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Resumo

“Aroma a rolha” em vinhos tem sido considerado como o maior problema associado
com o uso de rolhas de cortica. Este problema surge devido a contamina¢do dos vinhos por
cloroanisois, especialmente o 2,4,6 — Tricloroanisol (TCA), ndo sendo exclusivo da cortica.

Foram contaminadas artificialmente o interior de rolhas naturais de forma a estudar a
migracdo de ds-TCA para o vinho engarrafado. Apos 4 meses verificou-se que o ds-TCA
adicionado ndo tinha migrado para o vinho. Contudo, o interior das rolhas, continuava
contaminado.

Foi analisada a migracdo de ds-TCA e '3C¢-TCP atmosféricos para uma solucdo
hidroalcodlica vedada com rolhas de cortica natural, Neutrocork e vedantes sintéticos
Nomacorc Classic. Foram introduzidas 90 garrafas numa camara com aqueles contaminantes e
analisadas 15 ap6s 6 meses de conservacdo. Foi observado que o ds-TCA e *3C¢-TCP migraram
através dos vedantes Nomacorc para a solucdo hidroalcodlica. Por outro lado, as rolhas de
cortica constituiram uma proteccdo eficaz a migracdo dos contaminantes para a solugdo
engarrafada.

De forma a desenvolver um método que permita envelhecer um vinho de forma
acelerada, submeteu-se um mesmo vinho vedado com rolhas de cortica natural, técnica
(Neutrocork) e capsulas de rosca, conservado a diferentes temperaturas. Apos 6 meses de
engarrafamento, o vinho conservado a temperaturas mais elevadas apresentou uma evolugdo
mais marcada (reducdo do SO, total, maior absorvancia a 420 nm e menor concentracao de
ésteres e acetato de etilo) independentemente da do tipo de vedante utilizado.

A avaliacdo do efeito barreira do tratamento Acquamark foi realizada em rolhas naturais
provenientes de um mesmo lote de rolhas contaminado com TCA. Apés 24 horas de
conservacdo, o tratamento Acquamark ndo constituiu uma barreira efectiva a migracao de
2,4,6-TCA das rolhas naturais para as solucées hidroalcoolicas.

Palavras-chave: ds-TCA, *Ce-TCP, vinho, cortica, Nomacorc, Neutrocork, rosca, migracao,
Acquamark.
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Abstract

Cork taint has been the major problem associated to wine contamination, which could
result of the migration of 2,4,6-trichloroanisole (TCA) from cork stoppers to wine.

In order to study this phenomenon, deuterium-labeled tricloroanisole (ds-TCA) was
injected in natural cork stoppers. After 4 months of storage ds-TCA didn’t migrate to wine.
However, cork stoppers were still contaminated.

The migration of exogenous ds-TCA and '*C¢-TCP through natural cork stoppers,
Neutrocork and synthetic closures was assessed by exposing an hydroalcoholic bottled solution
to a contaminated atmosphere. After 6 months storage, ds-TCA and *3Ce-TCP migrated
throughout the synthetic closure to the hydroalcoholic solution. On the other hand, cork
closures displayed an effective barrier to the transmission of exogenous taints.

The impact of the temperature on chemical and sensory properties of the bottled wine
was assessed. After 6 months, the wine bottles stored under highest temperatures showed
higher DO420 nm absorption, lower SO, concentration and lower esters and ethyl acetate
content than the normal storage, irrespectively the type of closures.

A batch of contaminated cork stoppers was used to assess the effect of the Acquamark
treatment on the migration of 2,4,6-TCA. After 24 hours of treatment, the results showed that
Acquamark is ineffective barrier against the migration of 2,4,6-TCA.

Keywords: ds-TCA, 3Ce-TCP, wine, cork, Nomacorc, Neutrocork, screw-caps, migration,
Acquamark.
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1 Introducéo

A principal funcdo de uma rolha é a vedacdo da garrafa. A rolha deve ser a mais neutra
possivel e estanque a passagem do liquido contido na garrafa. A permeabilidade relativa ao ar
podera ser vantajosa, se desejar promover a maturacdo do vinho, ou, pelo contréario,
prejudicial, se o envelhecimento do vinho também o for (Fortes et al., 2006).

1.1 Arolha como vedante de garrafas

1.1.1 Impacto ao nivel sensorial, TCA, haloanisdis

“Aroma a rolha” em vinhos tem sido considerado como o maior problema associado com o
uso de rolhas de cortica. Este problema surge devido a contaminacdo dos vinhos por
cloroaniséis, especialmente o 2,4,6 — tricloroanisol (TCA), ndo sendo exclusivo da cortiga. TCA
caracteriza-se por produzir um aroma desagradavel definido como mofo ou bafio.

O TCA pode gerar-se por diferentes vias metabolicas, no entanto, a formacdo de TCA a
partir de TCP por reaccdes de biometilacdo é a Unica origem cientificamente comprovada. Esta
reaccdo de biometilacdo € realizada por diferentes familias de fungos filamentosos
(Streptomyces spp., Trichoderma spp., Penicillium spp., Cephalouscus spp., ...) que crescem quer
nas pranchas de cortica, quer nos materiais de madeira existentes nas caves (Alvarez-Rodriguez
et al., 2002). Esta reaccao é catalisada pela clorofenol O-metiltransferase (Coque et al., 2003).

O TCA é uma substancia quimicamente estavel que nao se degrada significativamente no
vinho. Estudos recentes comprovam que s6 quando a superficie contaminada da rolha entra
em contacto directo, ou em relativa proximidade, com o vinho (ou headspace acima do vinho)
se da a transferéncia de TCA entre a rolha e o vinho. Consequentemente, a localizacdo do TCA
na rolha e a orientacdo da rolha durante o engarrafamento sdo parametros fundamentais que
contribuem para a contaminacdo ou ndo do vinho (Pollinitz et al., 1996; Capone et al., 1999 e
2002).

Apesar da boa correlacdo existente entre o nivel de percep¢do sensorial e a concentragdo
de TCA, existem alguns vinhos que apresentam fortes aromas a “fangicos”, “mofo” e “bafio”,
mas baixas concentracdes de TCA, o que indica que outros componentes contribuem para estes
desvios sensoriais (Simpson et al., 2005). Recentemente, outras moléculas, além do TCA, foram
identificadas como a causa dos aromas e gostos flngicos, contudo e ao contrario do TCA
detectado no vinho que tem a sua origem associada a rolha de cortica, estes tém a sua origem
mais associada as caves que por si s6 ja se encontram contaminadas, tais como, barricas e seus
suportes em madeira, paredes e tectos interiores, traves e paletes em madeira, escadas,
cartdes, agua da torneira, tubos, filtros, estabilizadores e os revestimentos poliméricos dos
tanques (Coque et al., 2006):

Introducéo 1
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0 2-metoxi-3,5 dimetilpirazina foi identificada como um potente odor a mofo. A sua
contribuicdo para o limiar de deteccdo no vinho ainda nédo foi comprovada, no
entanto, para os vinhos australianos, € depois do TCA, a segunda causa mais
importante de contaminacao (Simpson et al., 2005);

o 2,4,6 — Tribromoanisol (2,4,6 — TBA), responsavel por um gosto e aromas a mofo
semelhante ao produzido pelo TCA (Chatonnet et al., 2004);

o 2,3,4,6 — Tetracloroanisol (2,3,4,6 — TeCA), responsavel por um odor desagradavel
detectado num conjunto de frangos de um restaurante (Curtis et al., 1974);

0 Pentacloroanisol (PCA), responsavel pelo aparecimento de um odor a mofo em
polpa de madeira armazenada (Cserjesi e Johnson., 1972);

De uma maneira geral, estes compostos sdo muito volateis, sendo facilmente transmitidos
através do ar e demonstram uma grande capacidade para aderir e contaminar a madeira,
cortica e muitos outros materiais (plasticos, silicone, cartdo e papel, borracha, etc.), além de
possuirem um limiar de percepcao olfactivo muito baixo em solucéo alcodlica.

Tabela 1.1: Limiares de percepcdo dos principais cloroaniséis e bromoanisois envolvidos, na contaminacdo de
vinhos (adaptado de Coque et al., 2006)

Composto Limiar de deteccio Estrutura
DCH3
Em agua: 30 — 300 pg L7 (Curtis e al ; Griffiths, 1974) Ch 7
246-TCA . ; |
Em solugdo aleoclica (vinheo): 1.5 — 3 ng-L ™ (Duerr, 1983) S
¢
Em agua: 4 ng-]_" (Curtis ef al.. 1974) OC Hy
Em solugiio aleodlica (vinho): Ce S, T
23.4,6-TeCA , I .
v 10—13ngL” (branco e tinto) (Chatonnet, P., 2004) NS
¥ 3ng-L? (vinhos espumosos) (Chatonnet, P 2004) ;!.
CHa
lect Cl 5 Cl
e Composto organdlecticamente fraco 17
[ /
Limiar de detecgio - 50 ng L (Chatonnet, P 2004) cr': .
&
?r.:Ha
Em égua: 8 - 30 pgL” (Saxby eral, 1982; Whitfield e al | 1997) Bt gl S B
24.6-TBA . | |
Em solugio aleoclica (vinhe): 43 ng-L™ (Chatonnet, P, 2004 T
g
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1.1.2 Impacto do oxigénio no desenvolvimento do vinho

O papel do oxigénio no desenvolvimento do vinho durante o envelhecimento em garrafa
nao esta totalmente compreendido. O vedante é a variavel mais ébvia que podera influenciar o
desenvolvimento do vinho em garrafa, mas ndo deixa de ser apenas um factor (Godden et al.,
2005). Outros factores determinantes para “oxigenacdo” dos vinhos sdo: as condigdes de
vinificacdo, condi¢des da linha de engarrafamento, o volume do headspace e a composi¢éo do
gés, condi¢des de armazenamento, e a composi¢do do préprio vinho.

O contacto entre o vinho e oxigénio € um factor critico durante o processo de vinificacao e
envelhecimento em barricas/cubas e garrafa. A entrada de oxigénio na garrafa € extremamente
dependente do vedante utilizado (Godden et al., 2005). Esta entrada € muito mais importante
durante o engarrafamento e o primeiro més do que nos meses seguintes de armazenamento.
Para rolhas de cortica natural, a taxa de entrada de oxigénio segue um declinio gradual durante
0 primeiro ano (2-6 pL/dia), tornando-se muito reduzida nos 24 meses seguintes (0,1-2 pL/dia).
As capsulas de rosca e rolhas de cortica técnica apresentam um nivel de permeabilidade de
oxigénio durante a armazenagem consistentemente baixo (menos de 1 pL/dia). Em
contrapartida, vedantes sintéticos, Nomacorc e Supremecorg, continuam a apresentam as mais
elevadas taxas de permeabilidade ao oxigénio, 6 e 13 pL/dia, respectivamente (Lopes et al.,
2007).

Por tudo isto, vinho engarrafado com vedantes sintéticos apresenta uma tendéncia a oxidar
rapidamente (Godden et al., 2001; Chatonnet et al., 2004; Francis et al., 2003; Skouroumounis
et al., 2005). Em contrapartida, a pouca oxigenacdo do vinho provoca a presenga de aromas
indesejaveis, tais como a “pedra de isqueiro e/ou borracha”, caracteristicas de um vinho que
sofreu reducdo, por norma associados a vinhos vedados com capsulas de rosca (Godden et al.,
2005; Francis et al., 2003; Skouroumounis et al., 2005). Vinho vedado com rolhas de cortica
natural sofre uma evolucdo mais normalizada, sem no entanto apresentar problemas com o
oxigénio (Francis et al., 2003).

No caso do vinho tinto algum grau de oxigenacdo pode ser benéfico para o seu
desenvolvimento em garrafa, actuando como elemento estabilizador da cor e das propriedades
organolépticas. Por outro lado, a qualidade dos vinhos brancos € normalmente prejudicada
pela exposicdo ao ar devido a alteragdes nas qualidades sensoriais e cromaticas (Godden et al.,
2001). O oxigénio desnatura o aroma, destréi o frutado, escurece a cor. A oxidagdo das
substancias fendlicas provoca modificacBes intensas da cor (nos casos extremos é a classe
oxidasica), e a formacao de substancias acres e amargas.

Os vinhos, sobretudo os brancos, sdo protegidos contra a oxidacdo e deterioracdo
microbiana, por meio da adicao de dioxido de enxofre (SO,). O SO, desempenha um papel de
anti-oxidante irreversivel captando para si oxigénio dissolvido, mas sobretudo produtos
resultantes das reacc@es de oxidacdo do vinho: acetaldeido e perdxido de hidrogénio. O acido
ascorbico, ou vitamina C, fixa rapidamente o oxigénio dissolvido transformando-se em acido
deshidroascorbico e formando peroxido de hidrogénio (poderoso oxidante). Devido a este
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facto, o acido ascorbico sO exerce plenamente as suas propriedades de anti-oxidante quando
associado com SO, (Peynaud., 1993).

Apo6s o engarrafamento, os vinhos entram num ciclo de envelhecimento, em que as
principais caracteristicas sdo notorias tanto ao nivel sensorial como cromatico. Durante este
periodo, os compostos aromaticos do vinho vao evoluindo aromas mais finos; conjugado com
uma diminuicdo tanto do SO; livre e total e do acido ascorbico; um aumento da intensidade da
cor (A420). No caso do vinho branco, uma evolugdo de um tom amarelo para um tom mais
acastanhado e no vinho tinto, uma evolu¢do de um tom encarnado para um tom alaranjado.

1.2 Objectivos do trabalho

Este projecto teve como principais objectivos: o estudo da migragdo de ds-TCA do interior
da rolha de cortica natural para o vinho; o estudo da capacidade de vedagdo perante a
migracdo de compostos atmosféricos (ds-TCA e *Ce-TCP) através de diferentes tipos de
vedantes; desenvolvimento de um método que relacionasse a evolugdo normal de um vinho
com a evolucdo condicionada, aumentando a temperatura, através de diferentes tipos de
vedantes; estudo do efeito barreira do Acquamark em rolhas de cortica & passagem do TCA.

1.3 Contributos do trabalho

Para a induastria corticeira, € essencial saber de que forma se podera diminuir a
contaminacao por TCA.

Foi estudada a capacidade de retengdo de TCA nas rolhas de corti¢a natural contaminadas
no seu interior e de ndo deixar migrar para o vinho em contacto. Pretendeu-se também
clarificar o efeito barreira que diferentes tipos de vedantes apresentam face a um ambiente

contaminado com TCA, percebendo se o designado “aroma a rolha” € da exclusiva
responsabilidade das rolhas de cortica natural.

Desenvolver um método expedito que permita ao departamento I&D da Amorim & Irmé&os
uma validacao mais rapida dos seus produtos.

Avaliar até que ponto o teste de tratamento Acquamark faz barreira a migracdo de TCA das
rolhas para as solucdes hidroalcodlicas.
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1.4 Organizacio da tese

Esta tese esta dividida em oito capitulos.

