
em glucose + frutose): Bruto natural <3
Extra bruto 0-6
Bruto <12
Extra-seco 12-17
Seco 17-32
Meio-seco 32-50
Doce > 50

Os problemas que ocorrem nos vinhos brancos tranquilos podem ocorrer no vinho espumante, pelo
que se pode verificar turvacdes microbianas, turvagdo proteica, turvacées de cristais bitartaratos e

turvagdes devido aos minerais.

2.7 — Proteina no vinho

A instabilidade proteica do vinho branco continua a ser um problema atual nas adegas. As proteinas

existem em baixa concentracdo no vinho (15 a 300 mg/L) contudo podem afetar a sua limpidez e
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estabilidade, e a limpidez deve ser uma caracteristica permanente do vinho, dai a importancia da
estabilizacdo proteica dos vinhos (Waters et al., 2005). Quando ocorre a desnaturagao das proteinas
formam-se turvagGes e depdsitos no vinho (Waters et al., 2005) pelo que o vinho sera rejeitado pelo
consumidor visto tal fato ser considerado um defeito do vinho (Batista et al., 2010; Ribéreau-Gayon
et al., 2006a; Sauvage, et al., 2010).

O teor de proteinas diminui durante a fase pré-fermentativa e durante a fermentacao alcodlica de-
vido a ocorréncia das proteases que por hidrdlise libertam péptidos e aminodcidos. A concentracao
de proteinas e a composicdo das fracdes proteicas presentes no vinho dependem das condig¢des cli-
maticas, da casta, estado de maturacdo das uvas e processo de vinificagcdo (Fusi, et al., 2010; Pashova,
Guell e Lépez, 2004; Sauvage et al., 2010) uma vez que as proteinas do vinho provém da uva e da
autdlise das leveduras, as Sccharomyces cerevisiae (Ferreira et al., 2002). Sabe-se que as proteinas
responsaveis pela turvacdo sdo as quitinases e as do tipo taumatina, as glucanases (Batista et al.,
2009; Sauvage et al., 2010). E importante salientar que a precipitacdo proteica pode dever-se a alte-
racdes intrinsecas ou extrinsecas ao vinho, como a casta utilizada, o tipo de fertilizagdes utilizadas na
vinha, o valor de pH do vinho, o teor de etanol, o teor de compostos fendlicos e a temperatura
(Sarmento et al., 2000) e que mostos de uvas desengacadas sdo mais ricos em proteinas uma vez que

os taninos extraidos do engaco eliminam uma grande parte das mesmas, por precipitacdo.

Uma vez que alguns autores tém comprovado que a instabilidade proteica estd em grande parte
dependente da concentracdo de proteina total presente no vinho (Batista et al., 2009; Batista et
al.,2010; Ferreira et al., 2002; Mesquita et al., 2001) pelo que também se avaliou o teor de proteina
total no vinho base.

2.8 - Leveduras Encapsuladas

No vinho espumante utiliza-se a imobilizacdo de leveduras em microcdpsulas de alginato de calcio
(figura n2 14).

Figura 17- Vinho de base com leveduras encapsuladas (retirado de Proenol, 2015)
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A utilizacdo de leveduras encapsuladas é uma tecnologia de imobilizacdo celular. A imobilizacdo
celular é a utilizagdo de um estrutura fisica de confinamento de células a um determinado suporte,
preservando a sua actividade catalitica. A imobilizagdo, tendo em conta o mecanismo fisico utilizado
pode-se dividir em quatro categorias: ligacdo a superficies solidas, o aprisionamento em matries
porosas, a floculagdo e a contencdo por membranas (figura n2 15) (Pilkington et al., 1998).
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Figura 18 - Diferentes imobilizagdes celulares de microrganismos. A- Ligada a uma superficie solida; B- Aprisionada em uma

matriz porosa; C- Floculagdo; D- Contengdo por membranas (adaptado de Kourkoutas et al. 2004)

A técnica de imobilizacdo em alginato de calcio é bastante utilizada na industria alimentar devido a
sua alta capacidade de retencdo e preservacgdo da viabilidade celular (Velings e Mestdagh, 1995).
Para além disso o alginato é barato, ndo é toéxico, forma uma matriz altamente versatil e protege os
componentes ativos do calor e humidade, aumentando assim a sua estabilidade e a biodisponibili-
dade (Funami et al., 2009). Para além disso cumpre os seguintes requisitos: pureza de grau alimenti-
cio, ndo-degradavel, disponibilidade, baixo custo e que se seja adequado para pH e temperatura bai-

xos (Torresi et al., 2011).
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O alginato é um polissacarideo natural extraido de algas castanhas (Phaeophyceae) e é constituido
por co-polimeros lineares inteiros constituidos por blocos de acido B-D-manurénico por ligacao

(1->4) com o acido a-L-gulurdnico. (Lee e Mooney, 2012; Puguan, Yu e Kim, 2014).
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Figura 19 - Estrutura do alginato, onde M: Acido manurénico e G: 4cido gulurénico (adaptado de Pawar e Edgar, 2012)

Este polissacarideo contém cargas negativas devido a presenca dos acidos D-manurdnico e L-guluré-
nico que possuem grupos carboxilos na sua estrutura. Os ides divalentes como o calcio ou o magnésio
ligam-se a esses grupos carboxilicos devido a sua condicdo de polieletrélito formando ligacdes por
pontes de calcio, como se pode verificar na figura seguinte (Amsden e Turner, 1999; Serp et al., 2000;
Velings e Mestdagh, 1995). O calcio vai-se difundindo até alcangar a cadeia polimérica, criando um
reordenamento estrutural de onde resulta um material mais sélido com as caracteristicas de um gel
(Fang et al., 2008; Grant et al., 1973).

Figura 20 - Ligagdo do ido calcio aos grupos carboxilos. (adpatado de Voo et al. 2016)

Segundo Amsden e Turner (1999) a composicdo e a sequéncia dos monémeros da molécula de algi-
nato irdo determinar a forma e a quantidade de agregac6es com certos iGes divalentes como é o caso

do célcio e magnésio.

A gelificacdo do alginato ocorre, como ja explicado anteriormente quando os catides bivalentes par-
ticipam na ligacdo entre cadeias do alginato dando origem a uma rede tridimensional em forma de
gel. Os catides ligam-se fortemente aos blocos -G (acido gulurdnico) das cadeias de alginato, uma vez

gue a estrutura dos blocos permitem um alto grau de coordenacdo dos ides bivalentes, sendo este
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modelo designado por “Modelo da caixa de ovos”. A estabilidade e resisténcia desta estrutura de-
pende do catido que se liga entre os blocos gulurdnicos. Ou seja, por exemplo, o estréncio por ter
um raio iénico maior (1.92 A) do que o célcio (0.99 A) ird formar estruturas mais resistentes que o
calcio, contudo a sua concentracdao no vinho é muito menor do que a concentrac¢do de cdlcio, logo
ndo é considerado um ido preocupante para o caso em estudo. Quanto ao magnésio, este ja apre-
senta um raio idnico (0,72 A) menor do que o calcio logo a sua ligacdo ao grupo carboxilo n3o sera
tao firme como o do célcio, razao pelo qual as solu¢des de alginato de magnésio nao formam géis ou

estruturas consistentes.

Uma vez que os catides divalentes tém um elevado grau de coordenacdo/ligacdo aos blocos dos re-
siduos do acido gulurdnico das cadeias de alginato (Lee e Mooney, 2012) torna importante o con-
trolo, em especial do teor de cdlcio, de forma a garantir que o mesmo se encontre abaixo dos 80

mg/L no vinho de base ( tabela n2 7).

Tabela 9 — Caracteristicas ideias para utilizagdo de leveduras encapsuladas no vinho de base (Proenol, 2003).

Alcool <11,5% (v/ V)
SO; livre <15mg/L
pH 23.0
Azoto assimildavel >100mg/L
Cdlcio <80mg/L
Estabilidade proteica Estavel
Estabilidade Tartdrica Estavel
Temperatura de fermentagdo >12°C

Para reduzir o risco de turvagdes e contaminagdo microbianas é importante que o vinho base se

encontre dentro dos parametros anteriormente mencionados.

A figura n? 18 demonstra os aglomerados formados pelo alginato e os ides calcio, que vai formando

sucessivas camadas tornando o aglomerado cada vez maior e mais compacto.
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Figura 21 — Formagao do hidrogel de alginato de célcio

A concentracdo de cdlcio, a forca idnica e o pH da solucdo determinam a cinética da formacao dos
agregados de alginato, assim como o seu volume e estabilidade (Puguan et al., 2014).

As capsulas de alginato com as leveduras Saccharomyces cerevisiae utilizadas pela Adega Cooperativa
de Borba sdo adquiridas sob a forma de esferas desidratadas com cerca de 2mm de diametro, sendo
que as leveduras imobilizadas tém origem em culturas isoladas da uva. Estas esferas de alginato,
contém as células de levedura duplamente encapsuladas. Apds o término da fermentacdo, as esferas
apresentam uma densidade maior do que o vinho e deslocam-se rapidamente para o gargalo da gar-

rafa quando esta é invertida.

A utilizacdo das leveduras encapsuladas apresenta varias vantagens (Jackson, 2008; Pozo-Bayodn et
al.,2009; Ribereau-Gayon et al., 2006; Torresi et al., 2011) quando comparadas com a utiliza¢cdo de

leveduras livres como:

v" Reduc¢do da m3o-de-obra, tempo e espaco na cave devido a eliminacdo da etapa de “re-
muage”;

v" Eliminac¢3o da etapa da preparacdo do indculo, uma vez que as leveduras encapsuladas s3o
adicionadas diretamente na garrafa sem haver a necessidade da preparacgdo prévia do pé-
de-cuba;

v Diminuicdo do risco de contaminacdo microbioldgica, oxidac3o e perda de aromas, que po-
dem acontecer durante a preparac¢do do pé-de-cuba, que normalmente utiliza oxigénio;

v' Permite dar uma resposta rapida as necessidades do mercado, visto que o planeamento da
etapa do dégorgement pode ser feita imediatamente;

v’ Caracteristicas organoléticas idénticas a fermentac¢do com leveduras livres.
Na Adega Cooperativa de Borba o vinho espumante é realizado maioritariamente com duas castas,
cv. ‘Arinto” (Vitis vinifera L.) e cv. "Alvarinho’ (Vitis vinifera L.) e foram produzidas cerca de 5000 gar-

rafas de Montes Claros Espumante bruto em 2014.

Quanto ao teor de minerais no vinho espumante este é resultante da composicdo inicial do mosto

assim como dos produtos utilizados durante os tratamentos fitossanitarios aplicados a vinha, assim
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como das técnicas de vinificacdo utilizadas e das técnicas utilizadas para a formagdo de espuma (se-
gunda fermentagdo em garrafa). Contudo devido as precipitagdes e ao equilibrio quimico entre os
iGes que asseguram a estabilizacdo fisico-quimica do vinho, ocorre uma diminuicdo dos teores de

catides no produto final comparando com o mosto que lhe deu origem.
2.9 - Método analitico de referéncia

2.9. 1 - Espectrometria de absor¢ao atomica (EAA)

Os métodos espectroscdpicos baseiam-se na medida da interacdo entre a radiacdo eletromagnética
e os atomos ou as moléculas do analito, ou ainda a producdo de radiacdo pelo analito (Skoog et al.,
2006).

A espectrometria de absor¢do atdmica e a espectrometria de emissdao atémica foram os primeiros
instrumentos a permitirem realizar técnicas de analise elementar. A espectrometria de absorcdo até-
mica (EAA) é uma técnica espectroanalitica capaz de fazer determinag¢Ges quantitativas de elementos
baseada na absorc¢do da radiacdo por atomos livres no estado gasoso (Welz e Sperling, 1999).

A EAA é uma das técnicas analiticas mais utilizadas para efetuar analises elementares, de elementos
metalicos e metaloides, que se encontrem a baixas concentragdes (Hollas, 2004; Welz e Sperling,
1999). Esta técnica baseia-se ha medi¢do da absorgdo de energia por parte dos atomos. Das varias
variantes da EAA a que foi estudada neste trabalho foi a EAA por chama. Nesta técnica a amostra em
solugdo, é aspirada como um aerossol e conduzida até a uma chama (neste o comburente foi o ar-
acetileno) e é convertida em vapor atémico (Skoog et al., 2006). Os atomos derivados da amostra
aspirada sdao confrontados com uma luz produzida por uma lampada do elemento a quantificar (com
um comprimento de onda especifico), sdo elevados para um estado excitado e absorvem energia
(Skoog et al., 2006).

A radiacdo, de comprimento de onda caracteristico do elemento em estudo, é emitida através do
vapor atémico. Os atomos do elemento absorvem alguma desta radiacdo pelo que a quantidade de
radiacdo absorvida por estes 4&tomos é medida e usada para determinar a concentracdo do elemento

na amostra em estudo.

A andlise por absorcdo atdmica depende da existéncia de varios componentes, os quais:

o Fonte de radiagdo: As lampadas usualmente utilizadas sdo de descarga de vapor, de catodo oco
(HCL- hollow-cathode lamp) e de descarga sem elétrodos (Skoog et al., 2006). As lampadas utilizadas
podem ser de um Unico elemento ou combinadas (analisam mais do que um elemento) (Butcher,
2013; Skoog et al., 2006; Welz e Sperling, 1999). Neste estudo foram utilizadas lampadas de um Unico
elemento e de catodo oco que emitiram um espectro que analisado por um software determina a

guantificacao do elemento.
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e Modulador: Existindo a necessidade de modelar a fonte de radiacdo de interesse com o objectivo
de a radiacdo eletromagnética proveniente da chama nao atingir o detetor e assim dificultar a quan-
tificacdo do elemento, no equipamento utilizado, existe uma interrupcao do feixe fazendo com que
a radiacdo proveniente da lampada atinja o detetor na forma de um sinal modulado (intermitente)
tornando-se assim possivel o detetor reconhecer o sinal proveniente da lampada (Skoog et al., 2006;
Welz e Sperling, 1999)

o Sistema de Atomizagdo: E este sistema que produz &tomos em estado gasoso, 0s mesmos que irdo
absorver a radiacdo eletromagnética proveniente da lampada. Os constituintes deste sistema sdo: o
nebulizador, a cdmara de nebulizacdo e o queimador (Amorim et al., 2008; Gauglitz, Glinter e Vo-
Dinh, 2003). O nebulizador aspira a amostra a analisar e forma o aerossol que passa para a cdmara
de nebulizacdo onde ird ocorrer a mistura do aerossol com os gases, o oxidante (ar) e o combustivel
(acetileno). A temperatura da chama varia consoante a propor¢ao de gases que a constituem, para
as condicBes utilizadas para este estudo utilizando como comburente ar-acetileno o intervalo de
temperatura varia entre 2100 °C a 2400 °C. E importante salientar que o queimador tem de estar

devidamente alinhado com o feixe de luz para assim maximizar a sensibilidade da técnica.

e Monocromador: E necessério isolar a radiacdo eletromagnética especifica do elemento a analisar
pelo que é necessario um monocromador que detenha fendas onde a radiacdo eletromagnética se
disperse nos comprimentos de onda (Skoog et al., 2006). Estas fendas deverdo permitir o maximo de
energia derivada da radiacdo especifica do elemento em andlise para que se possa obter um limite
de detecdo baixo. (Skoog et al., 2006; Welz e Sperling, 1999)

e Detetor e Amplificador: A radiagdo incidente no detetor é detetada por fotomultiplicadores e é

convertida em um sinal elétrico mensuravel.

A figura n? 22 demonstra esquematicamente os constituintes da EAA, resumidamente a radiagdo
proveniente da ldmpada de cédtodo oco (HCL) é encaminhada para o atomizador/sistema de atomi-
zacdo, sendo depois os feixes de luz direcionados para o mocromador e a radiagdo ai isolada é dete-
tada pelo detetor de fotomultiplicadores (TFM) e amplificada e processada no processador de sinal

e, por fim, direcionada para o computador.

§oro oz
Fontc de linhas >< FRCIE
de sinal
Atomizador
Ly La
Monocromador
Sistema

xcomputacional

Figura 22- Esquema representativo da analise por Espectrofotometria de Absor¢do Atémica por chama (adaptado de (Skoog
et al., 2006)
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A espectrometria de absor¢do atémica fundamenta-se na absorgao de radiacao eletromagnética, na
zona do visivel e ultravioleta, por &tomos neutros, no estado gasoso (isolados) e no estado funda-

mental.

Esta técnica é sensivel a interferéncias quimicas. O principal meio de minimizar ou mesmo eliminar
interferéncias quimicas é o uso de modificadores quimicos que irdo estabilizar o analito. Os modifi-
cadores quimicos permitem remover as interferéncias de matriz. E desejavel que a matriz seja mais
volatil que o analito, para que durante a fase de pirdlise todos os componentes da matriz da amostra
sejam volatilizados e os atomos do analito permane¢cam para poderem receber a radiacdo da lam-
pada. (Boulding e Ginn, 2003; Zhang, 2007). Assim sendo, o principal objectivo do modificador qui-
mico é estabilizar o analito para altas temperaturas e remover os anides interferentes antes da fase
de atomizacgdo do analito. O exemplo mais comum para eliminar uma interferéncia quimica pela adi-
¢do de um catido é a adicdo de lantanio tanto na determinacdo do cdlcio como na determinacdo do
magnésio, utilizando uma chama de ar/acetileno, uma vez que tem um elevado potencial de ioniza-
¢do e ird proteger o elemento a analisar para que este ndo se perca por complexa¢do com outros
elementos, o fosfato ird formar um composto mais estavel com o lantanio do que com o célcio ou
magnésio (Dulude, Sotera, e Kahn, 1981; Kmetov, 2003).

2.9.1 - Métodos de analise comunitarios de referéncia

O Regulamento (CE) N.° 2870/2000 da Comissdo, de 19 de Dezembro, 2000, estabelece os métodos
de andlise comunitarios de referéncia aplicaveis no sector das bebidas espirituosas. Quando ndo se
verificar a existéncia de métodos de andlise comunitarios de referéncia para a analise qualitativa e
quantitativa de substancias numa determinada bebida espirituosa, dever-se-a recorrer aos Métodos
de andlise validados internacionalmente que satisfagam, em especial, os critérios estabelecidos no
anexo da Directiva 85/591/CEE do Conselho, de 20 de Dezembro, 1985 ou a métodos de analise des-
critos nas normas recomendadas pela Organizacdo Internacional de Normalizagdo (ISO - Internatio-
nal Organization for Standardization) ou entdo aos métodos de anadlise reconhecidos pela Assembleia
Geral da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV - International Organisation of Vine and
Wine).

O Decreto-Lei n° 35846/46, de 2 de Setembro, 1946 que detém as bases do fomento da viticultura, o
artigo 1792 refere as caracteristicas dos vinhos espumantes naturais, estes devem ter forca alcodlica
minima de 11 graus centesimais e o maximo de 1 grama por litro de acidez volatil corrigida, expressa
em 4cido acético, o maximo de 60 miligramas de gds sulfuroso total. Enquanto que no Decreto-Lei
n.° 108/99, de 31 de Marg¢o, 1991 faz referencia aos métodos tecnoldgicos do vinho espumante no

artigo 22 ja mencionados anteriormente (2.5.1 - Vinhos Espumantes).

As caracteristicas de um vinho DO vém descritas no Decreto-Lei N.° 212/2004 de 23 de Agosto, 2004

de modo a caracterizar o vinho neste estudo foram determinadas os seguintes atributos: a massa
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volumica, o titulo alcoométrico, o extrato seco, a acidez total, a acidez volatil, o pH e os acucares

redutores.

2.10 - Validagdo dos métodos analiticos

Para a validacdao do método, tem de se garantir que o laboratdério cumpre os requisitos de ensaios e
calibragdes descritos na NP 17025:2007. O processo utilizado consiste em confirmar que o procedi-
mento analitico utilizado para analisar um determinado parametro é adequado para o uso preten-
dido. Os resultados obtidos da validacdao do método sdao usados para avaliar a qualidade, fiabilidade

e consisténcia dos resultados analiticos.

A NP EN ISO/IEC 17025:2007 salienta os requisitos gerais de competéncias técnicas para a realizagdo
de ensaios e/ou calibra¢des de métodos normalizados, métodos ndo normalizados e métodos desen-
volvidos pelo proprio laboratdrio, incluindo amostragens. Esta norma define, também, que os labo-
ratdrios acreditados devem utilizar métodos validados na realizacdo das anadlises e que as incertezas
envolvidas nos resultados devem ser estimadas. Especificamente, a seccdo 5.9 da NP EN ISO/IEC
17025:2007, refere a importancia da garantia da qualidade de resultados de ensaios e calibracdes,
uma vez que na execucdo dos ensaios e calibragGes, todos os equipamentos e materiais de medida
utilizados tém um erro associado e sem uma determinagao quantitativa do erro a medicdo ndo tem

significado analitico.
2.10.1 - Linearidade

A linearidade é determinada através de uma curva de calibragdo, sendo utilizado o valor do coefici-
ente de correlac3o (R?), para avaliar o grau de linearidade dos pontos experimentais, sendo que esse

valor devera andar perto de 1. (Morrison, 1990; Vinzi et al., 2010)

Apds a obtencdo da curva de calibragdo ao se ler as amostras tem de se garantir que estas se encon-
trem dentro da gama de concentragdes da curva de calibragdo. Para além disso todos os dias deve
ser realizada uma reta de calibragdo e o seu respetivo controlo lendo sempre trés padrdes de con-

trolo para confrontar com a reta obtida.
2.10.2 - Limite de detegao e quantificacao

Os limites de dete¢do podem ser estimados através da equagao n2 2

Equagdo 1- Limite de detegdo

33 X 5
Lb = ——
( 1
L 0 )
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Onde s, representa o desvio padrdo e b o declive da reta de calibragdo.
Os limites de quantificacdo foram estimados através da equagdo n2 3.
Equagdo 2- Limite de quantificacdo

LD_lOXSO
B b

onde sp 0 representa o desvio padrdo e b o declive da reta de calibracao.
2.10.3 - Exactidao

A exactiddo corresponde a comparacdo do resultado experimental e o real valor do que se esta a ser
avaliada e expressa-se em termos de um erro relativo que pode ter um sinal positivo ou negativo
(Ross, 1987)

Equagdo 3- Erro relativo

Erro relativo = (X~ Xref) X 100%

Xref.

Onde x é a média de um conjunto de resultados experimentais e x ref o real valor.

Este parametro estad condicionado pelos erros sistematicos. Os erros sistematicos podem derivar de
erros instrumentais, erros operativos, e erros de método. De modo a reduzir este erro é importante
realizar ensaios em branco utilizar sempre a mesma metodologia na preparacgao das solucées padrao
de calibracdo. A exactiddo dos métodos analiticos estudados foi avaliada pela andlise de materiais de

referéncia certificados (MRC) e pelo uso de ensaios de recuperacgao.
2.10.4 - Precisao

A precisdo corresponde a concordancia entre os resultados obtidos pelo mesmo método varias vezes
nas mesmas condicdes. Ao se falar deste termo ter-se-a de estudar a repetibilidade e reprodutibili-
dade. A repetibilidade avalia a variabilidade dos valores numéricos encontrados para a mesma amos-
tra através das mesmas condicGes de ensaio. A reprodutibilidade avalia a variabilidade dos valores
numeéricos encontrados para a mesma amostra, em condicSes diferentes. E quantitativamente ava-
liada através do desvio padrdo associado a média de um conjunto de ensaios independentes, sendo

expressa em desvio padrdo relativo (DPR) ou relative standard deviation (RSD).

51

——
| —



Il — Enquadramento tedrico

Equacdo 4- Desvio padrao relativo
DPR = RSD = f—c X 100 % (Roger e Nguyen, 1989; Ross, 1987)
onde x é o valor médio do conjunto de resultados e s é o desvio padrao associado

E um parametro estatistico que calcula a incidéncia de erros aleatérios em um determinado resultado
analitico. Quanto menor for o desvio padrao relativo, melhor a reprodutibilidade de um método uma
vez que a dispersao dos resultados em torno do valor médio é mais reduzida. Para o método realizado

o valor de aceitagdo foi de < 5 % para os padrdes e < 10 % para as amostras.
2.10.5 — Taxa de recuperagao

Consiste na adicdo do analito com concentragao conhecida, e permite informacao fiavel sobre a exis-

téncia de possiveis interferéncias de matriz.

Equacgdo 5- Percentagem de recuperagdo

~ Aadic.— A
% Recuperacdo = % x 100

onde A é o valor obtido para a amostra inicial, Aadic. é o valor obtido para a amostra refor¢ada e

Padic. é a concentragdo do padrdo adicionado.

O critério de aceitacdo estabelecido para este parametro é regularmente entre os 95-105 %.

2.11 - Espectroscopia de Infravermelho

A quimica analitica permitiu a existéncia de métodos bastante eficientes e precisos para realizar ana-
lises qualitativas e quantitativas contudo grande parte desses métodos sao bastante morosos, envol-
vem varias etapas, muitos deles tem um grande peso a nivel econdmico e por Ultimo a maioria gera
grandes quantidades de residuos, tendo assim impacto negativo a nivel ambiental. Atualmente com
as novas tecnologia que se podem aliar a quimica analitica é possivel desenvolver métodos de anali-
ses in situ sem necessidade prévia de pré-tratamento da amostra e que sejam métodos nao destru-
tivos, rapidos e robustos contudo esses métodos necessitam de ser calibrados e validados com re-

curso aos métodos analiticos de referéncia.
Existe um nimero de razdes para o grande sucesso e divulgacdo da espectroscopia de infravermelho.

Este método é rapido, sensivel, facil de manusear e permite analisar amostras bastante diferentes

(gases, liquidos e sdlidos). Os espectros obtidos permitem uma avaliagcdo qualitativa e quantitativa.
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Normalmente um espectro de |V apresenta-se com valores de transmitancia [% T] versus numeros

de onda [em™].

As caracteristicas de um espectro de IV (Niumero de bandas de absorc¢do de infravermelhos, assim
como a intensidade e a sua forma) estdo diretamente relacionados com a estrutura molecular de um
composto. O espectro de IV pode ser considerado como uma impressao digital molecular de um
composto (Griffiths e Haseth, 2007; Hollas, 2004). A regido IV compreende vibracdes fundamentais
dos atomos ligados. Sempre que tais atomos ligados vibram ao absorver energia infravermelha, exi-
bem bandas de absorcdo de IV. (Perkins, 1986)

Os dtomos que compdem as moléculas podem exibir comportamento vibracional que ird depender
da sua massa e do tipo de ligacdo quimica. Esta caracteristica faz com que as moléculas submetidas
a radiacbes possam experimentar uma série comportamentos inerentes as ondas eletromagnéticas,
tais como absorcao, refracdo, reflexdao e espalhamento. Esses comportamentos sao especificos dos
atomos presentes na molécula, bem como da regido do espectro envolvida, permitindo assim a iden-

tificacdo de compostos.

