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NORMAS PARA A ELABORACAO DE UM RELATORIO

> Titulo: Deve ser breve e conciso.

> Resumo: Deve conter o essencial do trabalho, nomeadamente os resultados

experimentais mais relevantes.

» Introducdo: Uma breve iniciagdo ao problema em estudo, fazendo uso se
possivel a referéncias bibliograficas, onde se assinala o interesse da
experiéncia, a sua importancia, a sua utilidade, o seu fundamento. No
fundamento dos métodos deverdo ser referidas as reacbes que ocorrem e

gue nos permitem identificar as substancias a pesquisar.

» Parte experimental: Contém a indicacdo e descricao respetiva dos aparelhos
ou da montagem usada, dos reagentes utilizados e do método experimental
seguido. explicar de forma breve as observacbes mais importantes.

Apresentar os calculos necessérios para a preparacdo de solugoes.

» Resultados: sédo descritos os resultados das experiéncias, preferencialmente

sob a forma de gréfico e /ou tabelas.

» Discussao/Conclusfes: Juntamente com os resultados, constitui a parte mais
importante de todo o relatério. Faz-se a analise dos valores mais relevantes,
comparando-os com outras metodologias semelhantes. Comentar a precisao

e exatiddo sempre que possivel. Apontar possiveis causas de erros.

» Bibliografia: Contém a lista dos livros, artigos ou sitios da internet citados ao

longo de todo o trabalho.
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1. ACIDEZ VOLATIL TOTAL

1.1 Definicdo: A acidez volatil € constituida pelos acidos organicos da série gorda
CnH2n02, quer no estado livre quer na forma salificada. O acido acético € o mais
abundante nos vinhos, acompanhado por pequenas quantidades dos acidos butirico

e propibnico.

1.2 Principio do método: A separacéo dos acidos volateis é feita por arrastamento de

vapor de agua, seguida de destilacdo e condensacdo. A titulacdo é efetuada usando
fenolftaleina como indicador. Devem-se tomar as precaucfes necessarias para
evitar a presenca de gas carbonico no destilado.

(Nota: A determinacao deve ser efectuada o mais rapido possivel apos a abertura da

garrafa.)

1.3 Reagentes e Aparelhos:

e Agua destilada isenta de CO,.

e Solucdo alcodlica de fenolftaleina (1g/100mL) : Num baldo de diluicdo de
100mL, dissolver 1g de fenolftaleina em quantidade suficiente de etanol 95% e
perfazer o volume.

e Solucdo de NaOH a 0.1M.

e Cozimento de amido (5g/L): A 5g de amido soluvel adicionar uma pequena
quantidade de agua fria, de modo a obter uma pasta fluida, que se adiciona a
1L de &4gua em ebulicdo. Manter a ebulicdo durante 5 min. O cozimento de
amido é utilizado frio, e deve ser limpido.

e Solugéo de H,SO425% (V/v).

e Solucéo de iodo 5% (m/v).

e Aparelho de destilacdo, Cazenave-Ferré. Este aparelho garante que o vapor
produzido esta isento de CO,, e que 99.5% do acido aceético do vinho &

arrastado.
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1.4 Procedimento Experimental:

1° Num erlenmeyer colocar 300 mL de agua destilada.

2° No recipiente de destilacdo (tubo de sellier), colocar 20 mL de vinho e 0,59 de
acido tartarico .

3° Tapar a saida do ar.

4° Iniciar a destilacdo (abrir a torneira da agua fria para se dar a condensacao);
guando a agua do erlenmeyer comecar a ferver destapar a saida de ar. Terminar a
destilacdo quando se recolher 100 mL de destilado.

5° Adicionar 3-4 gotas de fenolftaleina.

6° Titular com uma solucdo de NaOH 0.1 N (Vnaon ) até ao aparecimento da

coloracéo rosa.

1.5 Resultados:
A acidez volatil corrigida é expressa em gramas de acido acético por litro, e é
obtida pela seguinte expressédo: ac. volatil = 0.3 xVyaon. O resultado é dado com

duas casas decimais.
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2. ACIDEZ TOTAL

2.1 Definicdo: A acidez total é o conjunto de todos os acidos existentes no vinho,
quer destilem (acidos volateis) ou nao (acido fixos) e que séo titulaveis quando se
leva o pH do vinho a 7; acido carbdnico e o anidrido sulfuroso livre e combinado néo
estdo compreendidos na acidez total.

