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Resumo

A contaminagdo de vinho com aromas flngicos é genate vista como uma
das piores ameacas para as caves em todo o mustm.fdhdmeno tem sido,
tradicionalmente e de forma errada, associado sixelmente a cortica. No entanto,
tendo em consideragdo as diferentes e multiplaedae contaminagéo, o termo mais
apropriado é contaminagdo por cloroaniséis (esipeeide o 2,4,6-tricloroanisol ou
TCA).

Utilizando o procedimento deontaminacgdo artificial optimizadoinjectou-se
deutério-2,4,6-tricloroanisol em rolhas de cortigéural. As rolhas ndo contaminaram o
vinho apds 9 dias do seu engarrafameNtm.entanto, internamente as rolhas de cortica

natural ainda permaneciam contaminadas.

De modo a avaliar a migracdo deTdCA, expuseram-se garrafas vedadas com
rolhas naturais, rolhas técnicas Neutrocork e edasintéticos Nomacor€Classica
uma atmosfera muito contaminada. No primeiro méb, & mesmas condi¢cbes de
contaminagdo e conservagdo, as rolhas sintéticamfas Unicas que apresentaram
niveis de migracédo de-dCA ao longo do primeiro terco do vedante. Comdraente,
as rolhas de cortica demonstraram ser uma bae&civa a transferéncia de TCA’

exdgenos.

Palavras Chave:2,4,6-tricloroanisol, migracdo, rolhas de cortiggdantes sintéticos
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Abstract

Cork taint is one of the most serious problemsviime and cork industries
worldwide. The migration of 2,4,6-tricloroanisol€GA) from cork stoppers to wine is

studied under different experimental conditions.

By the optimized artificial contamination procedudeuterium-labelled 2,4,6-
tricloroanisole (¢ TCA) was inject in natural cork stoppers. Afterdys of bottle
storage with the contaminated cork stoppers thel ribt contaminate the wine.

Although inside the cork stoppers there was contatiun traces.

Wine bottles sealed with natural cork stoppers;hitecal” corks (Neutrocork),
and synthetic closures (Nomacorc) were exposed tatarated taint atmosphere
saturated in order to assess the migrations-Gf@A into bottles. The dTCA migrated
throughout the first 12.7 mm of synthetic closuredy during the first month.
Contrarily and under the conditions of this studgtk closures proved to be effective
barriers to the transmission of exogenous TCA.

Keywords:  2,4,6-trichloanisole,  migration, cork stoppers, ntbgtic closures
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Notacao e Glossario

Lista de Siglas

2,4,6-TCA 2,4,6-tricloroanisol
2,3,4,6-TeCA 2,3,4,6-tetracloroanisol

PCA Pentacloroanisol

2,4,6-TBA 2,4,6-tribromoanisol

2,4,6-TCP 2,4,6-triclofenol

2,3,4,6-TeCP 2,3,4,6-tetraclorofenol

PCP Pentaclorofenol

2,3,4,6-TeBA 2,3,4,6-tetrabromoanisol
CPOMT ClorofenolO-metiltransferase
ds-TCA Deutério 2,4,6-tricloroanisol
SPME microextraccdo em fase solida
GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espectr@sdepnassa

CVRVV Comisséo de Viticultura da Regido dos VinMesdes
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1. Introducéo

A contamina¢do de vinho com aromas flngicos é genate vista como uma
das piores ameacas para as caves em todo o mustm.fédhdomeno tem sido,
tradicionalmente e de forma errada, associado sxemente a cortica, sendo
designado por «gosto a rolha». O uso repetido isdnchinado do termo «gosta
rolha» tem contribuido para a propagacdo da idgiar entre os técnicos das caves,
quer entre o publico em geral. No entanto, tendocemsideracdo as diferentes e
multiplas fontes de contaminacédo, o termo mais @@A0 seria contaminacao por
cloroanisois (especialmente o 2,4,6-tricloroanisol TCA). Este composto organico
pode conferir um desagradavel aroma fangico aooyiakte mesmo em concentragdes

tdo baixas como 2 Ag".

Calcula-se que s6 no Estado da Califérnia, um vetre $180 e $360 milhdes
(USD), seja desperdicado todos os anos pela camigéo da cortica. No entanto,
muitas pessoas tomam este valor como exageradmsgpecialistas referem que os
prejuizos acumulados para as caves, desde qualsececeste problema, ascenderiam a
cerca de $1 000 milhdes (USD) (Chatonnet, 2004).

1.1. Natureza dos Aromas Fungicos

Os aromas fungicos existentes sdo uma consequéigpresenca de
microrganismos (especialmente fungos filamentososneio (ar, agua, madeira, etc.),
gue quando em contacto com halofendis (presentealgoms pesticidas altamente
toxicos), desenvolvem um mecanismo de defesa quauzcd producdo de haloanisois
(Coque et al. 2003). Estes pesticidas sao os clorofendis, #undis, iodofenois e

bromofendis (ver figura 1.1).

Os haloanisois sdo agentes contaminantes de elévgudatancia. Estes sdo
capazes de “destruir” os aromas e gostos origidaisqualquer vinho. As suas
caracteristicas mais relevantes sdo o facto deupireth odores desagradaveis
definidos como, mofo ou bafio, e de possuirem ummali de percepcao olfactivo muito

baixo em solucéo alcodlica — ver tabela 1.1.

Capitulo 1 | Introducéo 1
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Tabela 1.1 Limiares de percepc¢éo dos principais cloroaniedisomoanisdis envolvidos, segundo dados de varios
autores, na contaminagdo de vinhos (Cazfud, 2006)

Composto Limiar de detecgéo Estrutura ‘
OCH:3
Em &gua: 30 — 300 g (Curtiset al; Griffiths, 1974) Ch 7l
24,6 - TCA -
Em soluc&o alcodlica (vinho): 1,5 — 3-nig(Duerr, 1985) S
&
Em agua: 4 ng* (Curtiset al, 1974) jCHa
Em soluc&o alcodlica (vinho): Sl Ol
2,3,4,6-TeCA . . { )
v 10-15ng-" (branco e tinto) (Chatonnet, P., 2004) S
v 5ngL™ (vinhos espumosos) (Chatonnet, P., 2004) ' 1
CHa
. . ClL_#%. .cl
PCA Composto organdlecticamente fraco 7 i
Limiar de detecg&o - 50 (g (Chatonnet, P., 2004) m_.ﬂ‘\_\%:_x iﬁl;.u
&
CHs
A . -1 . P Br. A Br
YT, Em &gua: 8 - 30 py~ (Saxbyet al, 1982; Whitfieldet al,, 1997) T \T
- )
Em solugéo alcodlica (vinho): 43 hg' (Chatonnet, P., 2004) L\___//
&

De uma maneira geral, estes compostos sdao muitdeig! sendo facilmente
transmitidos através do ar e demonstrado uma grinddade para aderir e contaminar
a madeira, cortica e muitos outros materiais cooimgros plasticos, silicone, cartdo e

papel, borracha, etc. (Simpsenal, 2005).

1.2. Estrutura quimica dos haloanisois e halofenois

Estruturalmente, podem ser considerados derivadas ahisol (ou
metoxibenzeno), contendo nas suas moléculas, petmsnum atomo de halogénio. O
anisol € um composto derivado do fenol, presentmangrande variedade de
substancias volateis, que sdo normalmente odaifiexistem quatro elementos
halogénicos: fluor (F), cloro (Cl), bromo (Br) edm (I). Quando um atomo de
halogénio est4d presente numa molécula de anisatoroposto dai resultante é
denominado de haloaniséis, que dependendo do midogeesente na molécula podem
posteriormente originar fluoranisois, cloroanis@symoanisois ou iodoanisois, figura
1.1.

Capitulo 1 | Introducéo 2
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Figura 1.1.Estrutura quimica do anisol, dos halofenéis majmirrantes (clorofendéis e bromoaniséis) e dos
haloanisois envolvidoas na contaminacao do vinhgj¢€et al, 2006).

1.3. Origem dos halofendis e haloanisois

Os clorofendis e bromofendis sdo os halofendis maligados nos processos
industriais de producdo de pesticidas. Estes, paintransformados em haloanisoéis
pela accdo biolégica de alguns microrganismos, domehtalmente, os fungos
filamentosos, capazes de levar a cabo a reaccmuietilacdo descrita na figura 1.3
(Coqueet al.,2003).

1.3.1. Origem dos clorofendis

Os clorofendis ndo sé@o considerados compostos amtuBdo compostos
organicos sintéticos muito recalcitrantes que pogermanecer no ecossistema por um
longo periodo de tempo, s@o obtidos industrialmesrte larga escala através da
coloracéo fendlica ou da hidrolise de clorobenzenos

A sua utilizacdo tem-se verificado sobretudo entudungicidas, de modo a
proteger a madeira de ataques fungicos, como tamdémmeio de prevencao do

crescimento de fungos em materiais utilizados paraalagem, como o cartdo, as peles,

Capitulo 1 | Introducéo 3



Estudos de Migracéo de 2,4,6-tricloroanisol atsade Vedantes

e os tecidos.Como consequéncia, tornam-se num dgsg mais importantes de

contaminantes e podem ser detectados em qualquesigema — ver figura 1.2.

‘x"-ﬁ\.-..f""“\,

A A~ N )
.__,l,'. J’

L = e

PP B2y TCP
{atmoastérico)

EGF-MMIHM‘;M &m Caves
pelo uso de materias ja
contaminzdos {elemenios
&M madeirs, barrcas. ...

Contaminagao ambiental
o3 sobreiros & das
Clorofendis pranchas de cortica

Figura 1.2.Origem ambiental dos clorofendis e cloroaniséigpeotessos de contaminacéo da cortica, madeira e
outros materiais (Coquet al, 2006).

O uso de clorofendis é actualmente proibido na auevido as suspeitas de

ser cancerigeno. Todavia, continua a ser utilizeddsia, Africa e América do sul.

