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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se, sob condicdes normais de adega, a
composicdo volatil dos vinhos sofre diferencas significativas quando a fermentacéo
malolatica ocorre em barricas de carvalho ou em depdsitos de aco inoxidavel. Neste
ensaio, um lote de vinho da casta Alfrocheiro foi distribuido, apos a fermentacéo
alcodlica, por vérias barricas de carvalho, onde realizou a fermentacdo malolatica,
enquanto outra parte do lote permaneceu num depoésito de aco inoxidavel. Foram
recolhidas amostras apos a fermentacado malolatica terminar, aos 3 meses de estégio,
tanto das 10 barricas como do depdésito de inox e, novamente aos 6 meses de estagio.
A componente volatil dos vinhos foi estudada por HS-SPME-GC-ToFMS (micro-
extracdo em fase sélida no espaco de cabeca acoplada a cromatografia gasosa com
detecdo por espectrometria de massa em tempo de voo). Os dados obtidos foram
submetidos a uma analise estatistica. Os resultados mostram que 0s vinhos em inox e

em barrica evoluem de forma diferente na sua composi¢éo volatil.

Palavras-chave: Alfrocheiro, fermentacdo malolatica, barricas de carvalho, inox,
compostos volateis



Abstract

Effect of malolatic fermentation and maturation in oak casks oh the
caracteristics of ared Alfrocheiro wine

The main goal of this study was to evaluate whether, under normal cellar conditions the
volatile composition of wines experiences significant differences when malolatic
fermentation occurs in oak barrels versus stainless steel tanks. In this experiment, a
batch of Alfrocheiro wine was distributed, after alcoholic fermentation, into several oak
barrels where malolactic fermentation took place, while another portion of the batch
remained in a stainless steel tank. Samples were collected after malolactic fermentation
was completed, at 3 months of aging, from both the 10 barrels and the stainless steel
tank, and again at 6 months of aging. The volatile components of the wines were studied
using HS-SPME-GC/ToFMS (Headspace Solid-Phase Microextraction coupled with Gas
Chromatography and Time-of-Flight Mass Spectrometry). The data obtained were
subjected to statistical analysis. Results show that wines in inox or barrels differ in their

volatile composition.

Keywords: Alfrocheiro, malolactic fermentation, oak barrels, stainless steel, volatile

compounds
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1. Introducéo

z

A vinificacdo é um processo complexo que envolve uma série de etapas
enolégicas, cada uma com impacto significativo nas caracteristicas sensoriais e
guimicas do vinho. Dois processos importantes que influenciam essas caracteristicas

sdo a fermentacdo malolatica (FML) e o envelhecimento em barricas de carvalho.

A FML, realizada por bactérias lacticas, converte o &cido malico em &cido latico,
reduzindo a acidez do vinho e promovendo uma suavizacdo dos seus sabores
(Izquierdo-Cafas et al., 2016). Este processo ndo so altera o sabor e a textura, mas
também pode influenciar o perfil aromatico do vinho. A FML também contribui para a
estabilidade microbiolégica do vinho e para a formacdo de compostos volateis
importantes para o aroma, como o diacetilo, que proporciona notas amanteigadas e de
caramelo (Tupaji¢, 2001). A contribuicdo da FML para o aroma do vinho pode variar
consoante as condi¢des enologicas, incluindo a interagdo com compostos derivados da
barrica de carvalho. Além disso, a presenca de outros metabdlitos, como &cidos
organicos e ésteres, pode afetar o equilibrio do perfil sensorial do vinho (Sumby et al.,
2010).

O envelhecimento em barricas de carvalho, por sua vez, permite a troca de
compostos entre o vinho e a madeira, resultando num vinho mais complexo, com notas
aromaticas provenientes da madeira, como baunilha, especiarias e tostado (Martinez-
Gil et al., 2022). Quando a FML é realizada em barricas de carvalho, podem-se
intensificar as interagfes entre os compostos libertados pela madeira e os compostos
formados durante a fermentacéo (Izquierdo-Cafias et al., 2016). Essas interagdes ndo
s6 influenciam a percecdo aroméatica, mas também promovem a integracao dos taninos,
estabilizam a cor do vinho e contribuem para o desenvolvimento de aromas complexos,
que enriqguecem o perfil sensorial. Esta pratica tradicional, amplamente utilizada na
producdo de vinhos de qualidade superior, proporciona uma micro-oxigenacao
controlada e transfere compostos volateis tais como lactonas e vanilina, e ndo volateis
como os taninos elagicos, para o vinho, aumentando a estrutura, a estabilidade e a

complexidade aromética do produto final (Martinez-Gil et al., 2022).

A composigdo volatil do vinho é um dos fatores determinantes para a sua
qualidade sensorial, sendo influenciada por mdltiplos fatores enolégicos. Compostos
como ésteres, alcoois superiores, aldeidos e &cidos volateis desempenham um papel
essencial na constru¢éo do perfil aromatico do vinho, sendo que suas concentracdes

podem ser moduladas por processos como a fermentacao e o envelhecimento (Sumby



et al., 2010). Portanto, compreender como a FML e o envelhecimento em barricas
afetam a composicao volatil do vinho tinto Alfrocheiro é essencial para otimizar praticas

enolégicas e maximizar a qualidade do produto final.

O presente estudo visa investigar o impacto da fermentagdo malolatica e do
envelhecimento em barricas de carvalho na composigéo volatil do vinho tinto Alfrocheiro,
utiizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massa para
separar, identificar e quantificar os compostos volateis presentes. Através da analise
destes compostos, serd possivel entender melhor como a interacdo entre estes
processos enoldgicos contribui para a complexidade aromética e a qualidade final do

vinho.

Este trabalho foi apresentado em poster no 28th International Symposium on
Separation Sciences, em Messina. O abstract e o0 poster apresentam-se em anexo.



2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. Evolucao e Praticas na Producdao de Vinho

A videira, e consequentemente o vinho, chegou a Peninsula Ibérica por volta do
século VIl a.C., trazida pelos fenicios. No entanto, foi apenas no século | d.C., com a
chegada do Império Romano a regido, que o comércio de vinho se desenvolveu
significativamente, impulsionando uma producéo vinicola local mais estruturada e bem-
sucedida (Graga, 2007). Desde esses tempos histéricos até os dias de hoje, a
vitivinicultura portuguesa consolidou-se como um elemento central da sua identidade

culturas e econémica.

O mercado de uvas e vinhos em Portugal é profundamente associado a sua
vasta tradicao cultural e histérica. Reconhecido globalmente, o pais destaca-se pela
diversidade de vinhos que oferece, com énfase nos vinhos fortificados, como o Porto e
Madeira, e nos vinhos tranquilos de excelente qualidade. As regides vitivinicolas
prestigiadas como o Douro, o Alentejo e o Vinho Verde, sdo pilares do setor,
beneficiando-se de certificacbes de origem que agregam valor e reforgam a sua posi¢ao
no mercado (Rebelo & Baptista, 2024).

A produgdo de vinho em Portugal esta totalmente ligada a castas autoctones
como por exemplo o Alfrocheiro, cujas caracteristicas quimicas e sensoriais s&o
moldadas por préaticas de vinificagdo como a FML. As uvas contém uma elevada
concentracdo de compostos fendlicos que desempenham um papel essencial no
processo de vinificagdo dos vinhos, influenciando as caracteristicas sensoriais, como a

cor, a estabilidade, o amargor e a adstringéncia (Silva & Queiroz, 2016).

Outro fator crucial na qualidade do vinho é o envelhecimento em madeira,
particularmente em carvalho (Quercus sp.). O carvalho francés e americano, destacam-
se como as principais opc¢des utilizadas dada a sua capacidade de influenciar a micro-
oxigenagéo e enriquecer o perfil aromatico do vinho com notas de baunilha, especiarias
e tosta. Além disso, a interacdo entre os compostos fendlicos do vinho e os
componentes da madeira de carvalho pode transformar significativamente o seu perfil,

melhorando a estrutura e aumentando a sua complexidade (Santos, 2011).



2.2. Alfrocheiro

‘Alfrocheiro’ € o nome principal desta casta, ja tendo sido conhecida como ‘Tinta
Francisca de Viseu’, ‘Tinta Bastardeira’ e ‘Tinta Bastardinha do Douro’. A origem da
casta Alfrocheiro remonta a 1970, sendo referida como uma casta de uvas tintas
cultivada em Lamego e nas suas periferias. A casta conhecida em Portugal como
Alfrocheiro, e em Espanha como “Bastardo Negro” teve um papel genético central na
diversidade de castas tipicas existentes na Peninsula Ibérica, sendo que em estudos
anteriores esta casta foi identificada como progenitora de varias castas, mas 0s

progenitores da casta Alfrocheiro continuam a ser desconhecidos (Cunha et al., 2013).

A casta Alfrocheiro esta bastante distribuida na regido do D&o, estando na base
de alguns dos melhores vinhos da regido, mas atualmente é plantada em vérias regides
de Portugal, com sucesso, como por exemplo na regido onde decorreu este estudo,
Alentejo (Botelho et al., 2013).

Destaca-se como uma variedade de uva de grande importancia, principalmente
na regido do D&o. Devido a sua elevada qualidade, esta casta também conhecida por
Alfrocheiro Preto na zona do Douro, estendeu-se com sucesso nas regides do Alentejo,
Ribatejo e zona de Palmela. E caracterizada pela sua alta fertilidade, o que requer
alguma atencdo na sua producdo para garantir que os bagos mantenham as suas
caracteristicas, incluindo a cor. Apresenta maturacao precoce e € muito suscetivel a
doencas, principalmente a podriddo (Infovini, 2024). Na figura 1 pode observar-se um

cacho e uma folha que representam a casta ‘Alfrocheiro’.

Figura 1- Cacho e folha da casta 'Alfrocheiro’.
Fonte: (Infovini, 2024)
Apresenta um bago pequeno, uniforme, arredondado, de cor uniforme negro-

azul e uma pelicula de espessura meédia. A polpa, apesar de ndo apresentar cor,

destaca-se pela textura macia e suculenta. E importante evitar a sobrecarga de



producdo, especialmente nos primeiros anos, para prevenir deficiéncias na

produtividade ao longo da vida da videira (Vine to Wine Circle, 2024).

Com um teor médio de 11-14% vol. de alcool provavel, esta casta revela-se
versatil, destacando-se especialmente em lotes com outras variedades como o Bastardo
e Tourigas. O seu potencial para a producao de vinhos monovarietais € significativo,
com reconhecimento em regibes como o Alentejo, Do e Ribatejo, onde deixa a sua
marca unica (Vine to Wine Circle, 2024). Origina vinhos de grande qualidade,
conhecidos pela sua cor intensa e pelos aromas distintos que evocam notas de flores
silvestres, amoras maduras e especiarias. Este perfil sensorial Unico contribui para a
reputacdo positiva desta casta e destaca a sua presenca marcante na producao
(Infovini, 2024).

O alfrocheiro é uma casta bastante sensivel a ataques de podriddo nobre
causados pelo fungo Botrytis cinerea, o que pode conduzir a elevadas perdas de

rendimento e de qualidade (Botelho et al., 2013).

2.3. Envelhecimento em barricas

Carpena et al. (2020) acreditam que os gregos e romanos foram os pioneiros no
desenvolvimento dos primeiros recipientes de transporte de vinho. A fermentagéo e
envelhecimento ocorriam em jarros de barro e anforas, devido ao fécil acesso por serem
baratos e comuns, infelizmente apresentavam algumas desvantagens pois eram frageis,
pesados e dificeis de manusear. Acredita-se que logo desde o inicio da sua utilizacao
para o transporte e armazenamento, as barricas de madeira demonstraram 0S seus
beneficios na qualidade e nas transformacdes quimicas do vinho (Chira & Teissedre,
2015).