A radiacdo Infravermelha (IV), no espetro eletromagnético, encontra-se entre a radiagdo visivel e as
micro-ondas (figura n? 23), oscilando o seu comprimento de onda entre 780 nm e 100000 nm,
(Gauglitz, Glnter e Vo-Dinh, 2003; Griffiths e Haseth, 2007; Hollas, 2004; Lima e Bakker, 2011; Luykx
e Ruth, 2008; Perkins, 1986; Sun, 2009).

regido do infravermelho (IV) é subdividida em trés regides: o IV-préximo (780 nm — 2500 nm) o IV-
intermédio (2500 — 50000 nm) e o IV-longinquo (50000 nm — 1 mm) (Lima e Bakker, 2011; Skoog et
al., 2006). Neste estudo a gama utilizada foi de 1100 nm a 2300 nm que corresponde ao IV-préximo
(figura n2 23).
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Figura 23-Espectro eletromagnético (adaptado de Skoog et al. 2006)

As regides mais importantes do espectro de infravermelho abrangem as faixas de 4000- 1300 cm™ e
900-690 cm L. A regido primeira regido mencionada é de alta energia e é nesta regido que se encontra
os grupos funcionais, tais como as absor¢des de hidroxila de alcool (-OH), acido carboxilico, fenol,
enol, vibragdes de —NH das aminas primarias e secunddrias, o grupo carbonila entre outros. A ausén-
cia de bandas fortes na regido de 900-690 cm™ indica auséncia de esqueleto aromatico na estrutura.
A faixa entre os 1400-900 cm™ é conhecida como regido da impressdo digital, fingerprint, por ser
muito importante para a determinagdo da estrutura uma vez que apresenta picos caracteristicos da

amostra.

54

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

2.14.3 - Espectroscopia de Infravermelho Proximo - NIR

A radiacdo absorvida permite que as moléculas passem do estado fundamental para um estado ex-
citado, havendo absorcao de energia correspondente a diferenca de dois niveis energéticos vibraci-
onais (Skoog et al., 2006). Para compensar a baixa intensidade das absorgdes, esta regido espectral
dispde de fontes de alta intensidade e de detetores eficientes, que contribuem para o aumento da
relacdo sinal/ruido. A gama do infravermelho préximo cobra a faixa entre 780 e os 2500 nm (Nicolai
etal., 2007)

Como muitas moléculas apresentam sobretons (overtones) caracteristicos que geram bandas de ab-
sor¢do nesta parte do espectro eletromagnético esta técnica permite fazer analises qualitativas e
anadlises quantitativas, ou seja os espectros de absorcdo NIR podem ser utilizados para identificar
espécies quimicas, estimar concentragdes e determinar propriedades fisicas em misturas complexas.
(Lima e Bakker, 2011; Ouyang, Zhao e Chen, 2015; Skoog et al., 2006). Para que seja possivel realizar
uma analise qualitativa é necessdario recorrer a uma biblioteca de espetros que ira permitir a identi-
ficacdo de substancias puras e/ou a confirmagdo de misturas pré- definidas, para uma analise quan-
titativa é necessario criar modelos de calibracdo multivariada (Ferrer-Gallego et al., 2013; Ouyang et
al., 2015). Os espetros gerados por esta tecnologia sdo complexos, e apresentam sobreposicoes e
combinacdes das ligacdes CH, OH e NH dos grupos funcionais. A figura n2 24 apresenta as principais
sobreposicdes e combinagdes existentes.

Regidao onde ocorre Regido onde ocorre
sobreposigoes combinagdes
CH, CH,
HOH OH OH
Ar-CH
\ CH
NH NH
— Ar-CH CH,
: OH . \ cH | on,
c|u c|uo|u~|uo|ncu e, | cn,
comprimento de 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2400

onda (nm)

Figura 24- Sobreposicdes e Combinacgdes de ligacGes caracteristicas da espetroscopia de NIR (adaptado de
Bergles e Yang 2009)

Devido a esta complexidade é necessario recorrer a métodos estatisticos e realizar uma calibracdo
multivariada, com o objetivo de se obter um modelo matematico onde os multiplos cumprimentos
de onda sdo relacionadas com uma ou mais parametros que se pretende analisar (neste caso a con-
centracdo de um determinado analito) (Gauglitz, Glinter e Vo-Dinh, 2003; Pimentel, Galvdo e Araujo,
2008).
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A espetroscopia de NIR necessita essencialmente de uma fonte de radiacdo, um interferémetro e um
detetor para analisar uma amostra. Como fonte de radia¢do a ldmpada de halogéneo com filamento
de tungsténio é a mais utilizada (Luykx e Ruth, 2008). De modo a facilitar a andlise do interferograma
este pode ser transformado através da transformada de Fourier num espectro (frequéncias versus
intensidade) (Perkins, 1986) pode também ser através de um monocromador ou através de filtros
como o filtro sintonizavel ético-acustico (AOTF-NIR: acousto-optic tunable near infrared) que permite
uma digitalizagao rapida do espectro, uma vez que, como se encontra totalmente no estado sdélido,
sem partes mdveis, torna-se imune a mudancas de orientacdo, choques mecanicos e vibracdes
(Korablev et al., 2004). Neste estudo o aparelho utilizado tem um filtro 6tico-acustico (AOTF). O es-
pectrometro AOTF-NIR relne dados espectrais a uma grande velocidade, até 16.000 comprimentos
de onda por segundo (Korablev et al., 2004) e permite modular a intensidade e o comprimento de
onda de uma fonte (Tran e Lu, 1995). Este é um sistema cujo monocromador ou é um cristal de
quartzo ou de 6xido de teldrio (TeO,) acoplado a um dispositivo piezelétrico, de tal maneira que o
comprimento de onda difratado é funcdo da radiofrequéncia aplicada ao cristal. Desta maneira rea-
lizando uma varredura numa determinada faixa de frequéncias gera-se um espectro correspondente
da radiacdo difratada pelo cristal. No aparelho utilizado a tecnologia AOTF em que o cristal é de di6-
xido de telurio (TeO,) permite obter comprimentos de onda em que o erro da repetibilidade é inferior
a = 0,05 nm. Para além desse aspeto a sua resolugdo fica entre 5 e 15 nm dependendo da faixa es-
pectral utilizada, e apresenta uma alta taxa de transmissdo da radiacdo monocromatica (Pereira,
2006; Tran, 1997).

O AOTF baseia-se no principio da mudanca do indice de refra¢do do cristal pelo efeito de ondas de
ultra-som que nele se propagam. Um transdutor piezoelétrico é fixado no cristal e, ao ser excitado
por um sinal de radio frequéncia (MHz a GHz), produz ondas acusticas que se propagam no cristal e
d3do origem a uma modulagdo periédica no indice de refragdo do cristal. Este efeito gera uma rede
de difragdo dentro do cristal de tal maneira que, para uma dada frequéncia das ondas acusticas,
apenas um comprimento de onda da radia¢do incidente é capaz de satisfazer as condi¢Ges de fase,
de forma a produzir uma interferéncia construtiva. O cristal mais empregado é o TeO,. Este material
é anisotropico (tem dois indices de refracdo), o que faz com que surjam dois raios difratados (um
ordinario e outro extraordinario) que estdo polarizados ortogonalmente e separados por um certo

angulo do raio nao difratado, denominado raio de ordem (figura n2 25).
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Figura 25- Filtro Otico Acustico Sintonizdvel (adaptado de Matthew et al.,, 2015)

Relativamente ao detetor consoante a gama de comprimento de onda que se pretende deve-se es-
colher o detetor mais adequado, ou seja para comprimentos de onda baixos deve-se utilizar um de-
tetor de silicio ja para comprimentos de onda maiores deve-se ter em considera¢cdo um detetor de
sulfureto de chumbo (PbS) ou um de indio-galio-arsénio (InGaAs).

Nao existe um detetor detenha toda a gama NIR, o equipamento que se utilizou para este estudo
esta dotado de um detetor InGaAs, onde a gama utilizado foi dos 1100-2300 nm.

O detetor InGaAS (arsenieto de galio-indio) é um detetor de fotodiodos que é comumente usado
para medir a poténcia dtica dentro da faixa do IV (NIR) apresentando alta sensibilidade e baixo ruido

através de uma faixa espectral de 0,5 mm para 2,6 mm.

A tecnologia NIR é cada vez mais utilizada em analises no ambito ambiental, na industria de alimen-
tos, na agricultura, na industria farmacéutica e na analise de polimeros (Barbin et al., 2015; Bergles
e Yang, 2009; Cardenas et al., 2015; Ferrer-Gallego et al., 2013; Gauglitz, Glinter e Vo-Dinh, 2003;
Porep, Kammerer e Carle, 2015; Sanchez et al., 2012; Schaefer et al., 2013; Sun, Cozzolino e
Dambergs, 2009; Sun e Dufour, 2009; Wu et al., 2016; Wu et al., 2013). No que se refere a analise
das uvas, esta tecnologia tem sido também usada para determinar parametros como o glicerol, os
solidos sollveis, matéria seca, elementos minerais, agUcares, aromas e compostos fendlicos.
(Fernandez-Novales et al., 2009; Ferrer-Gallego et al., 2011; Ferrer-Gallego et al., 2010; Ferrer-
Gallego et al., 2013; Kemps et al., 2010; Zhengzong Wu et al., 2016).

Entre todos os métodos espectroscépicos, a tecnologia NIR oferece a maior diversidade de instru-
mentacdo que ainda hoje se encontra em continua mudanca e crescimento. (Gauglitz, Glinter e Vo-
Dinh, 2003)
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Ao se realizar uma analise através da espectroscopia de NIR, as moléculas que formam a amostra
absorvem a radiagdo incidente e apesar de a absorgao na regido NIR ser baixa este facto permite que
esta tecnologia seja utilizada em amostras contendo alto teor de humidade e inclusive privilegia as
medidas de reflectancia em amostras sélidas devido a alta penetracdo da radiacdao na amostra. Para
compensar a baixa intensidade das absorc¢des, esta regido espectral dispde de fontes de alta intensi-
dade e de detetores eficientes, que contribuem para o aumento da relagéo sinal/ruido (Povia, 2007).

2.14.3.1 - Vantagens do NIR

e Nao necessita de pré-tratamento da amostra;

e Eum método rapido;

e Eum método n3o destrutivo e n3o invasivo quer para sélidos quer para liquidos;
e N3ao necessita usar reagentes, logo ndo produz residuos;

e Por ser portdtil e ser utilizado durante todo o processo produtivo, desde a rececdo de maté-
rias-primas até ao produto final;

e Permite analises em ambientes hostis devido ao seu filtro dtico acustico;

e Os espectros podem detetar altera¢gdes ou impurezas no produto, ndo detetaveis por méto-

dos analiticos convencionais;

e Manutencgado reduzida, apenas a lampada necessita de ser substituida periodicamente.

2.14.3.2 - Desvantagens do NIR

e Os espectros sdo pouco seletivos, pelo que tém de ser usadas técnicas quimiométricas ade-

guadas aos dados;

e Tem de se criar modelos para cada parametro e matriz a analisar;

e Aconstrucdo de modelos de calibragdo robustos e precisos pode ser complexa e dificil, sendo
necessario um grande nimero de amostras para que se possam abranger todas as variacées

das propriedades quimicas e/ou fisicas;

e Asamostras utilizadas para criar o modelo de calibragdo tém de ser analisados anteriormente
por métodos de referéncia, o que podera ser um grande investimento inicial para além do

investimento do préprio aparelho NIR.
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2.15 - Modelos de Calibragao

As analises utilizando aparelhos de NIR sem qualquer calibracdo definida de fabrica seguem quatro
fases: recolha de dados, processamento de dados, calibracdo e predicao, sendo que estas duas ulti-

mas pertencem ao campo da quimiometria.

A recolha de dados é crucial para todo o sucesso de calibracdo do aparelho sendo vital a escolha
correta das condi¢Oes experimentais, das condi¢des instrumentais e modo como se ird fazer a amos-
tragem. Isto significa a escolha correta da gama de comprimentos de onda a estudar, a quantidade
de sinal, a qualidade do sinal, o caminho ético e por fim a escolha entre Transmitancia, Transflectan-

cia ou Reflectancia

A fase relativa ao processamento de dados é necessaria quando os espectros apresentam algum ru-
ido ou quando apresentam bandas pouco acentuadas, por exemplo. Estes pré-tratamentos possuem
o efeito de redistribuir a informacdo contida no espectro de uma forma mais simples para correr a
anadlise quimiométrica. Dentro desta fase os pré-tratamentos que mais se utilizam sdo: subtracdo ou
normalizacdo espectral, edicdo de comprimentos de onda, a média de sinal, correcdo de resposta do

instrumento, correcdo da linha de base, cdlculo de derivadas.

O equipamento NIR utilizado detém trés softwares aplicativos, sendo o Acquire o software para fazer
a recolha dos espectros onde se define todos os parametros a utilizar durante a leitura. O software
Prospect que permite verificar todos os espectros recolhidos e retirar as primeiras impressdes sobre
os mesmos de forma a avaliar antecipadamente quais poderao ser os pré-tratamentos a realizar aos
espectros. Por ultimo detém o Pred 32 que apds se criar e seleccionar a calibragdo este software
permite ler uma amostra e dar o resultado em segundos, trabalha em tempo real e também pode,
através de um espectro obtido anteriormente, dar o resultado em conformidade com a calibragao

previamente selecionada.

Para a qualificacdo e quantificagdo em NIR a analise multivariada contém varios algoritmos, como a
analise de componentes principais (PCA), a regressdo multipla linear (RML), a regressdo por minimos

quadrados parciais (PLS), a andlise de Clusters, entre outros.

O Unscrambler ®, versdo 10.3, permite uma analise quantitativa de espetros com uma consideravel

sobreposicdo de bandas, como acontece na gama do infra vermelho.

O procedimento matematico e estatistico usado para relacionar medidas de uma propriedade fisica
das amostras com parametros fisico-quimicos denomina-se por calibracdo. Este procedimento pode
ser univaridvel ou multivaridvel, sendo que neste caso de estudo recorreu-se a uma calibragdo mul-
tivaridvel uma vez que cada espectro recolhido contém 1200 comprimentos de onda. Devido a ele-

vada gama de comprimentos de onda que formam um Unico espetro é necessario trabalhar com
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ferramentas capazes de extrair a informacdo fundamental sendo a ferramenta mais utilizada a qui-

miometria (Porep et al., 2015).

2.15.1 - Quimiometria

A quimiometria é uma disciplina da area da quimica que aplica métodos matematicos e estatisticos
para delinear procedimentos experimentais de forma otimizada e assim obter a maxima informacao
guimica relevante dos dados obtidos (Ferreira et al., 1999). Para a analise de dados muito complexos
os métodos multivariados apresentam ser uma boa solugdo isto porque as calibracées univariadas
apresentam algumas desvantagens tais como: as perturbagdes ou outliers causados por componen-
tes desconhecidos ndo sdo reconhecidos porque a concentra¢do do analito é determinada apenas
num Unico ponto espectral. As flutuacdes estatisticas provocadas pelas interferéncias no detetor sao
diretamente refletidas nas concentracdes obtidas. As calibracdes multivariadas tém em conta as am-
plas caracteristicas espectrais.

Quando todos os pré-tratamentos necessarios aos espectros foram realizados a opcao mais utilizada
na literatura para criar um modelo de calibracdo é o PLS (Wold, et al., 2001).

A regressdo dos minimos quadrados parciais - PLS (Partial Least Squares), é uma técnica que permite
a andlise de dados multivariados que relaciona uma ou mais variaveis (matriz Y) com diversas varia-
veis independentes (matriz X) que irdo ser correlacionadas de forma a obter uma relagdo linear (ba-
seada no uso de componentes principais) (Vinzi et al., 2010). Esta técnica pressupde um processa-
mento matematico onde ocorre a determinacdo de duas matrizes que traduzem as variagdes espe-
trais e os valores de referéncia e os seus proprios vetores. Serdo entdo estes vetores designados de
componentes principais ou varidveis latentes que virdo a ser utilizados na previsdao da concentracdo
da caracteristica quimica ou fisica em estudo. Esta decomposicdo em componentes principais ird per-
mitir compactar a informagdo dentro do espetro que melhor explica as variaveis em estudo permi-
tindo a exclusdo de dados resultantes do ruido do préprio aparelho (Wold, Sjostréom e Eriksson,
2001).

Para otimizagdao de modelo de regressdo PLS pode-se recorrer a uma validagdo cruzada ou a uma

validagdo externa. (Martens e Dardenne, 1998)

A validagdo cruzada exclui, um conjunto de amostras do conjunto de calibra¢do, onde apds a cons-

trucdo do modelo, se prevé o valor analitico dessas amostras de forma a minimizar o erro de previsao.

Apds a validagdo cruzada, o método podera ser testado através de um conjunto de dados indepen-
dentes das amostras de validagdo. A validagdo externa é usada para verificar a exactiddo, precisdo e

robustez do método ao longo do tempo.
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Apds a obtencdo dos pardametros do modelo de regressdo é necessario avaliar a qualidade deste
antes de emprega-los na predi¢cdo de amostras desconhecidas. Os desvios entre o valor real do para-
metro de interesse e o valor estimado pelo modelo é a base das equagdes utilizadas. A raiz quadrada
do erro médio quadratico de calibragdo (RMSEC — Root Mean Squares Error of Calibration), é um
parametro que incorpora erros aleatdrios e sistematicos do modelo (Chau et al., 2004).

Contudo o RMSEC depende do nimero de fatores escolhidos, ao se aumentar o nimero de factores
pode ocorrer um sobre ajuste do modelo, portanto é adequado usar métricas como a raiz quadrada
do erro médio quadratico de validacdo cruzada (Root Mean Squares Error of Cross Validation,
RMSECV) e raiz quadrada do erro médio quadratico de predicdo (Root Mean Squares Error of Predic-
tion, RMSEP) para se ter uma ideia mais realista da qualidade do modelo (Naes et al., 2004; Zou e
Zhao, 2015)

Uma forma de verificar se os modelos apresentam ou ndo sobre ajuste, € comparar os valores de
RMSECV e RMSEC. Se o valor de RMSECYV for ligeiramente maior que o valor o valor de RMSEC o
modelo ndo apresenta sobre ajuste, uma vez que no processo de validacdo cruzada ocorre a remocao

dos pontos extremos o que acarreta extrapola¢do na predicao da amostra removida.

Segundo, Naes et al. 2004, o sobre ajuste de um modelo depende fortemente do nimero de amos-
tras usadas, a medida que o nimero de amostras de calibracdo aumenta menos significativos sdo os

efeitos de um possivel sobre ajuste.

Assim sendo para verificar a adequagdo do modelo alcancado ha que ter atengdo a alguns valores/pa-
rametros estatisticos: o residuo, que é a diferenga entre o valor verdadeiro e o valor ajustado, sendo
a soma do quadrado dos erros (SSE, equivalente a SEQ) a soma quadratica destes valores; -a estima-
¢do do erro quadratico médio (RMSEE); - o coeficiente de determinacdo, r?, que traduz a percenta-
gem da variabilidade que é explicada pelo modelo; - o coeficiente de correlacdo, R?, que traduz a

relagdo existente entre as duas varidveis em estudo.

Outra forma de complementar a andlise, se o modelo PLS obtido é ou ndo um bom modelo, é uma
ferramenta de controlo estatistico que o software permite calcular, o Q-residual, que permite verifi-
car a falta de ajuste do modelo caso o valor seja muito abaixo de 1 (Cogdill, Anderson, e Drennen,
2005; Kourti e MacGregor, 1995). O valor deste parametro deve estar compreendido entre O e 1,

sendo 1 o valor ideal na determinacao da qualidade da calibracao.
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111 - Materiais e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho foram analisadas quatro tipo de amostras, realizando-se analises
foliares, analises ao solo, andlises ao mosto e por ultimo analises ao vinho.

3.1 - Material vegetal

As castas utilizadas para foram duas, a Vitis vinifera cv. Arinto e a Vitis vinifera cv. Alvarinho.

3.1.1- "Arinto’

Esta casta apresenta-se em quase todo o pais.
A casta Arinto produz vinhos de elevada acidez,
cor citrina e aromas florais e frutados, sendo
no Alentejo ideal para lotear vinhos. Para além
dessas caracteristicas confere um carater ave-
ludado, bem estruturado, sendo que os aro-

mas remetem para a maca verde, lima e limao,

acompanhados de um toque vegetal. (Curvelo- J A
Garcia & Barros, 2015; Magalh3es, 2008; Jose v
Hidalgo Togores & Fernandez-Cano, 2011) Figura 26- Casta Arinto com folha caracteristica

Em termos ampelograficos esta casta apresenta: folha adulta de tamanho grande pentagonal, sub-
trilobada, perfil irregular com frequente tor¢do do l6bulo mediano para um dos lados. Mediante bo-
Ihosa e enrugada. Dentes curos e convexos. Seio peciolar pouco aberto em V. Folha cotanilhosa e
cerdosa na pagina inferior. Peciolo claro e mais curto que a nervura principal mediana. Cacho grande,
cdnico, muito compacto, com vdrias asas e pedunculo curto. Bago eliptico-curto, pequeno e verde-
amarelado (figura n2 26), pelicula de espessura média e polpa suculenta. (Bohm et al., 2007;
Magalhaes, 2008)
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3.1.2 - "Alvarinho’

A Vitis vinifera cv. Alvarinho, preenche a regido dos
Vinhos Verdes, Muito difundida na zona de Melgaco
e Mongao, regido dos vinhos verdes, é conhecida
pelo seu perfil extremamente aromatico apresen-
tando um perfil floral de tilia, erva-cidreira, madres-
silva, péssego, toranja e maca. Esta casta produz vi-
nhos estruturados, equilibrados, a sua acidez des-
perta uma sensacao de frescura e teor alcodlico ele-

vado. (Curvelo-Garcia & Barros, 2015; Jose Hidalgo
Togores & Fernandez-Cano, 2011) Figura 27- Casta Alvarinho com folha caracteristica

Em termos ampelograficos, como se pode observar na figura n? 27, esta casta apresenta: Folha adulta
pequena, orbicular, geralmente inteira ou com seios laterais pouco marcados, com bordos revolutos
e medianamente bolhosa. Dentes curtos e convexos, Seio peciolar aberto com base em V. Cacho
pequeno, conico, alado, frequentemente duplo pelo desenvolvimento da asa, medianamente com-
pacto. (Béhm et al., 2007; Magalhdes, 2008; Jose Hidalgo Togores & Fernandez-Cano, 2011) Bago
pequeno, arredondado, verde-amarelado, com tons rosados quando exposto ao sol. Pelicula de es-

pessura média. Polpa mole e sumarenta e de sabor caracteristico.

3.2 - Analises minerais ao solo

A relagdo entre nutrientes é bastante importante uma vez que alguns nutrientes disputam pelos
mesmos pontos de troca da CTC (capacidade de troca catidnica). Assim, o excesso de um pode levar
a deficiéncia induzida dos outros. Cada espécie vegetal exige uma relagdo especifica entre as bases,

de acordo com sua necessidade nutricional.

Devido as diferentes necessidades de nutrientes que dependem de cada variedade, clone, porta-
enxerto, capacidade das raizes explorarem o solo e praticas de lavoura do solo, a andlise ao solo nao
deve ser usada como Unico parametro para interpretar o estado nutricional da videira de ai a impor-

tancia de complementar estas analises com as analises foliares.

Foram retiradas varias por¢des de solo (durante a dorméncia da videira) a uma profundidade entre
os 0 e 0s 50 cm para dentro de um recipiente de plastico, sendo necessdrio 500g de solo para formar
uma amostra. Misturou-se muito bem as porc¢des de terra recolhidas e armazenou-se dentro de um

saco de plastico até a sua andlise.

Os tipos de solos analisados foram: Px, Vx, Sb, A, Vcc, Pv, Ex, Pm, Pgn, Pmn.
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Os solos mediterraneos vermelhos e amarelos de materiais nao calcarios subdividem-se em oito fa-
milias. Neste trabalho apenas se realizou analise a solos Vcc. Estes sdo Solos Argiluviados Pouco In-
saturados - Solos Mediterraneos, Vermelhos ou Amarelos, de Materiais Calcdrios, Normais, de calca-
rios cristalinos ou marmores ou rochas cristalofilicas calcio-siliciosas, estrutura granulosa ou grumosa

fina moderada, consisténcia friavel e pH entre 0s 6,5 e 0s 7,5. (Cardoso, 1965)

Os litossolos ou solos esqueléticos subdividem-se em onze familias, neste estudo apenas se recolheu
uma, o Ex. A textura destes solos é ligeira ou mediana, dependendo muito da natureza da rocha-mae
e do grau de meteorizagao atingido. Normalmente existe uma percentagem apreciavel de elementos

grosseiros. S3o quase sempre pobres em matéria organica.(Cardoso, 1965)

Normalmente, os aluviossolos recebem, periodicamente, adi¢Ges de sedimentos aluvionares, sdo so-
los ndo hidromadrfico sendo constituidos por depdsitos estratificados de aluvides. Tem um pH entre
6.5 e 7.5 e em muitos casos, a toalha freatica encontra-se a menos de 2 metros de profundidade
encontrando-se normalmente humedecidos. Os Aluviossolos e os Solos de baixas sdo solos Incipien-
tes em que os processos de formacdo do solo ndo atuaram ainda por completo para provocar quais-
quer diferenciacGes, apenas se poderd ver uma certa acumulacdo de matéria organica a superficie,
apesar de ndo ser muito grande pois existe sempre um bom arejamento da camada superior ocor-
rendo assim a uma mineralizacdo mais rdpida. Solos A sdo solos Incipientes - Aluviossolos Modernos,

N&o Calcarios, de textura mediana. (Cardoso, 1965)

Os solos mediterraneos pardos nao calcarios subdividem-se em trés subgrupos sendo que o Pgn se
encontra nos solos mediterraneos pardos normais. O Pgn é pardo ou castanho; arenoso-franco ou
franco-arenoso; estrutura granulosa fina fraca; fridvel ou muito friavel; pH 5,0 a 6,0. O solo Pm cor-
responde a Solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de Materiais Nao
Calcarios, Para-Barros, de dioritos ou quartzodioritos ou rochas microfaneriticas ou cristalofilicas
afins proveniente da meteoriza¢do de dioritos ou quartzodioritos ou rochas microfaneriticas ou cris-
talofilicas afins, estrutura granulosa muito fina a média granulada consisténcia fridvel e Ph entre os
6 - 7,5. (Cardoso, 1965)

O solo Pmn corresponde a Solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de
Materiais Nao Calcarios, Normais, de rochas cristalofilicas proveniente da meteorizacdo de rochas
cristalofilicas, nomeadamente xistos e gneisses apresenta estrutura granulosa média ou grosseira

franca ou consisténcia muito fridvel ou solto. (Cardoso, 1965)

O solo Pv corresponde aos solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Vermelhos
ou Amarelos, de Materiais Nao Calcarios, Normais, de rochas cristalofilicas proveniente da meteori-
zacdo de rochas cristalofilicas frequentemente basicas, muitas vezes com fragmentos da prépria ro-
cha com textura granulosa fina a média moderada a forte, consisténcia fridvel e pH entre 6 e 7.
(Cardoso, 1965)
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O solo Px sdo solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de Materiais Nao
Calcdrios, Normais, de xistos ou grauvaques, possuem uma cor pardo ou pardo-amarelado, apresen-
tando uma textura franca ou franco-limosa, com uma estrutura granulosa fina moderada a fraca de

consisténcia friavel e um pH entre 0s 5,5 e os 6. (Cardoso, 1965)

Os solos Vx sdo solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Vermelhos ou Amarelos,
de Materiais Nao Calcdrios, Normais, de xistos ou grauvaques com cor pardo-avermelhado ou ver-
melho. Uma textura franca, franco-limosa o franco-argilo limosa, uma estrutura granulosa fina franca

a moderada com consisténcia fridvel e pH entre os 5 e 0 6.

Os solos Incipientes - Solos de Baixas (Coluviossolos), Ndo Calcdrios, de textura mediana dividem-se
em seis familias, no estudo apenas foi recolhido o Sb de textura mediana ndo calcario e todas as

familias apresentam ser pedregosas, mal drenadas e inundaveis.