O primeiro, a introducdo, enquadra o leitor no trabalho apresentado, fornecendo conceitos
sobre a importancia do vedante tanto na prevenc¢do de contamina¢des para o vinho por parte
dos haloaniséis como no desenvolvimento do préprio vinho em garrafa. Enquadra também o
leitor sobre 0s principais objectivos subjacentes a presente investigacao.

No segundo, o estado da arte, € apresentada uma revisdo bibliografica sobre estudos
relacionados e que conduziram a necessidade da presente investigacao.

No terceiro, encontra-se apresentada a metodologia e os resultados referentes ao segundo
e terceiro pontos de anélise do estudo da migracdo de ds-TCA do interior da rolha natural para
o vinho.

No quarto, encontra-se apresentada a metodologia e os resultados referentes ao segundo e
terceiro pontos de analise do estudo da migracdo de ds-TCA e **C¢-TCP atmosférico para o
interior de uma garrafa de vinho.

No quinto, encontra-se apresentada a metodologia e os resultados referentes ao segundo
ponto de analise do estudo do desenvolvimento de um método para envelhecimento acelerado
de um vinho.

No sexto, encontra-se apresentada a metodologia e os resultados referentes ao primeiro
ponto de analise do estudo do efeito barreira ao Acquamark a passagem do 2,4,6-TCA.

No sétimo, encontra-se apresentada as conclusdes mais importantes relativas aos quatro
estudos desenvolvidos na presente investigagéo.

No oitavo e dltimo capitulo, encontra-se apresentada a avaliagdo de todo o trabalho
desenvolvido.
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2 Estado da Arte

2.1 Cloroanisois enguanto contaminantes de vinhos

“Aroma a rolha” no vinho € um dos mais sérios problemas com que se confronta a
moderna indastria vinicola (Amon e Simpson., 1986, Simpson., 1989). As estimativas da
proporcao de garrafas afectadas variam entre 1-5 %, podendo ocasionalmente ser superior a 30
% (Sefton et al., 2005). Contudo, estas estimativas sdo baseadas em resultados de analise
sensorial de provadores com diferentes experiéncias e ndo de anélise quimica, carecendo
portanto de comprovacao cientifica acerca da fonte de contaminacéo dos vinhos (Pollnitz et al.,
1996, Capone et al., 1999).

Numa amostra de vinhos comerciais presentes a uma avalia¢do, 18 das 374 garrafas em
estudo (4,8%) foram identificadas, por 20% dos provadores, como estando contaminadas por
aromas a “mofo”. Posteriormente, essas 18 garrafas foram sujeitas a analises quimicas e foi
detectada uma concentracdo igual ou superior a 1 ng/L de 2,4,6-TCA (Pollinitz et al., 1996).
Pefia-Neira et al., (2000) confirmaram a presenca de 2,4,6-TCA, em concentracdes superiores a
4 ng/L, em 80% das 46 amostras de vinho que apresentavam aromas a “mofo” na analise
sensorial. Soleas et al., (2002) analisaram 2400 vinhos comerciais de varios paises. Em 145
desses vinhos (6%) foram detectados aromas flngicos, mofo e bafio. Contudo, na analise por
GC-MS apenas 71 vinhos (49%) apresentavam niveis de TCA mais elevados que o limiar de
percepcao de 2 ng/L, e em 35% dos vinhos analisados néo foi detectado TCA.

Estima-se que cerca de 80-85% dos aromas “fungicos”, “mofo” e “bafio” séo atribuidos
ao TCA (Sefton et al., 2005). Contudo, o vinho pode ser contaminado por TCA ou outros
haloaniséis ainda antes de ser engarrafado, se contactar com materiais contaminados (ex.
barris de carvalho) e/ou em caves que possuam uma atmosfera contaminada (Chatonnet et al.,
2004, Capone et al., 1999).

A cortica, assim como a madeira e os plasticos, podem absorver cloroanisois por via
aerea, mesmo sem um contacto fisico directo com a fonte primaria de contaminacéo (Barker et
al., 2001). No caso de rolhas de cortica e vedantes sintéticos armazenados em ambientes
contaminados tal pode-se traduzir numa absorcdo de cloroanis6is que depois serdo
susceptiveis de serem transmitidos ao vinho durante a conservacdo em garrafa.

As raz6es que contribuem para a presenca e acumulacédo de TCA e outros haloaniséis na
cortica tém sido revistas por varios autores, mas ainda ndo sdo totalmente compreendidas
(Pollinitz et al., 1996, Capone et al., 2002). Capone et al., (2002) descreveram uma experiéncia
em que se adicionou ds-TCA a superficie externa de 48 rolhas engarrafadas, com o objectivo de
analisar se o TCA proveniente de fontes externas consegue migrar pela rolha de cortica natural
e atingir o vinho. Este estudo mostrou que o TCA ndo migra através da rolha de cortica, ndo
contaminando o vinho durante 36 meses de conservagdo. Na maioria das rolhas, 90 % do ds-
TCA ficava absorvido no primeiro terco da rolha. Contudo, ndo existem estudos sobre a
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migracdo de compostos atmosféricos através de outros tipos de vedantes como rolhas técnicas
de cortiga, capsulas de rosca e vedantes sintéticos.

A lenta migracdo de TCA ao longo do comprimento da rolha de cortica suporta o
argumento de que s6 quando a superficie contaminada da rolha de cortica entra em contacto
directo com o vinho (ou headspace acima do vinho), se da a transferéncia dos cloroanisois a
partir da cortica para o vinho (Amon e Simpson., 1986, Capone et al., 1999). Contudo, ndo esta
claro se o TCA contido no interior da rolha de cortica natural consegue migrar para o vinho.

Recentemente, foi relatado que a principal fonte de oxigenagdo do vinho em garrafas
vedadas com rolhas de cortica (natural e técnica) é a propria estrutura da rolha. Jean Ribéreau-
Gayon (1933) foi o primeiro a reportar a permeabilidade da rolha de cortica natural: 0,10 — 0,38
mL de oxigénio nas primeiras trés semanas e entre 0 — 0,07 mL nos quatro meses seguintes. A
entrada de oxigénio pela interface cortica-vidro € residual e apenas observada nas garrafas
vedadas com rolhas de cortica natural. Em contrapartida, para a maior parte dos vedantes
sintéticos 0 oxigénio atmosférico difunde-se por todo o corpo do vedante. A elucidagdo das
principais vias pelas quais o oxigenio se difunde através de diferentes tipos de vedantes em
garrafas, pode permitir uma melhor compreensdo do papel vedante no desenvolvimento e
proteccdo do vinho engarrafado (Lopes et al., 2007).

A concentracdo de TCA na rolha pode ser diminuida pela simples exposicdo ao ar,
podendo o processo ser acelerado pelo aumento do teor de humidade e calor (Barker., 2001).
O Grupo Amorim utiliza um processo de limpeza por correntes de vapor, chamado ROSA, para
remover TCA da cortica. Este processo remove 75-80 % do TCA em granulados e em rolhas de
cortica natural. Taylor et al., (2000) utilizaram didxido de carbono supercritico, como processo
de extraccdo de TCA das rolhas, afirmando que todo o TCA a superficie da rolha podia ser
virtualmente isolado por esta técnica. O Grupo Oeno utiliza esta técnica para remover TCA de
granulados de cortica, designando-a por Processo Diamante (Lumiar et al., 2001). Outras
técnicas utilizadas incluem o tratamento por microondas (Jagger., 1999) e o uso de enzimas
(Conrad et al., 1999).

2.2 0O papel do oxigénio na evolucdo do vinho

No final dos anos 90, vinho branco estragado devido a oxidagdo foi um problema que
custou sO a industria vinicola australiana $160 milhdes (USD) por ano (Waters e Williams.,
1997).

Durante o envelhecimento do vinho em garrafa, a entrada de oxigénio depende da
capacidade de vedacéo dos respectivos vedantes, sendo que estes apresentam propriedades de
efeito barreira distintamente diferentes. A deterioragdo oxidativa do vinho engarrafado difere
do envelhecimento principalmente por ser o resultado de reac¢des promovidas pelo oxigénio, o
gue resulta num vinho com uma cor, aroma e sabor diferente das mudancas produzidas
durante o envelhecimento. Durante esta fase, a composi¢do fisico-quimica do vinho vai
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evoluindo durante o periodo de envelhecimento em garrafa, resultado de diversas reaccdes
catalisadas pela acidez do meio e oxigénio (Godden et al., 2004).

Tém sido relatados vérios estudos sobre a avaliagdo do impacto de diferentes vedantes
e condi¢Oes de armazenamento no desenvolvimento do vinho (Chatonnet et al., 2000, Godden
et al., 2001, Mas et al., 2002). Mas et al., (2002) concluiram que os vinhos eram melhor
preservados quando armazenados horizontalmente, do que em posi¢do vertical, e que 0s
vedantes mais adequados para o desenvolvimento do vinho foram os de cortica natural.
Godden et al., (2001) avaliaram 14 tipos de vedantes diferentes, e, demonstraram que 0S
vedantes de capsula de rosca nesse estudo obtiveram a melhor performance em termos de
minimizar a oxidacdo do vinho. Esses vinhos, contudo, desenvolveram-se de forma diferente
dos vinhos vedados com outros vedantes, formando compostos associados aos aromas de

reducdo (“pedra de isqueiro”, “borracha”, “couve”). Estes aromas também foram encontrados
em outros vinhos vedados com cépsulas de rosca (Francis et al., 2003).

Waters et al., (1996) foram dos primeiros a mostrar que a absorvancia a 420 nm (Asz)
estava negativamente correlacionada com o SO, total de vinhos Chardonnay. Mais
recentemente, Godden et al., (2001) reportaram que garrafas de vinho Semillon oxidado
exibiam alta A4y € baixos niveis de SO, livre e total. Alteracdes na cor de vinhos brancos como
resultado da oxidagdo acontecem devido a reac¢bes entre 0 oxigénio e 0s constituintes
fendlicos do vinho, provavelmente mediados por ies metalicos (Clark e Scollary., 2002, Clark et
al., 2003).

A temperatura € um parametro fundamental para a producgéo e conservacao dos vinhos.
O aumento da temperatura conduz a uma aceleracéo das reaccdes fisico-quimicas, levando ao
aparecimento dos efeitos do envelhecimento. Aparentemente as reac¢des e mecanismos Sao
0s mesmos, mas acelerados. As condi¢cbes adequadas de armazenamento para vinhos
engarrafados incluem uma temperatura bastante baixa e constante (10-12 °C para vinhos
brancos; 16-18 °C para vinhos tintos) restritos a luz (especialmente UV) e vibra¢des (Peynaud.,
1993).

Durante a evolucdo de um vinho verde, as principais substancias que sofrem alteracées
s80 0s ésteres, 0s compostos monoterpénicos, 0s norisoprendides em Cy3, 0s fendis volateis, 0s
compostos sulfurados e os derivados furfurais. A velocidade das reac¢des a que se dao estas
alteracOes depende da temperatura, do pH do meio e da concentracdo a que cada reagente se
encontra. A composicdo em ésteres sofre uma reducdo lenta pois as reaccdes entre 0s
reagentes (éster, agua, etanol e acido) sdo puramente quimicas e ocorrem até se atingir o
estado de equilibrio (Bayonove et al., 1998). A composi¢cdo dos compostos terpénicos sofre
uma evolu¢do devido a abundancia de compostos monoterpénicos no vinho. Estes ao longo da
evolucao do vinho sofrem reaccBes em meio acido, dando origem a reaccBes de isomerizagéo,
ciclizagéo, hidratacdo, desidratacdo e oxigenagao culminando num aumento da composi¢ao dos
compostos terpénicos. Por outro lado, a composicdo dos alcoois superiores ao longo da
evolucdo do vinho € pouco alterada (Oliveira., 2000).
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3 Estudo da migracdo de ds-TCA do interior da rolha natural para o

vinho

Neste capitulo descreve-se a metodologia usada no estudo da migracdo de ds-TCA do
interior da rolha natural para o vinho engarrafado. O deutério-2,4,6-TCA foi utilizado para se
distinguir a contaminacdo artificial e a eventual contaminagdo natural das rolhas de cortiga com
2,4,6-TCA.

3.1 Metodologia

A metodologia utilizada foi desenvolvida pelo departamento 1&D da Amorim & Irméos e
optimizada por uma aluna do MIEQ. A metodologia baseia-se na contaminacdo do interior de
rolhas de cortica natural com uma solu¢édo etandlica de ds-TCA, a uma concentracdo de 100
mg/L.

3.1.1 Contaminacdo do interior das rolhas de cortica natural

Uma solucgédo etandlica (96 %) de ds-TCA foi preparada com uma concentracdo de 100
mg/L (1000 ng) (CDN Isotopos, Alemanha). Esta solug¢do foi armazenada no congelador (-4°C)
antes da sua utilizagéo.

Cerca de 200 rolhas (Amorim & Irméos, Santa Maria de Lamas) foram contaminadas
artificialmente com a solugdo acima descrita segundo o seguinte protocolo:

O centro das rolhas foi marcado com uma cruz para assinalar o local de contaminacéo
de ds-TCA. Em seguida as rolhas foram perfuradas com uma agulha de 12 mm de comprimento
(raio da rolha) para abrir um canal por onde seria injectada a solu¢éo na rolha.

Numa hotte, injectou-se 10 pL da solugéo ds-TCA na rolha de cortica natural e tapou-se
o orificio com cola Araldite Ceys ®. Deixou-se secar e estabilizar todas as rolhas durante 48
horas a temperatura ambiente.

3.1.2 Engarrafamento

Das 200 rolhas contaminadas e isentas de TCA superficial (previamente analisado)
escolheram-se aleatoriamente 72. Estas rolhas foram utilizadas para vedar garrafas tipo
bordalesa de 375 mL com vinho branco de 2007 (Tabela 3.1)
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Tabela 3.1: Propriedades fisico-quimicas do vinho branco Marqués de Caceres, realizada pela CVRVV (adaptado de
Lopes., 2008)

Ensaio Analise Fisico-Quimica

Método Besultado Unidade

Titulo alcoométrico volimico adquirirde 13 % wol.

MI 108, ed. 04 {espectrofotomettia de infravermelho proxime)

Massa volumica 0,98835 g-cm!

MI 109, ed. {densimetna electromica)

Extracto seco total 185 g-dm’

MIO16, ed. 04 (cdleulo)

Extracto nio redutor 16.5 g-dm3

MI 043, ed. 04 (cdleulo)

Acucares Redutores 2 g-dm3

MIO17, ed. 07 (SFA)

Acidez total 4.4 glacido Tarté.riu:u:u]-dm!

Begulaments (CEE) 2676/90, anexo 13 (fitulacio potenciometrica)

Acidez volatil 0.3 g(acido acética) -dm’

MIG09, ed 07 (SFA)

Acidez fixa 4 glacido tartarico) dm’

Begulaments (CEE) 2676/90, anexo 13

rH 3,39

Eegulamente (CEE) 2676/90, anexo 24

Didxido de enxofre livre 14 mg dm’

MI 104, ed. 02 (titulagio potenciometrica)

Didxido de enxofre total 138 mg-dm’

MI 104, ed. 02 (titulagio potenciometrica)

Titulo alcoométrico volimico total 13.1 %o vol.

