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Resumo

A qualidade é hoje parte integrante da politica de todas as empresas da area alimentar,
nomeadamente do setor vinicola, sendo que para a sua manutencao é necessario controlo e
investigacao constante, permitindo assim a empresa ser pioneira e tornar-se mais competitiva

no mercado.

Deste modo, a presente dissertacdo, foca-se na analise da evolucao do hidroximetilfurfural
(HMF) em vinhos com diferentes técnicas de vinificacao utilizadas na Aveleda S.A. Tendo em
conta a escassez de estudos sobre este composto em vinhos foram testados diversos fatores,
como o processo de dessulfitacao, as condicoes e o tempo de armazenamento e, a concentracao

de acucares, que pudessem alterar a evolucao do mesmo.

0 estudo foi acompanhado nas diferentes etapas por analise quimica, constatando que o HMF
esta presente em todos os vinhos estudados, no entanto atinge as concentracdes mais elevadas
(acima de 10 g/L), quando o vinho possui gramagens de acucar superiores a 20 g/L e sujeitos a

condicoes de armazenamento extremas (temperaturas >20 °C).

A nivel da inovacdo, tanto as provas organoléticas para perceber o limiar de percecao do
consumidor, sendo que este apenas deteta a presenca do composto quando este assume valores
proximos dos 15 mg/L, como no sentido da remocao do mesmo, em que ao final de 8 dias de

contacto do vinho com carvao ativado é conseguida uma remocao total de 55 %.

Por ultimo, no sentido de avaliar a posicao da Aveleda SA em relacao aos seus concorrentes
diretos de vinho branco e rosé, a nivel da concentracao do HMF, foi possivel verificar a sua

excelente posicao tendo os vinhos com menor teor de HMF do estudo.

Palavras Chave: Hidroxmetilfurfural, vinhos, qualidade, acucares, dessulfitacao,

edulcoracao, provas sensoriais, limiar de percecao
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Abstract

Nowadays, quality is an integral part of the policy of all companies in the food sector,
particularly in the wine sector. To ensure quality, it is necessary a constant control and
research, which allows the company to be a pioneer and become more competitive in the

market.

Therefore, the present dissertation focuses on the analysis of hydroxymethylfurfural in wines
with different vinification techniques used in Aveleda S.A. Due to the lack of studies of
mentioned molecule in wines, several factors were tested, such as the desulphurisation
process, conditions, storage time and the concentration of sugars that could alter the evolution

of the same.

The study was followed in the different stages by chemical analysis, detecting HMF presence in
all wine samples, acknowledging it reaches the highest HMF concentrations (above 10 g/L) when
the wine sugar content is higher than 10 g/L and subject to extreme storage conditions

(elevated temperatures).

At the level of innovation, both the organoleptic tests, that perceive the threshold of consumer
perception, which only detects the presence of the compound when the compound assumes
values close to 15 mg/L, and towards its removal, in which at the end of 8 days of contact of

the wine with activated carbon a total removal of 55% is achieved.

Finally, it was evaluated the position of Aveleda SA in comparison to the direct competitors of
white and rosé wines, in terms of HMF concentration. It was possible to verify the excellent

position of Aveleda SA wines which obtained the lowest HMF content of the study.

Keywords: Hydroxymethylfurfural, wines, quality, sugars, desulphurisation, sweetening,

sensory evidence/tests, threshold of perception
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O Hidroximetilfurfural nos vinhos e o efeito da técnica de produgéo na sua concentragao

1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

A producao mundial de vinhos tem aumentado nos Ultimos anos e, paralelamente a este
crescimento, tem existido também um aumento de novos produtores, tornando este mercado
cada vez mais competitivo. A preocupacao de investir nas tecnologias que aperfeicoam os

processos € cada vez maior, elevando dia apos dia os padroes de qualidade.

Os principais objetivos do estudo assentam na evolucao da concentracao do HMF nos vinhos
brancos e rosés e no impacto da sua qualidade organolética. As diferentes técnicas de producao,
o impacto da dessulfitacdo na formacao da molécula e ainda a influéncia da concentracao de
acucares, temperatura de armazenamento e técnicas de edulcoracao sao também parte destes

objetivos.

As propriedades sensoriais dos vinhos continuam a ser prioridade dos produtores, sendo que
todos os compostos sao analisados cada vez com mais detalhe, tentando sempre eliminar todos
aqueles que potenciam um sabor secundario e indesejado ao vinho. Com o intuito de ser
pioneira, a empresa resolveu realizar um estudo de um composto, hidroximetilfurfural, ainda
pouco analisado em vinhos verdes, percebendo qual a sua evolucao e percecao nos diferentes

vinhos produzidos e de que forma esta poderia ser diminuido e/ou eliminado.

1.2 Apresentacao da Empresa

A Quinta da Aveleda, uma empresa familiar de varias geracées, localizada em Penafiel (figura
1) é atualmente a maior exportadora de Vinho Verde, sendo também produtora de queijos e
aguardentes. Sabe-se que a sua historia se estende no tempo e que se tratou sempre de uma
propriedade agricola, no entanto, € s6 a partir do século XVl que comecam a surgir os primeiros
registos. (Aveleda.a) 2018).

oy

i Aveleda, SA
Ve y

Figura 1-Vista aérea da Quinta da Aveleda, Penafiel
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O Hidroximetilfurfural nos vinhos e o efeito da técnica de produgéo na sua concentragao

Manoel Pedro Guedes de Silva da Fonseca foi o grande impulsionador, uma vez que em meados
do século XIX, decide deixar a vida atarefada da cidade e dedicar-se a Quinta da Aveleda,

apostando no desenvolvimento tanto da parte agricola como das estruturas.

No entanto, a sua grande expansao da-se por volta do ano de 1946, quando uma das geracoes
cria a primeira sociedade agricola para a administracao da quinta, tendo conseguido um rapido
crescimento de exportacées de Vinho Verde, essencialmente para o Brasil e Africa. Esta fase
de prosperidade implicou também grandes investimentos tecnologicos, mas foi no final do séc.
XX que houve uma nova aposta na melhoria da qualidade, producao e embalamento do vinho,

paralelamente a um aumento apreciavel da capacidade de armazenagem.

Relativamente a producado, os 205 hectares de vinhas que a Quinta da Aveleda possui,
permitiram a empresa produzir cerca de 18 milhdes de garrafas em 2017, sendo esperado que,
em 2020, alcancem os 20 milhdes de garrafas. A area da Aveleda na Regido demarcada dos
Vinhos Verdes (RDVV) é dividida por Penafiel (63%), Lousada (13%) e Celorico de Basto (24%),
sendo ocupada, essencialmente, por castas de uvas brancas Alvarinho, Arinto, Fernao Pires,
Loureiro e Trajadura. A par com os vinhos RDVV, a Aveleda tem incluido no seu portfélio vinhos
da Regiao Demarcada do Douro (RDD) e vinhos da Regiao Demarcada da Bairrada (RDB). No
esquema abaixo (figura 2) tornam-se evidentes estas regides e quais os vinhos comercializados

segundo a sua demarcada de origem (Aveleda.b) 2018).
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4 )
Casal Garcia Branco
Quinta da Aveleda
Aveleda Alvarinho
Branco Aveleda Loureiro
4 ) Aveleda
Regiéo Grir'lalda
Demarcada dos Praia
Vinhos Verdes \_ )
\ J
Rosé Casal Garcia Rosé
a Y
Regiao .
. Charamba Tinto
Vinhos Demarcada do Tinto o
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\ J
Grande Follies Branco
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Demarcada da Tinto Grande Follies Tinto
Bairrada
Espumante Quinta da Aguieira

Figura 2-Atuais marcas de comercializacao Aveleda, segunda a sua regiao Demarcada de Origem

A empresa exporta, atualmente, para cerca de 100 paises do mundo, sendo que esta representa
cerca de 70% da faturacao total. Em 2017, o vinho Casal Garcia, paralelamente ao prémio que
ja alcanca ha alguns anos em ser o vinho verde com maior exportacao, foi também o mais

vendido em Portugal, ultrapassando todos os vinhos portugueses de topo.

Nos dias de hoje, uma das maiores preocupacdes da empresa consiste na obtencao de
certificados de qualidade, uma vez que é um modo de competitividade entre as principais
empresas multi/nacionais. Em 2001, comecam por obter a certificacao da ISO 9001. No entanto,
ao longo dos anos varias melhorias continuas tém sido implementadas para que outras
certificacdes possam ser obtidas. Em 2008, obteve a certificacdo com o referencial SO
14001.Em 2010, certificaram o seu sistema de seguranca alimentar com o referencial EN NP I1SO
22000:2005 e, em 2014, através das competéncias adquiridas nas areas das energias renovaveis,

obtiveram a certificacao de acordo com o referencial 1SO 50001.
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Toda a responsabilidade social da Aveleda e a incorporacao das melhores praticas, de forma a
identificar acdes e recomendacdes de melhoria continua, é de mais facil percecao através da

figura abaixo.

Seguranca
Ambiente : Energia
Alimentar 8
ISO 14001 ISO 50001
ISO 22000
o CERT) CSACERT/z e, TIPS,
F F ¢IFS .. 4
Food
;apcer s ;ap(:er S kapcer 8 BPCEr 5‘
QQ \ 0.\v° 0,1”»Q \ ¢’Q°
N 159 1S 15 150 .
) jente € ) idade € s
Organizago Intema Preservagao dotﬁns]\?;sgntéwel Garantia da\?;ael:\cégs dos  Qrganizacdo € processos M
ta0 processos desenvolvimen seguranGa a = entes
o £ cp"ao dos clientes tao de residuos rodutos efic de recursos € custos
Satistay L ade legal Gesf rmidade legal P Gestao
Conformi Confo

Figura 3 - Certificacoes atribuidas pela APCER a Quinta da Aveleda, adaptado (APCER 2018)

E possivel evidenciar que a empresa se debruca num processo continuo de melhorar a sua
organizacao, gestao e preservacao de todos estes selos de qualidade para continuar como

concorrente de topo, tanto a nivel nacional, como internacional.

1.3 Contributos do Trabalho

O projeto teve como foco principal o estudo do efeito do HMF nos vinhos, nomeadamente a sua
formacao de acordo com as diferentes técnicas de producao e a sua respetiva evolucao, de

forma a aumentar os padroes de qualidade sensorial.

Acerca do HMF sao poucos os estudos existentes, principalmente em vinhos verdes uma vez que

existem outros compostos prioritarios que tém despertado mais interesse.

Foi entao importante avaliar as concentracdes que se formavam nos vinhos produzidos, para
iniciar o estudo com os varios fatores que possivelmente afetariam a evolucao da formacao do
referido composto. Tendo em conta que o limiar de percecao da molécula é desconhecido, o

seu estudo permitiu que a Aveleda SA. se pudesse tornar pioneira nesse setor.
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1.4 Organizacdo da Tese

Esta dissertacao encontra-se estruturada em seis capitulos fundamentais:

e Capitulo 1: Introducdo, é feito todo o enquadramento e apresentacao do projeto,
definindo objetivos principais.

e Capitulo 2: Contexto e Estado de arte, fazendo uma breve introducao aos processos de
producao e preservacao de vinho, mostrando também a rota de formacao do HMF.

e Capitulo 3: Materiais e Métodos, destacando a metodologia de analise do HMF, a
aplicacao de um programa estatistico necessario a avaliacao dos resultados obtidos e,
introducao as provas sensoriais testadas.

e Capitulo 4: Resultados e Discussao, sao expostos, discutidos e analisados
estatisticamente todos os resultados obtidos neste estudo.

e Capitulo 5: Conclusdes, expondo de forma sucinta as conclusodes retiradas do capitulo
anterior.

e Capitulo 6: Avaliacdo do Trabalho Realizado, apresentando uma retrospetiva de todo
o trabalho desenvolvido e uma apreciacao critica do mesmo. Por fim, ainda se

apresentam propostas de trabalhos futuros
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 “Vinho”

Desde o inicio da civilizacdo, mesmo antes de datar a época dos Romanos, o vinho ja era
apreciado, visto mesmo como um privilégio das classes altas. Foi evoluindo, comecando a fazer
parte da cultura, do dia a dia e das dietas europeias, acompanhando a expansao do Império
Romano pelo Mediterraneo. Acredita-se que a sua origem, nos tempos primordios, € do sul do
Caucaso (McGovern, Jalabadze et al. 2017), onde atualmente se situa o Azerbaijao, Georgia,

Iraque, entre outros.

Segundo o regulamento CE n°479/2008 (Europeia 2008), que estabelece a organizacao comum
do mercado vitivinicola, designa-se por “vinho”, o produto que é obtido exclusivamente por
fermentacao alcoolica, total ou parcial de uvas frescas, esmagadas ou nao, ou de mostos de
uvas. Ja quando se fala em “mosto de uvas”, segundo o regulamento acima mencionado,
entende-se como o produto liquido obtido naturalmente, ou entao por processos fisicos a partir

de uvas frescas.
2.1.1 Processos de producao

O processo de producao de vinho engloba um conjunto de atividades que se dividem

essencialmente em dois grupos, a viticultura e a vinificacao.

