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resumo

2,4,6 — tricloroanisol, cortica, rolhas de corti¢ca, controlo de qualidade,
cromatografia em fase gasosa

As rolhas de cortica sdo os vedantes mais utilizados nos vinhos, implicando
que estas sejam sujeitas a varios tipos de analises e ensaios, com 0 objetivo
de assegurar a sua funcéo e garantir a qualidade do produto alimentar. Para
garantir esse proposito, foi implementado e adotado por parte da indastria da
cortica o Cadigo Internacional das Préaticas Rolheiras, o que permitiu fazer um
controlo de possiveis compostos volateis indesejaveis nas rolhas, destacando-
se 0 2,4,6-tricloroanisol (TCA), bem como assegurar as propriedades fisico —
quimicas das mesmas. A crescente exigéncia por parte dos consumidores e
produtores de vinho, face a altera¢cfes organoléticas em vinhos associadas ao
TCA, ilustra a necessidade de implementar na indlstria, e em particular na
Amorim Cork, novos processos que garantam a remocao deste composto das
rolhas de cortica até cerca de 99%, e portanto, a inertizagdo por parte do
sistema vedante.

O objetivo deste projeto consistiu na validagdo de um novo processo em
estudo na empresa, VSR, para a erradicacdo de TCA nas rolhas de cortica
natural. Esta validacao foi feita através do recurso a analise sensorial, a
andlise cromatografica do teor de TCA, e também através de ensaios fisico-
mecanicos as rolhas de cortica.

As amostras tratadas pelo VSR foram submetidas a duas condi¢des diferentes
de tratamento: condicdo A e B. Ambas as condi¢cfes séo eficazes na remocao
de TCA, com uma eficiéncia de 99,83 e 99,75 % para a condi¢cdo A e para a
condicdo B, respetivamente. Os ensaios fisico-mecanicos realizados,
especificamente: humidade, for¢cas de extracéo, vedacdo em tubo, capilaridade
e torcdo, revelam que as rolhas continuam a manter a sua integridade e
funcionalidade. Ambas as condicbes (A e B) ttm o mesmo impacto na
alteragdo dos parametros fisico-mecanicos em comparagcdo com rolhas que
nao foram tratadas. Com os resultados obtidos ao longo deste projeto, é
possivel afirmar que o VSR ndo estd a ter um impacto negativo nas
propriedades fisico-mecanicas das rolhas, dado que todos os parédmetros se
encontram dentro das especificacdes para as rolhas de cortica natural. Para
além disso, as rolhas apds o VSR estdo com uma incidéncia de TCA nao
detetavel de cerca de 99%.

Assim, 0 novo método de erradicacdo em estudo na empresa, esta a ser eficaz
cumprindo deste modo o seu principal proposito. O VSR apresenta-se como
um potencial método na remocdo de 99% de TCA das rolhas de cortica
natural, sendo com certeza uma enorme ajuda no combate a este composto.
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Cork stoppers are the most common sealers used on wines, being imperative a
rigid quality control with diferent types of analyzes and tests, to ensure their
function and guarantee the quality of the food product. An International Code of
Rolling Practices was implemented and adopted by the cork industry, which
allowed the control of undesirable volatile compounds in corks, particularly
2,4,6-trichloroanisol (TCA), as well as to ensure their physicochemical
properties. Cork stoppers industry faces a growing demand from consumers
and wine producers, regarding organoleptic changes in wines associated with
TCA, Iillustrating the need to implement in the industry, and in particular in
Amorim Cork, new processes that guarantee the removal of this compound
from cork stoppers until about 99%

The objective of this project is to validate a new process, VSR, for the TCA
eradication in natural cork stoppers. This validation was evaluated by sensory
analysis, TCA contente using gas chromatographic analysis, and also through
physical-mechanical tests on cork stoppers.

The samples treated by VSR were submitted two different treatment conditions:
condition A and B. Both conditions are effective in removing TCA, with an
efficacy of 99.83 and 99.75% for condition A and condition B, respectively. The
physical-mechanical tests performed on the stoppers after VSR processing:
humidity, extraction forces, tube sealing, capillarity and torsion, revealled that
they maintain their integrity and functionality. Both conditions (A and B) have
the same impact on altering the physical-mechanical parameters compared to
corks that have not been treated. With the results obtained during this project, it
is possible to affirm that the VSR is not having a negative impact on the
physical and mechanical properties of the stoppers, given that all parameters
are within the specifications for natural cork stoppers. In addition, stoppers after
VSR have an incidence of non-detected TCA of about 99%. Thus, the new
method of eradication under study in the company, is being effective thus
fulfilling its main purpose. VSR presents itself as a potential method for
removing 99% TCA from natural cork stoppers, being certainly a huge help in
combating this compound.
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1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

Portugal € um pais que se encontra extremamente arborizado, sendo que das
arvores nele instaladas, o sobreiro Quercus suber L. € a segunda especie florestal
dominante, correspondendo a uma &rea de 736 mil hectares. Gragas a esta espécie,
Portugal é o principal produtor mundial de cortica, com uma producédo de cerca de 49,2%
e 100 mil toneladas anuais. Em 2017, este pais assumiu uma quota de 62,4% de
exportacdo de produtos de cortica, seguido por Espanha com 18,5%. O principal destino
dos produtos de cortica € a industria vinicola, sob a forma de rolhas de cortica. Estas
assumem um valor de 70% das exportagdes portuguesas, seguindo-se o setor da
construcdo civil, que inclui pavimentos, isolamentos e revestimentos, assumindo um
valor de 25% (figura 1) [1].

m Rolhas de cortica natural m Outros tipos de rolhas
B Pavimentos, isolamentos, revestimentos, etc & Cubos, placas, folhas, tiras,etc

B Outros produtos

Figura 1 - Estrutura das vendas (exportacdes) de cortica por tipo de produtos em valor — 2017 (Adaptado de
[1D).
O presente trabalho de estdgio de mestrado esta a ser desenvolvido na empresa

Amorim Cork, a maior empresa do mundo na produgéo de rolhas de cortica com 150 anos
de lideranca. Esta corticeira esta presente em mais de 100 paises e é a prova da grande
dedicacéo, esforco e trabalho que diversas geracfes exerceram ao longo destes anos, o que
levou a uma revolucdo do mundo da cortica em Portugal e no Mundo. A corticeira é

responsavel pela producdo de diversos produtos, estando organizada em cinco areas de



negdcios: materias primas, rolhas, revestimentos, aglomerados compositos e isolamentos
[1,3].

As rolhas de cortica sdo o material de eleicdo para o fabrico de vedantes para varios
tipos de bebidas, estando sujeitas a um processo rigoroso de controlo de qualidade, com o
objetivo de assegurar a sua fungéo e garantir a qualidade do produto alimentar em termos
organoléticos. Para cumprir com os requisitos referidos anteriormente, foi implementado e
adotado por parte da industria da cortica o Codigo Internacional das Préaticas Rolheiras
(CIPR), 0 que permitiu controlar a presenca de compostos volateis indesejaveis nas rolhas,
como os haloanisois, bem como assegurar a qualidade fisico — quimicas das mesmas [3]. E
de salientar que o composto da familia dos haloaniséis a que vai ser dada uma maior
importancia, vai ser o 2,4,6 -tricloroanisol (TCA), dado que € o principal responsavel por
desvios sensoriais em bebidas como o vinho.

Com produtores de vinhos e consumidores cada vez mais exigentes, devido ao
aparecimento de alteracfes organoléticas em vinhos associados ao TCA, surge a
necessidade de implementar um novo processo na empresa para erradicacdo deste
composto, de forma a garantir 99% de neutralidade sensorial do vinho. Para além da
erradicacdo de TCA nas rolhas, elas tém de continuar a cumprir as suas fungdes como
vedante, mantendo as caracteristicas fisico-mecanicas que as caracterizam.

De forma a verificar se 0 novo processo para erradicar este composto das rolhas de
cortica natural, tem impacto nas suas propriedades fisico-mecanicas e na concentracdo de
TCA, diversos ensaios vao ser realizados como: ensaios fisico-quimicos, ensaios de

permeabilidade, analise sensorial e analise cromatogréfica.

2 Contexto e Estado de Arte

Uma embalagem desempenha um papel de extrema importancia quando se fala em
conservagdo e seguranca de um determinado produto alimentar, ndo podendo esta
representar uma fonte de risco para esse mesmo produto.

O vinho necessita de ser armazenado numa embalagem com o objetivo de
conservar as suas caracteristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas e organoléticas, sendo a
garrafa de vidro a embalagem mais usada habitualmente. Para além da garrafa de vidro, o
vinho necessita ainda de um vedante sendo que 70% dos vedantes utilizados,

correspondem a rolhas de cortica. Estes materiais de acondicionamento desempenham um



papel muito importante no envelhecimento e conservagéo do vinho, uma vez que impedem
0 contacto do oxigenio com esta bebida levando a sua oxidagdo, 0 que por vezes €
indesejavel [4]. Apesar desta recorrente utilizacdo, as rolhas de cortica foram colocadas em
causa nos anos 90, devido ao aparecimento de desvios sensoriais nos vinhos relacionados
com o aparecimento de um aroma/sabor a mofo, provocado pela migragéo de um composto
designado 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA) da cortica para esta bebida. Assim, a industria
corticeira tem vindo a procurar solucdes para combater este problema, essencialmente

atuando na extracdo de TCA das rolhas de cortica.

2.1 A cortica

Portugal é um dos principais responsaveis pela producdo de cortica em todo o
mundo, com um valor anual de 100 mil toneladas, o que corresponde a 49,2% da producao
mundial. Esta provém do sobreiro Quercus suber L., arvore que é a segunda espécie
florestal dominante em Portugal. O sobreiro encontra-se essencialmente no sul do pais,
sendo o Alentejo, uma regido onde esta espécie ocupa um lugar cativo e de destaque. Para
além de se encontrar em Portugal, estd presente em Espanha, Italia, Franca, Marrocos e
Argélia (Figura 2). Em Portugal existem 736,775 mil hectares de montado de sobro, que
representam cerca de 34% da area mundial, e permitiram a criacdo de uma industria de

extrema importancia econémica para o pais [1].

Atlantic Ocean France

)
A

ot
- P et

“*7” Mediterranean Sea

S

RN B R LA
SRR XX
."‘%‘ LIS, e
e e
"

i North Africa

Figura 2 — Principais montados de sobro em Portugal, Espanha, Franca, Itélia e Norte de Africa (Reproduzido
de [5]).



Cada sobreiro leva 25 anos até ocorrer o primeiro descorticamento e a primeira
cortica a ser extraida da arvore é designada por cortica virgem, sendo que esta ndo é
utilizada para a producéo de rolhas naturais, uma vez que apresenta uma estrutura bastante
irregular. Esta cortica € aproveitada para produzir granulado, com o objetivo de ser usada
em materiais de isolamento, pavimentos, entre outros. O segundo descorticamento ocorre 9
anos depois e esta cortica € denominada secundeira. A secundeira ainda ndo apresenta uma
estrutura boa para ser utilizada na producéo de rolhas naturais e, deste modo, esperam-se
mais 9 anos para se retirar a cortica amadia. Esta cortica ja possui uma qualidade adequada
para ser utilizada na produgdo de rolhas. A partir deste momento, a cada 9 anos pode

extrair-se cortica do sobreiro e utiliza-la na producdo de rolhas (figura 3) [6].
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Figura 3 - Processo produtivo das rolhas naturais (Adaptado de [7]).

