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RESt]MO

As leveduras Del<kcralBrettanomyces sáo Íesponsáveis p€la formação de fenóis

voláteis em viúos tintos, tomando-se numa grande pÍeocupaçiio paÍa a pÍoduçiio

enológica a nível mundial, devido à dificuldade em controlá-las.

Os fen6is voláteis são rcsponsáveis por aroÍrâs desagradáveis nos vinhos tintos,

diminuindo a sua qualidade e resultando em grandes perdas económicas.

Este trabalho teve como principal objectivo estudar um método de preparação de

amostra e um método cromatogriáfico para analisar e quantificar os principais fenóis

voláteis (4-etilfenol, 4-etilguaiacol, 4-etilcatecol, 4-vinilfenol e o 4-vinilguaiacol), em

meio sintético e em vinhos tintos comerciais. A preparação de amostras foi efectuada

através do método de extracção líquido-líquido e a separação dos compostos foi

efectuada por cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (GC-FID).

Os resultados obtidos permitem concluir que é possível detectaÍ e quanüficar os

fenóis voláteis com este método, incluindo o 4-etilcatecol. O 4-etilfenol foi o composto

mais abundante nos vinhos tintos comerciais estudados.

Palravras - clrave: DekkeralBrettanornyces, vinho tinto, fenóis voláteis, 4-etilcatecol,

método de extracção líquido - Íquido, cromatografia gasosa - GC-FID.
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Volatile Phenols in red wines

ABSTRACT

The yeasts Dekkera / Brettanomyces are responsible for the formation of volatile

phenols in red wine, becoming a major concem for the enological producúon worldwide

because of the difficulty in controlling them.

The volatile phenols are responsible for unpleasant aromas in red wines, reducing

its quality and resulting in great economic losses.

The main objective of this work was to study a sample preparation and a

chÍomatographic method to analyze main volatile phenols (4-ethylphenol, 4-

eúylguaiacol, 4-ethylcatechol, 4-vinylphenol and 4-vinylguaiacol) in synthetic wine

and red wines. Sample preparation was done by liquidJiqúd extraction ând compounds

separation was achieved by gas chromatography with flame ionization detector (GC-

FID)

Results showed that it is possible to detect and quantified volatile phenols with the

methodology proposed, including +ethylcatechol. 4-eúylphenol was the main

compound found in commercial red wines.

Key-wotds: DelckeralBrettanomyces, red wine, volatile, phenols, 4-ehylcatechol,

method of extraction liquid - liquid, gas chromatography - GC-FID.
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GLOSSÁRIO DE ABREVIATURAS

4-EF- 4-Etilfenol

4-EG - 4-Etilguaiacol

4-EC - 4-Etilcatecol

4-VF- 4-Vinilfenol

4-VG - 4-Vinilguaiacol

4-VC - 4-Vinilcatecol

SBSE - extracção sorptiva com barra de agitação (stir bar sorptive etctraction)

PDMS - polidimetilsiloxano

ELL - extracção líquido-líquido

GC - cromatografia em fase gasosa (gas chromatography)

FID - detector de ctama (flame ionization detector)

LOD - limite de detecção (limit oÍ detection)

LOQ - limite de quantificação (limit of quanffication)

PI - padrão intemo (3,4-dimetilfenol)
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I. INTRODUÇÃO

1. Características Organolépticas de um Vinho

É reconhecida e comprovada a interacção entre o agro-ecossistema vitícola e a

qualidade dos vinhos. O clima, o solo e a casta (figura 1) constituem os factores naturais

que determinam a tipicidade e qualidade dos vinhos produzidos numa região vitícola.

As técnicas culturais utilizadas pelos vitivinicultores visam harmonizar estes factores de

forma a optimizá-los numa perspectiva de obtenção de um produto final aos mais baixos

custos de produção e com a mais elevada tipicidade e qualidade, proporcionando ao

vinho melhores características organolépticas.

Casta

Solo Clima

Figura I - Factores que influenciam a qualidade dos vinhos.

(Adaptado Fregoni, 1985)

Os processos de vinificação (figura 2) são outros factores muito importantes para a

qualidade de um vinho, e por sua vez, para as características organolépticas. Esta fase é

de extrema importância para o vinicultor, pois o trabalho feito pela viticultura, obtendo

uvas de boa qualidade, pode ser prejudicado pela mâ condução dos processos

enológicos.

L

Técnicas
Culturais

IntroduÇão
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Figura 2 - Revisão generalizada dos diferentes processos de vinificação de vinhos tintos e

brancos (Adaptado Bartowsky et al.,2OO9)
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Para o consumidor, os requisitos da qualidade estão associados às características

sensoriais intrínsecas do vinho, isto é, com o modo como o vinho agrada com a sua

aparência, olfacto e paladar, e com a sua imagem, que deriva de muitos aspectos tais

como o rótulo, os prémios atribuídos e o custo. Assim, um viúo com atributos

sensoriais reconhecidos e uma boa imagem a um pÍeço competitivo será considerado de

grande valor pelos consumidores (Francis et a1.,2005).

Por isso, o produtor tem cada vez mais o papel de satisfazer as exigências do

consumidor, tentando obter vinhos aromáücos, com corcs límpidas e sabor apreciável.

O conjunto das características organolépticas de um vinho é realizado pela

apreciaçâio da visão, paladar e olfacto (Peynaud 1981).

A visão é o sentido imediato, é o que caracteriza primeiro um vinho, pela sua cor,

ümpidez e transparência.

O contacto do vinho com a boca, ou paladar, é importante pois dele resultam as

impressões da temperatuÍa, da consistência, da viscosidade, da suavidade e do volume

(corpo). São quatÍo os sabores básicos recebidos pelas papilas gustativas: o doce, o

ácido, o salgado e o amargo (Peynaud, 1981). Não existe sensibilidade específrca para

estes sabores, mas existem regiões especÍficas da língua onde se apreciam cada um

destes saboÍ€s. O sabor doce é sobretudo perceptível na ponta da língua, o sabor ácido

na parte inferior e lateral, o gosto salgado é sentido nos bordos e o gosto amaÍgo é

apenas perceptÍvel na paÍte de trás da língua. Numa zona que é apenas atingida quando

se engole (Peynaud, 1981).

O vinho possui os quatro sabores básicos, sendo o gosto doce provido do álcool e

eventualmente pelo seu teor de açúcar; o gosto ácido pelos ácidos orgânicos; o gosto

salgado pelos sais e o gosto amargo pelos compostos fenólicos, como os taninos

(Peynaud, l98l).

O olfacto é um senúdo que nos leva a um registo de uma imensidão de aromas,

caracterizando o viúo pela sua intensidade, evolução e carácter. O aroma de um vinho

descreve-se como a interacção do sabor e odor que cada indivíduo caracteriza como

uma experiência agradável ou não. Os aromas são compostos voláteis, que são

perceptíveis através dos receptores de odor do órgão olfactivo. O aroÍna t€m a sua parte

fiísico-química, mas o que realmente é importante quando se consome o produto é o

efeito que exerce no consumidor (figura 3) (Femández, 2004).
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Figura 3 - Alguns descritores que podem caracterizaÍ o aroma de um vinho.
(Adaptado de Swiegerc et al.,2AOS)

2. Aroma

O aroma de um vinho é de uma enoÍme complexidade devido à grande quantidade

de compostos que o compõem. Este aroma é o produto terminal de uma longa sequência

biológica, bioquímica e tecnológica e não apenas o produto da fermentação da uva

(Cordonnier e Bayonove, 1978). Cada composto apresenta o seu pÚprio limite de

percepção olfactivo que, por sua vez, é condicionado pelo conjunto dos outÍos

compostos prcsentes no vinho (Patiío, 2007).

É aiftl determinar a influência sensorial individual de cada composto, uma vez que

os compostos interagem entre si, dando origem às características organolépticas do

vinho. O aroma das uvas, do mosto e do vinho a que dá origem, são completamente

distintos e com a evolução deste mesmo viúo o aroma continua a sofrer alterações,

diferenciando-se dos aromas iniciais. Certos compostos voláteis desaparecem, outÍos

ficam inalterados e observa-se a formação de alguns compostos p€las leveduÍas, através

de diferentes mecanismos (metabólicos ou hidrólise enzimática) (Fernández, 20(X).

O aroma de um viúo pode seÍ classiÍicado consoante a origem dos compostos que

o constituem (figura 4): Aroma Varietal - devido aos compostos eústentes na uva;

Aroma h-Fermentativo - resultante da vindima, transpoÍte, pÍensagem, maceraçiio e

clarificação; Aroma Fermentativo - compostos resultantes das fermentações e; Aroma

Pós-Fermentaúivo - que resultam das transfonnações ocorridas durante a conservação

e envelhecimento (Araújo, 2004).

4InÍrôílncÃô
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Aroma Varietal Aroma
Variedade
Solo
Clima

Maturação
Tecnologia l

:
:
:

AmmaPrimário """""""':
Aroma Secundário

Mosto

Aroma
Fermentativo

Fernentações
- Alcoólica
- Maloláctica

Aroma Pds-Fermentativo

Viúo
Vinho Jovem

Aroma Terciário

Figura 4 - Relação das diferentes etapas de vinificação com o tipo de aroÍnas.

(Araújo, 2{X}4)

O aroma varietal e pré-fermentativo são tamMm conhecidos por aÍorna primário, o

aroma fermentativo por secundário e o pós-fermentaúvo por aÍoma teÍciário, segundo

designação proposta por l-epe (1995) e Peynaud et al (1997).

a) Aroma Varietal

O aroma varietal é caÍacterístico da variedade da uva e depende essencialmente do

solo, do clima, da fitotecnia, do estado sanitário e do grau de maturação (Patão, 2007).

Podem distinguir-se dois tipos de substâncias específrcas de variedade de uva: as

substâncias odoÍantes que passâm paÍa o viúo sem transformações e que transmitem a

sua tipicidade e as substâncias odoríferas suscepúveis de revelar um aroma típico

durante a fermentação e a conservação. Esta distinção é importante pois introduz a

noção de precursor de aroma (Cordonnier e Bayonove, 1978), a qual justifica o facto de

castas neutras poderem dar origem a vinhos mais aromáticos, com características

particulares, indissociáveis da variedade (Bayonove et al., 1998; Ribéreau-Gayon et aI.,

2000).
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a) Aroma Pré-fermentativo

Os aromas de origem pÍé-fermentativa formam-se desde a colheita das uvas até ao

início da fermentação alcoólica no decorrer das operações de recolha, transporte,

desengace, prensagem e maceÍação das uvas (Araújo, 20M).

Os efeitos mecânicos destes tratamentos vão p€ÍmitiÍ, ao dilaceÍaÍ os bagos, que os

sistemas enzimáticos entrem em contacto com os substratos existentes, pÍomovendo a

formação de alguns compostos aromáticos. Por outro lado, e§tes prooessos têm como

consequência a incorporação de oxigénio no meio, fomecendo o segundo substrato

implicado nas reacções de oxidaçiio enzimática (B ayotove et al., 1998).

b) Aroma Fennentativo

A etapa fermentativa é o processo fundamental de conversão do mosto de uva em

vinho e engloba duas importantes transformações biológicas: a fermentação alcoólica e

a fermentação maloláctica.

Na primeira, comum a todos os vinhos, há produção pelas leveduras de etanol e de

numeÍosos produtos secundários a partiÍ dos açúcares do mosto. As leveduras mais

comuns são as espécies do género Saccharomyces, sendo uma das mais importantes a

Saccharomyces cerevisiae. Estas fornecem as enzimas necessárias para o processo de

Eansformação dos açúcares (principalmente sacar)se, glucose e frutose) em etanol

(Patão,2-OO7). Este tem um papel fundamental na percepção olfactiva, quer pela

participação directa no odor, quer pela influência que exeÍce sobre os outros

constituintes do aroma ao fazer diminuir a polaridade do meio (Araújo, 20(X).