No século XX, houve uma notavel diminuicdo do uso da madeira devido a
ascensao de outros materiais, como o cimento e 0 aco inoxidavel. Entretanto, a partir
de 1990 voltou a surgir cada vez mais o uso da madeira, tornando-se tendéncia global
e levando este processo a uma mudanc¢a no seu padrdo de utilizacdo, comecaram a

investir na utilizacdo de barricas de carvalho novas (Martinez-Gil et al., 2018).

A elaboracéo de um vinho passa por varias fases, onde cada uma delas tem um
papel fundamental no impacto da composicédo quimica, na qualidade e no aroma do
produto final. O aroma do vinho é uma propriedade complexa que tem essencialmente

origem nas uvas, onde todos esses aromas provenientes diretamente das uvas, sao

10



considerados aroma primario. Os aromas secundarios surgem durante o processo da
fermentacdo alcodlica e, por fim, durante a maturacdo e o envelhecimento do vinho

surgem os aromas terciarios (Pichler et al., 2024).

Atualmente, o recipiente mais amplamente utilizado para a fermentacdo ou
envelhecimento dos vinhos é o depé6sito de aco inoxidavel, dadas as suas
caracteristicas de resisténcia e de facil manutencéo. O aco inoxidavel € quimicamente
inerte e ndo interage com o vinho, preservando assim, o seu sabor e aroma originais.
O processo em barricas de madeira é mais complexo, o seu impacto no vinho esta
sujeito a diversos fatores, como o tipo de madeira, volume da barrica, idade e nimero

de utilizacBes, nivel de tosta, entre outros (Pichler et al., 2024).

Um ensaio conduzido por Gonzalez-Centeno et al. (2020) utilizou barricas de
diferentes volumes, concluindo que a quantidade de aromas amadeirados extraidos
para os vinhos depende da relacao entre a area superficial e o volume do vinho, ou seja,
guanto menor for a barrica, maior sera a superficie de interagdo vinho-madeira por
unidade de volume de vinho. As diferencas detetadas entre barricas de 225L e 500L
levou Gonzélez-Centeno et al. (2020) a considerarem o0s vinhos das barricas mais
pequenas como mais amadeirados e os das barricas maiores como vinhos com maior

capacidade de preservar a tipicidade da casta Sauvignon Blanc.

O envelhecimento do vinho também mudou com a utilizacdo de barricas de
carvalho mais novas, a sua utilizagdo sucessiva durante os anos esta associada a uma
menor extracdo dos compostos do carvalho (Martinez-Gil et al., 2018), sendo
confirmado por Navarro et al. (2016) que tiveram menos 64% de impacto sensorial dos
elagitaninos nas barricas com 1 ano de utilizagdo em comparacdo com as barricas
novas. Existe cada vez mais uma maior utilizacdo de barricas novas por parte dos
produtores de vinho, existe atualmente um desequilibrio entre a quantidade de carvalho

disponivel e o numero de barricas produzidas em Franca (Martinez-Gil et al., 2018).

As variedades de madeiras como mogno, castanheiro, pinho e acacia falsa séo
também utilizadas em enologia. Devido as caracteristicas distintas como a flexibilidade,
facilidade de manuseamento, resisténcia e baixa permeabilidade o carvalho surge como
uma das principais escolhas no fabrico de barricas (Jorddo & Cosme, 2022). Apenas as
madeiras de carvalho e castanheiro sdo atualmente autorizadas pela Organizagéo
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV)

O carvalho mais utilizado pertence, predominantemente, ao género Quercus L.,

o qual se subdivide em dois subgéneros: Cyclobalanopsis (madeira vermelha), tipico de
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regides tropicais e subtropicais, e Euquercus (madeira branca), amplamente distribuido
a nivel mundial. O subgénero Euquercus esta dividido em cinco familias principais:
Cerris (ex.: Q. suber L., Q. cerris L.), Mesobalanus, Lepidobalanus (que inclui espécies
como Q. rubor L., Q. sessiliflora Salisb., e Q. alba L.), Macrobalanus e Erytrobalanus
(ex.: Q. rubra L., Q. coccinea Muenchh.). Dentro da familia Lepidobalanus, destacam-
se as trés espécies mais valorizadas para a tanoaria: Q. rubor, Q. sessiliflora e Q. alba
(Santos, 2011).

Nos Estados Unidos, as tanoarias utilizam com maior frequéncia as espécies Q.
alba, Q. garryana, Q. macrocarpa e Q. stellata, enquanto as variedades de carvalho
como Q. petraea, Q. robur, Q. cerris sdo as mais frequentes na Europa. No contexto
vinicola, Q. alba, Q. petraea e Q. robur sdo as espécies mais utilizadas (Jordao &
Cosme, 2022). Segundo (Martinez-Gil et al., 2018) as principais florestas que produzem
carvalhos de alta qualidade na Europa estéo situadas em Franga onde cerca de 27% do

seu territério € ocupado por floresta dos quais 9% sao florestas de carvalho.

Em Portugal, as maiores areas de carvalhos localizam-se na Beira Interior, Tras-
os-Montes e Gerés. As espécies de maior relevancia para a tanoaria sdo Q. pyrenaica
e Q. faginea. A espécie Q. pyrenaica distingue-se por apresentar concentragcdes mais
elevadas de compostos extraiveis e taninos elagicos em compara¢cdo com as espécies
francesas, sendo tradicionalmente empregada no envelhecimento de aguardentes
(Santos, 2011).

Uma maior densidade e resisténcia tal como uma menor porosidade e
permeabilidade caracterizam os carvalhos americanos em comparacao aos carvalhos
europeus (Martinez-Gil et al., 2018). O carvalho francés e o carvalho americano diferem
entre si logo desde o inicio do processo de fabrico das barricas de madeira. Inicialmente
€ necessario tratar os troncos para extrair as tabuas necessarias. Nesta fase, o carvalho
americano pode ser serrado, dada a sua estrutura uniforme enquanto o carvalho francés
necessita que as tabuas sejam separadas de acordo com o grdo natural para que este
seja preservado. Durante os seguintes 2 a 3 anos, da-se o0 processo de secagem das
tabuas para que seja possivel eliminar substancias que possam ser prejudiciais e
contribuam para a amargura e adstringéncia. Por fim, as tabuas sao aquecidas para que
sejam moldadas, normalmente durante uns 15 minutos, que pode ser prolongado pelas
tanoarias para o melhoramento sensorial que a madeira ird conferir ao vinho. Existem

trés niveis de tosta: leve, média e forte (Navarro et al., 2016).

O teor de elagitaninos sob a influéncia do tipo de madeira e dos diferentes niveis

de tosta foi estudado por Navarro et al. (2016) onde obtiveram resultados conclusivos
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de que o impacto sensorial dos elagitaninos é, em média, 3 vezes maior em barricas de

tosta leve em comparacao com as de tosta média e 4 vezes maior que as de tosta forte.

Ao longo do processo de envelhecimento em barricas, ocorre a extragao de
compostos volateis para o vinho, proporcionando-lhe aromas e sabores agradaveis do
carvalho, ao mesmo tempo em que a oxidacao controlada e a modificagdo de taninos e
antocianinas melhoram a intensidade da cor, estabilidade e estrutura dos vinhos.
Consequentemente, vinhos que sejam sujeitos a este processo sdo geralmente
considerados de maior qualidade sendo-lhes atribuidos pregos mais elevados (Crump
et al., 2015).

No que diz respeito aos vinhos tintos, o processo de envelhecimento € dividido
em duas fases: quando o vinho estagia em barrica, ocorre oxidagdo, pois existem
pequenas trocas entre o ar e o vinho, devido a permeabilidade da madeira ao oxigénio,
por sua vez quando o vinho envelhece em garrafa, encontra-se em ambiente de
reducdo. No que toca aos vinhos brancos, durante muitos anos acreditou-se que o
envelhecimento em barricas ndo era o0 mais adequado pela diminuicdo da sua
gualidade. Atualmente, é cada vez mais normal a utilizacdo de barricas para o
envelhecimento de vinhos brancos pela procura da produgdo de vinhos brancos
encorpados e com um aroma mais complexo (Carpena et al., 2020). Na figura 2,

encontra-se um exemplo de uma sala de barricas de uma adega.

Figura 2- Sala de barricas
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2.4. Compostos volateis

A qualidade geral do vinho é diretamente afetada pelo seu aroma (Qian et al.,
2022), sendo este constituido pelo equilibrio de centenas de compostos volateis
(Gonzélez-Marco et al., 2008). Os compostos volateis presentes nos vinhos proveem
principalmente dos bagos, do processo de fermentacdo e do envelhecimento. Os
aromas varietais surgem a partir dos compostos volateis presentes nas uvas que sao
extraidos durante a fermentacdo e durante o envelhecimento sdo produzidos aromas

gue dao complexidade ao vinho (Qian et al., 2022).

Ja foram identificados centenas de compostos volateis nos vinhos, no entanto,
apenas alguns deles funcionam como compostos odoriferos ativos, principalmente
quando presentes em concentracdes superiores ao seu limiar de percegdo sensorial
(Pittari et al., 2021).

As principais familias de compostos volateis no vinho incluem alcoois superiores,
ésteres, cetonas, 4acidos, terpenos, norisoprenoides, compostos sulfurados e
metoxipirazinas. Durante a fermentagdo alcodlica do vinho, que é principalmente
realizada por leveduras Saccharomyces cerevisiae, 0s compostos volateis sao
produzidos ou libertados a partir dos seus precursores. Entre eles, os alcoois superiores
e 0s ésteres sdo particularmente significativos, contribuindo de maneira substancial para
o aroma global do vinho (Ruiz et al., 2019). O acetaldeido, acetato de etilo, propanol,
isobutanol e os alcoois 2- e 3- metilbutanol estdo presentes em maior quantidade e
representam mais de metade dos compostos volateis que contribuem para o aroma do
vinho, sendo a outra metade distribuida entre 600 a 800 compostos volateis que estédo

presentes em quantidades muito pequenas (Regodén Mateos et al., 2006).

Os terpenos sdo compostos varietais gue vém essencialmente das uvas, sendo
produzidos enzimaticamente como metabolitos secundarios da via dos terpenoides.
(Pittari et al., 2021). Estes compostos também estéo presentes na forma glicosilada e
durante a fermentagéo séo transformados em terpenos volateis livres por hidrolise quer
pelas enzimas glicosidases das leveduras quer pelas condi¢des acidas da fermentacao.
(Gonzalez-Barreiro et al., 2015). Os monoterpenoides mais significativos nos vinhos
incluem o linalol, citronelol, geraniol, nerol e a-terpineol (Ruiz et al., 2019). Estes
compostos sdo essenciais para os perfis aromaticos especificos das variedades de uva
utilizadas na produgao de vinho, contribuindo com aromas citricos, florais e balsamicos

que caracterizam distintamente cada tipo de vinho (Pittari et al., 2021).
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Os ésteres sdo essenciais na formacdo dos aromas volateis do vinho,
desempenhando um papel determinante na definicdo dos seus perfis arométicos e na
percecdo sensorial. Estes compostos sédo produzidos pelas leveduras durante a
fermentacdo alcodlica (Pittari et al., 2021) e resultam da reacao entre um grupo hidroxilo

de um fenol ou &lcool e um grupo carboxilo de um &cido organico (Ruiz et al., 2019).