2.2 Principio do método: Titulacdo dos acidos por uma solucéo alcalina, usando uma

solugéo de azul de bromotimol como indicador.
2.3 Reagentes:

e Agua destilada.

e Solucdo de azul de bromotimol (ABM): 4g de ABM séo dissolvidos em 200mL
de alcool neutro; juntam-se 200mL de agua e depois cerca de 7,5mL de
NaOH, até se obter uma coloracdo azul-esverdeada. Completa-se até aos
1000mL com &gua.

e Solucdo de NaOH 0,1N.

2.4 Procedimento Experimental:

1° Num erlenmeyer juntar:

- 10 mL de vinho, medidos com pipeta de precisao.

- 25 mL de agua destilada. (no caso de amostras pouco coradas podem nédo ser
adicionados)

- 1 mL de azul de bromotimol.
2° Titular com uma solugdo de NaOH 0,1N (V(naow)). O ponto de viragem é marcado
pela mudanca de cor para azul esverdeado.

2.5 Resultados:
A acidez total é expressa em gramas de acido tartarico por litro de bebida. O
valor é obtido pela expresséo: ac. total = V(naon) X 0,75 e € dado com duas casas

decimais.
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3. ACIDEZ REAL ou pH

3.1 Definicdo: O pH de uma solucdo define-se como sendo o logaritmo da

concentracgéo hidrogenionica. Matematicamente: pH = - log[H™].

3.2 Principio _do método: Determinacdo da diferenca de potencial entre dois

eléctrodos mergulhados numa solucéo (vinho ou mosto). Um dos eléctrodos tem um
potencial que é funcao definida do pH da solucdo, o outro tem um potencial fixo e
conhecido - eléctrodo de referéncia.

3.3 Aparelhos e Reagentes:

e Solucdes tampao de pH’'s 2,56 e 3.99.

e Potenciémetro.

3.4 Procedimento Experimental:

1° Calibrar o potenciometro com as duas solu¢des tampao.
2° Mergulhar o eléctrodo na amostra (vinho ou mosto), e ler o valor de pH.
3.5 Resultados: o pH é obtido por leitura directa, e € expresso com duas casas

decimais.
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4. SULFUROSO LIVRE, COMBINADO E TOTAL (Método Ripper)

4.1 Definicdo: Chama-se anidrido sulfuroso livre dos mostos, ou vinhos, ao sulfuroso
que se encontra no estado SO, ou nos estados H,SO3;, HSO3 e SOs*. Sulfuroso

total € a soma do sulfuroso livre mais o sulfuroso combinado.

4.2 Principio do método: A determinacdo da fraccdo livre baseia-se na titulacdo

iodométrica directa em meio &cido, utilizando solu¢cdo de amido como indicador. A
determinacdo do SO, combinado baseia-se na titulacdo iodométrica em meio acido
apos dupla hidrélise alcalina e oxidacéo do SO, livre na primeira etapa.

(NOTA: Esta determinacdo deve ser efectuada o mais rapido possivel apds a
abertura da garrafa.)

4.3 Reagentes: Cozimento de amido a 5g/L; Solucédo de H,SO4 a 10% (v/v); Solucéo
de iodo a 0,05N; NaOH 4N (ou 16% m/v)

4.4 Procedimento Experimental:

1. Num erlenmeyer de 500 mL, colocar 50 mL de vinho, 3 mL de solu¢do de acido
sulfurico (10% v/v) e 5 mL de cozimento de amido.

2. Titular com solucédo de iodo (0,05N) até ao aparecimento persistente de cor azul
durante 10-15s. Registar o0 volume (vy)

3. Ao erlenmeyer adicionar 8 mL de hidroxido de sédio 4N, agitar uma vez e deixar
em contacto durante 5min.

4. Juntar 10 mL de H,SO4 (10% v/v) e agitar.

5. Titular imediatamente com a solucdo de iodo. Registar o volume (v2)

6. Adicionar 20 mL de NaOH 4N, agitar uma vez e deixar em contacto durante 5min.
7. Adicionar 100 mL de agua destilada fria e agitar.