Tomando em consideracéo todos estes dados podemstsitar que a provavel

contaminacéao do vinho pode ter origem a dois niveis

v' Através da contaminacdo de cortica produzida dineehte na floresta ou no
montado de sobro por exposicdo a clorofendis; ou qomtaminacdo das
pranchas de cortica durante o processo produtivo.

v/ Por meio da contaminacdo do vinho ou dos vedandesante o seu
armazenamento na propria cave, geralmente porroordedo da madeira nas
estruturas (paredes, tectos, pavimentos), barricas estantes para

armazenamento das garrafas.

1.3.2. Mecanismos moleculares da formacao de cloroanis@spartir de clorofendis

Vérias hipdteses foram propostas para explicaigemrde cloroanisois quer na

cortica, quer nas caves, actualmente, a Unica rorigeentificamente provada da

Capitulo 1 | Introducéo 4
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presenca de 2,4,6-TCA na cortica esta na biomatlale 2,4,6-TCP — ver figura 1.3.
(Coque et al., 2006).

OH Clorofeno OCH:
oL === O-metiltransferase .;L_{f._t-_;-:-\hxlm
b1 | & | Y
| L l ”
i ¥l il
e i
: O-metilagdo )
& ol &

Figura 1.3. Mecanismo de formagéo pelo fungnchoderma longibrachiaturdo 2,4,6-TCA poO-metilacéo de

2,4,6-TCP numa reaccdo catalizada pela enzima elwot®-metiltransferase (CPOMT).

A reaccdo de biometilacdo €é maioritariamente exeleut por fungos
filamentosos que crescem quer nas pranchas dea;agtier nos elementos de madeira
existentes nas caves (Alvarez-Rodrigaeal, 2002). A reacgio é conduzida por uma
proteina (enzima) denominada por clorofe@ammetiltransferase (CPOMT), que pode
metilar uma série de halofendis (incluindo clordien bromofendis e iodofendis)
(Coqueet al. 2003) de forma a produzir os haloanisois corredpotes.

Devido a sua elevada toxicidade, assim que os &ufigonentosos detectam a
presenca de clorofen6is no meio, tentam por todafgoanas a sua desactivacao
(destoxificacdo ou eliminacdo da toxicidade), urea gue, de outra forma poderiam

sucumbir ou sofrer de danos capazes de afecta fesglogia.

Citoplasma

246-TCP ——— 246-TCA

co2 248-TCP 246-TCA
<3< Quinona ¢=————(presente no meio
ambiente)

Figura 1.4.Possiveis mecanismos de biotransfomacao de 2,4/6p0€fungos filamentosos e origem de 2,4,6-TCA
(e outros anisois) na cortica e na madeira (@&, 2005)

Capitulo 1 | Introducéo 5
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1.4. A Contaminacao do vinho por cloroanisois

A verdadeira origem da contaminacdo de vinho poroahisois reside num
problema de contaminagdo ambiental.

N&o obstante, partindo do facto que um numero daitde casos pode ocorrer
do emprego de rolhas de cortica com defeito. Podefionar que a abordagem, quase
exclusiva da rolha enquanto agente contaminanéen@siado simplista e por essa razao
requer uma analise mais rigorosa, visto que, existgtras fontes de contaminacéo. De
facto, é possivel detectar, em algumas caves, siobwtaminados que nunca estiveram

em contacto com a cortica (Chatonetal, 2004).

1.4.1. Contaminag®es atribuiveis a cortica

Varios estudos sugerem que a rolha de cortica senasponsavel por um
namero significativo de casos de contaminacdo dhoviExiste, contudo uma certa
falta de clareza no que concerne a contaminacéuiail a cortica. Deste modo, sdo

possiveis duas situacdes claramente diferentes:

I. A rolha de cortica enquanto agente contaminanteNesta situagdo, quando
a rolha chega a cave ja possui niveis de haloanisaceitaveis. A origem

desta contaminacéo pode ser diferente:

» Em certas situagbes, a contaminacdo é oriunda drigrfloresta,
guando o casco da arvore absorve halofendis qaenféransportados
através da atmosfera ou pela agua da chuva, oo, extidgem de forma
acidental a cortica do sobreiro (ver figura 1.Rl¢ssa altura os fungos
filamentosos que habitam nos solos e no sobream idesintoxicar estes
pesticidas por degradacdo ou por transformacdo aioarisois,
mantendo-se retidos na cortica. Este tipo de cantay&o pode arrastar-
se ao longo do processo produtivo contaminandda dasolha.

= Noutros casos, as pranchas de cortica chegam limapamdustrias

corticeiras, contudo, a rolha é contaminada. Nesteo, podemos

Capitulo 1 | Introducéo 6
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verificar que ha uma ou mais fontes de haloanisass industrias, uma
vez que, durante o processo produtivo estes coogposio sendo

absorvidos.

II. A rolha de cortica enquanto elemento propagador deontaminagao: A
rolha de cortica, assim como, a madeira e os pobsnglasticos, tem uma
grande capacidade de absorver cloroanisdis qudra@smitidos por via
aérea, mesmo sem um contacto fisico directo coronte fprimaria de
contaminacdo. Esta absorcdo € muito rapida e poedeeo num curto
periodo de tempo (24 horas) (Barletral, 2001). Por conseguinte, a rolha
de cortica actuara como veiculo transmissor daacoinBcao, mas a origem

desta encontra-se na propria cave.

Neste contexto, e conscientes da importancia geetdema, esta investigacao
tem como objectivo definir e implementar estratégjae visam o estudo da migracéo
do 2,4,6-TCA a dois niveis: verificar se o TCA asf@vico é susceptivel de atingir o
vinho atravessando diferentes tipos de vedantadast hipotética migracdo de TCA
do interior da rolha de cortiga natural para o @inh

1.5. Contributos do trabalho

A Amorim & Irméos S.A. estd consciente da importanda problemética da
contaminagdo de vinho por haloaniséis, neste ctmtexou um departamento de

Investigacédo & desenvolvimento.

Este projecto de investigacdo € um complementondeestudo que decorre
nesse departamento na area da migracdo de 2@igBetainisol do interior da rolha
cortica para o vinho, com a mais-valia de nestajysa se estudar a migracao de
TCA’s atmosféricos atraves de diferentes tipos eldaates (rolha de cortica natural e

técnica de cortica e vedante sintético).

O principal contributo deste projecto foi na claa;do do mecanismo de
contaminagado do vinho a partir da rolha de comigtural. Qual o efeito barreira de

diferentes vedantes quando expostos a um ambiemiansinado com 2,4,6-TCA,

Capitulo 1 | Introducéo 7
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permitindo perspectivar-nos se as novas tecnolodmsproducao de rolhas sé&o
suficientes para eliminar este problema, e se daoonacdo € ou nado, Unica e

exclusivamente da responsabilidade da rolha deaort

1.6. Organizacao da tese

Esta tese esta dividida em seis capitulos.

No capitulo 1, a Introducdo enquadra o leitor sabgens conceitos essenciais
relativos a contaminagdo de vinhos por haloanigGits uma perspectiva geral desta
problematica e é onde estdo apresentados os @bfe@&m que se baseia a presente

investigacao.

No capitulo 2 esta descrito o estado de arte gotmiglema da contaminacéo
onde se referenciam estudos relacionados que a®rvidle apoio a presente

investigacao.

No capitulo 3 encontram-se as metodologias adop&ada resultados referentes
ao primeiro ponto do estudo da migracédo ¢d@A do interior da rolha de cortica

natural para o vinho.

No capitulo 4 € apresentada a metodologia do esfedmigracdo de 2,4,6-
tricloroanisol exégeno para o interior da garrdfaveés de tréstipos de vedantes, cortica
natural, rolha técnica de cortica e vedante souéti € onde se expdem os resultados

relativos ao primeiro ponto de andlise.

No capitulo 5 encontram-se as conclusfes geraianaleos os estudos de

migracéo do 2,4,6-tricloroanisol para o interiorgaarafa.

Por ultimo, dedica-se o 6° capitulo a avaliacdalgiy trabalho realizado.
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2.  Cloroanisois e o estado da arte relativo a contamaigdo de vinhos

O 2,4,6-TCA tem vindo a ser associado como o ppaicresponsavel pela
contaminacdo de uma variedade de produtos alin@iticomo por exemplo, frutos
secos, aguas, Oleos essenciais, ovos, entre oltrasd et al, 1975; Frijti and
Bemelman 1977; Whitfielét al, 1991; Aunget al,, 1996).

O 2,4,6-TCA, foi o primeiro composto a ser idegtfio como sendo a causa
dos aromas fungicos, (Busetral, 1982) e agora é visto como o principal respogisav
pela contaminacdo de vinhos (Buseral, 1982, Amon and Simpson, 1986; Amen
al., 1989; Jageet al, 1996, Herveet al, 2004; Simpsoeet al, 2005). Numa amostra de
vinhos comerciais presentes a uma avaliacdo, 18thgarrafas em estudo (4,8%)
foram identificadas, pelo menos por 20% dos prokesjacomo estando contaminadas
com aromas fangicos. Posteriormente, essas 18famrfaram sujeitas a andlises
quimicas e foi detectada uma concentracéo igualuperior a 1 ng™* de 2,4,6-TCA
(Pollnitz et al, 1996). Foi também detectada a presenca de P@k6nas rolhas das
garrafas de vinho que estavam contaminadas. Heraé (2004) reportaram que, 70-
80% das rolhas de cortica rejeitadas por contrdesgualidade estavam realmente
contaminadas com 2,4,6-TCA. Pefia-Netal (2000) analisaram 46 amostras de vinho
com aromas fungicos, o 2,4,6-TCA estava presente@mentracdes superiores a 4
ngL™ em 80% das amostras analisadas. Rigetudl (1984) analisaram 12 vinhos

afectados e em todos eles encontraram o compds&GTCA.

