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Resumo

O presente trabalho incidiu, por um lado, no estudo da composi¢cdo fendlica de
aduelas de madeira de carvalho francés com trés queimas diferentes e, por outro lado,
no estudo do perfil polifendlico de um vinho de mesa de casta Touriga Nacional em
contato com os trés tipos de tostas de aduelas, durante um periodo de seis meses. Foi
também realizada, uma comparacdo deste mesmo vinho estagiado em barricas de
madeira com graus de tostagem semelhantes.

Na primeira parte do trabalho, de forma a determinar a composi¢do quimica das
aduelas de madeira com os trés graus de queima diferentes, procedeu-se a identificacdo
e quantificagdo dos compostos fendlicos presentes em cada uma das tostas. Verificou-se
que ndo existiam diferencas ao nivel do tipo de compostos presentes nas diferentes
aduelas, sendo a diferenca ao nivel da quantidade em que cada composto existe nas
diferentes tostas. A aduela que se evidenciou com um maior teor de aldeidos totais foi, a
aduela de queima média (C.O. FOM). Foi também realizado uma andlise dos compostos
volateis de cada madeira e os resultados revelaram-se semelhantes aos referidos
anteriormente. Em relacdo aos resultados obtidos pela analise do indice de Folin
Ciocalteu, verificou-se que a aduela de queima forte (C.O.FOM") é a que apresenta
valores mais elevados, o que se traduz numa maior concentracdo de compostos
fendlicos. Quanto a andlise do DPPH e FRAP, os resultados sdo semelhantes,
observando-se que as aduelas de queima ligeira e forte sdo as que apresentam valores
mais elevados para ambos os parametros.

Na segunda parte do trabalho, efetuou-se um estudo comparativo da evolucado de um
vinho de mesa tinto de casta Touriga Nacional, estagiado com aduelas e estagiado em
barricas de madeira de carvalho francés com diferentes tostas, durante um periodo de 6
meses. Para tal, procedeu-se a avaliacdo de varios parametros, nomeadamente
intensidade corante, taninos proantocianicos totais, antocianinas livres totais, indice de
dialise, poder tanante; e a avaliacdo das propriedades antioxidantes (DPPH e FRAP). Os
resultados encontrados para os vinhos em contato com as aduelas de queima ligeira,
média e forte, foram comparados entre si, entre os da testemunha e entre os dos cascos
da tosta correspondente, tendo-se constatado que os vinhos envelhecidos nos
cascos/barricas sdo 0s que apresentam maior influéncia nos varios parametros
analisados, quando comparados com as aduelas. Por fim, e de forma a complementar os
resultados obtidos para as analises fisico-quimicas, realizou-se uma analise sensorial de

todos os vinhos, onde se observou melhores resultados ao nivel das caracteristicas



arométicas, de boca e adstringéncia, para os vinhos envelhecidos nos cascos quando

comparados com o mesmo vinho envelhecido em contato com as aduelas.

Palavras-chave: vinho de mesa tinto; carvalho francés; aduelas; barricas; tostas;

estagio/envelhecimento.



Abstract

The present work focused on the study of the phenolic composition of French oak
staves with three different thermal treatments. Furthermore the polyphenolic profile of a
red table wine (Vitis vinifera L. varietal caste Touriga Nacional) storage in contact with the
these three oak staves was also evaluated for a period of six months. It was also carried
out a comparison of the same wine aged in wooden barrels with similar degrees of
toasting.

In the first part of this work the phenolic composition of French oak staves with three
different toasting treatments was evaluated as well as the individual quantification of
phenolic compounds. The phenolic compounds were individually identified/ quatified and
although there were no differences on the analytical composition of the three different
staves, significant differences were observed in the amount of individual compounds
present in the three staves subjected to different thermal treatments.

The medium toast stave (C.O. FOM) evidenced a higher content in total aldehydes.
The content on volatile compounds was also determined and the results obtained
revealed the same behavior. Regarding the Folin Ciocalteu index, the strong toast stave
(C. O. FOM") showed higher values, resulting on a higher concentration on phenolic
compounds. Furthermore, the antioxidant activity of the three staves was evaluated using
DPPH and FRAP methods. The results obtained evidenced the same tendency for both
parameters as both mild and strong burning staves evidenced higher values for
antioxidant activity.

In a second part of this work a comparative study of the polyphenolic compaosition of a
red table wine (Vitis vinifera L. varietal caste Touriga Nacional), staged with staves with
three different thermal treatments and the same red table wine aged in wooden French
oak barrels with similar toasts, over a period of six months was evaluated. The
assessment of different parameters such as color intensity, total proantocyanins tannins,
total free anthocyanins, dialysis index, tanning power and antioxidant activity (DPPH and
FRAP) was performed. During the six months period the polyphenolic composition of the
wines staged with the three different staves (slight, medium and strong burn), was
compared between themselves and likewise with the control wine aged and with the
wines aged in wooden barrels with the same corresponding burning treatment. The
results obtained clearly showed that the wines aged in oak barrels showed significant
changes in the polyphenolic parameters studied compared with the wines staged with

staves.



Finally in order to complement the results obtained for the physical and chemical
analysis, a sensory analysis of all wines was also performed. Similarly to what was
observed for the phenolic composition evolution, the wines aged in wooden oak barrels
also exhibited higher differences particularly related to the aromatic characteristics, of
mouth and astringency, when compared to the same wine aged with the different staves.

Keywords: ageing; barrel; burning treatments; French oak; red table wine; staves.



Indice

F o L= To [=Tod [0 01T oY (o 1SR 5
RESUMIO .. e e 7
ADSTIACT ... 9
1Yo Lo =R 11
[ Ys TN LN S To U L= TR 15
INAICE A€ TADEIAS ....cveeveeeeeeeeeee ettt 19
S = Wo LN o VA= L UL = L 21
TaN (o To IU [oF=To I CT=T - | 23
1 FlAVONOIUES ...t e e 26

11 FIAVAN-3-00S ...ttt 27

111 ProantoCianidings .............ccoveiiiiiiiiiii s 28

1.1.2 Propriedades d0OS TaninNOS. .......ccooeiiiiiiiiiiiiccce s s 32

1.2 ANTOCTANINGAS ..ttt ettt e ettt e e e bt e e e sab et e e e aabe e e e s aabr e e e e annns 33

121 Formas de equilibrio das antoCianinas............cc.eeeiveeieiiiieie e 36

1.2.2 1070] o] o] 10 T=T g1 ¢= Lox= Lo I PP PP 38

1.2.3 Reaccéo das antocianinas com biSSUIfito ............coccveveiiiiiiiiiiiiie e, 39

2 NEO-FIAVONOIUES ...t 40

2.1 ACIOS FENONCOS .......ocveeeeeeeeieeeeeeeeee ettt n s 40

2.2 1S 1] 01T T 1SS UREER 41
ODJEEIVO e 43
DeSCriga0 dO TrabalNO..........uuiiiiiiiiiiiiiiii e 45
CAPITUIO | a7

Identificacdo e quantificacdo dos principais compostos fendlicos presentes
nas aduelas de madeira de carvalho francés sujeitas a diferentes

tratamentoS tEIMICOS. .oiii it e e e e e e e e e e e e e e enes 47
TR 114 o Yo [0 ox= Lo R UT 49

1 Aduelas de madeira de CarvalNo...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 50

2 Composicdo quimica da Madeira...........ceevvviiieieiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 52

21 Compostos de baixo peso MOIECUIAN .............cccevviiiiiiiii e 53

2.1.1 ACIAOS FENONICOS .......ovceeeeieeeeeetee et en et en e 53

2.1.2 AleidOS FENOIICOS ...ttt 54

2.13 AldEIdOS FUIANICOS ...ttt sbree e 54

3 Influéncia do tratamento térmico na composi¢do da madeira ...........cccccevveeene... 55



T\ - X g = LR Y, =] (o Yo Lo - ROT 59

R N 0 013 (= T30 [0 0 =T [T - TR PR 59
2 Extracdo e isolamento dos &cidos fendlicos, aldeidos fendlicos e furénicos da
=T =T = USSP 59
3 Identificacdo e quantificacdo dos principais acidos fendlicos, aldeidos fendlicos
e furnicos das aduelas de madeira, por HPL-DAD € LC-MS..........cciiiiiiiiieeeneennnns 61

3.1 Padroes de ACIdOS fFENGIICOS .......cuuiiiiiiiiiei e 61

3.2 Analise dos acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
(5725 OO 61

3.3 Andlise cromatogréafica dos acidos fendlicos com detecdo por espetrometria de
g FoTEST= W (O ) R PERP 62

3.4 Padrdes de aldeidOS. ........ocuuiiiiiiie e a e 63
35 Analise dos aldeidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) .... 64

3.6 Analise cromatografica dos aldeidos com detec¢édo por espetrometria de massa (LC-
S PSPPSR 64

3.7 Preparacdo do extrato para analise dos compostos volateis da madeira por

cromatografia gasoSa (GC-MS) .......eeiiiiiiiieiii e 65

3.8 Analise cromatografica dos compostos volateis da madeira com detegcdo por

espectrometria de MassSa (GC-MS).....ccooiiiiiiiiicc s 65
Indice de FOliN CIOCAIEAU............c..ccueeeeieeeceee ettt ee et 66
Propriedades antioxidantes da madeira.........ccoooeeevvieeeiiiiiniee e eeeeeeeens 66

51 Capacidade Antirradicalar (DPPH).......coooiiiiiiiii e 66

5.2 Avaliac@o do Poder Redutor (FRAP) .....ccooiiieee e 67

6 ANAIISE ESTAtiISICA .ovvvuuiiie ittt eaaaas 68
Il. ResUltad0s € DISCUSSE0........cuuuiuiiiiieeeiieeeiie e e ee et e e e e e e e e e e annees 69

1 Identificagdo e quantificagdo dos principais &cidos fendlicos, aldeidos fendlicos
e furanicos das aduelas de madeira, por HPLC-DAD e LC-MS .........cccooeeiiiiiiinininnn, 69

1.1 Identificagdo dos principais compostos volateis da madeira por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) .......ccveviiveeiiiiciiiiireee e 74
2 Indice de FOlN CIOCAITEU. ...........coveeueieeeeeeeeecee ettt ve e, 77
3 Avaliagdo da capacidade antiradicalar e do poder redutor............ccccceveeeeeneennes 78
3.1 D e 79
3.2 FRAP e e e e 80

(@1 o 11 A1 ] o 0 | PR 83



Caraterizacao polifendlica de um vinho tinto de mesa em contato com trés
tipos de aduelas com diferentes graus de queima. Comparagcdo com o

estagio em barricas de madeira com graus de tostagem semelhantes. ....... 83
L. INTFOTUGAD .. 85
1 Transformacdes dos compostos fendlicos N0s VINhOS .........cceevveeeiiiiiiiiieen e, 86
[I. Material @ MELOUOS ....uuii it e e e e e e e e e e 89
F N g To XS] = T30 [TV T s T TP 89

2 AnAalises fiSICO-qQUIMICAS .........cuuiiiii i e e e eeanees 91
2.1 Analise dos acidos fendlicos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

0E MASSA (LC-MS) ..ttt e et e e et e e et e e e 91

2.2 INCICE A8 FENOIS TOLAIS ...cuveeeeeeeee e ettt ettt e e e ee e e een s 91

2.3 Taninos ProantoCianiCoSs TOLAIS ........uviiieieeiiiiiiiiiiee e e st e e e e e e s e e e e e e e sneanee s 91

2.4 LoTo [T g 1= TaT= T (Y 92

2.5 INCICE A8 DIANISE ...ttt ettt 93

2.6 YN = 1R o b= O o S 94
2.6.1 INteNSIdade COFaNtE ..........ueuiuieiiiiii s 94

2.6.2 CIELAD ... 95

2.6.3 ANAlise das ANOCIANINGS ........evieieiiiiiiiiiei e e e s e e e e e s s sarrrreeaeee s 96

2.6.3.1 Antocianinas Livres Totais (método do bisSulfit0).............ceeeeriiiiiiiiiiiee e 96

2.6.3.2 Quantificagdo de Antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLP-

(57215 OO 97

2.7 ANAIISE dOS FlaVaN-3-0iS .......cocoviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesasssesesesereserererenes 98

3

271 Fracionamento de Catequinas e Procianidinas diméricas e triméricas por

cromatografia liquida em coluna de gel Toyopearl HS-40 (S).....cccceeviiiiiiiieeeeeeeieiiivnneen. 98
2.7.2 Andlise de Catequinas e Procianidinas diméricas e oligoméricas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) .........ccoovuiiiiiiieieiiiiee e 98
2.8  Indice de FOIN CIOCAIEU .......c.ccveveiveeeeeeeeeeeeteeeeeeete et 99
Propriedades ANtiOXIdANTES ........uuuiiieeeiieeiiiiee e e et e e et eeeeeeeeees 100
3.1 Capacidade Antiradicalar (DPPH) ........coiuiiiiiii e 100
3.2 Avaliacéo do Poder Redutor (FRAP) ......cooiiiiiiiii e 100
ANALISE SENSOMIAL........ceviiiiiii et e e e r b 100
ANALISE ESTAtiSTICA .....eevvviiiiiiie et 101
ReSUItad0S € DISCUSSE0......ccuuuiuiiiieeeii et e e e e e et s e e e e e e e e ant s s e e eaeaeaannes 103
ANAlISES fiSICO-QUIMICAS ...eevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 103

1.1 Andlise dos &cidos fendlicos por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
MASSA (LC-MS) ..ttt e et e e e sa bt e e et e e e e s nba e e e e nneeas 103

1.2 Analise dos aldeidos presentes no vinho por cromatografia liquida acoplada a

espetrometria de MAasSa (LC-MS) .....coiiiiiiiiiiia et 107



1.3 INAICE 08 FENOIS TOAIS ..vevveveeeeeeee et e eee et eee ettt e ettt e et et et e et et e e e se e e e te et eeee e 108

1.4 Taninos ProantoCianiCoS TOLAUS ..........cuvuuiiiieeiiiiiiiie e eeee e e e e e s e e e e e e e e e e eneeans 111

1.5 [2Z0 T [T g W= T a b= o | (I 114

1.6 TINAICE A DIANSE ...ttt ettt e et e e e eeereee e 116

1.7 PN Q=15 <Y 0 b= O | N 118

1.7.1 INTENSIAAAE COTANTE ...euniiieeeeeeeee et e e e et e e et e e e et e e s saaeeeeees 118

1.7.2 (o1 = =1 o TR 121

1.7.3 P g (o To1 F= T a1 F= TN 124

1.7.3.1  ANtoCianinas LIVIES TOLAUS ........ccevuuiiiieieeeieeie e e e et e e e e e e e e e e e e eraaa s 124

1.7.3.2  Antocianinas MONOGIUCOSIAAS .........ueeeiuurieiieiieeesiieeesireesseeeeeseeeeessereessnaeeeeseaeeeans 126

1.8 ANALISE dOS FIAVAN-3-00S .....covuriiiiiiiiiiieieee e s e e e e e e eeaaaas 129

1.9 INAICE A FOlIN CIOCAEAU ...ttt ettt et e e e eae e 133

2  Andlise das Propriedades AntioXidantes.............ueueeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 135

2.1 Capacidade Antiradicalar (DPPH) .......ccoooiiiiiiiiiiiicierece s 136

2.2 Avaliacéo do Poder Redutor (FRAP) .....cooiiiiiiiiie e 138

3 ANANSE SENSOMAL.....iiiiei e 141

@70 o 11 1T F-T= Vo 10T 147
=TT o[ To Yo | =11 - TR 151

A X O S e 165



Indice de Figuras

Figura 1 — Estrutura do nUcleo flavaniCo. .............uuiiiiii i 26
Figura 2 - Estrutura das principais familias de flavonéides na natureza.......................... 27
Figura 3 - Estruturas das unidades monoméricas dos flavan-3-6is (catequinas e
QAINOCALEQUINGS). ...coeiiiiiieii i 28
Figura 4 - Decomposicdo das proantocianidinas por aquecimento em meio acido (Bate-

I 1111 TR L 7 29
Figura 5 - Estrutura das procianidinas diméricas do tipo B...........cccccoiiiiiviiiiiieeeniniiinnee, 30
Figura 6 - Estrutura da procianidina dimeérica do tipo A2............cceeeiiiiiiiiiiiieeeeeee i 31
Figura 7 - Estrutura da procianidina trimérica do tipo C1. .........ccccceeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiieee 31
Figura 8 - Estrutura geral das proantocianidinas polimerizadas (Haslam, 1998). ............ 32
Figura 9 - Estrutura geral das antocianinas (catido flavilio) presentes na natureza......... 34

Figura 10 - Estrutura das agliconas das principais antocianinas presentes nas espécies
RV LRSI V(=] = VO 35
Figura 11 - Estrutura das antocianidinas 3-monoglucosidicas e respetivos ésteres
ACIHAAOS. .. 35

Figura 12 - Formas de equilibrio das antocianinas em solug&o (Brouillard & Lang, 1990).