8. Juntar 30 mL de H,SO,4 (10% v/v) e agitar.

9. Titular imediatamente com a solu¢do de iodo. Registar o volume (v3)

4.5 Resultados:
SO, livre =32 x V1 (mg/L)
SO, combinado = 32 x (V2 +V3) (mg/L)
SO, total = 32 x (V1 + V2 +V3) (mg/L)
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5. DETERMINACAO DO TEOR ALCOOLICO

5.1 Definicdo: Teor alcodlico ou grau alcodlico, sdo designacbes para definir a
quantidade de alcool contida numa bebida (neste caso vinho ou mosto). Grau
alcodlico é o volume de etanol puro em 100 volumes, medidos a mesma temperatura
(aparentemente 20°C).

5.2 Principio _do método: Determinacdo da temperatura de ebulicAo do vinho,

intermédia entre a da agua e a do etanol e directamente relacionada e dependente

do respectivo teor alcodlico em volume.

5.3 Equipamento: ebulibmetro; régua ou circulo ebuliométrico.

5.4 Procedimento Experimental:

1. Encher o reservatoério do ebulidmetro com agua, de modo a que a agua nao
toque no termdémetro.

2. Ligar a 4gua de refrigeracéo e o aquecimento, para determinar a temperatura
de ebulicdo da agua.
Esvaziar o reservatorio.

4. Acertar o zero na régua ebuliométrica.
Encher o reservatoério do ebuliémetro com vinho, de modo a que a ponta do
termémetro fique imerso no vinho.

6. Determinar a percentagem de 4&lcool no vinho com recurso a régua

ebuliométrica.
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6. INDICE DE POLIFENOIS TOTAIS (IPT)
6.1 Principio do método: Os vinhos tintos absorvem consideravelmente radiacdo UV,

com um maximo de absorvéncia 280, devido essencialmente a presenca de grupos
benzénicos, caracteristicos dos compostos fendlicos.
O método também é aplicavel a vinhos brancos, mas para diluicdes mais pequenas

pode ocorrer a interferéncia de substancias nado fendlicas.

6.2 Material: células de quartzo de 1cm e espectrofotbmetro de UV-Vis

6.3 Procedimento experimental:

- Diluir o vinho 1:100, e ler a absorvancia a 280 nm, em células de quartzo de 1cm.

6.4 Resultados
IPT = Abs 280 x 100
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7. CINZAS

7.1. MATERIAL:

- Cadinho de porcelana (ou platina) de 50 ml

- Pipeta volumétrica de 25 mL
- Banho-maria

- Exsicador

- Balanga analitica

- Mufla

- Bico de Bunsen.

7.2. PROCEDIMENTO:

- Aquecer o cadinho a 550°C durante 10 minutos, arrefecer no exsicador e pesar
(m1).

- Pipetar 25 ml da amostra no cadinho, evaporar até secura no banho-maria fervente
(tomar cuidado para n&o deixar espirrar a amostra).

- Queimar em Bico de Bunsen

- Levar o cadinho a mufla a 550°C * 25°C, até que as cinzas figuem brancas.

- Arrefecer no exsicador e pesar (m2)

7.3. CALCULO

As cinzas sdo expressas em gramas por litro de amostra pela
formula:

Cinzas (g/L)= 40 x (m2-m1)
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8. DETERMINACAO DO EXTRATO SECO TOTAL

8.1.Definicdo: Extracto seco total é definido como sendo o conjunto de todas as

substancias que, em determinadas condicdes fisicas ndo se volatilizam.

8.2. Método Indirecto:

Método Tabarié-Girard (método oficial O.1.V. / portugués)

Procedimento experimental:

O extracto seco total € calculado indirectamente a partir do valor da densidade do

residuo seco sem alcool (formula de Tabarié):

Dr = dv-da + 1.0000

Onde:
Dr= densidade relativa do residuo sem alcool a 20°C
dv= densidade do vinho a 20°C
(deve ser corrigida em fungéo da acidez volatil: d-0,0000086xav
miliquivalentes/L)
da= densidade da mistura hidroalcoodlica, com a mesma percentagem de etanol
do vinho a 20°C (tabela 1 da NP 753)

ou

Dr = 1,0018 (Dv-Da) + 1,00

Dv: massa volumica do vinho a 20°C

Da: massa volumica da mistura hidroalcoodlica, com a mesma percentagem de etanol
do vinho a 20°C