MI 004, ed. (calculo)

Relacio alcool peso/ Extracto nio redutor 6.3

MI027, ed. 04 (céleulo)

Tabela 3.2: Condi¢Ges de engarrafamento (adaptado de Lopes., 2008)

Rolhadora: Bertolazo Epsilon B/S
Volume de enchimento: 370 mL = 1,70 mm
Nivel de enchimento: 62,18 mm = 1,70 mm
Temperatura do liguido: 20.5°C

Depressio no headspace apés engarrafamento:  -03 bar

A duracéo do ensaio da migra¢ao do ds-TCA do interior da rolha para o vinho foi prevista
para 36 meses, com medicBes periddicas de ds-TCA no vinho e nas rolhas aos 9, 30 dias, 4, 8,
12, 18, 24 e 36 meses. Tendo sido este um projecto iniciado por uma aluna do MIEQ, que ja
tinha efectuado a medicdo ao ponto referente aos 9 dias, durante este estagio efectuaram-se
as medi¢des correspondentes aos 30 dias e 120 dias (4 meses) apds a contaminacdo artificial
das rolhas naturais.
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3.1.3 Anaélise de ds-TCA no vinho, na superficie e no interior das rolhas

No inicio do estudo e em cada periodo de anélise foram analisadas 9 garrafas de acordo
com o seguinte procedimento: corte do gargalo da garrafa com auxilio de uma lamina. Retirou-
se 10 ml de vinho para andlise de ds-TCA por GC-MS (protocolo de analise descrito em anexo
Al.2). Em seguida o gargalo da garrafa foi quebrado e as rolhas foram colocadas a macerar
superficialmente em 45 ml de solugdo hidroalcodlica (12% de etanol v/v) durante 24 horas. Na
andlise efectuada a 4 meses foi cortado a “ldamina” de cortica que estava em contacto com
vinho e colocada a macerar individualmente em 60 ml de solu¢éo hidroalcoolica (12% de etanol
v/v) durante 24 horas. Apos a maceracao superficial, analisou-se o nivel de ds-TCA no interior
da rolha seccionando cada uma das rolhas vertical e horizontalmente a partir da marca de
injeccdo. Os pedacos resultantes foram macerados individualmente em 60 ml de solucéo
hidroalcodlica (12% de etanol v/v) durante 24 horas. O ds-TCA nos diferentes macerados foi
identificado e quantificado por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa GC-
MS (anexo Al).

Atmosfera

Vinho Vinho

Figura 3.1: Esquema do modo de seccionamento da rolha para as diferentes analises

3.1.4 Tratamento Estatistico dos dados

Os resultados foram sujeitos a andlise estatistica, usando um programa acoplado ao
Microsoft Office Excel, o XLSTAT — Statistical software. Neste programa, seleccionou-se a
realizacdo da andlise de variancia (ANOVA), teste de Tukey e teste de Fisher.

3.2 Resultados

Apds 30 e 120 dias de conservacdo, foi possivel verificar que o vinho branco ndo se
encontrava contaminado com ds-TCA. No entanto, observou-se que as rolhas de cortica natural
apresentavam tracos de ds-TCA na superficie, principalmente a 120 dias de analise (figura 3.2).
Contudo, verificou-se que as partes das rolhas que estavam em contacto com o vinho também
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nao se encontravam contaminadas com ds-TCA. Estes resultados parecem mostrar que a
contaminagdo superficial das rolhas esté localizada lateralmente junto do canal de entrada

onde se fez a injeccdo (devido a compressdo-relaxacdo sofrida pela rolha durante o
engarrafamento).

A analise interna das rolhas de cortica mostrou que estas estavam bastante
contaminadas (16,75 ng em média, apds 120 dias) (figura 3.3). Os valores obtidos a 30 e 120
dias ndo sdo significativamente diferentes mas sdo significativamente inferiores aos obtidos
apos 0 e 9 dias de conservacao (p < 0,05) (Lopes., 2008). Como a analise da superficie das rolhas
ndo foi efectuada a 9 dias ndo se pode avaliar se esta diminuicdo foi devida a migracao de ds-
TCA do interior para a superficie lateral das rolhas.

Os resultados obtidos neste ensaio mostram claramente que o ds-TCA intrinseco néo
migra através das células de cortica para o vinho. Estes resultados confirmam outros obtidos
anteriormente que mostraram que sO a superficie das rolhas em contacto com o vinho ou
headspace acima do vinho, seria capaz de transmitir cloroanisois (Pollinitz et al., 1996, Capone
et al., 1999 e 2002). Estes resultados parecem mostrar que a possibilidade, colocada no inicio
deste trabalho, de migracdo do ds-TCA juntamente com o ar contido nas células de cortica é
bastante remota. Contudo, apenas se passaram 4 meses ap0s o0 engarrafamento, as proximas
andlises a 8 e 12 meses serdo certamente mais conclusivas.

@ ValorIndividual OValorMédio

0,40

0,30

0,20

d5-TCA (ng)

0,10

0,00
30 120

Tempo de Conservagao (dias)

Figura 3.2: Quantidade de ds-TCA a superficie das rolhas naturais aos 30 e 120 dias. As barras verticais indicam o
desvio padrao de 9 amostras.
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60 - @ ValorIndividual O ValorMédio

Quantidade de d5-TCA (ng)

9 30 120
Tempo de Conservagao (dias)

Figura 3.3: quantidade de ds-TCA no interior das rolhas de cortica, previamente contaminadas com 1000 ng. As
barras verticais indicam o desvio padrdo de 9 amostras.
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4 Estudo da migracdo de ds-TCA e '°C¢-TCP atmosférico para o

interior de uma garrafa de vinho

Neste capitulo descreve-se a metodologia usada no estudo da migracdo de ds-TCA e
13Ce-TCP atmosférico para o interior da garrafa, concretamente para a solucéo hidroalcodlica a
12 % que substitui o vinho neste estudo, vedada com diferentes tipos de vedantes. Utilizou-se
13Ce-TCP e ds-TCA para contaminar a atmosfera envolvente da garrafa para se distinguir a
contaminacdo artificial e a eventual contaminacéo natural com 2,4,6-TCA.

4.1 Metodologia

A metodologia utilizada foi desenvolvida pelo departamento I&D da Amorim & Irmaos e
optimizada por uma aluna do MIEQ. A metodologia baseia-se na contaminacdo da atmosfera
do frasco (2 L), com uma solugdo etandlica de ds-TCA e *3Ce-TCP, com uma quantidade
aproximada de 64 ug e 74 ug, respectivamente.

4.1.1 Contaminacdo atmosférica

90 meias garrafas de vinho com solugdo hidroalcodlica (12% de etanol v/v) foram
colocadas individualmente em frascos de vidro de 2 L. Em seguida, pipetou-se 30 pL da solu¢do
contaminante e aplicou-se a gota na parede do frasco. Cobriu-se imediatamente o topo do
frasco com papel de aluminio, vedando-se com parafilme e finalmente fechou-se o frasco.
Repetiu-se o0 procedimento para todas as 90 garrafas do ensaio. A atmosfera ficou
teoricamente contaminada com 63675 ng/(2 Lyss) de ds-TCA e com 73575 ng/(2 Lyss) de 13C,-
TCP.

4.1.2 Engarrafamento

Foram testados trés diferentes tipos de vedantes: rolhas naturais (38 mm x 24 mm),
rolhas técnicas Neutrocork (38 mm x 24 mm) (Amorim & Irmdos, Santa Maria de Lamas,
Portugal) e rolhas sintéticas Nomacorc Classic (37 mm x 24 mm), adquiridas junto a um
produtor de vinho (Kumala Wines, Africa do Sul).

As garrafas foram arrolhadas com os diferentes vedantes, segundo as condi¢des
apresentadas na tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Condi¢des de engarrafamento (adaptado de Lopes., 2008)

Rolhadora: Bertolazo Epsilen B/S
Volume de enchimento: 370ml £2 2 mm
Nivel de enchimento: 608 mm =+ 2.2 mm
Temperatura do liguide: 20.0°C

Depressio no headspace apos engarrafamento:  -0.4 bar (para os trés tipos de vedantes);

A duragdo do ensaio da migracao de ds-TCA e 13C,-TCP atmosférico para o interior da
garrafa de vinho foi prevista para 48 meses, com medicdes periddicas de ds-TCA e *3C¢-TCP no
vinho e nos vedantes aos 1, 3, 6, 12, 24 e 48 meses de conservacdo, analisando 15 frascos, 5
para cada tipo de vedante em estudo. Sendo este um projecto iniciado por uma anterior
estagiaria do MIEQ, que j& tinha efectuado a medicdo ao ponto referente ao primeiro més,
durante este estagio efectuou-se as medigdes correspondentes aos pontos 3 e 6 meses apds a
contaminacgdo atmosfeérica.

4.1.3 Anélise de ds-TCA e "*C¢-TCP na atmosfera nas rolhas e na solugéo hidroalcoélica

Em cada periodo de analise foram analisadas 15 garrafas no total, 5 para cada tipo de
vedante, de acordo com o seguinte procedimento: corte do gargalo da garrafa com auxilio de
uma lamina. Retiraram-se 10 ml de vinho para andlise de ds-TCA e 3C¢-TCP por GC-MS
(protocolo de andlise descrito em anexo Al.2). Em seguida o gargalo da garrafa é quebrado e as
rolhas seccionadas em trés partes (superior, intermédia e inferior) que foram colocadas a
macerar em 60 ml de solucdo hidroalcodlica (12% de etanol v/v) durante 24 horas, a fim de
guantificar o nivel de ds-TCA e 13C,-TCP. Na andlise efectuada a 1 e 3 meses, avaliou-se o nivel
de contaminacdo atmosférico do frasco (anexo A1.2). O ds-TCA e o *3Ce-TCP nos diferentes
macerados foram identificados e quantificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa GC-MS (anexo Al).

L

— . — il =

Figura 4.1: Esquema de contamina¢do da atmosfera dos frascos e posterior extraccao e corte da rolha

- /N

Tanto na anélise dos 3 meses como na dos 6 meses, foi realizada uma prova sensorial as
soluc@es hidroalcoolicas.
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4.2 Resultados

Apos trés meses de conservacdo, verificou-se que a atmosfera de todos os frascos
estava ainda contaminada com ds-TCA e *3Ce-TCP (figura 4.2). A 6 meses, esta andlise nao foi
realizada devido a problemas técnicos; contudo, sensorialmente foi possivel confirmar que a
atmosfera estaria bastante contaminada com ds-TCA e *3C¢-TCP. Observou-se que os valores da
contaminacgdo atmosférica diminuiram do 1° més para o 3° més, devido a uma possivel maior
absor¢do e consequente migracdo dos contaminantes por parte dos vedantes, mas também
devido a perdas registadas, pois o sistema nao € totalmente hermeético, tendo-se verificado na
zona de armazenamento dos frascos uma atmosfera com aroma a estes contaminantes.

md5-TCA ®13C6-TCP

16000 -
14000 -

12000 -

10000 - L meés 3 meses
8000

6000

4000

2000

Natural Neutrocork Nomacorc Natural Neutrocork Nomacorc

d5-TCA e 13C6-TCP (ng)

Vedantes

Figura 4.2: Quantidade média de ds-TCA e de 3Ce-TCP presentes na atmosfera dos frascos 1 e 3 meses ap6s a
contaminagédo da mesma com 63675 ng/(2 Lys) e com 73575 ng/(2 Lg), respectivamente. As barras verticais
indicam o desvio padréo de 5 amostras.

Numa andlise mais detalhada da figura 4.2, foi possivel verificar que ao longo do tempo,
as atmosferas de conservacdo das garrafas vedadas com Nomacorc apresentaram
contaminagdes, principalmente com ds-TCA, inferiores as atmosferas de conservacdo das
outras garrafas. Estes resultados parecem mostrar que existe uma maior absor¢do de ds-TCA
por parte dos vedantes Nomacorc.

A hipétese acima colocada, foi confirmada com as anélises quimicas apés 3 e 6 meses
de conservacdo. Nestes periodos de andlise, 3 e 6 meses, constatou-se que as solucoes
hidroalcodlicas vedadas com Nomacorc estavam contaminadas em média com 9 ng e 163 ng de
ds-TCA, respectivamente (figura 4.3). Nestas mesmas garrafas foi detectado em média 8 ng e 44
ng de *3Ce-TCP apds 3 e 6 meses, respectivamente (figura 4.4). Observou-se assim um aumento
de mais de 18 vezes na quantidade de ds-TCA que chegou a solu¢do hidroalcodlica aos 6 meses
relativamente ao ponto dos 3 meses, e mais de 5 vezes de *C¢-TCP. O facto de o TCA ser mais
volatil podera explicar esta variacdo. No caso das solugdes vedadas com rolhas de cortica
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natural e Neutrocork ndo foi detectado ds-TCA e *3C-TCP ao longo dos 6 primeiros meses de
conservacao (figura4.3 e 4.4).
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Figura 4.3: Concentracfes de ds-TCA extraidas das solucBes hidroalcodlicas apds 3 e 6 meses de conservacao. As
barras verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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Figura 4.4: Concentracfes de B3Ce-TCP extraidas das solugdes hidroalcoolicas ap6s 3 e 6 meses de conservacao. As
barras verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.

As andlises efectuadas as diferentes partes dos vedantes mostraram que as rolhas de
cortica natural absorvem significativamente mais ds-TCA e *3C¢-TCP no primeiro terco (parte da
rolha que estd em contacto directo com a atmosfera contaminada) que os outros vedantes.

Migragdo de ds-TCA/Método de envelhecimento acelerado 17



Migragdo de d5-TCA através de vedantes em vinho e método para envelhecimento de um vinho.

Também foi possivel detectar ds-TCA (16 ng em média) no terco intermédio da rolha, mas
apenas apds 6 meses de conservacdo. Na parte inferior da rolha de cortica natural nunca foi
detectado ds-TCA e **C¢-TCP.

Relativamente as rolhas Neutrocork, observou-se que a contaminacéo de ds-TCA e *3Ce-
TCP esteve sempre confinada ao terco que estava em contacto directo com a atmosfera. A
absorcéo de *Ce-TCP é semelhante aquela efectuada pela rolha de cortica natural apés 3 e 6
meses. Nas partes intermédias e inferiores ndo foi detectado qualquer contaminagdo com ds-
TCA e "*C¢-TCP.

Relativamente aos vedantes Nomacorc, constatou-se que todo o vedante esta
contaminado com ds-TCA e '3C¢-TCP, principalmente apés o 1 més de conservacdo. A
contaminacdo das partes intermédias e inferiores aumentaram ao longo do tempo. Estes
resultados confirmam assim a contaminacdo da solucéo hidroalcéolica acima descrita.

