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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Usualmente as caracteristicas cromdaticas dos vinhos sdo quantificadas pela
intensidade e pela tonalidade da cor. Para tal, recorre-se a métodos instrumentais
de analise.

- Espectrofotometria de UV-Vis e infravermelho.

Exemplos de determinagoes em vinhos que recorrem a esta metodologia:
° Intensidade e tonalidade da cor;
° Polifendis totais;
° Antocianas e taninos totais;
° Antocianas coradas;
° Pigmentos poliméricos;
° Determinacao de compostos especificos e individuais.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Fundamentos:

* Verifica-se que um feixe de luz branca ao atravessar uma cuvete
(usualmente de quartzo) contendo um liquido, a radiagdo emergente sera
menos intensa que a incidente.

* A reducdo é devida a reflexdo na superficie da cuvete, a dispersdo devido a
presenca de particulas em suspensdo e fundamentalmente a absor¢do da
energia pelo liquido.

* A absor¢do da energia nas regioes do espectro do visivel e ultravioleta,
depende do numero e da forma como se encontram distribuidos os electroes
das moléculas.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Tabelz 2.1 — Regides do espectro eletromagnético®

Limites de comprimento de onda Biniitesde

Limites de .
~ Metros R niimero. de
Nome Unidades - [fregiléncia, Hz** - onda, cit1**
usuais f W
Raios X 10-%{PA 107107 S (s
- - 1
* Ultravioleta afastado 10-200 nm 10 :-2x1.0 L 3 12:-;?5 3 "

Ultravioleta proximo 200-400 nm 2% 10774,0x 10 104°-7,5 %
Visivel 400-750nm  40x 1077=7,5x 1077 7.5% 10M40x 10 25.800-13.000

Infravermelho proximo*** 075-25p  T.5% 10-7-2,5x 107 40x 10“:—!:,2 % IQ” 13.000-4.000
lufravermelho médio™* 25504  25x1074-50% 1075 1210160 % 102 4000-200 .

Infravermelho afastado™® 50-1000p  S0x107*-1x 107 sxm“-w:* 200-{0-I
Microondas 01-100em  1x%107°-] 104110/ 10-10

Ondas de radio ~ 1-1000m 1-10° 10°-10°

i G
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis
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Figura 227 — Relagdes de poténcia em um fotdmetro de feixe duplo. Admite-se que P,, poténcia.da
fonte seia ioual nas duas celas; P, passa pela referéncia; P, pela solugao da amostra

Designa-se por caracteristicas cromaticas dos vinhos, a sua
luminosidade e a sua cromaticidade.

Luminosidade mssss==) Transmitancia
Cromaticidade mmmm==) Comprimento de onda dominante (A)
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Equipamento:
- Fonte de radiagdo;
- Controle de intensidade;
- Controle de comprimento de onda;
- Recipiente da amostra;
- Recetor;
- Indicador.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Fenda de saida

Prisma (Elemento de
dispersdo)

Fenda de Entrada \

Fonte de Luz
(Fonte da radiagdo)
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia
]

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia
- J

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

- Fonte de radiagdo

Deve de apresentar uma luz constante, com um dado
comprimento de onda.

O feixe de luz produzido, deve ter uma poténcia radiante
suficiente de forma a seja realizada a detegdio.

Ladmpada de Deuterium -=----——-- regido do ultravioleta
Ladmpada de Tungsténio =—-——---- regido do visivel
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis
- Controle de comprimento de onda (filtros)

Utilizam-se filtros o6ticos, que vdo reter um determinado comprimento de
onda, excetuando a banda de radiagdo que se pretende. Um dos mecanismos,
consiste em monocromadores, que permitem uma separagdo estreita da faixa
espectral de trabalho.