Todo o processo da producao de uvas corresponde ao processo de viticultura, sendo que é
essencial que este seja executado com sucesso, uma vez que tem um impacto direto e forte na
qualidade do vinho posteriormente produzido. Relativamente ao processo de producao de
vinho, este inclui nao so a vinificacao, mas também a elaboracao dos lotes, engarrafamentos e

armazenamentos de acordo com as marcas comerciais existentes (Ferreira 2010).

Através da figura a abaixo, evidencia-se de uma forma mais sintética todos os parametros

correspondentes a viticultura, na Aveleda.
Intervencoes de Inverno/em verde
Enrelvamento
Fertilizacao

< Tratamentos Fitossanitarios
\ Operacoes de manutencao de solo

Vindima
Transporte para o centro de vinificacao

Figura 4- Processo de viticultura na Aveleda SA.
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Quanto ao processo de producao de vinho, esse grupo ja se torna um pouco mais complexo visto

incluir uma série de parametros, representados de forma sistematica no fluxograma abaixo.

f N

o Rececéo
°g
S

-
U Desengace/Esmagament Armazenamento em
= vasilhas (o Fornecimento a linha )
o
-->— Prensagem v

Clarificacao

Produto seco Vinho
Clarificacao ou filtracao

dos mostos Elaboracao de Lotes Filtracio
Fermentacdo Transfega ou filtracao r'
Alcodlica Enxagugmento
Edulcoragao 1
Dessulfitacao Enchimento,
v rolhamento e capsulagem

Estabilizacao e

Elaboracéo do mosto Filtracao tartarica pelo
muté frio

\ > 4
L Correcdes finais

Conservacao/Elaboragao Lotes

Rotulagem, marcacao do
lote e encaixotamento

' Engarrafamento e Armazenament

Paletizacdo das caixas e
armazenamento de
paletes

/
AN

Figura 5- Fluxograma representativo da producao de vinho, incluindo o processo de
vinificacao, conservacao/elaboracao de lotes, engarrafamento e armazenamento.

2.2 Meio de preservacao do mosto

Devido a elevada quantidade de mosto conseguido nas épocas altas de vinificacdao, os
produtores, de forma a produzirem vinho fresco durante o ano inteiro, preservam porcoes de

mosto, inibindo a sua fermentacao com agentes externos.

Atualmente, é utilizado o dioxido de enxofre (SO;) como o principal meio de preservacao. No

entanto, existem outros meios conhecidos que também o permitem.
2.2.1 Diéxido de Enxofre

0 SO, é utilizado essencialmente pelas suas capacidades antioxidantes, antioxidasicas e
antisséticas, pois permitem uma estabilizacao oxidativa e microbiolégica do mosto durante o
processo de armazenamento (A.S. Curvelo-Garcia 2015). Este composto, quando misturado com
agua apresenta um equilibrio entre trés formas (Erik R. Christensen), como é possivel observar

pelas equacoes abaixo:
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S0, + H,0 = S0, » H,0 Equacao 1
S0, + H,0 = HSO; + H* Equacgado 2

HSO; = S0%~ +HY  Equacgdo 3

Na equacao 1, é possivel observar-se a forma molecular SO, « H,0 , sendo que na equacao 2 e

3, se verifica o ido bissulfito HSO3 e o iao sulfito SOZ~, respetivamente.

Todo o equilibrio representado acima, é fortemente dependente do pH. Durante o processo de
preservacao do mosto, como se pode observar pela figura abaixo, que relaciona a % de enxofre
(S) em cada uma das suas formas, em funcao do valor de pH (Kenneth C. Fugelsang 2007), o pH

mantém-se entre os 2,90-3,40 sendo a espécie dominante o bissulfito.

Molecular . lao Bissulfito . lao Sulfito
S0%~

SOZ 'HzO HSO;

%S Total

Figura 6- Representacao da quantidade total de enxofre (S), em cada uma das suas formas,
em funcao dos diferentes valores de pH, adaptado (Kenneth C. Fugelsang 2007).

Para amuar ou sulfitar o mosto é necessaria uma grande quantidade de sulfuroso, ficando este
com uma quantidade que varia entre os 500-600 mg/L de SO; Total. O objetivo é que 0 mesmo
fique inerte a qualquer tipo de fermentacao, por um tempo indeterminado, inibindo assim

qualquer tipo de atividade enzimatica.

No entanto, para além da funcao do SO, referida acima, este pode funcionar apenas como um

inibidor do crescimento de alguns microrganismos prejudiciais ao vinho.

Segundo a legislacao (Regulamento CE 607/2009) (IVDP.b)), para vinhos tintos a quantidade

maxima de SO; permitida é de 150 mg/L e, para vinhos brancos e rosés é de 200 mg/L. Entao,
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€ necessario recorrer ao processo inverso, a dessulfitacdo do mosto, para que este atinja valores
abaixo dos permitidos por lei, uma vez que ainda vai sofrer o processo de fermentacao e os

valores tendem a aumentar de novo.
2.2.1.1 Dessulfitacao

A dessulfitacao é um processo que se realiza, essencialmente, com o intuito de remover o SO,
total e livre presente no mosto amuado’. Este processo € realizado na quinta da Aveleda nao
sO para que haja a possibilidade da existéncia de lotes frescos durante todo o ano, mas também
porque na época de vindimas ndo existe capacidade dos tanques de fermentacao para todo o
mosto produzido a partir de uvas recebidas no centro de vinificacao. Ainda para assegurarem

uma homogeneidade do mosto, este € misturado com o mosto amuado comprado.

Para que a dessulfitacdo aconteca, € necessario elevar a temperatura até aos 110-130°C,
recorrendo para isso a um permutador de calor. Apos o mosto atingir a temperatura pretendida,
o enxofre dissolvido transforma-se em vapor, que passa posteriormente na coluna, na direcao
ascendente, onde existira a neutralizacao do SO, gasoso através do uso de soda caustica. Assim
€ possivel obter valores aceitaveis para a quantidade total de sulfuroso (Strassburguer). Através

da figura abaixo é possivel visualizar parte do processo de forma simplificada (figura 7).

Vapores sulfurosos
NaOH

Mosto

fi
Sulfurado Permutador EEE—

T=110-130 °C

Vapores

»

limpos

Mosto dessulfitado
Coluna de troca

Figura 7- Esquematizacao simplificada do processo de dessulfitacao

'mosto amuado, mosto cuja fermentacao foi temporariamente impedida por qualquer processo,

quimico ou fisico, permitido por lei, como a adicao de SO,
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O dessulfitador utilizado na Aveleda é de uma empresa alema, Strassburguer modelo KOL 10000

- 2ND 500, sendo que no anexo A é possivel observar toda a sua constituicao.

Para o controlo de todo o processo, de forma a garantir que as quantidades de sulfuroso estejam
dentro dos limites legais, € necessario o acompanhamento laboratorial, de hora a hora, do
mosto que esta a ser dessulfitado, para que se algo nao esteja de acordo com os limites, os
operadores possam verificar e atuar de imediato no processo. As analises sao efetuadas no

laboratério da Aveleda, segundo o procedimento encontrado no anexo B.

2.3 Hidroximetilfurfural

O HMF(Figura 8), de formula quimica C¢He¢O3, € um aldeido furanico, contendo um anel de
furano, um grupo carbonilo insaturado e um grupo hidroxilo alilo, apelidado pela IUPAC como
5- (hidroximetil) furano-2-carbaldeido (PubChem). Este possui um ponto de fusao baixo (31,5
°C), apresenta massa molar de 126,11 g/mol e, para além da alta solubilidade em agua, é

também soluvel em metanol e etanol.

O

Ho T Yo

Figura 8- Representacao molecular do HMF

Serve, essencialmente, como um indicador de avaliacdo que compromete a qualidade nao so6
de bebidas, mas também de alimentos, uma vez que promove mudancas na analise sensorial e,
quando presente em elevadas quantidades pode também ser prejudicial a satde do proprio
consumidor, segundo estudos ja confirmados (Husoy, Haugen et al. 2008). Sempre que em
contacto com o ser humano, por demasiado tempo e, em elevadas quantidades (530 mg/Kg)
(metabolito SMF) pode causar dores de cabeca, provocar danos no figado, afetar o sistema
nervoso central ou levar a irritacao da mucosa nasal e respiratoria. Sao ainda atribuidos efeitos
cancerigenos ao seu metabolito 5-Sulfooximetilfurfural (SMF), principalmente, como potencial
iniciador para desencadear o cancro do colon (Abraham, Gurtler et al. 2011, Florian, Bauer-
Marinovic et al. 2012).

Esta molécula pode derivar da desidratacao de determinados aclUcares, nomeadamente
hexoses, a temperaturas elevadas num meio com pH acido (Roman-Leshkov, Chheda et al.
2006). Num primeiro passo, produzem-se intermediarios, mas que facilmente eliminam as 3
moléculas de agua presentes antes da formacao do composto principal, HMF, figura 8 (Kowalski,

Lukasiewicz et al. 2013).
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A rota de formacao pode ser explicada por degradacao do acUcar catalisada por acido (figura
9) (Sampath and Kannan 2013), visto que a reacdo de Maillard - reacao quimica entre um
aminoacido ou proteina e um carboidrato, obtendo um produto que potencia sabor e/ou odor-
, nao é favorecida em meios acidos. A falta geral de compostos aminicos de azoto no mosto da
uva, juntamente com a coagulacao proteica como consequéncia do aumento de temperatura
sdo as outras razoes justificaveis para a improbabilidade da ocorréncia desta reacao (Antonelli,
Chinnici et al. 2004).

Contrariamente, existem também alguns estudos que provam que o HMF pode ser formado
como um intermediario da reacao de Maillard, que ocorre quando os carboidratos sao aquecidos
na presenca de aminoacidos ou proteinas (Martins 2001). No entanto, os estudos mais recentes

acabam por rejeitar esta hipotese (Saravanan, Park et al. 2018).

HO

HO

HO

HO

Figura 9- Rota de formacao do HMF, tendo a frutose e glicose como substratos primarios,
adaptado (Capuano and Fogliano 2011, Kowalski, Lukasiewicz et al. 2013).

Portanto, o HMF é facilmente associado a situacoes de stress térmico, em alimentos que contém

acucar, nomeadamente o vinho, no entanto, € uma molécula ausente em alimentos frescos.

A frutose é a hexose preferida na producao de HMF, uma vez que demonstra ser mais rapida e
eficaz a reacbes de desidratacdo, quando comparada com outros monossacarideos,

nomeadamente a glicose (Shoemaker 2017).
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Esta via de formacao da frutose em HMF, é conhecida e estudada desde os finais do séc. XIX,

como se pode comprovar pela patente US3118912 (Smith 1964).

Esta formacao ocorre em trés principais etapas de desidratacdo, sendo que na parte inicial ha
a desidratacao da furanose no anel C5, prosseguindo com a eliminacao de um protao,
libertando-se uma molécula de agua, fechando assim a primeira ligacao dupla no anel de
furano, surgindo o grupo carbonilo no C5. A terceira e ultima desidratacao da a formacao final
do HMF.

Nos ultimos anos, devido as inUmeras investigacoes, existe cada vez mais uma preocupacao
atual com a qualidade alimentar, havendo assim uma maior necessidade no controlo analitico,
através do uso de marcadores quimicos, que avaliam os danos nos alimentos submetidos a
sobreaquecimento e armazenamento. Para a garantia de qualidade e seguranca, os limites
legais de HMF em alguns alimentos ja foram impostos pelo Regulamento CE 1493/99 (Europeias
1999).

Por exemplo, no mosto de uvas concentrado o limite é de 25 ppm. O limite legal foi acionado,
ndo so pelas investigacoes associando o HMF, quando presente em elevadas quantidades, ao
aparecimento de algumas doencas (Florian, Bauer-Marinovic et al. 2012), como referido acima,
mas também devido ao aparecimento de um aroma torrado associado a uma cor um pouco mais

escura, no caso de vinhos (Oliveira e Silva, de Pinho et al. 2008).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Método Experimental de analise HMF

3.1.1 Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia € um método amplamente usado, que permite a separacao, identificacao e

determinacao de componentes quimicos em misturas complexas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é o tipo mais versatil e mais utilizado de
cromatografia de eluicdo. E particularmente (til para a separacdo de materiais de grande peso
molecular com volatilidade muito baixa. O HPLC utiliza uma fase movel liquida para separar os
componentes da amostra, sendo estes eluidos com o eluente e forcados a passar por uma coluna

de alta pressao (Skoog, West et al. 2006)

As analises quimicas do HMF foram realizadas no laboratério do Instituto de Vindos Douro e

Porto, IVDP, uma vez que a empresa nao possui nenhum HPLC no seu laboratorio.