É durante esta etapa fermentativa que se forma a maioria dos constitúntes

característicos do aroma fermentativo, tais como álcoois, ácidos gordos voláteis e

respectivos ésteres, compostos carbonilados, sulfurados e azotados, lactonas e fenóis

voláteis (Bayonove et al., 1998).

Na fermentação maloláctica, provocada por bactérias lácticas, principalmente

Oenococcus oeni e v6ias espécies de Lactobacillus e Pediococcus, procura-se diminuir

o teor de acidez do viúo por conversão do ácido málico em ácido láctico.

A fermentação malolácúca é um processo fermentativo secundário importânte,

noÍnalmente adoptado só no caso dos vinhos tintos, poi§ para além da desacidificaçÍio

5InÍÍôdrrcão
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contribui para a complexidade do aroma dos vinhos e confere-lhes estabilidade

microbiológica (P aráo, 20o7 ).

c) Aroma Pós-fermentativo

O aroma pós-fermentativo resulta das transformações ocorridas durante a

conservação e envelhecimento do vinho, devidas a um conjunto de reacções físico-

qúmicas de oxidação e de rcdução (Oliveira, 2000) entre compostos aromáticos e

fenólicos, e de reacções de esterificação entre ácidos e álcoois, que se traduzem numa

melhoria das características organolépticas dos vinhos e na transformação do aroma, o

qual se denomina de "bouquet" (Fernández, 2flX).

3. Modulaçâo do Aroma do Vinho por Acção de Leveduras

Nurnerosos géneros e espécies de leveduras são encontrados durante a produção do

vinho. O pH baixo, o conteúdo elevado de açúcares, as condições anaeróbias

rapidamente geradas e a pÍesença de inúmeros compostos, proporcionam um ambiente

favorável ao cÍescimento de leveduras. A actividade metabólica das leveduras pode ter

um elevado impacto na composição do vinho, e consequentemente no seu aroma e sabor

(Fleet, 2003; Gil et al., 1996; kma et al., 1996; Romano et a1.,2@3). Na realidade,

alguns tipos de vinho dependem dos metabolitos de leveduras específicas, uma vez que

estes conferem ao vinho uma composição química característica. As leveduras que têm

impacto na composição do vinho podem ser provenientes das uvas, da flora indígena

oúe de vectorcs como os insectos (Fleet et al.,2m2). Os organismos encontrados no

vinho também podem resultar directamente da utilização de preparações comerciais de

leveduras (Boulton et a/., 1996).

Durânte a fermentação alcoólica, as leveduras não só convertem os açúcares em

etanol e dióxido de carbono mas também produzem uma gama de metabolitos voláteis

sensorialmente impoÍtantes e que conferem ao viúo o seu carácter vinoso @tiévant,

1991; Romano et al., 2N3). Similarmente, durante a fermentação maloláctica, as

bactérias não só providenciam a desacidificação, mas também contribuem para a

intensificação do sabor e aroma do vinho (Henick-Kling, 1993; Bartowsky et al., 2002).
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Os vinhos prcduzidos a partir de variedades de uvas específicas revelam um carácter

varietal, isto é, aromas diferentes que evocam essa variedade. Contudo, enquanto alguns

compostos odoríferos voláteis provêm directamente dos componentes quírnicos das

uvas, outros compostos são libertados e/ou modificados pela acção de leveduras e

bactérias, sendo uma parte substancial das substâncias aromáticas resultante das

actividades metabólicas destes microorganismos. Assim, as leveduras e, em menoÍ

extensão, as bactérias têm uma importância central no desenvolvimento do aroma do

vinho (Williams et a1.,1989; Swiegers et al.,20O5).

As leveduras são predominantes durante o pÍocesso complexo da vinificação. Dos

100 géneros de leveduras, representados por mais de 7ü) espécies, 16 estão associados

com a viniÍicaçáo: Brettanomyces e a sua forma prtefta Dekkera, Candida,

Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora e a sua forma assexuada Kloeckera,

Kluyveromyce s, Metschnikowia, P ichia, Rhodotorula, Saccharomyces,

Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces (Pretorius

et al.,1999).

Nas fermentações espontâneas existe um crcscimento progressivo padrão das

leveduras indÍgenas: as leveduras dos géneros Kloeckera, Hanseniaspora e Candida

predominam nos estágios iniciais, sendo gradualmente substituídas por diversas

espécies de Metsclaúkowia e Pichia nos estágios intermédios, nos quais o etanol atinge

um teor de 3 a 4 % @eet et al., 1993). Os últimos estágios das fermentações naturais do

vinho são dominados invariavelmente pelas estirpes Sacclwromyces cerevisiae

tolerantes ao álcool. Outras leveduras, tais como as espécies de Brettanomyces,

Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces, podem

também estar presentes duÍante a fermentação e algumas podem afectar adversamente a

qualidade sensorial do vinho.

Entre todas as possíveis contaminações microbianas, as leveduras dos géneros

Del*e ra e Brettanomyces são as mais temidas pelos vinicultores. De facto, estas

leveduras podem desempenhar um papel importante e negativo na evolução aromática

do vinho (Chatonnet et aL, 1992; loureiro et al., ?-AO3).

Estas leveduras podem ser encontradas na fermentação do mosto e no vinho.

Normalmente desenvolvem-se depois das fermentações alcoólica e maloláctica durante

o envelhecimento em cubas, barricas e garafas (Farifra, 2007).

Os produtos metabólicos resultantes da contaminação pelas leveduras

BrettanonryceslDel<kera sáo fenóis voláteis, que incluem o 4-vinilfenol (4-VF), o 4-
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vinilguaicol (4-VG), o 4-etilfenol (4-EF), o 4-etilguaiacol (4-EG) e o 4-etilcatecol (4-

EC).

Os vinilfenóis são igualmente formados durante a fermentação alcoólica pelas

leveduras S. cerevisae, mas as leveduras BrettanomyceslDekkera têm a capacidade de

transformar os vinilfenóis em etilfenóis. Os etilfenóis fornecem ao vinho aromas

desagradáveis com elevadas consequências económicas aos vinhos. O composto mais

prejudicial, quando presente, é o 4-EF, cujo precursor é o ácido p-cumárico (figura 5).

Ácido p-cumárico
-d

R
2\----->

7..=r
co }IADPH ilAD*

\--------->

Figura 5 - Formação do 4-etilfenol pela espécie Brettanomyces bruxellensls (Adaptado

Bartowsky, E. J. et a1.,2009)

4. Dekkeral Brettanomyces

As leveduras Brettanomyces e Dekkera sáo descritas na literatura como parte da

microflora de muitos produtos fermentados como o vinho, a cerveja, a cidra, (Greenwalt

et a1.,2000; Martens et al., 1997; Morrissey et a1.,2004; Silva et al.,2OO4; Teoh et al.,

2004; Wyder et al., 1997), os lacticínios (Cosentino et a1.,2001), o azeite (Coton et al.,

2006) e refrigerantes (Kolfschten e Yarrow, I97O).

As Brettanomyces e Dekkera podem-se desenvolver durante o envelhecimento de

vinho tintos (Froudiere e Larue, 1988) mesmo depois do engarrafamento. Raramente se

encontram estas leveduras durante a fermentação alcoólica do mosto (Wright e Parle,

1973). Alguns estudos indicam a presença anormal de Brettanomyces em bagos de uvas

e em armazéns de vinho (Penyaud e Domercq, 1956) e mais comum em cubas, bombas

e em equipamentos que são difíceis de esterilizar (Fugelsang, 1998).

Aroma a suor a

cavalo

9Introducão

dI
]
I
I
I
I

OH

#.t
4-etilfenol4-vinilfenol

HOOC



Fenóis Voláteis em Vinhos Tintos

A deterioração atribuída às D.bruxellensis no vinho inclui a produção de sedimentos

ou formação de "névoa" (van der Walt e van Kerken, 1958), a formação de odores

desagradáveis (Grbin e Henschke, 2000; Snowdon et al., 2OO6), de ácido acético e

acetato de etilo (Scheffers, 1961; Freer et a1.,2003), de ácidos gordos voláteis (Spaepen

e Verachtert, 1982; Fugelsang et al, 1993) e a produção de fenóis voláteis (Chatonnet et

al., 1992).

As leveduras do género Brettanomyces/Dekkera são microrganismos responsáveis

por aromas desagradáveis em alguns vinhos tintos. Estas leveduras têm capacidade de

produzir o 4-EF e o 4-EG a partir dos ácidos hidroxicinâmicos (ácido p-cumárico e

ácido ferúlico). Mais recentemente, a literatura referencia o 4-EC como sendo resultante

de contaminações com estas espécies de leveduras (Ribéreau-Gayon, 2006).

BrettanomyceslDekkera spp. foram desde sempre isoladas a partir de vinhos,

predominantemente de vinhos tintos. Não é tão frequente isolar estas leveduras a partir

de vinhos brancos (Licker et al., 1998; Dias et al., 2003b), sendo a perda de viabilidade

e as pequenas quantidades de etilfenóis nestes vinhos atribuídas à eficiência do dióxido

de enxofre em condições de pH baixo para eliminar estas espécies (Loureiro e Malfeito-

Ferreira,2006).

4. 1" Características Morfológicas do Gén ero D ekkera I B rettanomy c e s

4.1.1 Dekkera

Este género apresenta, ao microscópio, células esferoidais a elipsoidais, muitas

vezes ogivais. Podem também ser cilíndricas ou alongadas (figura 6). A reprodução

vegetativa ocolre por gemiparidade e exibe pseudomicélio. Na reprodução sexuada os

ascos são evanescentes e possuem um a quatro ascosporos que apresentam um formato

de chapéu ou esférico com uma borda tangencial. Como características gerais podem ser

enumeradas o seu lento crescimento, a curta duração de vida em placas, o aroma

característico, a forte produção de ácido acético a partir de glucose, o estímulo da

fermentação pelo oxigénio molecular e a exigência de uma fonte externa de vitaminas

(www.cnpuv.embrapa.br/publica/documentos/doc04 I .pdfl.
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Figura 6 - Células alongadas e esferoidais de Dekkera bruxellensis

(Barnett et a1.,1990).

4.1.2 Brettanomvces

O género Brettanomyces não forma ascos, ou seja, trata-se da forma imperfeita do

género Dekkera. Como tal, não possui fase sexuada e, portanto, não forma ascosporos.

A sua reprodução ocorre pelo processo de gemiparidade. Pode formar pseudomicélio e

micélio ramificado dando uma visão unicelular por não apresentar septos nem

invaginações.

As células apresentam-se de forma esferoidal, subglobosas a elipsoidais, ogivais,

cilíndricas e alongadas (figura 7) e, à semelhança das do género Dekkera, também

possuem, offi geral, um crescimento lento e um tempo de vida curto. As restantes

características são as mesmas definidas anteriormente para o género Dekkera

(www.cnpuvembrapa.br/publica/documentos/doc04 I .pdfl.

Figura 7 - Imagem de uma estirpe de Brettanomyces por microscópio óptico (ampliação:

1000x) (Surírez et a1.,2007)
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4.2Espécies do Género Dekkera e Brettanomyces

Como podemos ver na tabela I e 2, as espécies destes géneros não são definidas de

forma consensual.

Tabela I - Diferentes espécies de Dekkera definidas por diferentes autores e diferentes métodos

(www.cnpuv.embrapa.br/publica/documentos/docO4 I .pdfl.

Campbell
(1e73)

Análise
numérica

Van der
Walt

(1984")

Morfologia
/ Fisiologia

Clark-
Walker
(1e87)

Análise de
mtDNA

Smith
(1ee0)

Homologia
/ Enzima

Barnet aÍ
al. (1990)

Morfologia
/ Fisiologia

Molina eÍ
at. (1993)
Análise de

Rrna

D. anomala

D. bruxellensis

D. intermedio

D. custersiana

D. naardenensis

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Tabela 2 - Diferentes espécies de Brettanomyces definidas por diferentes autores e diferentes

métodos (www.cnpuv.emb rupa.br lpublica/documentos/docO4 I .pdf).