Em suma, estes resultados mostram claramente que a migracdo de ds-TCA e *C¢-TCP
segue 0 mesmo mecanismo de transmissdo de oxigénio destes vedantes. O vedante Nomacorc
€ completamente permeavel a qualquer tipo de composto/contaminante atmosférico,
particularmente apos o primeiro més de engarrafamento. Ja as rolhas de cortica, oferecem uma
proteccdo efectiva contra este tipo de contaminacdo. Tendo em conta os resultados de
transmissdo de oxigénio, ndo é espectavel que o comportamento da rolha Neutrocork se altere
durante tempos de conservagdo mais longos. No caso da rolha de cortica natural sera
necessario realizar outras analises (em periodos de conservacdo mais longos) para avaliar se a
migracdo de ds-TCA na parte intermédia da rolha avancara até ao vinho ou se ficara localizada
nesta parte intermédia.
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Figura 4.5: Média das concentracBes de ds-TCA nas trés seccBes em que se dividiram os vedantes. As barras
verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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Figura 4.6: Média das concentracfes de ds-TCA nas trés secgdes em que se dividiram os vedantes. As barras

verticais indicam o desvio padrao de 5 amostras.
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Figura 4.7: Média das concentra¢des de B3Ce-TCP nas trés seccBes em que se dividiram os vedantes. As barras

verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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Figura 4.8: Média das concentracdes de *Cg-TCP nas trés seccdes em que se dividiram os vedantes. As barras
verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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5 Estudo do desenvolvimento de um método para envelhecimento

acelerado de um vinho

Neste capitulo descreve-se a metodologia usada no estudo do desenvolvimento de um
método para envelhecimento acelerado de um vinho engarrafado com diferentes tipos de
vedantes.

5.1 Metodologia

5.1.1 Pardmetros dos ensaios

A metodologia utilizada foi desenvolvida pelo departamento I&D da Amorim & Irmaos e
optimizada por uma aluna do MIEQ. A metodologia baseia-se no desenvolvimento de um novo
método para envelhecimento acelerado de um vinho.

Realizou-se um ensaio sob diferentes condi¢cGes de temperatura: temperatura de 16-18
°C, representativo da evolucdo normal e temperatura constante de 27 ©°C, simulando o
envelhecimento acelerado.

A duracgdo do ensaio foi prevista para 24 meses, com medi¢des periodicas aos 0, 2, 6, 9,
12 e 24 meses. Em cada periodo de tempo analisaram-se 30 garrafas no total, 15 por ensaio, 5
por tipo de vedante. Sendo este um projecto iniciado por uma anterior estagiaria do MIEQ, que
ja tinha efectuado as medicdes aos pontos 0 e 2 meses, durante este estagio efectuou-se a
medicao correspondente ao ponto de 6 meses apds o engarrafamento.

5.1.2 Engarrafamento

Foram testados trés diferentes tipos de vedantes, rolhas de corti¢ca natural (38 mm x 24
mm), Portocork (Santa Maria de Lamas, Portugal); rolhas Neutrocork (38 mm x 24 mm), Manuel
Pereira de Sousa (Pacos de Branddo, Portugal) e capsulas de rosca metalicas (screw-caps),
constituidas por junta saranex, cedidas pela empresa vitivinicola onde foi realizado o
engarrafamento. As rolhas de cortica natural e Neutrocork foram lavadas com peréxido de
hidrogénio e tratadas com oOleo de silicone/parafina (50/50) e parafina, respectivamente.
Encontram-se especificagdes sobre as dimensdes dos vedantes de cortica no anexo B1.1.

As garrafas do ensaio de evolugdo normal foram armazenadas em posi¢do horizontal
numa garrafeira sob temperatura controlada (16-18 °C). No ensaio de envelhecimento
acelerado, utilizou-se uma estufa de incubacdo refrigerada modelo Raypa (modelo IRE-475,
gama de temperatura de 0 a 45,0 £ 0,1 °C).

No ensaio foi utilizado um vinho verde branco (Sogrape., 2007) cujas caracteristicas
quimicas se encontram representadas na tabela 5.1. As garrafas bordalesas de 0,75 L foram
cheias a 80 mm (medidos a partir do topo da garrafa) no caso de arrolhamento com cortica e a
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63 mm na vedacdo com capsulas. No final foram vedadas 180 garrafas (60 por tipo de vedante).
Apos o engarrafamento, as garrafas foram devidamente acondicionadas em posi¢do horizontal,
nos respectivos locais de ensaio. Na garrafeira, foram colocadas 90 garrafas, 30 de cada tipo de
vedante. Informac@es sobre o vinho, tipo de garrafas e nivel de enchimento encontram-se no
anexo B1.2.

Tabela 5.1: Resultados da andlise fisico-quimica ao vinho (analises realizadas na CVRVV, adaptado de Sampaio.,
2008)

Ensaio Resultado Unidade

Titulo alcoométrico volumico adquirido 9,1 % vol.
Massa volimica 0,99758 g/cm?®

Extracto seco total 30,5 g/dm?

Extracto ndo redutor 18,7 g/dm?

AcUcares redutores 11,8 g/dm?

Acidez total 6,1 g(acido tartarico)/dm?
Acidez volatil 0,23 g(4cido acético)/dm?®
Acidez fixa 5,8 g(acido tartarico)/dm?
pH 2,99
Didxido de enxofre livre 29 mg/dm?®
Dioxido de enxofre total 178 mg/dm?®
Titulo alcoométrico volumico total 9,8 % vol.
Acido ascérbico 95 mg/dm?®
Relacgao alcool peso / Extracto ndo redutor 4,2

5.1.3 Andlise das rolhas

A absorcao e migracdo das rolhas de cortica foram medidas apos o desarrolhar das
garrafas. Para o calculo da absorcdo pesaram-se as massas das rolhas; para o célculo da
migracdo, mediram-se com uma régua as manchas de liquido presentes nas rolhas (exemplo
dos célculos em anexo B2.2).

5.1.4 Analise da cor
A andlise da cor no vinho foi realizada por espectrofotometria de absorcdo no

ultravioleta-visivel. Foi usado um espectrofotometro Jasco V-650 e cuvetes de quartzo com 1
cm®. Leu-se a absorvancia a 420 nm (caracteristica da cor amarela).

5.1.5 Andlise de diéxido de enxofre e &cido ascorbico

Na CVRVV, a determinacdo de diéxido de enxofre e de acido ascOrbico seguem o
método citado no regulamento (CEE) 2676/90 para determinacBes analiticas, publicado no
Jornal Oficial das Comunidades Europeias a 17/09/1990.
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5.1.6 Caracterizacdo aromatica do vinho por cromatografia gasosa

A anélise de compostos aromaticos do vinho foi realizada por HS-SPME acoplados a um
GC-MS, para a determinacdo de alguns desses compostos. Foi usado um cromatografo gasoso
Agilant 6890 series, com detector de espectroscopia de massa Agilant 5973 Network. A coluna
€ marca J&W Scientific, 122-7032 DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas de arrasto é
Hélio (Air liquid, Portugal), a um caudal de 1,0 mL/min e a extrac¢do por HS-SPME. A fibra é
marca Supelco, revestimento de poliacrilato, 85 um e temperatura maxima de 320 °C. A
integracdo dos picos é manual, com recurso ao Enhanced ChemStation, Agilent Technologies.

Tabela 5.2: Programa de temperaturas utilizado nas andlises cromatograficas

Forno Injector Linha de Transferéncia
40 °C (2 min)
40 °C a 240 °C (20 °C-min™) 250 °C 250 °C
240 °C (8 min)

Retiraram-se amostras com 10 mL de vinho. Para determinar a concentracdo dos
compostos identificados no vinho, analisaram-se padrdes pelo mesmo método cromatografico.
Integraram-se as areas dos picos e tracaram-se rectas de calibracdo (anexo B3), para estimar a
concentracdo dos compostos identificados, exactamente ou por equivaléncia a mesma familia
quimica.

5.1.7 Anadlise sensorial

A prova organoléptica efectuada foi do tipo triangular, cujo objectivo € verificar se existe
diferenca entre duas amostras que sofreram processos de evolucdo diferentes. A prova
decorreu na CVRVV numa sala climatizada, sendo o vinho avaliado por um painel de 7
provadores experientes neste tipo de provas. Cada prova correspondia a 5 séries de testes
triangulares, em que se comparava o vinho do ensaio normal com o do ensaio em condi¢des de
envelhecimento acelerado. Foram realizadas 3 provas que correspondiam aos 3 tipos de
vedantes utilizados (A — Naturais, B — Neutrocork e C — Capsulas de rosca). A folha de prova da
analise sensorial realizada encontra-se no anexo B1.3. Os numeros criticos para cada nivel de
significancia foram obtidos a partir do numero total de respostas dadas pelos provadores.

5.1.8 Tratamento estatistico dos dados

Foi realizada a analise estatistica de todos os resultados, recorrendo a um programa
acoplado ao Microsoft Office Excel, o XLSTAT - Statistical Software. Neste programa,
seleccionou-se a realizacdo da analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey e teste de Fisher,
com duas variaveis (tipo de ensaio e tipo de vedante) e com interacgdo entre eles.
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5.2 Resultados

5.2.1 Composicdo guimica do vinho ao ponto zero

O espectro cromatografico apresentado na figura 5.1 distingue a variedade de
compostos que se decidiu estudar e analisar durante a evolugdo do vinho ao longo do

envelhecimento em garrafa.
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Figura 5.1: Espectro cromatografico obtido a partir de uma amostra de vinho verde branco, 2007 (adaptado de

Sampaio, 2008).

Na tabela 5.3 estdo apresentadas as concentragdes ao ponto zero dos compostos a
analisar. Com excepcdo dos &cidos, os valores estdo dentro da gama de concentracbes

esperada (Oliveira, 2000).
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Tabela 5.3: Identifica¢do dos picos cromatograficos referentes a figura 5.1 (adaptado de Sampaio, 2008)

Compostos Legenda t ./ min M/ g-mol™ Concentracéo
Aldeidos
Acetaldeido 1 1,16 44,03 34,16 mg-L*
Monoterpenos
Nerolidol 18 10,20 222.2 7,37 mg-L™
Etil ésteres
Etil hexanoato 8 5,17 144,12 132,68
Etil octanoato 9 6,73 172,15 475,03
Etil decanoato 11 8,04 200,18 1755,45 Lt
Isoamil octanoato 12 8,14 214,19 41,83 J
Etil 9-decanoato 13 8,33 198,16 210,83
Etil dodecanoato 15 9,18 228,21 92,92
Total 2708,75  mg-L™
Compostos Legenda t e/ min M/ g-mol™ Concentracao
Acidos
Acido hexandico 16 9,21 116,08 37,42
Acido octandico 19 10,32 144,12 191,80 L
Acido decandico 20 11,33 172,15 235,92
Acido dodecandico 21 12,30 200,18 12,38
Total 477,52  mg-L?
Esteres acetatos
Etil acetato 2 1,89 88,05 23,58
Isoamil acetato 5 4,17 130,1 4,92 B
m .
Octil acetato 10 6,97 172,15 1,58 g
Phenetil acetato 14 9,09 164,08 0,10
Total 30,18 mg-L™
Alcoois Superiores
1-Propanol 3 3,46 60,06 26,29
Isobutil alcool 4 4,06 74,07 0,08 mo- Lt
Isoamil alcool 7 5,06 88,09 3,77 g
Phenetil alcool 17 9,63 122,07 1,38
Total 31,52 mg-L™
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5.2.2 Andlise ao fim de 6 meses de conservacao

5.2.2.1 Andlise as rolhas

Ao fim de 6 meses, observou-se que a absor¢do das rolhas naturais submetidas a
diferentes temperaturas de conservagdo € idéntica (p = 0,05). No caso das rolhas Neutrocork
observou-se que a absorcdo é independente da temperatura de conservacdo (p = 0,05).
Contudo este tipo de rolhas absorve significativamente menos que as rolhas naturais (em
média, 6 e 35 % para rolhas Neutrocork e naturais, respectivamente) (figura 5.2).

@ rolhasnaturais OValorMédio BrolhasNeutrocork

120,0

100,0
s 800
'
e
S 60,0
}
)
1%]
= 400

20,0

0.0 = I:l & M= M

Ensaio Normal Ensaio Acelerado
Vedantes

Figura 5.2: Percentagem de absorcdo de vinho, pelas rolhas de cortica natural e Neutrocork, para o ensaio de
evolucéo normal e acelerada. As barras verticais indicam o desvio padréo de 5 amostras.

Relativamente a migracdo de vinho através dos vedantes de cortica, verificou-se que a
migracao do vinho através das rolhas de cortica natural € significativamente superior quando a
temperatura de conservacdo é mais elevada (p < 0,01). Em média, a migracdo através das
rolhas naturais foi de 43 e 60 % para o0 ensaio de evolugdo normal e acelerado,
respectivamente. No caso das rolhas Neutrocork nédo se verificaram diferengas de migragéao
estatisticamente significativas entre os ensaios (em média 6 % para o ensaio de evolugdo
normal e 7% para o ensaio de evolugdo acelerado) (p = 0,05) (figura 5.3). Estes resultados foram
influenciados pelo facto de as rolhas serem muito claras e de terem secado, ndo deixando
marcas de humidade dificultando a leitura da migragédo de vinho pelas mesmas.

Comparativamente com os resultados obtidos pela anterior estagiaria do MIEQ, aos dois
meses, em que ndo existiam diferencas significativas (p = 0,05) para a absor¢do e para a
migracdo, entre o0s tipos de ensaio; aos 6 meses nota-se ja diferencas significativas (p = 0,01) de
0s vedantes sujeitos a temperaturas mais elevadas apresentarem valores de migracao superior,
nomeadamente, vedantes de cortica natural.
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Figura 5.3: Percentagem de migracéo de vinho, através das rolhas de corti¢a natural e Neutrocork, para o ensaio
de evolugéo normal e acelerada. As barras verticais indicam o desvio padréo de 5 amostras.

5.2.2.2 Analise Quimica

Os valores da absorvancia a 420 nm aumentaram ao longo do tempo de conservagéo
para todos os vedantes em ambos os ensaios. Contudo, observou-se que para cada tipo de
vedante este aumento foi significativamente superior no ensaio sob condi¢des aceleradas
(figura 5.4) (p < 0,01). Estes resultados eram expectaveis pois a temperatura e a conservacao
favorece o aumento da tonalidade amarela do vinho.
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Figura 5.4: Valores da absorvancia a 420 nm observados no vinho, no inicio e aos seis meses, para cada ensaio e
tipo de vedante. As barras verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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As concentracgdes de SO, livre diminuiram ao longo do tempo independentemente do
tipo de vedante utilizado. Observou-se também, que apds 6 meses de conservagdo as
concentracdes de SO, livre para cada tipo de vedante sdo idénticas em ambos 0s ensaios
(normal e acelerado) (p = 0,05) (figuras 5.5). No caso dos vedantes naturais verificou-se uma
reducdo de 31 e 34 % de SO, livre relativamente ao valor inicial, para o ensaio normal e
acelerado, respectivamente; nos vedantes Neutrocork o SO, livre diminuiu em ambos o0s
ensaios 34 %; nas capsulas de rosca a reducdo foi de 28 e 38 %, para 0 ensaio normal e
acelerado, respectivamente.