Figura 13 - Equacao quimica que traduz a reacao do bissulfito com as antocianinas. ....39
Figura 14 - Estruturas gerais dos acidos benzdicos e cindmicos. .........ccccceeeeeeeiiieiiinnnnnn. 40
Figura 15 - Estrutura geral dos estilben0s Nas UVas.............cceeeeiiieeiiiiiiiiiee e, 42

Figura 16 — Diagrama representativo da composi¢cdo quimica da madeira e respectivas

percentagens relativas (Mosedale & Puech, 1998). ............ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 52
Figura 17 — Estrutura dos aldeidos benzdicos e CINANIMICOS. ..........ccovviiiieeiiiiiiee e, 54
Figura 18 — Estrutura dos aldeidos fUr@niCOS. ...........ccuviiiiiiiiiie e 55
Figura 19 — Solugbes extratoras dos trés tipos de aparas de madeiras. ...............ceeeenn... 60

Figura 20 — Perfil cromatografico obtido a 280 nm para o extrato da aduela de madeira
de carvalho francés sujeita a uma queima ligeira (C.O. FOL). ......coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 69
Figura 21 — Cromatograma de HPLC-DAD a 280 nm correspondente ao extrato da
aduela de madeira de carvalho francés sujeita a uma queima ligeira (C.O. FOL). .......... 71
Figura 22 — Histograma referente a composicdo dos diferentes aldeidos presentes nas
aparas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 73
Figura 23 — Histograma referente aos valores médios de aldeidos presentes nas aparas

de madeira sujeita a diferentes queimas. **P <0,01; ***P <0.001 .......cccceeeiiiiiiiiiiniineeenn. 74



Figura 24 - Cromatograma dos compostos volateis identificados a partir da aduela de
madeira tostada ligeiramente (C.O.FOL), obtido por GC-MS. ..., 75
Figura 25 — Histograma referente aos valores médios do indice de folin ciocalteu das
aparas de madeira sujeita a diferentes queimas. **P <0,01...........ccccceiiiiieirriiiiiiiiinneee, 78
Figura 26 — Histograma referente aos valores meédios da capacidade antiradicalar das
aparas de madeira sujeita a diferentes queimas. **P <0,01...........ccccciiiiiiierriieiiiiiinne e, 79
Figura 27 — Histograma referente aos valores médios do poder redutor das aparas de
madeira sujeita a diferentes queimas. *P <0,05; **P <0,01 ......ccccoeevriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiinnn, 80
Figura 28 — Cubas de inox com vinho touriga nacional em contato com aduelas de
madeira, sujeitas a diferentes queimas; e barricas de madeira, de carvalho francés com
diferentes tratamentos térmicos, com 0 mesmo vinho touriga nacional........................... 90
Figura 29- Circulo CrOMALICO. .........ciiiiiiiie e e e e e e e e e 95
Figura 30 — Perfil cromatografico a 280nm obtido do LC-MS correspondente a amostra
de vinho Controlo, a0 tEMPO ZEI0. ......cceeiieeeiicee e e e e e e e 104
Figura 31 — Perfil cromatografico a 280nm obtido do LC-MS, correspondente a amostra
de vinho em contato com a aduela de queima forte, e da aduela de madeira de carvalho
francés, aos 2 MESES € ESTAQIO. ....cccoiiviiiiiii i e 107
Figura 32 — Histograma do indice de fendis totais do vinho controlo e do vinho em
contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05................. 109

Figura 33 — Histograma do indice de fendis totais do vinho FOL e do vinho dos cascos 62

L O LS R O 1 0L S 110
Figura 34 - Histograma do indice de fendis totais do vinho FOM" e do vinho do casco 68.
L O 1 TN 111

Figura 35 — Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho controlo e do vinho
em contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05........... 112

Figura 36 - Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho FOL e do vinho dos

CASCOS B2 € 89. P 0,05 ..o 112
Figura 37 - Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho FOM" e do vinho do
(o= 1Y od o < T O N 0 1 113

Figura 38 — Histograma do poder tanante do vinho controlo e do vinho em contato com
as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 114

Figura 39 - Histograma do poder tanante do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P

0,05 115
Figura 40 - Histograma do poder tanante do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05
..................................................................................................................................... 116

Figura 41 — Histograma do indice de didlise do vinho controlo e do vinho em contato com

as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05..........cccceeiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 116



Figura 42 - Histograma do indice de dialise do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69.

e O 0 TSP UU PP 117
Figura 43 - Histograma do indice de didlise do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P
0,0 e e e et e e et e e e e ettt e e e aaa s 118

Figura 44 — Histograma da intensidade corante do vinho controlo e do vinho em contato
com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05...........cccccvvvvvveneenn. 119
Figura 45 - Histograma da intensidade corante do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e

G101 01 TP PP TP OPPPPPPPPPPPRP 120
Figura 46 - Histograma da intensidade corante do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P
O 1 01 T PP PP PO PPPPPPPPPPPT 121

Figura 47 — Gréfico correspondente aos parametros a* e b* do vinho controlo, vinho em
contato com as diferentes aduelas e vinho estagiado Nos CasCoS. .......ccceeveeeeivvvevvnnnnnn. 123
Figura 48 — Histograma das antocianinas livres totais do vinho controlo e do vinho em
contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05................. 124

Figura 49 - Histograma das antocianinas livres totais do vinho FOL e do vinho dos

CASCOS B2 € 89, P <O,05 ..o 125
Figura 50 - Histograma das antocianinas livres totais do vinho FOM* e do vinho do casco
B8. P <0,05 .. 126

Figura 51 — Cromatograma de HPLC-DAD das antocianinas monomeéricas presentes no
vinho em contato com aduelas de queima forte e no vinho estagiado no casco 68, aos 0
€ 6 MESES A ESLAGIO. ..o iiiiiiiiiii i ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa 127
Figura 52 — Histograma das antocianinas monoméricas do vinho controlo e do vinho em
contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05................. 128

Figura 53 - Histograma das antocianinas monomeéricas do vinho FOL e do vinho dos

CASCOS 62 € 69. P <0O,05 ... 128
Figura 54 - Histograma das antocianinas monoméricas do vinho FOM"* e do vinho do
CASCO B8. P 0,005 ... i e e 129

Figura 55 — Cromatograma de HPLC-DAD correspondente as fracbes B do vinho em
contato com aduelas de queima forte e do vinho estagiado no casco 68, aos 0 e 6 meses
de eStagio. P <0,05... ..o 130
Figura 56 — Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas do vinho

controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes

(o LU= g = L e 0L TSR 131
Figura 57 - Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas presentes
no vinho FOL e no vinho dos cascos 62 € 69. P <0,05 .....cooiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 132

Figura 58 - Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas presentes
no vinho FOM™ e no vinho do casco 68. P <0,05.......ccooeeee oo, 133



Figura 59 — Histograma do indice de folin ciocalteau do vinho controlo e do vinho em
contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05................. 134
Figura 60 - Histograma do indice de folin ciocalteau do vinho FOL e do vinho dos cascos

B2 € B9. P <O,05 ...t e et e e et e e e e e nbr e e e e e anees 134
Figura 61 - Histograma do indice de folin ciocalteau do vinho FOM* e do vinho do casco
ST T S 01 01 SR RURPPPRT 135

Figura 62 — Histograma da capacidade antiradicalar do vinho controlo e do vinho em
contato com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05................. 136
Figura 63 - Histograma da capacidade antiradicalar do vinho FOL e do vinho dos cascos

B2 € 69. P <0O,05 ...eiiiieeei ittt e e e e e e e e e e —aaaeeaaaa i — i rraaaaeaaaans 137
Figura 64 - Histograma da capacidade antiradicalar do vinho FOM™ e do vinho do casco
ST T = O 101 RSP POPPPPPRPR 138

Figura 65 — Histograma do poder redutor do vinho controlo e do vinho em contato com as
aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05 ...........ccviiiiieiiiennieiiiiinnnnn. 139

Figura 66 - Histograma do poder redutor do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P

SO 1 0L PRSP UPPRPPRR 139
Figura 67 - Histograma do poder redutor do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05
..................................................................................................................................... 140
Figura 68 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da cor. ............ 141

Figura 69 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da sensacdo
(0] 1 7= 111> PP 142
Figura 70 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da sensacdo
[0 [U S £= LAY VPP PP PP PPPPPPPPPPPP 142
Figura 71 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da sensacdo
gustativa, ao nivel da sua adStriNGENCIA. ........ccuieeiiiiiiiiiiiiiie e 143
Figura 72 — Resultados obtidos para a classificacdo geral dos diferentes vinhos. ........ 144



indice de Tabelas

Tabela 1 — Parametros definidores do nivel de queima (Canas, 2003). .........cccccceeeenenne. 56
Tabela 2 — Padrdes de acido fenoliCOS COMEICIAIS. .........cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee 61
Tabela 3 — Gradiente de eluigcdo utilizado na analise dos acidos fendlicos. .................... 62
Tabela 4 — Padroes de aldeidoS COMEICIAIS. ........cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 63
Tabela 5 — Equaces das curvas de calibracéo de diversos aldeidos..........ccccccvvvveeee... 63
Tabela 6 — Gradiente de elui¢do utilizado na andlise dos aldeidos. .........ccccccvvvvvvvveeeen.. 64

Tabela 7 — Acidos e outros compostos fendélicos identificados por LC-MS, na amostra da
aduela de madeira de carvalho francés sujeita a queima ligeira (C.O.FOL). ................... 70
Tabela 8 - Aldeidos fendlicos identificados por LC-MS, no extrato da aduela de madeira
de carvalho francés sujeita a queima ligeira (C.O.FOL). ........ooccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 72
Tabela 9 — Identificagcdo dos compostos volateis presentes na C.O.FOL, por GC-MS....76
Tabela 10 — Data das analiSeS QUIMICAS. ......cuuiieiiiiiiiiiiieee e 90
Tabela 11- Gradiente de eluig&o utilizado na analise das antocianinas totais. ................ 97
Tabela 12- Gradiente de eluicdo utilizado na analise das catequinas e das procianidinas
(o T =T g ot T S (0 =T o= I PSPPI 99
Tabela 13 — Andlise quimica inicial do vinho de mesa tinto de casta Touriga Nacional. 103
Tabela 14 - Dados LC-MS para a amostra Controlo, ao tempo z€ero............ccccceeeennnn... 105
Tabela 15 - Dados do LC-MS para a amostra de vinho em contato com a aduela de
queima forte, aos 2 Meses de ESTAQIO. .....oovviviiiii i 108
Tabela 16 — Parametros colorimétricos do vinho Controlo, do vinho em contato com as
diferentes aduelas e do vinho estagiado NOS CASCOS. ......ceeiieeeiiiiiiiiiiieie et 122

Tabela 17 — Amostras de vinho comparadas em cada série, e seus resultados. .......... 145






Lista de Abreviaturas

a* — Coordenada colorimétrica (Verde - Vermelho)

Abs — Absorvancia

b* — Coordenada colorimétrica (Amarelo - Azul)

BSA — Albumina sérvica bovina

DAD - Detetor de barra de diodos (Diode array detector)

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

FOL — Aduela de carvalho francés com queima ligeira (French Oak Ligh)
FOM — Aduela de carvalho francés com queima média (French Oak Media)
FOM® — Aduela de carvalho francés com queima forte (French Oak Strong)
FRAP — Capacidade de reduzir o ferro (Ferric reducing ability power)
GC-MS - Cromatografia gasosa acoplada e espectrometria de massa
HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performace liquid chromatography)
IC — Intensidade corante

|.D — indice de dialise

IFT — indice de fenois totais

L* — Luminosidade

LC-MS - Cromatografia liquida acoplada e espectrometria de massa
MeOH — Metanol

min — Minutos

MS — Massa do ido principal

MS? — Primeiro fragmento do i&o principal

MS? — Segundo fragmento do i&o principal

m/z — Relagdo massa carga

NTU - Unidades de turbidez (Nephelometric Turbidity Units)

P — Nivel de significado estatistico



TPA — Taninos proantocianicos totais

UV-Vis — Ultra-violeta/ Visivel

}\.«méx— Comprimento de absor¢ao méaximo
AC — Diferenca da Cromaticidade entre duas amostras
AH — Diferenca da Tonalidade entre duas amostras

AE — Diferenca da percecdo de duas amostras



Introducao Geral



24 | FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicao fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.



FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

Os compostos fendlicos ou polifendis, assim como os alcaldides, os terpenos, 0s
polienos e os poliacetilenos sdo compostos naturais resultantes do metabolismo
secundario das plantas (Beart et al., 1985).

O primeiro grupo € de particular importancia fisiolégica e morfoldgica, na medida em
intervém na pigmentacdo, na regulacdo do crescimento e da maturacdo celular, e na
defesa contra agentes agressores (Billot, 1983).

Os polifendis sdo constituintes importantes dos alimentos (cereais, frutos e seus
derivados como € o caso do vinho), estando diretamente relacionados com algumas das
suas propriedades organolépticas, como a cor (antocianinas), a adstringéncia e o
amargor (3-flavanadis) (Ribichaud & Noble, 1990; Soares, S. et al 2007).

Os compostos fendlicos exibem uma vasta gama de propriedades fisioldgicas
benéficas para a salde, tais como anti-alérgicas, anti-inflamatérias, anti-microbianas,
anti-oxidantes, e efeitos cardioprotetores e vasodilatadores (Benavente-Garcia, Castillo,
Marin, Ortuno, e Del Rio, 1997; Manach, Mazur, e Scalbert, 2005; Middleton,
Kandaswami, & Theoharides, 2000; Puupponen-Pimia” et al., 2001; Samman, Lyons
Wall, & Cook, 1998). Nos ultimos anos, varios estudos associaram 0 consumo de
alimentos ricos em polifenéis com a prevencdo de doencas cardiovasculares (Block,
1992; Hertog et al,1993), certos tipos de cancro e outras doencas relacionadas com a
idade (Rice-Evans & Packer, 1998; Pratt, 1992); sendo que este efeito preventivo
depende sempre da composicao de compostos fendlicos e das suas concentracdes
relativas nos alimentos. Os efeitos benéficos derivados de compostos fendlicos tém sido
atribuidos a sua atividade antioxidante (Heim, Tagliaferro, e Bobilya, 2002), a capacidade
gue estes compostos tém de inibir a acdo de espécies reativas de oxigénio que sdo
responsaveis por doencas resultantes do stress oxidativo (Masquellier, 1982; Ricardo da
Silva et al., 1991; Teissedre et al., 1996).

Durante o processo de maturacdo e envelhecimento do vinho, os compostos
fendlicos (nomeadamente as antocianinas e os 3-flavandis) sofrem varias
transformagfes quimicas que originam novos compostos, mais estaveis, com
caracteristicas fisico-quimicas distintas dos seus precursores, contribuindo assim para a
alteracdo das carateristicas organolépticas como a cor e o sabor do vinho (Jurd, 1969;
Somers, 1971; Rivas-Gonzalo et al., 1995; Pissarra et al., 2003). Deste modo, observa-
se o importante papel que os flavandis e as antocianinas desempenham na qualidade
dos vinhos tintos.

Do ponto de vista estrutural, os compostos fendlicos sédo caraterizados pela presenca
de um sistema benzénico com um ou mais grupos hidroxilo, que por sua vez se podem

encontrar metilados ou glicosilados. Podem ser classificados em dois grandes grupos, 0s
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flavonoides, dos quais fazem parte os flavan-3-6is, os flavondis, as flavanonas, as
flavonas, as isoflavonas, as chalconas e as antocianinas; e os nao-flavonoides que
incluem os acidos fendlicos (benzdicos e cinamicos) e outros derivados fendlicos como

lenhinas e estilbenos (e.g. resveratrol).

1 Flavonodides

Os flavondides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular, cuja estrutura
fundamental é constituida por uma configuragcdo C6-C3-C6 formada por dois anéis
aromaticos (A e B), que se encontram ligados por um anel heterociclico piranico (C)
(Zoecklein et al., 1995) (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura do nucleo flavanico.

Esta classe de compostos fendélicos pode dividir-se em varias familias de compostos
como os flavanodis, os flavonois, os flavanondis, as flavonas, as flavanonas e as
antocianidinas, que se distinguem pelo grau de oxidagéo (grau de insaturacdo) do anel

piranico C (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura das principais familias de flavonoéides na natureza.

1.1 Flavan-3-6is

Os flavan-3-6is e os seus derivados estruturais, as proantocianidinas ou taninos
condensados sdo caraterizados por um nucleo flavanico constituido por dois anéis
aromaticos (A e B) e por um anel heterociclico piranico C, ao qual se encontra ligado um
grupo hidroxilo na posicao 3 do anel C.