Cubeta Contendo

Fenda de saida

Monocromader

Fonte de luz
| Detector

1, 1

Prisma (Elemento de

dispersdo)
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

- Controle de comprimento de onda (filtros)

Os monocromadores, sdo ulilizados em situacoes de radiacdo bastante
complexa, permitindo uma separacgdo estreita da faixa espectral de trabalho.

- Recipiente da amostra = L
" e o
Utilizam-se usualmente N
recipientes de quartzo i _,
ou de pldastico (algum __ % | 1
erro). ‘ '
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

, Seletor de
ﬂ;:::gfl" Cempriments de Ondo Detector
(Fenda de Possagem) (Fotocdlula)
Monocromader Sol de Amost Mostrador
Fonte de Luz (Prisma au espelhe grating {ﬁm :u u::lsum Drigital

ou grode de Jifragdo) adequads ou cuvete)
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Policromador - Grating

Capacidade de detetar varios comprimentos de
onda simultaneamente.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

* O comprimento de onda de absorcdo maxima de um composto fornece
informagoes sobre o tipo de liga¢coes entre as moléculas de um dado composto.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Table 1. Identilies and concentration of compounds found in Exiract 4 “Anthocyanes

Peak No. | Rt (min) | Amax (nm) | Compound Ca
L ) 270 Geflioghid " L0

&) 5 280 Procyan din iriider C2 , - = _ ;
i 6.6 280 | (Epi)catechin-(epi)gallovatechin M.P. Prodanou et al. | Food Chemistry 90 (2005) 585-596
4 8.2 230 Unknown ( possible catechin-catechin sulpate)
5 T 280 Procyanidin tetramer ' ; 123 5%
6 i 280 - [‘Procyanidin dimer (B1) ) % 88
7 124 515 Delphinidin-3-glucoside 5 defn, e s
8 13.85 280 Catechin plus Procyaitidin (rimer :
9 14.8 S5 Cyanidin-3-glucoside
10 16.0 515 Petunidin-3-glucoside i)
11 16.1 280 Procyanidin (rimer TiE A
12 16.5 280 Progyanidin dimer (B2)

13 18.1 280 Epicatechin :

14 18.4 515 Peonidin-3-glucoside
15 1393 575 Malvidin-3-glucoside

| 16 20.1 280 Procyanidin trimer =~

(17 234 515 | Vitisin A ;
18 23.6 365 Myricetin-3-glucoside | o @
19 S Peonidin-3-acetlyglucoside
20 27186 515 Malvidin-3-acetylglucoside
il 283 365 Quercetin-3-glucuronide

kel 30.3 515 Malvidin-(caffecyl)glucoside

|23 512 515 Petunidin-3-(p-coumara y1)glucaside
24 337 515 Peonidin-3 (p-coumaroyl)glucoside

25 34.1 515 " | Malvidin-3-(p-coumaroyl)glucoside
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

* A andlise quantitativa da absor¢do de energia radiante pela matéria encontra-
se regida pela lei de Beer.

* Incrementos sucessivos no nUmero de moléculas de igual poder de absorgdo
situadas no percurso de um feixe de radiagdo monocromatica absorvem iguais
fracoes de energia radiante que os atravessou.

A = a.b.c

A — absorvdincia (caracteristica da amostra)

a — constante (absorvidade, caracteristica da substancia)
¢ — concentragdo

b — comprimento do percurso

LICENCIATURA ENGENHARIA AGRONOMICA

Anténio M. Jorddo CURSO ESPECIALIZACAO TECNOLOGICA EM VITICULTURA E ENOLOGIA




Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Sistema de medig¢do da cor pelo sistema L*, a*, b*
(CIE, 1976 ou CIELAB), representa melhor a L*
perce¢do do olho humano relativamente a cor.