Soleaset al (2002) analisaram 2400 vinhos comerciais de sipmises. Este
estudo, consistiu numa prova de vinhos por parteumi@ equipa de experientes
provadores que detectaram contaminacfes por arfimggos em 145 desses vinhos
(6%). Quando estes foram analisados no GC-MS sieles (49%) apresentavam niveis
de TCA mais elevados que o limiar de percepcéo ael2', em 35% dos vinhos

analisados no GC-MS n&o foi detectado nenhum Ti@#té de deteccéo 0,1 1hg').

0O 2,4,6- TCA é de facto um dos compostos respois@eda contaminagéo de
vinhos. Contudo, € questionavel o papel da rolhaalica enquanto Unico agente
responsavel pela transferéncia desse compostonao engarrafado. A proporcao de

rolhas contaminadas por TCA detectadas em avabagéequalidade efectuadas por
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uma das maiores caves australianas foi de certéogdsendo este valor inferior ao que
encontra na generalidade dos vinhos engarrafadésistaalia (cerca de 5%) (ou 9,8%
segundo Soleast al, 2002) (Sefton and Simpson (2005).

Chatonnett al. (2004) na analise de 30 vinhos identificaram o posto 2,4,6-
TBA, como responsavel por um gosto a mofo semethamtproduzido pelo 2,4,6-TCA
e verificaram que a contaminacdo ndo é atribuivell@ mas sim a cave uma vez que,
0os vinhos contaminados nunca estiveram em contamto a cortica. Pascal Hervé
(laboratérios ETS, Califérnia, EUA) afirmou que «Aédia de TCA libertavel nas
rolhas analisadas diminuiu em 80% no periodo &4 e 2005». Se a média de TCA
encontrada em rolhas de cortica diminuiu nos Ukinamos é questionavel que a

incidéncia deste problema permaneca tao elevada.

Nesta perspectiva e atendendo a que a rolha deac@ssim como, a madeira e
0s polimeros plasticos, tem uma grande capacidadabdorver cloroanisdis que sao
transmitidos por via aérea, mesmo sem um conté&itm fdirecto com a fonte primaria
de contaminacao e que esta absor¢céo € muito rapdando ocorrer num curto periodo
de tempo (24 horas) (Barket al, 2001), caso a rolha de cortica ou até mesmo 0s
vedantes sintéticos estejam em contacto com aneBietdntaminados tal pode-se

traduzir numa absorcao de cloroanisoéis, passieeserkem transmitidos ao vinho.

Todavia, constatou-se que a adicdo g&@@A a superficie externa de rolhas de
cortica natural, ndo contaminou o vinho, num pexidd 3 anos apds o engarrafamento
(Caponeet al, 2002). Contudo, os vedantes cilindricos sédo paweis ao oxigénio
(Lopeset al, 2006). Segundo Lopest al (2007) para a rolha de cortica natural a
interface cortica-vidro € uma das vias de entr@ao caso da rolha sintética, ocorre
directamente através do “corpo” do vedante. Ainda se realizaram estudos que
mostrem se o 2,4,6-TCA migra atraves dos diferetipes de vedantes para o interior

da garrafa, seguindo 0 mesmo mecanismo que 0 dgigén

Por outro lado, pode acontecer, no caso da cogugaga contaminag&o ocorra na
propria floresta, quando o casco da arvore absmvealofendis do meio ambiente que
sao transformados em haloaniséis pela accdo descdéungos (mecanismo de
biometilacdo) (Seftort al, 2005). Neste tipo de contaminagao, produzidéianasta
ou em montados de sobro, a distribuicdo do 2,4,8-h@ cortica ndo é uniforme
(Amon e Simpson, 1986; Pollniet al, 1996; Howlancet al, 1997). Este problema da

variacdo da localizacdo do TCA nas rolhas do mdetecaté mesmo da mesma arvore,
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€ sobretudo das rolhas naturais e explica o fastapgnas alguns vinhos, engarrafados
com rolhas igualmente contaminadas, estarem comdaios (Pollnitzet al. 1996,
Caponeet al, 1999). Tal pode ocorrer porque a rolha apenasegue transmitir ao
vinho o 2,4,6-TCA que se encontra na superficie goa em contacto com este
(Pollinitz et al, 1996; Caponeet al, 1999 e 2002). Por outro lado, ndo existem
referéncias bibliograficas que avaliem a possiddie] de o TCA que esta contido no

interior da rolha contamine o vinho engarrafado.

Esta investigacdo complementa e prorroga os estutosa referidos. A nossa
proposta foi investigar a migracdo do 2,4,6-TCAa@dférico para o interior da garrafa
em diferentes tipos de vedantes e estudar a m@mganterior da rolha de cortica

natural.
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3. Estudo da migracao de d5-TCA do interior da rolha matural

para o vinho

Varios estudos sugerem que a rolha de cortica sssponsavel por um namero
significativo de casos de contaminacéo de vinhdyagenndo existam estudos rigorosos

gue confirmem com exactidao a percentagem destes.ca

Este capitulo destina-se ao estudo da migracag-#i€A do interior da rolha
natural para a garrafa, propusemo-nos a estudaasmextremo de contaminacao, isto
€, contaminar a rolha com uma grande quantidadés-d€A. Utilizou-se deutério-
2,4,6-TCA para ndo haver alteragbes no resultadse @ rolha natural ja estivesse
contaminada com 2,4,6-TCA.

3.1. Metodologia

Numa fase inicial foi necessario definir, optimizarimplementar o método de
contaminagéo, baseados em artigos cientificosud@strealizados, antes de se iniciar o

estudo de migracao propriamente dito.

3.1.1. Optimizacdo do método de contaminagdo intencionalag rolhas de cortica

natural

Tendo em atencéao, estudos anteriormente realizgalosla 3.11) definiram-se
as variaveis que afectavam a contaminacao intealcitanrolha: concentracdo e volume

da solugéo desdl CA a injectar e o solvente de contaminacgao

Tabela 3.1.Referéncias utilizadas na optimizagdo do métodmdeaminagao intencional das rolhas.

2002  Caponet al.utilizou uma solugéo de;d CA (1080 ng) emm-pentano e contaminou o

topo da rolha natural com 10 pL de solucéo;
2004  Forte=t al. escreveu que a cortica tem grande afinidade saralwanos;

2005  Juanol&t al utilizou como solvente a-hexano e contaminou as rolhas com 1 pL de

uma solucdo com concentracéo de 0,4.mg
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Num primeiro ensaio foram comparados deiglcanos como solvente a uma
concentracdo elevada de TCA, 100 mgL™. Era determinante que as rolhas ficassem

bastante contaminadas, de modo a simular uma &dweagrema.

A metodologia seguida neste primeiro teste foi @ptatla pelos investigadores
que conduziram o estudo de migracédo do interiorottea de cortica para o vinho a

decorrer no departamento 1&D.
Protocolo de contaminacéo:

Numa balanca analitica pesou-se 2 mg de cristais-d€A (CDN Is6topos,
Alemanha) e adicionou-se um volume de 20 mL doesdb, Vedou-se o frasco
imediatamente com papel de aluminio e fechou-searddu-se a solugcdo no

congelador.

Com auxilio de um marcador e de uma régua, mareau¥g cruz no centro da
rolha (figura 3.1). Com uma lamina assinalou-secomprimento de 13 mm em duas
agulhas de seringa. Uma das agulhas serviu paraoatanal por onde seria injectada a

solucéo na rolha.

Na hotte, com uma micropipeta colocou-se 30 pL alaggo contaminante
numa caixa dd’etri e aspirou-se a gota com uma seringa de 2 mL. Iitaedente a
seguir, arrastou-se o émbolo da seringa ligeiraengra@tra cima e com o papel
humedecido em etanol 96% (Manuel Vieira e Companhigios SUCRS, L&d,
Portugal) e limpou-se a agulha para evitar umaaromacao cruzada de rolha para
rolha. Injectou-se a solugad na rolha de cortigarabhe tapou-se o orificio com cola

Araldite Ceys®. Deixou-se secar e estabilizar dierd8 horas a temperatura ambiente

Repetiu-se o procedimento para 15 rolhas de corigfarais para ambos o0s
solventes em estudo-pentano en-hexano Merck, Canadd). No momento da injeccdo
verificou-se se existiam perdas de solucdo pelosisanaturais da rolha, caso tal se

verificasse esta era imediatamente rejeitada.

Figura 3.1.Esquema de contaminagédo das rolhas de corticaahatur
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ApoOs periodo de estabilizacdo, macerou-se as raibrisminadas em solucéo
hidroalcoodlica (12% de etanol v/v) durante 24 hor@uantificou-se o ATCA
superficial da rolha por cromatografia gasosa axgh espectroscopia de massa GC-
MS (anexo 7.1). Posteriormente, analisou-se o rdeel-TCA no interior da rolha
seccionando-a vertical e horizontalmente a padimthrca de injeccédo (figura 3.2).

Macerou-se individualmente cada uma das partes.

Figura 3.2. Esquema de corte da rolha para quantificacag-d&@4 no interior.

Com base nos resultados obtidos no primeiro est@dhizou-se um segundo
ensaio de optimizagcdo da metodologia de contaminggdbstituiu-se m-hexano por
etanol, a concentracéo da solucdo f&@A utilizada foi de 56 md. ™ e injectou-se um
volume de 10 pL. Substituiu-se a micropipeta, aadePetri e a seringa de 1 mL por

uma microseringa de 10 pL de capacidade.

Finalmente, mantendo o procedimento de contamindgdensaio 1 com as
alteracbes do ponto dois realizou-se um terceitodesonde apenas se substituiu a

concentracéo da solucdo deTdCA para 100 mg. ™.