Os flavan-3-6is existentes na natureza apresentam varias formas de estrutura que
diferem na estereoquimica dos carbonos assimétricos do anel piranico C (C2 e C3) bem
como no grau de hidroxilacdo dos anéis A e B. Os flavan-3-6is mais comuns no reino
vegetal e particularmente no género Vitis vinifera, encontram-se hidroxilados nas
posicbes C5 e C7 do anel A, variando apenas no numero de grupos hidroxilo no anel B e
na estereoquimica do carbono 3 do anel C. Este tipo de compostos podem ser
classificados como catequinas e galhocatequinas. As catequinas ((+)-catequina e (-)-
epicatequina) encontram-se hidroxilados nas posigdes 3’ € 4’ do anel B, enquanto que as
galhocatequinas  ((+)-galhocatequinas e (-)-epigalhocatequinas) se encontram

hidroxiladas nas posi¢coes C3’, C4’ e C5’ do anel B (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas das unidades monoméricas dos flavan-3-6is (catequinas e galhocatequinas).

Os flavan-3-6is podem ainda encontrar-se esterificados com o acido galhico ou com
uma glicose na posicdo O-3 do anel piranico C (Piretti et al., 1976; Lee & Jaworski,

1990), embora a forma glicosilada seja pouco comum no reino vegetal (Porter, 1988).

1.1.1 Proantocianidinas

Na natureza, bem como no vinho, os flavan-3-6is existem também sob formas mais
polimerizadas, denominadas de proantocianidinas ou taninos condensados.

As proantocianidinas por aguecimento em meio acido decompdem-se e dao origem a
antocianidinas (cianidina e/ou delfinidina) mediante a rutura das ligacbes entre as
unidades monomeéricas, de acordo com o mecanismo descrito na literatura (Bate-Smith,
1954a) (Figura 4).
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Figura 4 - Decomposi¢éo das proantocianidinas por aquecimento em meio acido (Bate-Smith, 1954a).

A diversidade estrutural das proantocianidinas ou taninos condensados resulta da
natureza das unidades monoméricas constituintes (as procianidinas sao constituidas por
catequinas, enquanto que as prodelfinidinas sdo constituidas por galhocatequinas), do
tipo de ligacao interflavandlica entre estas unidades (como as ligacdes C4-C6 e C4-C8
carateristicas das procianidinas diméricas do tipo B), e do seu grau de polimerizacao
(dimeros, trimeros, oligbmeros e polimeros) (Bate-Smith, 1954; Haslam, 1996).

O tipo de ligacado estabelecida entre as unidades monoméricas € designado por uma
letra (A, B, C e D) e por um algarismo para identificar cada isomero dentro de cada um
dos grupos (Weinges et al., 1968; Thompson et al., 1972). Assim, as procianidinas
diméricas do tipo B resultam da condensacdo de duas unidades flavandlicas
(combinacéo de (+)-catequina e (-)-epicatequina) através de uma ligacao entre o carbono

4 do mondémero superior com o carbono 6 ou 8 da unidade inferior (Figura 5).
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R1 R2 R3 R4 Dimeros C4-C8  Dimeros C4-C6
OH H H OH Bl B5
OH H OH H B2 B6
H OH H OH B3 B7
H OH OH H B4 B8

Figura 5 - Estrutura das procianidinas diméricas do tipo B.

As procianidinas diméricas do tipo A, para além de apresentarem uma ligacdo
interflavandlica do tipo B, possuem ainda uma ligacdo éter entre o carbono 2 do
monodmero superior e o grupo hidroxilo do carbono 5 ou 7 da unidade inferior (Salagoity-
Auguste & Bertrand, 1984) (Figura 6).
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OH

CH

Figura 6 - Estrutura da procianidina dimérica do tipo A2.

As procianidinas triméricas podem ser divididas em dois grupos: as procianidinas
triméricas do tipo C, cujas liga¢gBes interflavandlicas sdo do tipo B (Figura 7) e as
procianidinas triméricas do tipo D, que possuem uma ligacao interflavandlica do tipo B e

outra do tipo A.
OH

OH

OH

Figura 7 - Estrutura da procianidina trimérica do tipo C1.

As proantocianidinas existentes na natureza encontram-se maioritariamente nas suas
formas mais polimerizadas (oligdbmeros e polimeros), formando complexos moleculares

de maiores dimensdes (Haslam, 1998) (Figura 8).
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OH -
L8] OH
HZ 0
. R
Procianidina: R=H

Prodelfinidina: R=OH

Figura 8 - Estrutura geral das proantocianidinas polimerizadas (Haslam, 1998).

As principais proantocianidinas existentes nas uvas e nos vinhos sdo especialmente
procianidinas, ou seja oligdbmeros e polimeros de catequina e epicatequina unidas por
ligagbes C4-Cs e em menor quantidade por ligacdes C4-Cq (Ricardo da Silva, 1995).
Recentemente foram encontrados pela primeira vez, dimeros e trimeros de
prodelfinidinas num vinho de mesa tinto, da Regido Demarcada dos Vinhos Verdes (Sub-

regido Lima), produzido a partir de castas tintureiras (Teixeira, N. et al., 2016).

1.1.2 Propriedades dos Taninos

Os taninos constituem o terceiro grupo mais importante dos compostos fendlicos
(Porter, 1989). Estes podem ser classificados em dois grandes grupos: os taninos
condensados (proantocianidinas) e os taninos hidrolisaveis. Os primeiros assumem um
importante papel ao nivel das propriedades gustativas dos alimentos e especificamente
dos vinhos uma vez que tém a capacidade de interagir com as proteinas da saliva,
formando complexos estaveis que provocam a diminuicdo da lubrificacdo do palato,
causando uma sensacgdo de secura em toda a boca, denominada por adstringéncia
(Bate-Smith, 1973; Haslam & Lilley, 1988; Allen, 1994). Estes compostos podem ainda

atuar ao nivel da cor, devido a sua associagdo com as antocianinas durante o processo
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maturacao/envelhecimento dos vinhos, através de fendmenos de co-pigmentacdo
(Michaud et al., 1971; Czochanska et al., 1979; Lee & Jaworki, 1989; Prieur et al., 1994,
de Freitas, 1995; Dallas et al., 1996a, b; Moutounet et al., 1996).

Os taninos hidrolisaveis sd@o constituidos por uma molécula de agucar, geralmente a
B-D-Glucose, ligada a um composto fendlico, principalmente o acido galhico (taninos
galhicos) ou o &cido elagico (taninos elagicos) (Barquette & Trione, 1998). Estes
compostos sdo facilmente hidrolisaveis por via enzimética ou em condicbes acidas ou
basicas, dando origem ao acido galhico (taninos galhicos) e &cido elagico (taninos
elagicos) (Chen, 1970; Vivas et al., 1996), respetivamente.

O &cido elagico, que eventualmente se encontra presente no vinho, ndo aparece
naturalmente das uvas, a sua presenc¢a no vinho é de origem exdgena como resultado
de certas praticas vinicolas, tais como a utilizagdo de barricas ou chips, cuja madeira
seja rica neste tipo de taninos; ao passo que o acido galhico, tem origem das peliculas
ou das grainhas.

Durante o processo de conservacdo e envelhecimentos dos vinhos, ocorrem
modificagdes no estado de condensagdo dos taninos, influenciando desta forma a sua

cor e as suas carateristicas organoléticas.

1.2 Antocianinas

As antocianinas sao pigmentos naturais responsaveis por uma vasta gama de cores
em vegetais, frutas e outros produtos derivados. (Heredia et al.,, 1998). Estas séo
também responséveis pela coloragdo dos vinhos tintos e das uvas, estando localizadas
na pelicula e na polpa das castas tintureiras (Ribéreau-Gayon, 1964).

Estruturalmente as antocianinas correspondem a glicésidos do catido flavilio,

polihidroxilados e/ou metoxilados nos anéis A e B (Figura 9).
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Rq Cianidina OH H
OH
. Petunidina OCH; OH
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~ OH R(;H Peonidina OCHs H

=

o /o OH Malvidina OCHs; OCHs;

Figura 9 - Estrutura geral das antocianinas (catido flavilio) presentes na natureza.

As antocianinas podem ainda diferir entre si pelo nimero, natureza e posi¢cdo dos
acucares ligados a molécula; e pelo numero e natureza das cadeias alifaticas ou
aromaticas esterificadas na molécula de acucar (Guerra, 1997). Maioritariamente 0s
acucares ligam-se na posigdo O-3, podendo também estabelecer ligagdo em O-5 e, em
alguns casos em O-7. Os agucares mais comuns sdo a glucose, a ramnose, a galactose,
a xilose e a arabinose (Francis, 1989) e estes podem apresentar-se sob a forma de
mono, di e trissacaridos.

As formas agliconas (nao-glicosiladas) das antocianinas denominadas de
antocianidinas sao relativamente instaveis em solu¢des aquosas e muito menos sollveis
gue as antocianinas (Timberlake & Bridle, 1966), por isso a glicosilacdo confere uma
maior estabilidade e solubilidade a estes pigmentos. A delfinidina, a cianidina, a
petunidina, a peonidina e a malvidina sdo as formas agliconas correspondentes as
antocianinas presentes na espécie Vitis vinifera (Figura 10). Estes pigmentos diferem no
seu padrdo de hidroxilacdo e metoxilacdo, no qual resulta a alteracdo da cor desde o
laranja-avermelhado até ao violeta-azulado, a um pH &cido. De um modo geral, a
hidroxilacdo do anel B induz desvios batocrémicos (deslocamento da banda de absorcao
para um comprimento de onda maximo superior), ao passo que a metilacdo dos grupos
hidroxilo inverte esta tendéncia, induzindo a desvios hipsocromicos (Brouillard, 1983;
Stintzing & Carle, 2004).
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Figura 10 - Estrutura das agliconas das principais antocianinas presentes nas espécies Vitis vinifera.

As antocianinas da espécie Vitis vinifera sdo constituidas quase exclusivamente por
monoglucosideos. Pelo contrario, as espécies americanas, como Vitis riparia, Vitis
rupestres e seus hibridos s&@o constituidos por diglucosideos e tém antocianinas
esterifiadas com alguns acidos, nomeadamente o &cido acético, o acido p-cumarico e o
acido cafeico (Figura 11) (Cardoso, A., 2007).

Rs=H 3-glucédsido de antocianidina
Ra= (0] 3-acetilglucdsido de antocianidina
OH
OH
R3= 3-cumaroilglucésido de antocianidina
O-R,
0
A
OH
HO
Rs= 3-cafeoilglucésido de antocianidina
0O
HO N
OH
HO

Figura 11 - Estrutura das antocianidinas 3-monoglucosidicas e respetivos ésteres acilados.

As plantas que contém antocianinas exibem uma série de cores que ndo podem ser
simplesmente explicadas pelo contedo antocianico. E necessario considerar outros
parametros do meio, como a influéncia do pH, fendbmenos de auto-associacdo e de

copigmentacéo (Brouillard & Lang, 1990).
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1.2.1 Formas de equilibrio das antocianinas

De acordo com o pH em solugéo, as antocianinas podem existir sob diversas formas
de equilibrio. A pH 1, as antocianinas encontram-se maioritariamente na forma de catido
flavilio (AH") e apresentam uma cor vermelha. Com o aumento do pH, ocorre a
hidratacdo do catido flavilio levando ao aparecimento da forma de base carbinol incolor
(B). A partir de valores de pH 2 comecam a surgir as formas de chalcona de cor amarela
(C) e a proporcao de catido flavilio diminui bruscamente, traduzindo-se numa diminuicao
consideravel da cor vermelha em solucdo. A pH entre 3 e 4, a forma predominante é a
base carbinol incolor (B), embora todas as outras formas de equilibrio se encontrem
presentes. Também entre os valores de pH 4 e 7 predomina a forma de base carbinol
incolor (B), sendo a fragdo molar do catido flavilio insignificante. A pH neutro ou alcalino
ocorre uma desprotonacgéo rapida do catido flavilio originando a base quinoidal violeta
(A) (Figura 12).
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Figura 12 - Formas de equilibrio das antocianinas em solugéao (Brouillard & Lang, 1990).
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Ha outros parametros que influenciam a estabilidade das antocianinas, sendo eles a
temperatura, a luz, o oxigénio e a presenca de metais. Metais como o Fe, Al, Cu, Sn e
Mg, formam complexos de coordenacéo corados bastante estaveis com as antocianinas
que possuam mais do que um grupo hidroxilo no anel B (delfinidina, petunidina e a
cianidina). No caso dos vinhos, o pH encontra-se compreendido entre 3,5 e 4,0, 0 que
significa que as antocianinas se encontram predominantemente nas suas formas de
hemiacetal incolor (Brouillard & Lang, 1990) e portanto a predominancia da cor vermelha

no vinho, deve-se a estabilizacdo da forma de catido flavilio através de diferentes

mecanismos (nomeadamente o da copigmentacao).

1.2.2 Copigmentacéao

O fendbmeno de copigmentacdo consiste numa interagdo molecular através de pontes
de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas entre as antocianinas e outras moléculas néo
coradas, tais como flavondides (particularmente os flavondis), &cidos fendlicos,
alcaléides, aminoéacidos e acidos organicos, que atuam como copigmentos (Davies &
Mazza, 1993).

A copigmentacao leva a formacao de um complexo em que existem interacdes entre
diferentes sistemas 1 (sistema rico em eletrées de diferentes copigmentos com um
sistema deficiente em eletrdes da antocianina), promovendo a protecdo da antocianina
do ataque nucleofilico da 4gua levando a uma maior estabilizacao.

Do fendmeno de copigmentacdo resulta uma intensificagdo da cor (efeito
hipercromico) que poderd ser acompanhada por um deslocamento do comprimento de
onda maximo para valores superiores (efeito batocrémico).

Assim, para além do pH, também as interacdes moleculares das antocianinas com
outros compostos afetam a estabilidade das antocianinas, contribuindo desta forma para
a enorme variedade de cores que estes pigmentos exibem (Heredia et al., 1998).

Em vinhos jovens, 30 a 50% da cor pode ser atribuida a efeitos de copigmentagéo
(Boulton, 2001).
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1.2.3 Reaccdao das antocianinas com bissulfito

Um dos produtos que é utilizado na producdo dos vinhos, com efeito antioxidante e
inibitério do crescimento de micoorganismos indesejados, € o didéxido de enxofre (SO,).
Este guando adicionado antes da fermentacdo possibilita 0 aumento da extracdo da cor
das peliculas e estabiliza a cor quando adicionado durante o processo de
engarrafamento. Este fendmeno é conseguido devido a formacdo de compostos estaveis
e incolores através de uma reacao reversivel (

Figura 13) (Timberlake & Bridle, 1966).

SO,(g)+H,0(aq) «> H,SO,(aq) <> H*(ag)+HSO, (aq)

O S OH Rz + HSOy (aq)
_ OH

Catiao Flavilio
(vermelho) Aduto incolor

Figura 13 - Equacéo quimica que traduz a reagdo do bissulfito com as antocianinas.

Em solug&o aquosa, o didxido de enxofre (SO,) d& origem ao anido bissulfito (HSO3)
gue se liga rapidamente ao catido flavilio na posicdo C4, de um modo reversivel,
originando um aduto incolor.

O bissulfito pode também estabelecer ligagdo na posicdo C2 da antocianina
resultando igualmente numa estrutura incolor. Para deslocar o equilibrio no sentido da
formacdao do catido flavilio, acidifica-se a solucdo de modo a que esta volte a adquirir cor
vermelha.

Pequenas quantidades de SO, podem descorar grandes quantidades de
antocianinas, uma vez que as constantes de equilibrio desta reacdo sado elevadas
(Timberlake & Bridle, 1966). Contrariamente as antocianinas livres ou simples, as
antocianinas polimerizadas nédo descoloram com a adicdo de bissulfito de sodio (Dallas &
Laureano, 1994).
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2 Nao-Flavonodides

Os compostos nao-flavonéides sdo um grupo vasto de compostos fendlicos simples
gue podem influenciar o sabor amargo e o aroma dos vinhos. A este grupo pertencem 0s
acidos fendlicos, os estilbenos e as isoflavonas.

2.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sao fendis monoméricos incolores, que compreendem os acidos
benzéicos e cinamicos (Figura 14). Estes acidos encontram-se em frutos na sua forma
livre, e encontram-se em baixas concentra¢cdes quando comparados com as suas formas
conjugadas (Clifford 1997). Estes &cidos, aparecem numa variedade de produtos, de
entre os quais, peliculas de uvas, maioritariamente sob a forma de ésteres com acido

tartarico ou ligados a agucares (Michael, 1999).

Acido benzéico R, R,
OQ:_ _OH
¢ p-hidroxibenzoico H H
Protocatechuico OH
Vanilico OCH; H
R R:
! 2 Galhico OH OH
OH
Siringico OCH; OCHs;3
//O Acido cinamico R, R,
4CH-—C\
HC - Ari
oH p-cumarico H H
Cafeico OH H
Ferrulico OCH; H
R1 Ry
Sinapico OCH; OCH;
OH

Figura 14 - Estruturas gerais dos acidos benzoicos e cindmicos.