Numa fase inicial procede-se ao descorticamento que é uma das fases mais
importantes na extracdo da cortica. Como o TCA é formado essencialmente a partir de
microorganismos, como fungos filamentosos, sendo que a humidade e a temperatura
proporcionam o Sseu crescimento, apos o descorticamento, as pranchas de cortica passam
por um periodo de estabilizacdo durante pelo menos 6 meses em locais bem arejados e
onde ndo se verifique a acumulagdo de &4gua, com o objetivo de estabilizar este material
natural. O primeiro passo do processo, passa pelo cozimento das pranchas, de modo a que

ocorra a expansao das paredes das células de cortica de forma a que as pranchas aumentem
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a sua espessura e, paralelamente, haja uma diminuicdo do numero de microorganismos
presentes. Posteriormente as pranchas passam por um periodo de repouso onde perdem
humidade e sdo aplanadas, para facilitar a sua transformacdo em rolhas. Apos esta
operacdo, ocorre a rabaneacdo, processo que consiste no corte das pranchas de cortica em
tiras, para de seguida serem brocadas (formacéo de cilindros de cortiga). As rolhas véo ser
retificadas para as suas dimensodes finais de utilizagdo e, por fim, ocorre uma selegéo das
rolhas que consiste na sua separacdo por classes visuais. Ap0Os este processo, as rolhas
podem ainda ser submetidas a alguns processos como a lavacao e a colmatagem. A lavacao
consiste em utilizar peroxido de hidrogénio para homogeneizar a cor das rolhas e ao
mesmo tempo limpa-as e desinfeta-as e, a colmatagem, consiste em tapar 0s canais
lenticulares com uma mistura de pd de cortica resultante do processo de retificacdo das
rolhas. As rolhas podem ainda ser marcadas, com as indicac6es do cliente e, apos esta fase,
a superficie da rolha recebe um tratamento a base de parafina e silicone. Este tratamento
tem como principal objetivo facilitar a introdugdo da rolha na garrafa e a sua posterior

extragéo no momento de consumo.

2.1.1 Composicao quimica

A cortica é composta por cerca de 6% de agua, sendo que difere da maior parte dos
materiais lenhocelulésicos, uma vez que possui suberina nas suas paredes celulares. A
composi¢do quimica da cortica pode ser dividida em dois tipos de componentes: estruturais
e ndo estruturais (tabela 1). Os componentes estruturais sdo macromoléculas de natureza
polimérica insollveis em solventes organicos, que se encontram nas paredes celulares da
cortica e conferem-lhe grande parte das suas propriedades fisicas e quimicas. A remocéo
de um destes componentes s6 pode ser feita com recurso a metandlise (com metoxido de
sodio), por exemplo, de forma a promover a despolimerizacdo parcial [8]. Os componentes
estruturais sdo a suberina, lenhina e os polissacarideos, sendo a suberina 0 composto que se
encontra em maior abundancia (30-40% peso seco). Quanto aos componentes nao-
estruturais, podem ser divididos em extratdveis e inorganicos [9]. Os componentes
extrataveis, que correspondem a cerca de 17% da parede celular da cortica, podem ser
divididos em compostos fendlicos e ceras. Por fim, relativamente aos componentes
inorgénicos, que correspondem a cerca de 1% da parede celular da cortica, o célcio é o

componente mais abundante.



Tabela 1 - Composicdo quimica média da cortica virgem e da cortica amadia de 10 arvores da regido de
Mora [10].

% peso seco

Componente
Cortiga virgem Cortica amadia
Suberina 352+3]1 39,4+17
Lenhina 224+11 240+0,8
Polissacarideos 213+24 199+ 2,6
Extrataveis 16,9+25 142+11
Cinzas 09+0,2 1,2+0,2

A cortica obtida do primeiro descorticamento é designada por cortica virgem, sendo
utilizada em outras aplicacbes que ndo rolhas. A cortica amadia, ¢ obtida do terceiro
descorticamento e seguintes, sendo deste modo a cortica utilizada para a producdo de

rolhas de qualidade.

2.1.1.1 Suberina

A suberina (figura 4) € o principal componente das paredes celulares da cortica e,
devido as suas funcdes estruturais, ndo é possivel remové-la com recurso a solventes sem
destruir a estrutura celular das paredes. Para retirar a suberina, é necessario efetuar a sua
despolimerizacdo, que consiste em efetuar reacdes que quebrem as ligacGes éster do
polimero. A hidrélise alcalina com NaOH ou KOH, a transesterificacdo alcalina por
metandlise com metoxido de s6dio e a hidrogendlise com LiAlH4, que provocam a
solubilizacdo dos fragmentos sob a forma de &cidos gordos, ésteres metilicos dos acidos
gordos e alcoois gordos, respetivamente, sdo algumas das rea¢fes habitualmente usadas
para esse propdsito. Apds esta despolimerizacdo, obtém-se uma mistura complexa de
mondmeros, que sdo analisados por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), sendo estes agrupados em diferentes classes: acidos
gordos, alcoois gordos e glicerol. Para além disto, ainda sdo obtidos alguns compostos

fenolicos como o acido ferulico [10,11]
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Figura 4 — Estrutura molecular da suberina (Adaptado de [12]).

Os 4acidos gordos dividem-se em trés classes: monoacidos (1,1%), w-diacidos
(45,5%) e w-hidroxiacidos (26,3%). Os acidos alifaticos de cadeia longa, que possuem
entre os 18 e 22 atomos de carbono, representam cerca de 69% da suberina, tendo o Ciz € 0
C22 um valor de 56,8 e 12,4%, respetivamente. O glicerol constitui cerca de 3-7% da
cortica, 0 que representa 7-17% dos produtos solubilizados ap6s despolimerizacdo da
suberina. O &cido ferulico (acido 4-hidroxi-2-metoxibenzoico) representa cerca de 5-8%

dos monomeros solubilizados apds despolimerizagdo da suberina [13].

2.1.1.2 Lenhina

A lenhina, polimero de carater aromatico, é o segundo composto mais abundante
(20-24%) das paredes celulares da cortica. Esta é constituida por trés mondmeros de
fenilpropano: alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-cumarilico que diferem entre
si apenas no grau de substituicdo dos carbonos 3 e 5 por grupos metoxilo (figura 5) [14].

Para formar a lenhina ocorre polimerizacdo entre 0s seus monodmeros, que se inicia
com uma desidrogenagdo enzimatica formando deste modo radicais fendlicos. Estes
radicais podem reagir em diversas posi¢oes, o que leva & formacao de diferentes ligacdes,
como ligacGes éter e ligacOes carbono-carbono, levando ao aparecimento de um dimero. A
reacdo de polimerizagdo prossegue através de uma desidrogenacdo enzimatica do dimero,

que desta forma reage com outro radical. A macromolécula lenhina é formada por



processos sucessivos de desidrogenacdo e acoplamento, o que leva a formagdo de uma

estrutura tridimensional entrecruzada [15].

A) B) Q)
OH OH OH

= = P
OCH3z  HaCO OCHj3

OH OH OH

Figura 5 - Estrutura representativa dos monémeros precursores da lenhina: A) &lcool coniferilico; B) alcool

sinapilico; C) é&lcool p-cumarilico

A lenhina presente na cortica € do tipo guaiacilico, contendo 94-96% de unidades
guaiacilo, 2-3% de unidades 4-hidroxifenilpropano e cerca de 3% de unidades de siringilo.
Possui também 2% de &cidos suberinicos ligados covalentemente e polissacarideos

hemiceluldsicos, formando complexos lenhina-hidratos de carbono.

2.1.1.3 Polissacarideos

Os polissacarideos da cortica, representando cerca de 20% das paredes celulares,
sdo constituidos por dois tipos de polimeros: a celulose e as hemiceluloses, em que as
unidades monoméricas sdo monossacarideos como pentoses e hexoses. Os principais
mondmeros sdo a glucose e a xilose, representando cerca de 50 e 35%, respetivamente,
sendo que a manose, a galactose, a arabinose, o acido 4-O-metilglucurdnico e a ramnose
também se encontram presentes [16].

A celulose (figura 6) € uma macromolécula constituida por unidades B-D-
glucopiranose ligadas entre si por ligacdes glicosidicas p (1-4). As moléculas de celulose
dispdem-se lado a lado umas das outras, de uma forma organizada e compactada com
ligacBGes de hidrogénio intramoleculares, e unidas entre si por ligacfes intermoleculares
[17].
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Figura 6 — Estrutura da glucose a) e da ligacdo glicosidica B(1-4) entre duas moléculas de glucose b);

estrutura da celulose c¢) (Reproduzido de [16]).

A hemicelulose (figura 7) é um heteropolimero constituido por varios
monossacarideos como Xilose, arabinose, glucose, manose, galactose, ramnose e &cido
glucurdnico, por vezes com grupos substituintes como o grupo acetilo. Esta difere da
celulose devido ao menor grau de polimerizacdo e a presenca de uma estrutura linear

ramificada.
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Figura 7 — Estrutura de uma das hemiceluloses da cortiga proposta por Asencio, em 1998 (Reproduzido de
[16].

Asencio e o0s seus colaboradores, estudaram as hemiceluloses da cortica em 1998,
chegando a estrutura da hemicelulose representada na figura 7, que era constituida por
xilose, arabinose, glucose, galactose, acido 4-O-metilglucurénico e ramnose, nas
proporcdes molares de 17:12:12:6:4:1, com uma cadeia principal de glucose com ligacGes
B (1-3) e B (1-4), xilose ligada com ligacoes B (1-4),e galactose ligada por ligagdes f (1-4)
e B (1-6). Nas ramificagdes encontravam-se compostos como a galactose, arabinose, xilose

e acido glucurénico.



2.1.1.4 Extrataveis e Compostos Inorganicos

Os extrataveis, que se encontram entre 8-24% na cortica, S40 componentes nao-
estruturais e incluem uma diversidade de compostos como n-alcanos, triterpenos, acidos
gordos, glicerol, esterdis e compostos fendlicos. Estes compostos estdo divididos em dois
grupos, os compostos fendlicos e as ceras. O primeiro grupo, que corresponde a cerca de
10% do total dos extrataveis, pode ser extraido com recurso a solventes polares como a
agua, o etanol e o metanol. Dentro deste grupo, é de salientar compostos fendlicos simples,
como os fendis, &cidos benzoicos e acidos cinamicos, e compostos fendlicos poliméricos
como os taninos, que representam cerca de 90% do seu total. Quanto ao segundo grupo,
que corresponde a cerca de 7% do total de extrataveis, pode ser extraido com recurso a
solventes de baixa polaridade como o hexano e o diclorometano. Neste grupo, os principais
componentes sdo 0s triterpenos como a betulina, a cerina e o0 &cido betulinico, que
correspondem a cerca de metade dos lipidos extraidos [9,10].

Os compostos inorganicos, correspondem ao residuo de cinzas ap6s combustdo da
cortica, sendo que esta matéria prima apresenta um teor entre os 1-2%. O elemento
inorganico predominante é o célcio, representando mais de 60%. Outros elementos

também estdo presentes como o fosforo, 0 s6dio, 0 magnésio e o potassio [19].

2.1.2 Propriedades fisico-mecanicas da cortica

A cortica possui certas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas que a tornam

uma matéria prima tao versatil e Unica [20] (Tabela 2).

Tabela 2 — Principais propriedades fisico-mecanicos da cortiga.