3.1.2. Condigbes de realizagdo do ensaio de migracdo ddernor da rolha para o

vinho

Foi determinado que o estudo da migracao=db@A do interior da rolha para o
vinho seria de 36 meses, com medicfes periddicas-G€EA no vinho e nas rolhas
naturais aos 9, 30 dias, 3, 6, 12, 18, 24 e 363nese

Seguiu-se o protocolo de contaminagcédo da rolhaodiéca descrito no ponto
anterior e contaminaram-se cerca de 200 rolha®diga natural com uma solugéo de
ds-TCA solubilizado em etanol (96%) a uma concentraigi110 md. ™.
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Encheram-se 72 garrafas tipo bordalesa de 375 enffil(do gargalo em anexo)
com vinho branco, Marqués de Céaceres, 2007 (t&E)a

Ensaio Andlise Fisico-Quimica
Método Resultado Unidade

Titulo alcoométrico volumico adquirirdo 13 % vol.

MI 108, ed. 04 (espectrofotometria de infravermedhaximo)

Massa voltimica 0,98835 g-cm®

MI 109, ed. (densimetria electrénica)

Extracto seco total 18,5 g-dn?

MI 016, ed. 04 (célculo)

Extracto ndo redutor 16,5 g-dn?

MI 043, ed. 04 (célculo)

Acucares Redutores 2 gdm’®

MI 017, ed. 07 (SFA)

Acidez total 4,4 g(4cido tartaricojim®
Regulamento (CEE) 2676/90, anexo 13 (titulacdo paierétrica)

Acidez volatil 0,3 g(acido acéticoxdn?
MI 009, ed.07 (SFA)

Acidez fixa 4 g(acido tartarico}dn®
Regulamento (CEE) 2676/90, anexo 15

pH 3,39

Regulamento (CEE) 2676/90, anexo 24

Di6xido de enxofre livre 14 mgdnm?®

MI 104, ed. 02 (titulagdo potenciométrica)

Di6xido de enxofre total 138 mgdnm®

MI 104, ed. 02 (titulagdo potenciométrica)

Titulo alcoométrico volumico total 13,1 % vol.

MI 004, ed. (célculo)

Relacao alcool peso/ Extracto ndo redutor 6,3

MI 027, ed. 04 (célculo)

Das 200 rolhas contaminadas e isentas de TCA’srfstipiss escolheram-se
aleatoriamente 72, as que restaram foram utilizagaso controlo do nivel de
contaminagcdo em cada periodo de analise.

Posteriormente procedeu-se ao ensaio de engarrdfardas 72 garrafas de
vinho com as rolhas intencionalmente contamina@éela 3.2).

Tabela 3.2.Condi¢des de engarrafamento

Rolhadora: Bertolazo Epsilon R/S
Volume de enchimento: 370 mL £1,70 mm
Nivel de enchimento: 62,18 mm £ 1,70 mm
Temperatura do liquido: 20,5°C

Depressao ndeadspacepoés engarrafamento: -0,3 bar
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Apds engarrafamento, armazenaram-se as garrafggosigéio horizontal numa
camara climatica Chambrair (Alemanha) a temperatara6 °C + 1°C, com humidade
nao controlada. As rolhas de controlo foram suldmastias mesmas condicbes de

conservagao.

Em cada periodo de tempo analisaram-se 9 garrafasgtraccdo da rolha
efectuou-se com auxilio de um saca-rolhas italienmido de duas pingas que retirou a
rolha sem a perfurar. Retirou-se uma amostra deoviole cada garrafa seguindo o
protocolo descrito no anexo 7.1. De seguida, seockse a rolha em quatro partes
(figura 3.2) e quantificou-se o nivel de WCA em cada uma por GC-MS com padréo
interno @-TBA (anexo 7.1). Finalmente avaliou-se o nivelcdataminacéo superficial

e interno de ¢dTCA em 5 rolhas de controlo (figura 3.3.).

Atmosfera

Vinho

Figura 3.3.Esquema do modo de seccionamento da rolha deacogtgral em quatro partes

3.2. Resultados

3.2.1. Optimizacdo do método de contaminacdo intencionalag rolhas de

cortica natural

Pela analise do grafico 3.1. verificamos que sipahinente, a rolha ficou
bastante contaminada. Nao sendo esse 0 nossoabiabgncontramos aqui 0 primeiro
obstaculo no procedimento adoptado no primeiroien3al pode ter ocorrido devido
as altas concentracdes a que trabalhamos e aé&ojetg um volume de solugéo
relativamente elevado. Por vezes, verificou-se @uelha ndo conseguia absorver a

guantidade injectada verificando-se perdas de &olpelo canal de entrada.
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En-pentano
600

BEn-hexano

500

400

300

200

Quantidade de d-TCA (ng)

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 3.1. Contaminag&o superficial das rolhas de cortica @deiCA. Comparacao entre os solvermegsentano e
n-hexano.

Tendo em atencdo que no processo de maceragdo uda® gpartes que
compunham a rolha, para quantificacdo do niveba¢atninacdo interna, g-d CA que

se encontrava na superficie externa da rolha feamente quantificado.
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Figura 3.2. Quantidade total de;e CA nas quatro seccdes da rolhas para amboswenses em estudo.

Pela observacéo das figuras 3.1 e 3.2, verificaguessdé em algumas rolhas &

gue se conseguiu contaminar o seu interior, sentive em consideracdo, no caso do
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solventen-hexano a contaminacao teodrica inicial foi de 34§0e de 4050 ng para o
caso don-pentano, vemos aqui alguma ineficacia do métododferencas entre as
quantidades observadas para ambos os solventestuin,@ndicam-nos que aquele que

melhor contamina a rolha énepentano.

Neste primeiro teste, deparamo-nos com algumasuttihdes, nomeadamente a
contaminacgdo superficial, este é um factor negativa vez que, o TCA exdgeno iria
ser transmitido ao vinho (Polliniet al,, 1996 e Caponet al. 1999 e 2002).

Os resultados acima discutidos podem ser explicgoms uma “deficiéncia”
inerente ao processo de contaminacdo utilizado.dstem termos de metodologia o
ponto seis do protocolo de contaminagdo, demonstigumas falhas, na medida que,

verificaram-se perdas significativas no processald®rcio da gota da caixaR¥ri.

Num segundo ensaio procurou-se um novo solvengespdostituir o n-hexano, é
do nosso conhecimento que pslcanos tém grande afinidade para com a cortica
(Forteset al.,, 2005). No entanto a compatibilidade dos n-alsgrava com o TCA pode
nao ser a mesma. Assim, procurou-se, na bibliagrafn solvente que solubilizasse o
composto TCA; o escolhido foi o etanol (index Me#Q01). Sendo assim neste
segundo estudo utilizou-sengpentano e o etanol como solventes. Apos algureaa@ns
preliminares optou-se por reduzir o volume de smue a quantidade a injectar, 56

mgL™.
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Figura 3.3.Contaminac¢&o superficial das rolhas de cortica @eiCA. Comparacao entre os solventgsentano e
etanol.
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Pela observacdo do grafico 3.3 podemos constasuperficialmente as rolhas
ficaram menos contaminadas, havendo reducfes eaaids 300 ng. Contudo, ainda
sao visiveis certos niveis de contaminacdo suprfibe forma a ultrapassar esta
situacdo, decidiu-se tratar as rolhas com um setden descontaminacdo de TCA,
desenvolvido pelo departamento 1&D da Amorim & loeaS.A. Este, tem por base
uma destilacdo a vapor controlada, capaz de expakacompostos presentes nos
granulos e rolhas de cortica. O tratamento foitetan com temperatura e humidade
controladas durante 6 horas. Os resultados obdipd@s medicdo dosel CA superficial,

demonstram eficacia reduzindo os valoresH€&@A para valores inferiores a 0,2 ng.

Podemos verificar pela analise do grafico 3.4 gutermamente as rolhas
estavam pouco contaminadas. N&o sendo esse O obgsctivo, uma vez que
queriamos simular uma contaminacdo extrema, fokss@rio aumentar novamente a
concentracdo da solugdo. Contudo, as alteracoaselde protocolo parecem ter dado
resultado, uma vez que, o nivel de contaminac&@uvianté bastante homogéneo. Outra

observacao interessante é o facto de o etanolrordgamelhor o interior da rolha.
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Figura 3.4. Quantidade total de; ' CA nas quatro sec¢fes das rolhas de corticaalgtara ambos os solventes em
estudo. Quantidade tedrica inicial dgTeCA de 560 ng.

Finalmente, a analise global dos obtidos reunirmwoziu a um terceiro ensaio
onde se procurou avaliar o efeito dos solvemtggentano e etanol, agora a uma
concentracéo deseaT CA de 100 md.™.
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Figura 3.5. Contaminagdo superficial das rolhas de corticarabtom @-TCA. Comparagdo entre os solventes
pentano e etanol.

Pela andlise da figura 3.5 torna-se evidente @ fdeto TCA ser uma substancia
muito volatil e com grande afinidade para com digaro facto de ser impossivel
contaminar o interior da rolha, sem obrigatoriareenbntaminar o seu exterior.
Contudo, o tratamento de descontaminacao pernmibgnal todo o TCA superficial das

rolhas, independentemente do solvente utilizado.
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Figura 3.6.Quantidade total desef CA nas quatro sec¢Bes da rolha de cortica ngparal ambos os solventes em
estudo. Quantidade tedrica inicial deTdCA de 1000 ng
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Pela analise da figura 3.6, podemos verificar qe¢anol consegue contaminar
mais eficazmente o interior da rolha. Embora, exislguma heterogeneidade nos
resultados, que provavelmente esta associado eogeteidade das rolhas de cortica
natural. Todavia, podemos verificar que 67% dakawlcontaminadas com etanol
apresentam um valor superior a 100 ng, e que taslaslhas contaminadas estdo de
facto contaminadas (figura 3.6).

3.2.2. Condicdes de realizacdo do ensaio de migracdo ddenor da rolha para

o vinho

Este estudo tem um tempo de investigacao relatiwtamengo (36 meses).
Como o estagio de mestrado em que se inseriu egerio teve a durabilidade de 6
meses, 3 dos quais, em processo de optimizacastddegias e implementacdo de
metodologias, apenas foi possivel avaliar o primpiwnto do estudo da migragdo do
interior da rolha de cortiga natural para o vinho.