As amostras eram devidamente engarrafadas e rotuladas na QA e, posteriormente levadas para

o laboratorio.

Foi utilizado o HPLC 1200 Agilent, apresentado abaixo, figura 10.

- -
| . —
e —

Figura 10- HPLC 1200 Agilent, com detetor DAD
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Quanto ao método de determinacao do HMF, o IVDP implementou-o com base em algumas
referéncias (Canasa, Belchiora et al. 2003) e pelo método do OIV- International Organisation

of Vine and Wine (OIV.a) 2011), tendo sido usadas as condi¢ces descritas na tabela abaixo:

Tabela 1- Condicoes de operacao do 1200 Agilent para a determinacao do HMF.

Detetor UV/VIS de varrimento (DAD)
Pré Coluna UHPLC EVO C18 4.6 mm ID
Coluna C18, Kinetex 5 pm EVO -C18-100%- 4,6x150 mm

A (nm) 280
Volume Injecdo (pL) 10
Fluxo (mL.min"") 1,3
Temperatura coluna (°C) 40
Tempo de Resposta (min) 65

Usou-se um programa de eluente, sendo que o eluente A constituido por agua/acido formico
(98:2 v/v) e o eluente B metanol/agua/acido formico (70:28:2 v/v/v). Na figura 11 é possivel
observar-se o gradiente utilizado.

120

100

o]
o

——Eluente A
Eluente B

Eluente /%
N o
o o

N
o

0 4 15 18 23 24 28
Tempo /min

Figura 11- Programa de gradiente utilizado na analise por HPLC, do HMF.

Materiais e Métodos 14



O Hidroximetilfurfural nos vinhos e o efeito da técnica de produgéo na sua concentragao

0 método foi testado e validado, tendo como limite de detecao 0,02 mg/L, e através de uma
curva de calibracao com 5 padroes de concentracao entre os 0,05 e os 300 mg/L. Para verificar
a precisao do método, esta foi avaliada em termos de repetibilidade e precisao intermédia nos
padroes e em amostras reais. Os resultados de ambos os parametros sao dados sob a forma de
coeficiente de variacao, CV. = 0,20 % e CVy = 0,14 %.

A linearidade do método foi avaliada através da curva de calibracao obtida e do coeficiente de

determinacéo, sendo que a equacéo ¢ dada pela equacao 4, com um R?=0,9999.
A =52,82Cyyr — 7,4 Equacado 4

Ja a sensibilidade do método avalia a capacidade deste ser capaz de distinguir pequenas
diferencas de concentracao de um analito. Este parametro é definido como sendo a derivada
de primeira ordem da curva de calibracao nestas zonas de concentracdes, uma vez que existem
somente equacdes de primeiro grau, a sensibilidade corresponde ao declive, sendo que para o

composto HMF é dada por 52,8 mg/L.

3.2 Analise Estatistica

3.2.1 Design Of Experiments (DOE)

O software Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) foi utilizado para obter um
modelo de experiéncias/ensaios de acordo com as variaveis em estudo, percebendo de que
forma os fatores de entrada podem ser controlados, obtendo um modelo empirico que relacione

os fatores com a resposta.

Existem diversos tipos de planeamento, sendo que neste projeto foi utilizado o planeamento
fatorial a dois niveis, onde se estudam os fatores a um nivel superior e a um nivel superior,
sendo que a escolha dos niveis depende sempre do operador e das restricoes experimentais
(Rushing, Karl et al. 2013).

Quanto a analise dos resultados e a significancia estatistica dos coeficientes da regressao sera
realizada de acordo com o estudo ANOVA (Diez, Ribeiro et al. 2018). Para valores de p
(quantificador da significancia de cada fator) igual ou inferior a 0,05 admitimos que os fatores
sdao significativos; ja a falta de ajuste, que avalia o grau de ajuste do modelo aos dados
experimentais, € desejavel que o seu valor de p assuma um valor superior a 0,10, implicando

assim que esta nao é significativa, o que corresponde a um bom ajuste dos dados experimentais.

Por Gltimo, o valor de R convém ser elevado, pois s6 assim € possivel assumir-se que o modelo

obtido pelo programa descreve uma boa constituicao da resposta.
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3.3 Provas Sensoriais

A analise sensorial apenas comecou a ser aplicada como ciéncia, no inicio do séc. XX, no entanto
nos ultimos anos tem sido crucial na maior parte das industrias alimentares. Estas, sao
desenvolvidas nao so para assegurar que os produtos sejam bem-sucedidos quando chegam ao
consumidor, como também para que possuam propriedades que vao ao encontro das suas

expectativas (Roesseler 1965).

De acordo com a norma portuguesa 4263 de 1994, “exame das carateristicas organoléticas de
um produto pelos 6rgaos dos sentidos” € a definicao atribuida a analise sensorial (Hasdell 2000).
Porém, a definicao mais consensual a nivel mundial, foi apresentada em 1981 pelo Institute of
Food Technologists (IFT) como “um método cientifico utilizado para evocar, medir, analisar e
interpretar as respostas as reacdes percebidas pelas visao, olfato, tato, paladar e audicao”
(Sidel 1993). Frequentemente, as provas realizam-se a meio da manha ou ao meio dia, uma vez
que a acuidade sensorial do provador é maxima quando este sente fome, no entanto quando

sdo provas longas, a sala de provas esta aberta o dia inteiro.

A Aveleda tem varias salas de provas, tanto para fazer provas diarias com os enologos da quinta,
como outras para provas mais formais e informais. A sala de provas utilizada foi a que se

encontra na fotografia abaixo (figura 12).

Figura 12- Fotografia da sala de provas, Quinta da Aveleda, ja com as respetivas garrafas e
COpos prontos para a prova.
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Quanto ao copo de prova este possui elevada importancia, a I1SO, International Standards
Organization, publicou o design mais apropriado de um copo para o efeito. A percecao do vinho
e a avaliacao da cor, sao fatores influenciados pelo formato do copo, no entanto é ainda mais
importante garantir a sua manutencao e que todos os copos sejam iguais. Por fim, o volume
entre 30 mL e 50 mL o aconselhavel porque facilita a rotacao do vinho no copo (Jackson 2008),

figura abaixo.

Figura 14- Fotografia do modelo Figura 13- Fotografia da disposicao dos copos em
de copo aconselhado pela ISO prova.

3.3.1 Provas Triangulares

Uma das provas realizadas foi o teste triangular, método discriminativo descrito ao detalhe
pela I1SO 4120:2004 (Standardization 2004). Os participantes, por ordem de chegada, foram
chamados e de seguida foi-lhes entregue o formulario que se encontra no anexo F.1, com todas
as instrucoes necessarias. Cada teste incluia 3 copos, cada um identificado com um cédigo de
trés letras randomizadas através das funcdes “CARAT” e “ALEATORIOENTRE” do Microsoft
Excel, como é demonstrado na figura 15.

ABC DEF GHI

Figura 15- Representacao dos copos para o teste triangular, com os respetivos codigos
randomizados.
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Os resultados foram analisados com base na ISO 4120:2004 e, as respostas foram agrupadas
como corretas ou incorretas. Na recolha de dados, escolha forcada, o provador é obrigado a
escolher uma das amostras, mesmo nao identificando nenhuma diferenca, sendo mencionado

para identificar em “Observacdes” se assim acontecesse.
3.3.2 Provas Preferenciais

Este tipo de provas nao esta estandardizado e, tem como principal objetivo determinar as
preferéncias do consumidor. Desta forma, aos participantes, por ordem de chegada, é-lhes
entregue o formulario que se encontra no anexo F.2, sendo que dependendo do teste, tendo
dois ou trés copos, € necessario organizar de forma preferencial, sendo o niUmero 1 o preferido

e 0 2 ou 3, respetivamente aquele que menos gostam.

Quanto a analise dos dados € atribuida uma pontuacao, no caso de o teste ser de 3 vinhos, de
1 a 3, sendo que a pontuacao de 3 ¢ atribuida ao vinho colocado como preferéncia nimero 1,

sendo que é de mais facil percecao através do esquema abaixo.

2 1 3 » Preferéncia Consumidor

. - - Consumidor 2 1 3
Pontuacéao 3 1
atribuida

PQR MNO JKL

Figura 16- Exemplo de um esquema da atribuicao da pontuacao na prova preferencial.
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4 Resultados e Discussao

0 aumento da concentracao da molécula de HMF ¢é influenciado por diversos fatores, sendo que
foram realizados testes para avaliar a forma como cada um deles influencia diretamente a sua

evolucao.

A concentracao de acucares no vinho, a % de dessulfitado, as temperaturas de armazenamento
e de dessulfitacao, os meios de edulcoracao e o tempo, foram os fatores essenciais para a
realizacao do estudo. Todos estes foram acompanhados ao longo do tempo por analises
analiticas por HPLC sendo que, no estudo de certos fatores ainda foram realizadas provas

organoléticas.

Para todos os valores obtidos, foi calculado o respetivo desvio padrao, encontrando-se em

anexo C.2. o exemplo de calculo.

4.1 Concentracao de acucares vs condi¢cdes de armazenamento

A concentracao de acUcares é uma das condicoes que possui mais influéncia no aumento da
concentracdo de HMF, uma vez que esta molécula se forma essencialmente através da

degradacao destes.

Para o estudo em questao, utilizou-se o vinho Quinta da Aveleda, QA, residual, com uma
concentracao de acucares conhecida de 1,5 g/L, no entanto, a partir do QA produzido com
concentracao de acucares conhecida de 4,72 g/L, foram preparadas posteriormente, com mosto
concentrado retificado, MCR, as restantes amostras de concentracées com 10, 20, 40 e 60 g/L.

Os exemplos de calculo para a obtencao destas concentracdes se encontram no anexo C.1.

Apds a preparacao e armazenamento das garrafas para o estudo, recorreu-se a metodologia do
HPLC para verificar a quantidade de HMF presente. Foram efetuadas analises a cada duas

semanas, usando sempre réplicas em triplicado.

Paralelamente ao estudo da variavel mencionada acima, concentracao de acuUcares, foram
também estudadas as condicées de armazenamento (20 vs 40°C). Os dados sao assim
representados abaixo sob a forma de graficos, (Figura 17 e Figura 18), e encontram-se sob a

forma de tabela com o respetivo desvio padrao no anexo D.1, para ambas as temperaturas.
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Figura 17 -Concentracdo de HMF (mgL™"), para os vinhos QA, a 20 °C, com diferentes
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Figura 18 - Concentracdo de HMF (mgL™") para os vinhos QA, a 40 °C, com diferentes

concentracoes de acucares (gL™"), ao longo do tempo.

E notdrio observar através dos dados acima que, com o aumento da concentracéo de aclcar

presente no vinho, as concentracoes de HMF presentes vao aumentando, paralelamente ao que

acontece com as condi¢cOes de armazenamento.
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O HMF, pode ser formado como referido precedentemente, por hexoses e também por oligo e
polissacarideos que possam produzir hexoses na sua hidrolise, no entanto sabe-se que o
processo a partir das hexoses é mais seletivo. A frutose é mais reativa que a glucose, tendo
uma taxa de enolizacdo’ bastante superior, ja que esta é um passo determinante da taxa de
formacao do HMF. No entanto, o MCR constituido maioritariamente por glucose, demonstra que
esta reage igualmente com elevado rendimento, uma vez que , a glicose se isomeriza em
frutose, seguido da desidratacao de frutose em HMF, preferivelmente nos catalisadores de

acido de Bronsted (Saravanan, Park et al. 2018).

Relativamente a temperatura de armazenamento, o vinho fica sujeito a condicoes de stress
térmico que acabam por potenciar a reacao de formacao do HMF (Xuetong, Lihan et al. 2008).
Alias, observando os graficos acima, as concentracdes para os vinhos que estiveram sujeitos a
temperaturas de 40 °C sao 6 vezes superiores do que para os vinhos mantidos a temperatura

ambiente, sustentado a hipotese referida.
4.1.1 Analise estatistica

Recorrendo ao Design Of Experiments (DOE), efetuou-se a analise estatistica dos trés fatores

estudados acima, concentracdo de acucares, temperatura de armazenamento e tempo, em

simultaneo.
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Figura 19- Grafico da distribuicao normal de residuos, para o estudo da concentracao de
acUcares, temperatura de armazenamento e tempo.

'fenémeno catalisado por uma base, onde o anel dos monossacarideos se abre e produz um enol extremamente

instavel, que pode formar outros compostos
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O grafico acima afirma o pressuposto de normalidade do modelo. Como todos os pontos
dispuseram de forma aleatdria ao longo de uma linha reta, confirma-se a suposicao de que os

residuos sao normalmente distribuidos e de que o modelo é valido para os fatores em estudo.