Propriedade Valor caracteristico Unidades
Densidade 160-220 kg m3
Condutividade Térmica 0,045 Wm1K1
Condutividade Elétrica 1,2x1071%(a 25°C) Sm?
Calor Especifico 350 JkgiK1
Resisténcia Acustica 1,2x10° kg m2s?t
Difusividade Térmica 1x10® m?st
Coeficiente de Porosidade 1,1-18,9 %
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Elasticidade e compressividade sdo duas caracteristicas que dependem da humidade
e da temperatura. Estes fatores estdo relacionados com a forma das células e com a
estrutura e espessura da parede celular. A compressdo da cortica ocorre em duas fases
distintas: na primeira a deformacdo € proporcional a forca, deformando a cortica
elasticamente. Na segunda fase, com o aumento da forga aplicada diminui a deformagéo.
Como a corti¢a possui uma grande memdria elastica as deformacgdes ndo sdo permanentes.
Esta fase ja ndo corresponde a modificacdo da estrutura da parede, mas sim a compressao
dos gases existentes nas células. Quando ocorre uma compressdo prolongada, a
permeabilidade das paredes aos gases diminui desaparecendo a elasticidade [21].

Impermeabilidade e imputrescibilidade sdo outras duas propriedades que se
destacam. A cortica é impermedvel a liquidos e praticamente impermedavel a gases, devido
a suberina e cerina presentes nas suas células. Esta matriz apresenta ainda uma elevada
resisténcia a acdo da humidade e, consequentemente a oxidagéo [22].

Para além destas propriedades, a cortica € ainda um material sustentvel quando
comparado com outros vedantes existentes no mercado. Um estudo elaborado pela
Pricewaterhouse Coopers/Ecobilan [22] revelou que a producdo de 1000 rolhas de cortica
leva a emissédo de 1,437 g de CO., valor bastante inferior aos 14,716 g de CO2 emitidos no
fabrico de 1000 vedantes de pléastico e dos 37,161 g de CO2 emitidos no fabrico de 1000
vedantes de aluminio. Este estudo considera que cada rolha de cortica com as dimensdes
45x 24 mm retém 6,4 g de CO2 provenientes do processo de fotossintese do sobreiro
(figura 8).

37,161 g

14.716 g

1.437 g

Cortica Plastico Alhuninio

Figura 8- Emissdes de CO, (g) emitidos no fabrico de 1000 vedantes por diferentes materiais (cortica,

plastico e aluminio) (Adaptado de [22]).
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A combinacdo de todas estas propriedades, faz com que a cortica seja um material
muito versétil, sustentavel e bastante utilizado ao longo dos séculos para diversos fins:
rolhas naturais ou aglomeradas, discos, placas para revestimento de superficies, entre

outros.

2.1.3 Caracterizacao fisico-mecanica das rolhas de cortica

As rolhas de cortica séo utilizadas como vedante numa diversidade de bebidas e,
para ser garantida a sua qualidade, é necessario fazer uma avaliagdo rigorosa dos seus

parametros fisico-mecanicos.

2.1.3.1 Ensaios Fisicos - Mecanicos

As especificagdes para os parametros fisico-mecanicos para rolhas naturais

encontram-se na tabela 3 (ficha técnica de rolhas naturais Amorim Cork).

Tabela 3 — Especificagdes dos ensaios fisico-mecanicos para rolhas naturais.

Ensaios Caracteristicas Especificacio
Comprimento (1) 1+1,0mm
Diametro (d) d+0,5mm
) ) Ovalidade <0,7mm
Fisico-Mecanicos
Humidade 4%-8%
Peso Especifico (natural) 120-220 Kg.m™®
Forca de Extragdo 15-45 daN

Determinacgdo da dimensdo, ovalidade e massa volumica aparente

A escolha da dimensao das rolhas de cortica depende essencialmente do gargalo da
garrafa e por norma sdo definidas entre o engarrafador e o fornecedor de rolhas. O
equipamento MedCork, determina as dimensdes das rolhas, a sua ovalidade e a densidade
aparente. Este equipamento de forma automatica e medindo em dois pontos das rolhas,
determina o comprimento e a largura, calcula a ovalidade, o peso e a humidade. A partir

daqui determina a massa volUmica aparente [23].

Determinacéo de humidade
A humidade é um pardmetro importante nas rolhas de cortica, afetando a sua

compressibilidade. Idealmente deve encontrar-se entre os 4-8% para garantir a

12



flexibilidade das rolhas e evitar que estas se desintegrem no momento da compressio. E
importante que a humidade ndo ultrapasse os 8% para que n&o ocorra a multiplicacdo de
microrganismos que podem levar a alteracGes organoléticas nos vinhos, como por exemplo
a alteracdo do seu aroma. Este ensaio pode ser feito por secagem, calculando-se a
humidade referida & massa inicial, ou por um método mais expedito, através da leitura

direta utilizando um condutivimetro de agulhas [19,20]

Determinacéo da forca de extracao

As rolhas, antes de serem inseridas nos gargalos, sdo submetidas a um tratamento
de superficie lubrificante, de forma a garantir a facilidade de extracdo apos utilizacdo. O
ensaio de determinacdo da forca de extracdo, permite verificar se o tratamento de
superficie (ex: parafina e silicone) foi bem aplicado, em quantidades que permitam a facil
extracdo da rolha, mas ao mesmo tempo ndo favorecam o deslizamento da rolha no
gargalo, que poderia comprometer ao seu papel vedante.

Para esta determinacdo utiliza-se uma engarrafadora automatica, que comprime a
rolha de forma a ser possivel a sua introducdo no gargalo da garrafa. Ap6s o
engarrafamento, esta passa por um periodo de estabilizacdo para se adaptar ao gargalo e,
por fim, é utilizado um equipamento de medicao de forcas de extracéo.

A forca de extracdo depende da humidade da rolha, a medida que o teor de
humidade aumenta, a forca de extracdo diminui; depende também das dimensdes da rolha,
apresentando-se mais elevada com o aumento do comprimento e diametro; finalmente a
quantidade de tratamento de superficie aplicado a rolha afeta a forca de extracdo, sendo
esta inversamente proporcional aquela [26].

Determinacédo do comportamento da rolha a vedacao

A estanquicidade conferida por uma rolha resulta do contacto das paredes celulares
da sua superficie lateral com a superficie do gargalo de uma garrafa. A determinacdo do
comportamento de rolha a vedacdo é feita a partir de dois ensaios, onde por um lado é
determinada a migracdo lateral de liquido na rolha a pressdo normal, capilaridade, e por
outro, é determinada a progressao aplicando presséo a rolha inserida num tubo de vidro

que mimetiza o gargalo de uma garrafa, estanquicidade.

13



A aplicacdo de tratamento de superficie, permite impermeabilizar a rolha de modo
a que nao ocorra absorcdo de liquido por capilaridade. Para avaliar a eficiéncia daquele
tratamento, a rolha de cortica é colocada numa superficie molhada com vinho tinto de
forma a perceber se ocorre migracdo lateral deste atraves das suas paredes laterais. Em
alternativa, a rolha é colocada num tubo de vidro, que mimetiza o gargalo da garrafa, o seu
topo inferior € posto em contacto com uma solugdo alcodlica corada sendo exercida
pressdo de forma progressiva até 1,2 bar. A progressdo da solucdo corada através das

paredes laterais da rolha é analisada a olho nu, a medida que a pressao é aumentada.

Ensaio de torgdo

No momento de desrolhamento de uma garrafa, as rolhas sdo submetidas a forgas
de torcdo, pelo que é importante conhecer o comportamento da cortica quando submetida a
esse tipo de forga [27]

Num ensaio de torcdo, aplica-se um momento torsor, M, que consequentemente
origina uma deformacéo angular. Durante este ensaio alguns parametros sdo medidos como
0 momento torsor, My, e 0 &ngulo de tor¢do O, podendo em cada instante ser determinado a

tensdo de corte maxima ymax [28].

Mg [Nm)

U n I 4 n
0 20 40
g(°)

Figura 9 —Ensaio de tor¢do de uma rolha de cortica — momento torsor em funcdo do angulo de tor¢do [27].

Inicialmente hd uma relacdo linear entre 0 momento torsor e o angulo de torcéo.
Essa relacdo linear permanece até uma determinada tensdo de corte maxima. A partir dai,
continuando a aumentar o angulo, verifica-se que 0 momento torsor continuara a aumentar,

mas com menor acentuacdo, até que se atinge um momento maximo. Depois deste
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momento, 0 momento torsor diminui ate um angulo méaximo em que se dara a rutura da
rolha (figura 9) [28]. Com a realiza¢do do ensaio de tor¢éo é possivel avaliar o grau de

flexibilidade e resisténcia das rolhas de cortica.

2.1.3.2 Ensaio de Permeabilidade

Os vedantes assumem um papel importante nos niveis de transmissdo de oxigénio
durante o periodo de armazenamento do vinho. O oxigénio intervém no envelhecimento do
vinho engarrafado, uma vez que desencadeia uma série de reacdes, variando com o tipo de
vedante utilizado. Deste modo, compreender o impacto que 0 oxigénio pode ter nas varias
fases de desenvolvimento de um vinho, € um passo crucial para garantir certos padroes de
qualidade que os seus produtores exigem [29]. Por norma, a entrada de oxigénio nas
garrafas é mais importante durante o engarrafamento e nos primeiros meses em garrafa, do
gue nos meses seguintes de armazenamento. Para as rolhas de cortica natural, hd um
aumento significativo de oxigénio na garrafa nos primeiros meses (2-6 pL/dia) e uma taxa
muito baixa de oxigenagao nos 24 meses seguintes (0,1-2 pL/dia) [30].

A entrada de oxigénio em pequenas quantidades pode favorecer a maturagdo do
vinho tinto, uma vez que a oxidacdo dos seus compostos fenolicos pode levar a alteragdes
favoraveis no sabor, como a reduc¢do da adstringéncia e melhorias na cor. Por outro lado, a
oxidacgdo excessiva em vinhos brancos ndo é benéfica, dado que estes acabam por perder
alguns dos aromas obtidos na fermentagdo e o aroma frutado, ocorrendo ainda um
escurecimento da cor [31].

Deste modo, é importante controlar a entrada de oxigénio nas garrafas e, para isso,
varios métodos tém sido desenvolvidos com o objetivo de medir a quantidade de oxigénio
ap6s engarrafamento [32]. Em 1933, Ribéreau-Gayon desenvolveu um método
colorimétrico ndo destrutivo, que se baseava na mudanca de cor de uma solucdo de carmim
de indigo, devido as reacdes de oxidacdo-reducdo (figura 10), permitindo assim estudar a
cinética de transmissdo de oxigénio ao longo do tempo. As garrafas de vinho vazias é
adicionada essa solucdo que possui uma cor azul (azul de indigo) e, de seguida, €
adicionada uma solucgéo de ditionato de sodio que vai reduzir toda a solucdo tornando-a
amarela. Para prevenir e evitar a entrada de oxigénio atmosférico as garrafas sdo fechadas

sob um sistema de vacuo. A monitorizacdo da entrada de oxigénio ao longo do tempo €
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feita através da mudanca de cor de amarelo até a sua cor inicial (azul de indigo). Estas
mudancas de cor séo traduzidas numa diminuic¢éo de luminosidade [33].

NaSO,
+ INaSO, + 4H.0 —— + 4NaHSO,

S0,

1
H HO

Ditionato de Sddio : .
Carmim de Indigo

1
N

i e o i

Figura 10 - A) Reacdo de reducéo do carmim de indigo pelo ditionato de sédio; B) Oxidagdo do carmim de

indigo reduzido pelo oxigénio atmosférico.

Este método apresenta como vantagem a quantificacdo total do oxigénio transferido

para o interior da garrafa de uma forma simples e através da mediacéo da cor.