Campbell
(1e73)

Análise
numérica

Van der
Walt (1984")
Morfologia
/ Fisiologia

Clark-
Walker
(re87)

Análise de
mtDNA

Smith
(1ee0)

Homologia
/ Enzima

Barnet et al.
(1e90)

Morfologia
/ Fisiologia

B, abstinens

B. anomalus

B. bruxellensis

B. clausenii

B. custersianus

B. custersii

B. intermedius

B. lambicus

B. naardenensis

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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A taxonomia do género Brettanomyces tem sofrido inúmeras reclassificações ao

longo dos anos, a partir das espécies que foram inicialmente identificadas. Actualmente

o conjunto de cinco espécies pertencentes aos géneros Brettanomyces e Dekkera sáo:

Brettanomyces custersianus, Brettanomyces naardenensis, Brettanomyces nanus, B.

anomalus e B. bruxellensis (Kurtzman e Fell, 2000; Cocolin et al., 2004). As espécies

telemorfas (forma perfeita) são conhecidas pelas últimas duas espécies , Dekkera

anomalus e Dekkera bruxellensis, respectivamente (Kurtzman e Fell, 2000). Das cinco

espécies actualmente conhecidas, especialmente as espécies Brettanomyces bruxellensis

(Dekkera bruxellensis), estão associadas com o vinho (Egli e Henick-Kling, 2OOl;

Stender et al., 2001; Cocolin et al., 2OO4), embora o isolamento de B. anomalus

(Dekkera anomalus) e Brettanomyces custersianus no vinho tenha sido descrito em dois

casos (Querol et al., 1990; Esteve-Zarzoso et a1.,2001). Dias et al. (2003a) refere que

poucas investigações têm incidido nas espécies de Brettanomyces, mas que estas não

têm nenhum papel fundamental na contaminação de vinhos e que nenhuma espécie

deste género foi encontrada a produzir mais do que I mglL de 4-EF.

Com os avanços em métodos baseados em ADN, as recentes investigações

relacionadas com o vinho incluem D. anomala com a espécie predominante D.

bruxellensis, uma vez que os métodos convencionais mostraram dificuldade em

diferenciar estas duas espécies (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Embora as

classilicações taxonómicas actuais sugiram que o género Dekkera deve ser usado em

referência com a espécie bruxellensis e anomala (Boekhout et al., 1994), existem

muitas discrepâncias e alguns autores preferem utilizar frequentemente a nomeação

tecnicamente incorrecta de B. bruxellensis e B. anomalus quando se referem às

leveduras Dekkera num contexto sobre vinhos. Isto é atribuído ao facto de que a forma

sexual ou esporulada, ainda não foi encontrada no vinho.

Alguns autores defendem que a separação de Brettanomyces e Dekkera não tem

sentido, porque as actuais técnicas moleculares de ADN não revelam distinção entre a

forma anamorfa e telemorfa (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Este facto pode

explicar a razáo pela qual é comum depararmo-nos com o uso de

" B rettanomyc e sl Dekke ra spp", em pesquisas bibliográficas sobre vinhos.

Apesar destas controvérsias, as leveduras da espécie Dekkera bruxellensis, ou a sua

anamorfa Brettanomyces bruxellensis, são responsáveis por sérias perdas económicas na

indústria do vinho devido à sua capacidade de contaminar os vinhos através da

produção de etilfenóis (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2006). Estes compostos
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aromáticos são produzidos por estas leveduras em quantidades significativas (Chatonnet

et al., L992). Para além destes, os géneros Brettanomyces e Dekkera produzem uma

larga variedade de outros compostos voláteis com repercussões olfactivas significativas

(Suárez et al.,2OO7) (figura 8).

Tetro-hidropiridirs
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Figura 8 - Compostos produzidos pelo metabolismo de leveduras dos géneros

BrettanomyceslDekkera. (Adaptado de Suárez, R. et a|.,2007)

5. Precursores dos Fenóis Voláteis

5.1 Ácidos Hidroxicinâmicos

Os ácidos hidroxicinâmicos, que se encontram nos vacúolos das células das

películas e polpas (Ribéreau-Gayon, 1965) sob a forma de ésteres tartáricos, libertam-se

para o mosto durante o esmagamento das uvas (Harris et al., 2008). Usualmente estes

compostos encontram-se individualmente em concentrações baixas, mas colectivamente

têm um papel importante no aroma e gosto do vinho (Allen, 1994), estando implicados

no apa^recimento de fenóis voláteis, com as consequentes alterações aromáticas dos

vinhos.

Na figura 9 encontram-se representados os ácidos cinâmicos mais importantes, o

ácido ferúlico, o ácido p-cumárico e o ácido cafeico.

Iddor
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o
CH: CH- {

OH

OH

FH Ac- p-cumâico

R=OH Ac. cdeico

R{lrIe Ác- fenilico

Figura 9 - Estrutura química dos ácidos cinâmicos (Cabrita et a\.,2003).

5.2 Conversão dos Ácidos Hidroxicinâmicos em Fenóis Voláteis

Uma vez libertos, os ácidos hidroxicinâmicos no mosto ou no vinho, são

convertidos em derivados de vinilfenóis e de etilfenóis dependendo da presença de

populações microbianas com crescimento específico (Malfeito-Ferreira et al, 2OO9).

A origem dos fenóis voláteis envolve a acção sequencial de duas enzimas (figura

10) no substrato ácido hidroxicinâmico (ácido p-cumárico, ácido ferúlico e ácido

cafeíco). A cinamato descarboxilase transforma o ácido hidroxicinâmico (Edlin et al.,

1998), no correspondente vinilfenol, que por sua vez é reduzido por uma vinilfenol

redutase dando origem ao etilfenol correspondente (Heresztyn, 1986a; Chatonnet et al.,

1992; Hesford et a1.,2004).

VinificaSo ConservaSo

R

R

-+

Esterase

Lj

HOOC

R=H: ácido p-cutárico

R=OCH: ácido fertiírico +
R=OH: ácido caftárico ------>

-fCinamato Vinilfenol
redutase

Ácido p-cumárico + 4-vinilfenol +

Ácido ferúlico + 4-vinilguaiacol

Ácido cafeíco + 4-vinilcatecol

CH
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4-etilfenol
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Figura 10 - Conversão dos ácidos hidroxicinâmicos em vinilfenóis e etilfenóis.
(Adaptado Oelofse, A. et a1.,2008)
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A descarboxilação sequencial dos ácidos (p-cumárico, ferrúlico e cafeíco) e

redução dos vinis (fenol e guaiacol) a etis (fenol, guaiacol e catecol), pelas leveduras do

vinho, foram demonstradas em D. bruxellerzsls e P. guilliermondii (Barata et a1.,2006).

Dias et al. (2003b) e Martorell et al. (2006) verificaram que P. guilliermondii produz

níveis altos de etilfenóis em meio sintético. No entanto, não consegue fazê-lo em vinhos

(Barata et al., 2006). Estas leveduras também podem converter 4-VF em 4-EF na

ausência dos ácidos hidroxicinâmicos.

A produção de 4-EF, nos vinhos, depende do crescimento das populações de

leveduras. Como P. guilliermondii não se desenvolve nos vinhos com teores médios de

tT%o de etanol, não é provável que produza quantidades significativas de 4-EF durante a

maturação do vinho (Malfeito-Ferreira et al,2OO9). Em relação a D. bruxellensis não se

desenvolve em vinhos brancos, explicando a assim a ausência de defeitos fenólicos

neste tipo de vinhos (Malfeito-Ferreira et a1.,2001).

As leveduras da espécie Dekkera bruxellensis apresentam capacidade cinamato

descarboxilase e vinilfenol redutase sob condições enológicas sendo esta a espécie

considerada uma levedura indesejável capaz de produzir elevadas concentrações de 4-

EF (Suárez et a1.,2007).

Inicialmente, a presença de etilfenóis no vinho foi atribuído a bactérias lácticas. De

facto, estas são capazes de produzir quantidades significativas de vinilfenóis em meio

sintético, mas em condições enológicas estas bactérias apenas produzem pequenas

quantidades destes compostos (Suárez et a1.,2007).

Outras leveduras presentes no vinho, como Saccharomyces cerevisae, Pichia spp.,

Torulaspora spp. e Zygosaccharomyces spp. são capazes de produzir 4-VF, mas não o

reduzem a 4-EF (Dias et al., 2003a). Durante a fermentação, S. cerevisae poderá

produzir derivados de vinilfenóis devido à presença de enzimas cinamato descarboxilase

(Chatonnet et al., t992, L993a), mas devido à presença dos polifenóis nos mostos tintos,

as enzimas estão inactivas (Chatonnet et al., 1992). Algumas espécies de leveduras que

contaminam o mosto têm capacidade de formar vinilfenóis (Dias et a1.,2003a) mas a

sua contribuição para o conteúdo de vinilfenóis nos vinhos só é relevante quando não

são inibidas pela S. cerevisae (Barata et a1.,2006).

Na tabela 3, podemos verificar os diferentes microrganismos relacionados com a

produção de fenóis voláteis na indústria do vinho.
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Tabela 3 - Actividade metabólica dos microrganismos responsáveis pela formação de fenóis

voláteis. (Adaptado de Malfeito-Ferreira, M. et al,2OO9).

"'bDugelay et al. (1993)
b Chatonnet et al. (1989);
b'dBarata et at. (2006)
b'"''shinoh ara et al. (20M\;
c Heresztyn (1986); Chatonnet et al. (1995); Rodrigues et al. (2001)

"'" Dias et al. (2N3a,2fi)3b)

" Chatonnet et al. (1992);
r Cavin et al. (1993h Couto et at, (2N6)
s Hernández et al. (2007); Cabrita et al. (2007)

Espécies Função Actividade Metabólica

Aspergillus nigef
Moldes para produção de

enzimas comerciais

Activa a cinamoil esterase Iibertando

ácidos hidroxicinâmicos para o mosto.

S ac c h aro my c e s c e r e visin eh lrvedura de fermentação

Activa a cinamato descarboxilase

produzindo vinilfenóis em mosto branco

fermentado.

Dekkera bruxellensis' Levedura de contaminação

Activa a cinamato descarboxilase e

vinilfenol redutase produzindo etilfenói s

em meio sintético, mosto e vinho.

Pichia guilliermondf Levedura de contaminação

Activa a cinamato descarboxilase e

vinilfenol redutase produzindo etilfenóis

em meio sintético e mosto.

C. albidus, C.laurentii, C.
stellata,

C. wickerhamii, D.
hanseniil,

H. anomala, H. uvarutn, K.
apiculata,

K. thermotolerans, M.
pulcherrtma,

P. guilliermondii,
P. membranifaciens, R.

rubra,
S. pombe, Z. bailii'

kveduras de contaminação

Activa a cinamato descarboxilase

produzindo vinilfenóis em meio sintético e

no mosto.

Iactobacillus spp.,

Pediococcus spp!

Bactérias lácticas de

fermentação e contaminação

Activa a cinamato descarboxilase e

vinilfenol redutase produzindo etilfenóis

em meio sintético.

Oenococcus oenii,
Lactohacillus
plantarumg

Bactérias lácticas de

fermentação

Activam a cinamoil esterase libertando

ácidos hidroxicinâmicos livres no vinho

tinto.