Resultados:
O teor em extracto seco determina-se pela tabela seguinte (NP2222):
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Densidade Terceira casa decimal da densidade
ate a
segunda 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
casa Gramas de estrato contidas em 1 litro
decimal
1,00 0 26 | 5,1 | 7,7 [10,3[12,9 [ 15,4 [ 18,0 [ 20,6 | 23,2
1,01 25,8 | 28,4 | 31,0 [ 33,6 | 36,2 | 38,8 | 41,3 [ 43,9 | 46,5 | 49,1
1,02 51,7 | 54,3 | 56,9 | 59,5 | 62,1 | 64,7 | 67,3 | 69,9 | 72,5 | 75,1
1,03 77,7 | 80,3 | 82,9 [ 85,5 | 88,1 | 90,7 | 93,3 | 95,9 | 98,5 [101,1
1,04 103,7(106,3(109,9|111,6|114,2|116,8|119,4|122,0|124,6(127,2
1,05 129,8|132,4[135,0(137,6 |140,3|142,9[145,5[148,1[150,7|153,3
1,06 155,9/158,6/161,2|163,8|166,4/169,9]/171,6|174,3[176,9/179,5
1,07 182,1|184,8|187,4|190,0|192,6/195,2 |197,8|200,5|203,1205,8
1,08 208,4/211,0/213,6(216,2[218,9[221,5[224,1[226,8[229,4[232,6
1,09 234,7/237,3/239,9(242,5(245,2[247,8]250,4[253,1[255,7[258,4
1,10 261,0/263,6|266,3|268,9|271,5|274,2|276,8|279,5|282,1[284,8
1,11 287,4]290,0[292,7[295,3[298,0[300,6|303,3|305,9[308,6[311,2
1,12 313,9/316,5|319,2|321,8|324,5|327,1/329,8|332,4|335,1|337,8
1,13 340,4|343,0|345,7348,3[351,0|353,7|356,3|359,0|361,6|364,3
1,14 366,9|369,6/372,3[375,0[377,6/380,3382,9(/385,6[388,3[390,9
1,15 393,6/396,2[398,9/401,6404,3[406,9]409,6(412,3[415,0[/417,6
1,16 420,3/423,0/425,7(428,3/431,0[433,7[436,4[439,0[441,7[444,4
1,17 447,11449,8|452,4455,2 |457,8 |460,5 |463,2 |465,9|468,6|471,3
1,18 473,9/476,6/479,3|482,0/484,4]487,4]490,1[492,8[495,5[498,2
1,19 500,9|503,5|506,2 |508,9|511,6|514,3|517,0|519,7|522,4|552,1
1,20 527,8/530,5/533,2[535,9/538,6|541,3|544,0|546,7|549,4[551,2
TABELA DE AJUSTE

43 decimal Gramas de | 4@ decimal | Gramas de | 42 decimal Gramas de

da extrato 1 da extrato 1 da extrato 1
densidade litro densidade litro densidade litro

1 0,3 4 1,0 7 1,8

2 0,5 5 1,3 8 2,1

3 0,8 6 1,6 9 2,3

8.3. Método Directo:

Material: - C4psula cilindrica de fundo chato de 70 mm de didmetro e 20 mm de
altura, Estufa, Banho-maria, Exsicador, Balanca, Pipeta volumétrica de 25 mL.

Procedimento experimental:

- Levar uma capsula a estufa a 105°C, arrefecer no exsicador e pesar (m1).
- Pipetar 25 mL da amostra para a capsula.
- Evaporar lentamente em banho-maria a 100°C durante 3 horas
- Colocar na estufa a 105°C por 30 minutos.
- Arrefecer no exsicador e pesar (m2)
8.3. Calculo:
Extrato seco (g/L)= 40 x (m2-m1)
Nota: No caso de amostras com alto teor de extrato, pode-se efetuar diluicdo da

amostra.
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9.ACOMPANHAMENTO DA FERMENTACAO MALOLACTICA:
CROMATOGRAFIA EM PAPEL