2.2 Contaminacao dos vinhos associada as rolhas de cortica

Os aromas a mofo/bolor sdo uma consequéncia da presenca de microrganismos
(essencialmente fungos filamentosos) no meio, que quando em contacto com halofendis,
desenvolvem um mecanismo de defesa que leva a producdo de haloaniséis. Os haloanisoéis
sdo agentes contaminantes de elevada importancia, dado que sdo capazes de alterar os
aromas e sabores originais de qualquer vinho. Esta alteracdo ¢ um dos problemas com
maior importancia e relevancia para a industria da cortica, causando grandes perdas
econdmicas anuais para muitos produtores de vinho [34]. Os haloanis6is sdo responsaveis
pela producdo de odores desagradaveis definidos como, mofo ou bafio [35]. Estes
compostos sdo volateis, facilmente transmitidos pelo ar, mostram uma grande capacidade
de aderir e contaminar madeira e cortica, e sdo facilmente detetados através do olfato e do
paladar, uma vez que os limiares de perce¢do em solugdes alcoolicas séo muito baixos, na
ordem dos ng/L [36]. TCA é considerado o principal responsavel, representando 80-85%

das contaminacGes de vinhos engarrafados, possuindo aroma a mofo e bafio. A transmissédo
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deste composto para os vinhos depende de vérios fatores como a solubilidade no vinho, a
localiza¢do na superficie da rolha, a taxa de migracdo através da cortica, a afinidade do
contaminante e o volume de vinho que entra em contacto com o vedante [37].

Estruturalmente, os haloanisois derivam do metoxibenzeno (anisol) que contém
pelo menos um atomo de halogénio que pode ser: cloro (CI), bromo (Br), iodo (I) ou flGor
(F), sendo que os mais aplicados em processos industriais sdo o Cl e o Br. Quando uma
molécula de anisol reage com um atomo de halogénio, este composto passa a chamar-se
haloanisol, que dependendo do halogénio associado, pode originar posteriormente
cloroanisois, bromoanisois, iodoanisdis e fluoranisois [36].

Os haloanisois mais frequentemente identificados como contaminantes do vinho
sdo os cloroanisdis e os bromoanisdis, entre 0s quais se encontram compostos como o
2,4,6-tricloroanisol (TCA), o 2,3,4,6-tetracloroanisol (TeCA), o pentacloroanisol (PCA) e
0 2,4,6-bromoanisol (TBA). A sua estrutura quimica pode ser observada na tabela 4.
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Tabela 4- Limiar de percecédo sensorial e descritores de aroma dos haloanisdis relacionados com defeitos de aroma em vinhos associados a cortica.

Composto

Limites de percecéo sensorial [36]

Estrutura

Descritores sensoriais [38]

2,4,6-Tricloroanisol
(2,4,6-TCA)

2,3,4,6 — Tetracloroanisol
2,3,4,6-TeCA

Pentacloroanisol
(PCA)

2,4,6-Tribromoanisol (2,4,6-
TBA)

Em &gua: 0,3 ng/L - 0,8 ng/L

Em solugdo alcodlica (vinho): 1,5 ng/L

Em 4gua: 4 ng/L

Em solucdo alcodlica (vinho): 15 ng/L

Em &gua: > 50 000 ng/L

Em 4gua: 0,008 ng/L - 0,03 ng/L
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Os clorofendis sdo os halofendis mais utilizados na produgédo de pesticidas. Estes
podem ser convertidos em haloanisois pela agdo bioldgica de microorganismos como 0s
fungos filamentosos (figura 12). Os clorofendis sdo usados essencialmente como
fungicidas, tornando-se num dos grupos contaminantes mais importantes e podem ser

detetados em qualquer ecossistema (figura 11) [36].

PCP (atmosférico) o p s e » TCP (atmosférico)
Fotodesalogenacao

Contaminacao ambiental dos
sobreiros e das pranchas de
cortiga

»

Contaminacao em caves pelo
uso de materiais ja
M\ e contamin_ados ' (elementos
< b . = em madeira, barricas)

Fungos filamentosos

Figura 11 - Origem ambiental dos clorofendis e cloroanisdis em processos de contaminacao da cortica e da
madeira ; PCP — pentaclorofenol (Adaptado de [36]).

Tendo em consideracdo a figura 11, é possivel constatar que a contaminacdo do
vinho pode ter duas origens:
e Através da contaminacdo da cortica nos montados de sobro por exposicdo
aos clorofendis, ou por contaminagdo das pranchas de cortica durante o
processo industrial. Por vezes a contaminacdo acontece quando a arvore
absorve halofenois que foram transportados através da atmosfera ou pela
agua da chuva. Deste modo, os fungos filamentosos que habitam nos solos e

no sobreiro transformam esses compostos em haloanisois, mantendo-os
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retidos na cortica. Esta contaminacdo pode arrastar-se ao longo do processo
produtivo de rolhas de cortiga;

e Pelo armazenamento nas caves dos vinhos ou dos vedantes, através de
estruturas de madeiras contaminadas (paredes, pavimentos), barricas ou
estantes para 0 armazenamento de garrafas, ou seja, as rolhas de cortica
assim como a madeiras, ttm uma grande capacidade de absorver
cloroanisois que sdo transmitidos atraves do ar, mesmo que ndo ocorra
contacto fisico com a fonte primaria de contaminacdo. Consequentemente, a
rolha atua como veiculo transmissor da contaminacdo, mas a origem desta

encontra-se na propria cave.

Vérias hipoteses tém sido formuladas para explicar a origem dos cloroaniséis quer
na cortica, quer nas caves, sendo que a Unica origem cientificamente provada da presenca
de 2,4,6-TCA nesta matriz, esta na biometilacdo do 2,4,6-TCP (figura 12) [36].

H H
ol cl Clorofenol el Chs ol
il O-metiltransferase \l/ N f
Z O - metilacao NF
Cl Cl

Figura 12 - Mecanismo de formacédo pelo fungo Trichoderma longibrachiatum do TCA por O-metilacdo de

TCP numa reagdo catalisada pela enzima clorofenol O-metiltransferase (CPOMT).

Assim, do ponto de vista bioldgico os haloanis6is sdo formados através de um
mecanismo de defesa bioquimico. Este mecanismo ocorre em certos microrganismos,
nomeadamente fungos filamentosos (Trichoderma sp., Penicillum sp., Cephalouscus sp.),
que crescem nas pranchas de cortica e em elementos de madeira que sdo utilizados nas
caves de vinhos. Esta € uma reacdo de biometilacdo catalisada pela enzima clorofenol O-
metiltransferase (CPOMT), que acontece quando este tipo de fungos entra em contacto
com halofendis, particularmente clorofendis, que sdo usados como pesticidas na
agricultura. Como resultado da biometilacdo, os halofendis tdxicos sdo convertidos em

haloanisois que séo inofensivos para 0s microrganismos [36].
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TCA surge como um dos principais causadores dos desvios sensoriais que ocorrem
neste tipo de produtos alimentares, tendo sido em 1980 que comecgou a ser associado a
alteracdes organoléticas [39]. Deste modo, hd uma preocupacdo cada vez maior em fazer
um controlo mais rigoroso do processo de preparacdo das rolhas, desde a recolha da

matéria prima, até ao produto final [4].

2.3 Metodologias de prevencdo, remocao e controlo do TCA

O trabalho com vista a resolucdo do problema do TCA nas rolhas de cortica tem
sido muito desenvolvido na Amorim Cork, seguindo uma estratégia que assenta em trés

pilares: prevencdo, descontaminacéo e controlo de qualidade.

2.3.1 Prevencao

Quanto a prevencao, diversos estudos afirmam que existe uma maior incidéncia de
TCA na base do tronco dos sobreiros e, sendo assim, é mais seguro realizar o
descorticamento a uma altura de cerca de 10 a 20 cm desde essa base. Assim, para prevenir
a formacdo deste composto, foi implementado um Cddigo Internacional das Praticas
Rolheiras (CIPR) por parte das empresas produtoras de corti¢a, onde foram definidas um
conjunto de normas. Controlar de uma forma mais rigorosa a matéria-prima; evitar que as
pranchas de cortica estejam em contacto direto com o solo; melhorar o arejamento e
escoamento de aguas durante o armazenamento; evitar utilizar hipoclorito de sédio na
“lavag@o” de rolhas, de forma a evitar que este percursor leve a formacdo de TCA, e optar
por peroxido de hidrogénio, sdo algumas das medidas assentes no CIPR [3].

2.3.2 Remogéo

Segundo o Index Merck, TCA é volatil com vapor de agua, tem um ponto de fusdo
de 60°C e um ponto de ebulicio de 240°C, a pressdo atmosférica. Assim, foram
desenvolvidos alguns processos industriais para descontaminar as matrizes de cortica tais
como: novos sistemas de cozedura, destilagdo sob vapor controlado, volatilizagdo por
arrastamento em temperatura e humidade controladas, volatilizacdo por arrastamento em
fase gasosa de polaridade ajustada, sob temperatura e humidade controladas e extracéo

com COz no estado supercritico [22].
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Novos sistemas de cozedura

Consiste num processo que imerge pranchas de cortica em agua, a temperatura
perto dos 100 °C durante cerca de lhora. A agua circula em permanéncia ao longo deste
tempo, de forma a minimizar a contaminacéo cruzada das pranchas. Com estes sistemas de
cozedura, consegue-se extrair TCA das pranchas de cortica e, a0 mesmo tempo, estas
pranchas adquirem a espessura necessaria para a posterior brocagem.

Destilacao sob vapor controlado
Esta técnica consiste em gerar uma forte corrente de vapor de 4gua que atravessa a
matriz da cortica e acelera a remogdo do TCA. A destilacdo de vapor de produtos de

cortica € particularmente usada em granulados para rolhas técnicas.

Volatilizagéo por arrastamento em temperatura e humidade controladas
Este processo baseia-se na passagem de rolhas por um ambiente com temperaturas
acima de 60°C e humidade relativa elevada (>60%). Extrai-se deste modo TCA das rolhas

de cortica natural, sem que haja deformacéo nas mesmas.

Volatilizacdo por arrastamento em fase gasosa de polaridade ajustada, sob
temperatura e humidade controladas

Esta técnica baseia-se em principios de destilacdo e arrastamento de vapor,
procurando uma polaridade adequada a extracdo de compostos como TCA. Este processo
utiliza temperaturas proximas de 60°C, uma mistura de vapor de agua com etanol e uma
corrente continua de ar quente, tentando simular a cedéncia de moléculas da cortica (como
TCA) para o vinho em garrafa, devido ao efeito dissolvente do etanol.

Assim, promove-se a migracdo de aromas indesejaveis de uma forma precoce, que

sdo arrastados por uma corrente de extracdo continua durante o tratamento.

Extracdo com CO2 no estado supercritico

A extracdo com fluido supercritico (SFE), € um método de extracdo rapido e
seletivo que usa pequenos volumes de solventes orgénicos, tendo como resultado um
extrato concentrado. Este processo submete o granulado de cortica a uma corrente de CO-

em estado supercritico. Alguns estudos afirmam que a utilizacdo deste método permite
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uma reducdo do contetdo de TCA abaixo do limite de detecdo (<0,49 ng/L) [40]. Para
pressdes entre 100-300 bar e temperaturas entre 40-60°C, foi demonstrado que o

comportamento elastico da cortica ndo é alterado durante o processo SFE.

Na Amorim Cork, utilizam-se especificamente varios processos e equipamentos

para descontaminar as matrizes de cortica como a vaporizagdo, o INOS Il, o ROSA e o

ROSA Evolution (tabela 5).

Tabela 5 — Principais tecnologias patenteadas pela Amorim Cork.