Foi necessario registar eventuais sintomatologias de caréncia verificadas na videira. Apds a colheita,
as folhas foram lavadas com agua destilada e posteriormente secas.

As amostras de solo foram analisadas no laboratério “Labs & Technological Services AGQ S. L.” onde
a extracdo ocorreu pelo método do acetato de amdnio para analise de potassio (K), célcio (Ca) e
magnésio (Mg) e a leitura destes minerais foram efetuadas por espectrometria de absor¢do atdmica.
Recorreu-se a extra¢do dos elementos trocaveis através de uma solugcdo de acetato de amodnio pH
7,0 e determinagdo dos seus teores no extrato.

3.3 - Andlises minerais as folhas

Recolheu-se cerca de 60 folhas (duas em cada videira) durante o periodo da floragdo. As folhas esco-
Ihidas encontravam-se em zona oposta ao cacho basal do pampano, de um taldo central da cepa.
Foram colhidas folhas em estado normal, sem sintomatologia de doencas ou pragas, assinalando-se
ainda a casta e porta-enxerto, ja que as exigéncias das castas e a capacidade de absor¢do para os

nutrientes dos porta-enxertos sao distintos.

Ao se analisar as folhas consegue-se estudar as atividades fisioldgicas dentro da planta. Assim sendo
a nutricdo mineral ira refletir-se nas folhas, pelo que se pode considerar a andlise foliar como critério
de diagndstico que assenta na relacdo entre o suprimento de nutrientes e os niveis dos elementos, e
gue aumentos ou decréscimos nas concentracdes se relacionam com produg¢des mais altas ou mais
baixas. O teor do elemento mineral analisado dentro da ja se encontra afetado pelos diversos fatores

que existem no exterior e interior da planta para afeta-lo.
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Tabela 10 - Valores de referéncia para andlise foliar segundo o laboratdrio AGQ - Labs Tecnological Services
Elemento Baixo (%)  Alto (%)

Potdssio 1,01 1.40
Cdlcio 241 3.50
Magnésio 0.26 0.30
Azoto 2.45 2.85

As amostras de solo foram analisadas no laboratério “Labs & Technological Services AGQ S. L.” atra-
vés do método ICP-OES (espectrometria de emissdo atébmica com plasma acoplado indutivamente).
A determinacdo de azoto foi através do método de Dumas. Resumidamente foram pesadas 0,12 g de
folha seca para dentro de um cadinho de estanho e utilizou-se um auto-analisador de azoto da marca
Leco® (LECO Corporation., St. Joseph, Ml, EUA) modelo FP-2000 nitrogen analyser, Leco Instruments,
Inc. St., aparelho que que tem como base de funcionamento o método de Duma, onde as amostras
foram decompostas a cerca de 950°C na presenca de oxigénio puro, ocorrendo a completa da fracdo
azotada em azoto elementar (N), que depois de arrastada pelo gas de hélio foi depois determinado
por condutividade térmica. E importante salientar que antes de qualquer andlise se realiza sempre a

calibracdo do aparelho com EDTA.

3.4 - Uva

As amostras de uvas foram recolhidas no campo um dia antes da vindima de cada parcela escolhida
previamente tendo em conta os valores que as parcelas apresentaram na analise foliares onde se
escolheu parcelas que tinham demonstrado altos e baixos valores de cdlcio. Apdés o seu esmaga-
mento procedeu-se a sua leitura no equipamento de infravermelho préximo e em seguida a sua
transformacdo em cinzas, tendo-se produzido sempre trés réplicas de cada amostra. As amostras

foram guardadas a temperatura ambiente até a sua leitura no espectrometro de absor¢do atomica.

Foram analisados 60 amostras de mosto diferentes, mas apenas 10 correspondiam ao vinho anali-

sado. Pelo que apenas foi possivel estudar a origem de 10 vinhos.

3.5-Vinho

Os vinhos utilizados foram originarios da regido Alentejo, sub-regido DO Borba. As amostras de vinho
foram recolhidas na Adega Cooperativa de Borba e procedeu-se a sua leitura no equipamento de
infravermelho, FTIR e NIR. Em seguida procedeu-se as analises de caracteriza¢do do vinho e s6 pos-
teriormente se realizou a sua transformacdo em cinzas, tendo-se produzido sempre trés réplicas de
cada amostra. As amostras foram guardadas a temperatura ambiente até a sua leitura no espectro-

metro de absor¢do atomica.
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Foram analisadas 79 amostras de vinho base branco produzido através das castas anteriormente
descritas.

3.5.1 - Caracterizacao do vinho

O vinho foi caracterizado tendo em conta os seguintes parametros: massa volumica (g/mL); TAV (%
vol.); acidez volatil (g acido acético/L); acidez total (g acido tartarico/L); pH e aclcares redutores.

3.5.1.1 - Massa volumica

A massa volumica ou densidade de um vinho ou de um mosto, é o quociente entre a massa de um
certo volume de vinho, ou de mosto a 20 °C, e esse volume. Esta medida expressa-se em grama por
mililitro (g/mL) ((Regulamento (CEE) N.° 2676/90 da Comisséo de 17 de Setembro, 1990). A densidade
e Temperatura (°C) foram medidas através do Metter Toledo 30Px e o resultado final foi arredondado

a unidade.

Esta andlise foi de encontro com o método O/V-MA-AS2-01A - Density and Specific Gravity at 20°C.

3.5.1.2 - Titulo alcoométrico volumico

O titulo alcoométrico volumico exprime a existéncia de alcool etilico no vinho (Delanoe, Maillard, &
Maidondieu, 1997) e é igual ao nimero de litros de etanol contidos em 100 litros de vinho, sendo
ambos os volumes medidos a temperatura de 20 °C. O seu simbolo no rétulo é “% vol.”. A determi-
nacdo do titulo alcoométrico inicia-se com a evaporacgao do alcool por destilacdo. Apds a obtencdo
do destilado, mede-se a sua massa volimica ou o seu TAV por densimetria. Conhecida a temperatura,
existem tabelas que permitem estabelecer a correspondéncia entre uma massa vollimica e o titulo
alcoométrico. A densidade e Temperatura (°C) foram medidas através do Densito 30PX Meter (Met-

tler-Toledo, Switzerland) e o resultado final foi arredondado a unidade.

Parametro analisado segundo o método O/V-MA-AS312-01A - Alcoholic strength by volume.

3.5.1.3 - Acidez Total

A acidez total corresponde aos acidos organicos ndo ionizados presentes no vinho, corresponde a
acidez volatil e a acidez fixa. Os 4cidos organicos mais importantes sdao o acido tartarico, o acido
malico e o acido citrico, ndo tem em conta a contribuicdo dos acidos carbdnicos e acido sulfuroso. O

seu teor total varia entre 4 e 9 g/L expresso em acido tartarico.

70

——
| —



Il - Material e Métodos

A acidez total foi calculada através de um titulacao acido-base, que consiste numa neutraliza¢cdo dos
acidos (de uma amostra de 10mL) através de uma solucdo alcalina de NaOH a 0,1M onde se utiliza
como indicador o azul de bromotimol, apds a obtencdo do volume utilizado de base multiplica-se
esse valor por 0,75 obtendo-se assim o resultado final que foi expresso em g/L de acido tartarico.

Esta andlise foi realizada tendo em conta o método O/IV-MA-AS313-01 - Total acidity.

3.5.1.4 - Acidez Volatil

A acidez voldtil corresponde a fracdo dos dcidos organicos, constituida essencialmente pelos acidos
gordos da série acética, tanto no estado livre como no estado salificado, onde o acido acético repre-
senta cerca de 90% do total. Nos vinhos brancos a quantidade de acido acético ndo deve exceder os
0,88 g/L, sendo o limite maximo legal de 1,2 g/L em acido acético (OIV, 2015).

A acidez volatil foi expressa em g/L de acido acético e foi determinada neste estudo através do WineS-

can FT 120 tecnologia FTIR (Foss Electric, Denmark).

3.5.1.5-pH

Relativamente ao pH este depende da natureza dos 4acidos, das suas concentracdes e da proporc¢do
em que se encontram saturados por bases, o vinho é uma bebida acida, com um pH que oscila entre

2,8 e 3,8. Baixos valores de pH garantem estabilidade ao vinho (Curvelo-Garcia e Barros, 2015).

Para a medicdo do pH efetuou-se a medida da diferenca de potencial entre dois elétrodos dentro da
amostra. Antes de qualquer leitura o aparelho foi calibrado com a solugdo tampao de pH 7 e poste-
riormente com uma solucdo padrdo de pH 4 ambos a 20 °C. O pH foi calculado através do Combom

H198130 (Hanna Instruments, Australia) e arredondado as décimas.

Este parametro foi avaliado tendo em conta o método OIV-MA-AS313-15 - pH.

3.5.1.6 - Agucares redutores

Os agucares redutores correspondem a maioria dos agucares sollveis do vinho. A glicose e frutose,
hexoses, existem em grandes quantidades no mosto contudo durante a fermentagdo estes diminuem
drasticamente (agucares fermentesciveis). A arabinose e a xilose, pentoses, ndo sdo fermentdveis e

em conjunto com vestigios de aglcares fermentesciveis sdo os chamados agucares residuais.
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Os aclcares redutores sdo expressos em g/L e foram determinados neste estudo através do WineS-
can FT 120 tecnologia FTIR (Foss Electric, Denmark).

3.5.1.7 - Turbidez

Aturbidez deve-se a presenca de particulas em suspensao no vinho. Este parametro mede a turvacao
provocada pela difusdo da luz em contato com as particulas do vinho. Neste estudo a turbidez foi lida
trés vezes e utilizou-se um TB 300 IR (TurbiDirect, Loviband® Germany) e os resultados expressos em
UNT e arredondados as décimas. Antes de qualquer leitura o aparelho foi calibrado com as solugdes
padrdo <0,1 NTU, 20 NTU, 200 NTU e 800 NTU.

A andlise teve em conta o método OIV-MA-AS2-08 - Wine turbidity

Tabela 11- Valores de turbidez aceitaveis. (Ribéreau-Gayon et al., 2006a)

UNT
Vinho Brilhante Turvo
Branco <1,1 NTU > 4,4 NTU
Rosé <1,4 NTU >5,8 NTU
Tinto <2,0NTU > 8,0 NTU
[ =)
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3.6 - Determinacéo de minerais (Cdlcio, Potdssio e Magnésio) nas uvas
e vinho

Para a determinagdo do teor de minerais por EAA foram realizados dois procedimentos, um com a
leitura direta do vinho (apds diluicGes 1:50) e outro onde se recorreu a um pré-tratamento da amos-
tra.

O pré-tratamento da amostra foi a transformacdo do vinho em cinzas. Para a obtencdo das cinzas
todo o material utilizado foi submetido a um processo de descontaminacdo, com acido nitrico diluido
(20 %) durante 18 horas sendo de seguida lavado com agua de qualidade tipo | (resistividade elétrica
de 18 MQ.cm).

A 34gua utilizada na preparacao das solucdes era ultrapura, de qualidade tipo | e todos os reagentes
usados durante a andlise eram de qualidade suprapur ou equivalente.

As cinzas correspondem a matéria mineral do vinho. O teor de cinzas foi determinado apds um ba-
nho-maria a 100°C durante 50 minutos até completa evaporacdo da dgua e alcool e de seguida sofreu
uma pré-inceneragdo a 200 °C até a amostra carbonizar. Sé depois da amostra carbonizada é que a
mesma entrou em uma mufla a 500 °C até so se verificar cinzas. O contetdo em cinzas foi expresso

em g/L (ver equagdo n? 7)
Equacdo 6- Determinagdo do teor em cinza

(Peso do cadinho com cinza — Peso do cadinho vazio)

Cinzas =
Volume da amostra

Esta analise foi baseada no método OIV-MA-AS2-04 - Ash.

Apds a obtengdo das cinzas e de estas terem sido pesadas, procedeu-se a uma digestdo acida. Adici-
onou-se 3 mL de acido cloridrico 0,5 M (EMSURE®, p.a. 37%) para dentro do cadinho com as amostras
em cinza e verte-se a solucdo para um tubo de digestdo. Posteriormente adicionou-se mais 3 mL de
acido cloridrico a 0,5 M (EMSURE®, p.a. 37%) para se proceder a lavagem do cadinho e juntou-se ao
tubo de digestdo. Colocou-se os tubos de digestdo em um banho seco, Thermostat dry-blocks (Se-
lecta, Barcelona, Spain), a temperatura de 140 °C. Quando a solucdo ficou translucida retirou-se o
tubo de digestdo do banho seco e com a ajuda de um funil e um filtro Whatman n2 542 verteu-se a

digestdo 4cida para um baldo de 50 mL. Apds essa etapa perfez-se o baldo com agua ultrapura.

Antes do inicio qualquer leitura das amostras ou até mesmo de se fazer a curva de calibragdo foi
necessario estabelecer as condi¢des instrumentais a adotar para cada elemento a analisar, as carac-

teristicas obtidas apds otimizacdo do método encontram-se nas tabelas 12, 13 e 14.
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Tabela 12- Caracteristicas instrumentais utilizadas para a leitura do Calcio

Gama de leitura (mg/L)

1-200
Corrente da lampada (mA) 10 mA
Comprimento de onda (nm) 422,7
Slit width (nm) 0,5
Measurement mode Peak area
Calibration Mode Linear least squares
Fuel flow (L/min) 2
Air flow (L/min) 13,5
Workhead height (mm) 0,2

Tabela 13 - Caracteristicas instrumentais utilizadas para a leitura do Potassio

Gama de leitura (mg/L)

0,8-40
Corrente da lampada (mA) 8 mA
Comprimento de onda (hnm) 766,5
Slit width (nm) 1
Measurement mode Peak area

Calibration Mode Linear least squares
Fuel flow (L/min)

2
Air flow (L/min) 13
Workhead height (mm) 0,1

Tabela 14- Caracteristicas instrumentais utilizadas para a leitura do Magnésio

Gama de leitura (mg/L)

1-40
Corrente da lampada (mA) 10 mA
Comprimento de onda (nm) 285,2
Slit width (nm) 0,5
Measurement mode Peak area
Calibration Mode Linear least squares
Fuel flow (L/min) 2
Air flow (L/min) 13,5
Workhead height (mm) 0,2
[ 7]
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Os fluxos e o workhead height foram definidos durante a fase de otimizacdao do método.

Para se proceder a andlise no espectrometro de absorcdo atdomica (Avanta PM, GBC, USA) foi neces-
sario preparar os padrdes para construir a reta de calibragdo. (ver tabela n2 17) Para o calcio utilizou-
se 0 padrdo Calcium standard solution da Merck de 1000 ppm, para o potassio utilizou-se o padrao
Potassium Standard Solution da Chem Lab de 1000 ppm e para o magnésio utilizou-se o padrao Mag-
nesium Standard Solution da Chem Lab de 1000 ppm. Nas solu¢des padrdes referentes ao calcio e
magnésio foi adicionado em cada solucdo 1 mL de a solucdo de Lantédnio 5% (m/v), enquanto que

para as solucdes de potassio se adicionou 2 gotas de acido nitrico.

Tabela 15- PadrGes de calibragdo utilizados para a andlise dos minerais

Cdlcio (mg/mL)  Potdssio (mg/mL)  Magnésio (mg/mL)

0,48 0.22 0,16
10 4 2
50 8 3
100 20 5
200 40 10
20
40

Ap0s se ter obtido a curva de calibracdo, antes de se iniciar a leitura das amostras trés padrdes foram
escolhidos, a concentragdo mais baixa, a concentragdo do meio e a Ultima concentragdo da curva de
calibragdo para se confirmar que o aparelho estava a ler correctamente, ou seja para validar a curva

de calibragao.

Para a leitura dos ides célcio e magnésio adicionou-se 1 mL de a solugdo de Lantanio 5% (m/v), en-

guanto que para a leitura do potdssio foi adicionado duas gotas de acido nitrico.

Através do software disponivel no equipamento e selecionado o método Root Mean Squase (RMS)

foi calculado a concentragao dos diferentes minerais.

Para a determinagdo dos limites de detecdo e de quantificacdo realizou-se 35 ensaios com branco.

Relativamente a percentagem de recuperagdo o critério de aceitagdo foi de 95-105 %.
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O método realizado teve em conta a metodologia da O.1.V. para a validacdo dos métodos analiticos
OIV-MA-AS1-12: R2005.

Para as diferentes analises utilizou-se balanca, modelo A 210P (Sartotius analytic, USA), estufa mo-
delo universal 40 (Memmert, Schwabach, Germany), dgua destilada (Miillipore, Tank 30 litre, Guyan-

court, France), e agua ultra-pura (Millipore, Direc-Q® 5UV, Guyancourt, France).
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Apés adicdo de Digestdo 4cida a
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Figura 28 — Passos realizados durante a determinagdo dos minerais potassio, calcio e magnésio
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3.5.8 - Determinacao de azoto e proteina total mosto e vinho

A fracdo de azoto coaguldvel é composta basicamente por proteinas de alto peso molecular, albu-
mina e globulina (Yufera, 1998). Contudo apesar de estes representarem uma pequena parte do
azoto total do mosto/vinho a sua determinagdo atua como parametro na avaliacdo do teor de azoto
de alto peso molecular e consequentemente na qualidade do vinho espumante ao nivel da sua esta-
bilidade fisico-quimica e ao nivel da espuma produzida no copo (Batista et al., 2010; Ferreira et al.,
2002; Pozo-Bayén et al., 2009).0 método Kjeldahl determina o azoto orgénico podendo o processo

dividir-se em trés etapas: digestao, destilacdo e titulacdo.

Contudo antes de se optar por o método Kjeldahl tentou-se recorrer ao método de Dumas. O método
de Dumas é um método gasométrico que envolve a combustdo completa da amostra, a uma tempe-
ratura de 750 — 950 °C, resultando a formagao de CO e N,, sendo este ultimo quantificado volume-
tricamente apds separacao do didxido de carbono, visto que ocorre uma conversao completa da fra-
¢do azotada em azoto elementar (N) (Matejovic, 1993). Devido a algumas modificagdes introduzidas
ao procedimento original do método no sentido de reduzir o tempo de combustdo e tentar eliminar
algumas interferéncias, como o aumento da temperatura, este método em determinadas matrizes
apresenta ser um bom substituto do método de referéncia, o método Kjeldahl. Porém nesta caso o

método ndo resultou com a andlise do mosto nem com a analise do vinho.

Para a analise do azoto total, pelo método Kjeldahl, foram medidas 25 mL da amostra de vinho e para
o mosto 20 mL para dentro de um tubo de Kjeldahl. A digestdo das amostras ocorreu no Kjeldatherm
System KB20 (Gerhardt Laboratory Instruments, Bonn, Germany). Para o tubo de digestdo mediu-se
20 mL de acido sulfurico (Merck, Empure ISO for analysis, 95-96%) concentrado juntamente com uma
pastilha catalisadora (1:1 sulfato de cobre: sulfato de potassio, Thompson and Capper, Ltd, UK) e
colocaram-se os tubos em um bloco de digestdo onde a temperatura foi subindo através de interva-
los previamente otimizados (ver tabela n2 13) até que a solucdo ficasse clara (cerca de 4 horas para

o vinho e 5 horas para o mosto).

Tabela 16- Rampa de temperatura utilizada para digerir o mosto

Tempo (min) Temperatura (°C)
50 120
150 240
250 480
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Tabela 17- Rampa de temperatura utilizada para digerir o vinho base

Tempo (min)

Temperatura (°C)

20
45
60
80
120
150
180
210

80
100
120
150
200
280
380
450
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Apds a digestdo, os tubos foram retirados e arrefecidos a temperatura ambiente, e posteriormente

adicionou-se 30 mL de 4gua ultra-pura. As amostras encaminhadas para o destilador automatico Kje-

Itec Auto-analyzer, modelo 1030 (Tecator, Hégands, Sweden) onde foram alcalinizadas com 20 ml de

NaOH 40% (Eka pellets purum p.a. 98%), e destiladas sobre uma solugdo alcodlica de acido bérico

(Fluka Assay, purum p.a., 99%) e indicador (vermelho de metilo (Merck, indicator ACS, pH 4,4-6,2) e

verde de metilo (Merck, indicator ACS, pH 3,8-5,4)) que posteriormente foi titulado com acido clori-

drico a 0,1 M (Fixanal, Riedel-deHaén, 3.646 g HCI). Em cada bloco digestor analisaram-se sempre

dois brancos e amostras em duplicado.

A quantidade de amostra a ser usada depende do teor de azoto da amostra. Porém deve ser sufici-

ente para gerar menos equivalentes de NH4+ do que o existente no acido bdrico.

Equagdo 7- Percentagem de azoto orgénico

Azoto % =

Onde V HCIl é o volume gasto na titulagdo e M é a massa da amostra.

V HCIx1,4X[HCI]
M

Para a determinag¢do do teor de proteina multiplicou-se o teor e azoto pelo fator 6.25. Este fator

refere-se a uma estimativa para percentagem de azoto (cerca de 16%) que estard presente na maio-

ria das proteinas do vinho.

Esta andlise foi realizada tendo por base o método OIV-MA-AS323-02B - Total nitrogen.
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Figura 29 — Esquema sobre a determinagdo do azoto e proteina no mosto e vinho base

3.7 - Obtengdo de espectros de infravermelho préximo

Os espectros NIR das 78 amostras de vinho base e 60 amostra de mosto foram obtidas, em triplicado,
no espectrofotémetro Luminar 5030 (Brimrose Corp, MD, USA) com o acessdrio para a leitura de
liquidos (Transfectane, 1410-SP-13993), dentro do intervalo de comprimento de onda de 1100 —2300
nm. Utilizou-se uma resolucdo de 2 cm™ e numa leitura fez-se 250 varrimentos e utilizou-se uma
abertura de 4 vezes a intensidade do sinal.
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3.8 - Tratamento Quimiométrico dos Dados

Os espectros obtidos foram importados e tratados utilizando a ferramenta quimiométrica PLS (Re-
gressdo por Minimos Quadrados Parciais), através do software Unscrambler®, versdo 10.3 (CAMO
Software A/S, Oslo, Norway) para a obtencdo do modelo de calibracdo e para o tratamento estatis-

/_\ Quimiometria

Espectros
obtidos por NIR PLS

|

Figura 30 — Tratamento quimiométrico a espectros obtido por espectrémetro de infravermelho préximo

tico.

—
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IV - Resultados e Discussdo

4.1 - Andlise ao solo e foliar

Para quantificar o teor de azoto e proteina os métodos quimicos mais usados sdao o método Kjeldah/
ou o método Dumas (Moore et al., 2010). Neste estudo a analise foliar foi realizada pelo método de
Dumas em deterioramento do método Kjeldahl pelo facto de o primeiro método ser mais rapido (o
método Kjeldahl demorou cerca de 5 horas enquanto que o método Dumas através do equipamento
Leco demorou 7 minutos) e por utilizar menos reagentes (o método Dumas apenas utilizou dois ga-
ses: oxigénio e hélio) tornando-se assim mais econdmico e amigo do ambiente. Contudo ambos os

métodos requerem equipamento dispendioso.

Das analises de solo e foliares efetuadas observou-se, como seria espectavel, que o maior teor de
nutriente nas folhas esta diretamente correlacionado com um maior nivel desse nutriente no solo.
Das diversas correlagdes que se efetuaram com os diferentes minerais analisados, apenas se apre-
sentam aquelas em que estd presente algum nivel de antagonismo idnico, a exce¢do do azoto e do
potdssio que apresentaram uma correlacdo positiva. E de salientar que as correlagdes foram obtidas
com base no teor de minerais dos diferentes tipos de solos estudados (Px, Vx, Sb, A, Vcc, Pv, Ex, Pm,
Pgn, Pmn) onde se encontravam a Vitis vinifera cv. Arinto e a Vitis vinifera cv. Alvarinho tendo apenas
em conta as plantas que continham o mesmo porta-enxerto o 1103 Paulsen. As correlagdes obtidas

derivaram da andlise de 103 amostras.

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8

0,6

y = -0,1504x + 2,6964
04 R?=0,9203
0,2
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Potassio na folha (%)

Calcio disponivel no solo (meq/100g)

Figura 31 - Correlagdo entre o cdlcio do solo e o potassio na folha

85

——
| —



IV — Resultados e Discussao

1,80
1,60

1,40 PS
1,20

1,00

0,80

0,60 y =-0,5818x+2,1709
0,40 R2=0,901

Potassio na folha (%)

0,20

0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Magnésio disponivel no solo (meqg/100g)

Figura 32 - Correlagdo do magnésio disponivel no solo com o potéssio

Através das figuras 31 e 32 verificou-se que os altos teores de cdlcio e magnésio no solo podem ter
alguma influéncia na diminuicdo da absorcdo de potdssio pelas plantas, ou seja observou-se um pos-
sivel antagonismo destes elementos através das correlagGes obtidas entre os teores de calcio, mag-
nésio e potassio, onde se obteve um declive negativo. Tendo em conta a capacidade de troca catio-
nica radicular um excesso de calcio no solo poderd levar a uma diminui¢ao da absor¢do de potassio
nas dicotiledéneas (Quelhas dos Santos, 1996). A disponibilidade de potassio no solo e a sua absorg¢do
pelas plantas parece estar relacionada com a disponibilidade dos catides divalentes cdlcio e magnésio
(Oliveira, Carmello e Mascarenhas, 2001).
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Figura 33 — Relagdo entre o potassio do solo e o0 Magnésio nas folhas
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Figura 34 — Relagdo entre o potdssio do solo e o calcio nas folhas

Observou-se através das figuras 33 e 34 que os teores de potdssio no solo também se correlaciona-
ram negativamente com os teores de calcio e magnésio nas folhas. Pelo que quanto maior o teor de
potassio no solo menor a absorcao desses elementos tal como verificaram Araujo, 2008; Fonseca e
Meurer, 1997; lba, 2009; Li et al.,2013. Isto pode acontecer devido ao efeito de diluicdo visto que o
potassio potencia o crescimento da planta, uma planta bem nutrida em potdassio cresce mais. O po-
tdssio ao atravessar mais depressa a membrana plasmatica pode deprimir a absorcao dos catibes
divalentes como o célcio e 0 magnésio que sdo mais lentos a atravessar a membrana plasmatica
(Marschner, 1995). Outra possivel explicacdo podera ser a absor¢do preferencial de potdssio pelas
plantas devido ao facto deste ido monovalente apresentar um menor grau de hidratagdo (raio idénico
do potassio quando hidratado é de 3,31 A quando comparado com os catides divalentes (o raio idnico
do magnésio quando hidratado é de 4,28 A e do clcio é de 4,13 A (Marschner, 1995; Nightingale,
1959). A maior diferenca de absorc¢do verifica-se entre o magnésio e o potassio o que poderd ser
explicado pelo tamanho do raio idnico hidratado (este é maior no magnésio do que no potassio e
assim entrar mais facilmente o potassio depois o célcio e sé por fim o magnésio) bem como o poten-
cial eletroquimico nos locais de absor¢do (Fonseca e Meurer, 1997). Quanto maior a carga ,maior
sera a forca de atracdo entre os catides divalentes e as particulas do solo (argilas/coloides) devido as
forcas eletrostatica, isto porque a forca de atragdo entre as cargas opostas (negtivas e positivas) é
inversamente proporcional ao quadrado da distancia entre as cargas, contudo dever-se-a ter sempre
em atencdo que os ides na solucdo do solo se encontram hidratados e é assim que sdo absorvidos
pela planta pelo que se deve ter em conta o raio idnico hidratado.
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Figura 35 — Relagdo entre o potassio do solo e o Azoto nas folhas

Verificou-se também que quanto maior a concentracdo de potassio no solo maior serd a concentra-
¢do de azoto na folha tal como foi verificado por Helal e Mengel, 1979; Hu et al., 2016; Mengel, Viro
e Hehl, 1976; Ruiz e Romero, 2002. Num estudo realizado por Xu, Wolf e Kafkafi (2002) na pimenta
doce, os autores observaram que a absorc¢do do azoto parece ser limitada quando se observa baixos
teores de potdssio. O potdssio ao ser transportado em conjunto com o azoto no xilema ira afetar a
distribuicdo de azoto da raiz para toda a planta (Ruiz e Romero, 2002) o que justifica o maior cresci-
mento das plantas associado ao maior teor de potassio no solo. O azoto é aplicado em quantidade
suficiente para haver aumento da producgdo, contudo esta passa a ser limitada se existirem baixos
teores de potdssio. Assim, as maiores doses de azoto somente promoverdo uma maior producdo se
acompanhadas de uma boa concentracdo de potassio, pelo que se pode considerar a existéncia de
uma forte interagdo entre estes dois nutrientes no crescimento da cultura (Brar et al., 2011). Tal pode
dever-se ao facto de o metabolismo do azoto nas plantas requerer quantidades adequadas de potas-
sio no citoplasma (Leigh e Wyn Jones, 1984; Xu, Wolf e Kafkafi, 2002), para além disso estudos reali-
zados por Daliparthy, Barker e Mondal (1994) observaram que ndo existia competicdo de NHs" e K*
durante a sua absorg¢do pela planta. Contudo nem todos os estudos realizados até ao momento sdo

consensuais no que toca a interagdo entre o potdssio e o azoto.
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Figura 36 - Relagdo entre o calcio do solo com o magnésio das folhas

Observou-se que os altos teores de calcio no solo reduzem a absor¢do de magnésio (Marschner,
1995;Moore, Overstreet e Jacobson, 1961; Moreira, Carvalho e Evangelista, 1999), uma vez que os
seus teores nas folhas diminuem com o aumento de calcio no solo (figura n2 36). Isto pode dever-se
ao facto das suas propriedades quimicas serem similares, uma vez que tém o mesmo grau de valén-
cia, grau de hidratacdo e mobilidade similar, fazendo com que haja competicdo pelos sitios de adsor-
¢do no solo e na absorcgdo pelas raizes (Moore et al., 1961). Como consequéncia, a presenca excessiva
de um pode prejudicar os processos de adsorg¢do e absorgdo do outro, nesta regido o cdlcio podera
encontrar-se em maior concentragao devido & tipologia de solo (como por exemplo os solos medi-
terraneos vermelhos e amarelos de materiais calcarios) e devido a agua utilizada para a rega (o célcio
é um elemento dominante nesta zona devido aos carbonatos CaCOs e bicarbonatos Ca(HCOs), que
ird competir com a ligagdo do magnésio com os coloides e o magnésio ficara livre e podera sofrer

mais facilmente perda por lixiviagdo ndo ficando disponivel para ser absorvido pela planta.
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4.2 - Caracterizac@o do mosto e vinho base

Através das andlises fisico-quimicas realizadas para o controlo do processo e do produto pode-se
garantir a qualidade necessaria para elaboracdo dos vinhos. O Decreto-Lei n° 35846/46, de 2 de
Setembro 1946 faz referéncia as caracteristicas do vinho espumante no artigo 179.