Os acidos fendlicos que se encontram em maior quantidade nas uvas sao os acidos

hidroxicinamicos (derivados do acido cinamico). A sua importancia prende-se com 0s
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fendmenos de acastanhamento oxidativo que 0s mostos ou vinhos brancos podem sofrer
(Singleton, 1987). Estes compostos, ricos em grupos hidroxilos, na presenca de oxigénio
e da enzima tirosinase sdo oxidados, dando origem as respectivas quinonas. Estas
guinonas, altamente reativas, envolvem-se em diversas reacfes que conduzem ao
aparecimento de compostos, com coloracfes que variam do amarelo ao castanho, nos

mostos e vinhos brancos.

2.2 Estilbenos

Os estilbenos podem ser encontrados nas células das peliculas e nos sarmentos das
videiras, apresentando uma acgéo antioxidante, anti-inflamatéria e quimio-preventiva para
alguns tipos de cancro.

Geralmente, o anel A destes compostos possui dois grupos hidroxilo na posicao
meta, enquanto o anel B esté substituido por grupos hidroxilo e/ou metoxilo nas posi¢oes
orto, meta e/ ou para (Figura 15). Quase todos os estilbenos possuem duas formas
isoméricas (cis e trans), sendo a forma trans a mais estavel.

Um dos compostos pertencentes a este grupo é o resveratrol (trans-3,5,4- tri-hidroxi-
estilbeno), elemento mais abundante desta familia em uvas e amendoins (Cassidy et al.
2000), que se apresenta como sendo uma fitoalexina, componente este que é sintetizado
pela videira em resposta a situacdes de stress, como o ataque de patdgenos/ infecdes
fungicas ou a incidéncia de luz ultravioleta (UV) (Longcake & Pryce, 1977; Hart, 1981;
Jeandet et al., 1991; Korhammer et al., 1995).

O resveratrol encontra-se nos vinhos em concentra¢cdes muito reduzidas. Este tipo de
substancia concentra-se nas células da pelicula da uva, e portanto, quanto maior for o
processo de maceracdo pelicular, maior sera a quantidade deste tipo de compostos
extraidos. Assim, o facto de os vinhos tintos apresentarem concentragfes mais elevadas,
deste tipo de compostos, em relacdo aos vinhos brancos, deve-se a este fendmeno e as

distintas tecnologias de vinificagao.

41



42 | FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicao fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

Estilbeno Ri Ry R;
R2
Ry Resveratrol OH H OH
/ -
Resveratrolésido OH H  O-glucésido
Picetanol OH OH OH

HO

Astringina OH OH O-glucosido

Figura 15 - Estrutura geral dos estilbenos nas uvas.



Objetivo

O presente trabalho, teve como objetivo principal compreender a influéncia dos
diferentes tratamentos térmicos da madeira de carvalho francés na composicao
polifendlica, nas propriedades antioxidantes e na qualidade de um vinho de mesa tinto
monovarietal — Touriga Nacional, produzido pela Empresa Gran Cruz, na Regido
Demarcada do Douro; durante um periodo de estagio de 6 meses.

Para tal, realizaram-se 2 ensaios, no primeiro colocou-se o vinho em contato com 0s
trés tipos de aduelas com os diferentes graus de queima, € no segundo 0 mesmo vinho
foi colocado em contato com cascos/barricas com graus de queima semelhantes.

Para ambos os ensaios, efetuaram-se diferentes andlises fisico-quimicas com o
objetivo de caraterizar os principais compostos fendlicos, presentes nas madeiras e nos
vinhos em estudo.

Com o preposito de avaliar a existéncia de diferengas qualitativas nos diferentes
vinhos, recorreu-se a um painel de provadores, onde se avaliaram sensorialmente o0s
vinhos que estiveram em contato com as aduelas e barricas sujeitas aos diferentes

tratamentos térmicos.
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Descricédo do Trabalho

Este trabalho incidiu no estudo da composicao fenélica de aduelas de madeira de
carvalho francés com trés queimas diferentes e, no estudo do perfil polifenélico do vinho
em contato com os trés tipos de aduelas com diferentes tostas ao longo do tempo de

envelhecimento por um periodo de seis meses.

Neste sentido, o trabalho foi dividido em dois capitulos:

Capitulo_I: Identificacdo e quantificagcdo dos principais compostos fendlicos
presentes nas aduelas de carvalho francés sujeitas a diferentes tratamentos
térmicos — onde se comecgou por avaliar os principais acidos fenolicos, aldeidos
fendlicos e furanicos das respetivas aduelas de madeira, utilizando solu¢cdes modelo
de vinho.

Capitulo lI: Caraterizagdo polifendlica de um vinho tinto de mesa em contato
com trés tipos de aduelas com diferentes graus de queima. Compara¢cdo com o
estadgio em barricas de madeira com graus de tostagem semelhantes — onde se
realizou o estudo da composi¢&o das antocianinas e dos flavan-3-6is, e se avaliou as
propriedades antioxidantes dos vinhos em contato com as diferentes aduelas, ao
tempo 0, 2° 4° e 6° més. Para as amostras de vinho estagiados nas barricas,
procedeu-se igualmente aos mesmos estudos referidos anteriormente, com a Unica

diferenca nos tempos avaliados, tempo 0 e 6° més.



46 | FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicao fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.



Capitulo |

ldentificacao e quantificacao dos principais
compostos fendlicos presentes nas aduelas
de madeira de carvalho francés sujeitas a

diferentes tratamentos térmicos.
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[. Introducéo

A utilizacdo da madeira no setor vitivinicola associada a elaboragéo, conservacao,
mas sobretudo ao transporte dos vinhos é uma pratica ja bastante antiga. Desde cedo se
reconheceu a importéancia da influéncia da madeira, na qualidade dos produtos
enolégicos.

O relacionamento das praticas enoldgicas com as préaticas da tanoaria permitiu obter
um conhecimento mais aprofundado sobre as carateristicas e 0 comportamento das
madeiras, levando a uma diferenciagéo da sua utilizacéo.

A qualidade da madeira depende de varias propriedades especificas, nomeadamente
da espécie botanica, da origem geografica, da variabilidade da composi¢do anatomica,
da composi¢cdo quimica, assim como do tratamento térmico realizado na industria de
tanoaria vulgarmente denominado por “queima” (Cérdan et al., 2006).

Uma das principias carateristicas que a madeira adequada a fins enolégicos devera
ter € uma porosidade ligeira, sendo permeavel a passagem de gases, especialmente
oxigénio, que estd envolvido nas reagbes de oxidagdo e noutros processos fisico-
gquimicos que ocorrem durante o processo de envelhecimento. Porém, a madeira devera
também apresentar uma composi¢do quimica adequada, para que além de influenciar as
propriedades como a permeabilidade, a durabilidade e a dureza, contribua para a
obtencé@o de produtos enoldgicos com as propriedades organoléticas e fisico-quimicas
desejadas (Keller, 1987; Feuillat & Keller, 1997). Uma vez que nem todas as madeiras
apresentam as carateristicas mais adequadas para esta finalidade, ocorreu um
progressivo abandono destas, elegendo-se a madeira de carvalho como a madeira de
exceléncia, com uma reconhecida influéncia positiva sobre a qualidade dos vinhos
(Dubois, 1989; Moutounet et al., 1999).

O carvalho mais utilizado em tanoaria insere-se no género Quercus L., encontrando-
se as diferentes espécies, classificadas em dois subgéneros: Cyclobalanopsis (madeira
vermelha) tipica das regibes tropicais e subtropicais; Euquercus (madeira branca)
difundida por todo o mundo.

E do subgénero Euquercus que surgem as trés espécies com maior valor comercial
em tanoaria, nomeadamente, Q. robur, Q. sessiliflora e Q. alba. A espécie Q. robur é a
que ocupa a maior area na Europa e que constitui a mais importante fonte de madeira
para a tanoaria (Kleinschmit, 1993; Mosedale et al., 1999). No entanto, mesmo
considerando a mesma espécie, € fundamental ter em conta a variabilidade da madeira,
uma vez que influéncia decisivamente o seu comportamento tecnolégico em tanoaria e o

resultado do envelhecimento de produtos enoldgicos.
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Na Europa, as areas mais importantes de floresta de carvalho encontram-se em
Franca, nas regioes de Limousin, Argonne, Borgogne e Vosges (Chatonnet, 1995). Estas
florestas apresentam condi¢des particulares para a producdo de madeira de carvalho, o
chamado Carvalho Francés, que pela sua qualidade é uma mais-valia para o vinho. E
mais suave, com aromas e sabores mais finos, destacando-se as especiarias e d4 uma
maior estrutura e longevidade ao vinho.

Na América do Norte, a espécie do subgénero Euquercus que apresenta uma maior
aptiddo em tanoaria e que representa a maior area de ocupacdo e maior utilizacédo é, o
Q. alba. Esta madeira destaca-se pela abundancia de compostos aromaticos,
nomeadamente com notas de c6co muito proprias, acompanhada pela escassez de
compostos fendlicos, proporcionando vinhos mais suaves no final do estagio.

Em Portugal as principais areas de carvalho encontram-se na Beira Interior, Tras-os-
Montes e Gerés, sendo as espécies mais importantes para a tanoaria o Q. pyrenaica e o
Q. fagine, pertencentes ao subgénero Euquercus. O Q. pyrenaica apresenta teores mais
elevados de substancia extraiveis e de taninos elagicos que as espécies francesas,

sendo tradicionalmente utilizado no envelhecimento de aguardentes.

1 Aduelas de madeira de carvalho

O estagio de vinhos em barricas de madeira de carvalho considera-se uma pratica
indispenséavel para a elaboracéo de vinho tintos de qualidade. A madeira de carvalho
conduz a alteragdes no vinho ao nivel da cor, estrutura e principalmente do aroma, uma
vez que durante este periodo ocorrem diferentes reagdes entre os compostos fendlicos
presentes na madeira e diversos compostos do vinho. Todo este processo apresenta
uma elevada durabilidade, retardando o0 momento em que os vinhos sdo langados no
mercado.

Algumas das particularidades das barricas de madeira sdo o facto de serem
dispendiosas, ocupam bastante espaco na adega e apresentam uma vida Util limitada;
sendo a principal fonte de microrganismos indesejaveis, como é o0 caso da
Brettanomyces bruxellensis. Esta levedura desenvolve-se em qualquer momento da vida
de um vinho, especialmente durante a fase de estagio, sendo responséavel pela produgéo
de compostos do aroma indesejaveis (GardeCerdan & Ancin-Azpilicueta 2006; Guchu et
al., 2006); Bautista-Ortin et al., 2008; PérezMagarifio et al., 2009; Petruzzi et al., 2012).
Deste modo, os produtores de vinho tém vindo a procurar alternativas que possam

acelerar este processo, tendo em vista a obtencdo de vinhos mais econémicos e com
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carateristicas de madeira similares as das barricas onde geralmente envelhecem os
vinhos.

Paises como Australia, Estados Unidos da América, Chile, entre outros, que nao
pertencem a Unido Europeia e que ndo tém regulamentos restritivos na indastria do
vinho, introduziram no mercado vinhos macerados com aduelas de madeira de carvalho
como alternativa ao envelhecimento tradicional em barricas de madeira de carvalho
(Bautista-Ortin et al., 2008; Pérez-Magarifio et al., 2009; Prieto et al., 2012; Chira &
Teissedre, 2013). Apds alguns anos de controvérsia, a Unido Europeia aprovou em
Outubro de 2006 a utilizacdo de pedacos de madeira de carvalho e regulamentou a
designacdo e apresentacdo destes mesmos vinhos (Bautista-Ortin et al., 2008;
PérezMagarifio et al., 2009; Chira e Teissedre, 2013).

As aduelas de madeira de carvalho sdo utilizadas na elaboracdo e afinagdo de
vinhos, podendo também serem incluidas durante o processo de fermentagdo dos
mostos, de forma a transmitir ao vinho certos componentes da madeira de carvalho
(Guchu et al., 2006; Garcia-Carpintero et al., 2012). As aduelas podem ser deixadas no
estado natural ou serem tratadas termicamente com varios graus de queima: ligeira,
média ou forte.

O aumento na utilizagdo de aduelas de madeira de carvalho relaciona-se
principalmente com os baixos investimentos, a obtencdo de resultados sensoriais
semelhantes num curto espaco de tempo, simplicidade de uso e a possibilidade de
prevenir contaminacdes (Cabrita et al., 2012).

Varios estudos tém sido feitos, de forma a perceber as diferencas entre os vinhos
envelhecidos em barricas de madeira de carvalho e os vinhos produzidos com aduelas
de madeira de carvalho, de diferentes origens geogréaficas e com diferentes niveis de
tosta (Alamo et al., 2008; Pérez-Magarifio et al., 2009). Segundo Frangipane et al. (2007)
a origem geografica da madeira apresenta uma maior influéncia nas carateristicas de
vinhos envelhecidos em barricas do que em vinhos produzidos com aduelas; ao passo
que o estudo realizado por Sanza e Dominguez (2006) demonstra que o vinho
envelhecido em contato com aduelas de madeira de carvalho realiza-se hum menor

espaco de tempo, em comparacédo com o envelhecimento em barricas.
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2 Composicao quimica da madeira

7

A madeira é muito heterogénea e apresenta grande variabilidade quimica que
depende da espécie botanica, das praticas silvicolas e principalmente da estrutura
anatomica da madeira (Severo et al., 2006).

Os compostos da madeira sdo normalmente divididos em dois grandes grupos:
compostos de massa molecular elevada ou macromoleculares, essencialmente
constituidos por celulose, hemicelulose, lenhina, proteinas e pectinas, que se encontram
em todos os componentes da madeira; e 0s compostos de massa molecular baixa, ainda
divididos por compostos organicos (extrativos) e compostos inorganicos (cinzas), que se
encontram em propor¢cdes variaveis dependendo da espécie (Haluke & Irmouli, 1998;
Fengel & Wegener, 1989; Vivas 2000) (Figura 16).

Celulose 60-70%

Polissacaridos 65-75 %

Hemiceluloses 30-40%

Lenhina 20-30%

Compostos de elevado
peso molecular

(90%)

Proteinas <5%

Péctinas <5%

- Acido gordos/ alifaticos
- Aldeidos furdnicos
- Alcodis
- Glicidos
- Lactonas
-Norisoprenocides
- Carotenoides
-Esterdides
Compostos de baixo pese -Compostosterénicos
molecular -Compostos fendlicos
(10%)

Madeira

Orgéanicos
(ou extraiveis)

-Calcio
-Potéssio

Inorganicos
(ou cinzas)

- Magnésio

Figura 16 — Diagrama representativo da composi¢éo quimica da madeira e respectivas percentagens relativas (Mosedale
& Puech, 1998).
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2.1 Compostos de baixo peso molecular

Os compostos de baixa massa molecular presentes na madeira pertencem a varias e
diversas familias quimicas, tornando a sua classificacdo num processo complexo (Freitas
et al., 2005).

Estes compostos podem ser divididos em organicos ou extraiveis (tais como: acidos
gordos/alifaticos, aldeidos furanicos, alcoois, glicidos, lactonas, norisoprendides,
carotendides, esterdides, compostos terpénicos e compostos fendlicos), e em
inorganicos ou cinzas (principalmente o célcio, o potassio e o magnésio) (Nishimura et
al., 1983; Fengel e Wegener, 1989; Chatonnet, 1995b; Masson et al., 19952, Nykanen,
1986).

Embora se encontrem em menor quantidade (cerca de 10%), os compostos
organicos ou extraiveis, desempenham um papel importante nas propriedades e
qualidades tecnoldgicas das madeiras utilizadas na tanoaria. E de destacar a familia dos
compostos fendlicos pertencentes ao grupo de compostos organicos, uma vez que estes
séo elementos de uma importancia crucial, na medida em que intervém decisivamente
nas propriedades mais importantes da madeira (dureza, durabilidade, permeabilidade); e
nas carateristicas fisico-quimicas (pH, solubilidade, oxidabilidade) e organoléticas (cor,
aroma, sabor) dos produtos enolégicos que entrem em contacto com a madeira (Canas
& Caldeira, 2009a). Estas influéncias podem ocorrer de forma direta (devido a existéncia
dos proprios compostos na madeira ou no produto enoldgico, ou indireta (por reacdo dos

compostos fendlicos entre si ou com outras substancias).

2.1.1 Acidos Fenélicos

A madeira de carvalho contém seis acidos fendlicos livres, sendo eles, o acido
gélhico, vanilico, siringico, p-cumarico, feralico e cafeico (Vivas, 2002). Os trés primeiros
pertencem ao grupo dos acidos benzdicos, com estruturas em C7 (C6-C1), ao passo que
0s restantes pertencem aos acidos cinamicos, com estruturas em C9 (C6-C3), que
podem encontrar-se na forma livre e, sobretudo, esterificados com glucose (Pearl et al.,
1957; Ribéreau-Gayon, 1968; Monties, 1987b, Seikel et al., 1971; Rice-Evans et al.,
1996).