] o ROSA
Tecnologia Vaporizacao INOS 11 ROSA ]
Evolution
) ) Granulados de
o ) Discos de cortiga ) )
Aplicacéo Pranchas de cortica o cortiga (rolhas Rolhas naturais
(rolhas técnicas) o
técnicas)
Processo de
As pranchas de lavagem, onde os Processo
cortica, apos serem  discos sdo imersos Processo de idéntico ao
cozidas, passam por em agua a 70°C. destilagédo ROSA, mas com
este processo que S&o promovidos controlada, onde diferentes
Modo resulta, na extracdo ciclos de 0 vapor e a 4gua condigdes de
operatorio de TCA e de outros pressurizacdo e sob presséo, operacao:
compostos volateis despressurizagao, forcam a saida temperatura
bem como na provocando uma de compostos inferior e tempo
homogeneizagdo da  expanséo/contragéo volateis. de tratamento
humidade. das lenticelas da superior.
cortica.
Eficiéncia 40-60% 60% 95% 80%

Para além dos métodos referidos anteriormente, existe um novo processo, em

estudo na empresa, para a erradicagdo de TCA nas rolhas de cortica natural que vai ser o

foco principal neste relatério de estagio (figura 13).
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Figura 13 - Maquina para erradicacdo de TCA (VSR).

Este baseia-se num tratamento por dessor¢do térmica utilizando variagdes de

pressdo para remover o TCA para a atmosfera.

2.3.2 Controlo

Por ultimo, para efetuar o controlo de qualidade das rolhas de cortica, recorre-se a
analise cromatografica e a analise sensorial. O processo utilizado no departamento de
investigacdo e desenvolvimento da Amorim Cork comeca com a analise de TCA extraivel
da solucdo resultante da maceracdo composta de rolhas de cortica, discos ou granulos,
retirados aleatoriamente de um lote. O solvente usado é uma solucgdo hidroalcodlica a 12%
que esta em contacto com as rolhas de cortica durante 24 horas a temperatura ambiente. Ao
fim deste tempo, € realizada a analise cromatografia dessa solucdo apds micro-extracdo em
fase solida, SPME, seguida de analise por cromatografia gasosa (GC) com detecdo por
captura de eletrdes (ECD).

Anélise Sensorial

A anélise sensorial consiste em detetar e avaliar o odor transmitido para o meio
onde se encontra a rolha, que pode ser &gua, vinho ou outros. Esta tem contribuido de
forma significativa para o controlo da qualidade das rolhas de cortica. O procedimento
analitico identifica ndo s6 os aromas a mofo, como também outros aromas que possam

estar presentes nas rolhas de cortica.
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Foi criada uma roda de aromas da cortica (figura 14), com o objetivo de
sistematizar em grupos todos os contaminantes associados a defeitos de aroma no vinho, e
de normalizar a terminologia utilizada para a descricdo de aromas resultantes da analise

sensorial.
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Figura 14 - Roda de aromas da cortica [41].

Os descritores de aromas foram agrupados em 5 familias nomeadamente: musgo,
quimico, vegetal, conifero e bolor. E importante ainda salientar os descritores mofo, bolor
e bafio, dado que estes sdo 0s odores mais associados a desvios sensoriais em vinhos, uma

vez que sao facilmente detetados.

Anélise por HS-SPME-GC-ECD

O método de extracdo seguido pela Amorim Cork é a microextracdo em fase solida
(SPME). Este método envolve a exposicao de uma fase estacionaria a amostra e a particao
de analitos entre fases.

Esta técnica consegue extrair analitos de uma diversidade de matrizes sem utilizar
solventes orgéanicos, e é aplicada a uma grande variedade de compostos, especialmente a
compostos organicos volateis e semi-volateis [42]. De forma a que a extracdo seja 0 mais
eficiente possivel, varios parametros sdo otimizados, nomeadamente a polaridade e a
espessura da fibra, o tempo e a temperatura de extracdo, a adicdo de sal e o tempo de
dessorcdo da fibra no injetor. O tempo de extracdo esta relacionado com a quantidade de
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analito sorvido na fibra. Inicialmente a sorcdo deve ser répida, seguindo-se de uma fase
mais lenta dado que a superficie da fibra comeca a ficar saturada e o equilibrio é atingido.
Sal é adicionado previamente a amostra para promover o aumento da forca ionica da
matriz, reduzindo deste modo a solubilidade de alguns analitos, aumentando a quantidade
de composto libertada para o espaco de cabeca [43].

A técnica de SPME pode funcionar num de dois sistemas:

e Sistema de duas fases — quando se estd na presenca de uma amostra que
ocupa o volume total do recipiente onde se encontra, sendo que as duas
fases sdo a fase da amostra — gasosa ou liquida — e a fase estacionéria, 0
revestimento do suporte sélido da fibra utilizado

e Sistema de trés fases - quando se esta na presenca de uma amostra que ndo
ocupa o volume total do recipiente onde se encontra, sendo que as trés fases
sdo a fase da amostra — sélida ou liquida — uma fase gasosa, correspondente
ao espaco de cabeca da amostra, e a fase estacionaria, o revestimento do
suporte solido da fibra utilizado.

Para sistemas de trés fases a analise pode ser feita de duas formas:

e Direct Immersion: DI-SPME — imergindo a fase estacionaria na solugdo a
analisar;

e Headspace: HS-SPME - colocando a fase estacionaria em contacto com o
respetivo espaco cabeca.

Ambas as técnicas acima mencionadas podem ser utilizadas para analitos que
exibem pressdo de vapor. Para analitos que ndo exibam essa pressdo, apenas pode ser
utilizada a técnica DI-SPME. Sendo a técnica de SPME baseada na sor¢do, a amostra
solida ou liquida é colocada num frasco fechado com um septo, sendo que de seguida, a
amostra € aquecida para que 0s compostos volateis se libertem da sua matriz e passem para
0 espaco de cabeca. E deste modo estabelecido um equilibrio entre a fase que contém os
componentes volateis e a fase que contém a amostra.

Existem varios tipos de fases estacionarias (Tabela 6) em SPME e a sua escolha
baseia-se no tipo de compostos que se pretende extrair, bem como nas condi¢bes
experimentais do processo. Um parametro importante na escolha da fibra € a sua

polaridade. Como o TCA ¢ apolar, na Amorim Cork este € extraido com recurso a uma
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fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, sendo a analise por SPME feita no modo

headspace.

Tabela 6 — Principais fases estacionarias utilizadas em SPME (Adaptado de [43]).

Fase Estacionaria Espessura Uso recomendado
(Hm)
100
PDMS Compostos Volateis
(Polidimetilsiloxano) 370 Apolares
PDMS/DVB - Compostos Volateis
(Polidimetilsiloxano/ Divinilbenzeno) Polares
PA Compostos Semi-
(Poliacrilato) 8 Voléateis Polares
DVB/CAR/PDMS 30
(Divinilbenzeno/Carboxeno/ Compostos Polares
Polidimetilsiloxano) 50

Apos a fase de absor¢do, os compostos sdo termicamente dessorvidos no injetor do
cromatégrafo em fase gasosa, para de seguida serem quantificados por captura eletrénica
(ECD).

Depois do processo de extracdo, segue-se a identificacdo e quantificacdo por
cromatografia em fase gasosa. O seu principio basico envolve a volatilizacdo da amostra,
separacdo dos componentes da mistura na coluna, e a dete¢do de cada componente por um
detetor [44].

Na cromatografia em fase gasosa, a separacao ocorre dentro de uma coluna capilar.
Os componentes da amostra injetada sdo transportados para a coluna através do gas de
arraste e sdo retardados seletivamente pela fase estacionéria. A temperatura do forno na
qual a coluna reside é normalmente aumentada em 4°-20°C/minuto, de modo a que 0s

compostos com maior ponto de ebulicdo sejam sucessivamente libertados [44].

Componentes da Cromatografia em fase Gasosa

A cromatografia em fase gasosa € composta por seis componentes principais: a
fonte de gas e os seus controladores de fluxo, o injetor, o detetor, o forno, a coluna e o
sistema de dados (Figura 15). A coluna e 0s gases sd0 componentes separados e

geralmente fornecidos por outro fornecedor [45].

27



Giis de Arraste Gis de make-up

l

Controlador de Fluxo Controlador de Fluxo
l Coluna l
Injetor + Detetor
e N
Forno

da

Sistema de Dados

Figura 15 — Esquema representativo da cromatografia em fase gasosa

Gas e controladores de fluxo

Gases com elevado grau de pureza sdo fornecidos através de cilindros
pressurizados ou por geradores de gases. A quantidade de gas alimentada ao cromatografo,
é controlada através de reguladores de presséo no cilindro.

A coluna encontra-se instalada entre o injetor e o detetor, sendo que 0 gas que
alimenta o injetor é designado por gas de arraste. O fluxo de gas de arraste flui através do
injetor até a coluna. O géas passa por todo o comprimento da coluna e sai através do detetor.

Como gas de arraste utiliza-se hélio e como gas de limpeza utiliza-se azoto. Estes

devem ser de elevada pureza e quimicamente inertes.

Injetor

O injetor é um cilindro oco metélico, que contém o liner, que introduz a amostra no
interior da coluna. Esta € inserida na base do injetor de modo a que o topo da coluna fique
na regido mais baixa do liner.

Para que os compostos como o TCA sejam arrastados pelo gés de arraste até a
coluna, o injetor tem de ser aquecido a uma temperatura de 270°C para que se tornem

vapor.

Coluna capilar e forno
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A coluna encontra-se num forno cuja temperatura é controlada. Os compostos
movem-se através da coluna, que tem no seu interior um revestimento poroso de um
material polimérico, designado por fase estacionaria. Esta fase impede o movimento de
cada composto ao longo da coluna, em quantidades diferentes. Este comportamento
chama-se retencéo.

Para a analise cromatogréfica, utiliza-se uma coluna capilar de fraca polaridade

composta de silica polar.

Detetor

Quando os compostos emergem da coluna entram num detetor. No caso de detegéo
do TCA, a Amorim Cork recorre a cromatografia em fase gasosa por captura eletrénica
(GC-ECD).

O ECD é um detetor bastante seletivo e de grande sensibilidade para compostos
que capturem eletrGes, nomeadamente halogenados. Uma fonte de eletrdes provenientes de
uma folha de Ni® bombardeia o fluxo de compostos que sai da coluna e que passa pelo
detetor. O gas auxiliar (azoto) ¢é adicionado ao detetor e este gas funciona também como
gas de limpeza, com uma taxa de fluxo de 30 mL/min. Quando uma molécula com a
capacidade de capturar eletrGes elui da coluna e entra na célula do detetor, vai provocar
oscilacBes de corrente que sdo convertidas num sinal, que é processado num pico no
cromatograma [46].

A resposta do detetor, € representada em forma de picos cujas intensidades
dependem da concentracdo da substancia e da sensibilidade do detetor. A juncdo deste
detetor com a cromatografia faz com que este sistema possua uma elevada sensibilidade e

precisdo na analise de compostos volateis com concentracfes vestigiais [47].

Em resumo, os processos falados anteriormente, tém realmente contribuido de
forma significativa para a melhoria qualitativa dos produtos de cortica, e para melhorar a
sua imagem perante os utilizadores e consumidores de vinho. Estes processos sédo
importantes para erradicar o TCA das rolhas de cortica, no entanto, é importante que o
vedante continue a manter as suas propriedades fisico-mecanicas como: elasticidade,

compressibilidade, vedacéo a liquidos, permeabilidade, entre outras.
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2.4 Objetivos do projeto

Gracas a medidas preventivas e curativas, a Amorim Cork tem reduzido de forma
consideravel os niveis de TCA libertavel nas rolhas, assegurando a qualidade e as
caracteristicas organoléticas das rolhas que produz. No entanto, com consumidores cada
vez mais exigentes, devido ao aparecimento de alteracGes organoléticas em vinhos
associados ao TCA, surge a necessidade de implementar um novo processo na empresa
para a erradicacao deste composto.