A densidade ou massa volumica varia em func¢do do extrato seco, grau alcodlico e o teor em agucares.
Em vinhos secos o seu valor anda muito préximo do valor da agua, o que se pode confirmar pelos
valores obtidos, o vinho apresenta um valor médio de massa volimica de 0,9908 + 0,0007 g/mL pelo

gue nos parece ser ja indicativo de se estar presente perante um vinho seco.

Outro parametro avaliado foram os aculcares redutores que servem para verificar se a fermentacdo
alcodlica foi eficiente e ocorreu até ao fim de modo a consumir a maioria dos aglcares do mosto e
serve também para classificar os vinhos. Para os vinhos espumantes este parametro caracteriza o
tipo de vinho espumante consoante a concentragdo de agulcar residual no produto final podendo
este ser: bruto natural, extra-bruto, bruto, extra-seco, seco, meio seco e doce. Neste caso como a
média é de 1,8 + 0,33 g/L (teor em aclcares, expresso em glucose + frutose), enquadra o vinho base
para espumante como seco que posteriormente dard origem a um vinho espumante bruto onde nao

podera ter mais de 12 g/L (ver tabela n2 6 — 2.5.1. Vinho espumante).

Os mostos destinados aos vinhos espumantes de qualidade, aptos ao uso da DO “Alentejo”, devem
ter um titulo alcoométrico volimico natural no minimo de 9,5% vol. (Artigo 82 ponto n2 2 alinea c)
da Portaria 296/2010, de 1 de Junho) ja os vinhos espumantes de qualidade com direito a DO “Alen-
tejo” devem ter um titulo alcoométrico voliumico adquirido minimo de 11% vol. (Artigo 102 ponto n2
1 alinea c) da Portaria 296/2010, de 1 de Junho), o vinho em estudo obteve uma média de 10.58 +
0,44 % v/v e estima-se que em média apds a fermentagdo em garrafa o titulo alcoométrico aumente
cerca de 1,5% v/v obtendo-se no final um vinho espumante com cerca de 12 % v/v. O teor alcodlico
é um fator bastante importante na qualidade de um vinho visto que ira exercer influéncia ao nivel
organolético e para além disso terd um efeito antisséptico que permite inibir algumas bactérias o que
torna este parametro bastante importante para a conservacdo do vinho. Tendo em conta os valores
médios verificou-se um baixo teor alcodlico, o que permite a formacgdo de aromas florais e frutados

gue sao atributos importantes para um vinho espumante branco.

A acidez total para o vinho deve encontrar-se dentro dos 4 a 9 g/L de acido tartarico (Ribéreau-Gayon
et al., 2006a) as amostras estudadas encontram-se todas dentro desta faixa (6.05 + 0,49 g/L de acido
tartérico). A acidez depende do teor dos acidos que o constituem, da sua forga, da sua natureza qui-
mica e da sua influéncia nas caracteristicas aromaticas e sapidas dos vinhos (Curvelo-Garcia e Barros,
2015).

A acidez do vinho encontra-se diretamente relacionada com composicdo do mosto, especialmente o

teor de potassio e calcio e a predominancia do 4cido tartarico em relagao ao dcido malico (Ribéreau-
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Gayon et al., 2006a). Uma vez que os acidos fornecem atributos relativamente ao sabor e flavor ao
vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006a) é importante verificar este parametro de modo a garantir as
melhores caracteristicas ao produto final. Para além disso este parametro também é um indicador
de controlo da qualidade do vinho, controlo da fermentacao maloldtica, que no caso dos vinhos es-
pumantes ndo existe porque pretende-se ter uma acidez mais alta comparativamente com os outros
tipos de vinhos, contudo tem um papel importante na estabilizacdo tartdrica, microbioldgica e na
estabilidade da cor. A acidez total é um parametro indicador da qualidade do vinho, visto transmitir
ao consumidor uma sensacdo de frescura, logo muito importante no vinho espumante. Segundo o
Regulamento (CE) N.? 491/2009 do Conselho de 25 de Maio 2009 no Anexo llI- 1 d), a acidez do vinho
devera serigual ou superiora 3,5 g/L de 4cido tartarico pelo que as amostras estudadas se encontram
todas dentro do limite estabelecido. A acidez para além de interferir na cor e no aroma do vinho
branco também confere resisténcia a oxidagdo, muito importante nos vinhos brancos de forma a
manter a cor limpa e brilhante carateristica muito apreciada pelos consumidores. A acidez total é
uma caracteristica essencial dos vinhos, que ird contribuir para o sabor, frescura e capacidade de
conservagdo. Assim sendo, a acidez do vinho tem uma participacdo importante nas caracteristicas
sensoriais e na estabilidade fisico-quimica e bioldgica do vinho de ai ser importante avaliar sempre
este parametro.

A acidez voldtil pode indicar se o vinho sofreu alguma alteracdo e indicar o seu estado sanitdrio. Os
valores encontrados foram baixos, 0,54 + 0,09 g/L acido acético, e dentro dos limites legais (limite
legal maximo é de 1,2 g/L de acido acético), pelo que se pode considerar que do ponto de vista orga-
nolético nao é percetivel o acido acético nem o acetato de etilo. Os baixos valores de acidez volatil
sdao um bom indicador da qualidade dos vinhos visto que estdo relacionados com a utilizagao de uvas
sadias no processo de vinificacdo. A quantidade de acidos volateis depende da composi¢ao do mosto,
das condi¢Ges fermentativas e da espécie de levedura utilizada. Como o acetato de etilo, é um deri-
vado do acido acético nos vinhos brancos este parametro ndo deve exceder os 0,88 g/L de &acido
acético (OIV, 2015) pelo que as amostras analisadas apresentam ser bastante favoraveis quanto a
este parametro analisado visto encontrem-se dentro deste limite. Esta analise é importante porque
acima de certos limites, o vinho poderd ter um sabor 4cido ou azedo assim como um aroma indese-

javel a vinagre e porque permite saber o estado de conservacdo do vinho.

Relativamente ao pH do vinho este depende do tipo e da concentracdo dos acidos organicos e da
concentracdo de catifes, especialmente, do potassio e calcio. Tem-se observado uma maior estabili-
dade em vinhos com pH entre 3,2 — 3,6, baixo teor de potassio e cdlcio, presenca de taninos comple-
xos combinados a nanoproteinas, e condicdes de baixa oxigenacdo em meio de leve redugdo
(Ribéreau-Gayon et al., 2006b). O pH depende da natureza dos acidos, das suas concentragdes e da
proporgdo em que se encontram saturados por bases, o vinho é uma bebida acida, com um pH que
oscila entre 2,8 e 3,8. Estes valores baixos sdo uma garantia de estabilidade e os vinhos estudados
encontram dentro deste limite (a média obtida foi de 3,18 +0,04). Para valores muito baixos de pH a
colagem proteica dos vinhos brancos pode torna-se dificil (Curvelo-Garcia e Barros, 2015), pelo que

€ necessario manter o equilibrio. O vinho é um meio menos acido que o mosto que lhe da origem,
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uma vez que ao ocorrer a fermentacao alcodlica muito do bitartarato de potdssio e tartarato de calcio
neutro precipita, e o mesmo ocorre durante a conservagao e envelhecimento do vinho. Os baixos
valores de pH detetados, irdo proporcionar uma sensacao de frescura e aromas frutados e florais ao
espumante. Pelo que se pode inferir que o pH é bastante importante para o vinho, visto que para
além de interferir na cor, exerce um efeito pronunciado sobre o sabor. Os vinhos com pH elevado
sdo mais suscetiveis as alteracdes oxidativas e bioldgicas, uma vez que o teor de didxido de enxofre
ativo é proporcionalmente menor. A maior acidez total e o menor pH dos vinhos, podem ser atribu-
idos ao menor conteldo de potassio dos mostos uma vez que quanto menor a quantidade desse
mineral, menor a precipitacdo do acido tartdrico na forma de bitartarato de potassio durante a vini-
ficagdo (Chavarria et al., 2008; Rizzon et al., 1999; Rizzon e Miele, 2003).

A turbidez é um parametro bastante importante visto que os consumidores esperam um vinho lim-
pido e cristalino. O vinho encontra-se estavel quando a turbidez é baixa logo a propensdo a precipi-
tacOes apos engarrafamento é baixa. A maioria do vinho analisado aprestou uma turbidez elevada
apenas 14% dos vinhos base analisados apresentaram um valor abaixo de 4 NTU, isto pode ter ocor-
rido pelo facto de esta analise ter sido realizada apenas um més depois de rececionada as amostras
e durante o tempo de armazenagem ter ocorrido alguma precipitacdo proteica devido a baixa de

temperaturas verificadas durante esse tempo.

Os sais minerais presentes no vinho proveem da parte solida da uva dai que os vinhos brancos apre-
sentem um menor teor porque ndo sofrerem maceragdo nem prensagem com alta pressao (Jackson,
2008). De acordo com a Portaria n.° 334/94 de 31 de Maio, 1994 para os vinhos brancos as cinzas
deverdo ser iguais ou superior a 1,6 g/L. O teor em cinzas é assim importante para o controlo da
quantidade dos sais minerais nos vinhos base analisados neste estudo o valor médio obtido foi de
1,87 g/L o que se encontra dentro da legislacdo portuguesa. O teor de cinzas nos vinhos base avalia-
dos é baixo o que indica que processo utilizado para a extragdo do mosto durante a vinificagdo foi o
correcto ndo tendo existido um prolongado contacto direto com as peliculas (maceracdo) e sofreram

uma prensagem suave (foi utilizado baixas pressoes).

Os resultados médios das andlises que se encontram dentro da caracteriza¢do do vinho base podem
ser verificadas na tabela n2 18. Estas andlises sdo fundamentais para conhecer as caracteristicas do
vinho em geral e saber se se encontram dentro dos limites estabelecidos dentro da sua gama e cate-
goria. Os resultados mostram que todos se enquadraram nos padrdes de identidade e qualidade es-
tabelecidos por Lei. Estas analises sdo sempre importantes e essenciais pois sdo indicadoras da qua-
lidade de um vinho indicando se este pode ser ou ndo colocado a venda. Isto acontece porque a
qualidade depende e todas as agbes realizadas no campo e no processo de vinificagdo. Para avaliar a
qualidade quimica do vinho, ou seja o equilibrio entre as substancias quimicas como agucares, dlcoois
e ésteres provenientes da uva e do processo de vinificacdo é necessdrio a determinag¢do das propri-

edades fisico-quimicas dos vinhos.
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Tabela 18- Caracteriza¢do do vinho base analisado

Pardmetros avaliados

Densidade (g/L) 0,9908 + 0,0007

Acticares Redutores (g/L) 1,82+0,33
Teor alcodlico (% v/v) 10,58 £ 0,44
Acidez total (g/L dcido tartdrico) 6,05+ 0,49
Acidez voldtil (g/L dcido acético) 0,54 + 0,09
pH 3,18 +£0,04

Turbidez (NTU) 35,33 +30,03
Cinzas (g/L) 1,85+0,24

4.3 - Quantificagcdo do azoto/proteina por Kjeldahl

Para a determinacdo de azoto e proteina no mosto e vinho base o método Kjeldahl apresentou ser
uma melhor op¢do do que o método Dumas. Tentou-se avaliar a quantidade de azoto e consequen-
temente de proteina através do método Dumas com recurso ao Leco FP 2000 (LECO Co., St. Joseph,
MO) das amostras de mosto e vinho base que foram previamente levadas a estufa. Contudo o pro-
cesso de transferéncia da amostra seca para o cadinho de estanho verificou-se complicada existindo
grande perca de amostra devido ao seu alto teor de agulcares no caso do mosto e de agucar residual
no caso do vinho, pelo que se optou por tentar analisar as amostras sem qualquer tipo de pré-trata-

mento, contudo os resultados ndo foram satisfatorios.

Pensa-se que o que ndo permitiu uma boa determinacdo do teor de azoto e consequentemente de
proteina no mosto e no vinho base através do método de Dumas foi o facto de se ter como condici-
onante o tamanho do cadinho de estanho onde se colocava a amostra depois de pesada que entrava
no equipamento Leco FP 2000 (LECO Co., St. Joseph, MO), uma vez que apds a leitura da amostra e
subtraido o valor do branco o valor seria muito perto de zero. Isto indica que ao se utilizar uma toma
de amostra de apenas 0,8 mL o teor de azoto/proteina encontra-se abaixo do limite de detec¢&o do
aparelho que é cerca de 1,2 mg/L de azoto contudo devido ao baixo volume possivel de se colocar
nos cadinhos de estanho as amostras, a maioria das amostras encontravam-se abaixo do limite de

quantificacdo do aparelho pelo que se optou por realizar o método Kjeldahl.

Assim sendo sé o método de kjeldahl apresentou ser um método preciso e adequado ao tipo de
amostra, tendo-se obtido um desvio padrdo relativo de cerca de 8,19 % indicando que o método

apresenta uma boa precisdo acima dos 90% e um desvio padrdo médio de 0,12 mg/L.
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Tabela 19- Parametros avaliados para o método Kjeldahl

Azoto
Preciséo \ 91,81 %
Limite de detegdo ‘ 0,4 mg/L

Limite de quantificagdo ‘ 1,21 mg/L

Verificou-se que o passo mais critico do método Kjeldahl foi o processo de oxidacdo dos compostos
organicos através do acido sulfurico, pelo que é importante garantir que a digestdo ocorre por com-
pleto. Para além disso verificou-se que para a aumentar a precisdo do método é necessario dedicar
especial atencdo processo de aumento de temperatura de forma a que este nao seja tumultuoso
para que ndo ocorra perdas de amostra e consequentemente se obtenha uma quantificacdo por de-
feito e um elevado valor de desvio padrao entre amostras iguais.

Na maioria das adegas, é pratica comum adicionar fosfato de diamdnio ou sulfato de amodnio ao
mosto antes da fermentacdo sem terem efetuado estudos anteriores dos teores de azoto na compo-
sicdo do mosto pelo que a determinacdo da concentracao inicial de compostos azotados seria impor-
tante de modo a evitar adigdes desnecessarias de azoto, para posteriormente evitar efeitos negativos
nos vinhos devido ao seu excesso (Garde-Cerdan et al., 2011; Vilanova et al., 2007). Sempre que o
azoto assimilavel no mosto for inferior a 150 mg/L deve-se adicionar fostato de diamdnio ou sulfato
de amadnio, contudo é necessario efetuar os calculos fazendo a diferenca entre o necessario e o exis-
tente para ndo se adicionar mais do que necessario e assim reduzir custos econédmicos com a comprar
de sulfato de amdnio e posteriormente com tratamentos necessarios para corrigir defeitos derivados
da adicdo em excesso do sulfato de amdnio que podera ser inclusive prejudicial a sobrevivéncia das
leveduras, a fermentacdo maloldtica e a qualidade sensorial dos vinhos (odores a compostos de en-
xofre). De acordo com a literatura, as concentragdes de azoto assimilavel devem estar entre os 150
a 400 mg/L para que a fermentacdo alcodlica ocorra sem percalcos (Bell e Hebschke, 2005; Ribéreau-
Gayon et al., 2006a).

O teor de azoto encontrado no mosto foi de 164,14 + 20,48 mg/L para o Alvarinho e 188,78 + 12,74
mg/L, o que se encontra dentro do valor obtido por Veiga, 2014 para a casta Alvarinho 112, 29 mg/L
e para o Arinto 136,79 mg/L, e de Fenoccino e Pezzi (1976) onde o teor total de azoto médio encon-

trado foi de 174,7 mg/L e 210, 9 mg/L respetivamente.

No vinho base o teor de azoto foi de 141,44 + 9,51 mg/L, valores acima dos referenciados por
Moreno-Arribas (2000) e por Sirén, Sirén e Sirén (2015), contudo, proximos dos valores obtidos por
Pozo-Bayodn et al. (2010), Silva et al. (2000) e Moreno-Arribas (2000) onde o teor de azoto total per-
maneceu entre 73,5 e 267,75 mg/| para os vinhos branco secos. As fontes de azoto desempenham
um papel critico na aclimatacgdo de estirpes de levedura. A modificacdo da composi¢do azoto durante
esta fase é proposto como uma ferramenta para otimizar o desempenho de levedura durante a se-

gunda fermentac¢do (Marti-Raga, Marullo, Beltran, & Mas, 2016).
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Verificou-se que o azoto no mosto é maior do que no vinho base mas a diferenca nao foi muito grande
e tal facto pode em parte dever-se as quantidades de azoto adicionadas inicialmente ao mosto. Outra
causa possivel para as diferencas encontradas poderd resultar da autdlise das leveduras durante a
fermentagdo, armazenamento e envelhecimento do vinho (Martinez-Rodriguez e Polo, 2000). Marti-
Raga et al., 2015) observaram no vinho de base que o do teor de azoto se encontrava dentro dos 30
mg/L e que esta concentracdo seria suficiente para que a segunda fermentagdo ocorra normalmente
pelo que os valores encontrados neste estudo em nada irdo comprometer a segunda fermentacao

em garrafa.

Um dos principais factores que afetam a estabilidade do vinho branco durante o seu armazenamento
é a instabilidade proteica (Batista et al., 2009; Esteruelas et al., 2009; Gonzalez, 2007; Ferreira et al ,
2002; Waters et al., 2005). A sua quantificacdo é importante devido a sua relacdo com a estabilidade
do vinho (Esteruelas et al., 2009; Waters et al., 2005) e em alguns casos com o impacto organolético
como no caso dos vinhos espumante devido a producdo da espumante caracteristica bastante apre-
ciada pelos consumidores neste tipo de vinho. Além de contribuirem para o enriquecimento do sabor
e aroma, algumas proteinas, as manoproteinas, vdo contribuir para a estabilizacdo das borbulhas
(Ferreira, et al., 2002; Mesquita et al., 2001), outra caracteristica também bastante apreciada pelos

consumidores.

Apesar de os polissacarideos serem os principais componentes de elevado peso molecular nos vinhos
ao contrdrio das proteinas que ocorrem apenas em pequenas quantidades no vinho, sdo estas que
mais contribuem para a formacgdo de turvagdo (Jaeckels et al., 2016). As proteinas, apesar de existi-
rem em baixa concentragdo no vinho (15 a 300 mg/L), sdo dos constituintes mais importantes na
estabilidade coloidal, podendo afetar a sua limpidez e consequente estabilidade. Como se pode com-
provar pela figura n2 37 existe uma correlagdo positiva com o teor de proteina no vinho (fragdo pro-
teica) e a sua turbidez. Tal acontece porque devido a natureza coloidal dos agregados de proteina
estes dispersam a luz na regido do comprimento de onda no visivel, sendo assim calculada a turvagao

de uma solugdo, o que explica a relagdo entre a turbidez e o teor em proteina (Hall et al., 2016).

A solubilidade de cada fragdo proteica, ira ser diferente sendo isto em parte influenciada pelo pH do
vinho (Batista et al., 2009; Lambri et al., 2013) o que salienta a importancia das analises de caracte-
rizacdo do vinho. Para além disso as proteinas irdo influenciar uma das caracteristicas do vinho espu-
mante mais apreciada pelo consumidor uma vez que contribuem para a formacéao e estabilizacdo da
espuma. Isto acontece porque as proteinas possuem a capacidade de diminuir a tensao interfacial, e
aumentar as propriedades viscosas e elasticas devido a formag¢do de pontes de hidrogénio, intera-

¢Oes eletrostaticas e hidrofdbicas (Torresi, Frangipane e Anelli, 2011).
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Figura 37 - Correlagdo positiva entre o teor de proteina no vinho e a turbidez

4.4 - Quantificacdo do cdlcio, potdssio e magnésio por EAA no mosto e
vinho base

Alguns elementos minerais encontram-se solubilizados no mosto e no vinho sob a forma de sais or-
ganicos (tais como tartaratos, malatos, succinatos, acetatos) de sais minerais (tais como cloretos,
sulfatos e fosfatos) e de complexos organicos com outras espécies quimicas (Catarino, Curvelo-Garcia
e Sousa, 2008). A forma quimica em que o catido se encontra no vinho condiciona muito a sua bio-
disponibilidade e toxicidade (Guardia e Garrigues, 2015; Ribéreau-Gayon et al., 2006a). O conteudo
mineral de um vinho podera, consoante a sua concentracao, originar fenédmenos depreciativos da
sua qualidade tais como turvacgdes, precipitacdes e oxidacGes, dai a importancia de tornar a andlise
dos elementos minerais num parametro de rotina que se possa realizar rapidamente e de forma
econdémica dentro de uma adega.

Tendo em conta as caracteristicas mencionadas anteriormente (2.14.3 — Espectroscopia de infraver-
melho préximo) para este estudo optou-se por utilizar a espectroscopia de infravermelho préximo
como substituto da Espectrofotometria de Absor¢do Atdmica (EAA) e do método kjeldahl. Optou-se
pela EAA para determinar o cdlcio, potdssio e magnésio porque para além de ser considerada o mé-
todo de referéncia esta técnica apresenta limites de dete¢do para os minerais em estudo bastante
aceitaveis. Na literatura pode-se encontrar para o Célcio um limite de detecdo de 1 ng/mL, para o
Potassio 2 ng/mL e para o Magnésio de 0,2 ng/mL (Skoog et al., 2006).

Para a analise dos minerais cdlcio, potdssio e magnésio recorreu-se a espectrometria de absor¢do

atomica.

96

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

Como estas leituras foram efetuadas no equipamento do Laboratério da Agua da Universidade de
Evora houve necessidade de implementar validar o método para que se pudesse posteriormente
utilizar os dados para a calibracao do aparelho de infravermelho préximo.

O processo de validacado realizado pretende uniformizar os critérios utilizados de modo a demonstrar
gue os métodos de ensaios executados, nas condi¢des em que foram exercidos, tém as caracteristi-
cas necessarias para a obtencao de resultados com a qualidade exigida. O procedimento para valida-
¢do de um método de ensaio exige uma avaliacdo da calibracdo analitica pelo que se realizou um
estudo da linearidade da reta de calibracdo, determinou-se o limite de quantificacao, realizou-se um

estudo da repetibilidade e um estudo da sensibilidade e seletividade do método.

Para a validagdo da quantificacdo do cdlcio ambos os parametros avaliados se encontram dentro dos
parametros legais estabelecidos. A reta de calibracdo obtida contém um coeficiente de correlacdo
de 0,999 (Figura n2 38) o que é aceitavel visto que o critério aplicado para que uma calibracdo anali-
tica seja satisfatéria é que o valor seja superior a 0,9950 (EPA, 2000). O mesmo coeficiente de corre-
lacdo foi obtido em estudos realizados por Gomes (2012) e Santos et al. (2014). Garantiu-se sempre
que todas as amostras lidas se encontravam dentro da reta, quando tal ndo acontecia procedeu-se

sempre a diluicdo da amostra e nova leitura.
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Figura 38 - Reta de calibragdo obtida para a andlise do calcio por EAA
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Tabela 20- Parametros para validar a determinagdo do calcio por EAA

Calcio
Linearidade 0,999
Limite de detecdo 0,15 mg/L

Limite de quantificagdo 0,48 mg/L

Exatiddo 99,15%
Precisdo 4,04
% Recuperagéio 98,13%

Os limites de detecdo e quantificacdo obtidos foram de 0,15 mg/L e 0,48 mg/L, respetivamente. O
limite de detecdo encontra-se dentro dos valores encontrados na literatura (tabela n? 20) contudo o
limite de quantificacdo foi um pouco elevado, isto podera dever-se as condicdes instrumentais, pelo
gue de futuro poder-se-4 utilizar um fluxo menor.

Tabela 21- Valores de limite de detegdo e quantificagdo encontrados na literatura para a leitura do catido calcio

Autor Limite de detegdo Limite de quantificagdao
(Ozbek e Akman, 2016) 0,036 ug/mL 0,118 ug/mL
(Gémez-Nieto et al.2015) 0,099 mg/L 0,33 mg/L
(J. Santos et al., 2014) 0,240 ug/g 0,720 ug/g
(leggli et al., 2011) 0,16 mg/L -
(Zmozinski et al., 2010) 1,2 ug/g -
(Frias et al. , 2001) 0,209 ug/mL

A determinagdo do calcio apresenta ser exata uma vez que se obteve uma exatidao de 99,15% e uma

taxa de recuperacgdo de 98,13% o que se encontra dentro dos limites estabelecidos (95-105%).