Na madeira, é ainda possivel encontrar o acido elagico e o acido galhico que
resultam da hidrdlise parcial dos taninos elagicos e dos taninos galhicos (Scalbert et al.,
1986; Vivas, 2002).
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2.1.2 Aldeidos Fendlicos

Os aldeidos fendlicos podem ser classificados segundo dois critérios (Canas, 2003),
pelo numero de atomos de carbono em benzdicos (vanilina e siringaldeido), e em
cindmicos (coniferaldeido e sinapaldeido); e pelo numero de grupos metoxilo em
guaiacilo (monometoxilados), como a vanilina e coniferaldeido, e em siringilo
(bimetoxilados), como o siringaldeido e sinapaldeido (Figura 17).

A presenca destes compostos resulta da degradacdo quimica da madeira,
nomeadamente como resultado dos processos de degradacado térmica da madeira.

De modo analogo aos acidos fendlicos, os aldeidos fendlicos podem encontrar-se na sua
forma livre ou ligados aos constituintes da parede celular, designadamente a lenhina

(Guymon e Crowell, 1968; Ribéreau-Gayon, 1968; Monties, 1987h).

O“‘c _H
Aldeido benzdico R1 R,
Vanilina OCH3 H
Siringaldeido OCH3 OCHS3
R Ry
OH
O
74
_CH—C
HC~ \ - A .
H Aldeido cinamico R1 R,
Coniferaldeido OCH3 H
Sinapaldeido OCH3 OCH3
R R
OH

Figura 17 — Estrutura dos aldeidos benzodicos e cinanimicos.

2.1.3 Aldeidos Furanicos

Os aldeidos furénicos sdo compostos heterociclicos que contém um anel furénico,
podendo ser divididos em furfural, metilfurfural e hidroximetilfurfural (Puech e Maga,
1993; Masson et al., 1996; Barbe et al., 1998), como se evidéncia na Figura 18.

Ainda que os aldeidos furénicos ndo sejam compostos fendlicos, eles também

desempenham papéis semelhantes aos exercidos por eles, quer na influéncia sobre as
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propriedades apresentadas pela madeira, quer nas carateristicas dos vinhos
envelhecidos na mesma. Estes compostos existem em muito baixas concentracdes na
madeira de carvalho, sendo no entanto produzidos em quantidades consideraveis
durante o processo de tratamento térmico (Boindron et al., 1988; Chatonnet et al., 1989;
Barbe et al., 1998).

Aldeido Furéanico R1

// Furfural H

R C
N
W H Metilfurfural CH;

Hidroximetilfurfural CH,OH

Figura 18 — Estrutura dos aldeidos furanicos.

3 Influéncia do tratamento térmico na composicdo da madeira

Do ponto de vista da tanoaria, o tratamento térmico s6 era tecnicamente necessario
para facilitar a vergadura das aduelas, porém, na perspetiva enoldgica, a queima afigura-
se absolutamente necesséria para a modificagcdo da estrutura anatémica, das
propriedades fisicas (Biermann et al., 1987; Bourgois & Guyonnet, 1988; Fengel &
Wegener, 1989; Sarni et al., 1991; Sarni et al., 1990b), e da composi¢cdo da madeira,
como forma de conferir um carater distinto aos vinhos que neles envelhecem (Chatonnet,
1995b). Assim, pode afirmar-se que a queima € a operagdo mais importante no processo
de fabrico das barricas, cuja qualidade depende estritamente da qualidade da madeira.

Segundo (Chatonnet, 1992), a queima permite também corrigir certas caracteristicas
menos desejaveis da madeira. Dependendo da espécie da madeira, aconselham-se
tratamentos térmicos diferentes. Para a madeira de Q. sessiliflora é aconselhavel a
realizacdo de uma queima entre média e forte, devido a estas conferirem um carater
menos resinoso a madeira, sendo também evitado o excessivo impacto aromatico.
Quanto a madeira de Q. robur a queima forte € mais adequada, no sentido de reduzir o

teor de taninos.
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Comparando as mesmas madeiras, mas umas tostadas e outras ndo, pode-se
observar que durante o processo de queima, a concentracdo dos diversos compostos
volateis podera aumentar para o dobro (Jordao et al., 2005a).

O nivel de queima é usualmente definido pelo binémio (intensidade - temperatura/
duracéo do tratamento térmico), correspondendo normalmente a trés graus de queima:
ligeira (QL), média (QM) e forte (QF). No entanto, a definicdo dos parametros
carateristicos da queima - duracdo/ temperatura, demostram claramente muita
subjetividade (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros definidores do nivel de queima (Canas, 2003).

Temperatura a

Nivel de queima _ Tempo (min)
superficie (°C)

120-220 ° 10°

180° 5°

QL 120-180 ° 5°
250 @ 20°
QM 200° 7,5°
200 ¢ 10°

>3002 20°

QF 220" 12°
230 ¢ 15°

23arni et al.(1990); °Chatonnet & Boindron (1989); “Chatonnet (1995)
citado por Canas (2003).

Por outro lado, o processo de queima é influenciado por numerosos fatores tais
como: o nivel de humidade da madeira, resultante do processo de secagem (Hale et al.,
1999); o movimento convetivo do ar, determinado pela posicdo da barrica relativamente
ao solo e pelo fecho ou ndo da abertura superior da mesma; a dimenséo do fogacho, o
seu nivel de alimentacdo e frequéncia; a periodicidade e tipo de humedecimento
(Chatonnet & Boidron, 1989; Matricardi & Waterhouse, 1999).
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O processo de queima leva a alteragdes de alguns dos principais componentes da
madeira, nomeadamente dos polimeros parietais (celulose, hemiceluloses, lenhinas),
que apresentam sensibilidade térmica, e quando sujeitos ao aquecimento originam uma

grande diversidade de produtos de decomposicéo, com perfis de evolucéo distintos.

A celulose € uma estrutura muito resistente a temperatura, no entanto a partir dos
200°C esta apresenta uma degradacdo consideravel (Fengel e Wegener, 1989). A sua
degradacédo térmica da origem a formacdo de aldeidos furnicos como o metilfurfural,
hidroximetilfurfural e 5-metilfurfural (Hodge, 1967).

O papel destes compostos, em termos organoléticos, ndo é determinante ha madeira,
no entanto, a maturacdo do vinho em madeira pode conduzir a transformacgdes

organoléticas interessantes (Haluk & Irmouli, 1997).

As hemiceluloses representam os polimeros mais termossensiveis da madeira,
mesmo com temperaturas relativamente baixas (120°-130°). Assim, as hemiceluloses
quando sujeitas ao tratamento térmico, originam unidades de hexoses e pentoses
(glucose, arabinose, manose, xilose) e pequenos polissacarideos.

Esta degradagdo pode ter uma influéncia indireta na formacdo de substancias
arométicas dos vinhos (Masson et al., 1996; Haluk & Irmouli, 1998).

A degradacéao das lenhinas, derivada do processo de queima, € um dos aspetos mais
marcantes para a composicdo da madeira e consequentemente, para a qualidade das
barricas (Nishimura et al., 1983; Nomdedeu, 1988; Sarni et al., 1991), visto que se
formam diversos compostos (fendis volateis — eugenol, guaiacol; e aldeidos benzoicos —
vanilina, seringaldeido) com grande impacto aromatico para o vinho.

As lenhinas da madeira mantém-se inalteradas até a temperatura de 120°C (Fengel
& Wegener, 1989; Sarni et al., 1990a; Vivas et al., 2000). Com temperaturas na gama
dos 120-150°C, as lenhinas comecam a sofrer transformacgdes, levando a formagéo de
aldeidos cindmicos (coniferaldeido e sinapaldeido) que sdo muito importantes no
desenvolvimento de aromas no vinho (Masson et al., 1996). A temperaturas mais
elevadas pode ocorrer clivagem oxidativa da ligacdo C-C da cadeia alifatica destes
aldeidos, originando os aldeidos benzodicos (vanilina e siringaldeido) (Monties, 1987;
Sarni et al, 1990b; Chatonnet, 1995b). Com temperaturas entre os 165-185°C ocorre a
oxidacdo dos aldeidos fendlicos formados, originando os respetivos acidos fendlicos,

acido vanilico e acido siringico.
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Il. Material e Métodos

1 Amostras de madeira

Foram utilizadas aduelas de madeira de carvalho francés da espécie Quercus
petraea, da marca Pronektar® e fabricadas pela tanoaria Radoux. As aduelas de
madeira utilizadas neste estudo apresentavam trés tipos de queima: ligeira (FOL), média
(FOM) e forte (FOM™).

Uma vez que as aduelas apresentavam um comprimento de aproximadamente 95
cm, 4,5 cm de largura e 0,6 cm de espessura, € como hao cabiam dentro das cubas de
inox que se iriam utilizar, procedeu-se ao corte destas em 8 partes, obtendo-se aduelas

com as dimensfes de 12 cm de comprimento.

2 Extracdo e isolamento dos acidos fendlicos, aldeidos

fendlicos e furanicos da madeira

Preparam-se trés solugdes extratoras, correspondentes aos trés diferentes tipos de
aparas de madeira (Figura 19).

Estas solug6es foram preparadas em 500 mL de etanol/ 4gua (12:88, v/v) com cerca
de 25 g £ 0,001 de cada uma das aparas de madeira (0,05 g/mL) e a um pH de 3,5
(ajustado com HCI 2%) com o objetivo de extrair os compostos da madeira de carvalho
francés em condicbes experimentais semelhantes ao que acontece com os vinhos de
mesa estudados. As aparas foram mantidas nas solucdes hidroalcodlicas durante 24
horas, estando todo o tempo sob agitacéo ligeira, sendo posteriormente separadas das

solugdes pelo processo de decantacao.
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Figura 19 — Solugdes extratoras dos trés tipos de aparas de madeiras.

De modo a isolar e quantificar a fragdo dos &cidos fendlicos, aldeidos fendlicos e
aldeidos furanicos presentes nestas solugfes de aparas, procedeu-se a varias extrages
liquido-liquido. Para tal, levou-se a solucdo extratora ao evaporador rotativo (T= 30°C),
de forma a evaporar o etanol, e posteriormente ajustou-se o pH dos extratos para 7,0
com NaOH e efetuaram-se trés extracdes sucessivas com um volume de acetato de etilo
correspondente a 1/3 do volume total da solucdo extratora. As fases organicas contendo
0s acidos e os aldeidos foram evaporadas a secura num evaporador rotativo (T = 35°C)
e o residuo foi recuperado em 5,00 mL de MeOH/ H,O (1:1, v/v), para posterior analise
por HPLC- DAD. A estes residuos recuperados atribuiram-se as seguintes designacoes:
C.O. FOL - Camada organica da aduela de carvalho francés com queima ligeira; C.O.

FOM - Camada organica da aduela de carvalho francés com queima média; C.O. FOM" -

Camada orgéanica da aduela de carvalho francés com queima forte.

A identificag&o dos picos cromatogréficos, correspondentes aos acidos e aldeidos, foi
efetuada por comparacdo dos tempos de retencdo e dos espetros UV-Vis com os dos
respetivos padrdes. Quanto a quantificacdo destes mesmos compostos, esta foi
realizada através das equacdes das curvas de calibracdo, obtidas a partir de solucdes

padrées com uma gama de concentrac¢des de 5,0, 25,0, 50,0, e 100,0 mg/L.



FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

3 Identificacdo e quantificacdo dos principais acidos fenélicos,
aldeidos fendlicos e furanicos das aduelas de madeira, por
HPL-DAD e LC-MS

3.1 Padrdes de acidos fendélicos

Alguns dos padres de &cidos fendlicos comerciais utilizados, encontram-se
representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Padrdes de acido fendlicos comerciais.

Acidos fenélicos Pureza (%) Marca
Acido galhico 98 Sigma Aldrich

Acido p-cumérico 98 Fluka
Acido cafeico 99 Sigma Aldrich
Acido elagico 96 Fluka
Acido ferulico 98 Fluka
Acido sinapico 97 Fluka

As solugbes padrbes dos diferentes é&cidos fendlicos foram preparadas a uma
concentracdo de 50 mg/L e de seguida foram analisadas por HPLC-DAD, de modo a

obtermos um perfil cromatografico de cada um deles.

3.2 Anédlise dos acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-DAD)

Os diversos padrbes de acidos fendlicos foram analisados diretamente por HPLC
(Merck Ref. L-7100) equipado com um detetor UV-Vis (Merck Ref. L-7420 A), por injecédo
direta de 20 pL de amostra, numa coluna Merck de fase reversa (C18 150 x 4,6 mm d.i.),

a uma temperatura de 25°C. Os solventes utilizados foram H,O/CH;COOH (99:1, v/v) -
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solvente A e H,O/CH3CN/CH3;COOH (70:29:1, v/viv) - solvente B. A eluicdo decorreu

com um fluxo de 0,3 mL.min™ e com o gradiente de acordo com o descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Gradiente de eluicao utilizado na andlise dos &cidos fendlicos.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 80 20
55 20 80
70 10 90
90 0 100

Todos os acidos fendlicos em estudo foram analisados a 280 nm.

3.3 Andlise cromatogréfica dos &cidos fendlicos com detegcdo por

espetrometria de massa (LC-MS)

As diferentes camadas organicas dos trés tipos de aparas de madeira foram também
analisadas por de LC-MS num cromatografo liquido da série Finnigan Surveyor,
equipado com uma coluna (150 x 4,6 mm d.i.), 5 um LicroCART® de C18 de fase reversa
termostatizada a 25 °C. A detecdo da massa foi feita através de um detetor de massa
Finnigan LCQ DECA XP MAX (Finnigan Corp., San José, Calif., USA) com uma fonte de
ionizacdo APl (Atmospheric Pressure lonization) e uma interface ESI (ElectroSpray
lonization). Os solventes usados foram A: H,O/CH;COOH (99:1, v/v), e B:
H,O/CH;CN/CH;COOH (70:29:1, v/viv). O gradiente e o fluxo do HPLC foram os
mesmos que os referidos na andlise por HPLC-DAD. A voltagem do capilar foide 4 Ve a
temperatura de 300°C. Os espetros foram obtidos no modo de ido negativo entre m/z 120
e 1500.
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3.4 Padroes de aldeidos

A Tabela 4 apresenta os padrdes de aldeidos comerciais usados que correspondem

a alguns dos aldeidos presentes na madeira de carvalho francés.

Tabela 4 — Padrdes de aldeidos comerciais.

Aldeido Pureza (%) Marca
Metilfurfural 99 Sigma Aldrich
Hidroximetilfurfural 99 Sigma Aldrich
Vanilina 99 Sigma Aldrich
Sinapaldeido 98 Sigma Aldrich

Quanto as curvas de calibracdo dos diversos aldeidos, estas foram obtidas a partir
das solucfes padrdes com diferentes concentracdes, numa gama entre os 5,0 e os 100
mg/L (Tabela 5). Estas solu¢cbes foram de seguida analisadas em triplicado no HPLC-
DAD, e posteriormente quantificadas. Para a quantificacdo do siringaldeido utilizou-se a
curva de calibragdo da vanilina, e para a quantificagdo do coniferaldeido usou-se a do
sinapaldeido, aldeidos analogos entre si.

Tabela 5 — Equag6es das curvas de calibragéo de diversos aldeidos.

Aldeido Curva de calibracéo r

Metilfurfural C = 1059071A +1020935 0.9996
Hidroximetilfurfural C = 1045429A + 1921758 0.9989

Vanilina/ Siringaldeido C = 622652A — 259599 0.9998

Sinapaldeido/
C =94758A + 6544 0.9997
Coniferaldeido

C — concentracéo (mg/L), A — area do pico
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3.5 Andlise dos aldeidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-DAD)

O método cromatografico utilizado para a analise dos aldeidos presentes nas fracées
de madeiras submetidas a diferentes queimas, baseou-se no método desenvolvido por
Canas et al., 2003. Contudo, neste trabalho foram introduzidas algumas alteracbes ao
método, de forma a otimizar a identificagdo dos compostos.

As condi¢Bes cromatogréficas utilizadas foram, a injecdo direta de 20 uL de amostra
em um HPLC (Merck Ref. L-7100) equipado com um detetor UV-Vis (Merck Ref. L-7420
A), com uma coluna Merck de fase reversa (C18 150 x 4,6 mm d.i.) e a uma temperatura
de 40°C. Os solventes utlizados foram H,O/HCOOH (99:1, v/v) - solvente A e
MeOH/H,O/HCOOH (70:29:1, vivlv) - solvente B. A eluicdo decorreu com um fluxo de 0,5
mL.min* e com o gradiente de acordo com o descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Gradiente de elui¢éo utilizado na andlise dos aldeidos.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 100 0
3 100 0
25 60 40
43 40 60
55 40 60
60 20 80
65 20 80

Todos os aldeidos (fendlicos e furanicos) em estudo foram quantificados a 280 nm.