Introducão L7
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Embora o crescimento de D. brwellensis, num meio com glucose seja mais lento

do que o observado para outÍas leveduras, a taxa de conversão do ácido p-cumárico em

4-EF é dependente da fonte de carbono e energia existente, verificando-se taxas mais

elevadas em pÍesença de glucose e etanol (Dias eÍ al.,2003b). A conversão dos outros

ácidos hidroxicinâmicos pelas leveduras ainda não foi profundamente estudada. A

maioria dos estudos estão relacionados com o metabolismo do ácido p-cumárico, mas a

conversão dos ácidos feúlico e cafeíco podem não ser igualmente eficientes, como

demonstrado em meio sintético, para D. bruxellensls (Heresztyn 1986a), §. cerevisae

(Chatonnet et al., 1989) e D. anonwla (E;dlin et al., 1995). Sabendo que o ácido cafeíco

é mais abundante que o ácido p-cumárico nos vinhos, seria de esperar que 4-EC teria

uma maior concentração que o 4-EF, mas os poucos resultados publicados não

conoboram esta hipótese (tabela 4). D. bruxellensis embora utilizando o ácido cafeíco

(Heresztyn, 1986a), não produz 4-EC com a mesma eficiência que produz 4-EF nos

vinhos. Pois apesar da abundância do ácido cafeico nos vinhos e da sua semelhança

estrutuÍal com a dos outros ácidos hidroxicinâmicos, as leveduras possuem maior

afinidade para a conveÍsão dos ácidos p-cumfuico e ferúlico nos etilfenóis

correspondentes (P atdo, 20í)7 ).

Tabela 4 - Variação da concentração dos rácidos hidroxicinâmicos - ácido cafeíco e fuido p -
cumárico (mg/L). (Adaptado de Malfeito-Ferreira er al,2OO9).

Cafeíco p - Cumárico Observaçõcs

2.16-9.95 2.87-ll.2r
6 Vinhos tintos sem

envelhecinrento'

O-31 .2 O-7 .l 4 1 Vinhos tintos novosb

6.90 2.31 Vinho tinto depois FML.

" Pérez-Margariflo, S. e Gonález-San José, M. L.(2007)

b Makis, D. P. ?, 4r. (2m6)

c Cnt,jta,M. t. et al. (2W7)
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6. Fenóis Voláteis

De entre os inúmeros compostos voláteis existentes nos viúos, os fenóis voláteis

aparecem em concentrações pequenas. No entanto, devido ao seu odor, têm grande

influência nas características sensoriais do vinho. Distinguem-se duas formas de

produçiio de fenóis voláteis, sendo uma a formação enzimáttica através dos pÍecuÍsoÍes

do vinho e outÍa através da migração de compostos da madeira para o vinho durante o

envelhecimento em barricas. Entre os fenóis voláteis, o vinilfenol e etilfenol são os mais

importântes. Provenientes da descarboxilação dos ácidos estes

compostos são responsáveis pelos aromas desagradáveis do vinho (Malfeito-Ferreira et

al,20íJ9).

Os viúos brancos contêm quantidades variáveis de vinilfenóis e não contêm

etilfenóis. Ao contrário dos viúos tintos, que só contêm pequenas quantidades de

vinilfenóis e tem concentrações variáveis de etilfenóis (Ribéreau-Gayon et al.,2ffi6)

(tabela 5).

Tabela 5 - Concentração de etilfenol e vinilfenol nos diferentes tipos de vinhos (tlg/L)
(Adaptado Chatonnet, P. et al., 1992, 1993b)

Fen6is Voláteis Vinhos Brancm míililll-li!!1t! Vinhoo fintos

4.ünilfenol
MÍnimo
Mlíximo

73
1150

Mínimo
Máximo

l5
496

3
215

0
lll

4
75

0
57

4-eülfenol
Mínimo
Máximo

0
28

0
75

I
tu1

Mtuimo
Máximo

0
7

0
t5

0
t56l
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6.1 Estrutura química

A estrutura qúmica dos fen6is voláteis é caracterizada por um anel fenol e um

radical com diferentes elementos (frgura ll). Os principais fenóis dos vinhos são 4-VF,

4-VG e 4-VC e as suas respectivas formas reduzidas 4-EF, 4-EG e 4-EC. Estas

moléculas apaÍecem nos viúos a diferentes concentrações, sendo os vinilfenóis

associados aos vinhos brancos e o etilfenóis aos vinhos tintos (Malfeito - Fer'.o-'ra et al,

2009).

E-H +3frrü
m

Figura 11 - Estrutura química dos fenóis voltíteis (Adaptado de Patão, 2ü)7).

6.2. InÍluência dos Fenóis Voliteis no Aroma do Vinho

O efeito sensorial de um composto volátil pode ser positivo ou negativo para o

vinho, dependendo do seu aroma e concentração. Nos vinhos não é fácil definir um

efeito benéfico ou prejudicial devido à mistura de odores de diferentes compostos que

são perceptíveis de maneira diferente do que um único composto, existindo um efeito

matriz na percepção. Além disso, a rejeição de um odor ocoÍre em maior concentração

do que a detecção, o que conduz a diferentes limiares de percepção e detecção (Malfeito

- Ferretra et al,2N9).

O limiar de percepção de compostos odoíferos é convencionalmente considerado a

concentração mínima em que a sua presença numa solução modelo contendo álcool é

detectável por 5OVo do painel de provadorcs. O limiar de recoúecimento de um

composto odorífero corresponde ao seu limiar de percepção no viúo (Ribéreau-Gayon

et a1.,2ú6).

Com limiares de percepção de 420 ltglL ruma mistura em que a concentração de 4-

VF é dez vezes superior ao 4-VG nos viúos brancos e 720 ltElL numa mistura com
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igual concentração de 4-EF e 4-EG nos vinhos tintos, estes compostos pÍejudicam

facilmente o vinho (Malfeito - Ferrv.-'tra et al,200E).

Os vinilfenóis e etilfenóis são Íesponsáveis por certos defeitos do aroma no viúo.

Os fen6is com aromas desagradáveis são o 4-VF e ,tEF. O 4-VG e 4-EG são muito

menos desagradáveis, mas infelizmente estilo sempre associâdos com o 4-VF e o 4-EF,

O impacto no aroma dos dois vinilfenóis e dos dois etilfenóis devem

ser considerados em conjunto, na proporção em que estão presentes no vinho (Ribéreau-

Gayon et al.,20M).

As concentrações de 4-EF podem, em alguns casos, alcançar algumas mg/L,

transmitindo ao vinho um cheiro a "estábulo". Mesmo em pequenas concentrações, 600-

70O trúL, os etilfenóis alteram o aroma do vinho. O odor pode ser rrcnos desagradável,

mas de igual forma disfarça o frutado e o bouquet tirando o "caúctef' ao vinho

(Ribéreau-Gayon et al., 2006). As sensações de boca são também alteradas pelo

aumento de notas metáIicas (Coulter et a1.,2004).

Concentrações elevadas de 4-etilfenol no vinho tinto estão associadas com aÍotrus

desagradáveis descritas como "couro", "suor a cavalo", "estábulo", *vemiz"

(Chatonnet, P. et al., l93b; Chatonnet, P. et al., 1992: Rodrigues, N. et a1.,2001). O

limiar de percepção deste composto é de 23O pgll- segundo Châtonnet et al (1990) e

l-opz et al., (2002) atribú outro valor para o limiar de percepção deste composto, 440

pg/L. Pequenas concentÍações de 4-EF podem ser apreciáveis em viúos. Foram

descritos (IÁcker et al., 1999) ünhos contendo carácter Brett em que as concentrações

de 4-EF variavam entre 3,0 e 0.68 mg/L.

O 4-etilguaiacol afecta menos o aÍoma do vinho, mas está também relacionado

com o "carácter Brett" de vinhos adulterados e está associado com expressões

descritivas como "bacon" ou "fumado" e "especiarias" (Ribéreau-Gayon et al.,2AO6). O

limiar de percepção deste composto é de 47 pgll-, segundo Chatonnet et al., (199O) e 33

pgll. segundo L,opez et al., (2002).

Recentemente tem vindo a ser estudado um composto que também origina aromas

desagradáveis, o 4-etilcatecol, que foi encontrado num vinho contaminado associado

com Brettanomyces (Hesford et al., 2N4). Este composto resulta de uma reacção

endógena, durante o processo de vinificaçiio do vinho, em que o ácido cafeíco é

descarboxilado em 4-VC e subsequente reduzido em 4-EC plas Brettaaomyces

anomalus e Brettanomyces bruxellensis (E;üin et al., 1995; Porret et al.,2OM). O 4-EC
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tem vindo a ser descrito com aroma a cavalo, com limiar de percepção, no vinho, na

ordem dos 50 llglL (Hesford et ctl.,2004).

O facto dos precursores do 4-EC, ácido cafeíco e os seus ésteres, estarem presentes

em elevadas concentrações nos vinhos e o limiar de percepção do 4-EC (descrito como

tendo um odor fenólico semelhante ao 4-EF) são de 50 pgll- (Porret et al., 2004) faz

com que a sua influência na contaminação fenólica não deva ser negligenciada.

Eventuais discrepâncias entre detecção sensorial e a concentração de 4-EF e 4-EG

podem ser explicados pelo facto do 4-EC estar presente.

A baixa concentração, o 4-vinilfenol e o 4-vinilguaiacol, podem ter inofensivas e

desejáveis propriedades aromáticas, como por exemplo "picante" (Harris et al., 2008),

"cravo", "madeira" e "doce" (Maga, 1978; Heresztyn, 1986; van Beek e Priest, 2000).

Quando estão presentes a concentrações mais altas do que 725plL, o seu aroma e sabor

são prejudiciais para a qualidade do vinho, e elevada quantidade de 4-VF está

geralmente associado a "medicinal" e aromas fenólicos desagradáveis (Chatonnet et al.,

1 ee3b).

Defeitos no aroma de um vinho atribuídos aos fenóis voláteis são relativamente

comuns. Chatonnet et al., ( 1993b) estudaram 100 vinhos (maioria franceses), de

diferentes herdades e colheitas, que foram classificadas de acordo com o conteúdo em

fenóis voláteis. Quase um terço dos vinhos analisados tinha concentrações de fenóis

voláteis acima do limiar de percepção.

Na figura 12, encontra-se alguns descritores, utilizados pelos consumidores, na

identificação dos fenóis voláteis de um vinho contaminado.

Frutr uedura

-{nimal Fumo

Couro Borrrcha

fstrebaria l-eroiz

lÍedeira relhe

Figura 12 - Diferentes percepções aromáticas dos consumidores em relação a um vinho

contaminado com fenóis voláteis (Adaptado de Swiegers, J. H. et a\.,2005).
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A presença do 4-vinilcatecol, produto esperado da descarboxilação do ácido

cafeíco, nos vinhos não tem sido até à data muito referida na literatura apesar da

abundância do seu precursor (Larcher et al., 2008).

As concentrações e os limiares de percepção dos fenóis voláteis (tabela 6),

especialmente os etilfenóis variam substancialmente e a percepção de cada aroma é

fortemente influenciada pelo tipo de vinho, tipo de casta e das habilidades perceptivas

do consumidor (Oelofse et a1.,2008) (figura 12).

Tabela 6 - Valores dos limiares do aroma de cada fenol volátil no vinho

(Adaptado Curtin et a|.,2005).

Descritor do

Aroma

Medicinal

Cravo

Suor a cavalo

Pimenta, cravo

Medicinal, estábulo

*vinho modelo, **vinho tinto, **"água

6.3. Factores Responsáveis pela Formação de Fenóis Voláteis

A formação de fenóis voláteis no vinho depende da presença de precursores e da

existência de BrettanomyceslDekkera (Gerbeaux et al., 2OOO).

Estas leveduras são resistentes às condições do vinho, tal como elevadas

concentrações de etanol, ausência de oxigénio e pH ácido (Carrillo e Tena, 2006).