O comportamento dos ésteres ao longo do envelhecimento varia conforme a sua
estrutura quimica e as condi¢cdes de maturacdo do vinho. Enquanto alguns, como o
propanoato de etilo e o butanoato de etilo tendem a aumentar com o tempo, atingindo
concentracdes mais elevadas em vinhos envelhecidos com aduelas, outros, como o
isobutanoato de etilo e o dodecanoato de etilo, apresentam um comportamento oposto,
atingindo valores maximos nas fases iniciais do envelhecimento e diminuindo
significativamente apdés trés meses. Compostos como octanoato de etilo e vanilato de
etilo demonstram um aumento progressivo ao longo do envelhecimento, sendo mais
concentrados em vinhos maturados com aduelas. Essas variagbes refletem a
complexidade das interagfes entre 0s compostos volateis e 0s processos quimicos que

ocorrem durante o envelhecimento do vinho (Dumitriu (Gabur) et al., 2020).

Os élcoois sdo um grupo de compostos volateis produzidos principalmente como
subprodutos fermentativos do metabolismo de aminoacidos pelas leveduras. A sua
producao é influenciada por diversos fatores de fermentacéo, bem como a temperatura
durante o processo, as caracteristicas da levedura, ou os niveis de azoto assimilavel

pelas leveduras (Pittari et al., 2021).

Os principais compostos volateis presentes nos vinhos provenientes da extracédo
das madeiras para o0 vinho s@o os isbmeros cis e trans de [3-metil-y-octalactona, o
furfural e os seus derivados, aldeidos fenélicos como a vanilina e fenéis volateis como
o eugenol. Os aldeidos fendlicos como a vanilina desempenham um papel fundamental
nas caracteristicas aromaticas do vinho, conferindo-lhe notas de baunilha, café,

chocolate negro e fumo (Chira & Teissedre, 2015).

As préticas de cultivo na vinha também tém um impacto significativo no
desenvolvimento de compostos aromaticos. A quantidade de luz solar que a videira
recebe é um fator influenciado tanto pela localizagdo da vinha como pelas técnicas
utilizadas, como o sistema de conducg&o das videiras. Este sistema afeta a area foliar
total e a percentagem da area foliar que € bem iluminada, influenciando a eficiéncia da
fotossintese e outros processos importantes, como a diferenciacao dos botdes florais, a
exposicdo dos cachos, a transpiracdo das folhas e o estado hidrico da videira

(Gonzalez-Barreiro et al., 2015)
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2.5. Fermentacdo Maloléatica

O processo de producédo de vinho inclui dois tipos de fermentacéo: a FA e a FML.
A FA é conduzida por leveduras e envolve a transformacdo do aglUcar em etanol e
diéxido de carbono, a FML é realizada por bactérias acido-laticas que convertem o acido
L-malico em &cido L-lactico (Fu et al., 2022). Moreno-Arribas & Polo (2009) afirmam que
a espécie Oenococcus oeni € a principal bactéria latica responsavel pela FML, é capaz
de sobreviver nas condigdes adversas do vinho, como pH baixo (<3,5), alto teor de
etanol (>10% vol.) e altos niveis de SO, (50 mg/L).

Este segundo tipo de fermentacdo € comum na producao da maioria dos vinhos
tintos e de alguns vinhos brancos, sendo considerada um processo de fermentagéo
secundaria. Além de reduzir a acidez do vinho, a FML pode alterar as suas
caracteristicas quimicas e sensoriais, aumentar a estabilidade biolégica e diminuir a
acidez total (Fu et al., 2022).

A FML espontanea é imprevisivel, podendo acontecer a qualguer momento,
durante ou meses apos a finalizacdo da FA (Bauer & Dicks, 2004) e, se nao for
controlada pode trazer riscos de formacdo de compostos que podem gerar sabores e

aromas indesejaveis (Moreno-Arribas & Polo, 2009).

A formacdo de notas lacticas ou amanteigadas € principalmente atribuida a
presenca de diacetilo. No processo de vinificacdo do vinho, o diacetilo é
maioritariamente formado durante a FML pelas bactérias acido-laticas, que metabolizam
0 &cido citrico. Notas lacticas sdo mais dificeis de detetar em vinhos muito jovens devido
a concentracdo mais elevada de SO,, que é mais alta nesses vinhos em comparacao
com vinhos envelhecidos. Isso ocorre porque as interagdes entre diacetilo e SO, sdo

reversiveis (Antalick et al., 2012).

Existem varios fatores que podem interferir na fermentacdo maloléatica, incluindo
0 pH, a temperatura, a quantidade de SO- e o teor acidos organicos. O pH dos vinhos
varia entre os 3,0 e 3,8. As bactérias Oenococcus oeni S80 as principais responsaveis
pela fermentagdo malolatica em vinhos com pH inferiores a 3,5. As Lactiplantibacillus
plantarum ou Pediococus parvulus sdo frequentemente responsaveis pela realizacdo da

FML em vinhos com pH superior a 3,5 (Paramithiotis et al., 2022).

A temperatura desempenha um papel fundamental no controle do crescimento
microbiano durante a FML, influenciando diretamente o comportamento das bactérias

lacticas e a producédo de compostos volateis. Temperaturas mais baixas resultam numa
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maior duragéo da fase de laténcia, uma reducgdo na taxa de crescimento especifico das
bactérias e uma menor producdo de biomassa. Em contraste, temperaturas mais altas
intensificam a toxicidade do etanol, afetando negativamente a atividade microbiana. A
temperatura ideal para a FML situa-se entre 15° e 18°C, proporcionando um ambiente

controlado que favorece uma fermentacao estavel e eficaz (Paramithiotis et al., 2022)

As leveduras também desempenham um papel fundamental na FML porque
podem interferir direta e indiretamente no crescimento das bactérias laticas. Compostos
como o etanol, SO,, acidos organicos, acidos gordos de cadeira média e peptideos
antimicrobianos influenciam o crescimento das bactérias laticas (Paramithiotis et al.,
2022).

O final da FML é uma fase que deve ser controlada, vinhos que ndo sdo bem
acompanhados podem levar a um aumento repentino da acidez volatil. A melhor forma
de evitar que isso aconteca é analisar a quantidade de &cido malico durante algum
tempo e quando ndo houver presenca de acido malico deve adicionar-se sulfuroso ao

vinho para que as bactérias laticas sejam mortas (Hidalgo Togores, 2002).
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3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da fermentacdo malolatica e da
maturacado em barricas de carvalho e em depdsitos de aco inoxidavel na composi¢ao
volatil de um vinho tinto da casta Alfrocheiro, sob condi¢des normais de adega.
Pretendeu-se ainda verificar eventuais diferencas na evolugdo da composigdo volatil

durante o estagio em ambos os sistemas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Processo de Vinificacdo do Alfrocheiro

O vinho utilizado para este estudo, pertence a Herdade do Menir. O processo de
producdo deste vinho comecou com a colheita das uvas Alfrocheiro dia 9 de setembro
de 2022 por colheita mecéanica.

Apéds a chegada das uvas a adega foi adicionada uma solucao sulfurosa a 15%
(350 mL / 1000kg) e uma dose de 30 g / 1000Kg de enzima ‘Lafase Fruit’ na fase de
esmagamento, seguindo entdo para uma cuba de inox com capacidade de 30.000L com
temperatura controlada. De acordo com as indicagdes do fornecedor a enzima utilizada
neste estudo € uma enzima especifica para maceracdes curtas, com ou sem maceragao
pré-fermentativa a frio, para vinhos tintos frutados, com alta intensidade corante e
redondos em boca através da extragdo suave de compostos fendlicos e aromas da
pelicula das uvas (LAFFORT, 2022).

Quando a cuba atingiu a sua capacidade méaxima, preparou-se 10 g / hL de
levedura com 10 g / hL de ‘Thiazote’ com a utilizagdo de 4gua e mosto. A levedura
‘Zymaflore Xpure’ usada é caracterizada por ser uma levedura para vinhos de grande
pureza aromatica, expressando todo o potencial aromatico da uva, das notas a frutos
negros e a sua frescura aromatica. O ‘Thiazote’ é utilizado na inoculagdo, € um ativador
da FA que tem na sua composicao sais de amaonio e cloridrato de tiamina, fazendo com
gue haja a multiplicacdo da populacdo de leveduras assegurando a sua viabilidade, o
gue leva a uma aceleragdo da FA (LAFFORT, 2022).

No primeiro dia de fermentacéo, adicionou-se ‘Tanin VR supra’ e quando a
densidade atingiu os 1060 foi adicionado ‘Tanin VR color’ e novamente ‘Thiazote’, com
adose de 10 g/ hL. O ‘Tanin VR supra’ é uma formulacao de taninos proantocianidicos
e elagicos de dissolucao instantanea, sendo as suas principais funcdes nesta etapa uma
acao antioxidante favoravel a protecdo de cor, melhorar a estrutura dos vinhos,
precipitacdo das proteinas naturais dos vinhos, inibicdo das enzimas naturais de
oxidagdo e facilitar a clarificagdo. O ‘Tanin VR color’ possui um teor de catequinas
naturais ativas que permite uma formacao de ligacdes covalentes com as antocianinas,
promovendo assim uma estabilizacdo da matéria corante. Estas adi¢6es foram feitas
durante as remontagens, sendo que estas sdo feitas duas vezes por dia (LAFFORT,

2022). Todos os produtos usados eram da Laffort, Franca, Bordéus.
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No dia 14 de setembro de 2022, quando atingiu uma densidade de 1020, foram
retirados cerca de 2.250L e divididos por 10 barricas de carvalho francés de 225 litros
cada. Nestas barricas, terminou-se o processo de FA, realizou-se a FML e o vinho ficou
armazenado durante alguns meses. O fim da FML, o processo de transformacédo do
acido malico em acido lactico foi perto do dia 14 de novembro e passado uns dias o
vinho das 10 barricas foi retirado para uma cuba de inox, fez-se passagem a limpo e, de
seguida, voltaram a encher-se novamente as 10 barricas. Estagiou nas barricas durante

6 meses.

O restante mosto que permaneceu na cuba de inox continuou até ao final da FA.
No dia 19 de setembro de 2022 fez-se desencuba e sangrou-se o vinho para uma cuba
de inox de 10000 litros onde decorreu a FML e onde também ficou armazenado durante
alguns meses. Terminou a FML perto do dia 26 de outubro e passado alguns dias,
passou-se o vinho para outra cuba de inox, sendo esta etapa denominada por passagem
a limpo. Manteve-se sempre numa cuba de inox durante o seu armazenamento/
envelhecimento. Em ambos os processos, no final da FML optou-se por uma corregéo

de 0,5 g/L de acido tartérico.

O facto do vinho Alfrocheiro ter sido separado perto do final da FA, passando
assim a fase da FML e o estagio de 6 meses em contacto com materiais diferentes
resultou em dois vinhos com aroma diferenciado entre si. No final, foi decidido um
lancamento destes vinhos separadamente (figura 3), um vinho alfrocheiro que estagiou
em inox e outro que estagiou em barrica, com o intuito de dar a conhecer a importancia

das condi¢des de armazenamento dos vinhos no processo de vinificagéo.

Alfrocheiro

-~
Alfrocheire
[

Figura 3- Vinho tinto Alfrocheiro com estagio em barrica (esquerda) e Vinho tinto Alfrocheiro
com estagio em inox (direita).
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4.2. Recolhadas Amostras

As amostras do vinho tinto Alfrocheiro foram recolhidas para frascos de 30 ml
logo apés o final da FML, etapa 2 da figura 4, sendo imediatamente congeladas. Apoés
6 meses, correspondente a etapa 4 foram recolhidas novamente amostras de todas as
barricas e da cuba de inox com o mesmo procedimento das anteriores. Para este
estudo, foram utilizadas duas amostras compositas das 10 barricas devido a grande
semelhanca entre todas e duas amostras do vinho em cuba de inox. E importante referir
gue as barricas utilizadas sao Ermitage Tonnellerie 2016 de tosta média, todas com
capacidade de 225 L.