3.6 Andlise cromatografica dos aldeidos com detecdo por

espetrometria de massa (LC-MS)

As fracOGes extraidas dos trés tipos de aparas de madeira foram também analisadas
por LC-MS, de forma a identificar os diferentes aldeidos presentes nas aduelas de
madeira. A analise ocorreu de igual modo que a descrita no parametro 3.3, com apenas

algumas modificagdes, nomeadamente a temperatura que decorreu a 40°C, os solventes
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usados foram A: H,O/HCOOH (99:1, v/v), e B: MeOH/H,O/HCOOH (70:29:1, v/vlv), e 0s
espetros foram obtidos no modo de ido positivo entre m/z 120 e 1500.

3.7 Preparacdo do extrato para andlise dos compostos volateis da
madeira por cromatografia gasosa (GC-MS)

Para o estudo dos compostos volateis presentes em cada tipo de apara de madeira,
foi efetuada uma preparacéo prévia de um extrato, para cada uma das aduelas.

A preparagédo do extrato, das camadas organicas das aparas de madeira, para injetar
no GC-MS foi efetuada através de um método descrito por De Freitas et al., (1999).

Para um matras, foram adicionados 50 mL da camada organica, de cada uma das
aparas, 4 mL de hexano/dietil éter (1:1, v/v) (solucéo extratora) e 5 g de sulfato de sodio
de forma a facilitar a extracdo dos compostos volateis. Esta solucao foi agitada durante 5
minutos numa placa de agitacdo, de modo a ocorrer a extragédo liquido-liquido, e de
seguida foi transferida para um funil de decantacéo, onde se procedeu h& separacao das
duas camadas, aquosa e organica. A camada orgéanica foi separada e a extracao foi
repetida mais 2 vezes, com 0 mesmo solvente, para a camada aquosa. Posteriormente,
a camada aquosa foi desprezada e as camadas organicas foram todas reunidas num
anico recipiente, onde se adicionou uma pequena quantidade de sulfato de sddio, de
forma a secar o residuo de agua que ainda permanece-se. Como a concentracao final do
extrato era muito diluida, concentrou-se a amostra a 1/3 do seu volume, com argon. Por

fim, procedeu-se a inje¢éo de 2 yL do extrato no GC-MS.

3.8 Andlise cromatografica dos compostos volateis da madeira com

detecdo por espectrometria de massa (GC-MS)

As diferentes camadas orgéanicas dos trés tipos de aparas de madeira foram também
analisadas por de GC-MS num cromatografo gasoso Thermo Scientific Trace 1300,
equipado com uma coluna apolar TG-5MS Thermo Scientific (60 metros de comprimento,
0,25mm de didmetro interno e um filme de 0,25 um). A detecdo da massa foi feita
através de um detetor MS ISQ quadrupolo simples em modo El (70 eV), e a injecao foi
realizada num injetor Thermo Scientific Al 1310 em modo splitless, a uma temperatura de

280°C, durante um minuto. A temperatura do forno foi programada para 50°C durante 2
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minutos, aumentando de seguida para 200°C (6°C/min) e por fim aumentada para 280°C,
onde permanece a esta temperatura. O fluxo do gas de hélio foi realizado a 1,2 mL/min.

4 Indice de Folin Ciocalteu

Em meio alcalino, os compostos fendlicos reduzem a mistura dos &cidos
fosfotungsténico e fosfomolibdénico em Oxidos de tungsténio e de molibdénio de cor
azul. A reacao ocorre em meio alcalino e a coloragédo obtida apresenta um maximo a 750
nm, sendo a sua intensidade proporcional a concentracdo de compostos fendlicos. O
procedimento descrito na literatura (Singleton & Rossi, 1965) foi o adotado para o
doseamento dos fenais totais.

Comecou-se por diluir as solugdes de madeira 20 vezes. De seguida, num micro-tubo
(eppendorf) preparou-se uma amostra com 15 uL de amostra diluido, 75 pL de reagente
folin e 500 uL de agua destilada. Agitou-se a amostra num vortéx e de seguida
adicionou-se 300 uL de carbonato de sédio a 20%, 610 uL de agua destilada, sendo esta
novamente submetida a agitacdo. ApoOs finalizar a preparacdo da solucdo, esta
permanece em repouso, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, para uma
estabilizacdo completa da reagdo. Por fim, colocou-se 350 pL desta solucdo em trés
pocos de uma placa, uma vez que os ensaios foram realizados em triplicado. O branco
realizou-se de igual modo, adicionando 350 pL de solugdo modelo de vinho a trés pogos
da mesma placa e efetuaram-se as leituras da absorvancia a 750 nm, num leitor de
placas (Power wave XS, Bio-TEK®).

O teor em fendis totais, expresso em mg equivalentes de &cido galhico.mL™, foi

determinado através de uma curva de calibracdo obtida a partir do acido galhico.

5 Propriedades antioxidantes da madeira

5.1 Capacidade Antirradicalar (DPPH)

A avaliacdo da capacidade antiradicalar dos vinhos foi efetuada utilizando um radical
livre estavel, o DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) que reage com o antioxidante numa

solucdo de metanol segundo o método descrito na literatura (Bondet et al., 1997).
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Na sua forma radicalar o DPPH" absorve a 515 nm, mas apds a reducdo por um
antioxidante ou por uma espécie radical a absor¢cdo desaparece. A reducdo da
concentracdo do DPPH" é entdo monitorizada pelo decréscimo da absorvancia durante a
reacao.

Preparou-se uma solucdo 60 uM de radical DPPH em metanol e colocou-se 270 pL
desta solucdo numa microplaca de pocos. O branco foi efetuado usando 270 uL de
DPPH e 30 uL de solu¢do modelo de vinho, ao passo que a amostra foi efetuada com
270 pyL de DPPH e 30 uL de uma solucdo de madeira diluida 20 vezes. As solucbes de
madeira foram diluidas de modo a ter uma coloracao tal que apés a reacao se obtivesse
valores dentro da gama de leituras. As leituras da absorvancia foram realizadas num
contador de placas, a um comprimento de onda 515 nm, no tempo 0 e 20 minutos.

Cada ensaio foi efetuado em triplicado e os resultados foram expressos em uM
equivalentes de trolox, apos a realizagdo de uma curva de calibrag&o utilizando solu¢des

deste composto com diferentes concentragoes.

5.2 Avaliacdo do Poder Redutor (FRAP)

A avaliacdo do poder redutor foi realizada segundo o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) desenvolvido por Benzie & Strain (1996), com algumas modificacdes.
Esta técnica baseia-se na reducdo do complexo de tripiridiltriazina férrica [Fe(lll)-
TPTZ,]*" a tripiridiltriazina ferrosa [Fe(ll)-TPTZ,]**, por um antioxidante a pH cerca de 3,6.
O produto da reacdo é detetado através de espetofotometria pois apresenta um maximo
de absor¢do a 593 nm.

Preparou-se o reagente FRAP do seguinte modo: 10 mL de tampéao acetato 300 mM,
pH 3,6; 1,00 mL de solu¢gdo 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) em 40 mM de HCI
e 1,00 mL de solugéo de FeCl; 20 mM. De seguida, diluiu-se a solucdo do reagente a 1/3
do seu volume, com tampé&o acetato e colocou-se esta solugéo diluida numa estufa a 37°
C, durante um periodo de 10 minutos. Posteriormente, transferiu-se 270 pyL do reagente
FRAP para a microplaca de pocos e adicionou-se 30 yL de uma solucdo de madeira
diluida 20 vezes com solugéo sintética. As solu¢cdes de madeira foram diluidas com
solucdo sintética de modo a ter uma coloragdo tal que ap0s a reacdo se obtivessem
valores que cumprissem a lei de Lambert-Beer. O branco foi efetuado com 270 uL de
reagente FRAP e 30 uL de solugdo modelo de vinho. As leituras da absorvancia foram
realizadas a 593 nm, ao tempo 0 e 4 minutos e a uma temperatura de 37° C. Os ensaios

foram efetuados em triplicado e os resultados foram expressos em uM equivalentes de
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trolox, usando uma curva de calibracdo obtida a partir de solucbes padréao deste
composto com diferentes concentragoes.

6 Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicado. Os valores foram expressos com médias
aritméticas = desvio padréo. As diferencas estatisticas foram avaliadas através da
andlise de variancia a um factor (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni para
comparagdes entre dois grupos. Foram consideradas significativas as diferencas com
P<0,05.
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1. Resultados e Discussao

1 Identificacdo e quantificacdo dos principais acidos fendlicos,
aldeidos fendlicos e furanicos das aduelas de madeira, por
HPLC-DAD e LC-MS

O estudo dos &acidos fendlicos, presentes nas aduelas submetidas a diferentes
tratamentos térmicos, realizou-se por HPLC-DAD, acoplado a espetrometria de massa
(LC—-MS) em modo negativo; e por comparacdo com os padrdes. A andlise dos espetros
de UV-VIS em conjunto com a identificacdo do i&o molecular [M-H] (m/z), e a
interpretacdo dos espetros de fragmentacdo correspondentes, ides MS? (m/z) e MS?
(m/z), permitiu identificar os diversos compostos presentes nas diferentes aduelas
(Tabela 7). O cromatograma referente a amostra de aduelas de queima ligeira encontra-
se apresentado na Figura 20 tendo-se identificado oito compostos fendlicos.
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Figura 20 — Perfil cromatogréafico obtido a 280 nm para o extrato da aduela de madeira de carvalho francés sujeita a uma

queima ligeira (C.O. FOL).
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Tabela 7 — Acidos e outros compostos fendlicos identificados por LC-MS, na amostra da aduela de madeira de carvalho

francés sujeita & queima ligeira (C.O.FOL).

N° do tR 2 3

_ Composto [M-H m/iz - MS?(m/z) MS®(M/z)  Amax (hm)
pico (min)

163; 166;
1 Siringato de metilo? 34,45 211 181 280
148

2 Siringato de metilo? 50,02 211 196 - 292

3 Siringato de etilo 58,41 225 195; 210 180 298

4 Vanilina 67,48 151 136 - 208

5 Acido fertlico 69,43 193 - - 280-337

6 Siringaldeido 73,03 181 166 151 307

7 Sinapaldeido 96,97 207 192 177 343

8 Coniferaldeido 98,00 177 162 133; 134 340

Para os tempos de retencdo de 34,45 e 50,02 minutos, propomos as estruturas de
siringato de metilo, uma vez que este éster de massa molecular 212 deriva do acido
siringico, acido resultante do processo de queima/ tratamento térmico das aduelas, e
apresenta-se na natureza sob duas formas estruturais, sendo elas o metil-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoato e o metil-4-hidroxi-2,6-dimetoxibenzoato, correspondendo cada uma
delas a um dos tempos de retencéo referenciados.

Efetuou-se de igual forma a identificacdo dos diversos acidos fendlicos para as
amostras de aduelas com queimas média e forte, no entanto, como o peffil
cromatogréfico era semelhante e os compostos identificados eram os mesmos, apenas
se apresentou os resultados para uma das queimas das aduelas, sendo ela a queima
ligeira (C.O. FOL).

Com este método apenas se conseguiu identificar um acido fendlico — o 4cido ferulico,
0s restantes compostos identificados foram aldeidos. Contudo, uma vez que os aldeidos
respondem melhor em modo positivo e uma vez que desenvolvemos um método de
identificacdo dos mesmos, entdo procedeu-se a uma nova andlise dos diferentes
extratos de madeira (C.O. FOL, C.O0. FOM e C.O. FOM") no LC-MS, de modo a
identificar todos os aldeidos presentes nas aduelas.

A identificacdo dos picos cromatograficos foi realizada de acordo com 0s seus
tempos de retencdo, espetros de UV-Vis e por LC-MS quando comparados com os dos

padrBes. Na Figura 21, encontra-se representado apenas o cromatograma relativo ao
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extrato da aduela de madeira de carvalho francés sujeita a uma queima ligeira, uma vez
gue, os restantes extratos das aduelas sujeitos a queima média e a queima forte
apresentam um perfil idéntico. Na Tabela 8 encontram-se descritos os dados de
fragmentagdo para os aldeidos fendlicos presentes na aduela de madeira de carvalho

francés sujeita a queima ligeira (C.O.FOL).
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Figura 21 — Cromatograma de HPLC-DAD a 280 nm correspondente ao extrato da aduela de madeira de carvalho francés

sujeita a uma queima ligeira (C.O. FOL).
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Tabela 8 - Aldeidos fendlicos identificados por LC-MS, no extrato da aduela de madeira de carvalho francés sujeita a

gueima ligeira (C.O.FOL).

t M-H]* MS?
Composto . (M-H] MS? (m/z) Amax (nm)
(min) m/z (m/z)
Hidroximetilfurfural 20,32 127 109 81 277
Vanilina 37,05 151 136 - 280-310
Siringaldeido 39,08 183 155; 123 123; 140; 95 307
Coniferaldeido 45,68 179 147;161 133; 104; 119; 91 337
149;
121;177;131;145;103;
Sinapaldeido 46,03 209 177;191 134; 107; 117; 163; 322-337

93; 79; 160; 159;
54:150

Todos estes compostos ja foram previamente descritos em madeira de carvalho

francés (Canas et al., 2003).

No que se refere a quantificacdo destes aldeidos presentes nas trés amostras de

aparas de madeira, esta foi realizada por HLPC-DAD e os resultados sédo apresentados

nas Figura 22 e Figura 23.

Quanto a média observada para cada uma das aduelas de madeira, esta foi obtida a

partir da andlise de triplicados de cada um dos extratos.
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Figura 22 — Histograma referente a composicéo dos diferentes aldeidos presentes nas aparas de madeira sujeitas a
diferentes queimas. P <0,05

De acordo com a analise estatistica realizada através da andlise de variancia a um
fator (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni para comparagbes entre grupos,
verifica-se que a intensidade da queima aplicada a cada uma das aduelas de madeira,
influéncia o seu teor em aldeidos, uma vez que existem diferengas significativas em
termos individuais para cada um dos cinco aldeidos presentes nos trés extratos de
aduelas.

O teor de vanilina e de siringaldeido presentes no extrato das aduelas de queima
forte é relativamente superior ao presente nas aduelas de queima ligeira e média, devido
ao processo de clivagem oxidativa da ligagdo C-C da cadeia alifatica dos aldeidos
cindmicos (coniferaldeido e sinapaldeido) (Monties, 1987; Sarni et al 1990b; Chatonnet,
1995). Quanto a concentracdo de coniferaldeido, observa-se que esta diminuiu com o
aumento do tratamento térmico, pois a sua estrutura comeca a ser afetada quando a
temperatura é muito elevada (Sarni et al, 1990a; Chatonnet, 1995). O hidroximetilfurfural
e o sinapaldeido, apesar de se apresentarem em diferentes quantidades para cada
aduela, seguem um comportamento analogo, sofrendo um aumento na passagem da
gueima ligeira para a queima média, e uma diminuicdo na passagem da queima média
para a queima forte.

Pode também observar-se que os aldeidos que prevalecem em maiores
concentracdes nos trés diferentes extratos de aparas de madeira sdo, os aldeidos

cindmicos — Coniferaldeido e Sinapaldeido.
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Figura 23 — Histograma referente aos valores médios de aldeidos presentes nas aparas de madeira sujeita a diferentes
gueimas. **P <0,01; ***P <0.001

De um modo geral, verificamos que o teor total de aldeidos sofre um aumento
significativo da amostra de aduelas sujeita a uma queima ligeira, para a amostra de
aduelas sujeita a uma queima média, baixando de seguida significativamente quando
passa da queima média para a queima forte (Figura 23). Este resultado vai de acordo
com o descrito por Chatonnet et al. (1989), que defende que as mudancas provocadas
pelo moderado aquecimento da madeira resultam num aumento elevado da
concentracdo de compostos fendlicos até um certo grau de queima (queima média). A
partir de temperaturas muito elevadas os aldeidos sofrem reag¢fes de degradacao,

diminuindo o seu teor, dando origem aos correspondentes acidos fendlicos.

1.1 Identificacdo dos principais compostos volateis da madeira por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

Os aldeidos fendlicos e furanicos sdo 0s compostos mais numerosos e abundantes,
identificados na madeira tostada (Nishimura et al., 1983). Contudo, existem outros
compostos fendlicos, nomeadamente compostos volateis, que sao formados durante o
processo de queima e sdo responsaveis pelas notas “picante”, “doce”, “caramelo

tostado”, “mel”, “fumo” da madeira tostada, que contribuem ativamente para o aroma do
vinho (Chatonnet et al., 1990).
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Atualmente, o estudo do perfil volatil de vinhos envelhecidos em madeira tem sido
proposto como uma util ferramenta de identificacdo da espécie de madeira utilizada no
seu envelhecimento. Fernandéz de Simoén, B. et al., (2014), propde dois marcadores
guimicos de autenticidade da madeira, nomeadamente o 2,4-dihidroxibenzaldeido
utilizado como marcador quimico de vinhos envelhecidos em madeira de acacia, e o etil-
2-benzoato usado como marcador de vinhos envelhecidos em madeira de cerejeira.
Também os isébmeros cis e trans da B-metil-y-octalactona, conhecidos correntemente por
whiskey lactonas, sdo considerados como marcadores do uso de madeira da espécie
“Quercus” — carvalho, durante o processo de envelhecimento do vinho.