Gerbeaux et al., (2000) também mostraram que diferentes estirpes de

Brettanomyces bruxellensis variam na sua capacidade de produzir fenóis voláteis,

embora esta seja sempre maior quando a concentração de álcool é menor (a produção é

maior a l2Vo v/v que a l4%o v/v) e elevadas temperaturas (por exemplo, a produção é

maior a 18"C que a 13"C). É atribuída pouca signiticância ao pH do vinho ou à presença

de açúcares residuais. Em termos práticos, o vinho é considerado "seco" quando os

açúcares residuais são inferiores a 5 glL e esta quantidade de açúcar não foi uma

Limiar do aroma

$etL)
Composto

Concentração no

vinho tinto (FelL)

4-vinilfenol 8.8-4.3 440{</600*x

4-vinilguaiacol 0.2-15 33*1110**

l l8-3696 30-60**4-etilfenol

t-432 20{,**4-etilguaiacol

4-etilcatecol 27 -427 l0*

) 3
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limitação para a elevada produção de 4-EF pelas Dekkera bruxellensis, como podemos

observar na figura 13, com níveis crescentes de etanol (Dias et a1.,2003).

4

tr -!:

n{v

1m m 3{x, 4{n

Tempo (h)

Figura 13 - Produção de 4-etilfenol pela levedura Dekkera bruxellensis com ZVo de glucose,

100 mg/L de ácido p-cumárico e concentrações crescentes de etan ol (Vo v/v): l) 4' i-: 6; rl 8; tr
l0; ü 12 e 1: 13 (Dias et a1,2003).

A fermentação maloláctica e envelhecimento dos vinhos em barricas usadas têm,

portanto, sido reconhecidos como a fase mais crítica da produção de vinho na

contaminação de BrettanomyceslDekkera (Chatonnet et al., 1992, 1995; Fugelsang et

al., 1993; Licker et al., 1998; Renouf et a1.,2006b; Suárez et a1.,2007). Durante a

fermentação maloláctica as BrettanomyceslDekkera encontram-se em condições de

baixa concentração de dióxido de enxofre, baixa concentração de açúcar residual e

autólise de leveduras com a libertação de nutrientes, podendo assim ocorrer competição

microbiológica (Oelofse et al., 2008). As barricas de madeira são particularmente

conhecidas como um nicho ecológico, onde prejuízos microbiológicos podem ocolrer,

principalmente por leveduras, tais como a D. bruxellensis (Swaffield e Scott, 1995;

Laureano et a1.,2005). As principais características das barricas de carvalho (novas e

antigas) que promovem o crescimento de BrettanomyceslDekkera são a sua

miocroestrutura porosa, o que permite a entrada de pequenas quantidades de oxigénio

(Swaffield e Scott, 1995; Loureiro e Malfeito-Ferreira 2006) e a presença de celulose

que serve como fonte de açúcar (Boulton et al., 1996). Além disso, a falta de higiene

50

45

=: 
40

pls
f,m
E2s
820ç15

í0
5

0

0
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(barricas antigas) é favorável ao crescimento de BrettanomyceslDekkera, promovendo a

contaminação do vinho (Pollnitz et al., 2000; Yap et al.,2OO7).

Chatonnet et al., (1993a) afirmou que os vinhos são mais susceptíveis à

contaminação fenólica nos meses mais quentes.

A tigura 14 mostra um exemplo do aumento da concentração dos etilfenóis de um

vinho tinto em barrica durante os meses de Verão. Este fenómeno é promovido pelo

aumento da temperatura na adega e pela diminuição do conteúdo em dióxido de enxofre

durante este período (Ribéreau-Gayon et a|.,2006).

{F ,l+tilf!üot

--f- a-cÉ[ueixol

lrÍt 3rl 
Tcopo (dirs)

Figura 14 - Exemplo das diferenças de concentração (pg/L) em 4-EF e 4-EG num vinho tinto
durante o seu envelhecimento em barricas durante o Verão (Adaptado Chatonnet et al., 1992).

Num estudo feito por Garde - Cerdán et al. (2004), utrhzando as castas Cabernet

Sauvignon e Merlot, podemos verificar que as concentrações de 4-EF e 4-EG aumentam

com o envelhecimento (figura l5).

4-etilfenol
4-etilguaiacol

+

*,. -I
10 12 I'l 16 tB 20 ,[ 6 E l0 t2 14 16 tSeO

IesetMeses

Figura 15 - Evolução da concentração (pg/L) de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol durante o

envelhecimento de vinhos em barricas de carvalho americano (Garde - Cerdán et a|.2004).
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A tabela 7 apresenta as concentrações de fenóis voláteis encontrados em vinhos a

estagiar em barricas, por diferentes autores. Esta tabela mostra-nos que estes compostos

foram formados em maior quantidade em vinhos armazenados em barricas e a sua

concentração tende a aumentar durante o envelhecimento. No entanto, a concentração é

mais baixa em vinhos Nmazenados em barricas novas (Garde-Cerdán e Ancín-

Azpilicu eÍa, 2006).

Tabela 7 - Concentrações (pgll-) de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol encontrados de vinhos em

envelhecimento em barricas de madeira por diferentes autores.

" Garde-Cérdan, Rodríguez-Mozaz et al. (2002)
b Garde-Cérdan, Torrea Gofri et al. (2002\

" Garde-Cérdan et al. (2004)
o Poilnitr, Pardon, e Sefton (2000)

" Pérez-Prieto et al. (2003)
r Garde-Cérdan e Ancín-Azpilicueta (2006)
s Díaz-Plaza, Reyero, Pardo e Salinas (2002)

4-etilfenol

$etL)
4-etilguaiacol

QrytL)
Vinho com as castas Tempranillo ( lVo) e Cabernet
Sauvignon (597o) envelhecido em barricas de carvalho
francês utilizadas cinco vezes durante 12 meses u

293

Vinho com as castas Tempranillo (4l%o) e Cabernet
Sauvignon (59Vo) envelhecido em barricas de carvalho
americano utilizadas cinco vezes durante 12 meses "

252

Vinho com as castas Tempranillo (60Vo) e Cabernet
Sauvignon (20 Vo) e Garnacha (20Vo) envelhecido em barricas
de carvalho francês utilizadas duas vezes durante 18 mesesb

1657

1400

1064 140

Cabernet Sauvignon envelhecido em barricas de carvalho
americano utilizadas uma vez durante 18 meses'

568 r0l

Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano
utilizadas quatro vezes durante I meses d 3l

Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano
utilizadas três vezes durante 8 meses d 24

Syraz envelhecido em barricas de carvalho americano
utilizadas duas vezes durante 8 meses d 33

Monastrell envelhecido em barricas de carvalho americano
utilizadas uma vez durante 9 meses "

-75
Vinho com as castas Cabernet Sauvignon (607o) e Merlot
(407o) envelhecido em barricas novas de carvalho americano
durante 15 meses r

55

Monastrell envelhecido em barricas novas de carvalho
francês durante 6 meses s

499

- 400

275

42,3

555

514

8,4
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As leveduras Delckera/Brettanomyces jâ foram isoladas em cubas de aço

inoxidável, provavelmente ocorrendo factores diferentes dos das barricas (Chatonnet e,

al., 1992; Rodrigues et a1.,2001) e em vinhos engarrafados provavelmente devido a

longos períodos de envelhecimento em barricas, concentraçõ€s de dióxido de enxofre

baixas e filtração insuficiente antes do engarrafamento (Herezstyn 1986a; Arvi/( et al.,

200.2).

Os etilfenóis são raramente formados durante o proce§so de fermentação alcoólica'

mas, quando tal acontece, causa contaminações drásticas acompanhadas pela rápida

pÍodução de extensas quantidades de ácido acéúco. As causas deste tipo de problema

ainda não são bem conhecidas, mas felizmente, são extÍemamente raras. No entanto, a

insuficiência de dióxido de enxofre nas uvns dentro das cubas e a falta de higienização

da adega proporcionam as condições ideais para a ocorrência deste üpo de

contaminação (Ribéreau-Gayo n et al.,20016).

Em resumo, Yap et al. (2007) atribui a pÍesença de BrettanomyceslDelclera, em

grande parte a:

i. Elevado pH e açúcares residuais em alguns vinhos;

ii. Diminuição do uso de filtração e SO2;

iii. Falta de higiene e limpeza nas adegas, tal como pouca higienização das

baricas.

iv. Utilização de barricas usadas.
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7. Controlo das

Como as leveduras BrettanornyceslDeld<cra formam uma parte natural do pÍocesso

de viniÍicação, não podem ser totalmente eliminadas. A contaminação causada por estas

leveduras em certas condições é inevitável, favorecendo a sua proliferação. No entanto,

existem algumas medidas preventivas que podem ser consideradas, embora as que§tões

relacionadas com a contaminação microbiológica do vinho não sejam simplesmente

resolvidas com factores individuais, mas exijam uma abordagem holística aproximada

(Oelofse et al.,20OB).

Embora ainda existam conflitos na literatura sobre a origem das

BrettanomyceslDekkera spp., definitivamente a vinha pode desempenhar um papel

importante, tuna vez que as uvíls de boa qualidade podem reduzir alguns dos principais

riscos para a produção de compostos desagradáveis para o ar,ma do vinho (Ilureim e

Malfeito - Ferreira 2006; Taillandiet, 2N7). Além disso as concentrações dos

pÍecursorcs, ácidos hidroxicinâmicos, directamente responsáveis pela formação de

compostos fenólicos com aÍomâs desagradáveis, podem depender da variedade e

qualidade da uva (Phister e Mills 2003), e de diferentes tipos de maceração.

7.1. tr'actorrcs de Controlo de DekkemlBrettanonyces

1) Dióxido de Enxofre (SOz)

O potencial antimicrobiano do SO2 torna-o ideal para a conservação dos viúos,

nomeadamente a redução da instabilidade microbiol6gica (Romano e Svzi 1992).

Relativamente ao efeito de SOz sobre as leveduras Dekl<era bruxellensis, estudos têm

chegado a resultados incoerentes, não sendo consensual se esta espécie é considerada

sensível ou resistente (l,oureiro e Malfeito - Ferreira 20(X). Alguns autores referem esta

levedura como sendo sensível ao SOz liwe em concentraç&s superiores a 3O mglL

(Chatonnet et al., 1992; Gerbaux et al., ?.OO2), o que justifrca a razão desta espécie ser

isolada a partir de vinhos com pouca protecçiio em SOz (Heresztyn, 1986a). Outros

observaram o crescimento da levedura acima de 30 mg/L (van der Walt e van Kerken,

1961; Froudiàrc e Larue, 1988). Esta controvérsia, poIém, não reside na forma livre de

SOz, mas sim na própria eficásia da sua forma molecular (Boulton et al., 1996;

Margalit, 1997; Ribéreau-Gayon er al., 2N0), que é dependente de variações na
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composição do vinho (pH, etanol, temperatura, teores de antocianinas e de nutrientes)

(Smith, 1996 em Licker et al., 1998). Por exemplo, a concentração molecular de SOz é

dependente do pH, pois 30 mg/L de SOz livre pode libertar 0.4 mg/L de SOz molecular

a pH 3.7, e 0.8 mg/L a pH 3.2 (Margalit, 199T. É recomendada uma concentração de

SO2 entre 0,5 e 0,8 mg/L para o controlo de BrettanomyceslDelckero spp. (Henick-Kling

et al.,200í)).

A eficácia do SOz molecular em estirpes de Brettanomyces bru.xellensis, tâmHm

tem sido associada com a disponibilidade de oxigénio (Du Toit et al., ?.N5). Estes

autores observaram que 0,25 mg/L de SOz molecular afecta drasticamente as estirpes,

que no entanto quando expostas ao oxigénio peÍmaneceram estáveis e o seu número

aumentou. Isto é especialmentê impoÍtante quando se realizam trasfegas em viúos a

envelhecer em barricas. As barricas podem reduzir os níveis de SOz ao longo de um

período de quatro a seis meses de envelhecimento (Chatonnet et al., 1993a) e, poÍtânto,

a gest2Ío de SOz é crucial durante este tempo. As barricas novas con§eguem absorver até

15 mg/L de SO2 livre durante o mesmo peÍíodo de tempo (Coulter, A. et a1.,2Ú4).