L* - luminosidade (0O = preto, 100 = branco);
a* > 0 = vermelho/pUrpura;

a* < 0 = verde;

b* > 0 = amarelo;

b* < 0 = azul;

a* = b* = 0 = cor cinzenta
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

CIELAB
Illuminant 10° : -Source C
Sample 1 2M1
X = 92.87 ‘Keiiow& {Light)
¥ = 93,69 e wdol L=1021.0
E = 108.41 = "lT
x = 0.3149 / : 1
y = 0.3175 i
z = 0.3675 gy
L = 97,56 5
2 3.06 3
b = @23 —
c = 3.06 e
h = 0.08 L= 0.0
{Daxrk)
. 2M1
nm T nm T nm 2T nm 2T

380 90.09 480 92.77 580 85.88 680 99.01
390 91.38 480 92 30 590 96.77 698 88,11
400 92.50 500 93..63 600 97.88 700 S5.22
410 93.41 510 90.85 B810 97.66 710 99.27
424 93,14 520 90.49 620° 98.14 720 95.29
430 93.68 530 90.44 €30 98.34 730 g5:31
440 93.64 540 91.02 640 95 57 740 99.°34
450 93.42 550 S2.11 650° 98.82 750 ' 29,38
480 93.85 560 93.49 660 95.04 760 99.38
470 93609 570 94 .40 670 96.04 770 99.47
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de UV-Vis

Table 1 Evolution of chromatic coordinates (medium values of duplicate measurements) using CIELAB method in different model
wine solutions containing malvidin-3-glucoside, (+)-catechin, and oak extract during 68 days of storage.

Chromatic coordinate evolution
(storage days)

L* a* b*
Model wine solutiens 1 24 68 1 24 68 1 24 68
Influence of oak extract
Malvidin-3-glucoside alone 96.79 9768 9756 4.22 343 308 -0.19 -0.10 023
(+)-Catechin alone 99.77 100.26 99.85 -0.07 -001 00 0.85 038 025
Oak extract 97.85 94 31 9365 -052 -289 -250 503 2650 3594
Malvidin-3-glucoside + (+)-catechin 99.63 9879 97.89 067 147 147 -0.21 017 022
(+)-Catechin + oak extract 96.98 9455 9356 -235 -230 -190 2506 2494 2791
Malvidin-3-glucoside + oak extract 96.13 8016 79.80 797 502 -0.03 3.72 31.0 3265
Malvidin-3-glucoside + (+)-catechin + oak extract 9409 9199 8539 70 086 041 169 661 7.57
Influence of oxygen
Malvidin-3-glucoside + oxygen 9929 9935 99.41 497 079 076 024 010 0.42
Malvidin-3-glucoside + nitrogen 99.13 9891 9897 5.47 4.41 4 37 -0.21 012 -0.21
Malvidin-3-glucoside + oak extract + oxygen 96.02 8685 7732 1.80 059 060 372 3523 3582
Malvidin-3-glucoside + oak extract + nitrogen 9666 B7.12 7375 110 041 025 413 2499 2569

Jordéo et al. (2006)
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de infravermelho
- Técnica vtilizada para a identificagdo de compostos orgdnicos, assim como
a visualizagdo de estruturas moleculares desconhecidas.

- Os espectrofotometros, apresentam os mesmos componentes dos restantes
equipamentos que trabalham na regido do visivel e do ultravioleta.

- Pouca utilizagdo na andlise de rotina em enologia.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de infravermelho

100 =
apehno
g 7
]
tolomuliplicadora  processadar o
é 80 4 O
E
o
; n
a5 - — 5*-.\
H4C CH4
fonle e iravermesn & et dimetilsulfdxido
B,[] -

—= —r—r—T—r— T T
4000 3500 3000 00 2000 1500 1000 B00

nimero de onda {em )

LICENCIATURA ENGENHARIA AGRONOMICA

Anténio M. Jorddo CURSO ESPECIALIZAGAO TECNOLOGICA EM VITICULTURA E ENOLOGIA




Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

- Baseia-se na absor¢cdio de energia radiante por atomos neutros, ndo
excitados, no estado gasoso.