A figura 4 ilustra o processo de vinificacdo das uvas Alfrocheiro utilizadas neste

estudo.

UVAS ALFROCHEIRO

ETAPA 1- FermenTacho ALcoduica

EM BARRICAS EM DEPOSITO DE INOX
| ]
=== f=]= Lol
' ' - FERMENTAGAO MALOLATICA
Sa8ag =
ETAPAS
- - PASSAGEM A LimPO
O
2 ETAPAY =
@ @ - 6MESES DE MTURAGHO O

=RELE
agoogg e

Figura 4- Processo de vinificagdo das uvas Alfrocheiro.
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4.3. Analise dos parametros fisico quimicos

Nas amostras em estudo, foram realizadas as andlises dos parametros fisico

guimicos recorrendo as metodologias descritas na seguinte tabela.

Tabela 1- Analises e metodologias

Analise Método
SO: livre Potenciometria (Sulfilyser)
SO;total Potenciometria (Sulfilyser)
Alcool Ebuliometria
Acidez total Titulacdo
Acidez volatil Arrastamento de vapor e titulagdo
Acidez fixa OIV-MA-AS313-03
pH OIV-MA-AS313-15
Pesquisa da FML Cromatografia em papel

4.4. Preparacdo das amostras por HS-SPME

Para a analise dos compostos volateis dos vinhos em analise, as extracbes
foram feitas por micro extragdo em fase solida no espaco de cabeca (HS-SPME),
utilizando-se uma fibra de CAR/DVB/PDMS, com 1cm, 50/30 ym de espessura de
pelicula, fornecida pela Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, USA). Foram efetuados
periodicamente ensaios em branco das fibras para garantir a auséncia de contaminantes
e/ou contaminacdo. A extracdo por HS-SPME foi efetuada de acordo com o seguinte

procedimento:

1. 5 ml de cada amostra de vinho e 0,6 g de cloreto de sédio foram introduzidos
num frasco de vidro de 20,0 ml e selados com um septo de borracha revestido a

Teflon/tampa de rosca magnética

2. ofrasco foi mantido durante 5 minutos a 50 °C e depois a fibra foi exposta durante

30 minutos & mesma temperatura

3. a dessor¢do térmica dos analitos foi efetuada colocando a fibra na porta de

injecdo do GC a 260 °C durante 3 minutos em modo de divisdo, com um racio de 30:1.
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45. Anélise GC-ToFMS

As anadlises foram efetuadas num Sistema GC-ToFMS constituido por um
sistema Agilent 8890GC com um detetor BenchTOF-Select (Markes International). Foi
utilizado um injetor automatico de amostra: CTC Analysis autosmaples PAL-system
(SepSolve Analytical) e os dados foram recolhidos e analisados com o TOF-DS 4-1 da
Markes International. A separacdo cromatografica foi obtida numa coluna capilar ZB-
WAX (60m x 0,25mm i.d. e 0,25 pm df) fornecida pela Phenomenex, EUA, com fluxo
constante de hélio de 1,2 ml/min. O programa de temperatura do forno comecou a 40°C
e manteve-se durante cinco minutos e aumentou a 4°C min-1 até 240°C e manteve-se
durante dez minutos. A temperatura das linhas de transferéncia e da fonte MS foram
fixadas em 250°C. Os espectros de massa e os fragmentos de massa caracteristicos
dos analitos foram registados por ionizacdo eletrénica (El) a 70 eV em varrimento total,
de 30 a 400 Da.

Os valores dos indices de retencao linear foram calculados através da analise
da mistura comercial de hidrocarbonetos (C7-C30), utilizando as mesmas condi¢cbes
cromatogréficas. Os compostos volateis foram identificados através da correspondéncia
dos espectros de massa com os espectros dos compostos de referéncia na biblioteca
de espectros de massa NIST, tendo também em consideracdo a estrutura e 0 peso
molecular e, adicionalmente, através da comparacdo dos indices de retencéo linear
calculados (LRI) com os LRIs descritos na literatura. A quantidade relativa de cada
composto foi calculada como a razédo percentual da area do respetivo pico em relacao

a area total do pico e expressa como percentagem (%).

4.6. Tratamento estatistico dos dados

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia tendo-se usado como
teste de comparacdo de médias o Fisher LSD, com uma probabilidade de 95%. O

programa utilizado foi o IBM SPSS Statistics 26.
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5. Resultados

5.1. Anélise dos parametros fisico quimicos

Na tabela 2 apresentam-se os resultados da analise completa feita, ap6s a
fermentacdo malolatica terminar, a amostra do vinho das barricas e da amostra do vinho

que continuou em inox.

Tabela 2- Resultados dos parametros fisico quimicos da primeira recolha de amostras.

SO; livre SO total Alcool Acidez Acidez Acidez pH
(mg/l) (mg/l) (%V) total (g/l)  volatil (g/l)  fixa (g/l)
Amostra 24 50 11.4 4.73 0.42 4.31 3.54
barrica
Amostra 30 55 11.4 5.03 0.54 4.61 3.59
inox
Os resultados mostram que ambas as amostras apresentam o mesmo teor
alcodlico, no entanto, em todos os outros parametros a amostra das barricas apresenta
guantidades inferiores em comparagéo a amostra do vinho em inox.
5.2. Compostos volateis
Nas seguintes tabelas, sdo apresentados os compostos volateis tentativamente
identificados, agrupados por familias.
Tabela 3- compostos voléateis - Esteres
Esteres tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc
Acetic acid, ethyl ester 5,88 n.c. 888 43/61 C4Hs0,
Propanoic acid, ethyl ester 7,64 n.c. 953 57/75/102 CsH100,
Propanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 7,88 n.c. 961 43/71/116 CeH120-
Acetic acid, propyl ester 8,15 n.c. 973 43/61/73 CsH100,
Acetic acid, 2-methylpropyl ester 9,37 n.c. 1012 43/56/73 CeH120,
Butanoic acid, ethyl ester 10,18 n.c. 1036 43/71/88 CeH120,
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 10,73 n.c. 1052 102/57/85 C;H1402
Acetic acid, butyl ester 11,48 n.c. 1074  43/56/73/94 CeH1,0;
1-Butanol, 3-methyl-, acetate 13,37 n.c. 1123 43/55/70 C7/H140;
Pentanoic acid, ethyl ester 13,84 n.c. 1134 57/73/85 C7/H140;
Butanoic acid, 2-methylpropyl ester 14,77 n.c. 1158 43/56/71 CsH160-
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Tabela 3- compostos voléateis - Esteres (continuacao)

Esteres tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc

2-Butenoic acid, ethyl ester 14,94 n.c. 1160 41/69/86/99 CeH100-
Hexanoic acid, methyl ester 15,83 n.c. 1184 43/59/74/87 C;sH1405
Amylpropionate 15,92 n.c. 1185 57/70/101 CsH1602
Hexanoic acid, ethyl ester 17,60 n.c. 1233 88/43/99/60 CsH1602
Iso Amyl Butyrate 18,77 1263 nf 71/89/60 CgH1502
Acetic acid, hexyl ester 19,03 1271 1273 43/56/84 CsH1602
Ethyl 3-hexenoate 20,10 1302 1289 41/69/88 CsH1402
3-Hexen-1-ol, acetate, (E)- 20,34 1309 1316 43/67/82 CsH1402
3-Hexen-1-ol, acetate, (2)- 20,65 1318 1322 43/67/82 CsH140-
Hexanoic acid, propyl ester 20,69 1319 1325 99/117/61/71  CgH150,
Heptanoic acid, ethyl ester 21,22 1334 1331 88/43/113 CgH1502
Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 21,56 1344 1347 45/75/56 CsH1005
2-Hexenoic acid, ethyl ester 21,63 1346 1350 45/99/55 CgH140,
Hexanoic acid, 2-methylpropyl ester 21,89 1354 1354 99/56/43 C10H200-
Acetic acid, heptyl ester 22,62 1375 1377 43/56/98 CgH1502
Octanoic acid, methyl ester 23,17 1390 1385 74/87/43 CoH150,
Octanoic acid, ethyl ester 24,72 1437 1435 88/57/43 C1oH200-
Isopentyl hexanoate 25,48 1460 1456 70/43/99 C11H2,0,
Acetic acid, octyl ester 26,01 1477 1483 84/56/70 C1o0H20-
7-Octenoic acid, ethyl ester 26,36 1487 1485 88/124/55 C1H10-
Nonanoic acid, methyl ester 26,55 1493 1493 74/87/129 Ci10H200:2
(Propyl octanoate) Octanoic acid, propyl ester 27,42 1521 1515 145/61/127 C11H20,
Nonanoic acid, ethyl ester 27,94 1538 1532 88/43/73 C11H20,
Pentanoic acid, 2-hydroxy-4-methyl-, ethyl ester 28,19 1546 1547 87/69/43 CsH1603
Iso Butyl Caprylate 28,45 1554 1550 57/56/127 C12H202
Isoamyl lactate 28,99 1572 1570 45/70/55 CsH1605
Decanoic acid, methyl ester 29,76 1597 1593 74/87/43 C11H20,
Butyl caprylate 30,32 1615 1604 57/145/127 Ci12H240,
2-Furancarboxylic acid, ethyl ester 30,69 1628 1618 95/112/140 C7Hs0s3
Decanoic acid, ethyl ester 31,08 1641 1639 88/101/155 C12H2402
Octanoic acid, 3-methylbutyl ester 31,65 1661 1658 70/43/127 Ci3H260-
Ethyl cis-4-decenoate 31,81 1666 1665 88/61/84 Ci12H2.0,

25



Tabela 3- compostos volateis - Esteres (continuagao)

Esteres tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc

Benzoic acid, ethyl ester 32,01 1673 1669 105/122/150  CgH440,
Butanedioic acid, diethyl ester 32,18 1679 1675 101/129/55 CgH140,4
Ethyl Dec-9-Enoate 32,58 1693 1684 88/55/41/69  C1,H2,0,
Tetradecanoic acid, ethyl ester 33,01 1707 1720 88/101/157 C16H320,
Decanoic acid, propyl ester 33,50 1725 1724 61/173/155 C13H260-
Acetic acid, phenylmethyl ester 33,79 1735 1730 108/90/150 CoH100,
Undecanoic acid, ethyl ester 33,98 1742 1739 88/101/61 CisH260,
Iso Butyl Decanoate 34,39 1757 1750 56/155/173 C14H2502
Pentanedioic acid, diethyl ester 35,09 1782 1774 143/115/47 CoH1604
Benzoic acid, 2-hydroxy-, methyl ester 35,17 1785 1780 120/92/152 CsHs05
Methyl salicylate 35,36 1792 1783 91/164/65 C1oH120-
Dodecanoic acid, methyl ester 35,69 1804 1804 74/87/143 Ci13H260-
ethyl 4-hydroxybutanoate 35,74 1806 1819 87/42/60 CsH1204
Benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 36,10 1819 1820 120/166/57 CoH1003
Acetic acid, 2-phenylethyl ester 36,18 1822 1828 104/43/91 C1H120,
Dodecanoic acid, ethyl ester 36,79 1845 1843 88/101/43 C14H260-
Iso Amyl Decanoate 37,30 1864 1863 70/43/155 C1sH300-
Ethyl 3-phenylpropionate 38,01 1891 1893 104/107/178  C11H140-
Butanedioic acid, ethyl 3-methylbutyl ester 38,35 1904 1901 101/129/71 C11H2004
Ethyl tridecanoate 39,46 1947 1947 88/101/61 Ci5H3002
2-heptyl dodecanoate 39,80 1960 1964 56/183/201 Ci9H3502
B-Phenylethyl butyrate 40,03 1970 1970 104/71/43 C12H160,
Diphenyl ether 41,32 2021 2017 170/141/51 C12H100
Isopropyl myristate 41,72 2038 2027 43/60/102 C17H140,
Tetradecanoic acid, ethyl ester 42,02 2050 2050 88/101/43 C1sH320,
3-methylbutyl dodecanoate 42,47 2068 2062 70/57/183 C17H340,
2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester 44,14 2139 2128 131/176/57 C1:H1202
Pentadecanoic acid, ethyl ester 44,46 2152 2148 88/101/43 C17H240;
Hexadecanoic acid, methyl ester 45,97 2218 2209 74/87/43 C17/H3.0,
Hexadecanoic acid, ethyl ester 46,81 2255 2251 88/101/43 Ci1gH3s0-
Ethyl 9-hexadecenoate 47,41 2282 2283 88/236/194  (C15H2,02
Octadecanoic acid, ethyl ester 51,22 2461 2451 88/101/312 C20H4002
Ethyl Oleate 51,65 2482 2471 55/84/69 C2oH3s02
Linoleic acid ethyl ester 52,64 2531 2527 81/55/123 C20H3602
Ethyl Vanillate 54,85 2643 2654 151/196 C1oH1204