Para a validagdo da medicdo do teor de potdssio ambos os parametros avaliados se encontram den-
tro dos parametros legais estabelecidos. A reta de calibracdo obtida contem um coeficiente de cor-
relagdo é de 0,998 (Figura n2 39) o que é aceitdvel visto que o critério aplicado para que uma calibra-
¢do analitica seja satisfatoria é que o valor seja superior a 0,9950. Garantiu-se que todas as amostras
lidas se encontravam dentro da reta.
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Figura 39 - Reta de calibragdo utilizada para a determinagdo do potdssio
Os limites de detecdo e quantificacdo obtidos foram de 0,08 mg/L e 0,22 mg/L respetivamente, e

encontram-se dentro dos valores aceitaveis. Na literatura os valores encontram-se dentro da mesma
gama (tabela n2 39).

Tabela 22 — Parametros para validar a determinagao do potdassio por EAA

Potdssio
Linearidade 0,998
Limite de dete¢do 0,08 mg/L

Limite de quantificagdo 0,22 mg/L

Exatiddo 99,86%
Precisdo 2,39
% Recuperagdo 98,53%

Tabela 23 - Valores de limite de detecdo e quantificacdo encontrados na literatura para a leitura do catido
potassio

Autor Limite de detegdo Limite de quantificagdo

(Ozbek e Akman, 2016) 0,19 ug/mL 0,63 ug/mL

(Gémez-Nieto et al., 2015) 0,032 mg/L 0,11 mg/L

(J. Santos et al., 2014) 0,438 ug/g 1,316 ug/g
(leggli et al., 2011) 0,05 mg/L -
(Jesus, Silva e Vale, 2008) 0,06 ug/g -
(Frias et al., 2001) 0,019 ug/mL -
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A determinacao do potassio apresenta ser extada uma vez que se obteve uma exatidao de 99,86% e
uma taxa de recuperacdo de 98,53% o que se encontra dentro dos limites estabelecidos (95-105%).

Para a validacdo da medicao do teor de magnésio ambos os parametros avaliados se encontram den-
tro dos parametros legais estabelecidos. A reta de calibracdo obtida contem um coeficiente de cor-
relacdo é de 0,9991 (figura n2 40) o que é aceitavel visto que o critério aplicado para que uma cali-
bracdo analitica seja satisfatéria é que o valor seja superior a 0,9950. Garantiu-se que todas as amos-

tras lidas se encontravam dentro da reta.
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Figura 40 - Reta de calibragdo utilizada para a determinag¢do do magnésio
Os limites de detecdo e quantificagdo obtidos foram: 0,05 mg/L e 0,16 mg/L respetivamente. Estes

valores encontram-se dentro dos valores aceitdveis. Na literatura os valores estdo dentro da mesma

gama de valores (tabela n2 24).

A determinacgao do potassio apresenta ser exata uma vez que se obteve uma exatiddo de 99,86% e
uma taxa de recuperagdo de 100,38% o que se encontra dentro dos limites estabelecidos (95-105%).

Tabela 24 - Parametros para validar a determinagdo do magnésio por EAA

Magnésio
Linearidade 0,9991
Limite de detegéio 0,05 mg/L
Limite de quantificagdo 0,16 mg/L
Exatiddo 98,98%
Precisdo 4,36
% Recuperacéio 100,38%
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Tabela 25 - Valores de limite de dete¢do e quantificacdo encontrados na literatura para as leituras do catido

magnésio
Autor Limite de dete¢ao Limite de quantificacao
(Gémez-Nieto et al., 2015) 0,13 mg/mL 0,42 mg/mL
(Morzan, Stripeikis e Tudino, 2015) 0,021 mg/L 0,068 mg/L
(Santos et al., 2014) 0,08 mg/g 0.21 mg/g
(leggli et al., 2011) 0,03 mg/L -
(Zmozinski et al., 2010) 0,052 ug/L -
(Giokas et al., 2002) 0,75 ug/L -
(Frias et al., 2001) 0,056 ug/mL -

Para todas as leituras o coeficiente de variacdo do sinal ndo foi superior a 10%, as poucas leituras em
gue a variacdo foi superior a 10% foram lidas novamente, para que a quantificacdo dos diferentes
catides fosse o mais fidvel possivel para se garantir os melhores resultados para realizar a calibracao

com a espectrometria de infravermelho préoximo.

O limite de quantificacdo apds ter sido determinado foi testado. Preparou-se uma solucdo padrao de
concentragdo proxima da obtida para cada elemento (Célcio: 0.50 mg/L; Potéssio: 0.30 mg/L e Mag-
nésio: 0.20 mg/L). Fez-se dez leituras de cada padrdo e o desvio padrdo n3o foi superior a 10 % (tabela
n2 26), pelo que se pode afirmar que se obteve um bom ajuste do limite de quantificacdo. Os baixos
valores de LOD e LOQ pode ser atribuido a utilizacdo de uma chama mais quente, ar/acetileno, o que

aumenta bastante a sensibilidade da analise (Skoog et al., 2006).

Tabela 26 — Valores de RSD para os padrdes de concentragdes minimas

Padrdo % RSD

Cdlcio 0,5 mg/L ‘ 8,14
Potdssio 0,30 mg/L ‘ 7,42

Magnésio 0,2 mg/L ‘ 7,29

E importante salientar que o ensaio em brancos é um ensaio que se deve realizar em todos as meto-
dologias analiticas uma vez que permite avaliar a incidéncia de contaminag¢Ges provenientes do ma-
terial, dos reagentes, da atmosfera do laboratoério, e também de todo o processo de manipulagdo
pelo que se pode considerar uma ferramenta de controlo da qualidade interno. Neste estudo, tanto
na determinacdo de azoto/proteina como na determinacdo dos minerais calcio, potassio e magnésio

foram realizados ensaios em branco.
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Para a determinacdo dos minerais em estudo optou-se por analisar o vinho base diretamente sem
qualquer tratamento da amostra, apenas se efetuou a diluicdo necessaria para que a amostra en-
trasse dentro da gama de leitura de cada elemento e por Ultimo analisou-se a digestdo acida das
cinzas do vinho. Como se pode verificar nas figuras 41, 42 e 43 a quantificacdo de ambos os catiGes
foi mais baixa no vinho do que na digestdo acida das cinzas. Outro ponto a analisar foi a variacdo do
sinal (relative standard deviation) obtida e aqui o valor da variacdo foi mais alta na analise direta ao
vinho: 8,4% para o calcio, 9,1% para o potassio e 8,1 % para o magnésio e para a anadlise da digestdo
acida do vinho foi: 7,9% para o calcio, 7,6 % para o potassio e 7,5 % para o magnésio.
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Figura 41-- Comparacdo entre a quantificagdo do calcio diretamente no vinho base e através da digestdo acida do vinho
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Figura 42 - Comparagdo entre a quantificagdo do potdssio diretamente no vinho base e através da digestdo acida do vinho
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Figura 43 - Comparagdo entre a quantificagdo do magnésio diretamente no vinho base e através da digestdo acida do vinho

Como se obteve um valor de quantificagdo menor no vinho base para todos os minerais, optou-se
por utilizar os valores obtidos pela analise da digestdo acida das cinzas do vinho base para se proce-
der a calibragdao do aparelho de espectrometria de infravermelho préximo. Tal como foi observado
por Grindlay et al., 2011 os efeitos da matriz do vinho base podem ser eficientemente mitigados pela
selec¢do adequada do método de pré-tratamento da amostra (como a digestdo acida), assim como
pela estratégia de calibragao, configuragdao instrumentacdo e das condigdes experimentais
seleccionadas antempadamente.

Na tabela n2 27 encontram-se os valores médios obtidos para cada mineral, analisado por EAA. Ape-
sar de se verificar que os mostos apresentam teores mais elevados de calcio, magnésio e potassio do
qgue o vinho, estes minerais, no vinho, ainda continuam a ter teores muito elevados. O célcio e o
magnésio sdo componentes naturais do mosto, contudo a utilizagdo de carbonatos (como desacidi-
ficantes) aumentam as suas concentragdes no vinho, relativamente ao potassio. Para além deste ser
o catido predominante no mosto da Vitis vinifera, podera também ser adicionado sob a forma de
metabissulfito ou carbonato durante o processo de vinificagdo (Marengo e Aceto, 2003). Ou seja
apesar do mosto e do vinho sofrerem filtracGes e clarificacdes e isso faca com que o teor mineral
diminua, estes minerais sdo também adicionados durante o processo de vinificacdo e também liber-
tados durante a autdlise das leveduras.

Na tabela n? 27 pode-se observar que o potassio é o mineral em maior concentragdo no vinho, assim
como é o mineral em maior concentrag¢do no solo e na planta tal como observado por Oliveira et al.,
2001.
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Tabela 27- Concentragdo média dos minerais com os respetivos desvio padrdao encontrados no mosto e vinho

base analisado por EAA

Concentragéo (mg/L)  Concentragéo (mg/L)

Minerais no mosto (n=60) no vinho (n=78)

Potdssio ‘ 885,19 + 115,21 795,39 + 70,27
Cdlcio ‘ 162,07 + 35,04 114,79 +27,1

Magnésio ‘ 88,24 + 19,37 78,81+ 13,76

O teor de potassio das amostras analisadas por EAA variou entre os 540 e os 877 mg/L para o vinho
e entre 0s 628 e 0s 901 mg/L para o mosto, valores que vdo ao encontro dos observados por Gomez
et al., (2004). A determinacdo do teor de potdssio é importante porque para além de ser o principal
catido do vinho, com teores entre 0,5 e 2g/L, ird determinar o processo de cristalizacdo do bitartarato

de potdssio que é perfeitamente sollvel em agua e é relativamente insoltvel em alcool.

A quantidade de magnésio no vinho base analisado variou entre os 13,56 e 0s 97,85 mg/L, enquanto
gue para o mosto variou entre os 45,41 e os 100,69 mg/L. O valor médio obtido por Sauvage et al.,
2002) para os vinhos australianos a gama obtida foi de 70-100 mg/L. Kment et al., (2005) verificaram
gue o magnésio exibia uma dependéncia estatisticamente significativa entre o seu conteddo em so-
los e vinhos (correlagdo = 0,616). Isto significa que o teor de magnésio no vinho é dependente da sua
concentragdo no solo da vinha e que a fonte deste elemento no vinho é muito provavelmente em
grande parte do solo. Por outro lado, o contetdo dos outros catides (K*, Ca%*) no solo e vinho é inde-
pendente entre si, por duas razdes: a seletividade da absor¢do dos ides individuais no substrato de
solo e as diferentes distribuigdes entre as partes individuais da planta: o transporte de ides inorgani-
cos pela planta ocorre principalmente entre as raizes e as folhas, onde ocorre a transpiragao, sendo
o transporte das raizes ao fruto o menos importante (Kabata-Pendias e Pendias, 1984) e porque os

elementos minerais podem derivar das fertilizagGes utilizadas.

E importante determinar o teor de magnésio uma vez que este é um importante constituinte da
videira, do mosto e do vinho. Apesar de ser encontrado em maior concentragao nos vinhos tintos,
devido a uma maior extracdo inicial e maior liberagdo do mineral para o mosto durante o periodo de
maceracdo (Manfroi et al., 2006), os teores de magnésio normalmente encontrados no vinho variam
entre os 50 a 120 mg/L e podem contribuir para a tipicidade dos vinhos de uma determinada regido

viticola (Ribéreau-Gayon et al., 2006a) dai a sua importancia em analisar o seu teor no vinho.

Os valores de calcio obtidos através da EEA nos vinhos estudados variam entre os 64,69 e os 230,10
mg/L (que segundo Flanzy (2000) pode variar entre 30 a 200 mg/l) e no mosto variaram entre os
62,78 e 259,05 mg/L. Num estudo sobre vinhos espanhdis a média encontrada para o teor de calcio
de foi de 60,7 mg/L com uma gama de 22,5-134,0 mg/L enquanto que Rodriguez Mozaz et al. (1999)

observaram que os vinhos brancos alemaes variavam entre os 60-140 mg/L. E interessante notar que
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a gama de teores de calcio parece ser da mesma ordem de grandeza, independentemente do pais de

origem.

A presenca de cdlcio no mosto é benéfica uma vez que este ird reagir com os fosfatos organicos do
mosto e auxiliar na formacao de fosfatos acidos que irdo diminuir o pH, melhorar a atividade enzi-
matica durante a fermentacao e ira proteger as a-amilases que se tornam inativas com o aumento
da temperatura. Este catido tem que existir em quantidade suficiente para precipitar o oxalato de
modo a evitar que o vinho tenha problemas de estabilidade. A contribuicdo para o teor de cdlcio nos
vinhos brancos pode vir da bentonite de cédlcio. Num estudo realizado por McKinnon (1997) os vinhos
brancos secos variam entre os 73 e 130 mg/L. Contudo o teor de célcio nos vinhos base ndo podera
ser superior a 80 mg/L (por motivos ja foi referidos anteriormente) mas ao se verificar a figura n2 41,
90% do vinho analisado apresenta um teor de calcio acima do limite estabelecido para a utilizagao
das leveduras de alginato encapsuladas. Para além disso considera-se a concentragdo de 80 mg/L de
calcio o valor limite de seguranga para evitar problemas de precipitacdo de tartaratos de cdlcio. A
precipitacdo deste sal é pouco sensivel 4 temperatura, sendo que a temperatura étima para o cres-
cimento de cristais e precipitacao situa-se entre os 5 e 109C, podendo demorar meses a atingir uma
estabilidade espontanea. Os elevados teores de calcio encontrados neste estudo ressaltam a neces-
sidade de analisar o vinho tendo em conta este pardmetro para que se possa evitar durante a se-
gunda fermentacdo em garrafa a aglomeracdo das esperas de alginato. Tal como se torna necessario
conhecer o teor de célcio assim que as uvas ddo entrada na adega para que de futuro se possam
desde logo dar um melhor encaminhamento as uvas consoante as suas caracteristicas A determina-
¢do do teor de calcio parece ser necessaria para também para monitorizar possiveis precipita¢gdes de
bitartarato de calcio, que ocorrem lentamente e, geralmente no vinho ja engarrafado (Rizzon e Miele,
2004). Outra razdo para o estudo destes macroelementos prende-se com o facto de o potassio, cél-
cio, magnésio e o sédio (ndo avaliado neste estudo) regulam o metabolismo celular e mantém o pH
e o equilibrio idnico no citoplasma das leveduras logo irdo influenciar a fermentac¢do do vinho
(Jackson, 2008). Uma vez que Segundo Catarino, Curvelo-Garcia e Sousa (2008), alguns metais alcali-
nos e alcalinoterrosos, tais como sddio, potassio, magnésio e o cdlcio sdo os principais responsaveis

pela “estrutura metalica” dos vinhos e pela sua capacidade tampdo 4cido-base.

Em seguida apresenta-se uma tabela com o resumo do teor de minerais obtidos por outros autores

em vinho branco.
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Tabela 28 — Resumo dos teores minerais encontrados na literatura para o vinho derivado de uvas brancas

Tipo de vinho Calcio mg/mL Potassiomg/mL = Magnésio mg/mL

Autor analisado Média Gama Média Gama Média Gama

Rizzon, Miele, . L. 84,5 - 555 - 67,2 -

e Scopel 2009 Vinhos Riesling 94,5 1045 704 860 72,9 78.6

Josetal, 2004 ~ TPUMAME g3 5g_ g3 394 33 g 55105
bruto 490

Alvarez, et al.,  Vinho branco 44,6 - 485,7 -

2012 espanhol 82,6 133,5 865,3 1311,4 68,9 44-93,6
Rizzon, Miele, 81,4 - 641 - 74,3 -
eScopel 2009 ~ Cnardomnay 866 o) g 705 768 752 79,8

Chavarria et Vinho branco
al,, 2011 (Moscato gi- 56,5 - 105,9 - 142 -
allo)
Silva et al., Vinho branco 103,6 - 502,5 - 20,7 -
1998 seco 158,4 235,5 787,5 560 >16 92,9

Com o objetivo de verificar se os minerais calcio, potassio e magnésio das folhas é um bom indicador
desses mesmo minerais no vinho efetuou-se as seguintes correlagdes. Visto que se analisou amostras
de andlise de solo e foliar que correspondiam as maiores parcelas utilizadas para a vinificacdo de dez
dos vinhos analisados compararam-se os resultados. Pelo que se pode verificar na seguinte tabela
guanto maior o teor de calcio nas folhas maior o teor de calcio no vinho podendo-se observar que
tal como esperado o teor de minerais no vinho estd em parte relacionado com as caracteristicas e
adubagdes do solo. A mesma relagao se verificou para os outros minerais estudados como se pode
observar pelas figuras 45 e 46.

300

y = 59,794x + 34,372
250 R?=0,8563

200
150

100

Calcio nas folhas (%)

50

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Calcio no vinho (mg/L)

Figura 44 - Comparacdo entre o teor de célcio nas folhas e no vinho base
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Na figura n2 44 é percetivel que quanto maior o teor de calcio nas folhas maior o teor de calcio no vinho o que
esta de acordo com os resultados de (Pagani, 2008) que concluiram que o teor de minerais no vinho esta rela-
cionado com as caracteristicas e fertilizagdo do solo

1200
1000 ®

®.x

800 y=913,38x-262,32 ol
R?=0,878

600 o

400

Potassio nas folhas (%)

200

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Potdssio no vinho (mg/L)

Figura 45 - Comparac3o entre o teor de potassio nas folhas e no vinho base
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P

80 '.

60

40
y =259,15x- 34,315

R? =0,8065

Magnésio nas folhas (%)
°

20

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Magnésio no vinho (mg/L)

Figura 46 - Comparacdo entre o teor de magnésio folhas e no vinho base

Segundo um estudo realizado por Frias et al. (2001) e Kmet et al. (2005) os teores médios dos princi-
pais elementos nos vinhos por eles estudados diminuiu na ordem K > Ca > Mg tal como se verificou
neste estudo e que os teores de calcio e magnésio nos solos foram fortemente influenciados pela
composicdo das rochas-mae (Kment et al., 2005).

107

——
| —



IV — Resultados e Discussao

4.5 -Calibragdo do aparelho com tecnologia de infravermelho proximo

Para que se realize uma boa analise quimiométrica é necessario que os dados espectrais recolhidos
sejam de boa qualidade ou seja ter-se-a que ter em conta a precisdo do comprimento de onda, reso-
lucdo, precisdo fotométrica e relagdo sinal-ruido (Gauglitz, Giinter and Vo-Dinh, 2003). Sempre que
se se vai utilizar o aparelho pela primeira vez no dia executou-se o teste do branco ético, de modo a

garantir que o equipamento funciona corretamente.

As amostras foram separadas em dois conjuntos, o conjunto da calibracdo que foram utilizados para
estabelecer o modelo e o conjunto de validacao que foram utilizados para testar a robustez do mo-
delo estabelecido (Ouyang, Chen e Zhao, 2016), contudo ambos os conjuntos contem poucas amos-
tras devido ao reduzido tempo e orcamento para realizar os métodos analiticos de referéncia, o con-
junto de calibragdo contem 79 amostras e o de valida¢do foi construido com apenas 20 amostras.
Para as calibragdes com o mosto apenas existia um conjunto de dados com 60 amostras pelo que se

teve de optar por uma valida¢do cruzada.

Devido ao facto de o espectro conter sempre variagdes de fundo que surgem a partir do espalha-
mento provocado pelas particulas em suspensao, variacdes de temperatura e ruido instrumental é

necessario proceder-se sempre a um pré-tratamento dos dados.

A analise de regressdo multivariada foi realizada, para cada parametro estudado, através do pro-
grama The Unscrambler® 10.3. Antes de se aplicar a regressdo multivariada procedeu-se ao pré-pro-
cessamento dos espectros tendo-se optado pelas modelagdes que facultaram um modelo com maior
coeficiente de correlagao entre os dados preditos e os dados de referéncia e um erro relativo menor.

Na figura n? 47 encontram-se todos os espectros em bruto obtidos das amostras analisadas pelos
métodos de referéncia que irdo ser utilizados para se obter o modelo de calibragdo. Através de uma
avaliagdo visual rapida é possivel verificar que os dados deverdo ser tratados antes de se iniciar a
calibragdo.
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C1 €27 C59 €80 C125 C163 C202 C241 C280 C319 C353 C397 C436 C475 C513 CB52 C531 C630 C669 CT08 CT747 CT736 C524 CB63 C802 C941 €980 C1023 C1069 C1116 C1163

Figura 47- Espetros em bruto obtidos pelo equipamento NIR Luminar 5030.

Para modelar os espetros recorreu-se a varias ferramentas entre eles: corrigir a linha de base, a nor-
malizacdo, a derivadas de primeira e segunda ordem e para melhorar recorrer ao algoritmo de Savi-
tzky-Golay que elimina ruidos espectrais, transformacado da variagcdo normal padréo (SNV — Standard
Normal Variate) e correcdo multiplicativa de sinal (MSC — Multiplicative Scatter Correction).

E importante salientar que as derivadas permitem uma suavizacdo dos desvios lineares da linha de
base e problemas de sobreposi¢do contudo diminui a relagdo sinal/ruido que podera ser compensada
com o alisamento Savitzky-Golay (Picé e Yolanda, 2014) e que o SNV e o MSC reduzem os problemas
de dispersao da luz causada pela falta de homogeneidade das amostras este problema ocorre co-
mummente nos equipamentos que efetuam as varreduras espetrais por refletancia difusa e ainda
mais importante tem-se verificado que esta ferramenta reduz o nimero de factores necessarios
(Naes et al., 2004).

A figura n2 48 demonstra a modelacdo feita com o tratamento da linha de base. A figura n2 49 de-
monstra o aspeto dos espectros apds a aplicacdo da primeira derivada acompanhada do algoritmo

Savitzky-Golay.
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C1 C27 C53 C89 C124 C163 C202 C240 C279 C318 C357 C395 C434 C473 C512 C550 C539 CE28 CB6T CT05 C744 C783 C822 C860 C399 C938 C977 C1019 C1086 C1112 C1159

Figura 48- Os espectros iniciais sofreram o pré-tratamento da linha de base
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Figura 49- Espetros apds primeira derivada com algoritmo de Savitzky-Golay

A derivada de primeira ou segunda ordem tém como objectivo dar um maior destaque aos picos,
aumentando assim a sua resoluc¢do e eliminando efeitos aditivos, para além disso os métodos deri-
vativos podem também eliminar interferéncias causadas pelo tamanho de particulas (Brereton,
2000) A aplicagdo da primeira derivada neste caso removeu os efeitos aditivos de linha de base do

espectro e evidenciou maioritariamente os picos pequenos, face a caracteristicas com maior intensi-
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dade, ou seja permitiu que esses picos se tornassem mais acentuados. Com base na figura dos es-
pectros derivativos é possivel observar que o pré-processamento empregado corrigiu o desloca-
mento de linha de base satisfatoriamente.

A variacdo normal padrao, SNV, foi a ferramenta utilizada nos espectros obtidos na figura n2 50. Este
pré-processamento realiza um ajuste aditivo e multiplicativo (por uma constante ou fator de norma-
lizacdo) em que cada espectro é normalizado com base nos dados apenas daquele espectro, isto é
ndo depende dos outros espectros a analisar. Esta normalizacdo tem como objetivo reduzir a influ-
éncia de variacOes indesejadas, como por exemplo a variacdo do percurso d6tico, que se reflete no
conjunto de dados, garantindo assim que cada espectro é representado de forma adequada e con-
sistente (Giri, 2003).

-2
C1 G27 G58 C89 ©123 G162 G200 G239 G277 C316 G354 C393 G431 C470 G508 C547 G585 G624 C862 G701 G739 CT78 G816 G855 G893 G932 C970 G1013 G1089 G1105 G1151 G1198

Figura 50 - Espectros obtidos apds a aplicagdo da variagdo normal padrdo (SNV)

O ultimo método de pré-processamento foi o MSC (figura n? 51) que permitiu separar os efeitos

fisicos do espalhamento da luz dos efeitos quimicos e fisicos. (Giri, 2003)
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-2
C1 C27 C58 C89% C123 C162 C200 C239 C277 C316 C354 C393 C431 C470 C508 C547 C585 C624 C662 CT01 C739 C778 €316 C855 C893 C932 CO70 C1013 C1059 C1105 C1151 C1198

Figura 51 - Espectros obtidos apds a aplicagdo da corregdo multiplicativa de sinal (MSC-EMSC)

Verificou-se que os algoritmos utilizados na correcao do sinal, nas variacdes de linha de base e na
normalizacdo dos dados sdo necessdrios para remover as interferéncias originadas pela amostra,
bem como pelo equipamento ou ambiente envolvente, conseguindo melhorar significativamente a
analise quantitativa, aumentando a precisdao. Em ambos os modelos ndo se verificou nenhuma amos-

tra andmala, logo ndo existiu remocgao de outliers.

Tendo em conta o observado anteriormente os modelos obtidos que obtiveram uma melhor corre-
lacdo e menor erro RMSE foi os dados modelados através da derivada de primeira ordem com alisa-

mento Savitzky-Golay, e por ultimo o SNV e o MSC.

Para a construcdo de cada modelo separadamente fez-se corresponder a cada espectro o resultado
obtido pelo método analitico de referéncia e optou-se por um método matematico utilizado para a

construcgdo de retas de calibragdo, com fundamentos multivariaveis, o PLS.

Apds a selegdo do pré-tratamento a aplicar ao conjunto de espetros, o proximo passou foi decidir
sobre o nUmero de componentes principais a ser utilizado na calibra¢do. Para esta escolha o software
facultou o grafico X-PRESS a fim de evitar grandes ajustes dos dados, o nimero de factores do PLS foi
estabelecido para se obter o valor minimo da soma de previsdo residual dos quadrados de erro
(Cozzolino et al., 2005) tendo este Ultimo valor variado consoante a matriz e o analito a quantificar,
como se pode ver nas figuras n2 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 58, 59, 60, 61.

Obstou-se por ndo se colocar o grafico X-PRESS (Predicted Residual Sum Squared) uma vez que devido
ao elevado numero de calibragdes que se realizou optou-se apenas por demonstrar os graficos finais
da calibracdo. Contudo é importante salientar que este grafico que derivou da soma dos quadrados

dos erros de previsdo residuais e permitiu observar o efeito do nimero necessario de componentes
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principais, ou o numero de factores na calibracdo. Ao se observar esse grafico para as diferentes
calibracdes necessdrias a escolha do numero de componentes principais recaiu no Gltimo antes de
se deixar observa variagdes significativas no grafico, ou seja, a partir do qual o valor do X-PRESS co-

megou a ser constante.

A seleccdo do numero de factores é um ponto crucial na analise multivariada visto que se o nimero
de factores escolhidos for baixo a calibracdo podera conter pouca informacdo do espectro (Underfit-
ting) enquanto que factores a mais poderad incluir ruido e variagGes sistematicas (Overfitting) (Naes
et al., 2004).

A qualidade da calibracdo do método depende da linearidade, da precisdo e da exatiddo na previsao
de amostras desconhecidas. A linearidade do método foi avaliada por um teste de regressao entre o
método de NIR desenvolvido e o método de referéncia, na gama escolhida para o método. A precisao
da previsdo dos métodos foi obtida durante o desenvolvimento do método, onde se calculou a média

global do erro de previsao.