De forma a estudar o perfil volatil dos trés tipos de aduelas de madeira de carvalho
francés sujeitas as queimas ligeira, média e forte, foi realizada uma analise por GC-MS,

como se encontra representado na Figura 24.
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Figura 24 - Cromatograma dos compostos volateis identificados a partir da aduela de madeira tostada ligeiramente
(C.O.FOL), obtido por GC-MS.
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A identificacdo dos picos foi realizada, por comparacdo dos espetros obtidos pelos

compostos padrbes comerciais, e por comparacdo com 0s compostos descritos por

Rodriguez Bencomao, J, J. et al (2008), podendo ser observada na Tabela 9.

Tabela 9 - Identificacdo dos compostos volateis presentes na C.O.FOL, por GC-MS.

N° do :
_ Composto tr (min) MS (m/z) I6es de referéncia
pico
1 Furfural 9,41 96 95; 67
2 Metilfurfural 13,24 110 109; 53; 81
) 121; 65; 93; 76; 91;
Desconhecido 15,81 122
104
3 Guaiacol 17,08 109 81; 124
4 Trans-whiskey-lactonas 22,61 99 71, 69; 87
5 Hidroximetilfurfural 22,88 126 43; 79; 109
6 Cis-whiskey-lactonas 23,47 99 69; 87
o 139; 93; 111; 149; 97;
7 Siringol 24,10 154
125
) 149; 103; 131; 121;
8 Eugenol ou Trans-isoeugenol 24,31 164 137
9 Vanilina 25,40 152 151; 81; 123; 109
Desconhecido 26,39 168 153; 125; 107; 79; 65
o 77;91; 121, 149; 103;
10 Cis-isoeugenol 26,55 164
133
11 Eter (solvente) 28,02 205
. 181; 93; 160; 96; 111;
12 Siringaldeido 31,62 182
139
4-hidroxi-2-metoxi- 77; 107; 135; 147;
13 33,44 178
cinamaldeido 161; 109; 163
14 Sinapaldeido 38,64 208 206; 165; 177




FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

Em geral, o furfural encontrado na madeira queimada deriva das pentoses, dos
guais sdo os principais constituintes da hemicelulose. Durante o processo de tostagem,
alguns dos compostos da madeira de carvalho como as hemiceluloses, dos quias sao os
polimeros mais termosensiveis na madeira, sdo preferencialmente degradados,
conduzindo assim a formacdo deste composto. Quanto aos alcoois fendlicos, eugenol e
guaiacol, estes surgem a partir da termodegradacédo da lenhina. As cis-whiskey lactonas
e as trans-whyskey-lactonas, sao produzidas a partir da desidratacdo do 2-metil-3-(3,4-
dihidroxi-5-metoxibenzo)-acido octandico, e elas estéo entre as substancias volateis mais
importantes, vindas a partir da madeira (Chira, K. et al., 2015).

De entre os varios compostos volateis encontrados, a vanilina € o mais importante
do ponto de vista organolético, no que diz respeito ao envelhecimento do vinho, uma vez
que é o principal marcador do aroma da baunilha, e uma vez que estd associada ao
aroma de café, chocolate preto e fumado (Spillman, Pdllnitz, Liacopoulos,
Skouroumounis, Sefton, 1997).

Nesta analise, optou-se por representar apenas os resultados relativos a amostra da
aduela de madeira de carvalho francés sujeita a uma queima ligeira, uma vez que, as
restantes amostras das aduelas sujeitas a queima média e a queima forte apresentavam

um perfil de compostos idéntico.

2 Indice de Folin Ciocalteu

O indice de Folin Ciocalteu baseia-se na capacidade que os compostos fendlicos
possuem em reduzir a mistura dos acidos fosfotungsténico e fosfomolibdénico em éxidos
de tungsténio e de molibdénio de cor azul, em meio alcalino. Os valores médios obtidos

para cada amostra encontram-se representados na Figura 25.
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Figura 25 — Histograma referente aos valores médios do indice de folin ciocalteu das aparas de madeira sujeita a

diferentes queimas. **P <0,01

De acordo com a anadlise estatistica realizada através da andlise de variancia a um
fator (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni para comparagéo entre os grupos indica
gue o indice de Folin Ciocalteu aumenta com o grau de queima, existindo diferencas
significativas entre a queima ligeira e a queima forte. Este facto pode dever-se a evidente
mudanga da composicao polifendlica da madeira, causada pelo processo de tostagem,
no qual ocorre a degradacdo térmica das lenhinas que estdo presentes na madeira,
originando um aumento dos diversos compostos fendlicos, nomeadamente fendis

volateis e aldeidos e acidos fendlicos (Hale et al., 1999).

3 Avaliacado da capacidade antiradicalar e do poder redutor

Os compostos polifendlicos encontrados na madeira de carvalho tém fungdes
importantes nos vinhos envelhecidos. Os polifendis do carvalho ndo s6 tém um papel
essencial na maturacdo do vinho, como também apresentam fatores associados a
potenciais efeitos antioxidantes (Alafién, 2011). Estes compostos sdo normalmente
classificados em trés principais classes: fendis volateis, &cidos fendlicos e elagitaninos.

A avaliacdo da capacidade de sequestrar radicais livres (capacidade antiradicalar) foi
efetuada utilizando o radical estavel DPPH. Para avaliar o poder redutor dos vinhos,

utilizou-se o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
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3.1 DPPH

Os resultados referentes a capacidade antiradicalar (DPPH) das diversas aduelas de
madeira de carvalho francés sujeitas aos diferentes tratamemtos térmicos, encontram-se

representados na Figura 26.
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Figura 26 — Histograma referente aos valores médios da capacidade antiradicalar das aparas de madeira sujeita a
diferentes queimas. **P <0,01

De acordo com os dados obtidos na Figura 26, verificamos que as aduelas de
madeira de queima ligeira e forte sdo as que apresentam uma maior capacidade
antiradical comparativamente com as aduelas de queima média, estando este facto
relacionado com a presenga de uma maior quantidade de acidos fendlicos.

Estes resultados obtidos encontram-se relacionados com os encontrados por Alafién,
M.E. (2011), que observou que os acidos fenodlicos apresentam uma correlacédo
significativa com a capacidade antiradicalar. O que demonstra que estes compostos
podem dar um contributo importante para o poder antioxidante global da madeira de
carvalho. Além disso, de entre os varios acidos fendlicos presentes na madeira, 0 acido
galhico é aquele que se destaca com maior contribuicdo para a elevada actividade
antioxidante, uma vez que estruturalmente este composto apresenta trés grupos hidroxilo
livres. Estes factos foram também ja demonstrados por outros autores (Canas et al,
2008; Bakkalbase et al, 2009).
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3.2 FRAP

Na figura seguinte estdo representados os resultados médios do poder redutor
referentes as amostras de aduelas de madeira de carvalho francés, sujeitas a diferentes

queimas.
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Figura 27 — Histograma referente aos valores médios do poder redutor das aparas de madeira sujeita a diferentes
gueimas. *P <0,05; **P <0,01

Observando os resultados obtidos, verifica-se que estes seguem o mesmo perfil que
0 da capacidade antiradical, sendo que aqui, a C.O.FOM difere estatisticamente da C.O.
FOL e da C.O. FOM" (Figura 27).

Tal como o esperado, a elevada complexidade estrutural presente nas aparas de
madeira sujeitas a queima média, leva a uma diminui¢do do poder redutor, uma vez que
com o aumento da complexidade estrutural dos compostos fenélicos, cada vez é mais
dificil o acesso a este grupo, reflectindo uma perda gradual da capacidade de
complexacgéo de ibes metalicos (Gaulejac et al., 1999).

Varios estudos indicam que os principais compostos responsaveis pela capacidade
antiradical da madeira de carvalho, sdo os elagitaninos. Estes apresentam-se em
maiores quantidades na madeira sujeita a tosta ligeira, uma vez que eles sao
consideravelmente degradados ao longo do processo de queima. A sua elevada
actividade deve-se a sua estrutura, uma vez que esta € caraterizada pela presenca de

varios grupos hidroxilo na posicao orto-catecol; e da qual exibe uma elevada capacidade
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de queletar iBes metdlicos nestas posicdes, e de doar um atomo de hidrogénio
suportando o eletrdo nao emparelhado (Alafion, M.E., 2011; Rice-Evans et al., 1996).
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Capitulo I

Caraterizacao polifendlica de um vinho tinto
de mesa em contato com trés tipos de
aduelas com diferentes graus de queima.
Comparacao com o estagio em barricas de
madeira com graus de tostagem

semelhantes.
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[. Introducéo

No mundo dos vinhos, é conhecido o facto de cada pais produtor, desenvolver ao
longo do tempo, o cultivo de certas castas de uvas com maior sucesso do que outras.
Esta ocorréncia deve-se essencialmente ao tipo de solo e clima de cada uma das
regides e as condi¢des de adaptacdo das diversas castas.

Nesse sentido, na Australia o Syrah é a sua principal variedade de uva; em Espanha
0 nobre Tempranillo; na Argentina a Malbec, e em Portugal predomina a mais nobre das
castas, a Touriga Nacional.

A Touriga Nacional é a rainha das uvas tintas portuguesas. Esta teve origem nas
terras da regido do Dao, um importante reduto vinicola do pais lusitano, mas o seu
cultivo h&4 muito tempo ganhou importancia em todo o territorio nacional, do Alentejo ao
Douro.

A casta Touriga Nacional apresenta um potencial enolégico muito grande, quer em
compostos aromaticos, quer em compostos fendlicos. Vinhos elaborados com esta casta
apresentam carateristicas especificas, tais como: bom teor alcodlico, 6tima concentragdo
de cor, elevada complexidade, taninos finos, sabores intensos, volume, equilibrio e
aromas florais distintos.

A Touriga Nacional é considerada a casta tinta “embaixadora de Portugal’, e ndo é
por acaso que tem tido tanta aceitacdo a nivel internacional. A Australia, os Estados
Unidos, o Chile e a Africa do Sul, sdo alguns dos paises do novo mundo que
recentemente incluiram a Touriga Nacional nos vinhos de elevada qualidade que
desenvolvem. O potencial de guarda dos vinhos produzidos a partir desta casta é
excelente, eles evoluem em garrafa com bastante facilidade. Por outro lado, o estagio
em madeira de carvalho da-lhes mais qualidades aroméaticas e melhora a sua estrutura,
além de arredondar os seus taninos com maior velocidade, o que torna o vinho pronto
para consumo em pouco tempo.

Por estas razdes, o trabalho realizado vai de encontro a responder a necessidade de
encontrar um tratamento térmico e um tempo de estagio adequados, que se ajustem as

carateristicas especificas deste nobre vinho de casta Touriga Nacional.
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1 Transformacdes dos compostos fendlicos nos vinhos

Durante o processo de maturacdo e envelhecimento dos vinhos, os compostos
fendlicos, nomeadamente os flavan-3-6is e as antocianinas sofrem varias
transformacgdes estruturais, resultantes das reagfes de oxidagao-reducgéo, condensacao,
polimerizacdo e complexacdo com outros compostos, tais como as proteinas, 0s
polissacaridos e os metais (Haslam, 1980; Ricardo da Silva et al., 1991a). Deste modo,
0s taninos e as antocianinas sao progressivamente transformados em pigmentos
oligoméricos e poliméricos mais estaveis e com carateristicas fisico-quimicas distintas
dos seus precursores, contribuindo desta forma para a alteragcdo das propriedades
organolépticas como a cor e o sabor do vinho (Monagas et al., 2005).

Nos vinhos tintos, para além da reacdo de condensacao direta antocianina-flavanol
(Somers, 1971) ou mediada pelo acetaldeido (Timberlake & Bridle, 1976b), também
ocorrem reacdes de condensacdo das antocianinas com compostos mais pequenos tais
como o0 acido piravico, levando a formagdo de novos pigmentos, como as
piranoantocianinas de cor laranja, que sdo pigmentos mais estaveis e mantém uma
intensidade corante estavel nos vinhos durante longos periodos de tempo (Bakker &
Timberlaker, 1997; Fulcrand et al., 1996; Mateus et al., 2002; Monagas et al., 2003b;
Schwarz et al., 2003).

As reacdes entre as antocianinas e os flavandis, para além de serem mediadas pelo
acetaldeido (aldeido abundante no vinho), podem também ser mediadas por outros
aldeidos existentes nos vinhos tais como o formaldeido, o propionadeido, o
isobutiraldeido, o furfural, o hidroximetilfurfural, o benzaldeido e o isovaleraldeido,
formando adutos corados (Es-Safi et al, 2002a; Pissarra et al., 2003; Pissarra et al.,
2004a). Estes aldeidos embora presentes nos vinhos tranquilos sdo muito mais
abundantes em vinhos fortificados devido a rica composicdo da aguardente nestes
COMpOostos.

As transformacdes estruturais que resultam das reagcfes entre as antocianinas e 0s
flavanois, conduzem, numa primeira fase a um aumento da intensidade corante dos
vinhos e a uma alteracdo da tonalidade, de vermelho vivo para vermelho violeta,
correspondente da formacdo dos adutos antocianina-etil-flavanol (Somers, 1971;
Francia-Aricha et al., 1997). Durante o envelhecimento dos vinhos outras reacdes de
oxidacgéo e polimerizagdo sdo responsaveis pela cor vermelho-alaranjada (Somers, 1971,
Timberlake & Bridle, 1976b; Pissarra et al., 2003). Para além desta alteracdo da cor, 0s
vinhos tornam-se menos adstringentes durante o envelhecimento uma vez que, para

além de haver uma menor quantidade de proantocianidinas, as que permanecem no
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meio, por estarem polimerizadas, tém menor capacidade de reagir com as glicoproteinas
da saliva, diminuindo desta forma a sensagao de adstringéncia.

Sao varios os parametros que afetam a ocorréncia destas rea¢des quimicas durante
0 processo de envelhecimento dos vinhos, como a concentragdo em antocianinas,
copigmentos, acetaldeido e outros metabolitos das leveduras, o pH, a temperatura e a
presenca de luz, de oxigénio e de diéxido de enxofre (Dallas et al., 1995; Somers &
Evans, 1986; Romero & Bakker, 1999; Romero & Bakker, 2000).

Além destes fatores, também o tipo de armazenamento onde ocorre a evolucao e
maturacao dos vinhos, influéncia as transformacfes quimicas deste tipo de compostos.
O envelhecimento dos vinhos em barricas ou na presenca de aduelas pressupfe que o
vinho poderd extrair da madeira uma série de compostos tais como taninos elagicos,
acidos fendlicos e aldeidos fendlicos, levando a alteragbes da composigéo inicial do
vinho. Entre os varios compostos extraidos, os aldeidos poderdo ser os compostos de
destaque, uma vez que participam ativamente numa série de reacbes que envolvem 0s
constituintes do vinho (especialmente antocianinas e flavanois). Destas rea¢des poderéo
resultar a formacao de novos compostos que apresentem propriedades distintas, ao nivel
das carateristicas fisico-quimicas e organoléticas dos vinhos.

Assim, este Ultimo facto realca a importancia da madeira no setor vitivinicola, uma
vez que a sua composicdo quimica pode influenciar as propriedades organoléticas do

vinho, nomeadamente a cor e o sabor.
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[I. Material e Métodos

1 Amostras de vinho

Neste estudo utilizou-se um vinho de mesa tinto monovarietal da colheita de 2014,
produzido a partir de uvas da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro. A
vinificacdo teve lugar na adega de Alij6 da empresa Gran Cruz Porto — Sociedade
Comercial de Vinhos Lda, com uvas exclusivamente da quinta do Tod&do. As uvas
seguiram um procedimento de vinificacdo normal, de vinho de mesa tinto. Apds a
fermentag&@o malolatica o vinho foi transferido para 10 cubas de inox, cada uma com uma
capacidade de 30 L. Foram utilizadas 3 cubas para cada uma das aduelas de madeira de
carvalho francés estudadas, de modo a que tivéssemos 3 repeticbes por queima; e uma
cuba para o vinho controlo — que néo levou qualquer tipo de adicdo de aduelas (

Figura 28).

Relativamente a concentracdo das aduelas a usar, esta foi de acordo com o
recomendado pelo fabricante 2 - 4 g/ L. Todas as aparas usadas eram de tamanho
similar 12 x 4,5 x 0,6 cm, e com pesos aproximados de 95,0 g, sendo que cada uma
delas apresentava um nivel de queima diferente.

O mesmo vinho foi ainda colocado em trés barricas de 500 L, de marcas diferentes e
com diferentes graus de queimas. O Casco 62 da marca Seguin Moreau apresenta uma
queima ligeira, o Casco 68 da marca Radoux apresenta uma queima forte; e o Casco 69
da marca Tonnellerie Baron apresenta uma queima ligeira, tal como o primeiro (

Figura 28).
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Casco 62

Casco 68

Casco 69

Figura 28 — Cubas de inox com vinho touriga nacional em contato com aduelas de madeira, sujeitas a diferentes queimas;

e barricas de madeira, de carvalho francés com diferentes tratamentos térmicos, com o mesmo vinho touriga nacional.