26



Tabela 4- compostos volateis - Alcoois

Alcoois tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc

1-Propanol, 2-methyl- 12,13 n.c. 1092 43/55/74 C.H10
1-Butanol 14,12 n.c. 1142 41/56/74 C4H100
Iso Amyl Alcohol 16,52 n.c. 1209 55/42/70 CsH1,0
4-Methylpentan-1-0l 20,45 1312 1317 56/41/69 CeH1.0
1- Pentanol, 3-methyl- 20,90 1325 1326 56/69/84 CeH1.0
1-Hexanol (CAS) 21,81 1351 1355 56/43/69 CsH140
3-Hexen-1-ol, (E)- 22,20 1362 1367 41/67/82 CsH120
3-Hexen-1-ol, (2)- 22,92 1383 1382 41/67/82 CsH120
2-Octanol 24,08 1418 1411 45/84/112 CgH1s0
1-Octen-3-ol 25,13 1450 1445 57/85/72 C,H140
1-Heptanol 25,27 1454 1453 70/43/117 C;H160
5-Hepten-2-ol, 6-methyl- 25,53 1462 1465 95/71/43 CsH160
1-Hexanol, 2-ethyl- 26,41 1489 1491 57/98/70 CsH16N4
2-Nonanol 27,32 1518 1521 45/98/57 CoH20
1-Octanol 28,53 1557 1557 56/41/70/84 CgH1s0
Ethanol, 2-(2-ethoxyethoxy)- 30,46 1620 1610 45/59/72 CeH1405
1-Decanol 34,52 1762 1760 56/70/43 C10H220
Benzenemethanol 37,78 1882 1870 79/108/77 C,HsO
Phenylethyl Alcohol 38,69 1917 1907 91/92/122 CsH100
1-Dodecanol 39,94 1966 1969 56/43/99 C12H260
1-Tetradecanol 44,90 2171 2165 55/83/43 C14H300
1-Hexadecanol 49,48 2377 2382 149/56/69 CisH3.0
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Tabela 5-compostos volateis - Terpenos

Terpenos tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc
D-Limonene 16,13 n.c. 1200 68/93/121 CioHae
a-Terpinolene 19,33 nf 1284 121/93 CioHae
L-Menthone 25,64 1465 1468 112/69/139 C1oH10
a-Terpinene 27,19 1513 nf 93/121/136 CioH1s
Linalool 28,25 1548 1549 71/93/41 CioH1s0
4-Terpineol 29,99 1604 1597 71/111/93 C10H1s0
a-Terpineol 32,76 1698 1690 59/121/136 C10H1s0
B-Citronellol 34,64 1766 1765 69/41/82/123  CioH20
Nerol 35,62 1801 1797 69/41/93 C1oH1e0
Calacorene 38,86 1924 1919 157/142/200 CisHe
Nerolidol 41,79 2040 2034 69/93/41 CisH260
Cadalene 46,31 2233 2233  183/198/168 CisHas
Tabela 6-compostos volateis - Cetonas
Cetonas tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc

2,3-Butanedione 8,32 n.c. 979 43/86 C4HeO,
2-Butanone, 3-hydroxy- (Acetoin) 19,51 1285 1285 45/88 C4Hs0,
Ethanone, 1-phenyl- (Acetophenone) 31,60 1659 1647 105/77/120 CsHsO
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Tabela 7-compostos volateis - Aldeidos

Aldeidos tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc
Nonanal 23,33 1395 1391 43/55/82/71 CoH150
Furfural (2-Furancarboxaldehyde) 25,80 1470 1470 96/95 CsH402
Decanal 26,80 1501 1498 57/71/112 CioH200
Benzaldehyde 27,71 1530 1520 106/77/192 C13H200
Benzeneacetaldehyde (Phenyl Acetaldehyde) 31,37 1651 1641 91/120/74 CsHsO
Vanillin 53,63 2580 2568 152/150 CsHsOs
Tabela 8-compostos volateis - Acidos
Acidos tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc
Acetic acid 25,80 1470 1480 43/60 C2H402
Propanoic acid, 2-methyl- 29,30 1581 1573 43/73/88 C4HsO
Butanoic acid, 3-methyl- 32,29 1683 1677 60/74/87 CsH100,
Hexanoic acid 37,15 1858 1858 60/73/41 CsH1,02
Octanoic acid 42,55 2072 2065 60/73/43 CsH1602
Nonanoic acid 45,07 2178 2170 60/73/43 CoH1502
Decanoic acid 47,46 2284 2291 60/73/43 C10H200-
Dodecanoic acid 51,96 2497 2496 60/73/43 Ci12H240,
Tabela 9-compostos volateis - Lactonas
Lactonas tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc
2(3H)-Furanone, dihydro (Butyrolactona) 30,98 1638 1632 42/86/56 C4HsO
2(3H)-Furanone, 5-ethoxydihydro- 33,69 1732 1728 85/58/163 CsH1003
Whiskey lactone 38,12 1895 1898 99/71/42 CsH160-
2(3H)-Furanone, 5-butyldihydro- (y-Octalactona) 38,89 1925 1929 85/57/100 CsH160-
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Tabela 10-compostos volateis - Fendis

Fenois tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc
Phenol, 2-methoxy- (Guaiacol) 37,38 1867 1865 124/109/115 C7/Hs02
Phenol 41,14 2014 2015 94/66/173 CeHeO
Eugenol 44,98 2175 2169 164/149/137  C1oH120-
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 48,13 2314 2321 191/206/57 Ci4H220
4-vinylphenol 50,02 2402 2390 120/90 CsHsO
Tabela 11- compostos volateis - Norisoprenoides
Norisoprenoides tr LRI LRI lit lons m/z Férmula
calc
vitispirane 1 27,73 1531 1527 192/43/177 Ci3H200
vitispirane 2 27,81 1534 1527 192/43/177 C13H200
Naphthalene, 1,2-dihydro-1,1,6-trimethyl- 34,25 1752 1748 157/142/172 CisHie
B-Damascenone 36,30 1826 1830 69/121/190 CisH1s0
Tabela 12-compostos volateis - Outros
Outros tr LRI LRI lit lons m/z Formula
calc
Styrene 18,49 1255 1272 104/78/51 CsHs
2-Pyrazoline, 4-ethyl-1-isopropyl- 20,22 1305 nf 125/69/140 CsH1eN>
(s)-3-Ethyl-4-methylpentanol 27,03 1508 1509 69/41/84 CsH1s0
2-Methyltetrahydrothiophen-3-one 27,83 1534 1529 60/116/45 CsHs0S
Benzonitrile 30,26 1613 1598 103/76/50 CsHsN
1-Propanol, 3-(methylthio)- 33,36 1720 1722 106/61/73 C4H100S
5,9- Undecadien-2-ol, 6,10- dimethyl- 39,65 1955 1954 109/69/153 C13H240
Benzene, 1,2,3- trimethoxy-5-(2-propenyl)- 46,27 2231 2229  208/193/177 Ci12H1603
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Os resultados da semi-quantificacdo sdo apresentados nas tabelas 13 a 22 nos

anexos.

Os valores da semi-quantificacdo presentes nas tabelas e agrupados por familias

sao apresentados nas seguintes figuras.

Esteres
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Figura 5-Teores totais dos ésteres (% de area) nos vinhos em barricas e em inox.
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

A familia dos Esteres esta presente em grandes quantidades em todas as
amostras, podendo-se observar uma diminuicdo, embora néo significativa, no teor em
ésteres no vinho em barrica ap6s 6 meses de estagio. Para os vinhos em inox, verifica-
Se um comportamento contrario, o teor total de ésteres aumenta dos 3 para os 6 meses.
Os vinhos com 6 meses de estagio apresentam teores significativamente diferentes de

ésteres, sendo o vinho em inox, 0 que apresenta teores mais elevados.
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Alcoois
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Figura 6-Teores totais dos alcoois (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencgas significativas para p<0,05.

A familia dos Alcoois é a segunda familia com maiores concentrages em ambas
as amostras, podendo-se observar uma quantidade ligeiramente inferior no vinho em
inox apos 6 meses de estagio, apesar de as diferencas ndo serem significativas.
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Figura 7-Teores totais dos acidos (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

Para a familia dos acidos destaca-se como significativamente diferente o vinho
em barrica ap6s 6 meses de estagio, que é aquele que apresenta os teores mais

elevados.
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Terpenos
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Figura 8-Teores totais dos terpenos (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

A familia dos terpenos apresenta maior concentragdo na barrica apés 6 meses
de estagio em relacdo as outras amostras. Comparando as amostras das barricas com
as do inox, observou-se que o vinho que estagiou em barricas sofreu um aumento de
compostos volateis da familia dos terpenos, enquanto no vinho que ficou em inox

observa-se uma diminuigao.
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Figura 9-Teores totais das cetonas (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

Para a familia das cetonas, e comparando as amostras das barricas com as do
inox, observou-se que o vinho que estagiou em inox apresenta teores significativamente
mais baixos e um decréscimo destes compostos volateis, dos 3 para 0s 6 meses de

maturacdo. Nos vinhos em barricas o teor em cetonas aumentou significativamente.
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Aldeidos
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Figura 10-Teores totais dos aldeidos (% de &rea) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

Na familia dos aldeidos, embora presente em concentragdes baixas, consegue-
se observar que ha uma amostra que se destaca com maior quantidade que as outras,
a barrica com 6 meses de estagio. Houve um aumento consideravel dos compostos
desta familia apés o estadgio de 6 meses do vinho que permaneceu em barricas.

Observou-se também um aumento significativo na amostra do vinho que ficou em inox

apos os 6 meses.

Lactonas
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Figura 11-Teores totais das lactonas (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

A familia das lactonas esta presente nas amostras em pequenas quantidades,

mesmo assim houve um aumento significativo na amostra das barricas ap0s os 6 meses
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de envelhecimento. O vinho que estagiou em inox n&o sofreu alteragdes significativas

na quantidade de compostos volateis desta familia durante o seu estagio.
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Figura 12-Teores totais dos fenois (% de &rea) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

Na familia dos fendis verificou-se um aumentou significativo na amostra do vinho
que estagiou em barricas, sendo a amostra da barrica 6 meses a que apresentou maior
concentracdo. O vinho que estagiou em inox teve uma pequena perda destes

compostos, nao significativa.
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Figura 13-Teores totais dos norisoprenoides (% de area) nos vinhos em barricas e em inox
Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

A familia dos norisoprenoides aumentou durante o estagio de 6 meses em
ambos os vinhos, estando presente em maior concentracdo na amostra da barrica 6

meses, que apresentou teores significativamente maiores que as restantes amostras.
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Outros
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Figura 14-Teores totais de outros (% de &rea) nos vinhos em barricas e em inox

Letras diferentes entre as colunas significam diferencas significativas para p<0,05.