Para avaliagdo do modelo tendo em conta a matriz vinho recorreu-se a uma validacdo externa apesar
do tamanho da amostragem ser bastante pequeno também se realizou uma validagdo cruzada sem
que sejam utilizadas amostras ja utilizadas pela calibracdo de modo a ndo mascarar a fragilidade ou
ndo do modelo de calibracdo. A validacdo externa transmite uma maior confianca do modelo obtido
com poucas amostras, contudo por esta também conter um niimero bastante pequeno de amostras,
existe a necessidade de acrescentar mais valores a este conjunto de amostras. Para o mosto apenas
foi possivel recorrer a validagdo cruzada, do tipo Random, visto que nao existia a possibilidade de se
obter mais amostras. O erro obtido pela validagdo é denominado por RMSEV (Root Mean Squared
Error of Validation) ver equagdo n2 9. Um valor de RMSEV baixo refere que se esta perante um bom
modelo. Neste estudo em ambos os modelos obtidos tanto para o mosto como para o vinho o valor
de RMSEV foi baixo pelo que se pode concluir que o modelo PLS testado pode ser utilizado como

modelo de calibracdo da espectrometria de infravermelho préximo.

Equacdo 8 - Erro da média do quadrado da calibragdo (RMSEC) e da validagdo (RMSEP)

Yi-1 n (Yi referéncia-Yi previsto)?
n-1

RMSE =

onde n o numero de amostras de calibragao, yi referéncia o valor de referéncia da amostra i e yi

previsto o valor previsto para a amostra i pelo modelo determinado.

De forma a ter em conta a fiabilidade do modelo segundo o valor de RPD (ver equag¢do n? 10), foram

determinadas em trés categorias que se encontram descritas na tabela n2 29.
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Equacdo 9 - Desvio Residual de Previsao

Desvio Padrao do conjunto de validacao

RPD = RMSEP ou SEP

Tabela 29 - Interpretagao do valor estatistico RPD

(Chang et al., 2001) (Dunn et al., 2002)
RPD >2 Bons modelos RPD >2
1,4 <RPD <2 Modelos aceitaveis 1,6 <RPD <2
RPD< 1,4 Modelos ndo-confiaveis RPD< 1,6

O SEC e o SEP indicam ambos o valor do desvio médio das calibracdes para o primeiro e para o se-
gundo das previsdes em relagdo aos valores do método de referéncia. Quanto menor for a distancia,
mais proximos serdo os valores previstos pelo NIR e do método de referéncia, este valor da a indica-
¢do se o método de analise por NIR é exato ou ndo, ou seja um menor erro implica uma maior preci-
sdo da calibracdo. Um modelo de calibracdo NIR robusto produzira um SEC semelhante ao RMSEC e
um SEP semelhante ao RMSECV do modelo de calibragao NIR derivado. Sendo bons modelos aqueles

que apresentem valores de SEC e SEP minimos e ambos préximos.

Equacdo 10 — Erro padrao da calibragao e previsao

Yi-1 n (Yi referéncia-Yi previsto)?

SEC e SEP = -

onde n o numero de amostras de calibracdo, yi referéncia o valor de referéncia da amostra i e vyi

previsto o valor previsto para a amostra i pelo modelo determinado.

O valor de BIAS é o desvio médio entre os valores preditos (yi) e os valores de referéncia (xi), na
calibragdo. O BIAS avalia as diferencgas sistematicas entre os valores médios de o conjunto de calibra-
¢do e o conjunto de validagdo. A precisdo e exatiddao da calibracdo podem ser medidas através da

funcdo estatistica que se encontra de seguida:

Equacgdo 11 - BIAS

.1 n (Yireferéncia-Yi previsto
BIAS = =1 ( p )

n
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Apenas foi calculado o valor de BIAS para a validagdo, uma vez que para a calibracao pressupdem-se
gue por definicdo que serd zero. O Bias dos espectros de validacdo devem ser o mais possivel préximo

de zero.

Para a determinagdo do cdlcio em vinhos o modelo PLS obtido encontra-se na figura n? 52. Este mo-
delo utilizou 7 fatores. Apds a construcdao do modelo de calibracdo, é necessdrio testar a sua capaci-
dade preditiva através de um novo conjunto de amostras que também foram analisadas pelo método
de referéncia e pelo NIR. A quantidade de amostras do conjunto de validacdo deve corresponder a
1/3 do conjunto de calibracdo, contudo devido ao reduzido nimero de amostras para o mosto esta
premissa nao foi respeitada. Apds a exportacdo dos espectros desse conjunto de amostras calculou-
se a partir do modelo de calibragdo, o resultado (valor previsto) onde alguns desses valores podem

ser se encontrados na tabela n2 30.

Observou-se que ocorreu uma diminuicdo do RMSECV até o sexto fator, sendo que a partir desse
fator o valor de erro de validacdo (RMSECV) ndo diminui pronunciadamente. Assim sendo os seis
fatores parecem descrever satisfatoriamente o conjunto de dados, contudo optou-se pelos sete fa-
tores devido ao melhor valor de correlagdo. Para a calibragdo o melhor valor de R, de 0,9801 e para
a validacdo de 0,9596 o que apresenta um modelo com boa linearidade e boa correlagdo. O valor de
BIAS obtido foi baixo e o valor de RPD foi maior do que 2 e o valor de Q-value foi de 0,9512 pelo que
uma vez mais se verifica que o modelo obtido apresenta ser um bom modelo e ajustado a gama de
valores analisada. O modelo de calibragdo obtido foi y = 0,9800x + 3,2091 e para a validagdo
y = 0,8591x + 17,7853

Predicted vs. Reference
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Figura 52 - Calibragdo do teor de calcio para o vinho base
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Tabela 30 - Parametros considerados na avaliacdo e validacdo da Calibracdo do teor de calcio para o vinho base

Pardmetros Valores
Numero de fatores 7

RMSEC 0,1856

RMSEP 0,1446

SEC 0,1756

SEP 0,1341

R? calibragcéo 0,9800

R? validagéo 0.9596
RPD 3,42

BIAS 0,0002

Q-Value 0,9512

Quando se comparou os resultados obtidos pelo método referéncia e os resultados obtidos pela ca-
libragdo alcangada apds a mesma ter sido validada através de uma validagdo externa, verificou-se

que os valores sdo semelhantes e que ndo existe diferengas significativas. (tabela n2 31)

Tabela 31 - Comparacgdo entre valores obtidos para o calcio no vinho base

Valores de Valores obtidos
referéncia por NIR
64,6657 65,895
84,8193 85,9357
147,9147 148,906
182,1917 181,4704
100,7043 99,0519
259,1043 259,9159
220,2677 219,2829
132,1837 132,7354
189,4753 188,4262
85,6807 86,0998

Para o mosto o modelo encontrado pode verificar-se na figura n2 53. Para este modelo foi necessario
recorrer a nove fatores e o valor de RMSEC e RMSEP comparativamente com o valor obtido na matriz
vinho foi maior. O valor de BIAS obtido foi mais alto, o valor de RPD mais baixo assim como o valor
de Q-value (0,9120) contudo verifica-se que o modelo obtido foi bom ao se avaliar todo o conjunto
de valores obtidos para validacdo e avaliacdo da qualidade do modela (ver tabela n232). Tal pode
dever-se ao facto de a matriz vinho ser muito heterogénea e conter em suspensdo particulas de pe-
guenas e grandes dimensGes. Ndo se realizou qualquer tipo de pré-tratamento ao mosto antes da
obtencdo do espetro NIR porque o objetivo era conseguir-se uma calibragcdo que torna-se rapida e
eficaz a medicdo do teor de cdlcio no momento que o reboque chega a adega e se recolhe uma

amostragem de uva e se obtém mosto para as analises de rotina para a entrada da uva na adega.
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Para o modelo de calibracdo do teor de calcio no mosto o erro sera de 1,416 mg/L, enquanto que no

vinho seria de 0,186 mg/L. O modelo de calibragdo obtido foiy
dagdoy = 0,9478x + 8,6926.

Predicted vs. Reference

= 0,9985x + 0,2394 e para avali-
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Figura 53 - Calibragdo do teor de calcio para o mosto

Tabela 32 - Parametros considerados na avaliagdo e validagdo da Calibragdo do teor de calcio no mosto

Parémetros
Numero de fatores
RMSEC
RMSEP
SEC
SEP
R? calibragcdo
R? validagéo
RPD
BIAS

Q-value

Valores
9
1,4162
1,0474
1,1231
1,0153
0,9985
0,9913
2,05
0,0181
0,9120

Apesar de no mosto se ter efetuado uma calibracdo interna os valores obtidos para o célcio no mosto

através da tecnologia NIR e por referéncia encontram-se na tabela n2 33. De acordo com os resulta-

dos obtidos, foram observadas diferencas negativas e diferencas positivas tanto nas calibragdes efe-

tuadas para o vinho como para o mosto, havendo, portanto, uma aleatoriedade nas diferencas entre

os resultados de referéncia e os resultados obtidos por infravermelho préximo.
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Tabela 33 - Comparacdo entre valores obtidos para o calcio no mosto

Valores de
referéncia
64,6657
84,8193
147,9147
182,1917
100,7043
259,1043
220,2677
132,1837
189,4753
85,6807

Valores obtidos

por NIR
65,895
85,9357
148,906
181,4704
99,0519
259,9159
219,2829
132,7354
188,4262
86,0998

E de salientar que as tabelas com a comparacdo dos resultados obtidos pela calibracdo alcancada e
o método analitico de referéncia se encontram no Anexo 3.Para a calibragdo do teor de magnésio no
vinho o modelo PLS conseguido encontra-se na figura n2 54. Para este elemento mineral conseguiu-
se um R? bastante elevado tanto para o modelo de calibra¢do (R?>= 0,9989) como para o modelo de
validacdo (R?= 0,9985). O erro associado a este modelo foi de 0,504 mg/L e foram considerados sete
fatores. Observou-se que o valor de RMSEC e de RMSEP para além de apresentarem valores abaixo
de 1 sdo bastante proximos (ver tabela n? 34) o que indica que o modelo obtido aparente ser um
bom modelo visto que o RMSEP refere-se a exactidao e precisdo do método multivariado, uma vez
gue mede a diferenca entre o valor real e o estimado pelo modelo. Para a calibracdo o melhor valor
de R, de 0,9801 e para a validacdo de 0,9596 o que apresenta um modelo com boa linearidade e boa
correlacdo. O valor de BIAS obtido foi baixo e o valor de RPD foi maior do que 2 e o valor de Q-value
foi acima dos 0,9 pelo que uma vez mais se verifica que o modelo obtido apresenta ser ajustado. O
modelo de calibragdo obtido foiy = 0,9989x + 0,053 e paraavalidagdoy = 0,9963x + 0,5156

Predicted vs. Reference
110 4
105 4
100 1
05
oD
85
a0
75 1
70 1
85
&0
EE o
B0 1
45 4
40
35
30

Slope Offset RMSE R-Square
0.95989512 0.0952673 05044733 0.398512
0.9962792 0.4728335 05156764 0.9985206

Predicted v

&0 70 a0 o0 100 110
Reference Y

Figura 54 - Calibragdo do teor de magnésio para o vinho base
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Tabela 34 - Parametros considerados na avaliagdo e validagao da Calibragdo do teor de magnésio no vinho
base

Pardmetros Valores
Numero de fatores 7

RMSEC 0,5045

RMSEP 0,5156

SEC 0,5078

SEP 0,6003

R? calibragcéo 0,9989

R? validagéo 0,9986
RPD 3,71

BIAS 0,0347

Q-value 0,9012

No modelo obtido para a quantificacdo do magnésio no mosto (Figura n2 55) o valor de RMSEC e
RMSEP obtidos foram o dobro do que para o vinho contudo ainda se considera ser um valor baixo e
aceitavel, pois representa um erro de 1,02 mg/L. Os valores do coeficiente de correlacdo obtidos para
o modelo de calibracdo foi de 0,9956 e de 0,9893 para o modelo de validacdo também foram um
pouco mais baixos que os valores obtidos para o vinho contudo continuaram a ser valores bastante
altos demonstrando existir uma excelente correlacdo entre os resultados e uma boa linearidade re-
levando uma boa qualidade do modelo, outro fator que indica o modelo de calibragao ser adequado
é o valor de BIAS que foi baixo 0,0514 e o valor de Q-value que foi de 0,8869 contudo para o modelo
de calibragdo teve-se em conta oito fatores para se obter este modelo (tabela n2 35). O modelo de
calibragdo obtido foiy = 0,9956x + 0,3875 e para a validagdoy = 0,9971x + 0,2102

Predicted vs_. Reference
110 1
105 4 Slope Dffset RMSE R-S5quare
100 4 0.99655744  0.387526 1.0174278 0.99557. ﬁ‘
gs ] 0.9371218 0.2101583 1,3724333 0,9833433 .

50 -
- o
[
75 .t
70 -
G5 [ ] L]
&0 -
B5
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30 40 B0 &0 T0 a0 G0 100
Reference Y

Figura 55 - Calibragdo do teor de magnésio para o mosto
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Tabela 35 - Parametros considerados na avaliacdo e validacdo da Calibracdo do teor de magnésio no mosto

Parédmetros Valores
Numero de fatores 8

RMSEC 1,0174

RMSEP 1,3724

SEC 1,0242

SEP 1,4547

R? calibragcdo 0,9956

R? validagéo 0,9893
RPD 2,01

BIAS 0,0514

Q-value 0,8869

A figura n2 56 demonstra o modelo PLS, com cinco factores, obtido para a determinacgdo do potassio
no vinho. Uma vez mais foi obtido um bom modelo de calibragdo com um valor de RMSEC e RMSEP
um pouco mais elevados que os anteriores modelos contudo estes valores continuam, ainda que
menos do que os modelos anteriores, proximos entre si, o que demonstra que o modelo apresenta
uma certa consisténcia. Tendo em conta os elevados teores em que o potdssio se encontra no vinho,
apesar de o erro ser maior do que os anteriores 3,69 mg/L dentro de uma gama de 500-900 mg/L
nado apresenta um erro muito significativo. O valor de BIAS obtido foi baixo, o valor de RPD foi maior
do que 2 e o valor de Q-value foi de 0,9695 pelo que uma vez mais se verifica que o modelo obtido
apresenta ser ajustado e coerente (ver tabela n? 36). O modelo de calibragdo obtido foi y =
0,9972x + 2,1934 e para avalidagdoy = 0,9969x + 2,4382

Predicted vs. Reference

00
Slope Dffset RMSE R-Square #.:-
350 { 0.9972423 2.1934347 3.6902499 0.997242 *
0.9969255 2.4382727 4.2680702 0.9919662 ’.‘ﬂ
= 300 »
5 o~
T 750 4 -
W e
5 700 4 « *
S
=
38501 -
:
s 600 4
550 1 Y
500 = - - - - - - .
BOD ] 00 1] T0O 7RO 00 ae0 o0

Reference ¥ (1, Factor-14)

Figura 56- Calibragdo do teor de potassio no vinho base
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Tabela 36 - Parametros considerados na avaliacdo e validacdo da Calibra¢do do teor de potassio no vinho base

Pardmetros Valores
Numero de fatores 5

RMSEC 3,6902

RMSEV 4,2680

SEC 3,6848

SEP 4,2594

R? calibragcéo 0,9972

R? validagéo 0,9920
RPD 3,97

BIAS 0,0094

Q-value 0,9695

O modelo de calibracdo para o teor de potdssio no mosto, foi obtido tendo em conta oito factores, e
pode observar-se na figura n2 57. Apesar de se ter obtido um excelente coeficiente de varia¢do (R?=
0.983) o erro para esta calibragdo foi de 9,091 mg/L., contudo tal como foi referido anteriormente
tendo em conta que a gama de concentracdo deste elemento ser bastante elevada o erro de cerca
de 9 mg/mL podera ndo causar um impacto negativo na hora de tomar decisées quanto aos proces-
sos de vinificagdo a realizar. Este erro também podera estar associado as varias dilui¢des que tiveram
de ser realizadas para que a amostra se encontra-se dentro da gama de leitura do EAA. Os valores de
RMSEC e RMSEP ndo se encontram préximos o que pode estar ligado com o fato de as amostras
utilizadas na valida¢do ndo serem representativas de toda a gama utilizada na validagdo. O valor de
BIAS obtido foi mais alto e o valor de RPD mais baixo do que dois mas superior a 1,6 o que indica um
modelo aceitdvel e o valor de Q-value foi de 0,9218 o que demonstra a boa qualidade do modelo (ver
tabela n2 37). O modelo de calibragdo obtido foiy = 0,9833x + 13,3116 e para a validagdoy =
0,9894x + 5,6389.

Predicted vs. Reference

S00 -
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Figura 57 - Calibragdo do teor de potdassio no mosto
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Tabela 37- - Parametros considerados na avalia¢do e validag¢do da Calibragado do teor de potassio no mosto

Pardmetros Valores
Numero de fatores 8

RMSEC 9,0911

RMSEV 6,2885

SEC 9,1515

SEP 6,1573

R? calibragcdo 0,9833

R? validagéo 0,9901
RPD 1,99

BIAS 0,0743

Q-value 0,9218

Para a calibracdo do teor de azoto no vinho o modelo PLS alcangado (Figura n? 58) apresentou um
coeficiente de correlacdo elevado (R? = 0,9977) assim como para a validacdo (R?=0,9987) e uma boa
linearidade tendo-se apenas em conta a utilizacdo de cinco factores. Como o valor de RPD ao ser
superior de 2 pressupdem-se ter-se obtido um bom modelo devido ao baixo valor de BIAS (0,1101) e
a um valor de Q-value superior a 0,97 (tabela n2 38). O erro para este modelo de calibracdo foi de
0,3793 mg/L o que tendo em conta a gama de valores do teor de azoto dentro do vinho é aceitavel,
para além disso o valor de RMSEC e RMSEP encontram-se préoximos o que indica um modelo consis-
tente. O modelo de calibragdo obtido foi y = 0,9977x + 0,3793 e para a validagdo y =
0,9963x + 0,4485.

Predicted vs. Reference
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300 A Slope Offzet RMSE R-Square .
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Figura 58 - Calibragdo do teor de azoto no vinho base

122

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

Tabela 38 - Parametros considerados na avaliacdo e validacdo da Calibracdo do teor de azoto no vinho base

Pardmetros Valores
Numero de fatores 5

RMSEC 0,2280

RMSEV 0,1802

SEC 0,2098

SEP 0,1700

R? calibragcdo 0,9977

R? validagéo 0,9987
RPD 2,51

BIAS 0,0087

Q-value 0,9789

O modelo de calibragdo conseguido para o teor de azoto no mosto (figura n2 59) foi obtido com seis
fatores e uma vez mais verificou-se que o erro associado ao analito na matriz mosto é sempre supe-
rior ao obtido na matriz vinho, (no vinho 0,228 g/L enquanto que no mosto 1,563 g/L). Contudo o
coeficiente de variacdo continua alto tal como nas calibracGes anteriores tendo-se neste caso em
conta sete factores e como foi obtido um valor de BIAS baixo (0,0093) e um valor de Q-value cerca
dos 0,91 pode-se afirmar que o modelo obtido apresenta ser um bom modelo (Tabela n2 39). O mo-
delo de calibragdo obtido foiy = 0,9988x + 0,1867 e para avalidagdoy = 0,9961x + 0,6149.

Predicted vs. Reference
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Figura 59 - Calibragdo do teor de azoto no mosto

123

——
| —



IV — Resultados e Discussao

Tabela 39 - Parametros considerados na avaliacdo e validagdo da Calibracdo do teor de azoto no mosto

Pardmetros Valores
Numero de fatores 6
RMSEC 1,5632
RMSEV 1,5871
SEC 1,5536
SEP 1,419
R? calibragcdo 0,9988
R? validagéo 0,9993
RPD 1,98
BIAS 0,0093
Q-value 0,9105

Para o modelo de calibracdo do teor de proteina no vinho recorreu-se ao modelo PLS com cinco
factores tendo-se obtido o modelo descrito na figura n2 60. Neste modelo o coeficiente de variacdo
obtido para a calibracdo foi de 0,9863 e para a validacdo foi de 0,9853 apresentando uma excelente
correlacdo entre os valores de referéncia e do NIR e uma boa linearidade. O erro esperado para este
modelo de calibracdo foi de 0,034 g/L. Devido ao baixo valor de SEC e SEP o modelo apresenta ser
preciso e o baixo valor de BIAS demonstra ser um modelo exato, sendo que o valor de Q-value
(0,9812) aponta para a presenca de um bom modelo de calibracdo. O valor de RPD superior a 2 sugere
um bom modelo de calibragdo (tabela n? 40). O modelo de calibragdo obtido foiy = 0,9863x +
0,0137 e para avalidagdoy = 0,9517x + 0,0396.

Predicted vs. Reference

2 .
Slope Offzet RMSE R-Square *
184 0.9863763 0.01374656 0.0335306 0.9863763
0.95170283 0.0396068 0.0261136 0.3853033 -
18
1.4 -«
: b
o *
1,2 1 sop o
- i:u
T 1 'aﬁ
2 uttt
o3 *
o o S
-
0,6 1 oot s
e
0.4

04 0B OB OF 08 09 A 11 12 13 14 168 16 17 18 18 2
Reference

Figura 60- Calibragdo do teor de proteina no vinho base
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Tabela 40- - Parametros considerados na avaliacdo e validacdo da Calibracdo do teor de proteina no vinho

base
Pardmetros Valores
Numero de fatores 5

RMSEC 0,0261
RMSEV 0,0335
SEC 0,0256
SEP 0,0333
R? calibragcdo 0,9882
R? validagéo 0,9863

RPD 3,42
BIAS 0,0002
Q-value 0,9812

Tendo em conta a quantificacdo do teor de proteina no mosto o modelo de calibracdo selecionado
(Figura n2 61) apresenta um erro de 0,055 mg/L e um coeficiente de correlagdo de 0,9437 tendo em
conta apenas seis factores. Este modelo apresentou uma boa correlagdo entre os valores reais e os
valores preditos assim como uma boa linearidade. Devido ao baixo valor de SEC e SEP o modelo
apresenta ser preciso, o baixo valor de BIAS demonstra um modelo exato e o valor de Q-value
(0,9199) pressupéem que se obteve um modelo de boa qualidade (Tabela n2 41). O modelo de cali-
bracdo obtido foiy = 0,9437x 4+ 0,0454 e para avalidagdoy = 0,9117x + 0,0652 e em ambos
os casos o valor de R; foi ligeiramente inferior ao obtido no vinho o que podera dever-se ao fato de
a proteina no mosto se encontrar em menor concentragdo e ao fato de esta amostra ser bastante

heterogénea dificultando a dispersao da luz infravermelha por todo o liquido de igual forma.

Predicted vs. Reference
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Figura 61 — Calibragdo do teor de proteina no mosto
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Tabela 41 - Parametros considerados na avaliacdo e validagdo da Calibracdo do teor de proteina no mosto

Parédmetros Valores
Numero de fatores 6

RMSEC 0,0545

RMSEV 0,0546

SEC 0,0549

SEP 0,0560

R? calibragcdo 0,9437

R? validagéo 0,9700
RPD 1,88

BIAS 0,0002

Q-value 0,9199

Para a calibracdo da turbidez do vinho o modelo conseguido encontra-se na figura n2 62 O método
de referéncia para a avaliacdo deste parametro ja € um método rapido e simples, pelo que o unico
objetivo de se ter realizado este modelo foi para que no final todas as calibracées possam ser inseri-
das no Luminar 5030 e que através de uma Unica andlise se consiga obter todos os parametros estu-
dados e a turbidez é um parametro a ter em conta no estudo das precipitacdes e instabilidade do
vinho. O modelo de calibragdo obtido foi y = 0,9995x + 0,01624 e para a validagdo y =
0,9830x + 0,6044 e ambos apresentaram uma alta correlacdo 0,9995 e 0,9992 respetivamente
assim como uma boa linearidade e um elevado valor de RPD o que indica um bom modelo de cali-
bracdo assim como um valor de Q-value elevado cerca de 0,96 o que prediz que o modelo obtido é
de qualidade (tabela n2 42).

Predicted vs. Reference
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Figura 62- Calibragdo para avaliagado da turbidez no vinho base
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Tabela 42- - Parametros considerados na avalia¢do e validagdo da Calibragdo da turbidez no vinho base

Parédmetros Valores
Numero de fatores 4

RMSEC 0,6397

RMSEV 0,6063

SEC 0,6340

SEP 0,6454

R? calibragcdo 0,9996

R? validagéo 0,9994
RPD 4,01

BIAS 0,0090

Q-value 0,9569

Segundo vdrios autores as regides dos espectros NIR para o estudo das proteinas estdo associadas
principalmente as liga¢des N-H das aminas (1.580 — 1495) (Nousiainen et al., 2004) como essa zona
se encontra bem definida nos espectros obtidos pode ser um dos motivos pelos quais a determinacao
de azoto e proteina foi dos modelos com a utilizacdo de menos factores definidos e com menor erro

associado ao modelo.

O numero de factores utilizado no PLS para cada elemento por vezes foi alto isto pode estar correla-
cionado com o facto de a espectroscopia de infravermelho ter em conta os comprimentos de onda
onde os grupos relacionados com as proteinas e os hidratos de carbono que se encontrem ligados a
elementos minerais em vez de as vibragGes especificas relacionadas apenas com o elemento mineral,
ndo sendo assim o ruido a Unica causa da variabilidade do nimero de factores (Guardia e Garrigues,
2015; Mir-Marqués et al., 2016).

A validacdo externa foi realizada para se poder testar o modelo de calibragdo contra um conjunto de
dados diferentes das amostras utilizadas na calibracdo que ndo foram usadas para gerar o método
de calibracdo, contudo devido ao baixissimo nimero de dados utilizados para a validacdo externa é
necessario no futuro adicionar mais amostras nesta validagao para que os resultados estatisticos
possam ser considerados, pelo que os resultados obtidos para as validagdes externas ndo sdo apre-

sentadas neste trabalho.
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Tabela 43 - Resultados obtidos pela calibragdo e validagdo dos minerais estudados, do teor de proteina e da
turbidez.

Vinho
Parametro Reta RMSE R?

Calcio Calibracdo Y =0,9800x + 3,2091 0,186 0,98
Validagdo Y =0,8591x + 17, 7853 0,145 0,96

Magnésio | Calibragdo Y =0,9989x + 0,053 0,504 0,999
Validagao Y =0,9963x + 0, 5156 0,516 0,999

Potéssio Calibracao Y =0,9972x + 2,1934 3,69 0,997
Validagao Y =0,9969x + 2,4382 4,268 0,992

Azoto Calibracdo Y =0,997x + 0,3793 0,228 0,998
Validagdo Y =0,9963x + 0,4485 0,1802 0,998

Proteina Calibracao Y =0,9863x + 0,0137 0,033 0,986
Validagdo Y =0,9517x + 0,0396 0,026 0,985

Turbidez Calibragdo Y =0,9995x + 0,01624 0,639 0,999
Validagdo Y =0,9830 x + 0,6044 0,606 0,999

Tabela 44 - Resultados obtidos pela calibragdo e validacdo dos minerais estudados, do teor de proteina e da
turbidez.

Mosto
Pardmetro Reta RMSE R2

Calcio Calibracdo Y =0,9985x +0,2394 1,416 0,999
Validacdo Y =0,9478x + 0,6926 1,047 0,991

Magnésio Calibracao Y =0,9956x + 0,3875 1,017 0,996
Validacdo Y =0.9971x + 0,2102 1,372 0,989

Potassio Calibracado Y =0,9833 x+ 13, 3116 9,091 0,983
Validacdo Y = 0,9894x + 5,6389 6,288 0,990

Azoto Calibracado Y =0,9988x + 0,1867 1,563 0,998
Validacdo Y =0,9961x + 0,6149 1,587 0,999

Proteina Calibracao Y =0,9437x + 0,0454 0,054 0,943
Validacdo Y =0,9117x + 0,0652 0,054 0,966
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/- Conclusdo

Na industria alimentar, a conformidade com as normas legais, bem como a demanda por produtos
de alta qualidade, exigem um acompanhamento atento do produto ao longo de todo o processo de
producao.