- O elemento a determinar é levado a condi¢cdio de uma dispersdo atémica
gasosa, através da qual se faz passar um feixe de radiagdo com
comprimento de onda que possa ser convenientemente absorvido. Também a
absorgdo atomica é gerida pela Lei de Beer.

- O processo mais usual, consiste em introduzir a solugéio da amostra, sob a
forma de um aerossol numa chama apropriada.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

- Grande vutilizagcdo em enologia, nomeadamente ao nivel da determinagdo de
elementos metalicos nos vinhos: catioes e anioes totais, ferro, calcio, sédio,
chumbo, cadmio, etc...
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

Table 75. Flame Spectral Lines for Some Elements Used with AAS

Analytical
sensitivity Detection limit
Element . Wavelength (nm) Best flame (ug/mL for 1% abs.) (pg/mL)
Aluminum 309.3 (396.2)° Acetylene-nitrous 1.0 0.2
oxide
Arsenic 193.7 Hydrogen-argon 1.5 0.5
Calcium 422.7 ; Acetylene-nitrous 0.02 0.005
; oxide
Chromium 357.9 Acetylene-air 0.1 0.01
Copper 324.7 Acetylene-air 0.05 0.005
Iron 2483 Acetylene-air 0.01 0.005
Potassium 766.5 Acetylene-air 0.05 0.005
Magnesium 285.2 Acetylene-air 0.005 0.001
Manganese 279.5 Acetylene-air 0.05 0.005 |
Molybdenum 313.3 Acetylene-nitrous 0.5 0.1
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

- Componentes basicos de um espectrofotémetro de
absorg¢do atomica:

* Fonte de radiagdo;

* Dispositivo de vaporiza¢do da amostra;

e Monocromador;

e Detetor;

* Sistema de quantificagdo do sinal
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

Sistema optico de doble haz Detecton es)

Haz de relerencia
N
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! l ‘ﬂ de elevado
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g Medidor S|
! avlematico Sistema el
= lectura di- tronico gutily
== Elllli L |
A\ hussira
Aire
f Cono externo
Alre Accosorio
registrador

Zona interconal

Cono interno

Tubo del guemador
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

* Fonte de radiagdo
De forma ideal, devem de emitir radiacdo especifica do elemento a determinar.
Existem lampadas de zinco, cadmio, ...

* Dispositivo de vaporiza¢do da amostra
Introdugdio da amostra sob a forma de um aerossol na chama do combustor que
se encontra no cominho 6ptico do feixe emitido pela fonte de radiagao.

O sistema mais utilizado é o do nebulizador-combustor. O nebulizador deve de
assegurar um fornecimento reprodutivel do aerossol a chama, enquanto que o
combustor deve produzir uma chama constante.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

* Monocromador
A funcdo primordial consiste em separar o comprimento de onda necessario
relativo a amostra relativamente ao emitido pela lampada.

* Detetor
No geral, os detetores sdo idénticos aos restantes espectrofotémetros de U-Vis.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

* Exemplo da aplicagdo da espectrofotometria de absor¢do atémica na
determinacdo do ferro nos vinhos:
- Método usual do OIV e método oficial Portugués (NP-2280).
- Determinagdo realizada a 248.3 nm, com uma chama de ar-acetileno.
- Pulverizagdo direta da amostra na chama, sem qualquer tratamento
prévio.
- Possivel interferéncia devido & presenga de dacido citrico (>200 mg/L).
- Elaboracdo de uma curva de calibragcdo do ferro para posterior
determinagdo da concentragdo.
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Métodos instrumentais de andlise aplicados a enologia

Analise instrumental — Espectrofotometria de absorcdo atomica

* Comprimento de onda para a determinacdo de vdarios metais em vinhos
através da espectrofotometria de absorcdo atémica:

- Potassio (404.4 nm)

- Sédio (330.2 nm)

- Calcio (422.7 nm)

- Magnésio (285.0 nm)

- Cobre (324.8 nm)
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