Para os compostos volateis agrupados na familia “Outros” verifica-se um

aumento dos 3 para 0s 6 meses de maturagdo, embora néo significativo.
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6. Discusséao

Com a metodologia analitica que foi utilizada neste trabalho, foi possivel identificar
(tentativamente) e semi-quantificar 150 compostos volateis. A maioria dos compostos

volateis pertencem as familias dos esteres (77), dos alcoois (22) e dos terpenos (12).

Quando comparamos os valores totais por familias encontrados para os quatro
vinhos em estudo, verifica-se que o vinho que apresenta maiores diferencas em relacéo
aos restantes foi o vinho em barrica 6 meses. Neste vinho foram encontrados os teores
mais elevados de todas as familias de compostos volateis, exceto para a familia dos
esteres onde se verificou um decréscimo significativo. Durante a maturacéo de vinhos,
0s esteres podem diminuir porque séo sujeitos a hidrolise ou oxida¢éo, podem-se formar
por processos de esterificagdo, ou podem manter-se em equilibrio, tudo dependendo
das suas concentracdes iniciais. Dado que, neste caso o teor total de esteres diminui,
podemos inferir que provavelmente terdo sido sobretudo hidrolisados ou oxidados
durante a permanéncia do vinho em barrica, onde a quantidade de oxigénio dissolvido
no vinho sera maior. O mesmo resultado foi verificado por outros autores (Pichler et al.,
2024b).

Da observacéo das tabelas em anexo, onde se encontram discriminados todos
0s compostos tentativamente identificados, podemos verificar a influéncia da barrica na
composicao volétil dos vinhos. De facto, observa-se que entre os vinhos em barrica e
em inox, existem compostos que apenas foram identificados nos vinhos em barrica,
como por exemplo o furfural, a vanilina, a whiskey lactona e o guaiacol. Estes compostos
ja foram identificados por outros autores como sendo compostos provenientes da
madeira (Martins et al., 2012). A whiskey lactona é um produto da degradacdo dos
lipidos da madeira, e é extraida pelo vinho quando em contacto com a madeira,
contribuindo para os aromas frutados e amadeirados (Dumitriu (Gabur) et al., 2020). O
guaiacol, que provém da degradacédo térmica da lenhina e o furfural que provém da
degradacao térmica das hemiceluloses (Garde-Cerdan & Ancin-Azpilicueta, 2006) sédo

considerados marcadores de vinhos maturados em barricas de carvalho.

A fermentacao malolatica (FML) é fundamental para o desenvolvimento do perfil
aromatico dos vinhos, sendo responsavel pela formacdo de compostos volateis que
enriguecem a sua complexidade sensorial. Um exemplo significativo € o lactato de etilo,
formado pela esterificacdo do lactato, produzido pelas bactérias lacticas (Oenococcus
oeni), com o etanol da fermentacdo alcodlica (Ugliano & Moio, 2005). Foi possivel

observar que este composto esta presente nas amostras retiradas logo apos o final da
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fermentagdo malolatica tanto em barricas como em inox (tabela 13), confirmando o

impacto da FML na complexidade sensorial dos vinhos.

Estudos realizados por Hernandez-Orte et al., 2009 e Boido et al., 2002
demonstraram que a fermentacdo malolatica realizada em depoésitos de inox e barricas
de carvalho originam vinhos com concentracbes semelhantes de compostos como o
lactato de etilo e os terpenos. Contudo, o contacto com a madeira e a oxigenagao nas
barricas contribuem para uma influéncia especifica do perfil aromatico, favorecendo o
aumento de compostos como a p-damascenona e o alcool benzilico. No presente
estudo, observou-se que a concentracdo de p-damascenona aumentou nas amostras
envelhecidas em barrica, e diminuiu nas amostras em inox. Da mesma forma, o alcool
benzilico aumentou nas barricas e manteve-se constante no depdsito de inox. Estes
resultados comprovam a influéncia Gnica da barrica na intensificacdo de compostos
aromaticos especificos, diferenciando o perfil sensorial dos vinhos envelhecidos em

barrica ou inox.

De acordo com Winterhalter & Rouseff, 2002, os norisoprendides sdo compostos
aromaticos que existem nas uvas e podem também ser formados durante o
envelhecimento do vinho através da degradacgéo térmica e oxidativa de precursores
carotenoides, como o 3-caroteno, luteina e neoxantina. Estes compostos desempenham
um papel essencial no perfil aromatico do vinho, contribuindo com notas de fruta
madura, flores secas e especiarias, enriqguecendo a complexidade sensorial. A sua
presenca tem efeitos muito benéficos para a qualidade sensorial dos vinhos, como

também destacado por Izquierdo-Cafas et al., 2016.

Neste estudo, verificou-se que, a vitispirane 1 e vitispirane 2 apresentaram um
aumento nas suas concentragfes entre as amostras envelhecidas em barrica por 3 e 6
meses. Este resultado é consistente com o observado por Izquierdo-Cafas et al., 2016
gue também verificou um aumento nas concentracdes de norisoprendides em vinhos
submetidos ao envelhecimento, reforcando a sua contribuicdo para o desenvolvimento

aromatico durante este processo.

Em estudos realizados por Izquierdo-Cafias et al., 2016 e Heras et al., 2008
também se verificaram aumentos significativos da concentragdo de terpenos em
barricas, o que pode ser explicado pela micro-oxigenagdo a que 0s vinhos sao

submetidos durante o estagio em barrica.

No caso das lactonas, verificaram-se diferencas significativas entre o vinho que

estava nas barricas durante 3 meses e o de 6, enquanto no inox ndo se verificaram
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diferencas significativas na concentra¢do de lactonas consoante o tempo de estagio.

Esta diferenca pode ser explicada pela presenca de lactonas no carvalho, e auséncia

destes compostos no inox.

por (Izquierdo-Cafias et al.,

Resultados semelhantes foram obtidos no estudo realizado

2016).

Neste estudo ndo se verificaram diferencas significativas na concentragédo de

fendis no vinho estagiado em carvalho, quando comparado com o vinho estagiado em

inox, mas verificaram-se diferencas significativas entre a concentracdo de fendis no

vinho estagiado durante 3 meses em madeira e 0 vinho estagiado durante 6 meses

também em madeira, 0 que pode ser explicado pela instabilidade destes compostos cuja

formacédo de reacdes comeca quando as uvas sdo esmagadas ou prensadas e continua

durante a vinificagédo e o envelhecimento (He et al., 2023)

Para uma melhor visualizacdo das diferencas entre os vinhos, apresenta-se um

‘heat map” (figura 15) onde facilmente se verifica que os vinhos se encontram

agrupados dois a dois, barricas e inox, o que parece indicar que a influencia da madeira

se sobrepde a FML.
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Figura 15- Polar heat map
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7. Conclusdes

O principal objetivo deste estudo foi analisar o efeito da fermentacdo malolatica num
vinho tinto Alfrocheiro em barricas de carvalho. De acordo com os resultados deste
estudo, sdo alguns fatores que influenciam o perfil aromatico final do vinho como o tipo
de recipiente (foram observadas diferencas entre amostras do depdsito de aco

inoxidavel e das barricas de madeira) e o tempo de armazenamento.

A andlise detalhada dos compostos volateis realizada neste estudo permitiu
evidenciar a influéncia significativa da fermentacdo malolatica (FML) e do
envelhecimento em diferentes condigdes (barrica e inox) no perfil aromatico dos vinhos.
Foram identificados e semi-quantificados 150 compostos volateis, com destaque para
as familias dos ésteres, alcoois e terpenos.

Os resultados demonstraram que o0 envelhecimento em barrica promoveu
concentragcoes mais elevadas de compostos aromaticos como a (-damascenona, 0
alcool benzilico, as vitispiaranes e as lactonas, que sdo conhecidos por contribuir para
aromas complexos e de elevada qualidade sensorial. Este comportamento confirma a
influéncia Unica da barrica, através do contacto com a madeira e da micro-oxigenacao,
como ja descrito por Boido et al., 2002; Hernandez-Orte et al., 2009; Izquierdo-Cafias et
al., 2016.

Por outro lado, os vinhos envelhecidos em inox apresentaram perfis aromaticos
distintos, com menor concentracdo de compostos associados ao contacto com a
madeira. Apesar disso, foi possivel observar o impacto da FML em ambos os sistemas,
destacando-se 0 aumento do lactato de etilo, um marcador importante deste processo
(Ugliano & Moio, 2005). Estes resultados reforcam a importancia da FML e das

condi¢cbes de envelhecimento na definicdo do perfil aromatico dos vinhos.

Embora a fermentag@o malolatica contribua significativamente para o perfil sensorial
do vinho, especialmente com a formacéo de compostos como o lactato de etilo e alguns
terpenos (Hernandez-Orte et al., 2009; Ugliano & Moio, 2005), os resultados deste
estudo mostram que o tipo de estagio (barrica ou inox) exerce uma influéncia ainda mais
determinante. O contacto prolongado com a madeira, combinado com os efeitos de
micro-oxigenag&o, promove o desenvolvimento de compostos exclusivos, como a B-
damascenona, o alcool benzilico e os compostos derivados da degradacao térmica da
lignina e hemiceluloses, como o guaiacol e o furfural (Garde-Cerdan & Ancin-
Azpilicueta, 2006).
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Dessa forma, o estagio em barrica ndo apenas intensifica o perfil aromatico, mas
também contribui para diferencas mais marcantes entre os vinhos, superando a
influéncia isolada da FML. Ja no inox, a auséncia de interagcdo com a madeira limita
essa modulacdo aromética, reforcando a importancia do tipo de recipiente no

desenvolvimento do perfil final do vinho.

Assim, ndo é indiferente fazer a FML em barricas ou em inox, tal como néo é
indiferente que os vinhos passem ou n&o por madeira. Estas duas etapas da producgéo
de vinhos afetam a componente volatil dos vinhos, mas 0s nossos resultados indicam
que a influencia da madeira se sobrep8e, porque paralelamente as altera¢cfes induzidas
pela FML, ha um enriguecimento dos vinhos em compostos extraidos da madeira, que

claramente influenciam a sua componente volatil.
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9. Anexos

Tabela 13-Semi- quantificagéo - Esteres

Esteres Barrica3 meses Barrica6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp

Acetic acid, ethyl ester 1,0098 0,0295 1,2175 0,0141 1,0078 0,0033 1,1677 0,0916
Propanoic acid, ethyl ester 0,0149 0,0002 0,0177 0,0003 0,0161 0,0001 0,0177 0,0006
Propanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 0,0123 0,0004 0,0202 0,0007 0,0128 0,0003 0,0213 0,0016
Acetic acid, propyl ester 0,0077 0,0003 0,0072 0,0003 0,0081 0,0000 0,0075 0,0003
Acetic acid, 2-methylpropyl ester 0,0655 0,0014 0,0601 0,0006 0,0793 0,0017 0,0680 0,0040
Butanoic acid, ethyl ester 0,3354 0,0346 0,3621 0,0050 0,4401 0,0067 0,3981 0,0226
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 0,0005 0,0000 0,0052 0,0004 0,0030 0,0000 0,0055 0,0014
Acetic acid, butyl ester 0,0018 0,0001 0,0015 0,0004 0,0041 0,0000 0,0026 0,0003
1-Butanol, 3-methyl-, acetate 3,6817 0,0485 3,3195 0,0286 4,3857 0,0524 4,1023 0,1434
Pentanoic acid, ethyl ester 0,0035 0,0002 0,0043 0,0002 0,0047 0,0000 0,0053 0,0002
Butanoic acid, 2-methylpropyl ester 0,0023 0,0003 0,0050 0,0003 0,0022 0,0001 0,0042 0,0004
2-Butenoic acid, ethyl ester 0,0123 0,0007 0,0167 0,0000 0,0145 0,0016 0,0198 0,0007
Hexanoic acid, methyl ester 0,0167 0,0006 0,0203 0,0014 0,0267 0,0001 0,0275 0,0020
Amylpropionate 0,0059 0,0000 0,0580 0,0035 0,0063 0,0000 0,0066 0,0005
Hexanoic acid, ethyl ester 5,7583 0,1299 5,3059 0,0271 7,0141 0,0929 6,6108 0,2108
Isoamyl butyrate 0,0146 0,0007 0,0141 0,0006 0,0183 0,0005 0,0216 0,0005
Acetic acid, hexyl ester 0,3879 0,0097 0,2972 0,0000 0,4761 0,0037 0,4152 0,0074
(Ethyl 3-hexenoate) 3-Hexenoic acid, ethyl 0,0034 0,0001 0,0032 0,0003 0,0023 0,0001 0,0040 0,0001
ester. (Isomero)