2) Outros Aditivos

F Além do uso de SOz, aditivos alternativos tal como o dimetil dicarbonato

(DMDC), comencialmente conhecido como Velcorin@ foram tamMm investigados

como inibidoÍes do crescimento das leveduras BrettatwmyceslDelclcera (Loureiro e

Malfeito - Ferreira 2006; Suárez et al., 2007). Verificou-se que DMDC poderia não

inibir completamente o crescimento de B. arromalus com uma dose de 400 mg/L, mas

250 mg/L inibiu o crescimento de B. bruxllensis (Delfrnl et a1.,2ffi2).

Um estudo recente descreveu a eficácia de DMDC para a pÍevenção de B.

bruxellensis no viúo e avaliou a sua utilização durante as diferentes fases de

vinificação (Renouf et a1.,2007). Os autores obúveram resultados variáveis com as

estirpes de B. bruxellensis, demonstÍando resistência moderada com 150 mg[L em

mosto e 25O mgfi- em vinho, causando apenas uma inibição transitória durante a

fermentação maloláctica. A eficácia de DMDC foi, contudo, dependente do conteúdo de

etanol (Malfeito - Ferreira et al., 2N4). Verificou-se ainda que ?.AO mElL de DMDC

não elimina completamente as populações de B. bruxellensls na presença de borras

(Renouf et al., 2OO7). Por outro lado, nos vinhos acabados a população de B.

bruxellensis dlminui para menos de 100 LJFgmL.
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Adições ÍegulaÍes até ?fi mgll- (nível mráximo permitido no vinho), pode ajudar a

controlar o crescimento das Brettanornyces durante a maturação em banicas (.oureiro e

Malfeito-Feneira,2ffi6), nos países em que é permitido o seu uso.

O efeito de DMDC não está diÍ€ctamente dependente do pH (Threlfall e Morris,

2002), e não produz odores ou sabores residuais (Ough, 1983).

D Alguns ácidos fracos, como o sórbico, benzóico e fumfuico, também têm sido

investigados para a utilização contra BrettanomyceslDek*era spp., urna vez que

possuem actividade antifilngica. No entanto a sua acção não é selectiva, poÍtanto o seu

uso não é autorizado na vinificação. Uma medida indirecta para evitar a formação de

etilfenóis durante o envelhecimento é o uso de antioxidantes, tal como o ácido ascórbico

(Súrez et a1.,2ffi7).

3) ClariÍicação

Uma solução paliaüva é a clarificação dos vinhos tintos antes da sua introduçilo nas

barricas. Quantos mais agentes de clarifrcação forem utilizados, maior é a rcdução da

população inicial destes microorganismos. Alguns agentes são mais eficazes do que

outros. Contudo, este processo é por vezes rejeitado pelos vinicultores porque também

reduz o aroma e a cor do vinho (Suârc2 et a1.,2@7).

4) Filtração

A filtração pode também reduzir a quanüdade de leveduras contaminantes, contudo

este método coloca problemas similares aos da clarificaçiio.

Além disso, para ser eficaz, devem ser usadas membranas com um temanho de

poros inferior a 0,45 pm (Caldeún et al., 2N4), o que causa uma deterioração da

estrutua coloidal do vinho e reduz a intensidade da sua cor. E devido à forma das

Brettanomyces, estas podem ser capazes de passar por um filtro de 0,45 pm.
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s)

Foi demonstrado o que uso de um polissacárido derivado da quitina, que se

denomina por quitosano, causa um efeito selectivo sobre o crescimento de B.

bruxellensis (Gómez-Rivas et al., 2N4).

A aplicação de pressões de,t00 - 5ü) MPa durante 5 a 15 minutos, à temperatura

de 5-20 "C, pode reduzir as populações de B. bruxellensis (Puig et al.,2OO3). A

pasteurizaçÍio do vinho usando pressões hidrostáticas tem demonstrado não causar

modificações às propriedades físico-químicas e sensoriais do viúo (Mok et al.,2ffi6).

Couto e, aJ. (2005b) verificaÍam que uma população de 106 UFC/mL pode ser

termicamente inactivada através de fiatamentos com 37.5 "C durante 6 minutos e 41 "C

durante 0,6 minutos. A preocupaçiio com esta abordagem resulta do seu possivel

impacto sobre o aroma e sabor do viúo,

cuidadosamente controlado.

se o tratamento não foÍ

Uma estratégia altemativa para preservação química envolve o uso de agentes

antimicrobianos, como parte da biopreservação (Pretorius, 2000). O controlo biológico

com agentes antimicrobianos, como as zimocinas, está actualmente a ser considerado.

Contudo, no vinho estas técnicas não são muito eficazes sendo geralmente requeridos

outros métodos de controlo (foit e Pretorius, 2000).

A intensidade e t€mpeÍatura de maceração e o uso de enzimas pectolíticas têm

vindo a ser estudadas como possíveis factores condicionando a formação de fenóis

voláteis pelas Brettanotnyces e Del<kcra a partir do ácido hidroxicinâmico proveniente

da película das uvas (Gerbeaux et a1.,2002).
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72. Medidas de Controlo para Reduzir os Teores em Fenóis

Voláteis

Para além das metodologias que têm sido investigadas para controlar os aspectos da

contaminação microbiológica das BrettanomyceslDelckera spp., existem tamMm

algumas estÍatégias de controlo relativamente à química do aroma ou odores fenólicos

desagradáveis (Oelofse et aL,2OOB). Os teores em fenóis voláteis, especificamente os

etilfenóis que resultam da contaminação de BrettanotnyceslDelclcera pcdrem ser

reduzidos.

Ugarte et al., (2N5) obteve uma redução de 77% do total de etilfenóis através de

um tratamento poÍ osmose r€versa e adsorção. O processo de três horas pÍ€ssupõe a

utilização de um adsorvente hidrofóbico de resina e uma membrana com fluxo de

filtração tangencial. Este método não é selectivo, uma vez que reduz outros compostos

aromáticos, tais como, etil e metil vanilato e outÍos ést€res.

Uma cola de síntese denominada por polivinilpolipinolidona (PVPP) e carvão são

utilizados por alguns enólogos para diminuir os níveis de etilfenóis (Stárez et al.,

2ü)7). A concentração aplicada varia entre 60400 mg/L para PVPP e l5-24O mglL para

carvão, dependendo da intensidade dos aromas desagradáveis.

As colas como caseína ou caseinato de potássio, possuem igualmente lma funçllo

adsorptiva e são também utilizadas para reduzir os nÍveis de etilfenóis em vinhos (Ruiz-

Hemández, 2003).

Na tabela 8 encontÍa-se um rcsumo dos diferentes tratamentos utilizados, no viúo,
para o controlo de BrettanomyceslDekkera e fenúis voláteis.

Intrrxln.ãô 32



Fen6is Voláteis em TinÍos

Tabela E - Resumo dos diferentes tratamentos de contolo de BrettanomyceslDekkera e fenóis
voláteis, nos vinhos (Suárez, R. er al. 2ü)7).

Resultados

Clarifrcag5o
- G€hünr
- Clara de Ovo
- Csseírato dc Potíssio
- Cascfua

fUeaçãob
- Membrana (0,451m)
- IJltrafiltrqão

Yariáveis físico-químicasc
- Diminuiçío da
temperotura de
envelhecimnto
- Diminüção do pH
- Redução do oxigénio
- Eütar a micro-oxigenação

do teor elcotólico

Redução da
dos
- Diminúç.õo dr
temperotura de macerr§5o
-Eütar o um de enzimas
pectolíticas e com
acÍiüdade cinamoil esterasê

Aditivocc
-so2
.DMDC
-Quitosano
-Âcido úrbico
-Á"ido ben 6i-
-Ácido tum,írico
-Ácido ascórbico
-Ácido e"itírbico

Pmcessamento a elevadas
-tpres§o€8

-'1{X)-5(X)MPa

T6cnicrs
- Bacteriocinss
- Enzimas Bacteriológicas
- ãnocinas

Engenharia Gcnéticah

Levcduras transgénicrs

Redução da população de
Brettanon yces| Deklkera W
floculação.

Redução da população de
B retmno my c e sl D e kke ra pot
separaçiio fÍsica.

Estabelecem condições físico-
químicas que reduzem a
viabilidade das Dekkeras e
Brettanomyces.

- Diminuição da temperatua de
maceÍação
-Evitar o uso de enzimas
pectolíúcas e com actividade
cinamoil esterase

Inibem o crescimento das
Dekkeras e
Brettanomyces e previnem as
condições que favorecem a
formaçiio dos etilfenóis.

Destrói os microrganismos do
vinho sem afectar seriamente as
suas pÍopriedades sensoÍiais.

Perda de cor e aroma

Perda da cor e aroma.

Estas va[iáveis podem seÍ
diffceis de modifrcar nos
vinhos e podem ser
incomtrmtÍveis com o seu
processo de envelhecimento.

Pode causar perda da cor e
ETi''iIEI

O uso de alguns destes
pmdutos não é autoÍizado no
sector dos vinhos ou é ainda
de crtícter experimental.

O custo dos equipamentos
necessários é muito elevado.

Inibem o crescimento das
Dekkeras e
Brcttanomyces.

Previne o crescimento das
Dekkeras e
BÍettanomyc€s.

O uso destas técnicas no
vinho é experimental.

Não é correnternente
permitida na viniÍicaçâo.

\íurat and Dumeau (2ü)3)
b 

CatdeÍón é, ar. (2004)
c d Cerbeaux cr a/. (2000)

; Ruiz-Hernández (2ü)3)

(2002), Gómez-Rivas et al, (2wI Delfini et al. )I 
Puig et al.

si Toir *d
(200.3)
PretoÍius
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O objectivo do presente trabalho foi estudar um método de prepaÍação de amostra e

um método cromatogÍáfico que permitisse a detÊcção e quantificação de fenóis voláteis

em vinhos tintos.

Inicialmente foi escolhido como método de preparaç?io de amostra a ..stiÍ bar

sorptive extÍaction" (SBSE). Esta metodologia faz uso de uma barra constitúda por um

magnete recoberto de fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) que é colocada em agitação

na amosEa e adsorve os analitos. Estes compostos podem depois seÍ Íetro-extraídos com

um solvente orgânico apropriado que é posteriormente injectado num sisterna

cÍomatogÍáfico. A grande vantagem desta metodologia é usar quantidades muito

menoÍes de solventes orgânicos, sendo poÍ isso uma técnica "verde". Como nlio

obúvemos sucesso com esta técnica rccorremos à extracção líquido-líquido (ELL) como

técnica de preparação de amostra.

Esta metodologia de preparação de amostra foi testada em amostras de vinho

sintético e em amostÍas reais.

Em relação à técnica de preparação de amostras estudÍimos as taxas de Íecuperação

e em relaçÍio ao método cÍomatográfrco estabelecemos as condições, calculámos as

rectas de calibração e os limites de quantificação e de detecção.

1. Reagentes e Padr6es

A água usada foi previamente purificada num sistema Mili-Q (Millipore, Bedford,

MA).

O n-pentano, o etanol e a ac€tona foram fomecidos pela Merck (Darmstadt,

Germany). O éter dietílico de grau analítico foi fornecido pela Fisher Scientific.

O padrão intemo (PI) utilizado foi o 3,4-dimetilfenol e foi adquirido à Sigma-

Aldrich (St Louis, MO). O 4-VF e o 4-VG foram fomecidos pela Alfa Aesar GmbH &
Co KG. O 4-EF foi fomecido pela Merck, o 4-EC pela ABCR (GmbH & Co.) e o 4-EG

pela TCI (Iokio Casei).
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2. Instrumentos Analíticos

Utilizou-se um cÍomatógrafo GC Hewllet Packard série 6890, com amostrador

automático e um detector FID. Os dados obtidos nas análises cromatográficas foram

tÍatados com o software Chemstation da Hewllet Packard.