A necessidade de produzir cada vez melhor e de forma sustentdvel, é um grande desafio para os
técnicos e produtores. Tudo comecga com o uso eficiente dos recursos naturais como terra, agua as-
sim como fertilizantes e produtos fitofdrmacos. Para que tal seja possivel é necessario ter em conta
as necessidades nutricionais da cultura, a taxa de absorcdo de nutrientes e fertilidade atual do solo.
A determinacdo da fertilidade atual do solo é de fundamental importancia uma vez que tera influén-

cia na qualidade de todo o processo produtivo.

Ao se analisar a uva ter-se-a a composicao real da matéria-prima que ird produzir o vinho espumante.
Esta andlise é importante na medida que no futuro as uvas ao chegarem a adega poderdo ser sepa-
radas consoante o talhdo de origem de forma a evitar produzir vinho com elevados teores minerais
que trardo problemas durante a fermentacdo em garrafa ou até mesmo depois de estar engarrafado
ocorrer a formacao de precipitados e cristais. Ao ser no futuro possivel fazer esta selecdo criteriosa
poder-se-a poupar algumas centenas de euros ao se deixar de realizar uma nova filtracdo do vinho
base e no caso de o mesmo ja se encontrar engarrafado poupar-se-a4 em novas garrafas, rotulos e

rolhas.

As concentragdes de cdlcio, magnésio, e potdssio estdo entre as analises mais comuns em laboraté-
rios de controlo de vinho. A sua presenga nao afeta apenas algumas etapas de produgdo como o
processo de fermentacdo e/ou armazenamento), mas também a estabilidade do produto final muitas
vezes ja engarrafado, o que acarreta grandes custos para a empresa. Tal como Quelhas (2011),
Ribéreau-Gayon et al.( 2006b) e Pereira et al. (2008) verificou os elevados teores de catides, bem
como altos valores de pH do solo contribuiram para a rapida evolugdo quimica dos produtos elabo-

rados.

O potassio, o calcio e 0 magnésio sdo constituintes naturais da uva (Alvarez et al., 2012) onde o po-
tassio é o elemento predominante no mosto da Vitis vinifera (Frias et al., 2001; Marengo e Aceto,
2003), tal como se observou neste estudo, contudo a sua concentragdo, em conjunto com a do calcio,
¢ alterada devido a precipitacGes que podem ocorrer no vinho durante a sua estabilizacdo e enve-
Ihecimento, ocorrendo a formacdo de cristais de bitartarato de potassio e tartarato de calcio (Correa
e Polo, 1990; Lara et al., 2005; Lasanta, 2012; Portela, Roboredo e Louzada, 2003). O potassio inter-
fere na acidez do vinho através da salificacdo do acido tartarico. A concentra¢do de potdssio esta
relacionada principalmente com as praticas culturais da vinha, com o grau de maturagdo da uva e a
forma de extragdo do mosto. O célcio e 0 magnésio para além de virem do solo também podem estar
relacionados com tratamentos fitossanitdrios a vinha, como por exemplo a calda bordalesa.
(Meneguzzo et al., 2006)
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E importante ter em conta que a origem dos minerais no vinho pode ser dupla. A origem primdria faz
referéncia aos minerais que provém do solo e a origem secundaria estd associada a impurezas exter-
nas, derivadas do processo de vinificacdo (desde a colheita até ao engarrafamento) (Kment et al.,
2005). Ter conhecimento do teor mineral do mosto é fundamental durante a vinificagdo e posterior-
mente no vinho pois estes terdo um papel importante no sabor, gosto, cor e estabilidade a longo
prazo de produtos finais (Brescia et al., 2002; Sauvage et al., 2002). Desta forma, verificou-se que é
importante ter conhecimento do conteddo mineral do mosto para que seja possivel antecipar o pro-
blema de altos teores de determinados minerais e assim antecipar problemas de agrega¢des mine-

rais e precipitacées de forma a ndo afetar a qualidade do vinho.

Para se poder calibrar um aparelho de infravermelho préximo de forma a que o valor se aproxime o
mais possivel da realidade é necessario que os valores que se obteve do método de referéncia cor-
respondam a realidade da amostra que deu origem ao espetro de infravermelho préximo. Neste tra-
balho comparou-se duas metodologias para a andlise de minerais por espectrometria de absorcdo
atémica, a primeira foi realizada tal como descrita pela OIV a leitura diretamente no vinho e outra
com um pré-tratamento da amostra, ou seja a leitura da digestao acida do vinho e ndo a leitura direta
do vinho. Como se conseguiu observar através das figuras 41, 42 e 43 as concentracdes de minerais
obtidas pela leitura do vinho diretamente foram sempre inferiores a leitura da digestdo acida do
vinho. Raras excecdes aconteceram ao contrdrio que podem ser explicadas por perda de cinza du-

rante o pré-tratamento da amostra.

Estes resultados podem derivarem do facto de apds algumas leituras no vinho diretamente a chama
da espectrometria de absor¢do atémica deixava de ser uniforme devido aos residuos (como o aglcar
do vinho) que iam ficando na fenda do atomizador deixando a chama de ser constante e alterando
assim o valor de absorvancia lido pela lampada de catodo oco. Através das figuras 41, 42 e 43 também
é possivel observar que na leitura do potassio a diferenca entre leituras ndo é tdo grande isto podera
ser explicado pelo facto de vinho para a leitura do potassio se encontrava mais diluido (uma vez que
este mineral se encontra em grande quantidade no vinho) e assim deixou-se de se verificar o atomi-
zador com tantos residuos como para o cdlcio e o magnésio ndo tendo sido necessdrio tantas para-

gens durante as leituras para limpar o atomizador.

De forma a garantir inequivocamente a veracidade do valor obtido pelo método de referéncia é ne-
cessario validar esse mesmo método de ai se ter estudado algumas figuras de mérito como, a preci-
sdo e a exatiddo do método. A precisdo permitiu descrever a reprodutibilidade dos valores obtidos
pelo método visto depender da proximidade entre os resultados que foram obtidos exatamente da
mesma forma da mesma amostra. Assim sendo foi possivel verificar a precisdo através do desvio-
padrdo, da variancia e do coeficiente de variagao que permitiram calcular o desvio em relagao a mé-
dia, tudo medidas de dispersdo que permitem a analise da disseminagdo dos dados. Pelo que se pode
verificar a espectrometria de absor¢do atémica apresenta ser precisa visto que foi observado um
baixo desvio padrao e coeficiente de variagdo, o mesmo se pode afirmar para a determinagdo do

azoto e proteina pelo método kjeldahl. Enquanto que a exatiddo ja dependeu da proximidade do
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valor medido com o valor definido como verdadeiro e pelo que se pode verificar todas as metodolo-
gias utilizadas para a quantificacdo dos catides foram exatas, assim como a determinacdo do teor
azoto/proteina. A exatiddo e a precisdo do método constituem pardmetros que terdo de ser sempre
estudados, independente do seu propdsito, exceto para métodos cujo o objetivo seja apenas quali-
tativo.

Os testes de adicdo e recuperacgao, assim como as figuras de mérito avaliadas, indicam que a precisao
e exatiddo do método proposto sdo suficientes para atender aos requisitos para o controlo de quali-
dade e para calibracdao da espectrometria de infravermelho proximo pelo que seria de esperar que
caso a gama de comprimento de onda em estudo (700- 2300 nm) corresponda a uma boa gama para
estudar o teor de minerais o método proposto seria uma boa alternativa para a determinacdo de

calcio, potassio e magnésio no mosto e vinho.

A estimativa dos elementos minerais por espectroscopia de infravermelho préoximo dependeu da
presenca destes elementos em misturas com compostos organicos ou hidratados e outros sais (cati-
Oes e anides) (Cozzolino et al., 2008). Embora tenha sido utilizado um pequeno nimero de vinhos e
mosto neste estudo, os dados preliminares indicaram que a espectrometria de infravermelho pré-
ximo (NIR) pode indicar ser um método adequado e rapido para a analise de alguns minerais tanto
no vinho branco como no mosto. Observou-se ainda a presenca de picos de absorcdo nos pontos de
1.450 nm e 1.750 nm, aproximadamente que representa a dgua visto que os comprimentos de onda
a 1.450nm e entre 1.900nm a 2.000nm sao regides espectrais que se verificam devido a presenca do
grupo OH- ou de moléculas de dgua, enquanto que na regido dos 1.750 nm observou-se um pequeno
pico de absor¢ao onde se verifica a absor¢do do grupo OH- podendo indicar a presenca de alcoois e
acidos organicos, constituintes encontrados em grande quantidade em amostras de vinhos (Pedrosa,
Menses e Carmelo, 2010) o que é uma boa indicagdo de que outros compostos poderao ser determi-

nados por espectrometria de infravermelho préximo.

Com este estudo verificou-se que a tecnologia NIR ajuda a eliminar erros associados ao operador,
isto porque praticamente ndo existe qualquer tipo de preparagdo da amostra antes de poder ser
analisada ja nos métodos de referéncia existe quase sempre um pré-tratamento da amostra. Outra
vantagem desta tecnologia confirmada foi relativamente ao custo associado a cada andlise assim
como a facilidade de determinar varios parametros com elevada rapidez e precisdo, ndo esquecendo

gue é uma técnica mais amiga do ambiente porque ndo produz residuos toxicos.

O desenvolvimento destes modelos de calibracdo ird permitir o acompanhamento de mais um para-
metro de qualidade na produgdo do espumante no caso da determinag¢do do cdlcio. Relativamente
as analises realizadas no produto terminado, estes modelos irdo permitir a quantificacdo de pratica-
mente todos os parametros fisico-quimicos analisados em rotina, e dispensar no dia-a-dia a maioria
dos métodos de referéncia morosos e dispendiosos. Sendo que estes métodos poderdo passar a ser
apenas utilizados para validar os resultados obtidos pela tecnologia NIR assim como para aumentar

o grupo de calibragdo e assim aumentar a gama de analise e para o estudo de novas de amostras,
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matrizes. Este facto poderd representar um elevado desenvolvimento no controlo de qualidade para

a empresa que o utilize, uma vez que se trata de um método eficaz e inovador.

Os métodos desenvolvidos requerem manutencdo e atualizacdo, contudo apds a adicdo de novas
amostras ao conjunto de calibracdo, é necessario que se execute de novo o processo de validacdo do
modelo de calibracdo. A validacdo é essencial para definir se métodos desenvolvidos estdao comple-
tamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados confidveis que
possam ser satisfatoriamente interpretados. Com a validacdo do modelo é possivel ter conhecimento
sobre as limitagdes do método e confiabilidade nos valores obtidos nas analises efetuadas pela es-

pectrometria de infravermelho préximo.

A andlise multivariada demonstrou ser uma boa ferramenta para a decomposicdo da informacdo
proveniente dos espectros obtidos das amostras de vinhos e mosto, onde foram avaliadas alguns
parametros fisico-quimicos. A analise visual dos espectros é importante para a detecdo inicial de pa-
drdes subjacentes aos dados o que é uma ferramenta muito importante visto contribuir para a inter-
pretacdo e racionaliza¢do da informacdo conduzindo a criagcdo de modelos de previsado e a possibili-

dade de desenvolvimento de estratégias de pré-tratamento dos dados ajustadas.

Verificou-se que os algoritmos utilizados na correcao de sinal, nas varia¢des de linha de base e na
normalizacdo dos dados foram necessdrios para remover as interferéncias originadas pela amostra
(matriz), bem como pelo equipamento ou ambiente envolvente, conseguindo melhorar significativa-

mente a andlise quantitativa, aumentando a precisdo do método e diminuindo o erro associado.

Com tudo o que foi exposto observou-se que o método selecionado a espectrometria de infraverme-
Iho préximo, apesar de ser um método rapido, representa um compromisso entre a exatidao reque-

rida, o tempo e os recursos disponiveis para a andlise que se necessita.

Conclui-se que a espectroscopia de infravermelho préximo, associada as técnicas de quimiometria,
permitem a construgdo de modelos de calibracdo capazes de quantificarem as propriedades fisico-
guimicas estudas para o vinho base branco e mosto. Ou seja determinag¢do do teor de calcio, potas-
sio, magnésio, azoto, proteina e avaliacdo da turbidez pode ser realizada com boa precisado e exacti-
d3o. Contudo é importante salientar que apenas foi realizada a calibracdo para a turbidez de forma
ser possivel através de uma Unica leitura se obter todos os pardmetros analisados e ndo para se
substituir por um método mais rapido uma vez que o turbidimetro é um método também bastante

rapido e mais barato que a espetrometria de infravermelho préximo.

Embora os nossos resultados sejam aparentemente promissores, a tecnologia NIR exige uma conti-
nua necessidade de calibracdo e controle de qualidade, o que poderd transformar-se numa desvan-
tagem num laboratdrio que trabalhe com diferentes amostras, diferentes matrizes e elevada varia-

bilidade entre amostras. Mais amostras com caracteristicas diferentes (por exemplo, tipos de solo,
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adubacdes, condi¢des edafo-climaticas diferentes) devem ser incorporados para expandir o dominio

previsdo e aumentar a precisao da previsao.

Em suma:

e Através dos resultados finais obtidos para as distintas calibracdes (tabela n2 43 e 44) sera
possivel que a espetrometria de infravermelho proximo seja uma boa alternativa aos méto-
dos de referéncia, contudo serdo necessarios mais amostras para aumentar o rigor da cali-
bracdo iniciada com este estudo.

e Com o estudo da fertilidade do solo e nutricdo da planta foi possivel observar que
existem relagdes de antagonismo entre os minerais calcio, magnésio e potdassio e
uma correlacdo positiva entre o potdssio e o azoto, o que podera vir a ser util durante
a adubacao das vinhas;

e Os minerais calcio, potassio e magnésio encontrados nas folhas poderdo ser um bom
indicador da presenga desses mesmos minerais no vinho podendo evitar-se
determinados problemas durante o processo de vinificacao;

e Os primeiros estudos realizados demonstraram que podera vir a ser possivel criar
uma logistica durante a vindima de modo a ndao combinar uvas com maior teor de

calcio numa mesma cuba de fermentagao.
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VI - Estudos futuros

Como George Bernard Shaw um dia proferiu “A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo
menos outros dez” pelo que este estudo demonstrou muitas outras necessidades ligadas a esta pro-

blemdatica a serem estudas.

Diversos fatores sao responsaveis pela qualidade das uvas e consequentemente para o produto final
gue delas provier. O clima que a planta presenciou durante o seu crescimento, o clima que o fruto
sofreu durante o seu desenvolvimento e maturagao (ou seja, temperatura, exposi¢ao a radiacao so-
lar, precipitacdo, humidade relativa) interferem na fase de crescimento e producdo da videira. Pelo
que se pode considerar que estes elementos assim como as técnicas culturais utilizadas pelo viticul-
tor sdo uns dos principais factores responsaveis pela produtividade da cultura. Para além disso se-
gundo Van Leeuwen et al. (2004), para se obter uvas de qualidade, com elevado potencial enoldgico,
é essencial que conhecer as caracteristicas de solo de modo a se perceber qual a possibilidade de a
partida se obter de plantas saudaveis e de qualidade e posteriormente estudar a nutricao da planta,

ou seja conhecer a fertilidade do solo e nutricao da planta.

Assim sendo de forma a determinar atempadamente as caracteristicas e posterior qualidade do vi-
nho serd importante no futuro calibrar o equipamento de infravermelho préximo para determinar o
estado nutricional das plantas através da leitura das suas folhas e frutos, tal como ja foi testado para
as folhas de laranjeiras por Menesatti et al., 2010, tendo obtido valores de correlagdo também bas-
tante altos e promissores (R?= 0.995 e 0,991) e outros autores mencionados na tabela n2 45.

Tabela 45 - Estudos de avaliagdo nutricional a algumas plantas

Comprimento de Material

Autor Minerais estudados
onda (nm) vegetal
(Villatoro-Pulido et al., Folhas de Cdlcio, Potdssio, Magnésio,
400 - 2500 ) ] A
2012) rucula Zinco, Manganés, Ferro e Cobre
(Ward, Nielsen e Mgller, ] o ]
830-2500 Gramineas Potassio, Azoto e Fosforo
2011)
Potassio, Célcio, Magnésio,
. Folhas de i i
(Menesatti et al., 2010) 400-1100 ] ) Azoto, Fosforo, Zinco, Ferro e
aranja
: Manganés
) Folha de Potdssio, Magnésio, Cobre,
(Petisco et al., 2008) 1100-2500 ] )
arvores Zinco e Ferro

(Gonzdlez-Martin,
Herndndez-Hierro e 1100-2000 Alfafa
Gonzdlez-Cabrera, 2007)

Potassio, Calcio, Fésforo, Man-

ganés, Zinco e Ferro
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Além de implicagdes enoldgicos e toxicoldgicos, a analise elementar é cada vez mais uma area de
interesse para a diferenciacao quimica dos vinhos e identificacdo da sua origem geografica, tal como
foi possivel observar por Frias et al. (2001) que verificou uma boa diferenciacdo entre vinhos de
acordo com a sua origem geografica através do estudo dos teores de potassio, sédio, calcio, magné-
sio e cobre. Contudo tem-se verificado que muitas das diferencas de catides que se encontraram se
podem dever as diferencas climatoldgicas que ocorreram durante os anos do estudo. Pelo que é
necessario ter cautela ao tentar utilizar os minerais como um parametro de autenticidade do vinho

pois é um estudo que deve ter em conta diversas varidveis e ndo sé o teor mineral em separado.

Autenticidade e valor comercial dos vinhos (ou mais geralmente de alimentos) estdo muitas vezes
ligadas a sua origem geografica e determinados paises ou regides sdo conhecidos por produzir exce-
lentes vinhos e de alto valor comercial (Luykx e Ruth, 2008). Devido a sua composicdo e disponibili-
dade em todo o mundo, o vinho é muitas vezes um produto adulterado dai o interesse em se conse-
guir identificar a origem do vinho. Pelos pequenos estudos realizados através da analise de PCA (com-
ponentes principais) observou-se uma ligeira diferenca entre os vinhos provenientes de solos de di-
ferentes origens pelo que de futuro se deseja realizar mais andlises minerais de forma a determinar
outros elementos minerais importantes como o fosforo e o sédio e andlise aos aminodacidos e aminas.
Sendo que estas ultimas poderdo ser importantes na medida que sdo afetadas ndo soé pelo teor de
aminodacidos e proteinas presentes na uva assim como sao afetadas pelas praticas enoldgicas que sao
bastante caracteristica de uma adega. Assim sendo o conhecimento sobre o conteddo mineral parece
ser importante na autenticidade do vinho, sendo de se esperar que no futuro préximo seja possivel
identificar fraudes ou adulteragdes mais facilmente através da determinagao das caracteristicas mi-
nerais do vinho (Pohl, 2007).

Apesar de neste estudo ter existido um baixo nimero de amostras foi possivel determinar um mo-
delo de calibracdo e validacdo para as duas matrizes em estudo, vinho e mosto e para os diferentes
compostos estudados. Contudo a adicdo de amostras no futuro, se possivel todos os anos, ao modelo
ird enriquecer a calibragdo obtida e aumentar a gama de concentracdo tornando assim o sistema

mais robusto.

Uma vez que nem todas as varidveis obtidas de um espectro de infravermelho préximo apresentam
correlacdo com os parametros de interesse ou quando se correlacionam estas apresentam um ruido
excessivo, verificou-se que no futuro dever-se-ia estudar um algoritmo que se pudesse aplicar na
selecdo de um subconjunto de varidveis espectrais. Ao se adotar uma selecdo de varidveis como uma
ferramenta de pré-processamento de dados seria possivel melhorar a capacidade preditiva e aumen-

tar a robustez dos modelos obtidos, bem como facilitar a interpreta¢do dos resultados.

Outro estudo pretende-se com as mesmas calibra¢des obtidas neste trabalho serem realizadas em
um aparelho de infravermelho médio com transformada de Fourier também bastante utilizado nas
Adegas. De momento ja se encontram em tratamento os espectros obtido pelo WineScan FT 120

tecnologia FTIR (Foss Electricc Denmark). O tratamento estatistico e a calibragdo encontram-se a
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cargo da empresa Foss contudo num estudo ja preliminar foi possivel observar que apesar de toda a
gama espectral (400-4000 cm™) obtida com a andlise da amostra existem certas gamas espectrais
gue tém de ser eliminados para evitar que essas gamas possam interferir nos calculos da calibracao.
Tal como Patz et al. (2004) observou os intervalos entre 965-1580, 1700-2010 e 2701-2971 cm™ per-
mitem uma melhor calibracao das caracteristicas quimicas do vinho uma vez que as gamas espectrais
1580-1698 e 2010-2700 cm™* dependem fortemente das fortes bandas de absorc3o de dgua e que a
partir da gama espectral acima dos 3.700 cm™ pode ser eliminada uma vez que n3o apresenta nem
visualmente nem graficamente picos significativos logo contém muito pouca informacao util a ex-
trair, contudo muitos mais estudos deverao ser realizados nesta area para se tentar perceber se po-

dera ser uma boa alternativa a analise de minerais.

Um outro estudo que se poderd realizar no futuro estaria relacionado com o teor de azoto no mosto
e a sua posterior adi¢do. Visto que apenas é necessario para a segunda fermentacao em garrafa do
vinho espumante cerca de 30 mg/L de azoto, e nos vinhos analisados obteve-se teores de azoto na
ordem dos 160 a 180 mg/L isto podera significar que se podera estar a adicionar azoto a mais ao
mosto desnecessariamente pelo que seria interessante realizar um estudo de forma a otimizar a adi-

¢do de azoto e reduzir os gastos associados a compra desse nutriente pelas adegas.

Por ultimo, o outro estudo que se coloca é o estudo das proteinas no vinho de forma a saber a partir
de que concentracdes é que estas se podem tornar instdveis quando em presenca das condicdes que
as tornam inconstantes como a temperatura, a presenga de metais e taninos, para que se possa no

futuro eliminar através de colagens apenas a quantidade instdvel deixando a restante no vinho.
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Anexo 1

Tabela 46 - Tabela detalhada sobre os dados utilizados para determinar as correlagdes entre os minerais presentes no

solo e na folha da videira

Potassio no solo

Amostra (meq/100g)
1 0,70
2 0,51
3 0,73
4 0,74
5 0,69
6 0,67
7 0,20
8 0,22
9 0,67
10 0,28
11 0,28
12 0,73
13 0,61
14 0,23
15 0,38
16 0,30
17 0,17
18 0,54
19 0,34
20 0,28
21 0,28
22 0,27
23 0,13
24 0,72
25 0,52
26 0,74
27 1,00
28 0,71
29 0,68
30 0,61
31 0,24
32 0,68
33 0,78
34 0,78
35 0,57
36 0,62
37 0,40
38 0,38

Calcio no solo
(meq/100g)

11
10,5
13
11,9
10,4
12
10,37
11,7
11,4
10,41
11,5
7,7
7,99
11
10
11,1
9,74
10,8
10,88
9,6
11,87
11,89
9,8
11,4
10,52
11,4
10,9
9,87
11
7,77

10,7
9,5
10,4
7,99
10,7
11,49
10,31

——

Potassiona Azoto na

folha (%)

0,9595
1,1716
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0,95
1,16
0,74
0,8
1,17
0,79
1,18
0,92
1,04
1,15
1,03
1,5
1,38
1,1
1,26
1,12
1,29
1,02
1,02
1,24
0,81
0,8
1,21
0,86
1,28
0,99
1,02
1,22
1,06
1,55
1,43
1,15
1,31
1,19
1,4
1,11

folha (%)
2,64
2,57
2,64
2,64
2,64
2,6
2,4
2,41
2,59
2,47
2,48
2,64
2,58
2,4
2,5
2,44
2,4
2,57
2,475
2,49
2,49
2,48
2,4
2,64
2,54
2,67
2,77
2,61
2,6
2,54
2,42
2,61
2,7
2,68
2,54
2,58
2,49
2,5

Calcio na
folha (%)
2,2
2,5
2,3
2,34
2,4
2,44
2,9
2,87
2,41
2,9
2,94
2,4
2,3
2,91
2,8
2,89

2,4
2,81
2,9
2,91
2,7

2,37
2,58
2,4

2,3
2,35
2,5
2,81
2,38
2,3
2,31
2,4
2,42
2,7
2,9

Magnésio na
folha (%)
0,28
0,38
0,289
0,291
0,3
0,31
0,47
0,46
0,28
0,42
0,43
0,28
0,3
0,43
0,41
0,44
0,52
0,38
0,41
0,42
0,43
0,44
0,51
0,25
0,35
0,26
0,19
0,25
0,24
0,31
0,45
0,269
0,245
0,25
0,34
0,26
0,41
0,42

'
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Potassio nosolo Cdlcio nosolo Potassiona Azotona Calciona Magnésiona

Amostra (meq/100g) (meq/100g) folha (%) folha (%) folha (%) folha (%)
39 0,57 11,74 0,7474 2,61 2,6 0,268
40 0,92 11,78 0,808 2,74 2,2 0,19
41 0,56 10,09 1,1817 2,6 2,4 0,38
42 0,35 12,79 0,7979 2,5 2,6 0,42
43 0,67 10,59 1,1918 2,67 2,4 0,28
44 0,66 11,6 0,9292 2,64 2,3 0,3
45 0,60 10,99 1,0504 2,59 2,46 0,27
46 0,51 10,22 1,1615 2,49 2,5 0,32
47 0,76 10,91 1,0403 2,67 2,4 0,21
48 0,55 8 1,515 2,5 2,54 0,32
49 0,79 8,12 1,3938 2,71 2,1 0,2
50 1,06 10,86 1,111 2,8 1,8 0,15
51 0,75 9,89 1,2726 2,71 2,4 0,25
52 0,72 10,3 1,1312 2,62 2,3 0,25
53 0,64 8,3 1,3029 2,53 2,56 0,29
54 0,24 10,93 1,0302 2,46 2,8 0,47
55 0,72 10,97 1,0302 2,64 2,3 0,24
56 0,83 10,11 1,2524 2,7 2,2 0,22
57 0,83 11,85 0,8181 2,71 2,29 0,21
58 0,60 12,81 0,808 2,59 2,3 0,31
59 0,66 10,12 1,2221 2,59 2,2 0,28
60 0,42 12,01 0,8686 2,51 2,6 0,391
61 0,41 9,12 1,2928 2,5 2,8 0,39
62 0,60 11,35 0,9999 2,61 2,4 0,323
63 0,97 11,09 1,0302 2,74 2,04 0,21
64 0,59 9,94 1,2322 2,59 2,5 0,32
65 0,37 11,01 1,0706 2,51 2,7 0,38
66 0,71 7,8 1,5655 2,65 2,3 0,26
67 0,69 8,6 1,4443 2,64 2,4 0,29
68 0,63 10,34 1,1615 2,59 2,4 0,3
69 0,54 8,74 1,3231 2,54 2,61 0,35
70 0,63 9,99 1,2019 2,6 2,41 0,276
71 0,46 8,7 1,414 2,49 2,67 0,36
72 0,65 10,54 1,1211 2,6 2,48 0,279
73 0,88 7,7 1,615 2,71 2,1 0,23
74 0,62 7,8 1,4938 2,6 2,39 0,3
75 0,60 10,01 1,211 2,63 2,4 0,291
76 0,53 8,8 1,3726 2,54 2,52 0,287
77 0,31 9,9 1,2312 2,48 2,8 0,44
78 0,60 10 1,1302 2,6 2,43 0,279
79 0,69 9,31 1,3524 2,71 2,3 0,279
80 0,69 12,01 0,9181 2,6 2,4 0,275