A influéncia dos fatores, pode ser estudada através da analise do grafico de Pareto, evidente

na figura 20.
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Figura 20- Grafico da distribuicao normal de residuos, para o estudo da concentracao de
acUcares, temperatura de armazenamento e tempo

Todas as variaveis presentes sao significativas, A-concentracao de acucares; B-temperatura;
C-tempo, assim como todas as interacoes entre elas, visto que todas cruzam a linha de
referéncia, mostrando-se estatisticamente significativas.

A linha de referéncia mencionada, depende do nivel de significancia utilizado, a=0,05.

Avalia-se ainda a significancia estatistica do modelo linear pela analise de variancia- ANOVA,

baseando no teste F (teste de Fischer), representado na tabela 2.
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Tabela 2- Analise ANOVA para o modelo experimental, concentracao de acucares vs condicoes
de armazenamento

Valor de F Valor p

Modelo 411,8 <0,0001
A-Cacucares 864,3 <0,0001

B- Temperatura 775,2 <0,0001
C-Tempo 487,2 <0,0001

AB 368,3 <0,0001

AC 241,8 <0,0001

BC 344,2 <0,0001

ABC 179,3 <0,0001

Revela-se pelos dados acima que, a regressao € extremamente significativa em termos
estatisticos, visto que p<0,0001, apresentado um elevado coeficiente de determinacao
R?=0,9856, explicando cerca de 99% da variabilidade da resposta sendo que apenas os restantes
1% explicam os residuos. E ainda notdrio que, os valores de R? ajustado e previsto sdo bastante
proximos, 0,9832 e 0,9878. Quanto a analise da importancia de cada fator, efetuada a partir
do valor de F, repara-se que a variavel A assume o controlo, no entanto na variavel B, a

temperatura de armazenamento também é bastante considerativa.

4.2 Técnicas de edulcoracao

Na Quinta da Aveleda, os vinhos podem passar por dois tipos de edulcoracao diferentes, MCR
ou Muté '(Wines.com). A principal diferenca é na composicdo destes, uma vez que o MCR como
mencionado acima apresenta cerca de 850 g/L de aclcares e o Muté apenas contém 175 g/L.
O MCR é utilizado essencialmente em sangrias e CG sweet enquanto que o Muté se utiliza

essencialmente em vinhos verdes.

'Vinho parcialmente fermentado, ou entdo completamente ndo fermentado, cuja
fermentacao foi interrompida pela adicao de aguardente
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Em vinho QA, prepararam-se lotes de 10, 20, 40 e 60 g/L com MCR e Muté, figuras 21 e 22

respetivamente, sendo que foi acompanhada toda a sua evolucao ao longo do tempo, por forma

a verificar as diferencas evolutivas com cada um dos produtos, e o efeito na formacao do HMF.

Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente média de 18,9°C.
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Figura 21- Concentracdo de HMF (mgL™") para os vinhos QA, a 20°C, edulcorados com MCR, ao
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longo do tempo.
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Figura 22- Concentracao de HMF (mgL™") para os vinhos QA, a 20°C, edulcorados com Muté,

ao longo do tempo.
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Analisando as figuras acima, é evidente a diferenca significativa entre as duas técnicas de
edulcoracao. Apesar da constituicao do MCR (54% Glucose; 46% Frutose) ser idéntica a do Muté
(51% Glucose; 49% Frutose), o seu comportamento na formacao do HMF é bastante diferente e
o vinho evolui quando edulcorado com MCR para um patamar sete vezes mais alto, quando

comparado com a outra técnica.

Como o MCR é uma mistura sintética, pode existir algum potenciador que estimule a producao
da molécula, contrariamente ao que acontece com Muté, que é vinho parcialmente fermentado
e a molécula praticamente se manteve estavel ao longo das 5 semanas de armazenamento,

visto ser uma gama de concentracdes bastante baixa, abaixo dos 0,50 g/L.

4.3 Processo de dessulfitacao

4.3.1 Percentagem de dessulfitacao

Sendo a dessulfitacdo (D), um processo de elevado stress térmico, sujeito a elevadas
temperaturas, a percentagem de mosto dessulfitado (DE) homogeneizada com mosto fresco,

ira certamente influenciar a concentracao da molécula de HMF encontrada nos vinhos.

Para verificar a viabilidade deste fator, efetuaram-se 3 ensaios com diferentes % de
dessulfitado, em vinhos Seco Para Lotes, SPL. Os ensaios foram seguidos continuamente com
analises HPLC ao longo do tempo, sendo que a temperatura de armazenamento foi a
temperatura ambiente, média de 18,9°C e a temperatura de dessulfitacao destes 3 lotes foram
os 120°C, a um caudal de 5000 L/h (figura 23).
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1,80

1,60 °

© 20%D

© 40%D

* 60%D

0,00 ¢
1%semana 3%emana 5%semana 7%semana 92semana

Figura 23 -Concentracdo de HMF (mgL™") para os vinhos SPL, com diferentes % D, ao longo do
tempo.
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A % de dessulfitado é um fator influenciador da concentracao de HMF, como ja era esperado,
uma vez que este processo favorece a passagem do vinho por condicées extremas de stress
térmico, como as temperaturas elevadas a que o processo € sujeito. Com o aumento da % de
dessulfitado, a concentracao de HMF tende a aumentar, sendo que este aumento também se

vai verificando ao longo do tempo.

A concentracao de HMF, ao fim da 92 semana varia cerca de 0,30 mg/L entre as diferentes %
de dessulfitado estudadas, ndao sendo um valor significativo para que seja necessario repensar

o processo de dessulfitacao atualmente utilizado e descrito acima.
4.3.2 Temperatura de dessulfitacao

O processo de dessulfitacdo é o processo pela qual o vinho sofre mais impacto, assim, para além
da % de dessulfitado a que os lotes foram sujeitos, estudou-se ainda a temperatura a que o
vinho foi dessulfitado. Sendo um processo um pouco dificil de controlar, devido aos baixos
caudais que tém de se atingir para temperaturas mais baixas, apenas foram conseguidos dois
ensaios, a duas temperaturas diferentes, 100 e 120 °C, com um caudal de 3000 L/h e 5000 L/h,

respetivamente, figura 24.

Ambos os ensaios foram realizados com uma percentagem de 100 % D, e os lotes foram

armazenados a temperatura ambiente, média de 18,9 °C.
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Figura 24- Concentracdo de HMF (mgL™") para vinhos SPL 100% DE, a 100 e 120°C, e ao longo
do tempo.
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Quanto maior a temperatura de dessulfitacao, maior é a concentracao de HMF ao longo das
semanas em estudo, no entanto, a diferenca corresponde a cerca de 0,30 mg/L, como acima
quando estudado o fator da percentagem de dessulfitacao. Entdo, e tal como ja referido, € um

valor insignificante para que se repense o processo em questao.

Assim, tanto a temperatura/caudal de dessulfitacao, como a percentagem de dessulfitado que
esta a ser colocada nos lotes, mesmo sendo fatores que influenciam no desenvolvimento da
molécula, nao sao fatores fundamentais na evolucao desta. De seguida, recorre-se a analise

estatistica dos dados pelo DOE, para perceber a influéncia de cada fator.

4.3.3 Analise estatistica

C.HMIF: CHMF:
o Imss A o Imsa B

0433

T T T T T I I I I T
217 142 182 -1.08 -0.29 048 125

127 -0.37 052
Residuos Internos Estudantizados Residuos Internos Estudantizados

Figura 25- Graficos da distribuicao normal de residuos, tanto para a % D (A), como para a
temperatura de D (B).

O grafico da distribuicdo normal dos residuos confirma o pressuposto de normalidade do
modelo. Como todos os pontos se dispuseram de forma aleatéria ao longo de uma linha reta,
confirma-se a suposicao de que os residuos sao normalmente distribuidos e de que o modelo é
valido tanto para a % de dessulfitacdo, como para a temperatura, figura 25A e 25B,

respetivamente.

Quanto aos fatores que influenciam a resposta, tanto para a %, como para a temperatura de
dessulfitacao, estes foram determinados a partir do grafico de distribuicao normal, figura 25.
A selecao dos fatores é efetuada de modo a que a linha representada passe pela maioria dos
pontos referentes aos fatores cujos efeitos padronizados sao préximos de zero. Assim, os pontos

mais afastados da linha, serao os pontos a inclui no modelo.
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Figura 26- Graficos da distribuicao normal de residuos, apos a selecao dos fatores
significativos, tanto para a % D (A), como para a temperatura de D (B).

Pela analise da figura 26A, para a % DE todos os fatores principais sao significativos, bem como
a interacdo entre eles. Quanto a temperatura de D (figura 26B), apenas se consideram
significativos os fatores principais, sem consideracao da interacao entre eles. Assim, € evidente
que todos os fatores influenciam a resposta, sendo que o grau de importancia é avaliado com
mais detalhe pela analise ANOVA.

Quanto a analise ANOVA do modelo e dos fatores em causa, os valores obtidos foram os

seguintes:

Tabela 3- Analise ANOVA para o modelo experimental, % D.

Valor de F Valor p

Modelo 192,3 <0,0001

A-% Dessulfitacao 161,4 <0,0001
B- Tempo 404,6 <0,0001

AB 11,0 0,0028
Curvatura 8,67x 1073 0,9265

Para a %D todas as variaveis se assumem significativas visto p<0,0001, com uma regressao linear
de R?=0,9585. O fator com maior impacto sera a temperatura de D, sendo que o tempo nao
assume uma grande discrepancia quando comparado com o fator principal. O modelo apresenta

curvatura, no entanto esta € nao significativa, p>0,05, nao significando a nao linearidade do

modelo.
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Os valores de R*ajustado e previsto assumem valores préximos,0,9535 e 0,9467, indicando uma

boa linearidade do método.
Por fim, efetua-se a analise relativamente a resposta temperatura D (tabela 4).

Tabela 4- Analise ANOVA para o modelo experimental, temperatura D.

VALOR DE f VALOR P
Modelo 369,5 <0,0001
A-T Dessulfitacao 469,4 <0,0001
B-Tempo 269,6 <0,0001
Falta de Ajuste 20,52 0,0015

Ambos os fatores se assumem significativos, no entanto quanto a sua interacao o mesmo nao se
observa. A Temperatura de dessulfitacao assume um grande impacto, neste caso bastante
superior ao fator tempo. Quanto a falta de ajuste significativa, pode ser essencialmente pelo
efeito de um bloco significativo, que se constata também pela discrepancia que existe entre os

valores do R? previsto e ajustado, 0,9853 e 0,9598.

4.4 Técnicas de producao

Entre todos os fatores, que podem afetar a [HMF], questionam-se também as diferentes
técnicas de producao dos diferentes vinhos produzidos na Aveleda. Assim, efetuou-se o teste
em produto acabado, produto que ja passou por todas as etapas de vinificacao, encontrando-

se no armazém em stock, para posterior distribuicao.

Os vinhos selecionados, foram o CG Base, Rosé, Sweet tanto o de 40g/L, como o de 60g/L, QA,

Aveleda Alvarinho e Aveleda Loureiro 4g/L, bem como o de 8g/L.
4.4.1 Casal Garcia

O Casal Garcia, nUmero um dos produtos da quinta da Aveleda, foi estudado, agora como
produto em stock, tanto o CG base com gramagem de acuUcar de 11 g/L, bem como o CG sweet,

de gramagem de acuUcar e 40 e 60 g/L

Na figura 27 apresenta-se a evolucao do HMF, para o CG Base, enquanto que na figura 28
observa-se a evolucao no CG Sweet 40 e 60 g/L, ambas as gamas de CG sujeitas a duas

temperaturas de armazenamento, 20 e 40°C
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Figura 28- Concentracdo de HMF (mgL™") em CG Base, a 20 e 40 °C, ao longo do tempo.
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Figura 27- Concentracao de HMF (mgL™") em CG Sweet 40 e 60 g/L, a 20 e 40 °C, ao longo do

tempo.
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Da analise de ambas as figuras acima sao evidentes as diferencas quando os vinhos sao sujeitos
a condicoes de temperatura extremas, neste caso os 40°C, sendo esta diferenca na ordem dos

3 mg/L para o CG Base e de 10 mg/L para o CG Sweet

Ainda assim, quando apenas se analisa a figura 28, em que a variavel da concentracao de acucar
também esta presente, é possivel, mais uma vez, perceber que este é um fator determinante

na evolucao do composto.

Visivelmente, torna-se ainda possivel concluir que quando os vinhos estdao sujeitos a
temperatura ambiente, apds algumas semanas a evolucdo da molécula comeca a ser
praticamente constante, fendmeno observavel para ambos os CG, indicador de que a molécula

deixou de ter acUcares disponiveis para se continuar a formar.
4.4.2 Aveleda

Na categoria de vinhos Aveleda, destacam-se o Quinta da Aveleda, os Loureiro e o Alvarinho,
sendo que em todos estes foi acompanhado a evolucdo da molécula HMF. Nenhum deles é

sujeito ao processo de dessulfitacao, ou seja, nao sao produzidos a partir de mosto amuado.