Para a pesagem dos padrões utilizou-se uma balança analítica da Mettler Toledo

com precisão de 0,01 mg.

3. Método cromatográÍico

Utilizou-se uma coluna RTX-Wax da Resteck (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm),

injector em modo splitless a23O"C, split vent de 2 minutos e det€ctor de ionização de

chama (FID) a25O"C. Usou-se hélio como gás de arraste com um fluxo de 1,4 mUmin.

Uúlizou-se o programa de temperaturas expÍesso na tabela segúnte:

Tabela 9 - Prograrna de tempÍatuÍa utilizado na análise por GC-FID dos fenóis voláteis.

cc)

Rampa

CC/mh)

Tempo

(nin)

lo

Para se conseguirem injecções reprodutÍveis, urna vez que estamos a trabalhar em

modo splitless, o injectoÍ foi programado com "post-injection dwell time" de 0,07

minutos. O volume de injecção foi de I pL.

3

100

220

240

0

0

7
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4. Procedimento Experimental

4.1. AnáIise Qualitativa Quantitativa dos Fenóis Voláteis emG

Meio

O 4-EF, o 4-EG, o 4-EC, o 4-VF e o 4-VG foram identificados por comparação do

tempo de Íetenção com o de padrões comerciais. Também foram calculados os índices

de retençiio lineares destes compostos. A quantificação foi efectuada pelo método das

Íectâs de calibração.

F Preparação de Soluções

Preparou-se 1,0 L de solução modelo de vinho de acordo com a tabela 10. O pH foi

acertado a 3,30 com NaOH 2M.

Tabela 10 - Composição química da solução modelo.

* Pipetou-se 95 p/L de ácido acético glacial
*r Pipetou-s€ I 14 mL de etanol absoluto

D heparação de Padrões

Pesou-se 0,085 g de 3,4-dimetilfenol que foi transferido para um balão volumétrico

de 100 mL, perfez-se o volume com a solução de etanol a75% (vlv), ficando a solução

com concentÍação de 850 mg/L.

Concentraç5o g/L

Tartárico 4,0

IIt[íIico 3,0

Ácido Acético 0,10*

§ulfato de Magnésio
Mg^§O+7HzO

0,05

§uEato de Poússio 0,10

Etanol 90{,*
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A solução mãe em fenóis voláteis foi preparada pesando as seguintes quantidades

dos compostos individuais:

e u10,9mgde4-EF;

o 45,2m9&4-EG;

r 4l,7mgde4-EC;

r 46,6 mg de 4-VG;

o 46,3 mg de 4-VF.

Os padrões foram transferidos para um balão volumétrico de 50 mL, perfez-se o

volume com etanol a75% (v/v), ficando a solução com concentrações de 818 mg/L, 904

mgtL, 834 mglL, 932 mgtL e 926 mg/L em 4-EF, 4-Ec, 4-EC, 4-Vc e 4-VF,

respectivamente.

Pipetou-se 10 mL da solução mãe de fenóis voláteis para um balão de lü) mL e

perfez-se o volume com etanol a75% (vlv), ficando a solução com as concentrações de

81,8 mg/L, 90,4 mglL, 83,4 mglL, 93,2 mglL e 92,6 mgtL, em 4-EF, 4-Ec, 4-EC, 4-VG

e 4-VF, rcspectivamente.

Pipetaram-se diferentes volumes da solução de trabalho para balõ€s volumétricos de

100 mL e perfez-se o volume com a solução modelo de vinho de modo a se obteÍem as

seguintes concentÍações dos diferentes padrões:

Tabela 11 - Concentra@s (mgll.) de 4-EF, 4-EG, 4-EC, 4-VG e 4-VF nos diferentes padrões.

4-EF (me/L) 4-EG (me/L) +EC(ÍÍtg[-) 4-vG(mg/L) ,{-VF(mg/L)

Padrão I
(16 ÍÍtgll-)

16,36 18,08 16,68 18,64 18,52

Pa&áo2
(4,8ÍiglL)

4,91 5,42 5,00 5,59 5,56

Padrão 3

(0,8mg/L)
0,82 0,90 0,83 o,93 o,93

Padrão 4
(O,2mglL)

0,11 0,100,10 o,t2 o,t2
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Índices de retencão lineares

Para o cálculo dos índices de retenção lineares, foi injectada uma solução dos

padrões dos compostos em estudo e uma solução de alcanos (de C 16 a C25) com o

intuito de determinar os tempos de retenção. As injecções foram feitas exactamente nas

mesmas condições para as duas soluções com uma coluna RTX-Wax.

4.2. Preparação das Amostras para Elaboração das Rectas de

Calibração

Adicionaram-se 200 pL de uma solução de 850 mgfl- de 3,4-dimetilfenol (PI) a

amostras de 20 mL de solução padrão, de modo a obter uma concentração de 8,42 mg/L

deste composto no volume final. Cada amostra foi extraída em duplicado com 5 mL de

solução éter dietílico/pentano ( 1 : 1) durante 10 minutos, com agitação. Após cada

extracção as amostras foram decantadas e as fracções orgânicas (menos densas) foram

combinadas, secas sob sulfato de sódio anidro e concentradas até ao volume de I mL

sob fluxo suave de azoto (figura 16). A amostra obtida foi analisada por GC-FID, nas

condições descritas.

uh
,r#

1

i
l

Figura 16 - Representação esquemática do processo extractivo dos fenóis voláteis,

r
\l

Solucão Padrão í20mL) + PI:

Adição de 5 mL éter dietflico/pentano (1:1)

2x Aeitâção (10 minutos)

Fase aquosa Fase orgânica

Concentração (N)

GC.FID

Parte Exoerimental 38



Fênáis Vôláteis êm Tintôs

4.3.

Sintético

Separação dos Fenóis Voláteis em Vinho

4.3.1. Preparação de Vinho Sintético Dopado com Fenóis

Voláteis

As amostras de viúo sintético foram obtidas através de uma solução com 30 mL de

etatol(12%);0,8 g de ácido tartárico (3,2 elL) e220 mL de água.

A esta solução foi adicionado:

o l0() pL cle 4-EF de uma solução padrão com 5,0 g/L de modo a obter 2,5 mgtL

no volume final;

. 25O pL de 4-EG de uma solução padrão com 2,0 g/L, de modo a obter 2,65 mg/L

no volume final;

o 5ü) iú de 4-EC de uma solução padrão com 1,0 g/L, de modo a obter 2,5 mg/L

no volume final;

o 500 pL de 3,4-dimetilfenol (PI) de uma solução padrão com 590 mg/L, de modo

a obter 1,5 mg/L no volume final;

. ,t00 F.L de 4-VG de uma solução padrão com 1,29 glL, de modo a obter 2,58

mg/L no volume final;

. 500 FL de 4-VF de uma solução padrão com 985 mglL, de modo a obter 2,5

mg/L no volume final.

4.32- Extracção por SBSE de Vinho Sintético Dopado com tr'enóis

Vo}áteis

Esta técnica consiste em agitar uma "stir bar" na solução que contém os compostos

a extrair. Os analitos são adsorvidos na fibra PDMS da barra e depois são retro-

extraídos com um solvente orgânico.

Para promover a adsorção dos analitos à barra foram testados vários parâmetros:

volume de vinho sintético (5, l0 e 20 mL), concentrações decrescentes dos padrões no

vinho sintético, tempo de agitação (60,90, 120 e 180 minutos a 900 rpm).

Para a retro-extracção coloca-se a barra num vial com 0,5 mL de um solvente em

banho de ultra-sons, durante 15 minutos, rctira-se a barra, reduz-se o volume sob
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coÍrente de azoto e injecta-se. Testamos vários solventes: ét€r dietilico:pentâno (l:l
v/v), diclorometano, acetonitrilo e hexano.

4.3.3- Extracção por ELL de Vinho Sintético Dopado com Fenóis

Vokíteis

O processo de extracção e separaçiio dos fenóis voláteis desta solução foi análogo

ao descrito anteriormente, à excepção que foi utilizado 10 rü da solução de vinho

sintético para o processo de extracção.

4.4. Aúlise dos Fenóis Voláteis Presentes em Amostras de

Vinhos fintos Comerciais Naturalmente Contaminadas

Utilizou-se 20 mL de vinho tinto comercial naturalmente contaminado com

Deld<era (a origem do vinho é descoúecida).

O processo de extracção e separação dos fenóis voláteis no vinho tinto está descrito

anteriormente.

Para o cálculo das taxas de recuperação utilizaram-se amostras de vinho únto

comercial naturalmente contaminado ao qual adicionámos 2ffi y/L da solução m!ie. O

pÍocesso de extracção e separação está descrito anteriormente. As extracções foram

efectuadas em duplicado.
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III. RESULTADOS e DISCUSSÃO

1. Optimizaçáo da Separação Cromatográfica de Fenóis Voláteis

A figura seguinte mostra um cromatograma obtido da análise por GC-FID, nas

condições cromatográficas atrás descritas, de uma amostra de vinho sintético (figura

t7).
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Figura 17 - Cromatograma, em GC-FID, de vinho sintético, com os fenóis voláteis.

A utilização de uma coluna de 60 metros permitiu efectuar uma separação dos

compostos em estudo que não foi possível obter com uma coluna idêntica mas de 30

metros. O programa de temperaturas e o fluxo de hélio foram optimizados de forma a

conseguirmos a melhor separação dos compostos no menor tempo possível. Conseguiu-

se uma boa resolução em 25 minutos de corrida.

2. Cálculo dos Índices de Retenção Lineares

Uma vez que o detector utilizado não permite a identificação inequívoca de

compostos, a forma mais tiável de identificação é a determinação de dados de retenção

para cada um dos componentes de uma mistura através da injecção individual de

padrões. Assim, para além da determinação dos tempos de retenção de cada um dos

compostos em estudo fomos também calcular os índices de retenção lineares destes

E
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compostos, segundo a equação proposta por van den Dool e Y*atz, que pela sua

simplicidade é ainda hoje a mais utilizada (Barata, 2008). A equação utilizada foi:

IR = 100 * [Cn + ((tr - trCn) /( trCn+1 - trcn))]

onde:

Cn -número de carbonos do n-alcano com tr imediatamente anterior ao composto

tr - tempo de retenção do composto

trCn - tempo de retenção do n-alcano que elui imediatamente antes ao composto

trCn+l - tempo de retenção do n-alcano que elui imediatamente a seguir ao composto

Os índices de retenção lineares obtidos para os diferentes compostos em estudo,

para uma coluna RTX-Wax são apresentados na tabela 12:

Tabela 12 - Índices de retenção lineares determinados para coluna RTW-Wax.

Padrão RTX-Wax

4-VF t602

4-VG 2185

4-EF 2t7 5

4-EG 2061

4-EC 2401

PI 2213

Barata (2008) refere para o 4-EF um índice de retenção linear em coluna polar de

2177 e de 1354 em coluna quiral. A utilização dos sistemas de índices de retenção

permite uma maior facilidade de comparação de informação, pois esta passa a depender

essencialmente da natureza química do analito e da fase estacionária, apesar de se terem

de considerar as condições experimentais (Seeley e Seeley,2007).

O conhecimento dos índices de retenção lineares dos compostos pode ser de grande

ajuda na identificação dos mesmos quando não dispomos de um detector de

espectrometria de massa. A utilização de fontes de índices de retenção lineares, nas

quais estes tenham sido obtidos em condições diferentes pode levar a identiticações

erradas.
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3. Análise Qualitativa dos Fenóis Voláteis em Amostras de Vinho

Tinto

Após analisar o comportamento dos padrões de cada fenol volátil em vinho

sintético, tentou-se analisar e identificar os diferentes fenóis voláteis em estudo, num

vinho tinto comercial.