As concentragdes de SO, total diminuem ligeiramente ao longo do tempo,
particularmente no caso do ensaio normal independentemente do vedante utilizado. No
entanto, observou-se que a reducdo das concentracdes de SO, total foi significativamente
superior nas garrafas conservadas a temperaturas mais elevadas (p < 0,01) (figura 5.6). Este
resultado esta de acordo com a literatura uma vez que é conhecido que o aumento da
temperatura conduz a um aumento do consumo do oxigénio pelo vinho e particularmente pelo
SO, (Godden et al., 2001). No caso dos vedantes naturais verificou-se uma reducao de 6 % de
SO, total relativamente ao ensaio normal por parte do ensaio acelerado; nos vedantes
Neutrocork a diminui¢do do SO, total no ensaio acelerado relativamente ao ensaio normal foi
de 8 %; nas capsulas de rosca a reducéo foi de 6 %.
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Figura 5.5: Valor das concentragdes em SO, livre no vinho, obtidos no inicio e aos seis meses, para cada ensaio e
tipo de vedante. As barras verticais indicam o desvio padrdo de 5 amostras.
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Figura 5.6: Valor das concentraces em SO, total no vinho, obtidos no inicio e aos seis meses, para cada ensaio e
tipo de vedante. As barras verticais indicam o desvio padréo de 5 amostras.

5.2.2.3 Caracterizacdo aromatica

Para o total de ésteres de etilo, observou-se que o vinho sujeito a temperaturas de
evolugdo normal apresentou concentracdes significativamente superiores ao vinho sujeito a
temperaturas mais elevadas de conservacao, isto independentemente do tipo de vedante
utilizado (p < 0,001) (figura 5.8). Estas diferencas foram também observadas individualmente
em cada composto desta familia, particularmente no octanoato de etilo, 9-decanoato de etilo,
dodecanoato de etilo e decanoato de etilo (p < 0,001). No caso das rolhas naturais, verificou-se
uma reducdo media de 19 % da concentragdo dos ésteres de etilo no ensaio acelerado em
comparacdo com o ensaio normal; no caso do Neutrocork essa reducdo foi de 23 % e nas
capsulas de rosca a reducao foi de 16 %.

Para o total de &cidos, observou-se que o vinho vedado com rolhas Neutrocork sujeito a
temperaturas de evolugdo normal apresentou concentragdes ligeiramente mais elevadas, mas
estatisticamente significativas, do que o vinho sujeito a temperatura mais elevada (p < 0,001)
(figura 5.9). Esta diferenca € influenciada pelo &cido decandico. A reducdo media de acidos
verificada neste vedante foi de 17 % no ensaio acelerado em comparagdo com o ensaio normal.
Nao se verificaram diferencas significativas (p = 0,001) nos vinhos vedados com rolhas naturais
e capsulas de rosca.

Para o total de ésteres acetatos, observou-se que o vinho sujeito a temperaturas de
evolugdo normal apresentou concentracgdes significativamente superiores ao vinho sujeito a
temperaturas mais elevadas (T = 27 °C), isto independentemente do tipo de vedante utilizado
(p < 0,001) (figura 5.10). Estas diferencas foram também observadas individualmente em cada
composto desta familia nomeadamente acetato de etilo, acetato de isoamilo e acetato de
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fenetilo. No caso dos vedantes naturais, verificou-se uma reducdo média de 47 % de ésteres
acetatos no ensaio acelerado em comparacdo com 0 ensaio normal; no caso dos vedantes
Neutrocork e capsula de rosca essa reducao foi de 34 %.

Para o total de alcoois superiores, observou-se que o vinho vedado com rolhas naturais
e Neutrocork sujeito a temperaturas de evolugdo normal apresentou concentracdes
ligeiramente mais elevadas, mas estatisticamente significativas, do que o vinho sujeito a
temperatura mais elevada (p < 0,001) (figura 5.11). Esta diferenca € influenciada pelo isoamilo
alcool. A reducdo média de alcoois superiores verificada nestes vedantes foi de 12 % no ensaio
acelerado em comparacdo com o ensaio normal. Ndo se verificaram diferencas significativas (p
=0,001) nos vinhos vedados com capsulas de rosca.

Contudo, estes resultados de compostos aromaticos apresentam concentraces acima
do que seria espectavel para este vinho, pois observou-se um aumento significativo das
concentracdes em relagdo ao valor inicial, quando seria de esperar uma certa reducdo. Embora,
a causa objectiva seja ainda desconhecida, suspeita-se que esta diferenca de resultados esteja
relacionada com problemas técnicos de cromatografia e validacdo do método utilizado. No
entanto, apesar de todos estes problemas, objectivamente estes resultados servem 0s N0ssos
propositos em termos comparativos.

DlInicio MNatural ONeutrocork BScrew-cap

o(mg/L)

aca
2
S

Concentr

o

Normal Acelerado

Ensaio

Figura 5.8: Valores médios obtidos para os Etil Esteres. As barras verticais indicam o desvio padrdo de cinco
amostras. A, B, C indicam grupos estatisticamente idénticos (p < 0,001).
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Figura 5.9: Valores médios obtidos para os &cidos. As barras verticais indicam o desvio padrao de cinco amostras.
A, B indicam grupos estatisticamente idénticos (p < 0,001).
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Figura 5.10: Valores médios obtidos para os Esteres Acetatos. As barras verticais indicam o desvio padrdo de cinco
amostras. A, B, C indicam grupos estatisticamente idénticos (p < 0,001).
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Figura 5.11: Valores médios obtidos para os Alcoois Superiores. As barras verticais indicam o desvio padrdo de
cinco amostras. A, B, indicam grupos estatisticamente idénticos (p < 0,001).

5.2.2.4 Andlise sensorial

Os resultados obtidos na andlise sensorial mostraram a existéncia de diferencas
significativas entre os vinhos conservados a temperatura normal e os vinhos conservados a
temperatura mais elevada, independentemente do tipo de vedante utilizado (p < 0,001) (tabela
5.4). Analisando as respostas obtidas, constata-se que 63 % dos provadores consideraram o
vinho conservado sob temperatura mais elevada como estando mais evoluido/oxidado, o que
esta de acordo com as analises quimicas efectuadas. O ensaio acelerado apresenta um maior
numero de defeitos aromaticos, aromas a vegetal, mofo/bafio, podre e “sujo”, principalmente
no vinho vedado com rolhas de cortica natural e Neutrocork (figura 5.12). Este resultado
mostra que a temperatura aumenta a cinética das reac¢des de oxidac¢do do vinho, mas também
favorece a extraccdo de um maior nimero de componentes a partir da rolha para o vinho.
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Tabela 5.4: Analise de variancia para os resultados da prova organoléptica realizada por 7 provadores, em 30
amostras de diferentes garrafas.

Figura 5.12: Incidéncia de defeitos aromaticos no vinho identificados pelo provadores.

Vedante Respostas - Respostas certas Nimeroatico Estatistical Nimeroaitico Estatistica) Nmeroaftioo Estatistica)
p=05 p=001 p=0001
Legenda
7 6 5 * 6 xx 7 ns * 05
7 7 5 * 6 xx 7 il ** 001
Rolhas Neturais 7 6 5 * 6 bl 7 ns sl 0,00L
7 6 5 * 6 x* 7 ns
7 2 5 ns 6 ns 7 ns
Gobal 3 27 17 * 19 xx 2 ok
Nimeroaitico .| Ndmeroarftioo . | Nomeroritico .
Vedants Respostas  Respostas certas Estatisti Estatist Estatist
e as 0=05 istica 0=001 istica =001 istica
7 6 5 * 6 xx 7 ns
7 4 5 ns 6 ns 7 ns
Screw-Caps 7 5 5 * 6 ns 7 ns
7 7 5 * 6 x* 7 il
7 5 5 * 6 ns 7 ns
Gobal 3 27 17 * 19 i 2 ok
Nimeroaitico .| Ndmeroarftioo . | Nomeroritico .
Vedante Respostas - Respostas certas Estatistical Estatistica Estatistica)
p=05 p=001 p=0.001
7 6 5 * 6 xx 7 ns
7 4 5 ns 6 ns 7 ns
Rolhas Neutrocork 7 5 5 * 6 ns 7 ns
7 7 5 * 6 x* 7 il
7 2 5 ns 6 ns 7 ns
Gobal €3 24 17 * 19 i 2 ok
100 -
90 -+ .
B Evoluido
80 -
H Vegetal
70 -
(=] -
= B Mofo/Bafio
- 60 -
2]
S 50 - Podre
@
o 40 - Reduzido
30 - m "Sujo”
20
W Total
10
0
Normal Acelerado Normal Acelerado Normal Acelerado
Naturais Screw-caps Neutrocork

Migragdo de ds-TCA/Método de envelhecimento acelerado

33



Migragdo de d5-TCA através de vedantes em vinho e método para envelhecimento de um vinho.

6 Estudo do efeito barreira do Acquamark a passagem do 2,4,6-TCA

de rolhas naturais para solucdes hidroalcoodlicas

Neste capitulo descreve-se a metodologia utilizada no estudo do efeito barreira do
tratamento Acquamark a passagem do TCA de rolhas de cortica natural para solucdes
hidroalcodlicas. O Acquamark € um processo de tratamento com uma cola de base de
poliuretano e po de cortica com uma aplicacdo posterior de um revestimento a base de
parafina e dioxido de titanio. Este tratamento tem por objectivo colmatar certos orificios e
poros na superficie das rolhas de cortica de menor qualidade.

6.1 Metodologia

Seleccionou-se um lote de rolhas suspeito de estar contaminado com 2,4,6-TCA.
Realizaram-se 20 grupos de macerag¢des compostas de 50 rolhas em frascos de 2 L com solucéo
hidroalcodlica (12 % de etanol) para comprovar se o lote estava de facto contaminado com
2,4,6-TCA (tabela 6.1).

Desse lote, seleccionaram-se 5480 rolhas. Metade dessas rolhas, ou seja, 2740, foram
sujeitas ao tratamento Acquamark. Realizou-se assim um ensaio em paralelo, comparando
rolhas Acquamark e rolhas ndo Acquamark.
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Tabela 6.1: Valores das maceragdes compostas de 50 rolhas do lote inicial

Amostras Grupo de Rolhas (gg}t)
Grupo 1 3,1
Grupo 2 14,8
Grupo 3 3,0
Grupo 4 4,1
Grupo 5 4,1
Grupo 6 3,6
Grupo 7 2,5
Grupo 8 1,7
Grupo 9 1,6
Grupo 10 1,4
Grupo 11 3,7
Grupo 12 2,6
Grupo 13 1,1
Grupo 14 10
Grupo 15 11,2
Grupo 16 1,7
Grupo 17 2,2
Grupo 18 3,7
Grupo 19 9,1
Grupo 20 10,1

média 4,8
desvio padréo 4.0

Seleccionando as rolhas Acquamark, 200 rolhas foram sujeitas a macerag6es individuais com
solucdo hidroalcodlica (12 % etanol) em frascos de 60 mL; 2500 rolhas foram sujeitas a
maceracOes compostas de 50 rolhas em frascos de 2 L; 40 rolhas foram engarrafadas em
garrafas previamente enchidas com 375 mL de solu¢do hidroalcodlica (12 % etanol v/v)
segundo as condicOes apresentadas na tabela 6.2. O esquema do projecto esta assinalado na
tabela 6.3.

Tabela 6.2: condicGes de engarrafamento

Rolhadora: F. Valentin - Tipo SH
Volume de enchimento: 375 mL

Nivel de enchimento: 63 mm
Temperatura do liquido: nao controlada

Depressdo no headspace apos engarrafamneto:  ndo controlada
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Tabela 6.3: Esquema do projecto

Meceragdes IndvidLais Meceragdes Carmpostas (S0 ralhes) EmCGarafa
TenpoceBsao | Nomerode Anostres | TenpodeBsaio | Nomeroce Arostras | TenpodeErsdio | Nomerode Anostras
24Hores 40 2AHoras 10 6 0
1MEs 40 1MEs 10
3Mess 40 3Mess 10
6Meses 40 6Meses 10 1 0
12 Meses 40 12Meses 10
24Horas 40 24Horas 10
6Meses 2
1MEs 0] 1MEs 10
3Messs 40 3Messs 10
6Meses ) 6Meses 10 D 0
12Veses 40 12Veses 10

A duracéo do ensaio do estudo do efeito barreira do Acquamark a passagem do TCA das
rolhas de cortica natural para solu¢des hidroalcodlicas foi prevista para 12 meses, com
medi¢des periddicas as 24 horas, 1, 3, 6 e 12 meses. Durante este estagio apenas se efectuou a
medi¢do correspondente as 24 horas.

6.1.1 Analise de 2,4,6-TCA na solucdo hidroalcodlica

Para analisar o nivel de contaminagdo da solu¢do hidroalcoodlica, em cada periodo
retiraram-se 10 mL de solugdo para analise de 2,4,6-TCA por ECD (protocolo de analise em
anexo A2.2).

6.1.2 Tratamento estatistico dos dados

Foi realizada a analise estatistica de todos os resultados, recorrendo ao teste de Fisher.

6.2 Resultados

Ao fim de 24 horas, a andlise das macera¢gdes compostas mostrou a inexisténcia de
diferencas significativas de migracao de 2,4,6-TCA entre as rolhas tratadas com Acquamark e as
ndo tratadas (p = 0,05) (tabela 6.4). O mesmo se observou na andlise das maceracdes
individuais ao fim de 24 horas (tabela 6.5). Assim podemos constatar que o tratamento
Acquamark ndo parece fazer barreira a passagem do TCA das rolhas para as solucdes
hidroalcodlicas, pelo menos durante as 24 primeiras horas de ensaio. Contudo, é muito cedo
para se poder tirar conclusbes definitivas, sendo preciso esperar pelo ensaio de
engarrafamento (ap6s 6 meses de conservacdo), para se verificar se o Acquamark actua de
facto como uma barreira a transmissdo do TCA.
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Tabela 6.4: Valores das maceragdes compostas apés 24 horas

Grupo de Rolhas

Amostra Com Acquamark (ng/L) Sem Acquamark (ng/L)

1 0,9 1,6

2 1,2 3,5

3 0,7 59
4 0,5 1,6
5 5,4 11

6 11 2,6

7 4,5 2,0
8 1,0 11
9 0,8 13
10 2,6 11
média 1,9 2,2
desvio padréo 1,7 1,5
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Tabela 6.5: Valores das maceragdes individuais ap6s 24 horas

Rolhas Individuais

Amostra Com Acquamark (ng/L) Sem Acquamark (ng/L)

1 0,5 0,5
2 0,5 0,6
3 0,5 1,0
4 4,3 15
5 0,7 1,2
6 0,5 0,5
7 0,5 0,9
8 0,5 0,5
9 0,5 0,9
10 0,5 0,5
11 0,5 0,7
12 0,5 1,7
13 0,5 0,5
14 0,6 0,7
15 0,5 0,6
16 0,5 0,6
17 0,5 15
18 0,5 0,8
19 11,8 0,9
20 0,5 0,8
21 0,5 0,6
22 0,5 2,2
23 0,5 2,6
24 0,5 9,9
25 0,5 0,5
26 0,5 0,5
27 0,5 0,9
28 0,5 0,6
29 0,5 13,3
30 0,5 1,1
31 0,5 1,3
32 0,5 19
33 0,6 0,6
34 0,5 19
35 0,5 1,0
36 0,5 0,7
37 0,5 19
38 0,5 1,6
39 0,5 1,3
40 0,5 0,6
média 0,9 15
desvio padréo 19 2,4
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7 Conclusodes

Apos 4 meses de engarrafamento, o ds-TCA presente no centro das rolhas de cortica
natural artificialmente contaminadas nao migrou através das células de cortica para o vinho.
Contudo, o interior das rolhas, continua muito contaminado.