3-Hexen-1-ol, acetate, (E)- 0,0079 0,0004 0,0077 0,0000 0,0087 0,0001 0,0087 0,0001
3-Hexen-1-ol, acetate, (Z)- 0,0151 0,0007 0,0131 0,0005 0,0156 0,0003 0,0144 0,0006
Hexanoic acid, propyl ester 0,0053 0,0015 0,0068 0,0012 0,0069 0,0005 0,0085 0,0004
Heptanoic acid, ethyl ester 0,0444 0,0015 0,0377 0,0014 0,0551 0,0007 0,0499 0,0007
Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 0,2583 0,0142 0,3211 0,0119 0,2106 0,0061 0,2674 0,0035
2-Hexenoic acid, ethyl ester 0,0279 0,0008 0,0312 0,0018 0,0315 0,0005 0,0327 0,0012
Hexanoic acid, 2-methylpropyl ester 0,0256 0,0008 0,0192 0,0053 0,0286 0,0014 0,0306 0,0008
Acetic acid, heptyl ester 0,0131 0,0002 0,0106 0,0003 0,0211 0,0011 0,0209 0,0011
Octanoic acid, methyl ester 0,1800 0,0055 0,1595 0,0034 0,2118 0,0056 0,1971 0,0028
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Tabela 13-Semi- quantificacéo - Esteres (continuacao)

Esteres Barrica3 meses  Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp

Octanoic acid, ethyl ester 39,5495 10,8356 39,1101 10,8466 41,4549 0,0722 45,5004 1,5651
Isopentyl hexanoate 0,1666 0,0025 0,3305 0,0187 0,1769 0,0069 0,2933 0,0251
Acetic acid, octyl ester 0,0068 0,0006 0,0032 0,0021 0,0170 0,0007 0,0167 0,0008
7-Octenoic acid, ethyl ester 0,0034 0,0000 0,0049 0,0010 0,0048 0,0019 0,0059 0,0011
Nonanoic acid, methyl ester 0,0016 0,0000 0,0032 0,0002 0,0034 0,0003 0,0067 0,0002
(Propyl octanoate) Octanoic acid, propyl ester 0,0413 0,0016 0,0203 0,0009 0,0439 0,0022 0,0370 0,0046
Nonanoic acid, ethyl ester 0,3833 0,0021 0,1229 10,0032 0,4566 0,0008 0,0864 0,0020
Pentanoic acid, 2-hydroxy-4-methyl-, ethyl

ester 0,0113 0,0004 0,0163 0,0015 0,0098 0,0001 0,0132 0,0003
Isobutyl caprylate 0,0755 0,0025 0,0515 0,0013 0,0766 0,0004 0,0549 0,0034
Isoamyl lactate 0,0177 0,0010 0,0272 0,0013 0,0173 0,0000 0,0214 0,0009
Decanoic acid, methyl ester 0,1054 0,0021 0,1222 10,0039 0,1038 0,0093 0,1121 0,0062
Butyl caprylate 0,0039 0,0000 0,0081 0,0002

2-Furancarboxylic acid, ethyl ester 0,0081 0,0001 0,0145 0,0000 0,0050 0,0003 0,0065 0,0005
Decanoic acid, ethyl ester 22,3378 0,5985 20,1002 0,9087 18,7597 0,0725 19,4463 0,6033
Octanoic acid, 3-methylbutyl ester 0,5425 0,0124 0,3350 0,0193 0,4686 0,0052 0,3135 0,0110
Ethyl cis-4-decenoate 0,0007 0,0000 0,0020 0,0001 0,0013 0,0001 0,0007 0,0001
Benzoic acid, ethyl ester 0,0242 0,0002 0,0386 0,0025 0,0202 0,0001 0,0239 0,0012
Butanedioic acid, diethyl ester 1,0631 0,0119 11,6408 0,0452 0,7030 0,0192 0,9285 10,0733
Ethyl dec-9-enoate 0,9259 0,0206 0,8387 0,0256 0,4596 0,0008 0,3418 0,0031
Tetradecanoic acid, ethyl ester 0,0117 0,0095 0,0450 0,0032

Decanoic acid, propyl ester 0,0135 0,0002 0,0088 0,0008 0,0135 0,0000 0,0093 0,0007
Acetic acid, phenylmethyl ester 0,0016 0,0000 0,0026 0,0001 0,0009 0,0000 0,0016 0,0001
Undecanoic acid, ethyl ester 0,0332 0,0037 0,0187 0,00056 0,0321 0,0014 0,0653 0,0056
Iso butyl decanoate 0,0320 0,0002 0,0209 0,0023 0,0263 0,0006 0,0138 0,0005
Pentanedioic acid, diethyl ester 0,0009 0,0004 0,0015 0,0000 0,0069 0,0005 0,0108 0,0006
Benzoic acid, 2-hydroxy-, methyl ester 0,0089 0,0001 0,0198 0,0003 0,0078 0,0000 0,0080 0,0007
Methyl salicylate 0,0071 0,0000 0,0126 0,0005 0,0041 0,0001 0,0056 0,0006
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Tabela 13- Semi- quantificacéo - Esteres (continuacao)

Esteres Barrica3 meses Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp
Dodecanoic acid, methyl ester 0,0061 0,0003 0,0020 0,0004 0,0028 0,0008 0,0026 0,0009
ethyl 4-hydroxybutanoate 0,0423 0,0000 0,0639 0,0159 0,0425 0,0056 0,0587 0,0019
Benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 0,0013 0,0002 0,0042 0,0008 0,0010 0,0001 0,0021 0,0001
Acetic acid, 2-phenylethyl ester 0,4967 0,0066 0,5546 0,0062 0,5362 0,0114 0,3867 0,0321
Dodecanoic acid, ethyl ester 3,7274 0,0645 12,7233 0,2302 2,9691 0,2096 2,3601 0,2589
Iso Amyl decanoate 0,2627 0,0003 0,1322 0,0180 0,2119 0,0037 0,0905 0,0101
Ethyl 3-phenylpropionate 0,0040 0,0003 0,0044 0,0007 0,0045 0,0000 0,0021 0,0003
Butanedioic acid, ethyl 3-methylbutyl ester 0,1231 0,0044 0,1646 0,0010 0,1229 0,0077 0,0834 0,0087
Ethyl tridecanoate 0,0080 0,0002 0,0167 0,0070 0,0039 0,0005 0,0021 0,0003
2-heptyl dodecanoate 0,0019 0,0000 0,0015 0,0006 0,0016 0,0000 0,0027 0,0002
B-Phenylethyl butyrate 0,0046 0,0002 0,0046 0,0001 0,0077 0,0004 0,0047 0,0006
Diphenyl ether 0,0014 0,0001 0,0051 0,0001 0,0058 0,0048 0,0017 0,0001
Isopropyl myristate 0,1238 0,0406 0,4186 0,2309 0,0512 0,0079 0,5550 0,2321
Tetradecanoic acid, ethyl ester 0,2647 0,0236 0,3173 0,0763 0,1640 0,0141 0,1660 0,0148
3-methylbutyl dodecanoate 0,0046 0,0004 0,0020 0,0001 0,0004 0,0000 0,0009 0,0001
2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester 0,0025 0,0000 0,0047 0,0009 0,0021 0,0007 0,0025 0,0001
Pentadecanoic acid, ethyl ester 0,0099 0,0003 0,0396 0,0100 0,0058 0,0004 0,0092 0,0006
Hexadecanoic acid, methyl ester 0,0006 0,0000 0,0011 0,0001
Hexadecanoic acid, ethyl ester 0,6422 0,0040 0,7064 0,0648 0,4701 0,0127 0,3701 0,0116
Ethyl 9-hexadecenoate 0,0433 0,0014 0,0248 0,0015 0,0294 0,0072 0,0584 0,0113
Octadecanoic acid, ethyl ester 0,0207 0,0013 0,0261 0,0049 0,0136 0,0012 0,0055 0,0001
Ethyl Oleate 0,0462 0,0015 0,0539 0,0106 0,0299 0,0007 0,0218 0,0007
Linoleic acid ethyl ester 0,0018 0,0001 0,0086 0,0002 0,0039 0,0006 0,0270 0,0016
Ethyl Vanillate 0,0010 0,0000 0,0055 0,0021 0,0013 0,0000 0,0021 0,0004
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Tabela 14-Semi- quantificagio — Alcoois

Alcoois Barrica3 meses Barrica6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp
1-Propanol, 2-methyl- 0,7676 0,0216 0,7825 0,0246 0,7540 0,0013 0,7437 0,0244
1-Butanol 0,0168 0,0005 0,0193 0,0013 0,0169 0,0001 0,0171 0,0010
Isso amyl alcohol 8,6084 11,4870 18,5424 1,5616 9,7778 10,0581 6,6168 0,4434
4-Menthylpentan-1-0l 0,0083 0,0003 0,0096 0,0002 0,0082 0,0003 0,0088 0,0002
1- Pentanol, 3-methyl- 0,0211 0,0008 0,0435 0,0017 0,0220 0,0005 0,0378 0,0032
1-Hexanol 0,3029 0,0038 0,3217 0,0065 0,3349 0,0009 0,3143 0,0192
3-Hexen-1-ol, (E)- 0,0137 0,0004 0,0172 0,0003 0,0161 0,0000 0,0165 0,0000
3-Hexen-1-ol, (Z)- 0,0181 0,0001 0,0213 0,0011 0,0191 10,0004 0,0218 0,0001
2-Octanol 0,0018 0,0002 0,0026 0,0004 0,0019 0,0004 0,0020 0,0003
1-Octen-3-ol 0,0084 0,0007 0,0085 0,0006 0,0098 0,0000 0,0097 0,0001
1-Heptanol 0,0246 0,0000 0,0327 0,0013 0,0341 0,0001 0,0356 0,0017
5-Hepten-2-ol, 6-methyl- 0,0224 0,0005 0,0392 0,0024 0,0272 0,0017 0,0263 0,0015
1-Hexanol, 2-ethyl- 0,0055 0,0002 0,0088 0,0003 0,0090 0,0003 0,0083 0,0004
2-Nonanol 0,0090 0,0000 0,0104 0,0001 0,0100 0,0006 0,0087 0,0010
1-Octanol 0,1081 0,0009 0,1312 0,0022 0,1298 0,0005 0,1243 0,0054
Ethanol, 2-(2-ethoxyethoxy)- 0,0052 0,0003 0,0095 0,0010 0,0051 0,0003 0,0074 0,0003
1-Decanol 0,0686 0,0017 0,1491 0,0079 0,0850 0,0041 0,0794 0,0046
Benzenemethanol 0,0959 0,0003 0,1314 0,0016 0,1026 0,0057 0,1039 0,0048
Phenylethyl Alcohol 3,8768 10,0541 4,5759 10,0381 3,9807 0,2322 3,5977 0,1995
1-Dodecanol 0,0402 0,0029 0,0878 0,0053 0,0178 0,0010 0,0245 0,0005
1-Tetradecanol 0,0188 0,0016 0,0526 0,0199 0,0127 0,0008 0,0151 0,0020
1-Hexadecanol 0,0107 0,0000 0,0365 0,0024 0,0073 0,0003 0,0147 0,0052
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Tabela 15-Semi- quantificacdo- Terpenos