Apos nove dias de conservacao verificou-se niveig-d CA ndo detectaveis no
vinho. Este facto, facto parece estar de acordoesiodos anteriormente realizados que
mostraram que a rolha apenas consegue transmituird® o TCA que esteja na
superficie em contacto com este (Pollirgtzal, 1996; Caponest al, 1999 e 2002).
Contudo, estes resultados apenas dizem respeitdias @e engarrafamento, ou seja,
pouco tempo para questionarmos a possibilidade sdbCA intrinseco migrar nos
primeiros meses juntamente com o ar contido nadaséta cortica. Verificamos no

entanto que as rolhas estavam internamente corddasn
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Figura 3.7.Quantidade desflTCA em cada uma das sec¢des que compunham a daltastica, previamente
contaminada com 1000 ng.

Superficialmente as rolhas de controlo apresentagisindo detectaveis de-d
TCA. Contudo, internamente as rolhas cortica natoastituidas para controlo ainda

permaneciam contaminadas apos 9 dias de conservacao
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4.  Estudo da migracdo de ¢ TCA atmosférico para o interior de

uma garrafa de vinho

Neste capitulo, propusemo-nos a estudar, em quedaed ¢-TCA migra
através de diferentes tipos de vedantes para @.vidhlizou-se deutério-2,4,6-TCA
para ndo haver alteragfes no resultado, caso a naltural j4 estivesse contaminada
com 2,4,6-TCA.

4.1. Metodologia

O estudo foi planeado para 48 meses de forma alasinmm ensaio de
engarrafamento de longa duracdo. Foram previstag;des periddicas des-dCA no
vinho e nos vedantes aos 1, 3, 6, 12, 24 e 48 nuesesnservacao, analisando-se 15

frascos, 5 para cada tipo de vedante em estudo.

Foram testados trés diferentes tipos de vedantdisasr naturais qualidade
superior (38 mm de comprimento por 24 mm de diémpetolhas técnicas Neutrocork
(38 mm x 24 mm) e rolhas sintéticas Nomaddlassic(37 mm x 24 mm). As rolhas de
cortica foram cedidas pela Amorim & Irmaos S.A.r({aMaria de Lamas, Portugal) e
as rolhas sintéticas pela Nomacorc S.A. (Thimi€lermont, Bélgica). As propriedades

fisicas dos vedantes utilizados no ensaio encorgemdescritas no anexo 7.3.

A metodologia de contaminacdo adoptada para estdoeteve como base o
artigo de Barkeet al (2001). Este, numa das suas experiéncias colpanchas de
cortica dentro de uma caixa de vidro, expostas€a ambientes contaminados com
diferentes quantidades de TCA, 1000 pg, 2000 pug e 4000 pg. Os resultadasiadt
demonstraram que a quantidade absorvida estd aedats com a concentragdo
inicialmente introduzida, isto €, quanto maior &concentragcdo maior sera a absorgao.
Em todas as quantidades adicionadas por Baket se verificaram grandes niveis
contaminagdo pelo que, no nosso estudo se optousamra intermédieBarker et al

contaminaram uma de caixa de 66 L com uma quamtidked 2000 pg. No nosso estudo

pretendeu-se contaminar frascos de 2 L. Logo:
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2LX2000 ug

Quantidade de ds — TCA =
66 L

=60ug (3.1)
Do mesmo modo, calculou-se o volume de solugcéolaa@ono frasco, sabendo que

Barkeret al.colocou 1 mL temos:

Volume de Solugdo = % = 0,03mL =30 uL (3.2)

Neste estudo, além da avaliagdo der@GA também foi nosso objectivo estudar a
migracdo dd*Cs-TCP pelo que, a solucdo de contaminagéo foi paglaadicionando massas

iguais de ambos 0s compostos.

A solugéo foi preparada da seguinte forma: nuncérae 5 mL pesou-se 2,1 mg de d
TCA e 2,5 mg de cristais d&C,-TCP, adicionou-se com auxilio de uma pipeta urnwel de 4

mL de etanol 96%.

Antes de se contaminar os frascos, encheu-se %% marrafas de vinho, com solucéo
hidroalcodlica (12 % de etanol v/v). Estas garrdfamm em seguida arrolhadas com os

diferentes vedantes (acima descritos) segundorabo@es apresentadas na tabela 3.3.

Tabela 4.1.Condi¢Bes de engarrafamento.

Rolhadora: Bertolazo Epsilon R/S
Volume de enchimento: 370 mL £2,2 mm
Nivel de enchimento: 60,8 mm £ 2,2 mm
Temperatura do liquido: 20,0°C

Depressao ndeadspacepods engarrafamento: -0,4 bar (para os trés tipos de vedantes);

Apéds concluidas as etapas anteriores deu-se iaicmtaminacdo atmosférica
propriamente dita: colocou-se uma garrafa dentranddrasco (figura 3.4.), pipetou-se
30 pL da solucdo contaminante e aplicou-se a gatpanede do frasco. De seguida,
cobriu-se imediatamente o topo do frasco com pdpebluminio, vedando-se com
parafilme e finalmente fechou-se o frasco. Rep&tiw procedimento para todas as 90

garrafas do ensaio (figura 3.4.).
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Figura 4.1.Esquema do dispositivo de contaminagdo atmosférica.

.
r

Para analisar o nivel de contaminagcdo atmosfénchasco, em cada periodo
seguiu-se o procedimento descrito no anexo 7.1.

De forma a analisar a contaminacéo das vedantetmefese um corte com uma
lamina no vidro do gargalo da garrafa e bateu-se este num local duro. De seguida
analisou-se a solucdo hidroalcodlica (procedimeesxrito em anexo). Com auxilio de
um martelo partiu-se o vidro do gargalo que eneévrolha. Finalmente seccionaram-
se as rolhas em trés partes que foram maceradagliamente a fim de quantificar o
nivel de @-TCA e**Cs-TCP-acetato.

atmaosfera contaminada

r
E
B

. [
0-12,7 mm

]ﬁ
12,7 - 25,4 mm I
I

12,7 - 38, 0 mm

Vinho

Figura 4.2. Esquema de corte da rolha.

Capitulo 4 | Estudo da migracao dele€CA da atmosfera para o interior de uma garrafaiateo 25



Estudos de Migracéo de 2,4,6-tricloroanisol atsade Vedantes

4.1.1. Resultados da migracao dedTCA do exterior da garrafa para o vinho

Em semelhanga com o estudo anterior, também esteuin tempo de ensaio
relativamente longo (48 meses). Pela mesma razi@oicamente referida, apenas se
avaliou o primeiro ponto do ensaio da migracao @A'S exdgenos para o interior da
garrafa.

Apds o primeiro més de conservagdo verificou-se qgel5 frascos estavam
ainda contaminados coms-BCA e *Cg-TCPacetato. COntudo, podemos observar uma
grande variacdo na quantidade média 4€@A que ainda permanece nos frascos das
garrafas vedadas com rolhas de cortica de napoasivelmente devido a dois valores

gue condicionaram o resultado (p <0,05).

60000 B Quantidade de d5-TCA
B Quantidade de 13C6-TCPaceta

<}

50000

40000

30000

20000

10000

Quantidade média de ¢ TCA e 13C4
TCP cetatoN@ atmosfera do frasco (ng)

Cortica Natural Neutrocork Nomacorc

Figura 4.3. Quantidade média (n=5) deBCA e de'*Cq-TCPjcerare €Xtraida da atmosfera do frasco ap6s um més de
conservagao contaminada inicialmente com 63675[0&1921 e com 73575 ng(Egég'l. As barras verticais indicam o
desvio padréo de 5 amostras.

A atmosfera envolvente as garrafas vedadas conmagdlfeutrocork, mostram
um nivel de contaminagéo superior ao das rolhdétiias. Verifica-se uma tendéncia

dos vedantes sintéticos absorverem mais TCA.
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Na quantificacdo deselfCA nas trés partes em que seccionaram 0s vedantes
podemos observar, pela analise da figura 4.4 quaha de cortica natural absorve
significativamente mais TCA no 1° terco (a parte gsta em contacto com a atmosfera)
que os outros vedantes (p < 0,01). Estes resultadstram claramente que muito do
TCA que encontramos em algumas rolhas de cortide per uma origem ambiental e
que essa absorcao € muito rapida (Bagked, 2002; Chatonnedt al, 2004). Podemos
verificar também que, ndo s6 a rolha de corticaapaz de sorver cloroanisois
atmosféricos, como também o vedante sintético.l&sipos, assim como a cortica tém

uma tém grande capacidade de sor¢do de cloroa(Baitenet al, 2005).
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Figura 4.4. Média da quantidade de-TWICA nas trés secc¢Bes em que se dividiram os veslahgebarras verticais
indicam o desvio padrdo de 5 amostras.

Embora, o vedante sintético seja aquele que est@sneontaminado no topo
externo, é também o que apresente niveis mais daontaminacdo ambiente nos
frascos. Na andlise do 2° terco do vedante sintétionstatamos que existe uma
tendéncia de migracdo, uma vez que, detectog-$€A4. Se tivermos em consideragcao
0 estudo de Lopest al. (2007) que reporta que a principal via de entdmaxigénio
atravées do vedante Nomacorc ocorre principalmerttavés do seu “corpo”,
hipoteticamente uma grande quantidaded€Q@A estara localizada ao longo do 1° e 2°

terco do vedante Nomacorc.
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Tendo em consideragao o facto do rolha de coragaral ser um produto 100%
natural torna-se dificil prever o seu comportameantmtudo neste primeiro ponto de
analise observamos a funcao da rolha de corticealatomo barreira a migracao dg d
TCA. Sendo a mais contaminada na superficie extermalha de cortica natural, ndo
apresenta niveis de migracdo para o interior danted Pelo contrario, o vedante
sintético mostrou-se parcialmente incapaz de inm@erdiigracdo dodTCA.