Quinta da Aveleda

0 QA, um classico, mistura de castas Loureiro e Alvarinho, com quantidades de aclcar residual,
tendo sido sujeito a duas temperaturas de armazenamento diferentes, 20 e 40 °C, e a evolucao

da molécula acompanha ao longo de 7 semanas (figura 29).
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Figura 29- Concentracdo de HMF (mgL™") no vinho QA, a 20 e 40 °C, ao longo do tempo.
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No grafico acima, é de facil percecdo, mais uma vez, que a concentracao de HMF evolui muito
mais rapidamente e para gamas bastante mais altas, 4 vezes superior, quando a temperatura
de armazenamento se situa nos 40 “C. No caso da temperatura ambiente, a concentracao de

HMF aumenta pouco e de uma forma mais constante, tendo tendéncia a estabilizar.

Aveleda Loureiro

Relativamente ao Aveleda Loureiro, de castas como o proprio nome indica Loureiro, é
comercializado pela Aveleda com duas gramagens de acucar diferentes, 4 e 8 g/L. Efetuou-se
o estudo nas duas temperaturas ja estudadas acima e acompanhou-se a evolucao da molécula
(figura 30).
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Figura 30- Concentracdo de HMF (mgL™) no vinho Aveleda Loureiro 4 e 8 g/L aclcar,
a 20 e 40 °C, ao longo do tempo.

Os resultados sao os ja observados no ensaio anterior (figura 28), ou seja, quando a gramagem
de acucar é superior, as concentracoes de HMF sao bastante superiores e quando sujeitos a
temperaturas ambiente, o aumento é muito menor, tendendo a estabilizar ao final de algumas

semanas.
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Aveleda Alvarinho

Quanto ao Aveleda Alvarinho, de castas Alvarinho, € comercializado pela Aveleda com acgucar

residual. A evolucao da molécula neste vinho é visivel abaixo (figura 31).
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Figura 31- Concentracdo de HMF (mgL™") no vinho Aveleda Alvarinho
a 20°C, ao longo do tempo.

De modo similar aos outros vinhos, este vinho apresenta quantidades de HMF baixas e evolui,
praticamente, da mesma maneira que todos os vinhos Aveleda. As gamas que apresenta sao

bastante baixas e ao final da 5%semana a concentracao ronda os 0,50 mg/L.

4.5 Provas sensoriais

As provas organoléticas foram realizadas com o intuito de tentar perceber os limiares de
percecao do HMF no vinho, e determinar ainda se as diferencas de concentracao sao
significativas, detetadas e aceites ou nao pelo consumidor, visto nao existirem estudos acerca
desta molécula no vinho, nao se sabendo assim as gamas em que esta sera detetada. Efetuaram-
se dois tipos de provas distintas, prova triangular e preferencial, sendo que foram ambas
realizadas duas vezes, com vinhos diferentes e com diferentes concentracoes da molécula em

estudo, HMF.
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4.5.1 Provas triangulares

45.1.1 12Prova

Previamente foram determinadas as concentracdes de HMF nos vinhos levados a prova, QA, CG
e CG Rosé, sendo que foram obtidas as seguintes concentracées, 0,092, 0,36 e 1,1 mg/L,
respetivamente, indicando que seriam necessarios 3 testes triangulares. De seguida, foi imposto
a cada vinho solucao de HMF, de modo a que estes ficassem com concentracées de 1,00, 2,00,
e 3,00 mg/L, sendo que os calculos efetuados para se obterem estes resultados se encontram

no anexo C.4.

Através da ISO 4120 (Standardization 2004), fez-se uma abordagem estatistica para se perceber
0 numero de provadores que seriam necessarios para o teste. Sendo a, a probabilidade de
concluir que existe uma diferenca percetivel quando uma pessoa nao nota, B, a probabilidade
de concluir que nao existe diferenca percetivel quando esta existe e ps a proporcao de

avaliacoes em que uma diferenca percetivel é detetada entre os dois produtos.

Definiu-se um risco a de 5%, B de 5%, e pqsde 50%, e pela tabela F1 presente no anexo F,
verificou-se que seriam necessarios 23 provadores para que o teste tenha 95% de hipotese de

detetar que pelo menos 50% dos avaliadores possam detetar uma diferenca nas amostras.

Cada provador teria de preencher na ficha de prova, anexo 5, os codigos de 3 letras
apresentados em cada copo e assinalar com um “X” o vinho que consideraria diferente. Para

um numero total de 23 provadores, os resultados obtidos sao apresentados na tabela 5.

Tabela 5- Apresentacao dos resultados das provas triangulares para os 23 provadores

Vinhos N° RESPOSTAS CERTAS N° RESPOSTAS ERRADAS

QA 10 13
CG Rosé 11 12
CG Branco 11 12

Posteriormente, analisando os resultados obtidos através da I1SO 4120:2004, com base na tabela
presente no anexo F2, obtém-se o nUmero minimo de respostas corretas requeridas para um
nivel de significancia declarado, correspondente ao nimero de avaliadores, neste caso os 23.
Assim, para um a=0,20, o nimero de provadores necessario para que se notem diferenca

significativas entre as amostras € de 11, podendo entao testemunhar que tanto o CG rosé, como
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o CG base apresentam essas mesmas diferencas significativas, no entanto o QA apenas

apresentou um painel de provadores com resposta correta de 10.

Ainda com base na norma mencionada acima e, para uma analise mais detalhada para cada um
dos vinhos, calcularam-se os intervalos de confianca sobre a proporcao da populacao que pode

distinguir as amostras, através das equacoes presentes no anexo C.4.

Casal Garcia Rosé e Branco

Para o CG Rosé e Branco os resultados foram os mesmos, visto que o nimero de respostas

corretas foram os mesmos, 11, obtendo os resultados abaixo (tabela 6).

Tabela 6-Resultados da 12prova triangular, para os vinhos CG Rosé e Branco.

Pe 0,48
Pu 0,22
iy 0,16
LC, 0,35
LC; 0,086

Com 80% de confianca, pode afirmar-se que a proporcao real da populacao que poderia
distinguir nao é mais que 35%, por outro lado como o limite inferior de confianca é superior a
0 e p; = 0,22 esta no intervalo, e é, portanto, um valor possivel, rejeita-se a hipotese de existir

alguma diferenca entre as amostras.

Por outro lado, todos os intervalos de confianca permitem 10% de erro, assumindo que a
verdadeira proporcao de distinguidores estara entre os 8,6 e 35%, suportando que as diferencas

ainda que existam, serdao minimas para estas concentracoes de HMF.
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Quinta da Aveleda

Para o QA, os resultados estao abaixo (tabela 7), considerando as 10 respostas corretas.

Tabela 7- Resultados da 12prova triangular, para os vinhos QA.

Pe 0,43
Pu 0,15
oy 0,16
LC, 0,28
LC; 0,022

Assim, com 80% de confianca, também se pode afirmar que a proporcao real da populacao que
poderia distinguir nao é mais que 28% e, como o limite inferior de confianca é de 0,22 e o limite
superior de 0,28, o valor de 0,15 pertence ao intervalo, sustendo a conclusao ja vista acima de
que as diferencas nao seriam significativas e, apenas com 10% de erro dos limites se pode

considerar que os distinguidores estarao entre os 2,2 e os 28%.
45.1.2 22 Prova

Uma vez que através da 12 prova nao foi possivel identificar os limiares de percecao da
molécula, foi necessario efetuar uma 2* prova. Assim, deste modo, foram impostas
concentracoes de HMF bastante superiores as utilizadas na prova anterior. Por limitacoes do
vinho ja disponivel, uma vez que todo o vinho foi armazenado no inicio do estudo, utilizou-se
apenas QA de 40 e 60 g/L de aclcares, com [HMF] de 2,47-10,0 mg/ e 4,03-8,01 mg/L,

respetivamente, exemplos de calculo no anexo D.2.

Novamente, através da I1SO 4120, se a chance fosse de 95% teria de se conseguir um painel de
23 provadores. Contudo, nao foi possivel este nimero de provadores, e a 22 prova foi efetuada
apenas com 16. Assim, para este valor, foi necessario atualizar os valore pré-definidos, que
passou a ser de 80% a chance de detetar que pelo menos 50% dos avaliadores possam detetar

uma diferenca nas amostras.

Calcularam-se novamente os intervalos de confianca para os 2 testes triangulares efetuados

sobre a proporcao da populacao que pode distinguir as amostras (equacoes em anexo C.4).
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QA 40 mg/L

Para o QA 40 mg/L, com 12 respostas corretas foram obtidos os valores apresentados na tabela
8.

Tabela 8- Resultados da 2°prova triangular, para o vinho QA 40 mg/L.

Pe 0,75
Pu 0,63
oy 0,16
LC, 0,76
LC; 0,49

Para um nivel de confianca de 80%, assegura-se que a proporcao real da populacao que poderia
distinguir as amostras é de 76%. No entanto, o valor de p; = 0,63 nao permite que a hipotese
de nao existir alguma diferenca seja totalmente rejeitada, porém ha um intervalo de confianca
bastante maior, entre os 49 e os 76% de assumir que as diferencas sejam mais significativas,
admitindo que o limiar de percecao esteja mais proximo das concentracoes trabalhadas, «10

mg/L.
QA 60 mg/L

Relativamente ao QA 60 mg/L, obtiveram-se os resultados seguintes (tabela 9), sendo 6 o

nimero de respostas corretas.

Tabela 9- Resultados da 2°prova triangular, para o vinho QA 60 mg/L.

Pe 0,38
Pu 0,06
o4 0,18
LC, 0,22
LC; -0,09

Novamente com um nivel de confianca de 80%, s6 22% € a proporcao real da populacao que
poderia distinguir as amostras, sendo que por este valor ser tao baixo, a hipotese que existira

alguma diferenca sera rejeitada pelo facto de p, pertencer aos intervalos de confianca.
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Talvez como a gramagem de acUcares é bastante alta, estes sabores se tenham sobreposto ao

do HMF, sendo mais dificil de detetar a amostra com mais quantidade.

As provas triangulares permitiram concluir que as concentracoes trabalhadas abaixo dos 10
mg/L serao concentracées abaixo do limiar de percecao do HMF, sendo assim necessario
complementar a informacao com as provas preferenciais, que serao um indicador de mais

alguma informacao.
4.5.2 Provas preferenciais

Tal como aconteceu nas provas triangulares mencionadas acima, nas provas preferenciais
também foi necessaria a prévia analise da concentracao de HMF presente, para numa fase
posterior ser possivel impor a cada vinho solucao de HMF, de modo a que estes fiquem com as

concentracoes pretendidas.
45.2.1 12 Prova

Para a 12 prova preferencial, o teste foi efetuado em QA com trés concentracdes diferentes de
HMF, 0,092; 1,00 e 2,00 mg/L e, CG Base, 0,359; 1,00 e 2,00 mg/L. Foi possivel obter um painel
de 23 provadores. Visto nao existir qualquer norma relativa a prova preferencial, toda a analise

foi efetuada segundo os métodos da Aveleda SA. para este tipo de prova.

Quinta da Aveleda

Na tabela 10 sao apresentados os resultados relativos ao 1° teste da 1° prova preferencial.

Tabela 10- Resultados da 12 prova preferencial, para o vinho QA

[HMF] mg/L 0,092 1,00 2,00
N° vezes + preferido 8 (23) 5(23) 8 (23)
N° vezes - preferido 5(23) 9 (23) 9 (23)

No teste acima, trabalharam-se gamas de concentracées de HMF muito baixas o que, pela
conclusao do teste triangular, permite afirmar que o limiar de percecao do composto é acima
destas gamas. Assim sendo, os resultados acima indicam isso mesmo, uma irregularidade, visto
que o vinho de elevada concentracao de HMF tanto é o que o consumidor mais prefere, como o
que menos prefere. Contudo, pode supor-se que o vinho com a concentracao mais baixa € o
preferido, uma vez que foi o vinho escolhido como 12 opcao um maior nimero de vezes e foi o

menos escolhido como o que o consumidor menos aprova.

Resultados e Discussao 38



O Hidroximetilfurfural nos vinhos e o efeito da técnica de produgéo na sua concentragao

CG Base
Na tabela abaixo sao apresentados os resultados relativos ao 2° teste da 1° prova preferencial.

Tabela 11- Resultados da 1? prova preferencial, para o vinho CG Base

[HMF] mg/L 0,359 1,00 2,00
N°vezes + preferido 4 (23) 9 (23) 10 (23)
N° vezes - preferido 4 (23) 7 (23) 8 (23)

Apesar da incoeréncia dos resultados obtidos nesta prova, que utilizou uma gama de [HMF] um
pouco acima da que foi trabalhada no 1° teste, verificou-se que a concentracao mais alta

continua a ser a mais preferida, no entanto € também a menos preferida.