Terpenos Barrica3 meses Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses

média dp média dp média dp média dp
D-Limonene 0,0036 0,0009 0,0098 0,0001 0,0071 0,0002 0,0126 0,0008
a-Terpinolene 0,0010 0,0000 0,0020 0,0001 0,0045 0,0001 0,0079 0,0008
L-Menthone 0,0008 0,0000 0,0015 0,0001 0,0022 0,0001 0,0040 0,0003
a- Terpinene 0,0075 0,0004 0,0156 0,0007 0,0092 0,0002 0,0120 0,0007
Linalool 0,0410 0,0016 0,0629 0,0001 0,0509 0,0005 0,0617 0,0027
4-Terpineol 0,0072 0,0005 0,0073 0,0005 0,0100 0,0003 0,0109 0,0018
a-Terpineol 0,0091 0,0002 0,0181 0,0000 0,0123 0,0000 0,0143 0,0004
B-Citronellol 0,0206 0,0004 0,0280 0,0003 0,0220 0,0004 0,0162 0,0001
Nerol 0,0103 0,0001 0,0136 0,0004 0,0127 0,0004 0,0089 0,0004
Calacorene 0,0014 0,0000 0,0015 0,0002 0,0033 0,0001 0,0046 0,0001
Nerolidol 0,0370 0,0006 0,0646 0,0033 0,0455 0,0014 0,0056 0,0006
Cadalene 0,0021 0,0001 0,0039 0,0002 0,0038 0,0003 0,0054 0,0022

Tabela 16- Semi- quantificagéo- Cetonas

Cetonas Barrica3 meses Barrica6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses

média dp média dp média dp média dp
2,3-Butanedione 0,0324 0,0009 0,0286 0,0004 0,0255 0,0007 0,0114 0,0008
2-Butanone, 3-hydroxy- (Acetoin) 0,0047 0,0005 0,0068 0,0007 0,0014 0,0002 0,0097 0,0000
Ethanone, 1-phenyl- (Acetophenone) 0,0067 0,0002 0,0138 0,0004 0,0022 0,0001 0,0031 0,0011
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Tabela 17-Semi- quantificacéo- Aldeidos

Aldeidos Barrica3 meses Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp
Nonanal 0,0017 0,0001 0,0401 0,0284 0,0034 0,0000 0,0032 0,0007
Furfural (2-Furancarboxaldehyde) 0,0132 0,0001 0,0641 0,0008
Decanal 0,0015 0,0001 0,0038 0,0005 0,0019 0,0000 0,0020 0,0004
Benzaldehyde 0,0434 0,0018 0,0863 0,0052 0,0323 0,0011 0,0667 0,0046
Benzeneacetaldehyde (Phenyl Acetaldehyde) 0,0091 0,0004 0,0082 0,0039 0,0076 0,0012 0,0156 0,0014
Vanillin 0,0004 0,0000 0,0007 0,0000
Tabela 18- Semi- quantificagdo- Acidos
Acidos Barrica 3 meses Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp
Acetic acid 0,1558 0,0082 0,1612 0,0116 0,0810 0,0153 0,0937 0,0122
Propanoic acid, 2-methyl- 0,0074 0,0005 0,0085 0,0000 0,0076 0,0007 0,0065 0,0004
Butanoic acid, 3-methyl- 0,0051 0,0018 0,0134 0,0015 0,0037 0,0000 0,0074 0,0001
Hexanoic acid 0,2578 0,0114 10,4435 0,0120 0,2713 0,0044 0,2990 0,0164
Octanoic acid 1,3037 0,0274 2,7164 10,0637 1,4797 0,1122 1,4308 0,2245
Nonanoic acid 0,0055 0,0001 0,0145 0,0066 0,0077 0,0007 0,0379 0,0122
Decanoic acid 0,4373 0,0242 10,8636 0,0392 0,4356 0,0338 0,4388 0,1432
Dodecanoic acid 0,0617 0,0030 0,1580 0,1565 0,0431 0,0056 0,1177 0,0503
Tabela 19-Semi- quantificagcdo- Lactonas
Lactonas Barrica3 meses Barrica 6 meses Inox 3 meses Inox 6 meses
média dp média dp média dp média dp
2(3H)-Furanone, dihydro (Butyrolactona) 0,0078 0,0002 0,0252 0,0022 0,0079 0,0002 0,0123 0,0013
2(3H)-Furanone, 5-ethoxydihydro- 0,0035 0,0005 0,0051 0,0015 0,0051 0,0004 0,0022 0,0002
Whiskey lactone 0,0142 0,0002 0,0328 0,0008
2(3H)-Furanone, 5-butyldihydro- (y-
Octalactona) 0,0043 0,0007 0,0092 0,0012 0,0064 0,0005 0,0061 0,0000
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Tabela 20-Semi- quantificacdo- Fendis

Barrica 3 meses

Barrica 6 meses

Inox 3 meses

Inox 6 meses

média dp

média dp

média dp

média dp

Phenol, 2-methoxy- (Guaiacol)

Phenol

Eugenol

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-

4-vinylphenol

0,0007 0,0000
0,0045 0,0001
0,0087 0,0007
0,0102 0,0010
0,0016 0,0000

0,0013 0,0001
0,0098 0,0005
0,0261 0,0014
0,0133 0,0010
0,0015 0,0004

0,0041 0,0002
0,0024 0,0000
0,0206 0,0033
0,0009 0,0000

0,0062 0,0004
0,0051 0,0006
0,0097 10,0021
0,0011 0,0002

Tabela 21-Semi- quantificacéo- Norisoprenoides

Norisoprenoides

Barrica 3 meses

Barrica 6 meses

Inox 3 meses

Inox 6 meses

média dp

média dp

média dp

média dp

vitispirane 1
vitispirane 2

Naphthalene, 1,2-dihydro-1,1,6-trimethyl-

B-Damascenone

0,0167 0,0046
0,0122 0,0000
0,0060 0,0000
0,0463 0,0016

0,0444 0,0078
0,0283 0,0001
0,0153 0,0015
0,0721 0,0010

0,0129 0,0024
0,0126 0,0006
0,0124 0,0008
0,0650 0,0024

0,0176 0,0023
0,0159 10,0159
0,0322 0,0006
0,0520 0,0024

Tabela 22-Semi- quantificagdo- Outros

Barrica 3 meses

Barrica 6 meses

Inox 3 meses

Inox 6 meses

média dp

média dp

média dp

média dp

Styrene

2-Pyrazoline, 4-ethyl-1-isopropyl-
(s)-3-Ethyl-4-methylpentanol
2-Methyltetrahydrothiophen-3-one

Benzonitrile

1-Propanol, 3-(methylthio)-
5,9- Undecadien-2-ol, 6,10- dimethyl-
Benzene, 1,2,3- trimethoxy-5-(2-propenyl)-

0,0941 0,0036
0,0081 0,0001
0,0337 0,0034
0,0104 0,0002
0,0014 0,0000
0,0387 0,0032
0,0026 0,0000
0,0021 0,0000

0,0789 0,0029
0,0078 0,0000
0,0835 0,0046
0,0201 0,0007
0,0019 0,0000
0,0756 0,0150
0,0031 0,0001
0,0039 0,0002

0,1045 0,0028
0,0038 0,0007
0,0371 0,0017
0,0102 0,0004
0,0012 0,0004
0,0439 0,0008
0,0084 0,0005
0,0028 0,0000

0,0659 0,0638
0,0062 0,0002
0,0598 0,0025
0,0188 0,0017
0,0013 0,0003
0,0492 0,0019
0,0146 0,0015
0,0049 0,0005

53



Red wine volatile organic compounds evolution in
winery conditions: inox versus oak barrels

Nuno Martins® Daniela Fonseca? Ana Januéario®, Raquel Garcial® Maria Jo&o
Cabrita 1°"

! Mediterranean Institute for Agriculture, Environment and Development & Global Change and
Sustainability Institute, University of Evora, P6lo da Mitra, Ap. 94, 7006-554 Evora, PORTUGAL

2 Mediterranean Institute for Agriculture, Environment and Development & Institute of Research and
Advanced Training, University of Evora, Plo da Mitra, Ap. 94, 7006-554 Evora, PORTUGAL

3 Department of Crop Science, School of Science and Technology, University of Evora, Pélo da Mitra,
Ap. 94,
7006-554 Evora, Portugal

* Email: mjbc@uevora.pt

Keywords: HS-SPME-GC-ToFMS, volatile organic compounds, inox, oak barrels

Objective

The main goal of the present work is to describe how the volatile composition of wines is impacted by
oak or inox during a short period of time (3 and 6 months) in real winery conditions. To achieve this
objective, we used 10 oak barrels, but samples were collected from all the 10 barrels when wines were
racked to a stain steel deposit and returned to barrels and compared to the same wine kept in a stain
steel deposit. The rationale to this simple experimental design was to overcome the well known barrel-
to-barrel variation by considering the wine in the barrels as a unique sample, since the influence of
each barrel on the volatile composition of the wine was not the goal.

Methods

HS-SPME-GC-ToF/MS was employed to analyze the volatile profile of the different wines. The GC-
ToFMS analysis was performed on an Agilent 8890 GC System (Agilent Technologies, UK) coupled to a
Bench ToF-Select detector (MARKES International, China) and the data were acquired and analyzed with
ToF-DS 4.1 of Markes International.

Results

With the analytical methodology used we were able to tentatively identify and semi-quantified 150
compounds The majority of the compounds belong to the esters (77) and alcohols (22) families, followed
by the terpenes (12) family. For the total content of esters, the only significative difference observed was a
decrease that occurs in wines in oak barrels. The total content of alcohols and acids increased significantly
in wines aged in oak barrels while no differences were observed for wines in inox.

Conclusions

A polar heatmap with dendrogram of volatile compounds found in wine aged in oak and steel after 3 and 6
months, clearly shows differences among samples. It is possible to use a compose sample from the 10 oak
barrels instead of a sample per barrel and still be able to evaluate the influence of oak and the influence of
maturation time.
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Objective - The main goul of the present work i to describe how the volatile composition of wines is impacted by onk or inox during »
short period (3 and & months) in real winery conditions.

Wines - Wine was produced during 322 vintmge from Alfrocheirs grapes
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Analysis of volatile compounds by HS-SPME-GC-ToFMS
HE-SPME: § ml. of sample + #0bg MalCL info a 20 mL vial The vial was equilibraied ® min at 40°C and sample
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Chromatographic asalvsis: a ZH-WAX PLUS (60 m 1 825 mm Ld_, .25 pm df) eolemn was used. Oven temperature
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Conclusions R L - compsunch graspsd by tam iy

The velatike profile of wines matured in oak barrels and stainless sieel depesits is different, as expected. This study reveals that wsing
composite samples, representative of the 10 barrels, is sufficient te evaluate the differences betwesn wines in barrels and wines in stninless
steel over twe sampling pericds, 3 and & moenths. Using composite sumples allow (o overcome the individual differences of each sak barrel,
that was nat the objective. In this way, we mimic the real impact of sak barrels in wine, since in real winery conditions, wines from barnels
wre racked.
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