Em relacdo ao TCP podemos constatar que tem minddaale para com as
rolhas de cortica natural e Neutrocork. Em semehatom o ¢ TCA também foi
visivel a migracéo d&Ces-TCP até ao 2° terco do vedante sintético, ap64 unés de

conservagao (figura 4.5).
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Figura 4.5. Média da quantidade d&Cs-TCP nas trés seccdes em que se dividiram os veddsdarras verticais
indicam o desvio padrdo de 5 amostras.

Nao se verifica uma relagdo entre a migracio, doet-TCA quer do-Cs-TCP, dos
vedantes em estudo e das partes considerada€d(i¥0,

Este estudo apenas teve em consideracdo o pripwito do ensaio, ap6s um més de
conservacdo. O factor tempo, é muito importantéeniso de estudos de migracédo de 2,4,6-

TCA para o interior da garrafa. Contudo, ja se olzsa algumas tendéncias interessantes.
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5. Conclusodes

No ambito do presente projecto de investigacdo, fisia a optimizacdo do
procedimento de contaminacéo artificial de rolhascdrtica natural, utilizando etanol (96 %)

como solvente, utilizadas no estudo de migragéatdaor da rolha para o vinho.

Apos nove dias do engarrafamento, verificou-seaydeTCA presente no interior das
rolhas artificialmente contaminadas ndo migrou parainho. No entanto, internamente as

rolhas ainda permanecem contaminadas.

A atmosfera dos frascos de ensaio manteve-se cimatdanapés 1 més de conservacgao.
Todos os vedantes sorvem@TCA, mas o vedante sintético apresenta a maiongehilidade a

este contaminante, uma vez que este foi detectadegundo terco axial do vedante.

As perspectivas do trabalho sdo boas, na medidgusm mostra-se uma hipotética
migracdo nos vedantes sintéticos e se verifica feitoebarreira das rolhas de cortica, quando

expostos a um ambiente contaminado cemM@A.

Este trabalho apresenta-se assim como um contridutwlamental para o
esclarecimento dos mecanismos de contaminacdo rdw \dom cloroanisoéis. A hipotética
migracdo de TCA através dos vedantes sintéticosefeito barreira ao TCA proporcionado
pelas rolhas de cortica, serdo argumentos de uomranervalia cientifica e comercial para a

Amorim & Irmaos S.A.
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6. Avaliacao do trabalho realizado

6.1. Objectivos Realizados

Esta investigacao teve como objectivo estudar aagép do 2,4,6-TCA a dois
niveis. Verificar a susceptivel migracdo de TCAim@sféricos através de diferentes
tipos de vedantes e estudar a hipotética migragaldCa\ do interior da rolha de cortica
natural para o vinho. Os dois estudos foram impigat®s no tempo previsto. No
entanto, devido a duracdo de ambos os ensaiossapeaaalisou o primeiro ponto.

O factor tempo é muito importante neste tipo de estutk migracao de 2,4,6-TCA

para o interior da garrafa. Contudo, ja se podiicar algumas tendéncias muito interessantes.

6.2. Outros Trabalhos Realizados

Durante todo este periodo de tempo, houve sempl@baracdo com o
laboratorio de controlo de qualidade do departami&&id da Amorim & Irmaos S.A.,
com o intuito de apreender o método de determindQ&mmposto em estudo, o 2,4,6-
TCA, essencial para a investigacao.

Houve a realizacdo de uma visita guiada as ingtetada Equipar e Amorim
Florestal, em Coruche e as da Amorim & Irméos etdeork, em Santa Maria de
Lamas. Paralelamente ao estudo da migracdo do-TXZAG cooperou-se com 0S
investigadores do departamento noutros projectasvestigacdo em curso.

Realizou-se uma visita a CVRVYV, participando emliaaé sensoriais.

6.3. LimitacOes e Trabalho Futuro

Numa fase inicial foi necessario definir, optimizrmplementar o método de
contaminacgéao, antes de se iniciar o estudo de géigraropriamente dito. Esta etapa do
trabalho consumiu algum tempo da investigacdo, wezaque, a analise das amostras
para quantificacdo dosAACA estava limitada a rotina de andlises do depzehto,

implicando muitas vezes atrasos.
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O estudo de migracéo dg-GCA do interior da rolha natural e do exteriorgar
interior da garrafa foram planeados para 36 e 48emjaespectivamente. Devido a se
tratar de longos periodos de analise ndo foi peksoncluir o projecto, nos seis meses
de investigacdo. Contudo, reuniram-se todas asigiesl de modo a assegurar a

continuag&o do projecto por parte da empresa.

6.4. Apreciacgao final

Este trabalho apresenta-se assim como um contritdamental para o
esclarecimento dos mecanismos de contaminagdo mwo viom cloroanisodis. A
hipotética migracdo de TCA através dos vedantdstgios e o efeito barreira ao TCA
proporcionado pelas rolhas de cortica, serdo argtosele uma enorme valia cientifica

e comercial para a Amorim & Irméos S.A.
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7. Anexos

7.1. Método de Andlise — SPME- GC/MS

Para determinar e quantificar os compostos em estiiltzou-se um método
que conjuga uma técnica eficaz de extraccéo, amitnaccdo em fase solida — SPME
(Solid Phase Microextraction), com um método aicaliguficientemente sensivel, a

cromatografia gasosa acoplada a espectroscopiaskar{GC-MS).

A microextraccdo em fase solida, desenvolvida peviBzynet alem 1990 é
uma técnica cujo fundamento é a retencao dos esalé interesse sobre uma fase
estacionaria constituida por um dispositivo deaflundida, em que uma das

extremidades esta recoberta por um fino filme p&lioo - ver figura 7.1.

iubvo diz |.i.{.'lt.ﬁ.l.'
da Tibra (internoe
ol a0 hipodérmice

Y

1lll'l*.I ||jpm|-.."r1||j-. N,
(agulha)
de = 0,56 mm

- (IR

I mm

libra
retraida

Figura 7.1.Dispositivo da fibra de SPME: (A) posigdo com adibetraida na agulha, (B) posi¢do com fibra exposta

Fonte: Lemos (2007).
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A extraccao/retencdo dos compostos realizou-seepelasicdo da fibra a fase
gasosa, isto €, no espaco livre designaddeadspaceem equilibrio sobre a amostra
(HS-SPME) — figura 7.2 (a).

ApOs o processo de extraccao, 0s compostos sdsaatta por cromatografia
gasosa, onde estes sao termicamente dessorvidoa paluna cromatografica sob fluxo

do gés de arrasto, figura 7.2 (b).

(a) extracgdo HS-SPME =~ ——

—+ (b} dessorgdo térmica ‘J

|
H
! L

Figura 7.2.(a) Processo de extrac¢do HS-SPME; (b) procesdest®rcao térmica SPME-GC.
Fonte: Queirézt al. (2005).

7.1.1. Equipamento e reagentes

Equipamento

» Cromatografo Gasoso: Agilant 6890;
« Detector: Espectroscopia de Massa Agilent 5973;
* Auto-SamplerGerstel MPS2, n° série 121694;

* Programa de aquisicao de dados: Enhanced Chemst&ii’O1CA Version
C.00.00 21-Dec-1999, Copyright © Agilent Technokxyil 989-1999.

Material e reagentes

* Vinho branco Marques de Caceres, 2007;
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e Solucao hidroalcodlica a 12% (v/v);

0 Solucao hidroalcodlica a 12%: adicionar 250 ml tenBl 96% a 2 L de agua

destilada num baldo volumétrico de 2 L.

* Solucdo de maceragao.

= Para analise de 4TCA - colocar num frasco de vidro com capacidade

de 60 ml a rolha (ou pedaco de rolha) que se mtetanalisar o nivel
de &-TCA, completar o volume do mesmo com solucéo hidmdlica

a 12% (v/v). Cobrir o frasco com papel de alumigiéechar com a
respectiva tampa. Deixar em maceracdo durante 124 otemperatura

ambiente.

= Para andlise de”‘Cﬁ-TCPacetato - colocar num frasco de vidro com

capacidade de 60 ml a rolha (ou pedago de rolhe)sgupretende
analisar o nivel dé’CsTCP, completar o volume do mesmo com
solugéo de carbonato de potassio, com uma concgéatigual a 13,8
g/L. Cobrir o frasco com papel de aluminio e feat@mn a respectiva

tampa. Deixar em maceracdo durante 24 horas a tetageambiente.

Nota: Quando se pretende analisar em simultaneo o aévet TCA e de'®Ce-TCPycetarsfaz-se

a maceracao com carbonato de potassio.

« Padrdo Interno: 100pg" ds-TBA em solucdo hidroalcodlica a 12% (v/v) em

agua destilada, com uma concentracdo de 1007 1L
« Agente de Derivatizac&o: 20 g Acido Anidrido Acético;

e HS-SPME: Fibra Sigma-Aldrich Co., com 100 um de tewestimento de
polidimetilsiloxano (PDMS);

e Coluna: Varian, FactorFour™ Capillary Column VF-5%m x 0,20mm, 0,25
um ID DF=0,33t, referéncia CP8935;
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Figura 7.3. Aspecto de um espectro dos composted DA e *Cs-TCP analisados por HS-SPME-GC-MS, em

modoscan
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Figura 7.4. Aspecto de um cromatograma do compos#DA (ido 215) e°Cs-TCP (ido 204) analisados por HS-
SPME-GC-MS, em modscan

Tabela 7.1.Condi¢cdegerais do GC/MS para anélise doTCA.