Os vinhos tintos comerciais utilizados (sendo a origem dos vinhos desconhecida)

são naturalmente contaminados com Dekkeras, pois revelaram um odor a estrebaria,

característico dos etilfenóis. UÍrlizaram-se 20 mL de um dos vinhos tintos ao qual se

adicionou 100 pL de PI. O processo de extracção e separação dos fenóis voláteis, nos

vinhos tintos utilizados, está descrito anteriormente (ponto 11.4.2 da parte experimental

- pág.38).

A figura 18 ilustra o cromatograma obtido na amostra de um vinho tinto, analisado

por GC-FID.
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Figura 18 - Cromatograma em GC-FID de um vinho tinto comercial.

Foi detectada a presença de dois dos três etilfenóis em estudo no vinho, sendo mais

abundante o 4-EF, seguido do 4-EC, encontrando-se este último em pequenas

concentrações no vinho, o que se deve provavelmente à menor atinidade que as

leveduras têm na conversão do ácido cafeíco em 4-EC.

O 4-EC é conhecido por ser termicamente lábil às temperaturas requeridas para a

análise cromatográfica e por interagir com as fases líquidas e suporte inerte das colunas
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disponíveis comercialmente (Larcher et a|.,,2008). Para a quantificação directa do 4-EC

no vinho nenhum método foi encontrado até 2004, devido à sua elevada polaridade e

dificuldade de ampliação e verificação do seu pico na separação em colunas polares em

cromatografia gasosa (Larcher et a|.,2008).

Até à data, a sua detecção e quantificação por GC têm sido descritas na literatura

apenas após a sua derivatização.

Neste trabalho a detecção do 4-EC foi mais demorada em relação ao 4-EF (figura

l8), no entanto não houve necessidade de recorrer a qualquer derivatização prévia.

A não detecção de 4-EC, pode ser devido ao facto das leveduras não terem sido

capazes de metabolízar o ácido cafeíco em 4-EC (Heresztyn, 1987); devido a reacções

do intermediário,4-VC, com outros componentes intrínsecos do vinho (Marx et al.,

2003, Monagas et a1.,,2A03, Schwarz et a1.,2003); ou por inconformidade do método

analítico.

No sentido de confirmar a presença dos etilfenóis neste vinho, procedeu-se à adição

de cada um dos fenóis voláteis, a este mesmo vinho, ou seja a amostra foi dopada.

O cromatograma da figura 19 ilustra os diferentes fenóis voláteis existentes no

vinho, com adição dos padrões dos mesmos em estudo.
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Figura 19 - Cromatograma, em GC-FID, de um vinho tinto comercial, com adição dos fenóis

voláteis.

Neste cromatograma podemos visualizar e confirmar, por comparação com o

cromatograma da figura 18, a presença do 4-EF e do 4-EC, neste vinho. Não foi
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possível a detecção do 4-EG na análise desde vinho, tal como não foi detectado o 4-VG.

Sabemos que a diminuição dos ácidos hidroxicinâmicos é acompanhada por um

aumento dos vinilfenóis, e a diminuição destes é acompanhada pelo aumento dos

etilfenóis.

Procedemos assim a uma análise de outro vinho tinto comercial, também

naturalmente contaminado com Dekkeras. Na tigura 20 é possível visualizar a detecção

do 4-etilguaiacol, do 4-etilfenol e do 4-etil-catecol. A confirmação da presença destes

compostos foi também efectuada com dopagem da amostra.
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Figura 20 - Cromatograma, em GC-FID, de um vinho tinto comercial.
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4. Métodos de Preparação de Amostra para Extracção de Fenóis

Voláteis

4.1. Tentativas de Aplicação do Método de SBSE

Nenhuma das tentativas acima descritas deu resultado, tendo sido experimentadas

nove barras diferentes. Quando se efectuou uma extracção líquido-líquido ao vinho

sintético dopado com padrões após extracção com a barra, verificámos que os

compostos não tinham sido adsorvidos à barra. Pensamos que por estarmos a usar barras

já usadas, elas poderiam estar degradadas.

Como não obtivemos qualquer resultado esta metodologia foi abandonada.
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4.2. Avaliação da EÍiciência da ELL

4.2.1 Taxas de Recuperação do Método de Preparação de Amosha

por ELL

Na tabela 13 apresentam-se as taxas de recuperação obtidas nas amostras de vinho

tinto naturalmente contaminado (ponto tr.4.4 da parte expeÍimental, pág.40).

As taxas de recuperação são satisfatórias, denotando razoável aplicabilidade do

método de preparação de amostra em estudo.

Tabela 13 - Resultados dos câculos das taxas de recuperação.

Taxas de Recuperação

M%*.5,66

4-etilfenol t06%!.0,71

t02% !3,54

lll%o t 8,49

5. Aúlise Quantitativa de Fenóis Voláteis em Vinhos fintos

5.1. Rectas de Calibração e Cálculo de LOD e LOQ

A análise quanútativa dos fenóis voláteis foi efectuada de acordo com o

procedimento descrito no ponto tr.4.2 da parte experimental.
t

A quantificação dos fenóis voláteis foi efectuada pelo método do padrão intemo,

como já foi rcferido. Este método consiste na preparação de soluções padrão de

conccntrações coúecidas da substância de inteÍesse, às quais se adiciona uma

quanúdade conhecida de um composto denominado padrão interno (PD. Idealmente, o

composto usado como padrão intemo deve ser similar aos compostos a serem

quantificados, ter tempo de retenção diferente, não reagir com estes compostos ou outro

componente da matriz, não fazq parte da amostÍa e, quando sujeito a anáIise

cromatográfica, ficar separado dos demais compostos pÍesentes na amostra,
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Após análise dessas soluções, construíÍam-se os gráficos que se apresentam em

anexo, Íelacionando a razáo de áreas com a concentração dos analitos. A razão de áreas

é obtida pela multiplicação da área do pico cromatogÍáfico do analito com a

concentração (que é conhecida) do PI e este valor é divido pela fuea do pico

cromato$áflco do padÍão intemo.

A recta de calibÍação do 4-VF não é apresentada poÍ se ter obtido um R2 múto

baixo e a recta de calibração não pode seÍ usada já que os Íesultados não seriam

corÍectos. Este facto ficou a dever-se múto pÍovavelmente ao acondicionamento

incoE€cto do padrão dest€ composto, que deveria ter sido guardado a tempeÍaturas

negativas, o que não se verificou. Assim, a quantificação deste composto não foi

efectuada neste tÍabalho, sendo o padrão apenas usado paÍa determinar o tempo de

Íetenção deste composto.

Com os parâmetros da Í€cta de calibração calcularam-se os limites de detecção

(LOD) e de quantificação (LOQ) para os diferentes analitos, segundo Miller, J. C. e

Miller, I. N. (1993).

Os ümites de detecçÍio (LOD) e quanúfrcação (LOQ) foram calculados para cada

composto, através da fórmula b + (c * erro padrão), em que:

o b = valor do declive da recta de calibração

r c = 3 no cálculo do LOD; c = 10 no cálculo do LOQ

Os dados apresentados na tabela 12 mostram que existe linearidade na gama de

concentrações estudadas, com o coeficiente de correlação (R2) a variar entre 0,9998 e l,
para os fenóis voláteis.

Tabela 14 - Parânretros obtidos através das rectas de calibração dos fenóis voláteis.

Equação n-l LOD(mg/L) LOQ(me/L)

y=0,489x+0,0503 0,9998 o,29 0,83

y= 1,1036x+0,0959 I o,27 0,66

+EG y=0,7163x+0,0937 0,9998 0,40 1,13

+EC y=0,2536x-0,03 0,9997 0,09 0,36
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5.2. QuantiÍicação de Fenóis Voláteis em Vinhos Comerciais

Foram estudados quatÍo vinhos comerciais que apresentavam os aromas típicos

atribuídos à presença de fenóis voláteis. Os resultados obtidos encontÍam-se expÍ€ssos

na tabela 13 e na Íigura 25.

Tabela 15 - Concentração dos etilfenóis em quatro vinhos tintos comerciais naturalmente

contaminados.

Vinho Tinto Compostos Concentração (mg/L)

4-etilfenol 1,30+ 0,21

4-etilfenol 2,r0 + 0,00

4-etilfenol 1,80 + 0,21

I

2

3

4

4-etilguaiacol

4+tilfenol

4-etilcatecol

r14!0,20

2,:24+0,12

0,96 + O,t2

Nas amostÍas l, 2 e 3 dos vinhos tintos comerciais em estudo apenas foi possível

dosear o 4-EF, que apresentou teores bastante superiores ao LOD (O,27 mglL) e rc
LOQ (0,66 mg/L), encontrando-se alguns dos Íestantes compostos abaixo do limite de

quantificação, nomeadamente o 4-EG no vinho 2.

Já no caso do ünho 4 foi possível identifrcar e quantificar os três fenóis voláteis, 4-

EG,4-EF e 4-EC.

Para estas quatÍo amostras, os valores de 4-EF e 4-EG encontrados são superiores

aos valores referenciados para os limiares de percepção, ruzáo pela qual estes vinhos

apÍesentavam um forte aroma a estrebaria e suor a cavalo.

Estudos experimentais, realizados Íecentemente por diversos autores, indicam que

as condições de armazenamento do vinho podem afectar foÍtement€ o seu conteúdo de

compostos fenólicos, urnâ vez que estes podem sofrer modificações durante esse

período devido a reacções de hidr6lise, oxidação e complexação (Zafitlla et al.,2ffi3).

Outros factores, como a luz e a temperatura, também podem contribuir para a

degradação destes compostos (Cheynier et al.,200.3). Apesar dos vinhos analisados
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terem sido escolhidos por apÍesentaÍem um foÍe aroma úpico da presença de fenóis

voláteis, na realidade, na altura em que foram analisados e por terem sido arrrazenados

(em frigorifico), não foi possível detectar e quantificar todos os fenóis voláteis

eventualmente existentes aquando da abertura das garrafas.
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Iv. CONCLUSÃO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos algumas conclusões:

- O método de preparação de amostra escolhido, a extracção liquido-üquido com

uma mistura de éter dietilico:pentano (l:1, v/v) aprcsenta, para os compostos estudados,

boas taxas de recupeÍação.

- Esta metodologia de preparação de amostra permite que se analise por GC-FID os

fenóis voláteis mais importantês em vinhos tintos, o 4-etilfenol e o 4-etilguaiacol, mas

também o 4-etilcatecol. A este último composto t€m sempÍ€ sido dada pouca

importância, e os métodos de prcparação de amostra descritos na literatura envolvem

sempre uma derivatizqáo. A metodologia proposta, extracção líqúdo-líquido, funciona

e é múto mais simples e barata que os métodos até aqui disponíveis.

- Também para o 4-vinilguaiacol, esta metodologia de preparação de amostra

apÍ€sentou bons resultados. Já para o 4-vinilfenol, por não termos um padrão em boas

condições, não é possível retirar nenhuma conclusão.

- O método cromatográfico pÍoposto permitiu uma resolução bastante satisfatória

dos compostos em estudo, num tempo razoável.

Embora teúamos tido acesso a muito poucas amostras de vinho nas quais

pudéssemos identificar o ânornâ típico a "suor a cavalo", analisamos 4 viúos
comerciais que apresentaram fenóis voláteis. O 4-etilfenol foi o composto encontrado

em maior quantidade, e o 4-vinilguaiacol não foi detectado em nenhuma das amostras.

PoÉm a utilização de amostras de viúo sintético e de amostras de vinho às quais

adicionámos os compostos em estudo, permite-nos concluir que estes compostos, a

existirem nos vinhos, podem ser detectados e quantificados com a metodologia

proposta.
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Figura 2l - Representação gráfica da recta de calibração para o 4-vinilguaiacol.
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Figura 22 - Representação gráfica da recta de calibração do 4-etilfenol.

Anexos 61.
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Figura 23 - Representação gráfica da recta de calibração do 4-etilguaiacol.
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