O objetivo principal deste projeto é o de validar um novo processo, em estudo na
empresa, para a erradicacdo de TCA nas rolhas de cortica natural, entendendo-se como
erradicacdo a obtencdo em 99% das rolhas, ndo-detetavel (nd). Esta validacao sera feita a
nivel de TCA e a nivel das caracteristicas fisico-mecénicas das rolhas de cortica.

Assim serdo recolhidas amostras nas varias fases de desenvolvimento e instalacao
dos equipamentos para aferir das suas potencialidades na erradicacdo de TCA, mantendo
as propriedades fisico-mecéanicas das rolhas de cortica, nomeadamente a sua capacidade de
vedacdo a liquido e a gases, permitindo a evolucdo equilibrada do vinho em garrafa ao

longo do tempo.
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo descritas as matérias primas, 0s equipamentos, os métodos e 0s
procedimentos necessarios para a realizacdo dos ensaios incluidos neste projeto. Por cada
lote de rolhas submetido ao processo de erradicacdo (VSR) é realizado o procedimento
demonstrado na figura 16. As amostras tratadas foram submetidas a duas condigdes

diferentes de tratamento doravante designado de condi¢do A e condicéo B.

VSR

Rolhas naturais -
antesVSR.
(n=25000)

|

Analise sensorial
(1=200)

J. Casos positives

Analise por SPME-GC-
ECD

Rolhas naturais - apos
VSR
(2=25000)

Rolhas naturais
com [TCAI]
conhecida
(n:20-30)

Andlise sensorial
(n=200)

Casos positivos
—_—

Analise por HS-SPME-
GC-ECD de rolhas
naturais com [TCAi]
conhecida
(n:20-30)

Ensaios fisico-

mecanicos

Analise por HS-SPME-
GC-ECD

Permeabilidade
(n=30)

l

l ‘,

l

l

Humidade
(n=20)

Vedagio em tubo
(n=24)

Capilaridade

Torgdo
(n=36)

(n=36)

Forgas de Extragdo
(n=36)

Figura 16— Principais ensaios realizados ao longo do estagio na Amorim Cork.

3.1 Ensaios Fisico- Mecanicos

A determinacdo do teor de humidade tem como objetivo a obtengdo da
percentagem de humidade presente no interior das rolhas de cortica [24]. Neste ensaio
utiliza-se um medidor analdgico de humidade para produtos solidos (Aqua-Boy-figura 17)

que determina o teor relativo em agua na massa de uma rolha por condutivimetria.

Figura 17 — Equipamento utilizado para a medigdo do teor de humidade (Aqua-boy).

A determinacgéo das dimensdes, ovaliza¢do, massa e massa volimica das rolhas tem

como objetivo assegurar que as especificacdes do cliente sdo cumpridas [23]. Estes ensaios

31



foram realizados num equipamento de sistema automético denominado MedCork da marca
Egitron (figura 18). O aparelho MedCork encontra-se ligado a um computador e todas as
medicdes sdo transferidas para o relatorio previamente aberto, integrado num software

especifico.

Figura 18 — MedCork.

A determinacdo da capilaridade tem como objetivo verificar a capacidade da rolha
de cortica em absorver a superficie uma solucdo corada. Para esta realizacdo experimental
encheu-se um tabuleiro com vinho tinto até cerca de 3 mm de altura (figura 19). Colocou-
se os topos de 36 rolhas, do lote a analisar, no tabuleiro e deixou-se repousar durante 24
horas. Apds este periodo retiraram-se as rolhas da solucdo e colocaram-se sobre papel de
filtro para reter o liquido em excesso. Por analise visual verificou-se se houve progressao
do vinho ao longo da rolha. Se houver progressédo, esta era medida com um paquimetro. Os

resultados sdo expressos em milimetros (mm).

Figura 19 — Tabuleiro de capilaridade.

A determinacdo da estanquicidade/comportamento a vedagédo liquida tem como
objetivo verificar se ha progressao de vinho tinto na interface rolha-tubo de vidro quando a

solugéo exerce na rolha determinadas pressoes. Para esta realizagcdo experimental 24 rolhas
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foram introduzidas em tubos de vidro através da engarrafadora semiautomatica (Epsilon
R/S, Bertolaso) e deixou-se estabilizar no minimo 1 hora. Apds esse periodo, introduziu-se
em cada tubo cerca de 2,5 ml de vinho tinto. Fixaram-se 0s tubos na arvore de vedacéo
(Egitron) (figura 20), e aguardou-se 10 min. De seguida, foi ligado o sistema de ar
comprimido e aplicou-se presséo. Inicialmente aplicou-se uma presséo de 0,5 bar durante
10 minutos e aumentou-se a pressdo de 0,5 em 0,5 bar com intervalos de 10 minutos até
um valor de 1,2 bar. Durante estes intervalos, por analise visual, verificou-se se houve

migracao ou fuga total do vinho entre a interface rolha-tubo de vidro.

Figura 20 —Arvore de vedagio em tubo.

A determinagéo da forga de extragdo tem como objetivo verificar se o tratamento
de superficie foi corretamente aplicado. As rolhas foram introduzidas nos gargalos das
garrafas através da engarrafadora semiautomatica (figura 21), e deixou-se estabilizar no
minimo 1 hora. Ap0s esse periodo, aplicou-se o saca-rolhas no topo da rolha introduzida na
garrafa. Para a medicao da forca de extragéo utilizou-se um sistema de medicdo de forcas
de extracdo extraLab (01.00 Egitron). O valor da forca de extragdo foi registado em

decaNewton, daN.

Figura 21 — A direita: engarrafadora semiautomatica; a esquerda: sistema para medic&o de forcas de extragao.
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3.2 Ensaio de Permeabilidade

Para o estudo da transmissdo de oxigénio em garrafa, pelo método da colorimetria,

utilizaram-se as seguintes rolhas:

- 45x24 mm Superior submetido a condicdo A de tratamento (10 rolhas);

- 45x24 mm Superior submetido a condicéo B de tratamento (10 rolhas);

- 45x24 mm Superior sem tratamento (10 rolhas).

Utilizaram-se 30 garrafas transparentes do tipo bordalesa, com um volume de 375 mL,

cujo nivel de enchimento é cerca de 62 mm a partir da entrada do gargalo. O perfil interno

apresenta um diametro de 19,2 mm a 3 mm do topo da garrafa e 20 a 21 mm a 45 mm de

profundidade.

O método colorimétrico, como foi mencionado anteriormente, baseia-se na mudanca de

cor de uma solucdo carmim de indigo, proveniente das reaces de oxidacdo-reducdo deste

indicador. Através deste sistema de mudanca de cor é possivel estudar a cinética de entrada

de oxigénio dentro da garrafa ao longo do tempo sem comprometer as propriedades do

vedante em estudo [33].

As reacOes de reducdo do carmim de indigo promovidas pelo ditionato de sddio, e da

oxidacdo da solucao reduzida do carmim de indigo pelo oxigénio atmosférico, encontram-

se descritas na figura 22.

Ditionato de Sodio

A i
NaSO, N NaSO),
O = O + 2NaSO, + H,0 =—=
{ 180,
0

H
B HoH
NaS0, N ! 3
oI =
b S0,
H  HO

Carmim de Indigo

H f“
O \Y O + dNaHSO,
\ NaSO,
H

HO

Carmim de Indigo

2H,0

NaSO,

H 0

Figura 22 — A) Reacdo de reducéo do carmim de indigo pelo ditionato de sédio; B) Oxida¢&o do carmim de

indigo reduzido pelo oxigénio atmosférico.
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Figura 23 — Colorimetro usado para realizar as medi¢@es de luminosidade.

O equipamento usado para realizar as medicdes € um colorimetro KONICA
MINOLTA CR-5 (figura 23), que utiliza um sistema de medi¢do por espago de cor
denominado CIELAB. Este aparelho mede trés variaveis diferentes (L*, a*, b*), sendo que
a variavel L* corresponde a luminosidade, a* a saturacdo e b* a tonalidade da amostra em
andlise.

Preparou-se uma solucdo aquosa de carmim de indigo com concentracdo de 250 mg/L
e 5 g/L de benzoato de sddio, em baldes volumétricos de 2 L. Assim, foram dissolvidos,
em agua desionizada 10 g de benzoato de sddio e 500 mg de carmim de indigo.

Para proceder a calibracdo do método foi necessario utilizar a solucdo aquosa
anteriormente preparada. Inicialmente comecou-se por reduzir a solucdo de carmim de
indigo, utilizando uma garrafa de calibracdo de 375 mL e contendo duas aberturas.
Encheu-se esta garrafa com 350 mL da solucdo aquosa de carmim de indigo, e as aberturas
foram tapadas com anéis de silicone com 5 mm de espessura. De forma a remover todo o
oxigénio presente no interior da garrafa, fez-se passar uma corrente de azoto puro a 0,8 bar
durante 10 minutos. Terminado este processo, injetou-se uma solucdo aquosa de ditionato
de sodio (60 mg em 20 mL de agua desionizada) levando a uma mudanca de cor de azul de
indigo para amarelo. O processo aqui descrito esta representado na figura 24. Apos a
reducdo do carmim de indigo submete-se a garrafa as medicoes de CIELAB (L *,a *, b *)

em quatro pontos da garrafa em angulos de 90° a fim de se obter um valor medio.
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Figura 24 — Procedimento de reducéo da solucdo de carmim de indigo [33].

Apos realizada a reducdo, executa-se a calibragdo do carmim de indigo (figura 25).
Para isso injetaram-se pequenas quantidades de ar atmosférico (0,7 mL, o que equivale a
0,15 mL de O) pela abertura superior da garrafa, de modo a oxidar a solugdo. Apds este
procedimento, agitou-se vigorosamente a garrafa a mao para promover a homogeneizacao
da solucdo, e deixou-se estabilizar durante um periodo de 5 minutos. Posteriormente foram
realizadas as medicbes de cor utilizando o sistema CIELAB (L*, a*, b*). Este

procedimento foi repetido até ocorrer a oxidacéo total da solucéo.

o4

Figura 25 — Procedimento de oxidagao da solucgdo de carmim de indigo[33].

Para o engarrafamento das rolhas em estudo, foram colocados 350 mL da solugéo
de carmim de indigo em 30 garrafas e, de seguida, para remover o oXxigénio presente no
interior de cada garrafa, fez-se passar uma corrente de azoto durante 10 minutos a 0,8 bar.
Apo0s este tempo, injetou-se 20 mL da solugdo aquosa de ditionato de sédio (60 mg),
levando a reducdo total da solucdo de carmim de indigo. As rolhas em estudo foram
inseridas nas garrafas, utilizando um rolhador semi-automatico, sob um sistema de vacuo.

As garrafas foram conservadas inicialmente em posicdo vertical e apds a primeira

medicdo de resultados em posicdo horizontal, a temperatura ambiente. As medicGes de
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transmissdo de oxigénio foram realizadas ao longo do tempo, uma vez por semana durante
0 primeiro més e nos meses seguintes de 15 em 15 dias.