Temperatura do injector 270°C
Gas de arrasto Hélio com um caudal de 1,0 nmhin™
Temperatura do Transfer Line 280 °C

Programa de temperaturas 90°C por 0 minutos, rampa de 15/@™* até 265°C mantido por 0,33

segundos, tempo total de 12 minutos
Modo de aquisicéo SIM m/z: d-TCA - 215; G-TBA - 349;*Cs-TCP cetato— 204;

Scan m/z¥Ce-TCPpceao— 204; @-TCA - 215
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7.1.2. Preparacdo de amostras para analise no GC8J

Quantificacdo dodTCA

Amostras Liquidas — Vinho ou solugcdo de maceracgao

Pipetar 10 mL da solugdo a analisar para vias dsl2€om fechaduracrew-
capsmunidas de unsptum,contendo aproximadamente 2 g de NacCl, o suficipata
saturar o liquido. Adicionar 100 uL de padrao imerD5-TBA e capsular rapidamente
o vial. Agitar a amostra para promover a misturasdaicdo com o sal e colocar a
amostra ndray do Combi PALNo GC-MS, seleccionar o método e colocar o programa

a decorrer utilizando auto-sampler.

Quantificacdo dd°Ce-TCP

Amostras Liquidas

* Solucao de Maceracgao
Pipetar 10 mL da solugao a analisar para vias del2@om fechadura
screw-capsmunidas de unsptum,contendo aproximadamente 2 g de
NaCl, o suficiente para saturar o liquido. Adiciod@0 pL de padréo
interno, D5-TBA e 100 pL de acido anidrido acétiomgpsular
rapidamente o vial. Agitar a amostra para promavetstura da solugcao
com o sal e colocar a amostra tmay do Combi PAL.No GC-MS,
seleccionar o método e colocar o programa a deaagtitieando oauto

samplercom aquecimento e agitacao

* Vinho
O procedimento € igual ao anterior com a adica®@® puL de uma
solucdo de carbonato de potassio de concentragabig,8 ¢ antes

de capsular.
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Amostras gasosas — Andlise dos niveis g&@@A e'*Ce-TCP atmosféricos

Abrir a tampa dos frascos de SLOMe 2 L utilizados no ensaio de
contaminacgao atmosférica com muito cuidado parada@dicar o papel de aluminio e
o parafilme que vedam o frasco. De seguida, perfuravestimento de vedacdo com a
seringa e posteriormente expor a fibra ao ambntieasco. Deixar a fibra absorver os
compostos volateis durante 20 minutos. Apds 20 tofmuecolher a fibra e s6 depois
retirar a seringa. Devido ao facto do compdd@s-TCP ser menos voldtil, torna-se

necessario recorrer ao metodo de derivatizacao:

* Num vial descrew-cap(capacidade 20 ml) colocar 200 pL de Anidrido
Acido Acético de concentracdo 100 -(llOmL)*. Injectar a seringa no
vial e expor a fibra num total de 10 minutos. Rete fibra e s6 depois a

seringa.

No GC-MS em “Instrument Tools” clicar em “Method® “Run”, em “Data
File” inserir 0 nimero do ensaio e em “sample” @ser o nome que se pretende dar a

analise. Clicar em “Run Method” para o método aorre

Quando o visor inferior do lado esquerdo do croagraffo comecar a piscar e a
luz vermelha no quadro do lado direitddt Ready desligar, injectar manualmente a
seringa e carregar enstart’. Passados 4 minutos de estar a decorrer a analise
pode recolher a fibra e retirar a seringa. Espgraro programa termine (a luz vermelha

do “Not Readyvoltar a acender) para poder retirar os resuigger anexo 7.2).

7.1.3. Calibracdo

Para se poder fazer a quantificacdo dos compostoestudo utilizando a
cromatografia gasosa € necessario efectuar reetaslibracdo para os intervalos de
concentracdes de interesse. Como o cromatografo équipamento muito sensivel a

torna-se necessario efectuar varias rectas deagiib.
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Figura 7.5.Recta de calibrac&o para o compostd @A [0-150] ngL™, com padrao interna;eTBA 100 ugL™.
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Figura 7.6. Recta de calibragéo para o compogtd @A [0-1000] ngL™, com padréo interna;elBA 100 pgL™.
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Figura 7.7.Recta de calibragdo para o compostd @A [0-500] ngL™, com padrao interna;eTBA 100 ugL™.
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Figura 7.8. Recta de calibragdo para @ TCA e para d°Cy-TCPcetatsdtmosféricos.
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Figura 7.9. Recta de calibrac&o para @ BCA eCs-TCP cetats [0 — 500] nglL ™.
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Figura 7.10.Recta de calibracéo para 9TCA e *Cg-TCP scetato [0 — 10] pgL ™.
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Colocacao de amostras no cromatégrafo

7.2.1. Condicionamento da coluna

71.2.2.

Seleccionar na barra de ferramentas inferior do pedador a funcdo
“Instrument # Mstop”;

Na nova janela seleccionar “Method”, escolher a cémn
“C"\MSDCHEM\1\Methods\VF5CLEAN.M", clicar duas ves. Se a funcao
nao existir seleccionar “Load”, “Methods”, “VF5clgae clicar OK;

Voltar a seleccionar a func¢ao “Method”,”"Run”;

Na janela “Start run”, escrever:

» Data file name: C: \MSDCHEM\1\Data\ ultimo ndmero @no + dia +
més +01.D ou 02.D consoante o ficheiro do dia anter

» Sample name: Limpeza da coluna;
Nesta janela seleccionar “Run Method”;
Ver se o visor inferior do lado esquerdo do cromto fica a piscar. Quando a
luz vermelha, no quadro do GC do lado direito dot‘Ready” desligar carregar
em “start” no cromatografo;
O condicionamento da coluna é concluido apds algunsitos, quando a luz

vermelha acender novamente em “Not Ready”.

Colocacédo das amostras no suporte do GC

Voltar a seleccionar a funcdo “Instrument # Msto@g seguida seleccionar
opcao;

Na nova janela seleccionar a opcéo “Sequence”;

Seleccionar “Edit sample log table” escrevendo petdem disposta nos

respectivos suportes a listagem das amostrasgdateforma:

» Type: sample;

Capitulo 7 | Anexos 45



Estudos de Migragéo de 2,4,6-tricloroanisol atsede Vedantes

» Vial: o numero referente a posicdo da amostra porse;

» Data files: o ficheiro para o qual os resultadas esdviados tendo este a
seguinte forma: altimo numero do ano + dia + mé&stnumero sequencial
(Ex:01;02; ... ;n);

» Método: VF5MS;

» Sample name: Designacdo da amostra

» Dentro da opcéo anterior, cada vez que se pretlid®nar uma novo amostra
a listagem seleccionar no teclado “Alt + R” em didneo;

» Para sair desta opc¢ao seleccionar Ok;

» Em seguida regressar a funcdo “Sequence” e guard#agem seleccionando a
opcao “Save”, digitando o nome da sequéncia dairsegtorma (RDdiamés.S.),
“Ok”;

* Regressar novamente a funcédo “Sequence”, opcao” “Riseleccionar “Run
Sequence”;

* No painel de controlo dduto-Sampleao seleccionar a funcéo “Insert Job” vai
aparecer a palavra “Append”, confirmando no bot&dral doAuto-Sampler;

» Dentro da funcdo anterior escolher o suporte désgjaem como as posicdes
ocupadas pelos tubos no mesmo suporte e o respetdivdo;

» Pararegressar ao menu principal seleccionar @éuttfome” (F4);

* No painel de controlo do MS seleccionar a funcaarts(F4).

7.2.3. Tratamento dos Resultados do GC/MS

e Seleccionar “Enchanced data analysis”;

* Seleccionar o icone “Open” (pasta amarela abatiaqr duas vezes sobre o
ficheiro pretendido;

» Seleccionar “Cromatogram” op¢ao “Extracted ion catmgram”, definir os
tempos de retencdo 5-7 minutos, identificar os ([@8s- 349, 2° - 215) e
carregar OKk;

* No livro de registos, assinalar:
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» ldentificacdo da amostra;
» File Name;

> Area do padréo interno;
> Area da amostra;

* No computador seleccionar “Tools”, funcéo “Optiomsllocando um visto
em “Manual integration” e carregar OKk;

* Integrar manualmente as areas do padrao interacaendstra;

* Seleccionar o “pico” do padrdo, correspondente&@o2l5 e aumentar a
imagem do grafico pressionando o botédo esquerdaatdp

* Unir a base do “pico” do padrdo, segundo a linhdakee, pressionando o
bot&o direito do rato;

* Leroresultado da area do padrao no conto infesquerdo e anotar o valor
na lista a frente das respectivas amostra e fcheo livro de registos do
MS;

» Proceder de igual forma para a area da amostexcgmhando o “pico” da
amostra, correspondente ao ido 215;

* Os resultados véao ser transferidos do livro destegido MS para uma folha
Excel,

e Pararecalcular a area deTdCA (A gs-1ca *) € necessario utilizar a seguinte

formula:

_ Ap;
Ag._rca *= Ars X Ag.—Tca (7.1)

Legenda:

- Ap; — Média da area do padrdo dos ponto da recta de calibragdo,
- Ap; — Valor da area do padrao interno da respectiva amostra,

- Ag.—rca — Valor da area da amostra

Para se obter o valor da concentracdo=dBQA € necessario substituir o valor

da area recalculada na equacéo da recta.
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A recta de calibragdo vem dada por:
Ags-rca *=mXCyy_rca+ b (7.2)

Logo, a concentracédo vem dada por:

Cas-tca = A—dS_TYZA*_ = (7.3)

Legenda

- Ag.—rca * — Arearecalculada

- b — Valor da origem da recta

- m — Valor do declive da recta
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7.3. Controlo do perfil do gargalo

Perfil do gagalo das garrafas utilizadas no estudo de migrdgaimterior da rolha d
cortica natural para o vinho e no estudo de migrad@ exterior para o interior da garr.

através de diferentes tipos de veda

Cdédigo Ensaio 285/07

Tipo de Garrafa: Bordalesa 37.5L
Fornecedor. Vidrala
Profundidade: 54 mm

Dist. Topo: 3 mm

Resolucdo 2mm

Tabela 7.2.Caracteristice do gargalo das garrafas utilizadas em ambos oda.