Com ambos os testes, a conclusao torna-se clara, o limiar de percecao do HMF nao esta incluido
nesta gama de concentracdes, sendo por isso necessaria a realizacao de uma 22 prova com

gamas mais elevadas.
4.5.2.2 22 Prova

QA20g/L

Na 2° prova preferencial, apenas se efetuou um teste e foi com vinho QA com 20 g/L de acUcar,

sendo que a concentracao de HMF era de 1,41 g/L e foi imposta uma de 15,0 mg/L.

Com um painel um pouco mais reduzido, 16 provadores, os resultados obtidos sao mostrados
abaixo (tabela 12).

Tabela 12- - Resultados da 2? prova preferencial, para o vinho QA 20 g/L.

[HMF] mg/L 1,41 15,0
N° vezes + preferido 11 (16) 5 (16)
N° vezes - preferido 5 (16) 11 (16)

Apoés esta prova, os resultados sao bastante mais elucidativos, uma vez que o vinho com a
concentracao mais alta de HMF é o menos preferido em quase 70% dos provadores, o que indica
que provavelmente o limiar de percecao do consumidor para o composto estara proximo destas
quantidades sendo que, quando presente nesta gama de concentracoes, o provador rejeita,

optando pelo vinho inalterado, com as concentracées mais baixas.
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4.6 Vinhos Concorrentes de Mercado

Com o proposito de perceber em que situacao a Aveleda se encontra com os seus vinhos, com
respeito ao composto HMF, foi efetuado um estudo dos vinhos concorrentes de mercado (Figura
32). Foram analisados 6 vinhos, tendo em conta que 4 deles sao vinhos verdes e 2 sao verdes

Rosé.

3,00

2,50

2,00

[HMF] mgL-"
o
o

—
o
o

0,50

m Casal Garcia = X1 = X2 = X3 mCasal Garcia Rosé =Y Rosé

Figura 32- Concentracdo de HMF (mgL™"), em vinhos do mercado Aveleda e concorrente.

Deduzindo pelo grafico acima, é de facil constatacdo que as marcas de comercializacao
Aveleda, encontram-se numa posicao bastante favoravel, uma vez que nos vinhos verdes, o CG

Branco é o que apresenta menor [HMF], assim como o CG Rosé na gama dos vinhos verdes Rosés.

Todos os vinhos foram comprados na mesma altura, incluindo os de comercializacao Aveleda,
sendo sujeitos as mesmas condicdes posteriormente a isso, no entanto, nao ha a informacao do

seu dia de engarrafamento.
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4.7 Remocao HMF

Com a finalidade de diminuir as quantidades de HMF dos vinhos da Aveleda, essencialmente os
que passam os limiares de percecao determinados, ou seja, 0s que estao mais expostos a
temperaturas mais elevadas e com maior quantidade de acUcares, foram testados varios
produtos enologicos para perceber se estes funcionaram na adsorcao- moléculas contidas no

fluido aderem sobre a superficie de um solido- da molécula em estudo.

Os produtos enologicos testados sao aprovados pela Comissao Europeia para uso em vinhos,

nomeadamente, carvao ativado, gel silica, Polivinilpolipirrolidona (PVPP) e bentonite.

Realizou-se o teste em CG Base, com as quantidades maximas permitidas por lei (Europeia 2009)
para cada um dos produtos mencionados acima, 1 g/L - carvao ativado; 0,8 g/L - PVPP; gel
silica e bentonite - 1 g/L, e para metade das quantidades maximas, sendo que os resultados

obtidos, ao final de 5 dias podem ser observados nao tabela abaixo (tabela 13).

Tabela 13- Percentagens das quantidades de HMF removidas com a aplicacao dos produtos
enoldgicos, para a quantidade maxima permitida por lei e metade da mesma.

CARVAO

PVPP (%)  GEL SILICA (%)  BENTONITE (%)
ATIVADO (%)

Quantidade
o 53 - 2,3 6,6
maxima
Metade quantidade
8,5 - 0,51 -

maxima

Repare-se que o PVPP e o gel silica praticamente nao removem o composto, a bentonite apenas
alcanca uma remocao de 7%, sendo o carvao ativado o Unico produto com sucesso na remogao
de HMF.

Assim, com a quantidade maxima, aplica-se o carvao ativado em CG Base e fazem-se medicoes
diarias da [HMF]. Neste sentido, o objetivo sera perceber o tempo que o carvao ativado demora

até adsorver o composto, figura 33.
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Figura 33- Concentracdo de HMF (mgL™"), no vinho CG Base com adicdo da quantidade maxima
permitida de carvao ativado, ao longo dos dias.

Pela observacao da figura 33, verifica-se que a remocao da molécula nao é instantanea, mas
sim continua ao longo dos quatro primeiros dias. O fenémeno que ocorreu acima é descrito
como adsorcao. Quando o carvao ativado entra em contacto o vinho ha uma diminuicao da
concentracdo de HMF, existindo um aumento correspondente sobre a superficie do carvao

ativado, até se obter uma condicao de equilibrio.

O carvao ativado foi o SAlstab®CARBO HP, caraterizado pela sua elevada area superficial
especifica (Sser) de 1679 m?/g (Ghouma, Jeguirim et al. 2015), sendo bastante eficaz em vinhos.
O tempo de contacto foram 8 dias no total, no entanto € a partir do sétimo dia que a adsorcao

se considera estar em equilibrio, com uma remocao total de 55 %.
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5 Conclusoes

Com a realizacao deste projeto foi possivel alcancar o principal objetivo proposto, o estudo da
evolucao da concentracao do hidroximetilfurfural, assim como todos os fatores que pudessem

ter impacto na mesma, acompanhando todos os ensaios por analise quimica, HPLC.

Inicialmente, comecou-se por estudar o fator que poderia ter maior influéncia, a concentracao
de aclcares, uma vez que o composto € formado a partir destes. Paralelamente a este fator,
as condicoes de armazenamento, temperatura a 20 e 40 °C, foram também estudadas. Assim,
quando a adicao de aclcares é elevada, a concentracao de HMF aumenta até cerca dos 4,00
mg/L, tendo tendéncia a aumentar ainda mais (até cerca dos 30 mg/L) caso as condicoes de

armazenamento sejam temperaturas elevadas (T>20 °C).

0 mosto concentrado retificado (MCR) e o Muté, duas técnicas de edulcoracao, foram um outro
fator de estudo, visto que a formacao da molécula depende sempre da quantidade e dos
acucares presentes nos edulcorantes. Verificou-se entao, que o vinho quando edulcorado com
MCR, a temperatura ambiente, apresenta uma evolucao da molécula bastante mais acentuada,
convergindo para concentracdes altas, 3,5 mg/L. Quanto a edulcoracao com Muté, é de se notar
que a evolucao do HMF é muito mais constante e em gamas de concentracdes bastante mais
baixas ([HMF]<0,50 mg/L).

Quanto ao processo de dessulfitacao, estudaram-se diferentes percentagens de dessulfitacao
(20, 40 e 60%) e duas temperaturas de dessulfitacao (100 e 120 °C) para vinhos 100%
dessulfitados, ambos proporcionadores de elevado stress térmico ao vinho. As diferencas de
concentracoes nao sdo muito variaveis, quando comparado com o fator da concentracao de
acucares a temperatura ambiente, ainda assim, quanto maior a % de dessulfitado e maior a
temperatura de dessulfitacao, maior é a variacao da concentracao, tendo um aumento mais

significativo.

Quanto as diferentes técnicas de producao, este foi um fator a considerar, uma vez que
permitiu utilizar produto acabado ja em stock. Dos varios vinhos utilizados para o estudo em
questao, Casal Garcia, Base e Sweet, Quinta da Aveleda e Aveleda Loureiro e Alvarinho, os
resultados cruzaram-se com os descritos acima. Quanto maior a concentracao de acUcar
presente, maior a evolucao na concentracao do HMF, assim como para condicoes de
armazenamento extremas, esta concentracdo aumenta para gamas de concentracoes

superiores.

De forma a perceber se todos estes fatores sao validos a nivel estatistico, recorreu-se ao Design

Of Experiments para avaliar a normalidade, assim como a influéncia dos fatores em estudo.
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Tanto a concentracao de acUcares vs condicoes de armazenamento, como a percentagem de
dessulfitado e a temperatura de dessulfitacao, confirmaram o pressuposto da normalidade, com

todas as variaveis estatisticamente significativas.

Sendo o limiar de percecao do HMF nos vinhos ainda desconhecido, as provas organoléticas
realizadas foram promissoras a esse nivel. Através de dois testes diferentes, triangular e
preferencial, pode constatar-se que o provador apenas deteta diferencas significativas quando
a concentracao de HMF esta acima dos 10 mg/L, rejeitando esta diferenca, tendo preferéncia

pelo vinho com menor concentracao de HMF.

No sentido de perceber a posicao da Aveleda no mercado, realizou-se um estudo com os
concorrentes diretos de vinho branco e rosé. Apos analise quimica, a conclusao foi de que os
vinhos comercializados pela Aveleda se encontravam numa posicao bastante favoravel, sendo

os vinhos com menor teor de HMF do estudo.

Por Gltimo, com o intuito de elevar os padroes de qualidade, testaram-se varios produtos
enoldgicos aprovados para vinhos, tais como o carvao ativado, bentonite, PVPP e gel silica, com
o proposito da remocao da molécula, ou parte dela. Através de testes, concluiu-se que o carvao
ativado seria o produto mais indicado e, com um tempo total de contacto de 8 dias, no entanto
€ a partir do sétimo dia que a adsorcao se considera estar em equilibrio, obtém-se uma remocao
total de 55 %.

Conclui-se desta forma que, o HMF estava presente em todos os vinhos estudados, no entanto
apenas foi percecionado pelo consumidor, quando os vinhos tém elevadas concentracdes de

acucar (acima dos 10 g/L) e estao sujeitos a condicoes de armazenamento extremas (T>20°C).
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6 Avaliacado do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

Os principais objetivos do estudo, focaram-se no estudo do HMF nos vinhos brancos e rosés e o
impacto na sua qualidade organolética, estudar também diferentes técnicas de producao, qual
o impacto da dessulfitacao na formacao da molécula e, por ultimo ainda o impacto da

concentracao de acucares, temperatura de armazenamento e técnicas de edulcoracao.

Todos os objetivos propostos foram conseguidos, uma vez que se estudou todos os fatores
mencionados acima, fazendo analise continua ao longo do tempo, percebendo a evolucao da

molécula.

6.2 Outros Trabalhos Realizados

Para além dos objetivos propostos, ainda se testaram diversos produtos enologicos, como o
carvao ativado, PVPP; bentonite e gel silica com o intuito da remocado/diminuicao da
quantidade de HMF presente, um pequeno estudo acerca do mercado envolvente e varios testes

para tentar encontrar o limiar de percecao do composto em vinhos, visto ser uma incognita.

Para os resultados obtidos terem fundamento quanto a sua linearidade, ainda se recorreu a

analise estatistica de planeamento de experiéncias, Design Of Experiments (DOE).

Com o proposito de implementar o método espetrofotométrico de analise de HMF na Aveleda,
realizou-se um teste com a criacao de uma reta de calibracao para posterior medicao. No
entanto, como a gama de concentracdes comecava num patamar bastante baixo, apenas foram
conseguidos 5 pontos para a mesma e nao foi efetuada uma repeticao. Por limitacdo em termos
de tempo e reagentes para se realizarem novos ensaios, optou-se por nao se colocarem os

resultados no corpo principal do trabalho, contudo, encontra-se no Anexo.

6.3 Limitacdes e Trabalho Futuro

A falta de equipamento na empresa para a realizacao do trabalho foi a maior limitacao do
trabalho. Assim, foi necessario conseguir um laboratorio externo que realizasse as analises, no
entanto houve sempre a necessidade de esperar pela disponibilidade do mesmo para que estas

se realizassem.

Sendo a Aveleda S.A, uma indUstria que esta constantemente em producao, o facto de estudar

o processo de dessulfitacao foi uma tarefa complicada, uma vez que foi necessaria uma grande
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gestao por parte das producodes e dos trabalhadores para que se pudesse despender de tanques

de armazenamento.

Todos os trabalhos que envolvem investigacao, devido ao elevado grau de desconhecido, o fator
limitante é o tempo, uma vez que houve a necessidade da constante adaptacao dos objetivos,

mediante os resultados encontrados.

Neste sentido, propde-se como possibilidade para trabalho futuro, o estudo da edulcoracao em
diferentes vinhos, como as sangrias, uma vez que sao um dos produtos em que mais se utiliza
a técnica. O estudo mais aprofundado da remocao da molécula, com outros produtos
enologicos, ou entdo a repeticao dos resultados obtidos para o carvao ativado, testando outros

fatores € uma outra possibilidade para trabalho futuro.

Por Ultimo, a realizacao de mais provas sensoriais, com diferentes leques de provadores, com
diferentes provas, de modo a perceber se o consumidor aceita ou nao a molécula e até que

gama de concentracoes.