No caso do método de colorimetria, as medicGes foram realizadas utilizando o
sistema CIELAB (L*, a*, b*), tendo sido apenas considerados os valores de luminosidade
(L*), pois € através destes valores que se obtém uma correlacdo com a quantidade de
oxigenio dissolvido na solu¢do. Em cada ponto de andlise foram realizadas 4 medigdes,
fazendo uma rotacdo de 90° entre cada uma, com a garrafa na posicéo vertical, sendo o
valor final de L* a média aritmética dos 4 valores obtidos. Os valores de L* foram depois

convertidos em massa de oxigénio (em mg) através da equacéo de reta de calibrac&o.
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3.3 Analise Sensorial

Antes da anélise sensorial, ha que realizar uma maceracao prévia das rolhas. Deste
modo, cerca de 200 rolhas de cada lote sdo maceradas com &gua desionizada em frascos de
vidro de 100 mL. Este procedimento ocorre durante 24 horas a temperatura ambiente.
Apds este tempo, o liquido proveniente da maceracao dos fracos € transferido para copos

de vidro e de seguida esses copos sdo tapados com placas de petri, para que o TCA néo

volatilize, tal como demonstrado na figura 26.

e | —

Figura 26 — Preparacdo da analise sensorial.

Cada conjunto de 200 copos €é analisado por pelo menos 2 provadores treinados que
identificam quais as rolhas com “off-flavours”, particularmente TCA. Como o aroma
associado a este composto ndo € unanime, é necessario que estas rolhas sejam submetidas a
analise cromatografica. Assim, todos o0s casos positivos (rolhas identificadas
sensorialmente com “off-flavours™), sdo macerados em solucdo hidroalcodlica a 12%

(V/V) durante 24 horas para de seguida realizar a analise por GC.

3.4 Analise Cromatogréfica

Na andlise cromatografica utiliza-se 0 método do padrédo interno. ApGs as 24h de
maceragdo, um volume de 10 mL do macerado € pipetado para tubos de cromatografia com
prévia adicdo de NaCl (este sal tem como principal funcdo auxiliar na volatilizacdo do
TCA para o headspace da amostra, possibilitando deste modo a sua extracdo), sendo
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também adicionado 100 uL de solucdo padrdo (2,3,6 — TCA a 2ug/L). Os tubos séo
fechados de imediato com uma tampa de rosca metélica que apresenta um septo de
silicone.

Na tabela 7 estdo presentes as caracteristicas utilizadas durante a analise por GC-
ECD.

Tabela 7 — Caracteristicas e indica¢fes do funcionamento do equipamento do GC-ECD

Caracteristicas Indicagdes (ECD)
Volume de amostra 10 mL
Quantidade de sal +3g

y 8 min (a fibra é exposta no headspace do tubo durante
Tempo de extracdo o
8 min a 50°C com agita¢do a 250rpm)

Temperatura forno 90°C -265°C 15°C/min; 0,33 min a 265°C
RXI-5sil MS, 5% difenilpolisiloxano, 95%
Coluna cromatografica dimetilpolisiloxano
(30mx0,25mmx0,25um)
Gas de arraste Hélio
Fluxo 1,00 mL/min
Tempo de corrida 12 min
Pré incubacéo da amostra 2 min

De seguida colocam-se as amostras previamente preparadas no cromatografo e
ocorrem as seguintes etapas: pré-incubacdo da amostra; absorcdo da fibra de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um no headspace; dessor¢do da fibra no injetor;
analise cromatografica; integracdo dos resultados. Por fim faz-se passar gas azoto, a 30
mL/min, para limpar a coluna cromatogréfica.

Para que a quantificacdo dos resultados seja exata e precisa, € necessario calibrar o
cromatdgrafo. Para isso sdo preparados tubos de cromatografia correspondentes a cada
ponto constituinte de uma reta de calibracdo (tabela 8). A reta utilizada é constituida pelos
pontos 0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5 e 5,5 ng/L. Adiciona-se aproximadamente a cada tubo 3g de
sal, 10 mL de solucdo etanolica 12% (v/v), 100 pL de padréo interno (2,3,6 -TCA 2 pg/L)
e a quantidade necessaria para obter cada uma das concentracfes de TCA pretendidas.
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Tabela 8 - Esquematizacdo dos pontos para tracar a curva de calibracéo.

Ponto de calibragdo Solucéo Hidroalcodlica  Concentracdo de TCA  Volume de TCA para

(ng/L) 12% (v/v) (mL) (ng/L) calibracéo (uL)
C2 V2 C1 V1
0,5 50

100
1,5 150
2,5 25
10
3,5 35
1000
4,5 45
5,5 55

O volume a adicionar de TCA para se obter cada uma das concentracbes de TCA
pretendidas € determinado através da lei da conservagdo da massa (equagao 1).

C1xV1=C2x V2 (equagdo 1)

Com os pontos obtidos faz-se um ajuste linear, a partir do qual se obtém uma reta do
tipo y=ax + b, onde y representa a razdo entre as areas dos picos de TCA e do padrdo
interno, e x a razdo entre as concentracdes de TCA e do padréo interno. E com base nesta
curva que é possivel quantificar com exatiddao o TCA.

O cromatograma obtido possui um intervalo de tempo onde constam o TCA e outros
compostos. Contudo, como sdo programados os tempos de retencdo dos picos de TCA e do

padrdo interno, o software passa a identificar automaticamente estes compostos.

3.5 Analise Estatistica

Todos os resultados apresentados nas tabelas sdo expressos como média + desvio
padrdo. Usando a analise por variancia unidirecional (ANOVA) através do programa
“GraphPad Prim” versdo 8.0.1 para Windows, foi possivel analisar os resultados obtidos.

Estes foram considerados significativamente diferentes quando p-value<0,05.
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4 Resultados e Discussao

Ao longo deste projeto foi estudada a influéncia do novo método para erradicacéo
de TCA (VSR), nas propriedades fisico-mecanicas das rolhas de cortica natural. Foram
realizados ensaios fisico-mecénicos, ensaios de permeabilidade, andlises sensoriais e
andlises cromatogréficas de varios lotes. As amostras foram submetidas a dois tipos de
condicdes diferentes: condicdo A e condicdo B. Assim, neste capitulo expbem-se 0s

resultados obtidos em cada ensaio, assim como a sua discussao.

4.1. Ensaios Fisico — Mecanicos

Humidade

A humidade é um parametro facilmente controlado pois, quando as rolhas
apresentam valores inferiores a 4% sofrem um processo de humidificagdo e, quando
apresentam valores superiores a 8%, sofrem um processo de secagem. Para este teste foram
utilizadas 20 rolhas de cada condicdo de tratamento e obteve-se a média e o desvio padrdo
(tabela 9).

Tabela 9 — Valores de humidade (%) obtidos para cada condicéo de tratamento aplicado as rolhas de um lote
(Sem tratamento; Condicgdo A e Condigdo B)

Humidade (%)

Sem tratamento Condigédo A Condi¢éo B
Média 5,2 4,8 4,6
Desvio Padréo 0,4 0,3 0,1

Uma vez que os valores permitidos para o teor de humidade sdo de 4-8%, verifica-
se através da tabela 9 que todos os valores estdo dentro do expectavel. Fez-se o teste
ANOVA e verificou-se que quanto a humidade, a condicdo A e B ndo sdo
significativamente diferentes (p-value= 0,126). No entanto, ambas s&o significativamente
diferentes da condicdo sem tratamento (p-value <0,05), o que é expectavel uma vez que
estas rolhas ndo foram submetidas ao VSR.

Sabendo que os valores de humidade das rolhas que séo tratadas pelo sistema Rosa

Evolution se situam tipicamente entre os 6-9%, os valores obtidos atraves do VSR estdo
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abaixo dessa gama, no entanto, encontram-se dentro da especificagdo para as rolhas de
cortica natural (4-8%).

Progressdo Capilar
Este ensaio consiste em verificar a eficacia do revestimento em parafina e silicone,
em termos da resisténcia da pelicula do filme a penetragdo do vinho na superficie das

rolhas. Para este ensaio foram usadas 36 rolhas de cada condicdo e analisou-se a

progressao capilar (Figura 27).

Sem tratamento

Condicdo A

Condi¢do B

Figura 27 - Resultado dos testes de progresséo capilar para 3 condi¢des de tratamento.

Através da analise visual, verificou-se que nenhuma das rolhas sujeitas as 3 condi¢oes,
apresentou niveis de capilaridade, confirmando-se a eficacia do tratamento de superficie

aplicado.

Forcas de Extracao
A determinacdo do valor da forca de extracdo tem como objetivo verificar se o
tratamento de superficie foi aplicado corretamente nas rolhas. Para este ensaio foram

utilizadas 36 rolhas de cada condicé&o.
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Tabela 10- Valores de Forcas de Extracdo (daN) obtidos para cada condicdo de tratamento aplicado as rolhas

de um lote (Sem tratamento; Condic¢do A e Condicéo B).

Forcas de Extracéo (daN)

Sem tratamento Condigéo A Condigéo B
Média 26,9 17,0 15,8
Desvio Padréo 8,0 4,6 2,9

Uma vez que os valores permitidos para a forca de extracdo de rolhas de cortica
natural, se encontram entre 15 -45 daN, pela tabela 10 verifica-se que todos se encontram
dentro deste intervalo. A variacdo dos valores das forgas de extracdo pode ser explicada
devido a heterogeneidade do tratamento de superficie aplicado as rolhas. Os valores da
forca de extracdo para a condicdo A e B ndo sdo significativamente diferentes (p-
value=0,60), no entanto, ambos sdo significativamente diferentes dos valores das forcas de
extragdo para as rolhas sem tratamento (p-value<0,05).

O tratamento com parafina e silicone pode influenciar a capacidade de vedagéo da
rolha dado que, se esta apresentar um grande nivel de lubrificacdo, vai ocorrer alteracdo no
contacto entre a superficie da rolha e o gargalo da garrafa, e consequentemente pode

originar ma vedagao.

Comportamento a Vedacéo

As rolhas de cortica tém de suportar 0 aumento da pressdo interna das garrafas e
manter a estanquicidade e boa vedacdo ao vinho. Para este ensaio foram utilizadas 24
rolhas de cada condicdo. Na figura 28 estdo demonstradas apenas as rolhas que

apresentaram migracéo ou fuga de vinho.

Condigdo A Condigdo B

Figura 28 — Resultados das rolhas que apresentaram migracdo ou fuga de vinho.
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Para pressoes internas de 0,5 e 1bar ndo ocorreu progresséo de vinho para nenhuma
das condi¢bes. Aumentando a pressao até 1,2 bar, cinco das rolhas que tinham sido sujeitas
as condicdes A e B apresentaram progressao de vinho na sua superficie (Figura 28). As
rolhas que nao foram sujeitas ao VSR
(sem tratamento), ndo apresentaram qualquer fuga ou migracdo. Assim, as rolhas
apresentaram cerca de 79 % de capacidade de vedacdo tanto para a condi¢cdo A como para
a condicdo B e 100% para as rolhas sem tratamento. O fator que esta a influenciar estes
resultados pode ser o tratamento de superficie aplicado e ndo as condi¢des de operacdo do
VSR (A e B), dado que estas aparentemente apresentavam um elevado nivel de
lubrificacdo. Se as rolhas estiverem demasiado lubrificadas, isso vai influenciar os valores
nas forcas de extracdo levando consequentemente a uma ma vedacao. Dado que as forcas
de extracdo para as condi¢fes A e B estavam proximas do limite inferior, isto pode levar
ao aparecimento de resultados como aqueles apresentados na figura 28.

Torcéo

Quando se retira a rolha de uma garrafa, ela é submetida a forcas de tor¢do. Deste
modo, € importante conhecer o comportamento da cortica quando submetida a esse tipo de
forca, 0 que permite avaliar a sua flexibilidade e resisténcia. Para este ensaio foram
utilizadas 36 rolhas de cada condicéo.