9.1 Introdugéo

A fermentacdo malolactica (FML) consiste na transformacdo do acido malico em
acido lactico e é levado a cabo pelas bactérias lacticas. Pode ocorrer durante a
fermentacdo alcodlica ou posteriormente. A FML realiza-se para melhorar a
qualidade dos vinhos, sobretudo em vinhos tintos e vinhos acidos. A FML produz
uma diminuicdo da acidez e modificacdo de sabores e aromas. Caso nao se controle
a sua ocorréncia da FML, pode dar-se apds o engarrafamento, originando a
formacao de gas tornando o vinho desagradéavel.

A cromatografia em papel € uma técnica que permite avaliar se a FML ja
decorreu, pela determinacgéo da presenca/auséncia do acido malico e do lactico.

O &cido tartarico (Rf = 0,1 a 0,2), o acido malico (Rf = 0,4 a 0,6) e os acidos
lactico + succinico (Rf = 0,8 a 0,9) sédo separados por cromatografia de papel. Em
presenca de azul de bromofenol, os acidos séo revelados por manchas amarelas
sobre fundo azul. Por comparacao visual da intensidade e da diminuicdo da mancha
com os correspondentes a padrdes de teor conhecido é possivel avaliar o teor em

acido malico da amostra.

9.2 Reagentes Material e Equipamento

- Solugcdo de bromofenol em n-butanol: 1 L de I-butanol + 1g de azul de
bromofenol

- Solucéo aquosa acido acético a 50%: 500 mL de acido acético + 500 mL agua
destilada

- Solucbes padrao de acido D-L-malico:

19, 2g e 3 g/L em etanol a 15% (v/v) + 5 g/L de formol (ou cristais de timol).

Estas solu¢cbes devem ser conservadas em frigorifico.

- solvente revelador: 50 mL da solucéo de bromofenol e 20 mL da solucéo de
acido acético

- Papel de cromatografia Whatman n° 1

- Campanula de vidro para cromatografia (c= 18,-19 cm; h = 25 cm)

- Tina de vidro para cromatografia (c = 15 cm; h =6 cm)
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15.3 Procedimento Experimental

Preparacdo da cAmara de cromatografia:
Colocar dentro da tina o solvente revelador e tapar com a campanula.

Preparacdo do papel de cromatografia

Num retangulo de papel Whatman n° 1 (h = 23 cm; 1=25 a 40 cm), tragar com um
lapis uma reta paralela ao lado a 4 cm do fundo. Sobre esta reta marcar a lapis,
pontos espacados de 3 cm, indicando os locais onde se depositard com a ajuda da
micropipeta de 2 uL a amostra a analisar e as solugbes padrdao. Em amostras
contendo pequenas quantidades de acido maélico, a sensibilidade pode ser
aumentada com a deposigéo de 5 ulL (figura 2).

Apoés secagem das solucbes depositadas, o papel € enrolado na forma cilindrica
e mantido nessa posicao através de 2 agrafes de aluminio, tendo o cuidado de néo

permitir que as extremidades da folha de papel figuem em contacto.

Migracao e revelacdo

Colocar o cilindro de papel na camara de cromatografia, fechar e deixar o
solvente revelador subir por capilaridade. Quando a frente do solvente chegar a
cerca de 2 cm da parte superior (cerca de 7horas) retira-se e seca-se o papel
pendurado em local arejado e isento de vapores. A secagem faz com que o papel
passe do amarelo ao verde e depois a azul e as manchas amarelas correspondentes
aos acidos aparecem na folha.

Os &cidos separam-se pela seguinte ordem ascendente: &cido tartarico, acido

malico e &cido lactico + succinico (figura 2).
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Figura 2: representacdo esquematica de uma cromatografia de papel de 5 amostras e 3 padrdes.
Legenda: 1-Mosto; 2-Fermentagdo alcodlica 3-inicio da FML; 4-FML a meio; 5-FML completa

9.4 Resultados

A avaliacdo semi-quantitativa do acido malico é feita, por comparacao visual da

intensidade e dimensdo da mancha da amostra com as correspondentes as

solugdes padréo.

O resultado é expresso em g/L com uma reprodutibilidade de +0,5 g/L.
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