6.4 Apreciacao Final

Apesar dos contratempos normais de um trabalho inovador, o facto da realizacao do projeto
ter sido realizada em indUstria permitiu uma visao muito mais alargada, daquilo que € o mundo

da industria.

Proporcionou o conhecimento da gestao de uma equipa de trabalho diaria com controlo horario
de producdo, compreensdao da organizacdo que é realizada para que as producdes sejam
realizadas de acordo com aquilo que o fornecedor pede, conhecimento de novas técnicas de
producao de vinho e, acima de tudo o enriquecimento pessoal que é trabalhar na indUstria,

toda a responsabilidade, dinamica e desenrasque que permite obter.
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Anexo A Dessulfitador

O dessulfitador utilizado na Aveleda é da Strassburguer, modelo KOL 10000 - 2ND 500. Tem
capacidade para dessulfitar até cerca de 10 000 L/h, no entanto raramente se atinge este
patamar devido aos elevados niveis de sulfuroso. O equipamento tem um consumo elétrico de
15 kW, consome cerca de 600 kg/h de vapor e quanto ao seu consumo energético é de

aproximadamente 300 kg/h.

Na figura abaixo é possivel ver a esquematizacao do dessulfitador.

1-Valvula de admissao

2-Valvula de drenagem
3-Bomba

4-NaOH

5-Injetor

6-Recipiente do NaOH

7-Vélvula principal de fornecimento de agua

8-Valvula de descarga
9-Indicadores de pressao
10-Indicador de fluxo

12-Bobina de aquecimento

13-Isolamento

14-Camisa de aco inoxidavel
15-Termoémetro do NaOH
16-Pressostato NaOH

17-Bomba de alimentacao do mosto

18-Valvula reguladora

19-Mosto sulfurado

20-Indicador fluxo

21-Permutador de calor

22-Placa do permutador de calor
23, 24-Tubo e recipiente de vidro
25-Termometro do m
26-Chuveiro distribuidor
27-Coluna de troca

28-Tubo de neutralizacao

29-Vapores puros

30-Vapores sulfurosos
F = » 31-Mosto dessulfurizado
— Ao N
—— e N 32-Coluna
|

a. '8 33-Valvula de fecho
{ ngany

o O ¢
1= ~~ -

Ay -

e —{[II

34,35,36-Ingestao/Saida de agua resfriamento

37-Valvula de controlo do mosto
38-Bomba rotativa

39-Esvaziamento

Figura A1-Esquematizacao do Dessulfitador Strassburguer.
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Anexo B Determinacao dos Teores de Anidrido

Sulfuroso Livre e Total

De modo a controlar a qualidade do mosto dessulfitado, sao necessarias analises de hora a hora

a quantidade de sulfuroso total, segundo o seguinte procedimento.

B.1 Determinacao pelo Método de Ripper

B.1.1

>

B.1.2

A\

B.1.3

Determinacao do anidrido sulfuroso livre

De uma garrafa por encetar retirar, com uma pipeta, 25mL de vinho para um balao
Erlenmeyer;

Juntar 3 mL de acido sulfurico 25% e cerca de 2mL de cozimento de amido;

Titular de imediato com iodo 0,02 M até que a coloracao azul, a principio fugaz, persista

durante 10 a 15 segundos (V1).
Determinacao do anidrido sulfuroso total

Adicionar 10 mL de hidroxido de potassio 1 M a um balao Erlenmeyer;

Pipetar 25 mL de vinho para o mesmo balao;

Misturar levemente, sem agitar, rolhar e aguardar 10 minutos para que possa existir
cominacao;

Adicionar 6mL de acido sulfarico 25% e 2mL de cozimento de amido;

Titular de imediato com iodo 0,02 M até que a coloracao azul, a principio fugaz, persista

durante 10 a 15 segundos (V2).

Substancias Interferentes

Visto que, certas substancias sao oxidadas pelo iodo em meio acido, é fundamental avaliar a

quantidade de iodo consumido nessas oxidacoes. Para isso, € necessario combinar o anidrido

sulfuroso livre com um excesso de etanal, antes da titulacao.

>
>

B.1.4

Sendo:

Adicionar a um baldo Erlenmeyer 25mL de vinho e 3 mL da solucao de etanal 7 g/L;
Rolhar e aguardar cerca de 30 minutos e de seguida, titular pelo mesmo procedimento
do anidrido sulfuroso livre (V3).

Ou:

Método Prdtico: Adicionar 25mL de vinho e 2 gotas de agua oxigenada. Agitar e,

seguidamente, titular pelo mesmo procedimento do anidrido sulfuroso livre (V3).

Resultados
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Vi- volume (mL) de iodo 0,02M, gasto na titulacao do anidrido sulfuroso livre;

V- volume (mL) de iodo 0,02M, gasto na titulacao do anidrido sulfuroso total;

V3- volume (mL) de iodo 0,02M, gasto na titulacao das substancias oxidaveis pelo iodo em meio
acido.

Anidrido Sulfuroso Livre

g) (V4 —V3) X 0,02 X 32

$0; jivre (Z = 25

Anidrido Sulfuroso Total

g) (Vz — V3) X 0, 02 x 32

$0; jivre (Z = 25

B.2 Determinacao com Titulador Automatico

B.2.1 Determinacao do anidrido sulfuroso livre

» De uma garrafa por encetar retirar, com uma pipeta, 10mL de vinho para um tubo de
analise;

> Adicionar cerca de 1g de iodeto de potassio e introduzir uma barra magnética no tubo
de analise;

> Colocar o tubo no agitador do equipamento e introduzir o elétrodo na amostra;

» Utilizando as teclas de navegacao do equipamento, selecionar no mostrador a opcao
“Analisar SO2 livre” e carregar em “OK”;

» 0 equipamento devolve o teor de anidrido sulfuroso livre em mg/L;

> Lavar o elétrodo com agua desionizada no fim de cada determinacao.
B.2.2 Determinacao do anidrido sulfuroso total

» De uma garrafa, pode ser a mesma que foi usada na determinacao do anidrido sulfuroso
livre, retirar, com uma pipeta, 10mL de vinho para um tubo de analise;

> Adicionar cerca de 1g de iodeto de potassio e introduzir uma barra magnética no tubo
de analise;

» Colocar o tubo no agitador do equipamento e introduzir o elétrodo na amostra;

» Utilizando as teclas de navegacao do equipamento, selecionar no mostrador a opcao
“Analisar SO2 total” e carregar em “OK”;

» 0 equipamento devolve o teor de anidrido sulfuroso livre em mg/L;

> Lavar o elétrodo com agua desionizada no fim de cada determinacao.
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Anexo C Exemplos de Calculo

C.1 Concentracao de acucares

Através da equacao 4 mostrada no texto principal, € calculado o volume de MCR/Muté que tem

de se adicionar para obter a concentracao de acUcares pretendida.

> Para C=10 g/L, numa garrafa de 750 mL, o exemplo de calculo apresenta-se abaixo:

Vgarrafa [Cagﬁcar i] + VMCR [Ca(;ﬁcar MCR]

[Cactcar ] = Equacio C.1.1

Veinai
0,745 X 4,72 + Vyeg X 0,850

=
10 0,750

(=4 VMCR = 4,7 mlL

C.2 Desvios Padrao

Para todas as amostras foi calculado o desvio padrao associado, através da funcao do excel
“DESVPAD.S”, que apresenta como féormula:
X(x —x)?

Desvio Padrao amostra = |————Equacao C.2.1

(n—-1)

Em que x é a média da amostra e n, o tamanho da amostra.

C.3 Volume a adicionar de HMF

Para as provas sensoriais realizadas, foi necessario adicionar aos vinhos levados a prova, solucao
de HMF, de modo a que se obtivessem concentracdes superiores as concentracoes base que
estes possuiam. Inicialmente preparou-se a concentracao mae de HMF 200 mg/L e a partir desta

realizaram-se os seguintes calculos.

» Para a concentracao de HMF de 0,092 mg/L, calculam-se as massas correspondentes a

esta concentracao ja existente e a concentracao pretendida.

Exemplos de Calculo
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-Calculo da massa da concentracao presente no QA

c=—
v

0,092 m
= =—
' 0,750

< m = 0,069 mg

-Calculo da massa para 1 mg/L de concentracao

& m=0,750mg

Subtraindo uma a outra, obtém-se a massa para se calcular a concentracao necessaria:
Myretendido — Minicial = 0,750 — 0,069 = 0,681 mg

0,681
C =

0,750
< € =0908mg/L

Posteriormente é necessario calcular o volume correspondente a concentracao de 1 mg/L no
vinho QA:

CiVi = Cfo
© 200xV; =1x%0,750
oV, =3,75mL

Por ultimo apenas é necessario correlacionar a concentracao de 1 mg/L com o volume acima:

1m
mg_ 3,75 mL
L
0,908 — X mL
o X =3,41mL

Assim, sabe-se que para se obter a concentracao final de 1 mg/L, teria de se adicionar 3,41 ml
da solucao mae de HMF de 200 mg/L.
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C.4 Resultados provas triangulares

Através da ISO 4120:2004 analisaram-se os resultados para a prova triangular, sendo que todos

os calculos se encontram abaixo.

Para o caso, de 23 provadores, em que 11 acertaram:

e Proporcao que acertou
DPe = % Equacaio C.4.1
Em que:
x- NUmero de respostas corretas

n- Nimero total de provadores

11
& pe=55=048

e Proporcao distinguida
Pa=15%Xp.—0,5 EquacioC.4.2
©ps=15%x048-0,5
© pg =0,22

e Desvio padrao da proporcao distinguida

1 — Pc ~
gs=15X%X |p; X - Equacao C.4.3

1-0,22
23

eo;=15 x\/0,48 X

& 0,=016

e Limite de confianca superior

LCs; =py + (z4 X 05) Equagio C.4.4
& LC; = 0,22 4+ (0,8416 X 0,16)
& LC, =0,35
Em que:
Z4- valor critico da distribuicao normal padrao, para um nivel de confianca de 80%, 0,8416
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e Limite de confianca inferior

LC;, =p,; — (z, X0,;) EquacioC.4.5
& LC; = 0,22 — (0,8416 X 0,16)

& LC; = 0,086
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Anexo D Tabelas de Resultados

D.1 Concentracao de acucares vs condicdes de armazenamento

Foram efetuadas analises a cada duas semanas. Assim, to corresponde ao momento de
armazenamento, ti=2 semanas apos to e assim, sucessivamente para os restantes. Na tabela
abaixo sao entdao apresentados os resultados sob a forma de tabela relativos aos fatores
estudados acima, concentracao de acucares vs condicoes de armazenamento, com o respetivo

desvio padrao associado.

Tabelas de Resultados
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Tabela D1- Resultados da concentracdo de HMF (mgL™"), para os vinhos QA, com diferentes concentracdes de aclcares (gL”), a diferentes

temperaturas de armazenamento, °C, ao longo do tempo.

[HMF] £ 6 / mgL™!

Ca(;Ucares /gL'1 Tarmazenamento /°C
t1 t2 ts t4 ts

20 0,112+7,07x10* 0,231+3,53x10°3 0,305+4,95x10°3 0,433+1,20x102 0,469+7,78x10°
1,5

40 - 1,1524,95x10° 1,93+1,56x102 2,06+6,36x1073 2,42+4,24x10°3

20 0,172+5,66x1073 0,313+7,07x10* 0,374+2,12x10°  0,479+3,54x10-3 0,499+1,06x10
10

40 . 1,16+1,41x103 1,3124,95x103  2,26+1,41x10°  2,53+7,07x10

20 0,673+6,37x10°3 0,855+7,78x10°3 1,08+2,83x10° 1,39+5,66x107 1,41+4,24x10°
20

40 3,30+3,53x10°3 5,72+4,24x1073 7,19+1,34x102 8,53+2,83x1073

20 1,51+8,49x10°3 1,77+2,82x103 1,97+6,36x107 2,35+7,78x1073 2,47+3,11x102
40

40 5,61+1,20x1072 10,4+3,39x102 13,6+2,13x10°7 16,9+10,6x102

20 1,73+4,45%x102 2,89+9,19x1073 3,42+9,90x10°3 3,76+7,07x10* 4,03+7,07x10°3
60

40 8,82+3,54x10?2 16,5+7,32x10" 20,8+8,98x102 27,1+3,04x102

Tabelas de Resultados
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D.2 Técnicas de edulcora¢ao

Tabela D2- Resultados da concentracdo de HMF (mgL™), para os vinhos QA, sujeitos a diferentes técnicas de edulcoracao, MCR e Muté, ao longo

do tempo.
Cagl]cares [HMF] o/ mgL-1
Tipo de edulcoracao
/gL t1 t2 ts

MCR 0,172+5,66x1073 0,313+7,07x10™ 0,374+2,12x1073
10

Muté 0,326+1,27x1072 0,276+1,49x1073 0,425+7,07x10™

MCR 0,673+6,37x1073 0,855+7,78x1073 1,08+2,83x10°
20

Muteé 0,389+1,06x102 0,427+5,66x1073 0,431+5,66x1073

MCR 1,51+8,49x10° 1,77+2,82x10° 1,97+6,36x10°
40

Muteé 0,40+9,90x1073 0,407+3,32x1073 0,451+4,38x1073

MCR 1,73+4,45x10 2,89+9,19x1073 3,42+9,90x10°
60

Muté 0,384+7,07x10™ 0,436+7,78x1073 0,483+5,80x1073

Tabelas de Resultados
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D.3 Percentagem de dessulfitacdao

Tabela D3- Resultados da concentracdo de HMF (mgL™), em vinho SPL, sujeitos a diferentes % de dessulfitacao, 20; 40 e 60, ao longo do tempo.