Prof 0 Sraus 90 Graus Média Ovalidade Conicidade
30 18,73 18,91 18,82 0,18 0,00
4.0 18,74 18 87 18,86 0,23 0,04
G0 18,74 19,14 18,584 040 o1z
a.0 18,74 19,30 18,02 0,56 0,20
10,0 18,73 19,349 19,06 0,66 0,24
12,0 18,74 1945 18,10 0,71 0,28
14.0 18,89 19,60 19,25 0,71 043
16,0 18 48 20,07 18,78 0,58 095
18,0 20,24 2077 20,81 0,53 1,69
20,0 2073 21,29 21,01 0,56 2149
220 20 BB 21,39 2113 0,53 2,31
24.0 20,87 21,39 21,13 n.ae2 2,31
26,0 20 .88 21,39 21,14 0,81 232
28,0 20,91 21,38 21,14 047 2,33
30,0 20 .95 21,35 21,158 040 2,33
32,0 20,98 21,32 21,15 0,34 2,33
34.0 20 .99 21,30 2115 0,31 2,33
36,0 21,01 21,30 21,16 0,29 2,34
38,0 21,03 21,30 2117 0,27 2,35
40,0 21,09 21,30 21,20 0,21 238
420 21,18 21,30 21,25 0,11 243
440 21,36 21,32 21,34 0,04 252
46,0 21 60O 21,35 2148 0,25 2 BB
48,0 21,93 21 45 21,69 048 287
0,0 22 .38 21,64 22.00 0,71 3,18
820 22 8B 21,84 2241 0,84 3,549
54,0 23 .53 2237 22 95 1,16 413
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7.4. Propriedades das rolhas utilizadas no estudo de caminacao
atmosférica

Tabela 7.3 Propriedades fisicas das rolhas naturais 38 @mm, qualidade superior.

Rolhas Naturais

Rolha Comp. Diam. 1 Diam.2 D.médio Ovalidade Massa Massa Vol. Aparente Humidade

1 37,94 24,06 24,05 24,06 0,01 2,85 165,2214 4,4
2 38,21 24,16 24,15 24,16 0,01 2,69 153,5647 4,1
3 38,08 24,12 24,13 24,13 0,01 3,20 183,7589 4,2
5 37,90 23,99 24,02 24,01 0,03 2,81 163,7543 4,6
6 37,83 24,01 23,88 23,95 0,13 2,80 164,2936 4,6
7 37,91 23,93 23,90 23,92 0,03 2,93 171,9893 4,2
9 38,03 24,26 24,23 24,25 0,03 2,87 163,3962 4,3
10 38,10 24,26 24,18 24,22 0,08 2,85 162,361 4,3
11 37,96 24,18 24,16 24,17 0,02 2,65 152,1515 4,1
13 38,06 23,93 23,92 23,93 0,01 3,17 185,189 4,4
15 37,77 23,95 23,96 23,96 0,01 2,72 159,7196 3,9
17 38,16 23,87 24,09 23,98 0,22 2,64 153,1818 4,3
19 37,92 24,15 24,08 24,12 0,07 2,95 170,2586 4,3
20 38,16 23,92 23,77 23,85 0,15 2,30 134,9126 4,6
21 37,66 23,89 23,69 23,79 0,20 2,55 152,3285 4,2
22 37,86 2345 23,85 23,65 0,40 3,00 180,38 4,2
23 3791 23,83 23,92 23,88 0,09 2,63 154,8971 4,5
24 38,00 24,01 24,08 24,05 0,07 2,70 156,4083 4,5
25 38,08 24,13 24,08 24,11 0,05 3,07 176,5862 4,5
26 37,76 24,10 23,84 23,97 0,26 2,66 156,1074 4,2
27 37,89 24,16 24,09 24,13 0,07 3,23 186,4117 4,5
28 37,75 23,82 23,60 23,71 0,22 3,42 205,1899 3,9
29 37,83 23,70 23,34 23,52 0,36 2,64 160,6212 3,9
30 38,07 24,00 23,86 23,93 0,14 2,53 147,7617 4,2
31 37,99 24,04 24,10 24,07 0,06 2,85 164,8668 4,2
32 38,05 24,29 24,25 24,27 0,04 2,83 160,7689 4,2
33 38,01 2394 23,87 23,91 0,07 3,20 187,5007 4,3
35 38,17 23,94 23,87 23,91 0,07 2,72 158,7075 4,6
38 38,07 24,05 24,06 24,06 0,01 2,91 168,1236 4,3
40 38,23 23,97 24,05 24,01 0,08 2,97 171,5844 4,6
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Tabela 7.4.Propriedades fisicas das rolhas técnicas Neutr@&®rkm x 24 mm.

Rolhas Neutrocork

Rolha Comp. Diam. 1 Diam.2 D.médio Ovalidade Massa Massa Vol. Aparente Humidade

1 37,69 23,93 23,91 23,92 0,02 5,06 298,7528 7

2 37,56 23,88 23,82 25,85 0,06 4,88 290,8222 7,2
3 37,72 23,87 23,82 23,85 0,05 491 291,3688 6,7
4 37,65 23,9 23,88 23,89 0,02 5,02 297,4517 6,7
6 37,63 23,89 23,86 23,88 0,03 5,14 304,9792 7,3
7 37,59 23,9 23,82 23,86 0,08 4,98 296,2962 6,7
8 37,4 23,71 23,73 23,72 0,02 4,61 278,9394 6,8
9 37,65 23,88 23,82 23,85 0,06 4,97 295,4776 6,8
12 37,8 23,87 23,86 23,87 0,01 5,07 299,7239 6,8
13 37,59 23,82 23,77 23,80 0,05 4,76 284,6366 6,8
14 37,54 23,83 23,79 23,81 0,04 4,71 281,785 6,6
15 37,68 23,89 23,92 23,91 0,03 4,88 288,4429 6,4
16 37,55 23,87 23,84 23,86 0,03 4,79 285,2954 6,9
17 37,61 23,84 23,82 23,83 0,02 4,9 292,1155 7

19 37,63 23,79 23,75 23,77 0,04 4,86 291,047 6,9
21 37,49 23,76 23,71 23,74 0,05 4,69 282,622 7

23 36,5 23,75 23,73 23,74 0,02 4,79 288,5711 6,9
24 37,54 23,86 23,79 23,83 0,07 4,79 286,0903 6,8
26 37,86 23,95 23,9 23,93 0,05 5,22 306,5593 6,3
27 37,47 23,75 23,72 23,74 0,03 4,74 285,7875 6,6
28 37,44 2381 23,74 23,78 0,07 4,78 287,4607 7,2
29 37,61 23,83 23,79 23,81 0,04 4,85 289,6207 6,7
30 37,65 23,85 23,85 23,85 0 4,96 294,8832 6,6
31 37,61 23,86 23,86 23,86 0 4,98 296,1387 6,7
32 3765 2391 23,89 23,90 0,02 4,82 285,3621 6,9
33 37,62 23,85 23,82 23,84 0,03 4,93 293,5795 7,1
35 37,62 23,84 23,85 23,85 0,01 4,74 282,0284 6,5
37 37,45 23,79 23,72 23,76 0,07 4,7 283,0501 6,5
38 37,67 23,83 23,87 23,85 0,04 4,86 288,7845 6,4
39 37,5 23,85 23,8 23,83 0,05 4,79 286,3955 6,8
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Tabela 7.5.Propriedades fisicas dos vedantes sintéticos Nam&tassic37 mm x 24 mm.

Rolhas Nomacorc

Rolha Comp. Diam. 1 Diam.2 D.médio Ovalidade Massa Massa Vol. Aparente

1 36,97 22,07 22,11 22,09 0,04 5,27 371,9459
3 36,99 21,8 21,86 21,83 0,06 53 382,8196
4 37,05 22,2 22,24 22,22 0,04 5,33 370,9889
5 36,76 22,13 22,1 22,12 0,03 5,45 385,7987
6 36,83 21,94 21,96 21,95 0,02 53 380,2902
7 37,47 21,99 21,74 21,87 0,25 5,38 382,218

8 37,02 21,98 21,92 21,95 0,06 5,29 377,6245
9 36,99 22,06 21,98 22,02 0,08 53 376,2418
10 36,87 22,05 22,14 22,10 0.09 5,34 377,5666
11 37,04 22,03 22,08 22,06 0,05 5,33 376,4916
12 36,92 22,08 21,97 22,03 0,11 5,31 377,3235
13 36,74 22,07 21,96 22,02 0,11 5,35 382,3755
14 36,98 21,82 21,8 21,81 0,02 5,28 382,178

15 36,92 22,09 22,03 22,06 0,06 5,32 377,0066
19 36,87 2191 21,96 21,94 0,05 5,27 378,0718
21 36,94 22,03 21,91 21,97 0,12 5,28 377,0396
22 37,01 22,03 22,04 22,04 0,01 5,32 376,7727
23 36,89 21,88 21,84 21,86 0,04 5,27 380,6376
24 36,88 22,05 22,04 22,05 0,01 5,47 388,409
25 36,92 2201 22,11 22,06 0,1 5,31 376,2979
26 3691 2191 21,91 21,91 0 5,27 378,697

28 36,78 22,2 22,03 22,12 0,17 5,43 384,1739
29 37,04 22,09 22,16 22,13 0,07 5,35 375,5173
30 36,93 21,92 21,83 21,88 0,09 53 381,691

33 37,05 21,97 21,98 21,98 0,01 5,35 380,5574
34 37,08 22 22,02 22,01 0,02 5,26 372,8345
36 36,94 22,12 21,98 22,05 0,14 5,57 394,8672
38 36,83 22,06 22,03 22,05 0,03 5,53 393,2025
39 36,97 22,05 21,96 22,01 0,09 5,45 387,4512
40 36,84 22,11 21,9 22,01 0,21 5,52 393,8125
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