Ap6s 6 meses de conservacdo, a atmosfera dos frascos continua fortemente
contaminada com ds-TCA e 3C¢-TCP. A solucdo hidroalcodlica vedada com Nomacorc
apresenta-se contaminada com ds-TCA e *3C¢-TCP, assim como todo o corpo do vedante. As
solucBes hidroalcoodlicas vedadas com rolhas de cortica ndo se encontram contaminadas.
Contudo, enquanto o vedante Neutrocork sorve todos os contaminantes no primeiro terco, o
segundo terco (parte intermédia) da rolha natural ja apresenta alguma contaminacdo de ds-
TCA.

Durante os 6 primeiros meses de engarrafamento, observou-se uma evolu¢do das
propriedades quimicas e sensoriais do vinho branco. Esta evolugdo traduziu-se por uma
reducdo das concentragdes de SO, livre e total conjuntamente com um aumento da
absorvancia a 420 nm. Estas modifica¢c@es foram significativamente mais importantes no ensaio
realizado a temperatura mais elevada e independente do tipo de vedante utilizado. Este ensaio
apresenta também concentracdes inferiores de compostos aromaticos responsaveis pelo
aroma frutado no vinho, nomeadamente os ésteres de etilo e o0s ésteres acetatos.
Sensorialmente, vinho conservado a temperaturas mais elevadas foi identificado como estando
mais evoluido/oxidado, apresentando uma maior incidéncia de defeitos aromaticos.

ApOs 24 horas de conservacdo, o tratamento Acquamark ndo apresentou barreira a
migracdo de 2,4,6-TCA das rolhas naturais para a solucdo hidroalcoolica, no entanto, dada a
escassez de pontos de andlise, este resultado ainda ndo é conclusivo.
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8 Avaliacéo do trabalho realizado

8.1 Obijectivos realizados

O facto do periodo de estagio ser de apenas 5,5 meses, impediu a andlise a todos 0s
pontos de ensaio dos diferentes projectos. Assim, no estudo da hipotética migracdo de TCA do
interior da rolha de cortica natural para o vinho analisaram-se os pontos referentes aos meses
1 e 4 apds engarrafamento; no estudo da susceptivel migracdo de compostos atmosféricos
(TCA e TCP) através de diferentes tipos de vedantes analisaram-se os pontos referentes 3 e 6
meses de conservacao; no estudo sobre o envelhecimento de um vinho vedado com diferentes
tipos de vedantes sob condic6es de evolugdo normal e acelerada, por imposi¢ao de aumento da
temperatura analisou-se o ponto referente aos 6 meses apds engarrafamento; no estudo do
efeito barreira do Acquamark em rolhas de cortica a passagem do TCA apenas se analisou o
primeiro ponto.

8.2 Qutros trabalhos realizados

No periodo de estagio que durou 5,5 meses, paralelamente aos projectos realizados,
houve colaboragdo com a equipa do laboratorio de controlo de qualidade do departamento | &
D da Amorim & Irm&os. Cooperou-se na rotina diaria de trabalho e em outros projectos dos
investigadores do departamento.

Houve também a realizacdo de um estagio de 3 dias na empresa De Sousa, onde foi
dada formacéao sobre o processo de producdo da rolha técnica Neutrocork e Twin-top desde a
chegada da matéria-prima (granulado) a formacao do produto final.

8.3 Limitacdes e trabalho futuro

Todos estes projectos foram planeados para longos tempos de duragdo, nao tendo sido
possivel concluir durante a duracgdo do estagio, qualquer um deles. Assegurou-se no entanto, a
continuidade dos mesmos por parte da empresa.

No estudo da susceptivel migracdo de compostos atmosféricos (TCA e TCP) através de
diferentes tipos de vedantes existe a necessidade de alargar o estudo a outros vedantes,
nomeadamente capsulas de rosca e outros tipos de vedantes sintéticos, realizando
contaminacdes mais reais, alargando também a outros tipos de contaminantes, tais como
TeCA, PCA e TBA.

Relativamente ao projecto sobre o envelhecimento de um vinho vedado com diferentes
tipos de vedantes, existe a necessidade de trabalhar o método para obter resultados mais
consistentes.
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8.4 Apreciacdo final

Para a industria corticeira, € essencial compreender os mecanismos de contaminagao do
vinho por cloroaniséis. A migracdo de contaminantes atmosféricos pelos vedantes sintéticos
Nomacorc Classic até a solucdo hidroalcoodlica engarrafada pde em causa a sua designacdo de
vedante. Este facto d& a indlstria corticeira um argumento de grande relevancia para as
vantagens comparativas das rolhas de cortica.

Este trabalho, no que diz respeito ao estudo do envelhecimento acelerado de um vinho
permitird ao departamento | & D da Amorim & Irmaos dispor de um método de validacdo mais
rapida dos seus produtos.
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9 Anexos

A: Estudos de migracédo de 2,4,6-Tricloroanisol atraves de vedantes

1. Método de Analise — SPME — GC/MS

Para determinar e quantificar os compostos em estudo utilizou-se um método que conjuga
uma técnica eficaz de extrac¢do, a microextraccdo em fase solida — SPME (Solid Phase
Microextration), com um método analitico suficientemente sensivel, a cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS).

A microextraccdo em fase sélida, desenvolvida por Pawliszyn et al., (1990) é uma técnica
cujo fundamento € a retengdo dos analitos de interesse sobre uma fase estacionaria constituida
por um dispositivo de silica fundida, em que uma das extremidades esta recoberta por um fino
filme polimérico.

A extraccdo/retencao dos compostos realizou-se pela exposi¢do da fibra a fase gasosa, isto
€, no espago livre designado por headspace, em equilibrio sobre a amostra.

Ap0s o processo de extracgdo, 0s compostos sdo analisados por cromatografia gasosa, onde
estes sdo termicamente dessorvidos para a coluna cromatogréfica sob fluxo do gas de arrasto.

1.1. Equipamento e Reagentes

Equipamento

Cromatografo Gasoso: Agilent 6890

Detector: Espectroscopia de Massa Agilent 5973

Auto-Sampler: Gerstel MPS2, n° série 121694

Programa de aquisicdo de dados: Enhanced Chemstation, G1701 CA Version
C.00.00 21-Dec-1999, Copyright © Agilent Technologies 1989-1999

Material e Reagentes

Vinho branco, 2007

Solucéo hidroalcodlica a 12 % (v/v)
0 Solucgdo hidroalcodlica a 12 %: adicionar 250 mL de etanol 96 % a 2 L de agua
destilada num baldo volumétrico de 2 L.
Solucéo de maceracédo
0 Para analise de ds-TCA — colocar num frasco de vidro com capacidade de 60 mL
a rolha (ou pedago de rolha) que se pretende analisar o nivel de ds-TCA,
completar o volume do mesmo com solugdo hidroalcodlica a 12 %. Cobrir o
frasco com papel de aluminio e fechar com a respectiva tampa. Deixar em
macerac¢do durante 24 horas a temperatura ambiente.
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0 Para andlise de "C¢-TCP — colocar num frasco de vidro com capacidade de 60 mL
a rolha (ou pedaco de rolha) que se pretende analisar o nivel de **C¢-TCP,
completar o volume do mesmo com solu¢gdo de carbonato de potéssio, com
uma concentracdo igual a 13,8 g/L. Cobrir o frasco com papel de aluminio e
fechar com a respectiva tampa. Deixar em maceracdo durante 24 horas a
temperatura ambiente.

Nota: Quando se pretende analisar em simultaneo o nivel de ds-TCA e de **C4-TCP, faz-se a maceragéo
com carbonato de potéassio.

1.2.

Padrdo interno: 100 pg/L ds-TBA em solugdo hidroalcodlica a 12 % em &gua
destilada, com concentracdo de 100 pL/L

Agente de derivatizacdo: 20 pg/L Acido Anidrido Acético

HS-SPME: Fibra Sigma-Aldrich Co., com 100 pm de um revestimento de
polidimetilsiloxano (PDMS)

Coluna: Varian, FactorFour™ Capillary Column VF-5ms 12 m x 0,20 mm, 0,25 pm
ID DF = 0,33t, referéncia CP8935

Preparacdo de amostras para analise no GC/MS

Quantificacdo do ds-TCA

Amostras Liquidas — Vinho ou solu¢do de maceracdo

Pipetar 10 mL da solugdo a analisar para viais de 20 mL com fechadura screw-caps
munidas de um septum, contendo aproximadamente 2 g de NaCl, o suficiente para
saturar o liquido. Adicionar 100 pL de padréo interno, ds-TBA e capsular rapidamente o
vial. Agitar a amostra para promover a mistura da solu¢do com o sal e colocar a amostra
no tray do Combi PAL. No GC-MS, seleccionar o método e colocar o programa a decorrer
utilizando o auto-sampler.

Quantificaco do *Ce-TCP

Amostras Liquidas
Solugéo de maceragéo

Pipetar 10 mL da solugdo a analisar para viais de 20 mL com fechadura de
capsulas magnéticas munidas de um septum, contendo aproximadamente 2 g de NaCl, o
suficiente para saturar o liquido. Adicionar 100 uL de padréo interno, ds-TBA e 100 pL de
Acido Anidrido Acético, capsular rapidamente o vial. Agitar a amostra para promover a
mistura da solucdo com o sal e colocar a amostra no tray do Combi PAL. No GC-MS,
seleccionar o método e colocar o programa a decorrer utilizando o auto-sampler com
agquecimento e agitacgéo.
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Vinho

O procedimento é igual ao anterior com a adi¢do de 200 uL de uma solu¢do de
carbonato de potassio de concentracdo igual a 13,8 g/L antes de capsular.

Amostras Gasosas — Analise dos niveis de ds-TCA e ** Cs-TCP atmosféricos

Abrir a tampa dos frascos de SLOM de 2 L utilizados no ensaio de contaminagao
atmosférica com muito cuidado para ndo danificar o papel de aluminio e o parafilme que
vedam o frasco. De seguida, perfurar o revestimento de vedacdo com a seringa e
posteriormente expor a fibra ao ambiente do frasco. Deixar a fibra absorver os compostos
volateis durante 20 min. Apds 20 min, recolher a fibra e s6 depois retirar a seringa. Devido ao
facto do composto 13C,-TCP ser menos volatil, torna-se necessario recorrer a0 método de
derivatizagéo:

0 Num vial (capacidade 20 mL) colocar 200 pL de Anidrido Acido Acético de
concentracdo 100 L (10 mL)™. Injectar a seringa no vial e expor a fibra num total
de 10 min. Retirar a fibra e s6 depois a seringa.

1.3. Calibracéo

Para se poder fazer a quantificacdo dos compostos em estudo utilizando a
cromatografia gasosa € necessario efectuar rectas de calibracdo para os intervalos de
concentracbes de interesses. Como o cromatografo é um equipamento muito sensivel
torna-se necessario efectuar varias rectas de calibracéo.
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Figura A.1: Recta de calibragéo para o composto ds-TCA [0-1000] ng/L, com padréo interno ds-TBA 100 ug/L
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Figura A.2: Recta de calibra¢do para o composto ds-TCA [0-400] ng/L, com padréo interno ds-TBA 100 pg/L
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Figura A.3: Recta de calibra¢do para o composto ds-TCA [0-1000] ng/L, com padréo interno ds-TBA 100 ug/L
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Figura A.4: Recta de calibracdo para os compostos ds-TCA e BCs-TCP atmosféricos (adaptado de Lopes, 2008)
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Figura A.5: Recta de calibragdo para o ds-TCA e BCe-TCP [0-200] ng/L em solucéo de EtOH
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Figura A.6: Recta de calibracdo para o ds-TCA e BCe-TCP [0-300] ng/L em solucéo de K,COs
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Figura A.7: Recta de calibracdo para o ds-TCA e **C¢-TCP [0-10000] ng/L em solucéo de K,COs
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Figura A.8: Recta de calibra¢do para o ds-TCA e BCe-TCP [0-300] ng/L em solugéo de EtOH
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Figura A.9: Recta de calibracio para o ds-TCA e **C¢-TCP [0-300] ng/L em solucéo de K,COs
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=——(5-TCA —@—13C6-TCP
5000000
4000000 - y=426,32x- 17231
— 2 -
+ 3000000 - RE=0,9989
'y
g 2000000 -
y=71,216x-6233,4
1000000 - R?=0,9953
—— v
0 . .
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Concentracgdo (ng/L9

Figura A.10: Recta de calibragdo para o ds-TCA [0-7500] ng/L e "*C¢-TCP [0-10000] ng/L em solugéo de K,COs

1.3.1. Tratamento dos resultados do GC/MS

Para recalcular a area de ds-TCA (A ds-TCA*) é necessario usar a seguinte
formula:

I=

p.i.

Agsreas= X Agsoree

F

Legenda:

- A, - Média da area do padréo interno dos pontos da recta de calibragio

- A,; - Valor da area do padréo interno da respectiva amostra

- Ayc s - Valor da area da amostra
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Para se obter o valor da concentragdo de d5-TCA é necessario substituir o valor
da area recalculada na equacéo da recta.