166

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

Potassio no solo = Cdlcio nosolo Potassiona Azotona Calciona Magnésiona

Amostra (meq/100g) (meq/100g) folha (%) folha (%) folha (%) folha (%)
81 0,50 12,04 0,908 2,53 2,61 0,34
82 0,55 8,9 1,3221 2,58 2,61 0,283
83 0,35 12 0,96 2,5 2,7 0,44
84 0,34 8,71 1,38 2,47 2,8 0,43
85 0,50 11,11 1,09 2,54 2,62 0,36
86 0,81 11 1,12 2,7 2,1 0,24
87 0,49 8,75 1,32 2,54 2,61 0,37
88 0,31 10,4 1,16 2,47 2,77 0,45
89 0,59 7,5 1,65 2,56 2,51 0,287
90 0,58 11,4 1,05 2,57 2,57 0,285
91 0,52 9,4 1,26 2,55 2,61 0,289
92 0,45 11,91 0,84 2,5 2,7 0,4
93 0,69 12,01 0,9 2,61 2,4 0,275
94 0,50 9,7 1,27 2,54 2,61 0,35
95 0,71 11,98 0,89 2,61 2,3 0,25
96 0,96 9,3 1,28 2,78 2 0,22
97 0,68 11,09 1,02 2,64 2,39 0,272
98 0,65 10,91 1,14 2,62 2,41 0,271
99 0,58 9,35 1,25 2,61 2,54 0,27
100 0,60 10,19 1,13 2,6 2,5 0,27
101 0,65 7,7 1,6 2,59 2,41 0,27
102 0,75 7,6 1,48 2,67 2,4 0,24
103 0,75 7,7 1,49 2,66 2,4 0,249
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Tabela 47 - Caracterizagdo dos 79 vinhos utilizados para realizar a calibragdo do NIR

Amostra

O 00N O & WN P

HIBE W W W W wwwwwwNNNENNNNNNRRRR R R R P 2
R O VW o0 NOO UL WNPEFRP O OV 0 N A A, WNEFP O LV NOT UL WN -, O

Massa Volimica

(g/ml)
0,9914

0,9911
0,9912
0,9906
0,9907
0,9897
0,9912
0,992
0,99
0,9909
0,991
0,9912
0,9908
0,9908
0,9911
0,9908
0,9901
0,9913
0,9902
0,9903
0,9909
0,9911
0,9904
0,9902
0,9898
0,9906
0,9912
0,9892
0,9898
0,9919
0,9904
0,9901
0,9915
0,991
0,9904
0,9898
0,9897
0,9896
0,9906
0,9897

TAV
(%vol.)
10,8
10,6
10,5
10,7
10,8
11
10,5
9,6
10,7
10,2
10,5
10,5
10
10
10
10
11,1
10,7
10,2
11,2
10,3
9,8
10,9
10,8
11,1
10,2
10,5
11,3
11,2
9,4
10,7
11,1
10
10,2
10,5
10,8
11,2
11,3
10,7
11,1

Anexos

Acidez Volatil Acidez Total Acglicares
(g de Ac. acético/L) (g de Ac. Tartarico/L) Redutores
0,59 5,67 3,22 3,5
0,62 6,11 3,2 1,6
0,59 6,05 3,2 1,7
0,54 5,82 3,2 1,8
0,48 5,84 3,22 1,7
0,78 5,67 3,21 1,7
0,58 6,31 3,16 1,7
0,57 7,01 3,1 1,8
0,54 5,49 3,21 1,2
0,57 6,09 3,16 1,5
0,58 5,7 3,18 2,2
0,59 6,05 3,2 1,7
0,7 5,19 3,21 1,5
0,68 5,22 3,2 1,5
0,68 5,55 3,2 1,4
0,68 5,22 3,2 1,5
0,65 5,77 3,21 1,8
0,7 6,7 3,15 2,3
0,4 6,29 3,14 1,7
0,66 6,46 3,15 2,4
0,47 5,74 3,19 2,4
0,6 5,15 3,22 1,4
0,61 6,36 3,15 1,9
0,63 6,15 3,15 1,7
0,63 6,19 3,15 2
0,46 5,56 3,21 1,3
0,51 5,07 3,25 1,9
0,6 5,6 3,22 1,7
0,52 6,48 3,16 1,8
0,4 6,31 3,15 1,4
0,52 5,94 3,18 1,9
0,54 5,99 3,19 1,7
0,57 5,76 3,21 1,5
0,48 5,53 3,22 1,6
0,46 5,88 3,18 1,8
0,52 5,7 3,19 1,8
0,53 6,39 3,17 1,9
0,5 6,27 3,17 2,1
0,56 5,87 3,2 1,9
0,56 6,05 3,2 1,7
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Amostra

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

Massa Volumica

(g/ml)
0,9918

0,9904
0,9902
0,9911
0,9905
0,9905
0,9905
0,9905
0,9902
0,9913
0,9909
0,9905
0,9908
0,9905
0,9896
0,9905
0,9899
0,9923
0,9896
0,9947
0,9912
0,9912
0,9912
0,9912
0,9913
0,9913
0,9912
0,9913
0,9913
0,9905
0,9913
0,9905
0,9905
0,9905
0,9905
0,9912
0,9913

TAV
(%vol.)
10,6
11,2
11,3
10
11
9,9
10,8
10,8
11,1
10,4
10,8
10,7
10,2
10,7
11,2
10,9
11,1
9,9
10,8
9,4
10,5
10,5
10,5
10,5
10,4
10,4
10,5
10,4
10,4
10,7
10,4
10,7
10,7
10,7
10,7
10,5
10,4

Acidez Volatil Acidez Total Acglcares
(g de Ac. acético/L) (g de Ac. Tartarico/L) Redutores

0,52 6,58 3,16 2,4
0,52 6,66 3,16 2,3

0,5 6,9 3,14 2
0,72 5,75 3,21 1,4
0,48 6,96 3,12 1,9
0,56 511 3,25 1,2
0,44 5,95 3,19 1,7
0,55 5,97 3,2 1,6
0,58 6,24 3,18 2,3
0,51 6,83 3,13 2
0,49 6,89 3,13 2,1
0,49 5,86 3,17 1,9
0,48 5,89 3,16 1,5
0,48 5,85 3,17 1,9
0,47 6,24 3,16 1,9
0,47 6,52 3,15 2
0,51 6,27 3,16 1,9
0,43 5,66 3,28 1,9
0,51 5,19 3,22 1,2

0,2 5,64 3,28 1,9
0,59 6,05 3,2 1,7
0,59 6,05 3,2 1,7
0,59 6,05 3,2 1,7
0,59 6,05 3,2 1,7
0,51 6,83 3,13 2
0,51 6,83 3,13 2
0,59 6,05 3,2 1,7
0,51 6,83 3,13 2
0,51 6,83 3,13 2
0,48 5,85 3,17 1,9
0,51 6,83 3,13 2
0,48 5,85 3,17 1,9
0,48 5,85 3,17 1,9
0,48 5,85 3,17 1,9
0,48 5,85 3,17 1,9
0,59 6,05 3,2 1,7
0,51 6,83 3,13 2
169 }
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Tabela 48 - Comparagdo entre valores obtidos para o magnésio por espetrometria de absorg¢do atdmica e in-

fravermelho préoximo

Magnésio no vinho

Valores de
referéncia

73,6575
33,9
104,3425
86,1575
106,5375
89,8275
92,21
80,635
95,4175
85,84

Valores obtidos
por NIR

73,9817
34,3791
104,2588
86,2333
106,5042
89,7736
92,234
80,4848
95,9709
86,5063

Magnésio no mosto

Valores de

referéncia

82,51
100,8125
83,7125
63,4425
69,6275
90,685
96,615
104,285
101,35
75,5225

Valores obtidos
por NIR

81,5763
99,7501
85,0089
62,2388
71,0467
88,81
97,18269
103,1367
101,9585
77,0196

Tabela 49- Comparagédo entre valores obtidos para o potassio por espetrometria de absor¢do atémica e infra-

vermelho préximo

Potassio no vinho

Valores de
referéncia

849,51
554,27
640,48
844,58
750,61
798,46
820,6

762,98
540,49
700,72

Valores obtidos
por NIR

849,7343
553,9665
640,6755
844,9992
750,8583
798,8999
820,3077
762,7734
540,4519
700,6398

170

——

Potdssio no mosto

Valores de | Valores obtidos

referéncia por NIR
829,22 828,7778
869,04 871,78
724,18 726,2668
700,72 701,1459
736,46 734,2678
798,46 799,0892
843,34 842,3541
851,34 850,3651
813,12 814,0054
775,97 776,084

]
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Tabela 50- Comparagéao entre valores obtidos para o azoto por espetrometria de absorg¢do atdmica e infraver-
melho préximo

Azoto no vinho Azoto no mosto

Valores de Valores obtidos Valores de | Valores obtidos
referéncia por NIR referéncia por NIR
152,775 152,4301 180,25 181,8671
170,625 170,7853 141,925 142,8157
80,5 80,4507 195,3 193,7822
143,22 143,0231 161 160,1382
82,0358 82,1253 274,545 273,4032
126,8521 127,0213 161 160,1382
69,9527 69,4932 192,05 189,954
75,3203 75,6621 100,065 100,6261
91,0325 91,2265 83,02 83,65852
102,0351 102,4521 74,27 73,5241

Tabela 51- Comparagdo entre valores obtidos para a proteina por espetrometria de absor¢do atémica e infra-

vermelho préximo

Proteina no vinho

Proteina no mosto

Valores de re- | Valores obtidos por Valores dere- | Valores obtidos
feréncia NIR feréncia por NIR
1,0752 1,0843 0,791 0,7903
0,887 0,8747 1,0036 1,0308
1,4339 1,4774 1,1471 1,131
1,2206 1,2166 0,9555 0,8995
0,9888 0,984 1,2294 1,118
0,8951 0,8975 0,8531 0,8115
1,0123 1,0333 0,7847 0,834
0,5715 0,5613 0,6753 0,604
1,5367 1,4982 0,4983 0,452
1,7161 1,7255 0,3715 0,4121
[ 171 }
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Tabela 52- Comparagao entre valores obtidos para a turbidez por espetrometria de absor¢do atémica e infra-

vermelho préximo

Turbidez no vinho

Valores de Valores obtidos
referéncia por NIR
21,9333 21,7264
1,7133 1,7002
1,6967 1,7422
4,2967 4,0654
13,7333 13,7876
2,0833 2,1086
136 136,2249
4,3867 4,0896
83,5 83,1079
27,0667 27,218
[ 172 }
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Anexo 4

QUANTIFICATION OF CALCIUM IN SPARKLING WINES BY INFRARED SPECTROSCOPY

Joana. VESTIAL Maria I. ROUXINOL?!;Helena FERREIRAZ?; Ana E. RATO!; M.Rosario MARTINS; Sara
RODRIGUES:; Jodo M. BARROSO!?

@ Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, Universidade de Evora, apartado 94 7002-554,
Evora.
@ Adega Cooperativa de Borba, Largo Gago Coutinho e Sacadura Cabral, 7150 Borba.

Abstract

Markets are increasingly competitive and the companies feel the urge to improve their manufacturing processes.
Blending that with a larger control of quality and safety it was created a need to develop new methods of analysis
each time more accurate, faster and with lower costs.

Alentejo is a region with a wide variety of soils, most of them are rich in calcium and potassium. In the production
of sparkling wine many wineries use encapsulated yeast in alginate beads, instead of the traditional method,
champenoise. The first method is faster, allowing a more versatile production, reducing the risk of contamination
and features organoleptic characteristics similar to the traditional method (yeast free). However, encapsulated
yeast spheres should be only used if the base wine matches a number of features, among them calcium content.
In this study the calcium content in the wine was determined by atomic absorption spectroscopy (AAS) and by
near-infrared spectroscopy. The AAS is a high sensitivity method clearly produces a reliable result, however it
is very time consuming and produces great quantities of environmental waste, therefore the possibility of using
near-infrared spectroscopy as a method was studied to be a fast, simple and clean alternative to the AAS.

It was obtained a calibration model with a variation coefficient higher than 0.98 which indicates that the near-
infrared spectroscopy as an adequately alternative the ASS.

Keywords: sparkling wine, encapsulted yest, calcium, atomic absortion spectrocopy, near-infrared spectroscopy.

1. INTRODUCTION

Wine is a complex matrix, besides water and alcohol contains a great variety of inorganic and
organic components, such as sugars, organic acids, phenolic compounds, amino acids, metal
elements, anthocyanins and non-coloured phenolic compounds (Jackson, 2008; Sperkova &
Suchanek, 2005). The composition of wine is due to many factors related to the specific ele-
ments, such as, anthocyanins and non-coloured phenolic compounds, production area, grape
variety, soil, climate, winemaking practices, transport and storage (Magalhdes, 2008;
Ribéreau-Gayon, et al., 2006; White, 2015). All these elements have a crucial influence on
quality and flavour of wine products (Zoecklein, et al., 2012). Particularly the amount of min-
eral elements in wine is believed to be of great interest, mainly due to their influence on wine
technology as well as toxic effects (Jos et al., 2004; Likar et al., 2015).
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The production technology of sparkling wine has a second fermentation in the bottle and the
use of alginate capsules with yeast are necessary for this fermentation. Encapsulated allow
direct inoculation into wine and are used rather than free yeasts to ensure an active minimum
population of 1 million cells/ml of wine. Therefore, the use of encapsulated yeast will reduce
the time and costs of production due to the suppression of riddling.

The yeast immobilization technique in calcium alginate is widely used in the food industry
due to its high capacity of retention and preservation of cell viability (Velings & Mestdagh,
1995). The alginate is cheap, non-toxic, forms a highly versatile array and protects the active
components from heat and moisture, thus increasing its stability and bioavailability (Funami
etal., 2009), and meets the following requirements: non-degradable, availability, low cost and
that is suitable for pH and low temperature (Torresi et al., 2011). However, the use of encap-
sulated yeast in the base wine needs certain requirements. These yeasts should not be used in
wine with a calcium content higher than 80 mg/L to avoid aggregation of alginate capsules due
to calcium ion. However, a significant proportion of the wine in Adega Cooperativa de Borba
contains a higher concentration of calcium, causing aggregation of alginate beads that will
form a larger and less flexible structure. When fermentation and maturation is completely, is
necessary to remove the alginate capsules. The aggregation of alginate beads will difficult the
‘dégorgement’ task. Due to elevated pressure inside the bottle the aggregate formation frozen
before ‘dégorgement’ and get waste within the bottle, leaving the wine able to be merchanta-
ble, unless filtered. Filtration is a process that is costly, since it would require a new bottle,
stopper and wine will lose some pressure and organoleptic qualities. To prevent this, it is
necessary to know the calcium content in the base wine.

The main goal of this research is to implement a quick and accurate method to evaluate the
calcium content in wine.

In the last decades, techniques like near infrared (NIR) spectroscopy have been developed for
the determination of many parameters in wine (Giovenzana et al., 2015; Kemps et al., 2010;
Martelo-Vidal & Vazquez, 2014; Sauvage et al., 2002). The collected spectra, in this investi-
gation, were recorded in reflectance mode, applying the fibre-optic probe directly onto the
wine sample. The main advantage of AOTF (Acousto-Optic Tunable Filter) technology in-
volves its fast scanning speed (16,000 wavelengths per second) and a high spectral resolution
(2-10 nm) (Gauglitz et al., 2003; Sun & Dufour, 2009).

Chemometrics is crucial for interpretation of spectroscopic data and refers to a vast field of
statistical and mathematical techniques that are used to extract relevant information from pri-
mary chemical or analytical measurements. (Chau et al., 2004; Martini, 2013). With chemo-
metric calibrations, it is possible to determined the relationships between instrumental and
laboratory measurements. Partial Least Squares Regression (PLSR) was the main tool applied
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to the full spectrum (1100-2300 nm, 1201 variables) (Wold et al., 2001; Wold et al., 2001).
Cross-validation is the most popular method to optimize the number of factors of the model
and to avoid the problem of over-fitting.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1.Reagents/Chemicals

Deionized water (18.2 MQcm™) was obtained from a Milli-Q Water System™ (Millipore,
Guyancourt, France. All reagents and solvents were of analytical-reagent grade.

2.2.Wine samples

Seventy-seven wine samples were collected in Adega Cooperativa de Borba, proceeded to the
reading of the infrared equipment and then proceeded to the characterization analyses of the
wine and only subsequently held its transformation into ashes.

Enological parameters were determined according to the International Organization of Vine
and Wine methods (OIV, 2015).

Table 53- Characterization of the analysed wine

Parameter Mean Parameter Mean
Density (g/L) 0.9908 + 0,0007 Ash (g/L) 1.85 + 0,24
Reducing sugar (g/L) 1.82+£0,33 pH 3.18 £ 0,04
Alcoholic strength (% v/v) 10.58 + 0,44 | Turbidity (NTU) | 35.33 + 30,03
Total acidity (g/L tartaric Volatile acidity
_ 6.05+ 0,49 o 0.54 + 0,09
acid) (g9/L acetic acid)

2.3.Experimental design

All material and containers were glassware. Containers and all material used for storing and
treating the samples were cleaned by soaking them in a 10% (v/v) HNOs3 solution for at least
24 h and rinsed abundantly with ultrapure water before use.

Hence, from each wine sample (bottle), two equivalent aliquots were digested and analysed.
Wine samples were assumed to be homogeneous. The ash content was based on the method
OIV-MA-AS2-04 : R20009.

All the analyses were carried out in duplicates after 30 days of bottle storage and the results
expressed as mean values + standard deviation.
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2.3.1 Determination of minerals

Acid Digestion: It was added 6 mL of 0.5 M hydrochloric acid (EMSURE®, 37% p.a.) to
ashes and the solution was transfered into a digestion tube. Digestion proceed at 140°C in a
dry bath (Selecta, thermostat dry-blocks) until solution became translucent, filtered (whatman
n° 542) and then brought to a final volume of 50ml with ultrapure water. Calcium was deter-
mined in the atomic absorption spectrometer (PerkinEImer model AAnalyst 800), according
to specific methodology for these mineral. A hollow cathode lamp with flame was used for
determining Ca. For Ca analysis, digestion solution was diluted at 10% (v/v) with a solution
containing 20% (v/v) of lanthanum chloride solution at 2.5% (w/v).

Table 2. Optimum operating conditions for AAS.

Lamp current (mA) 10 Measurement mode Peak area
Wavelength (nm) 4227 Calibration Mode Llinear least squares
Slit width (nm) 1 Fuel flow (L/min) 2
Air flow (L/min) 13,5 Workhead height (mm) 0,2

The range of the calibration standards for calcium was 0-5 mg/L.

2.4.Analytical techniques

For the determination of mineral content of wines was performed by AAS (GBC, Avanta PM)
in an air-acetylene flame. The correlations between the contents of the elements in wines di-
gestion were expressed by Pearson correlation coefficients (cc).

2.5.NIR spectra collection

A laminar 5030 NIR Analyzer (Brimrose Corporation, Baltimore, USA), based on the
Acousto-Optical Tunable Filter (AOTF) NIR principle, was used for spectral detection. This
instrument is a portable device that can be used directly in the field on tree, although in this
investigation the spectral acquisition was performed under laboratory conditions. NIR Spec-
troscopy is based on the absorption of electromagnetic radiation between 1100 and 2500 nm
range using 1 nm wavelength increments and a 250 spectra per average, which represents a
single measurement and it provides qualitative information on composition of samples meas-
ured.

2.6.Near infrared spectroscopy analysis and chemometrics

176

——
| —



Mestrado em Viticultura e Enologia 2016
Quantificacdo do ido calcio nas uvas e vinhos brancos por espectroscopia de infravermelho

The raw spectra were statistically pre-treated for absorbance (log 1/T) transformation using
SNAP 2.03 software (Brimrose, Crop, Baltimore, MD, USA).It was applied PLS to the two
datasets (spectra and analytical data) to determine the optimal prediction. Moreover, light
scattering affects path length and spectral corrections must be applied: several pre-treatments
of the spectra were investigated.

Multiplicative signal correction (MSC) was tested for variations in light scattering. The first
derivative was calculated because it is useful for extracting band-shift and band-shape features
and in eliminating baseline effects. The influence of smoothing using Savitzky—Golay (SG)
and baseline correction was also tested. Finally, prior to calibration, we used the SG and first
derivatives to smooth the noisy spectra of Reflectance.

PLRS is a two-block linear regression method based on estimated latent variables. We applied
this to the two datasets (spectra and analytical data) referring to the same objects to determine
the optimal prediction. Light scattering affects path length and spectral corrections must be
applied: several pretreatments of the spectra were investigated.

The following statistical indices were used to determine the significance of the calculations:
R (coefficient of multiple determination) in calibration, cross-validation and prediction. PLS
models were performed using Unscrambler v10.3 software (CAMO ASA, Oslo, Norway).

3. RESULTS AND DISCUSSION

The mean calcium content of the seventy seven wine samples from Borba region was 162.07
mg/L. The results, expressed in milligram per litre, were the average of duplicate measure-
ments.

The results of the enological parameters indicate that the grapes used were healthy and good
vinification practices were applied (Pozo-Bayén et al., 2009). All sparkling wine samples
showed enological parameters within the ranges established by Portuguese regulations for
sparkling wines.

3.1.Figures of merit

The limit of detection (LOD) was calculated as 3 times the standard deviation (o) of 10 repet-
itive aspiration of a digested wine sample with lowest emission signal around baseline level
(3o/slope of calibration graph). The limit of quantification (LOQ) was calculated similar to
LOD with only difference that 10 times of the standard deviation of 10 repetitive aspiration
of a digested wine sample with lowest emission signal around baseline level was taken. The
LOD and LOQ values of the method were 0.15 and 0.45 mg/L for calcium. Analytical param-
eters were summarized in Table 3.
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Table 3. Figures of merit of the method.

Rz 0.999
Limit of detection 0.15 mg/L
Limit of quantification 0,45 mg/L
Precision 99,15%
% Recovery 98,13%

The analytes added to a digested wine sample were recovered quantitatively which meant that
the sensitivities of the analytes were not significantly influenced from sample matrix.

The recoveries of spike addition tests performed with other cheese varieties were satisfactory
as well, and the analytes added to the sample digests were successfully recovered 98,13%.
Therefore, the analytes were reliably determined using aqueous standards. The RSD values of
repetitive aspirations of the sample digests for all analytes were around 4,04%.

3.2.Calibration

To obtain the calibrations, a starting set of 77 wine white. The NIR spectrum of wine is dom-
inated by two large absorption bands that correspond to O-H bonds around 1400 and 1900
nm, corresponding to water and ethanol, respectively.

Figure 63-shows the spectra of all samples and the spectra with Savitzky—Golay (SG) and baseline
correction.

The calibration process was implemented with the spectra of the resulting samples and their
chemical data. Calibrations were performed by partial least squares regression (PLS). Models'
evaluations were performed by cross-validation. Using this process, we validated the models

used and checked their prediction capacities.
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Figure 64- shows the correlation of the values obtained in the laboratory with respect to those pre-
dicted by NIR for calcium.

The accuracy of the PLS was described by the coefficient of determination in calibration (Rz2)
and cross-validation or prediction the root mean square error of calibration (RMSEC) and the
root mean square of cross-validation (RMSECV).

Table 4- shows the results obtained for calibration
Slope 0,980
Offset 3,209
RMSEC 0,186
RMSECV 0.146
R2 0,980
BIAS 0,002

3.3.External validation

It was confirmed the robustness of the method by applying NIR technology to 10 new samples.
The calibration equations obtained were applied and the predicted values were compared with
the reference data for calcium determined by atomic absorption spectrometry. There were no
differences between the results obtained, so it can be concluded that the method provides sig-
nificantly identical data.
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Table 5- shows the results obtained in the external validation.
Reference Validation

64,6657 65,095
84,8193 84,8357
147,9147 148,506

182,1917 181,4704
100,7043 99,9519

259,1043 259,4159
220,2677 219,2829
132,1837 132,7354
189,4753 189,4262
85,6807 86,0998

4. CONCLUSIONS

The results of this study were obtained from a single vintage and two grape variety and thus
further studies on other vintages and varieties are need to increase the calibration samples.
Calcium values obtained by the AAE, in the studied wines, range between 64.69 and 230.10
mg/L. However, the calcium content of sparkling wines may not exceed 80 mg/L, due to the
risk of aggregation with alginate capsules. The high calcium levels found in this study empha-
size the need to analyse the wine with regard to this parameter so that the agglomeration of
the alginate spheres can be avoided during the second fermentation in the bottle. In the near
future should be possible to create a logistics during harvest to separate white grapes according
to their calcium content to avoid combining grapes with high calcium levels in a single fer-
mentation vat.

The existence of alternative analytical methods that can be fast and able to faithfully reproduce
the results obtained by the reference methods is an asset to any industry.

The objective was to establish a rapid, high-throughput and low-cost analytical method to
monitoring wine quality in second fermentation of sparkling wine. The results confirmed the
ability of NIR-AOTF to predict calcium content, because the value of coefficient correlation
is high and the value of RMSE and BIAS is low.
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Anexo 5

Determinag¢do de minerais em vinho

Joana. VESTIAL; Maria I. ROUXINOL1;Helena FERREIRA2; Ana E. RATO1; M. Rosario MARTINS; Sara
RODRIGUES; Jodo M. BARROSO1

(1) Instituto de Ciéncias Agrérias e Ambientais Mediterranicas, Universidade de Evora, apartado 94 7002-554,
Evora.

(2) Adega Cooperativa de Borba, Largo Gago Coutinho e Sacadura Cabral, 7150 Borba.

A evolucdo dos produtos alimentares aliada a elevada qualidade dos mesmos fez com que o consumidor em
geral, no ato da compra de produtos alimentares tome consciéncia e procure a qualidade e a seguranca desses
produtos, valorizando bastante determinados atributos, como sabor, cor e o aspeto. O conhecimento dos teo-
res de potassio, calcio e magnésio em mosto e vinhos assume especial importancia devido as suas implicagdes
na escolha de determinados procedimentos da vinificacdo e na estabilidade fisico-quimicas do vinho.

Neste trabalho comparou-se a leitura direta do vinho pelo espectrofotémetro de absorgdo atémica e um pré-
tratamento simples e rapido a realizar ao vinho de modo a tornar o método de determinagdo de minerais em
vinho com menor interferéncias de matriz. Como se verificou um menor erro associado a este método entre
réplicas decidiu-se proceder a validagdo do método alterado.

De modo a demonstrar que um método de ensaio, nas condi¢Ges em que é exercido, tem as caracteristicas
necessarias para a obtencdo de resultados com a qualidade exigida é preciso recorrer ao processo de validagao
de qualquer método analitico de forma a uniformizar os critérios utilizados.

A validagdo do método estudado permitiu a avaliagcdo da calibragdo analitica através do estudo da linearidade
da reta de calibracdo (R?=0,99), permitiu determinar os limites de detec3o (entre os 0,05 e os 0,15 mg/L) e
quantificacdo (entre os 0,16 e os 0,48 mg/L) assim como possibilitou avaliar as taxas de recuperagdo (entre os
98 e 0s 100,38%) e uma exatiddo do método entre os 98 e os 99% para cada elemento. Com todos estes para-
metros avaliados foi possivel determinar que método alterado poderad ser utilizado como um método de rotina
exato, preciso e fiavel.

Assim sendo o método proposto neste trabalho cumpre todas as caracteristicas analiticas necessarias para a
determinag¢do de minerais em vinho e mosto.
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