Tabela 11 - Valores do momento torsor e angulo de torcéo obtidos para cada condi¢o de tratamento aplicado

as rolhas de um lote (Sem tratamento; Condicéo A e Condicéo B)

Sem tratamento Condigdo A Condicdo B
Momento Angulo Momento Angulo Momento Angulo
(daN.cm) © (daN.cm) © (daN.cm) ©)
Média 25,3 39,0 21,4 26,0 20,1 21,0
Desvio 4,0 7,4 4,6 53 4,6 6,1

Os valores do momento torsor para a condicdo A e para a condicdo B néo séo
significativamente diferentes (p-value =0,40), mas o contrario é verificado relativamente
ao momento torsor para as rolhas sem tratamento (p-value<0,05). Quanto ao angulo de
torcdo, este e significativamente diferente entre as trés condi¢des de tratamento (p-
value<0,05). Estes resultados podem ser explicados dado que, uma maior humidade na
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rolha promove uma maior elasticidade e, consequentemente, um maior angulo de torcao.
Como as rolhas sem tratamento apresentam um maior teor de humidade (5,2 +£0,4%), vao
consequentemente ter um maior angulo de torcdo quando comparadas com as rolhas
tratadas no VSR.

Em suma, apesar das rolhas que sdo submetidas ao VSR possuirem alguns dos seus
parametros alterados, em comparacdo com rolhas que ndo foram tratadas, todos 0s
resultados obtidos encontram-se dentro dos limites estabelecidos para as rolhas de cortica

natural presentes na tabela 3.

4.2 Ensaio de Permeabilidade

Para se obter a curva de calibracdo representada na figura 29, injetaram-se
pequenas quantidades de oxigénio (0,15 ml) e realizaram-se as medi¢des de cor, utilizando
o sistema CIELAB (L*, a*, b*). De seguida tracou-se a curva que relaciona a quantidade
de oxigénio em garrafa com os valores de L* obtidos.

Inicialmente ndo ocorre grande variagdo de luminosidade, uma vez que o ditionato
de sodio (redutor), que foi adicionado em excesso, comega primeiramente por reagir com o
oxigeénio injetado, e sO depois é que reage com o carmim de indigo reduzido. Apés este
momento, ocorre a oxidacdo da solucdo de carmim de indigo reduzida, que altera
progressivamente a sua cor de amarelo até azul. Estas alteracdes de cor foram medidas
através do sistema CIELAB. Os valores obtidos através deste sistema (L*) sdo convertidos
em massa de oxigénio (em mg) através da equacdo da reta de calibracdo (y = 1677,2¢
1,279X).

O ensaio de engarrafamento é realizado da mesma forma que a calibracdo do
método. O redutor € adicionado em excesso de forma a reduzir toda a solu¢do de carmim
de indigo. Numa fase inicial o oxigénio que entra na garrafa é consumido pelo excesso de

redutor, ndo ocorrendo alteracdo de cor da solucao.
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Figura 29 - Curva de calibragdo do método de colorimetria.

A transmissdo de oxigénio das rolhas do VSR foi estudada utilizando o método da
colorimetria ao longo de cerca 3 meses), observando-se um aumento acentuado da
quantidade de oxigénio transmitida nos primeiros 3 dias de analise, devido essencialmente
ao engarrafamento e a libertac&o de oxigénio do interior das rolhas (figura 30).

a5

4,0 ‘{

35 [ITI

—&— Condicdo A

02 (mg)
-

Condicdo B

Sem tratamento

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35 4,0

Conservacdo horizontal (meses)

Figura 30 - Cinética de transmissdo de oxigénio através de vedantes de rolha de corti¢ca natural submetidos a

diferentes condi¢des (A e B) e sem tratamento.
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Ap0s o periodo inicial, hd um aumento gradual da quantidade de oxigénio presente no
interior das garrafas, mais acentuado no caso das rolhas tratadas pelo VSR, apresentando
2,9 e 2,7 mg ao fim dos 3 meses, para a condicdo A e para a condicdo B, respetivamente.
As rolhas sem tratamento atingiram um valor relativamente mais baixo de 1,9 mg.
Comparando estes valores com a literatura [33], (2,3 mg/L de oxigénio libertado durante o
primeiro més), verifica-se que as rolhas tratadas pelo VSR libertaram durante o primeiro
més 2,3 mg/L, para a condi¢cdo A, e 2,2 mg/L para a condi¢do B, sendo que as rolhas sem
tratamento libertaram 1,5 mg/L Assim, os resultados para as rolhas submetidas ao VSR
estdo dentro do que é espectavel para as rolhas de cortica natural. As trés condicbes de
tratamento ndo séo significativamente diferentes (p-value>0,05).

4.3 Analise Sensorial

Por cada lote de rolhas (n=25000) foram retiradas cerca de 200 rolhas, antes e apds o
VSR, para serem submetidas a andlise sensorial por 2 provadores treinados. Foram
realizados varios ensaios para as condi¢des A e B de forma a aumentar a robustez dos
resultados. Na tabela 12 e 13 encontram-se os valores de incidéncia de TCA (%) antes e

apos o tratamento (valores nd (ndo detetavel) correspondem a rolhas com TCA<O0,49 ng/L).

Tabela 12 - Valores de incidéncia de TCA (%) antes e apds condicédo A.

Incidéncia (%)

nd <2 2<x<5 5<x<10 x> 10
Antes do VSR
97,25 1,50 0,50 0,50 0,25
(n=400)
Apos VSR
99,83 0,00 0,00 0,17 0,00
(n=400)
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Tabela 13 - Valores de incidéncia de TCA (%) antes e apds condicdo B.

Incidéncia (%0)

nd <2 2<x<5 5<x<10 x> 10
Antes do VSR
96,25 2,75 0,75 0,00 0,25
(n=400)
Apo6s VSR
99,75 0,00 0,00 0,25 0,00
(n=600)

Verifica-se que apos tratamento para a erradicacdo de TCA, ha uma maior percentagem
de rolhas com incidéncia de TCA ndo detetavel para ambas as condicOes de tratamento (A
e B). Sendo a eficiéncia deste método a capacidade de obter valores de TCA inferiores ou
iguais a 0,49 ng/L (nd), verifica-se que nestes ensaios realizados se obteve uma eficiéncia
de 99,83 e 99,75 % para a condicdo A e para a condi¢do B, respetivamente. Para além de
eficiente, 0 método foi também eficaz, uma vez que se obteve mais de 99% de rolhas com
TCA ndo detetavel.

4.4 Analise Cromatografica

Na analise cromatografica de TCA, ¢é colocado a analisar um padrdo de controlo de
TCA de concentragdo de 2ng/L (linha vermelha da figura 31). Este padrdo tem como
objetivo avaliar a performance do cromatdgrafo, dado que a sua concentracdo tem de estar
dentro da especificacio interna estabelecida (1,0-3,0 ng/L). E possivel ainda identificar o

TCA presente na amostra de interesse (linha azul) através deste padrdo de controlo (2ppt).
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Figura 31 — Cromatograma para uma amostra com TCA detetavel (linha vermelha- padrdo de controlo; linha

azul — amostra a analisar).

Na figura 31, verifica-se que o pico mais a esquerda corresponde ao TCA detetado e 0

pico mais a direita corresponde ao padrdo interno.

Na andlise cromatografica utiliza-se 0 método do padréo interno e, para se fazer a

correta quantificacdo dos compostos pretendidos, € necessario efetuar retas de calibragéo.

Os padroes utilizados para chegar a curva de calibracdo da figura 32 tém as seguintes

concentragbes de TCA: 0,5; 1,5; 2,5;3,5;4,5 e 5,5 ng/L. E através desta curva que se

quantificou o TCA presente nas rolhas usadas ao longo do trabalho de estagio.

034
032
03;
0,28
026

002
& 02
8 0,18
= 0161
Fom
0.12-
01
0084
006
004
002

.................................................................................... y=1,24x -7,34E-0,03 ..........
................................................................................................ R?=0,998

Figura 32 —

Curva de calibrag8o para quantificar o TCA presente nas amostras.
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Um conjunto de rolhas (n=20-30/lote) com concentragdo inicial conhecida de TCA,
foram submetidas as condi¢cdes A e B e, de seguida, realizou-se a analise cromatografica.
Para aumentar a robustez do método, aplicou-se o tratamento a varios lotes. Na figura 33

encontram-se os resultados obtidos dessas analises.

Condigdo A . Condigdo B
35
80.0
0o . 30,0 °
L
60.0 ° 50 ° °
o ¢ % °
= 500 o 200 @ °
= - L
— 400 < ™
3 ®anesdovsr 2 150 . ® Antes do VSR
E 300 = ° s
’ o 'S Apés 0 VSR 0o | % ° ° Apés o VSR
200 ° °
‘. ‘. ® P <0 % ] \ \
10.0 5
- 1 ™ o = Sy S
0.0 0.0 ] — 4
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

N° de rolhas tratadas Ne de rolhas tratadas

Figura 33 - Valores de TCA, em ng/L, antes e apds 0 VSR: a direita- condi¢do A; & esquerda — condicéao B.

Analisando a figura 33, verifica-se que ambas as condi¢cdes de tratamento
conseguem extrair o TCA das rolhas de cortica natural, sendo que, da condi¢do A para a
condicdo B, houve um aumento de cerca de 50% de rolhas com TCA ndo detetavel, o que
indica que ambas as condi¢des sdo significativamente diferentes (p-value<0,05) Sendo a
eficiéncia deste método a capacidade em obter valores de TCA inferiores ou iguais a 0,49
ng/L (nd) nas rolhas de cortiga natural, a condi¢do B de tratamento é mais eficiente que a

condigdo A, com uma média de eficiéncia de cerca de 92 e 76%, respetivamente.
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5 Conclusoes

Com consumidores e produtores de vinho cada vez mais exigentes, devido ao
aparecimento de alteracdes organoléticas (como alteracdo do aroma e sabor) em vinhos
associados ao TCA, surge a necessidade de implementar um novo processo na empresa
para a sua erradicacdo, de forma a garantir 99% de rolhas com TCA ndo detetavel. Apesar
de diferentes metodologias ja implementadas pela industria da cortica, como a
vaporizacdo, o sistema ROSA, o sistema ROSA Evolution, entre outros, surgiu mais
recentemente na Amorim Cork o VSR. Assim, o presente trabalho de estagio teve como
objetivo estudar o impacto do novo processo de erradicagdo de TCA nas rolhas de cortica
natural.

Para cumprir com o principal objetivo deste projeto, varios lotes de rolhas foram
submetidos a duas condigdes de tratamento VSR diferentes, a condicdo A e a B. De
seguida, foram realizados Vvarios ensaios que assentavam em parametros fisico -mecéanicos
e de permeabilidade, nomeadamente humidade, torcdo, forcas de extracdo, capilaridade,
vedacdo em tubo, bem como na analise sensorial e na analise cromatografica.

Com os resultados obtidos, é possivel afirmar que o VSR apesar de estar a ter impacto
nas propriedades fisico-mecanicas das rolhas, ndo esta a ter um impacto negativo, dado que
as rolhas continuam a manter a sua integridade e funcionalidade, estando todos os
parametros dentro das especificacOes para as rolhas de cortica natural. Sensorialmente, as
rolhas apds o tratamento VSR estdo a apresentar uma menor incidéncia de TCA detetavel,
sendo que o processo para erradicacdo de TCA esta a ser deste modo eficiente, com a
condicdo B mais eficiente do que a condicdo A.

A este ritmo de constante investigacdo e progresso, espera-se que a cortica continue a
reafirmar-se no mercado, apesar de outros potenciais concorrentes como o plastico e o
aluminio. A performance do VSR vai ser com certeza uma enorme ajuda no combate ao
TCA.
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