A recta de calibracdo vem dada por:

Agscar=mxCysreath
Logo, a concentra¢do vem dada por:

Ad B-TCA*- b

Cdsrca=

Legenda:
- Agscac - arearecalculada

- b - valor da ordenada na origem da recta de calibracéo

- m - valor do declive da recta de calibracdo

1.4. Controlo do perfil do gargalo

O controlo do gargalo das garrafas utilizadas no ensaio realizou-se na Amorim
Distribuicéo

Cadigo Ensaio: 285/07

Tipo de Garrafa: Bordalesa 37.5 ¢
Fornecedor: Vidrala
Profundidade: 54 mm

Dist. Topo: 3 mun

Resolucio: 2mum
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Tabela A.1: Caracteristicas do gargalo das garrafas utilizadas em ambos os estudos (adaptado de Lopes, 2008)

Prof O Graus 90 Graus fdédia Owvalidade Conicidade
an 18,73 18,87 18,82 014 o.0n
4.0 18,74 18 07 18,68 023 0,04
B0 19,74 19,14 18,84 040 01z
g 19.74 19,30 19.012 028 0.z0
10,0 149,73 19,39 19,06 068 024
120 19,74 19,45 19,10 071 028
14,0 14,39 149,60 18,25 071 043
16,0 19 48 =007 18,7H 054 0.HA
18,0 20,24 20,77 20,51 053 1,649
200 20,73 1,24 21,01 0,56 218
220 20 26 21,349 21,13 053 241
240 2087 21.99 2113 0E2 241
A0 20 28 21,349 21,14 0&1 ]
28,0 20,91 21,34 21,18 047 243
a0 20,83 21.33 21,18 04a 233
ain 20,88 21,32 2118 0,24 243
340 20,93 21.30 2113 031 233
d6.0 21,01 Z1.30 21,16 024 2.5
28,0 21,03 21,30 2117 027 258
40,0 21,08 21,30 21,20 0.z1 208
420 21,14 21,30 21,38 011 242
440 21 36 21,372 21,34 0,04 287
48,0 2180 21,35 21,48 023 25E
48,0 2183 2144 21,68 048 2B
a0,0 4134 21,84 22,00 01 ERE
g2 2128 21,04 2241 054 284
54,0 24,53 22,37 22,85 1,16 4,13
Erofundidage
[
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e
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Figura A.11: Esquema do perfil do gargalo em termos de profundidade (adaptado de Lopes, 2008).

Escala 1:1
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Figura A.12: Esquema do perfil do gargalo em termos de ovalidade (adaptado de Lopes, 2008).

2. Método de andlise: ECD

Para determinar e quantificar os compostos em estudo utilizou-se um método que conjuga
uma técnica eficaz de extraccdo, a microextraccdo em fase sélida — SPME (Solid Phase
Microextration), com um método analitico suficientemente sensivel, a cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS).

A microextraccdo em fase solida, desenvolvida por Pawliszyn et al., (1990) é uma técnica
cujo fundamento é a retencdo dos analitos de interesse sobre uma fase estacionaria constituida
por um dispositivo de silica fundida, em que uma das extremidades esta recoberta por um fino
filme polimérico.

A extracgdo/retencdo dos compostos realizou-se pela exposicdo da fibra a fase gasosa, isto
€, no espaco livre designado por headspace, em equilibrio sobre a amostra.

Ap0s o processo de extracgdo, 0s compostos sdo analisados por cromatografia gasosa, onde
estes sdo termicamente dessorvidos para a coluna cromatogréafica sob fluxo do gas de arrasto.

2.1. Equipamento e Reagentes

Equipamento

Cromatégrafo Gasoso: Varian CP 3800
Detector: Captura electrénica
Auto-Sampler: Combi Pal

Programa de aquisi¢do de dados: Galaxie
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Material e Reagentes

2.2.

2.3.

Solucéo hidroalcodlica a 12 % (v/v)
o Solucdo hidroalcodlica a 12 %: adicionar 250 mL de etanol 96 % a 2 L de agua
destilada num baldo volumétrico de 2 L.
Solucéo de maceracédo
o Para analise de 2,4,6-TCA — colocar num frasco de vidro com capacidade de
60mL a rolha que se pretende analisar o nivel de 2,4,6-TCA, completar o volume
do mesmo com solu¢do hidroalcodlica a 12 %. Cobrir o frasco com papel de
aluminio e fechar com a respectiva tampa. Deixar em maceracdo a temperatura
ambiente.
Padrdo interno: 100 pg/L 2,3,6-TCA em solucdo hidroalcodlica a 12 % em agua
destilada, com concentragéo de 20 pL/L
Fibra Sigma-Aldrich Co., com 100 um de um revestimento de polidimetilsiloxano
(PDMS)
Coluna: Varian, FactorFour™ Capillary Column VF-5ms 30 m x 0,32 mm, ID DF =
0,25 CP8955

Preparacdo de amostras para analise no ECD

Quantificacdo do 2,4,6-TCA

Amostras Liquidas — solu¢do de maceragdo

Pipetar 10 mL da solugdo a analisar para viais de 20 mL com fechadura de capsulas
magnéticas munidas de um septum, contendo aproximadamente 2 g de NaCl, o
suficiente para saturar o liquido. Adicionar 100 pL de padrdo interno, 2,3,6-TCA e
capsular rapidamente o vial. Agitar a amostra para promover a mistura da solu¢do com
o sal e colocar a amostra no tray do Combi PAL. No ECD, seleccionar o método e colocar
0 programa a decorrer utilizando o auto-sampler com aquecimento e agitacao.

Calibracao

Para se poder fazer a quantificagdo dos compostos em estudo utilizando a

cromatografia gasosa € necessario efectuar rectas de calibracdo para os intervalos de
concentragdes de interesses.
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Figura A.13: Recta de calibragédo para o composto 2,4,6-TCA [0-10] ng/L, com padréo interno 2,3,6-TCA 100 pg/L

2.4, Tratamento dos resultados

O tratamento dos resultados no ECD é igual ao tratamento dos resultados no
GC/MS.
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B — Desenvolvimento de um método para envelhecimento acelerado de um
vinho engarrafado com diferentes tipos de vedantes

1. Especificacdes
1.1. Vedantes

1.1.1. Rolhas de Cortica Natural
Tabela B.1 — Caracteristicas das rolhas naturais utilizadas no projecto, obtidas pelo Medcork (adaptado de
Sampaio, 2008).
| Rolhas Naturais \

'Rolha’| 'Compt'| Expr<3> | EXpr<4> | 'D MUdio'| 'Ovalid'| Corpo] Massa| 'Massa Vol Apar’
1 38,19 24,17 24,21 24,19 0,04 4,3 3,33 189,7286
2 37,75 23,83 23,97 23,9 0,14 4,3 3,05 180,0931
3 37,97 24,39 24,4 24,4 0,01 44 3,07 172,9132
4 38,19 24,18 24,16 24,17 0,02 44 2,91 166,0733
5 38,14 24,32 24,06 24,19 0,26 4,5 2,73 155,7471
6 38,13 23,96 23,78 23,87 0,18 52 2,73 159,993
7 37,9 23,98 23,86 23,92 0,12 4,7 2,93 172,0347
8 38,16 24,23 24,16 24,2 0,07 44 3,04 173,1986
9 38,22 23,73 24,16 23,95 0,43 49 3,24 188,1713
10 38,22 24,1 24,15 24,13 0,05 4.3 2,51 143,6079
11 38 24,26 23,88 24,07 0,38 43 3,14 181,595
12 37,61 23,85 23,7 23,78 0,15 4.6 2,57 153,8566
13 38,19 24,02 24,2 24,11 0,18 5,1 2,76 158,2978
14 37,22 23,99 24,11 24,05 0,12 49 2,3 136,029
15 38,2 23,89 23,95 23,92 0,06 4,3 3,16 184,082
16 38,2 23,89 23,94 23,92 0,05 43 2,63 153,2075
17 38,03 24,21 24,34 24,28 0,13 45 2,82 160,1532
18 38,15 23,96 23,58 23,77 0,38 4,6 3,05 180,1594
19 38,15 23,98 23,7 23,84 0,28 44 3,13 183,8008
20 38,21 24,13 23,91 24,02 0,22 45 2,61 150,7396
21 37,86 23,73 23,58 23,66 0,15 4,5 2,83 170,0147
22 38,08 23,87 23,91 23,89 0,04 4,4 2,61 152,9049
23 38,23 24,18 24,25 24,22 0,07 43 | 3,06 173,7316
24 38,24 23,79 23,5 23,65 0,29 48 3,26 194,0651
25 38,14 24,11 24,21 24,16 0,1 4,3 3,11 177,8672
26 38,19 24,06 24,12 24,09 0,06 4.2 2,58 148,2199
27 38,02 23,87 24,17 24,02 0,3 4,3 3,43 199,0884
28 38,21 23,92 23,92 23,92 0 43 2,8 163,068
29 38,18 24,37 24,15 24,26 0,22 4,3 2,5 141,6552
30 38,26 24,06 24,06 24,06 0 4,5 2,95 169,5882
31 37,96 23,8 23,72 23,76 0,08 45 2,58 153,2889
32 38,23 24,11 24,13 24,12 0,02 4,7 2,9 166,0157
33 38,24 24,16 23,85 24,01 0,31 4,3 2,81 162,2983
34 38,16 24,15 24,2 24,18 0,05 42 2,54 144,9514
35 37,83 24,22 23,88 24,05 0,34 45 2,6 151,2923
36 37,96 24,01 24,03 24,02 0,02 4,3 3,49 202,8912
37 38,08 23,94 23,85 23,9 0,09 4,5 2,28 133,4603
38 38,22 24,16 24,34 24,25 0,18 44 3,23 182,9778
39 38,12 24,07 24,1 24,09 0,03 4,5 3,11 178,9962
40 38,12 24,06 24,02 24,04 0,04 4,6 2,47 142,7529
4 37,86 23,93 23,9 23,92 0,03 4,7 2,32 136,3626
42 38,02 23,88 24,5 24,19 0,62 4.3 3,04 173,9802
43 37,82 23,9 23,83 23,87 0,07 4,8 2,9 171,349
44 38,25 24,28 24,28 24,28 0 4.4 4,47 252,3996
45 38,36 24,14 24,25 242 0,11 48 3,04 172,2957
46 38,07 24,18 23,99 24,09 0,19 4.4 2,99 172,3157
47 38,12 23,96 24,12 24,04 0,16 4,2 2,99 172,8062
48 38,1 24 24,07 24,04 0,07 4,5 2,87 165,9579
49 38,15 24,09 23,73 23,91 0,36 44 2,62 152,9529
50 38,25 24,07 23,88 23,98 0,19 4,6 2,75 159,1889
51 38,09 24,16 24,27 24,22 0,11 4.3 2.6 148,1576
52 37,96 23,6 23,38 23,49 0,22 4,7 3,85 234,0338
53 38,16 24,09 24,08 24,09 0,01 4,3 3,05 175,359
54 38,2 24,01 24,15 24,08 0,14 4,3 2,92 167,8481
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Rolhas Naturais

'Rolha’ | 'Compr'| Expr<3> | Expr<4> | 'D MUdio’'| 'Ovalid' | Corpo| Massa| 'Massa Vol Apar’
55 38,12 24,13 23,93 24,03 0,2 46 | 2,67 154,4404
56 38,07 24,12 23,76 23,94 0,36 45 | 3,29 191,9882
57 38,05 23,92 24,13 24,03 0,21 46 37 214,4123
58 38,26 24,19 24,1 24,15 0,09 43 3,3 188,2976
59 38,15 24,13 23,98 24,06 0,15 45 | 2,79 160,8527
60 38,04 24,14 24,07 24,11 0,07 4.4 2,65 152,5882
61 37,95 24,05 24,2 24,13 0,15 4.4 2,73 157,3063
62 37,88 23,94 23,68 23,81 0,26 43 | 2,63 155,9326
63 38,14 24,24 23,86 24,05 0,38 44 | 348 200,853
64 40,05 23,97 24,07 24,02 0,1 44 | 2,74 150,9774
65 37,93 24,09 23,89 23,99 0,2 5 2,51 146,3998
66 38,08 23,99 23,98 23,99 0,01 44 | 3,03 176,0334
67 37,93 23,87 24,3 24,09 0,43 4,6 2,8 161,9614
68 37,79 23,55 23,71 23,63 0,16 44 | 2,46 148,4366
69 38,21 24,19 24,25 24,22 0,06 43 | 3,06 173,8225
70 38,19 24,16 237 23,93 0,46 45 | 3,17 184,5585

Legenda

Colocadas na Garrafeira (Champcork) a cerca de 18°C
Colocadas na Estufa (I&D) a cerca de 25°C
Sairam das garrafas colocadas inicialmente na Estufa (1&D) a cerca de 30°C
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1.1.2. Rolhas Técnicas Neutrocork

Tabela B.2 — Caracteristicas das rolhas Neutrocork utilizadas no projecto, obtidas pelo Medcork (adaptado
de Sampaio, 2008).

Rolhas Neutrocork

'Rolha’ | 'Compr’| Expr<3> | Expr<4> | 'D MUdio' | 'Ovalid' | Corpo| Massa] 'Massa Vol Apar’
1 37,82 23,94 23,89 23,92 0,05 5,2 4,56 268,3063
2 38,14 23,89 23,88 23,89 0,01 57 5,06 295,9699
3 37,74 23,86 23,78 23,82 0,08 57 4,75 282,4348
4 37,95 23,91 23,91 23,91 0 5,5 4,79 281,1089
5 37,77 23,91 23,9 23,91 0,01 5,1 4,79 282,4486
6 37,81 23,79 23,79 23,79 0 5,2 4,89 290,9533
7 38,07 23,93 24 23,97 0,07 56 | 4,86 282,8964
8 37,83 23,75 23,72 23,74 0,03 5,1 5,03 300,3864
9 38,13 23,98 23,97 23,98 0,01 6,1 4,89 283,9578
10 38,14 24 24 24 0 5,8 4,73 2741373
11 37,73 23,9 23,89 23,9 0,01 5,2 4,67 275,8953
12 37,81 23,79 23,77 23,78 0,02 5,8 4,91 292,389
e 37,98 23,89 23,89 23,89 0 5,1 4,97 291,9303
14 37,86 23,86 23,84 23,85 0,02 5,1 4,82 284,9704
15 38,14 | 24,07 24,11 24,09 0,04 56 | 4,75 273,2432
16 37,92 23,87 23,85 23,86 0,02 5,8 5,08 299,6157
17 37,77 23,95 23,9 23,93 0,05 5,3 4,99 293,7502
18 38,09 23,99 23,98 23,99 0,01 5,1 4,51 261,948
19 37,89 23,92 23,84 23,88 0,08 5,3 4,61 271,655
20 37,81 23,78 23,79 23,79 0,01 5,2 4,62 274,8885
21 37,81 23,85 23,86 23,86 0,01 5,1 4,77 282,1505
22 37,94 23,96 23,97 23,97 0,01 5,2 4,63 270,4318
23 37,62 | 23,75 23,75 23,75 0 55 | 4,56 273,608
24 38,11 24,06 24,05 24,06 0,01 5,8 4,78 275,872
25 37,85 23,83 23,8 23,82 0,03 54 4,75 281,614
26 37,92 23,89 23,89 23,89 0 5,6 4,86 285,9207
27 37,95 23,89 23,88 23,89 0,01 5,6 4,25 249,836
28 37,98 23,87 23,88 23,88 0,01 5,3 4,35 255,7265
29 37.9 23,82 23,82 23,82 0 5,3 4,9 290,1238
30 37.9 23,87 23,88 23,88 0,01 54 4,86 286,3112
31 38,05 24 24,02 24,01 0,02 5,1 4,81 279,2004
32 38,13 24,01 24,01 24,01 0 57 4,65 269,3468
33 38,21 24,11 24,11 24,11 0 5,2 4,93 282,6086
34 38,07 23,88 23,88 23,88 0 5,2 4,93 289,1382
35 38,03 23,99 23,99 23,99 0 5,5 4,92 286,2123
36 38,15 23,97 23,97 23,97 0 5,1 4,9 284,6266
37 37,75 23,73 23,74 23,74 0,01 5,1 4,91 293,8415
38 37,92 23,89 23,89 23,89 0 5,6 4,33 254,7401
39 37,86 23,88 23,88 23,88 0 57 4,56 268,9216
40 37,93 23,9 23,9 23,9 0 5,2 5,02 295,0088
41 37,86 23,86 23,86 23,86 0 57 4,67 275,8706
42 37,96 23,84 23,85 23,85 0,01 5,5 4,84 285,3989
43 37,78 23,88 23,87 23,88 0,01 5,1 4,55 268,9
44 37,93 23,92 23,92 23,92 0 5,3 4,31 252,8612
45 38,04 23,99 23,99 23,99 0 5,6 4,79 278,5765
46 38,13 23,97 23,98 23,98 0,01 5,5 5,43 315,3151
47 37,73 23,77 23,77 23,77 0 57 4,78 285,4912
48 38,03 23,96 23,96 23,96 0 5,8 4,77 278,1816
49 37,81 23,91 23,88 23,9 0,03 5,1 4,82 284,1545
50 37,68 23,77 23,74 23,76 0,03 5,2 4,76 284,9136
51 37,91 23,99 23,98 23,99 0,01 5,1 4,59 267.8603
52 38,05 24,02 24,03 24,03 0,01 57 4,7 272,3615
53 37,91 23,84 23,82 23,83 0,02 5,5 5,06 299,2669
54 37,69 23,82 23,84 23,83 0,02 5,5 4,86 289,1159
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Rolhas Neutrocork