% [HMF] £ 6 / mgL™"

Dessulfitacao t1 t2 ts t4 ts
20 <LD 0,225+7,07x10° 0,349+1,41x10°3 0,55814,24x10°3 0,731+7,07x10*
40 <LD 0,515+7,07x1073 0,665+1,41x10°3 1,05+2,83x10° 1,28+4,24x10°
60 0,450+1,41x1072 0,665+2,12x1072 0,759+1,77x1072 1,21+1,41x10° 1,56+2,83x10°

D.4 Temperatura de dessulfitacao

Tabela D4- Resultados da concentracdo de HMF (mgL™"), em vinho SPL, sujeitos a diferentes Temperaturas de dessulfitacdo, 100 e 120 °C, ao

longo do tempo.

Temperatura [HMF] + 6 / mgL™’

Dessulfitacao /°C t1 t2 ts
100 0,434+7,07x10™ 0,523+4,95x10°3 0,739+7,78x10°3
120 0,748+1,41x10 0,896+1,41x10 1,08£2,26x102

Tabelas de Resultados
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D.5 Técnicas de producéao

Casal Garcia

Tabela D5- Resultados da concentracdo de HMF(mgL™), para Casal Garcia produto acabado, sujeitos a diferentes temperaturas de armazenamento

20 e 40 °C, ao longo do tempo.

[HMF] = 6 / mgL™"

Tarmazenamento / OC

t1 t2 t; ts4
20 0,513+2,83x1073 0,733+6,36x10°3 0,733+6,36x1073
CG BASE 0,359+1,27x102
40 1,56+3,54x103 3,13+4,23x10°3 3,86+4,17x107?
-3 -2 -2
CG SWEET 40 20 1,06+7,07x10 1,21+1,20x10 1,37+2,19x10
0,817+1,05x10°3
G/L 40 3,96+2,12x107 8,14+4,98x10* 11,9+5,02x10°2
2 -4 3
CG SWEET 60 20 2,11+2,12x10 2,30+8,45x10 2,80+7,57x10
1,92+2,93x10°2
G/L 40 5,09+1,13x1072 11,4+3,25x10 13,6+4,28x102

Tabelas de Resultados
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Aveleda

Tabela D6- Resultados da concentracdo de HMF (mgL™"), para Casal Garcia produto acabado, sujeitos a diferentes temperaturas de

armazenamento 20 e 40 °C, ao longo do tempo.

[HMF] £ o / mgL™!

Tarmazenamento /OC

t t2 t3 t4
20 0,207+4,24x10°3 0,277+1,07x10°3 0,390+6,29x10°3
QA 0,092+2,10x10°
40 0,743+2,83x10°3 1,36+1,04x10 1,76+4,24x10*
20 0,227+1,13x10? 0,258+1,80x10° 0,321+3,54x10°3
Loureiro 4 g/L 0,092+1,37x10°3
40 0,610+3,54x10°3 1,25+1,08x102 2,13+1,69x102
20 0,36742,12x10° 0,41419,49x10° 0,511+1,21x107
Loureiro 8 g/L 0,233+3,22x10°3
40 1,54+2,12x10° 3,4041,36x10? 3,78+3,54x10™
Alvarinho 20 0,180+4,65x10°3 0386+7,67x1073 0,517+3,82x10°3

Tabelas de Resultados
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Anexo E Fichas de Prova

E.1 Prova triangular

FICHA DE PROVA

Al
\(
J )

M X

SN

AVELEDA

TESTE TRIANGULAR

ENSAIO: DATA:

PROVADOR:

Identifique a amostra que considera diferente das restantes.

Identificacao do Teste:
Amostra
Assinale com X a Diferente

Comentarios/Observacoes:

Identificacao do Teste:
Amostra
Assinale com X a Diferente

Comentarios/Observacoes:

Identifica¢do do Teste:
Amostra
Assinale com X a Diferente

Comentarios/Observacoes:

Fichas de Prova 65
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E.2 Prova preferencial

va FICHA DE PROVA
AVELEDA TESTE PREFERENCIAL
ENSAIO: DATA:
PROVADOR:

Ordene de acordo com a sua preferéncia.

Identificacdo do Teste:
Amostra
Ordene de forma preferencial

Comentarios/Observacoes:

Identificacdo do Teste:
Amostra
Ordene de forma preferencial

Comentarios/Observacoes:

Fichas de Prova
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Anexo F

Tabelas

4120:2004

de

probabilidades

ISO

& Fa s

0,240 010 0.05 0,01 0,001
0.20 T 12 16 25 36
0.10 12 15 20 30 43
0,05 &0 % 18 20 23 35 48
o.01 25 30 35 47 62
0,001 3d 43 4R G2 81
0.20 12 17 25 36 &5
0.10 17 25 30 46 &7
0.05 40 % 23 30 40 T TA
0.01 35 47 ] Th 102
0,001 55 it Th 102 130
0.20 20 23 20 G4 ar
0,10 a0 43 B4 B1 119
0.05 30 % 4 53 i3] BE 138
0.01 G2 B2 7 131 131
0,001 B3 120 138 131 233
0.20 33 ik Ed 140 212
0,10 62 E3 112 178 200
0.05 20 % BY 117 147 213 305
o.01 136 176 211 292 a7
0,001 rair 257 3gz 396 513
0.20 148 238 325 529 1@
0.10 240 34E 457 233 1011
0.05 10 % 325 447 H72 a28 1181
0.01 525 38D 324 1132 1 534
0,001 803 ] 1185 1530 1892

Figura F1-NUmero de provadores necessarios para o teste triangular.

Tabelas de probabilidades ISO 4120:2004
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o o
" 0,20 a0 0,05 0,01 0,004 8 0,20 0,10 0,05 0,01 0,001
5] 4 5 L] g — 27 12 13 14 16 12
7 4 5 5 [ T 23 12 14 15 16 12
g bl 5 g T E 249 13 14 15 17 ig
g B G g T B 30 13 14 15 17 19
i0 L 5] T o f
a 14 15 id 1H 20
i1 L T ¥ o 10 3z 14 15 id 1H 20
iz L T a a 10 33 14 15 i7 1H 21
13 T o 8 a 11 34 15 16 17 18 21
14 T b= B il i a5 15 16 i7 18 22
15 B o e il 12
26 15 17 13 20 22
id B a O 11 12 42 18 149 20 X2 25
17 B a 10 11 13 43 20 21 22 28 27
i3 | il 10 i2 13 54 22 23 25 27 an
19 a il 11 12 14 &0 24 20 27 ad 33
20 a il 11 i3 14 Lils 20 25 20 32 a5
21 1] i 12 i3 15 T2 28 a0 32 34 3z
22 10 11 12 14 15 Ta 30 a3z 34 ar 40
23 11 iz 12 14 16 B4 33 a5 30 38 43
24 11 iz 13 15 16 |0 35 ar 38 42 45
25 11 12 13 15 17 BeE a7 a9 41 a4 43
28 12 i3 14 15 17 102 35 41 43 45 50
MOTE 1 \aluwes in the table are exact becauss they are based on the binomial distribution. Forvalues of k not in the table, compate
approximate values for the missing entries based on the nomal approgimation to the binomial as follows. Minimum nomber of
responses ()= nearest whole number greater than
E=in3)+ .,.tﬁ
where
z vares with the significance level as follows: 084 for a=020; 129 for ==010; 184 for a=003 2,33 for =-=001;
3,00 for & =0,001.
MOTE 2 Valwes of & < 1B are usually mot recommended for a triangle test for a difference.
MOTE 3 Adapted from Reference [11].

Figura F2- Nimero maximo de respostas corretas, necessarios para que duas amostras

sejam similares.
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z 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
0.0 | 0.5000  0.5040  0.5080 05120 05180 05199 05239 0.5279  0.5319  0.5359
01| 0.5338  0.5438  0.547%  0.5517  0.5557  0.5538 0.563  0.5675  0.5714  0.5753
0.2 | 0.5793  0.5832 05871 05910 05348 05987 06026 06084 06103 06141
0.3 | 06179  0.6217  0.6255  0.6293 06331 06368 06406 06443 06480 0.6517
0.4 | 0.6554  0.6591 06828 06684 06700 06736 06772 06808 0.6844  0.6879
0.5 | 0.6915  0.6950  0.6985 07019 07054 07088 07123 07157 07190 0.7224
0.6 | 0.7257  0.7291 07324 07357 07389 07422 07454 07486 07517 0.7549
0.7 | 0.7580  0.7811 07842 07673 07704 07734 07764 07794 0.7823 0.7852
0.8 | 0.7881  0.7910 07939 07967 07995 0.8023  0.8051  0.8078  0.8106  0.8133
0.9 | 0.8159  0.818  0.8212  0.823%  0.8254 08289 08315 08340 0.8365  0.8389
1.0 | 08413  0.8438  0.8451  0.8485 08508 08531 0.85%4  0.8577  0.8599 0.8621
11| 0.8843  0.8885  0.8886 08708  0.8729  0.8749 08770 08790 0.8810  0.8830
1.2 | 0.88439  0.8889  0.8888  0.8907  0.8925  0.894% 08962  0.8980  0.8997  0.9015
1.3 | 09032 09049 09085 09082 09099 09115 05131 09147 09162 0.9177
14| 09192 09207 09222 0923 09251 09285 09279 09292 0.9306  0.9319
1.5 | 09332 0.9345 09357 09370 09382 09394 09406 09418 0.9428 0.9
1.6 | 0.9452  0.943  0.9474  0.9484  0.9435  0.9505  0.9515  0.9525  0.9535  0.9545
1.7 | 0.9554  0.95%84  0.9573  0.9532 09531 09539 09808 0.9616  0.9625  0.9633
1.8 | 0.9841  0.9849  0.985%  0.9884 09571 09878 09686 0.9693 0.9693 0.9706
19| 059713 09719 0873 08732 049738 0974 05750 0.975%  0.9761  0.9767
20| 05772 05773 09783 09788 09733 09798 09803 09808 09812 0.9817
21| 09821  0.982% 09330 09834 09838 09842 0984 09850  0.9854  0.9857
22| 09881 0.9884 09888 09871 09875 09878 09881 0.9884  0.9887  0.9890
23| 09893 0989 09838 09901 09904 09908 09908 0.9911  0.9913  0.9915
24| 09918  0.9920  0.9922 09924 09927 09929 09931 0.9932  0.9934 0.993
25| 09933  0.9940 09941 09943 09945 09396 09948 09948  0.9951  0.9952
26| 09953  0.9955  0.935%  0.9957 09958 09980 09961  0.9962 0.9963  0.9954
27| 0995 0.9%6 09957 09968 09989 09970 09971 09972 0.9973 0.9974
28| 09974 09975 0997 09977 09977 09978 09979 0.9978 09380 0.9981
29| 09331 09382 09982 09983 09984 09984 09985  0.9985  0.9986 0.9986

Figura F3- Valores da distribuicao normal.
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Anexo G Implementacao do método

espetrofotomeétrico

De modo a tentar implementar o método de espetrofotometria na Aveleda, através de alguns
ajustes do método do OIV , decidiu-se criar uma gama de concentracdes entre os valores
encontrados por HPLC, 0.02-15 mgL™".

As condicoes de operacao foram os 550 nm e o espetrofotometro € o representado na figura

abaixo.

Figura G 1- Espetrofotometro da Aveleda, Jasco V530

Foram criados entao 6 solucdes padrao, partindo de uma solucao mae, no entanto o valor mais

baixo assumiu absorvancia zero, nao sendo por isso incluido na reta abaixo.
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0,08
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Figura G2- Curva de calibracao para o método de espetrofotometria de analise do HMF

Com a equacao da reta acima, ainda se testou uma concetracao de um vinho conhecida

(determinada anteriormente por HPLC).

No QA, armazenado a 40 °C, a absorvancia medida foi de 0,0126, obtendo-se uma concentracao

de 2,67 mg/L, sendo que quando determinada por HPLC foi de 2,42 mg/L

Implementacdo do método espetrofotométrico 71