'Rolha’| 'Compr’| Expr<3> | Expr<4> | 'D MUdio' | 'Ovalid' | Corpo| Massa] 'Massa Vol Apar’
55 37,96 23,81 23,9 23,86 0,09 5,1 511 301,0674
56 37,89 23,91 23,9 23,91 0,01 5,1 4,99 293,31
57 38,26 24,05 24,04 24,05 0,01 55 4,91 282,4986
58 37,66 23,74 23,75 23,75 0,01 53 4,61 276,3144
59 37,91 23,95 23,92 23,94 0,03 5,1 4,97 291,249
60 37,72 23,86 23,84 23,85 0,02 5,1 4,65 275,9399
61 37,98 23,89 23,97 23,93 0,08 55 4,83 282,7593
62 38,13 24,05 23,99 24,02 0,06 55 5,06 292,8517
63 37,66 23,78 23,77 23,78 0,01 5,1 4,75 283,9878
64 38,24 24,08 24,04 24,06 0,04 55 5,43 312,3207
65 37,74 23,84 23,76 23,8 0,08 53 4,93 293,6304
66 37,73 23,82 23,77 23,8 0,05 5,6 4,91 292,5167
67 38,13 24,07 24,04 24,06 0,03 58 4,61 265,9212
68 38,04 23,93 23,91 23,92 0,02 52 4,95 289,5692
69 38,01 23,93 23,93 23,93 0 58 | 4,48 262,0625
70 37,79 23,89 23,87 23,88 0,02 6 4,44 262,3297

Legenda

Colocadas na Garrafeira (Champcork) a cerca de 18°C
Colocadas na Estufa (1&D) a cerca de 25°C
Garrafas que sobraram e foram aproveitadas para andlise do vinho ao "tempo zero"
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1.2.

Vinho

1.2.1. Gazela

GAZELA

Branco

I Crazela

L))

e
FAW EEMD

0 Vinho

Gazela € um Vinho Verde de sabor suawve, leve e refrescante, que sabe bem com a wida.
Cazela € um vinho descomprometido, um clissico renovado, gue confirma todo o potencial da regido para criar
wvinhos leves e cativantes, ideats para odia-a-dia.

Notas de Prova

Cazela tem uma cor amarelo citrino muito leve, com um ligeiro desprendimento de gas que realka os aromas,
sabores e frescura do vinho. Aromdtico e cativante, Gazela alia 35 notas de citrinos e frutos tropicats uma acidez
viva e estimulante, mutto bem egquilibrada pelo ligeiro sabor adamado. O resultado € um vinho simples, versatil e
muito atractivo. Dada a sua frescura, Gazela € um winho gque ganha em ser consumido de imediato.

Sugestoes de Consumo

Cazela € ideal para acompanhar saladas, pratos leves de peixe ou mansco, ou simples como aperitivo. Gazela deve
ser senado bem fresco, em copo de vinho barnco, 2 uma temperatura entre os 62-82 C

Castas
Gazela € um vinhode lote, produzido a partir de uvas seleccionadas das castas tradicionais do Vinho Verde, propias

e de lavradores privados. A casta predominante € o Loureiro, sendo utilzado em menor percentagem Arinto,
Trajadura e Azal.

Vindima e Vinificacio

Cazela € produzido ra adega da Quinta de Azevedo, magnifica propriedade pertenca da Sogrape juntoa Barcelos,
regido dos Vinhos Verdes. As uwvas colhidas 3 m3o s3o desengacadas e esmagadas suavemente. O mosto resultante
€ separadodas peliculas em prensas preumdticas e sujeito a decantacao estatica durante =/-24 horas, devidamente
protegido de oxidacdes, até atingir o grau de limpidez desejado. Segue-se a fermentagao em cubas de aco inox,
sob uma temperatura controlada de aproximadamente 169 C.

Maturacao e Guarda

Cazela € engarrafado imediatamente apds a fermentagio e lote, por forma a garantir toda a sua frescura inicial.
Apesar de utilzar uma rolha longa, a garrafa de Gazela pode sermantida de pé (devido ao seu ligeiro gaz), em local
seco e fresco.

Detalhes Técnicos

Alcoal: g% Acidez Total: c. 7,5 gr / It Eado tartanco) Acucar <1z gr /It pHza

§

T el s s o i b
i o i

Figura B.1 — Informacdes Vinho Verde Branco, de marca Gazela (adaptado de Sampaio, 2008)
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1.1.2. Garrafas

. Controlo de Gargalos de Garrafas Data: 23-11-2007
Champeork Pagina 1
Cad. Ensaio: 04207 Cliente: [&D
Gamrafa: Bordalesa Fomecedor: Barbosa & Almeida
Marca do Molde: Operador: LU BAALA
Profundidade: 44 |mm) Dist. do Topo: 0({mm) Resolugdo: 2 mm
Data : 2007-Mow-23 Responsavel:
Observagies:  Gamafas Lilasas
Média d fid 0e90 G : )
Fraf. &1 &2 33 o4 85
] 1629 1628 1630 1635 1674
20 1669 1639 1554 4651 47,41
40 1707 1653 177 1673 47,31
17.40
a0 1736 1676 1657 1 17,38
0.0 1735 1675 1653 16,71 17,24
120 1723 1670 1681 1652 17,04
140 1704 1673 1673 1640 1655
17.06
18,0 1698 1754 1730 1683 17,37
1826 773 1733 1764
=0 1768 1890 1835 47,75 18,32
240 1811 1930 1854+ Jg00 9853
260 43 50 1887 1808 1673
28,0 65 55 g5 1805 16,84
30,0 IT 5S4 sp0  iveSe 1689
320 1883 1953 21899 4751 1852
4.0 1886 1952 1857 47,84 1853
36,0 87 52 1 7 18,52
35,0 B8 R TTE 18,89
40,0 H S TTE 18,82
420 1875 1954 18950 4770 1873
440 1866 1952 1885 76T 1863
Tabela Fstatisti Médias { )
Fraf. WEdln Coniciane D Fadrka Minimo Maxmo
o 16,38 0,00 0,13 16,26 16,78
20 16,65 0.26 027 16,36 17,18
40 16,89 050 028 16,57 17.40
50 17,02 0,63 023 16,71 17 51
50 17.06 D7 023 16.76 17.50
10,0 17,00 0,51 028 16,67 17 46
120 16.86 047 028 16,45 17.35
140 1677 D38 026 16,34 1747
160 16,85 0,45 0,26 16,44 17,21
180 17.18 o7 [IEF] 1679 17.56
20,0 7,68 1,29 042 7,04 EL
20 B,16 1,77 R 748 03
24,0 B,52 13 i 753 28
260 1872 2,33 052 17,88 19,72
280 18,61 43 053 17,54 15,78
30,0 18,84 245 055 17,85 18,77
320 18,83 Z 4 057 17,76 15,74
34.0 18,82 243 0,53 17,68 13,72
36,0 18,61 243 0,50 17 63 18,71
(380 1879 240 nE2 17.58 1372
400 1877 238 0,53 17,55 19,73
420 18,73 Z33 064 17,53 18,74
440 18,66 237 054 17,48 19,73

Figura B.2 — Medidas dos perfis das garrafas utilizadas no projecto, obtidas pelo PerfiLab (adaptado de Sampaio,

2008).
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Figura B.3 — Perfis das garrafas utilizadas no projecto, obtidas pelo PerfiLab (adaptado de Sampaio, 2008).
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BORDELAISE 300 77

code 8005633 bague PLATE UNIQUE

& = Durvant de la Douleils

FiaLsie Lr ain mim

22

20
30 /

1
32 !

13
34 S

15 A

Emparaiwe an 3T

Coovbe dig dilafalian wit 77 4 12,5 9% valimie dakeoo!
Cafls cowrbe gel danmde & lilre mdicald of ne diEpanss pas des contrllas réglamantaias n U,

Figura B.4 — Curva de dilatacdo para de garrafa bordalesa (nivel de enchimento vs. Temperatura) (adaptado de

Sampaio, 2008).
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1.3.

Analise Sensorial

Prova A |

Nome:

Apresentam-se trés copos, numerados.
Dois sao idénticos, o outro diferente. Identifique o diferente.

Serie 1

Qual lhe parece ser a diferenca?

Serie 2

4

Qual lhe parece ser a diferenca?

Serie 3

Qual lhe parece ser a diferenca?

Serie 4

10

Qual lhe parece ser a diferenca?

11

12

Serie 5

13

Qual lhe parece ser a diferenca?

14

15

Figura B.5 — Folha de prova da analise sensorial triangular realizada no ensaio aos dois meses
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2. Exemplos de Calculo

2.1. Padrdo Interno

Exemplo de célculo da concentracdo do composto Acetato de Etilo no padrdo com 10 L
de cada composto e em 100 mL de etanol a 9 % v/v:

) L) v (m),
Cenponao (M1 L) = rv (%;SJ Pag;;i() )1 10 ®.1)

amostra Padréo

0902710

- = ——— — “1710° =90, Lt
CEtlIAcetato 100000 +1O O 90, 91mgx

Tabela B.3 — Massas VolUmicas dos compostos utilizados (Sigma Aldrich., 2007)

Compostos p/g.mL?
Acetato de Etilo 0,902
1-Propanol 0,804
Alcool de Isoamilo 0,809
Acetato de Isoamilo 0,876
Octanoato de Etilo 0,867
Decanoato de Etilo 0,862
Acetato de Fenetilo 1,032
Acido Hexanoico 0,927
Benzaldeido 1,045

Para todos os padrdes, integrou-se manualmente dos espectros, as areas respectivas a
cada composto. Com os valores da area e concentracao, foi possivel tracar a recta de calibracao
de cada composto, seleccionando os pontos, por um lado que davam melhor ajuste a recta e,
por outro, consoante era de esperar aproximadamente a respectiva concentragdo presente no
vinho.
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A recta de calibracdo obtida para o Acetato de Etilo foi:

AL qeMédia(Etil Acetato)(10°) = 19447 10™ * CL o Média - 1146~ 107 (82)

18,434 =1,944" 10"~ CipraoMédia = 1146~ 107" <=> CL poooMeEdia = 95,415mg x L™

2.2.  Absorcdo e Migracdo nas Rolhas

Tomando como exemplo uma rolha natural, marcada com o n° 29,

m. ., — .
% Absor¢&o = Mina = Meica - o5 (B.3)

rrEnicial

29-25.

% Absor géio(Natural ,, ) = 100 = 16,0%

) . ~ Cmigra(_;éo -
YoMigracao = ——— 100

inicial

(B.4) %Migracdo(Natural ,, ) = %' 100 = 39%
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3.

Rectas de Calibracdo

Tabela B.4 — Associa¢do de compostos por grupos quimicos, para a quantificacdo

Grupos

Compostos

Calibracéo

Esteres de Etilo

Octanoato de Etilo
Hexanoato de Etilo
9-Decanoato de Etilo
Dodecanoato de Etilo

Decanoato de Etilo

Octanoato de Isoamilo

Octanoato de Etilo

Decanoato de Etilo

Acido Hexanoico

Acido Octanéico

Acidos ) Acido Hexandico
Acido Decandico
Acido Dodecandico
Acetato de Etilo Acetato de Etilo
Esteres Acetatos Acetato de Fenetilo Acetato de fenetilo

Acetato de Isoamilo

Acetato de Isoamilo

Alcoois Superiores

1-Propanol
Alcool de Isoamilo
Alcool de Isobutilo

Alcool de Fenetilo

1-Propanol
Alcool de Isoamilo

Benzaldeido
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Area(1076) (m/z)

900
800
700
600
500
400
300
200
100

0 5 10 15 20 25 30

—4—QOctanoato de Etilo

y=31,006x+ 3,7448
R?=0,999

Concentragdo (mg/L)

Figura B.6: Recta de calibracdo do composto Octanoato de Etilo [0-25] mg/L

Area(1076) {m/z)

450
400
350
300
250
200
150
100

50

—4—Decanoato de Etilo

y=93,105x+ 10,225
R?=0,9974

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

Concentragdo (mg/L)

Figura B.7: Recta de calibracdo do composto Decanoato de Etilo [0-4] mg/L
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—4— Acido Hexanéico

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 T T

0 50 100 150 200 250 300 350

y=0,6114x-2,9941
R?=0,9969

Area (1076) (m/z)

T T T T 1

Concentragido (mg/L)

Figura B.8: Recta de calibrag&o do composto Acido hexandico [0-300] mg/L

—¢— Acetato de Etilo == Acetato de Isoamilo
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Figura B.9: Recta de calibracdo dos compostos Acetato de Etilo [0-150] mg/L e Acetato de Isoamilo [0-50] mg/L
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Migragdo de d5-TCA através de vedantes em vinho e método para envelhecimento de um vinho.
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Figura B.10: Recta de calibra¢do do composto Acetato de Fenetilo [0-0,9] mg/L
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Figura B.11: Recta de calibragdo do composto Alcool Isoamilico [0-600] mg/L
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Migragdo de d5-TCA através de vedantes em vinho e método para envelhecimento de um vinho.
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Figura B.12: Recta de calibra¢do do composto Benzaldeido [0-50] mg/L

Figura B.13:
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