As cubas de inox foram cheias dia 25 de Novembro de 2014, estagiando o vinho
durante 6 meses.

Inicialmente recolheu-se uma amostra testemunha do depdésito, considerada como
Controlo. Apés o inicio do periodo de estagio, foram recolhidas amostras de 2 em 2
meses para analise quimica, estando representados na Tabela 10 os meses
correspondentes.

Tabela 10 — Data das analises quimicas.

Tempo de estagio (meses) Data das analises quimicas

Novembro
Janeiro

Marco

o M~ N O

Maio
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2 Analises fisico-quimicas

2.1 Anédlise dos acidos fendlicos por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa (LC-MS)

A andlise realizada para a identificacdo dos &cidos fendlicos presentes no vinho de
casta touriga nacional, ao tempo zero, ocorreu de igual modo ao descrito no ponto 3.3 do
capitulo 1, diferindo apenas no comprimento de onda a que 0s cromatogramas sao
analisados, 280 e 520 nm.

2.2 indice de Fendbis Totais

O método do Indice de fendis totais baseia-se na capacidade que os anéis
benzénicos tém em absorver radiacdo na regido do ultra-violeta, sendo o seu
comprimento de absor¢do maxima a 280nm.

Para a determinagéo do indice de fendis totais utilizou-se um espetrofotometro UV-
Visivel Thermo Scientific Evolution Array e células de quartzo de percurso 6tico de 10
mm. As diversas solu¢Bes foram medidas em relacdo ao branco (solu¢do modelo de
vinho). Os vinhos foram diluidos 100 vezes com uma solugéo sintética agua/etanol 12%

(v/v) com 5,0 g/L de acido tartarico a pH 3,50.
O Indice de Fendis Totais (IFT) é calculado através da seguinte expressao:

IFT = Abs (280 nm) x f.d. f.d. = 100

2.3 Taninos Proantocianicos Totais

A guantidade de taninos proantocianicos totais foi analisada diretamente nos vinhos,
com base no método descrito na literatura (Ribéreau & Stonestreer, 1996; Darné, 1991).
Este método baseia-se na reacdo de Bate-Smith, que consiste na decomposicédo dos

taninos condensados (procianidinas e prodelfinidinas - compostos sem cor) quando
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sujeitos a um meio &cido ou sob a acdo do calor, libertando compostos corados — as
antocianidinas.

Comecou-se por diluir os vinhos 50 vezes, com solugdo modelo de vinho.
Posteriormente, adicionou-se ao tubo de hidrélise 4,00 mL dessa solucéo diluida, 2,00
mL de agua desionizada e, por ultimo foi adicionado 6,00 mL de HCL de 37% para
assegurar que a decomposicao dos taninos apenas se iniciava aquando do aquecimento
das solucBes. De seguida, os tubos foram rolhados e aquecidos em banho-maria a
100°C durante 30 minutos. Para cada amostra foi utilizada uma solucdo de referéncia
preparada exatamente da mesma forma, mas sem ser sujeita ao aquecimento. Apds o
aguecimento, os tubos foram arrefecidos em agua fria e mantidos ao abrigo da luz
durante 10 minutos. Apds esse periodo de tempo, os tubos foram retirados da agua,
envoltos em papel de aluminio e de seguida adicionou-se 1,00 mL de etanol (estabilizar
a cor das antocianinas) agitando-se posteriormente num vortex.

Por fim, mediu-se a absorvancia de todas as solu¢fes (aquecidas e de referéncia) a
um comprimento de onda de 520 nm, em células de vidro de percurso 6tico de 10 mm,
num espectrofotometro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution Array.

O valor de absorvancia de cada amostra é obtido através da seguinte expressao:
Aabs = AbS amostra — AbS referéncia
Cada ensaio foi realizado em triplicado e o teor em taninos proantocianicos totais
(g.L'™") nos vinhos, foi calculado usando uma reta de calibracdo obtida a partir de

solucdes padréo:

[Vinho] (g/L) = Aabs - 0,0178/ 0,0456

2.4 Poder Tanante

O poder tanante dos vinhos caracteriza-se pela capacidade que alguns compostos
fendlicos possuem, nomeadamente os taninos, de interagirem com as proteinas
formando agregados insolaveis. O poder tanante dos vinhos foi determinado por
nefelometria de acordo com o procedimento descrito na literatura (De Freitas & Mateus,
2001).
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Comecou-se por diluir o vinho 50 vezes com uma solucdo modelo de vinho,
agual/etanol 12% (V/V) com 5,0 g/L de &cido tartarico, a um pH 3,50, previamente filtrado
(0,45 pm). Seguidamente pipetaram-se 4,00 mL desta solucdo para 4 tubos de ensaio,
agitaram-se num vértex e efetuou-se a leitura da turbidez (Turbidez pranco)-

Posteriormente, adicionou-se 150 uL de solu¢édo aquosa de proteina albumina sérica
bovina (BSA) 0,8 g/L a cada tubo de ensaio, que depois foi agitado num vértex e
guardado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Apds esse
periodo, efetuou-se a leitura do valor de turbidez maximo (Turbidez amostra)-

A leitura da turbidez foi realizada num turbidimetro HACH 2100 N, equipado com um
adaptador de células de 100x12 mm.

O poder tanante dos vinhos é expresso em unidades de turbidez (NTU.mL™) e foi
determinada de acordo com a seguinte expressao:

(Turbidez amostra—Turbidez branco)

Turbidez (NTU/mL de Vinho) = o8

2.5 indice de Didlise

O indice de dialise permite avaliar a complexidade estrutural dos compostos
polifendlicos presentes no vinho, através da determinacdo da percentagem de
compostos polimerizados que ficam retidos no interior de uma membrana de didlise
(celulose; 6 mm d.i.; cut off 12-16 KDa de peso molecular; porosidade média de 25 A de
raio). O procedimento experimental foi realizado de acordo com o procedimento descrito
na literatura (Glories, 1978; Mateus et al., 2001c).

Uma fragéo de 5,00 mL de vinho foi introduzida numa membrana de dialise, com 25
cm de comprimento, e colocada num frasco de vidro com 50,0 mL de solugdo modelo de
vinho previamente filtrado (0,45 pm). Simultaneamente, preparou-se uma solucdo de
referéncia num baldo de 50 mL, onde foram diluidos 5 mL da amostra com a solucao
sintética de vinho. Os frascos e os bal6es foram fechados e mantidos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz durante 24 horas. Apés este periodo de tempo, foi medida a
absorvancia a 280 nm, num espetrofotémetro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution

Array, utilizando-se células de quartzo de percurso 6tico de 1 mm.

93



94

FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicao fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

O indice de dialise foi calculado através da expressao:

1D.=[£22 ] x 10

Tanto as leituras da absorvancia do dialisado como da solucdo de referéncia, foram

realizadas em triplicado.

2.6 Anélise da Cor

2.6.1 Intensidade Corante

Os vinhos novos apresentam um maximo de absorvancia ao comprimento de onda
de 520 nm (caracteristico da cor vermelha). Ao logo do processo de envelhecimento dos
vinhos, ocorre uma diminuicdo da cor vermelha, associada a diminuicdo de absorcao a
520 nm, e surgem tonalidades amarelas/castanhas que resultam do aumento da
absorvancia aos 420 nm.

Também o contributo das formas quinonas das antocianinas livres e combinadas nao
pode ser desprezada, sendo por isso necessario considerar a regido dos azuis (620 nm).
Por esse motivo, os comprimentos de onda que séo considerados para o calculo da
Intensidade corante sédo: 420, 520 e 620 nm.

Todas as amostras de vinho antes de serem analisadas foram filtradas com um filtro
de porosidade 0,45 pm.

As absorvancias das amostras de vinho foram lidas num espetrofotometro UV-Visivel
Thermo Scientific Evolution Array, e em células de quartzo de percurso 6tico de 1 mm.

Assim, a intensidade corante foi calculada através da soma dessas mesmas

absorvancias e multiplicada por 10:

IC = [Abs (420 nm) + Abs (520 nm) + Abs (620 nm)] x10
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2.6.2 CIELab

O sistema CIELab foi o sistema utilizado para a quantificagcdo e medicéo da cor. Esta
organizado segundo um sistema de coordenadas cartesianas retangulares que traduzem
com maior precisdo a sensibilidade humana em relacdo a cor.

Os parametros base que caracterizam uma cor sdo: a luminosidade (L), a saturacao
ou cromaticidade (C) e a tonalidade (h).

A luminosidade (L) corresponde a transmitancia e varia inversamente com a
densidade corante do vinho. Os valores de luminosidade oscilam entre 0 (para uma
amostra completamente opaca) e 100 (para uma amostra completamente transparente).

A percecdo cromatica de uma amostra é definida essencialmente pela sua tonalidade
e pelo seu croma. A saturacgdo (C) corresponde & maior ou menor monocromaticidade do
vinho e a tonalidade (h) corresponde ao seu comprimento de onda dominante.

A tonalidade e o croma exprimem-se pelas coordenadas de cromaticidade a* e b*,
gue indicam dois eixos de cores antagonicas: o eixo a* que varia de vermelho (+a*) e
verde (-a*) e 0 eixo b* que varia de amarelo (+b*) a azul (-b*). Para ambos os eixos, o
zero indica cinzento neutro (Figura 29).

White |

-a
Green

+a
Red

Black

Figura 29- Circulo cromatico.

Para a determinagdo das coordenadas do espaco CIELab procedeu-se a
determinagdo do espectro de transmitancia dos vinhos para o espectro visivel de luz
(360-830 nm). As leituras foram efetuadas num espetrofotometro UV-Visivel Thermo
Scientific Evolution Array. Cada ensaio foi realizado em triplicado e a leitura da
transmitancia foi feita, em relacdo a agua desionizada, em células de vidro de 2 mm de

percurso optico.
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Posteriormente, de modo a determinar os valores triestimulares (X, Y e Z) e as
respetivas coordenadas L* a* b* para cada vinho, foi utilizado um software desenvolvido
pelo Departamento de Fisica da Universidade do Porto. A determinacdo dos valores
ocorreu com a condic¢do iluminante D65 e um angulo do observador de 10°.

2.6.3 Andlise das Antocianinas

2.6.3.1 Antocianinas Livres Totais (método do bissulfito)

As antocianinas livres reagem facilmente com o anido bissulfito dando origem a um

aduto incolor. A medida que os vinhos envelhecem, as antocianinas evoluem, levando a
formacdo de novos pigmentos mais polimerizados e mais resistentes a descoloragédo
pelo bissulfito. A quantidade de antocianinas livres totais presente em cada amostra foi
determinada através de uma adaptacdo do método do bissulfito descrito por Sommers e
Evans em 1976.
O procedimento experimental consistiu em adicionar a um matraz 40,0 mL de HCI 2%,
2,00 mL de etanol e 2,00 mL de cada amostra de vinho. Pipetou-se para 3 tubos de
ensaio 10,00 mL da solucéo anterior e 4,00 mL de bissulfito de s6dio 20%. Num quarto
tubo de ensaio foi preparada a solucdo de referéncia, de igual modo das anteriores,
tendo apenas a particularidade da solucdo de bissulfito ter sido substituida por 4,00 mL
de agua desionizada. De seguida, todos os tubos foram agitados no vortex e colocados
ao abrigo da luz durante 20 minutos. Por fim, procedeu-se a leitura das absorvancias,
tendo sido feita a leitura do branco (referéncia) numa célula de vidro de 2mm e a
absorvancia da amostra numa células de vidro de percurso 6tico de 10 mm. As leituras
foram efetuadas num espectrofotometro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution Array, a
um comprimento de onda de 520 nm.

A quantidade de antocianinas livres que reage foi determinada através da diferenca

entre a absorvancia da solucdo de referéncia e a absorvancia das amostras:
Aabs = AbS referencia — APS amostra
O teor em antocianinas livres totais presente em cada amostra de vinho foi

determinado utilizando uma reta de calibracdo, obtida a partir de uma gama de

concentracdes de solucdes padrdo de malvidina-3-glucésido:
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[Vinho] (mg/L) = (Aabs - 0,00024)/ 0,0015

2.6.3.2 Quantificacdo de Antocianinas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLP-DAD)

Os vinhos foram analisados diretamente por HPLC (Unicam) equipado com um
detetor DAD (Thermo Scientific Spectra System UV8000) por injecao direta de 20 pL de
amostra, numa coluna Merck de fase reversa (C18 250 x 4,6 mm d.i.) segundo o método
descrito na literatura (Oliveira et al., 2006).

Os solventes utilizados foram A: H,O/HCOOH (90:10, V/V) e B: HCOOH/CH;CN/H,O
(10:30:60, VIVIV). A eluicdo decorreu com um fluxo de 1,0 mL.min*?, de acordo com o

gradiente descrito na Tabela 11.

Tabela 11- Gradiente de elui¢éo utilizado na analise das antocianinas totais.

Tempo Solvente A Solvente B
(minutos) (%) (%)
0 80 20
70 15 85
75 0 100
85 0 100
90 80 20

Todas as amostras foram analisadas em duplicado, uma vez que possuiamos
triplicados reais, no entanto o controlo foi analisado em triplicado uma vez que apenas
existia uma amostra real deste vinho.

O comprimento de onda a que foram obtidos os cromatogramas foi de 520 nm.

A concentracdo de antocianinas expressa em mg.L™, foi determinada a partir de uma

reta de calibracdo obtida por andlise de padrdes de malvidina-3-glucosido.
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2.7 Anélise dos Flavan-3-6is

2.7.1 Fracionamento de Catequinas e Procianidinas diméricas e triméricas por
cromatografia liquida em coluna de gel Toyopearl HS-40 (s)

De forma a extrair os flavan-3-6is da amostra de vinho, efetuou-se uma extracao
liguido-liquido. Utilizou-se aproximadamente 20,0 mL de vinho e 20,0 mL da solucéo
extratora - acetato de etilo. Ap6s a separacdo das duas fases (aquosa e organica),
repetiu-se o processo de extracdo por mais trés vezes (3 x 20 mL). Toda a camada
aquosa foi rejeitada, ao passo que a fase organica, contendo os flavan-3-6is, foi
evaporada a secura num evaporador rotativo sob vacuo (~ 30° C). O residuo obtido foi
recuperado em 2,0 mL de metanol e congelado para posterior fracionamento das
catequinas e procianidinas diméricas e triméricas, por cromatografia liquida em coluna.

Para cada amostra de vinho, as extracdes liquido-liquido foram realizadas em
duplicado.

O residuo obtido apds esta extracgdo, foi aplicado numa coluna de gel Toyopearl
HW-40 (S) (250 x 25 mm d.i.), previamente acondicionada com 99,8% metanol a um
fluxo de 0,8 mL.min™.

Foram recolhidas duas fragfes: fracdo A, durante os primeiros 150 minutos de
eluicdo e que contém os &cidos fendlicos; e a fraccdo B, durante os 150 minutos
seguintes. Esta Ultima é correspondente a eluicdo da (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
epicatequina-galhato, das oito procianidinas diméricas (B1 a B8), do dimero B2-galhato e
do trimero C1. As duas fragfes foram evaporadas a secura hum evaporador rotativo sob
vacuo, o residuo resultante foi ressuspendido em 1,0 mL de solugdo modelo de vinho e
congelado, para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
DAD).

2.7.2 Andlise de Catequinas e Procianidinas diméricas e triméricas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD)

As fragbes B obtidas anteriormente, foram analisadas diretamente por HPLC
(Unicam) equipado com um detector DAD (Thermo Scientific Spectra System UV8000)
por injeccdo direta de 20 pL de amostra. Utilizaram-se duas colunas de fase reversa
(C18 250 x 4,6 mm d.i) alinhadas em série e termostatizadas a 25°C, de acordo com o

procedimento descrito na literatura (De Freitas et al., 1998).
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Os solventes utilizados foram H,O/CH;COOH (97,5:2,5, V/V) - solvente A e
CHs;CN/solvente A (80:20) - solvente B; e a eluicdo decorreu com um fluxo de 1,0
mL.min™, de acordo com o gradiente descrito na Tabela 12. Os cromatogramas foram

obtidos ao comprimento de onda de 280 nm.

Tabela 12- Gradiente de elui¢éo utilizado na analise das catequinas e das procianidinas diméricas e triméricas.

Tempo (minutos) Solvente A (%)  Solvente B (%)

0 93 7
93 7
90 80 20
95 0 100
105 0 100
110 93 7

Todas as fracgbes A resultantes do processo de extracdo liquido-liquido foram
analisadas em duplicado no HPLC-DAD.

A quantificacao dos flavan-3-ois e das procianidinas diméricas e um trimero existentes
nos vinhos, foram expressas através da reta de calibragdo da (+)-catequina, numa gama

de concentragdes entre 0 e 1,0 mg/mL.

2.8 indice de Folin Ciocalteu

As analises do indice de folin ciocalteu para as amostras de vinho em contato com os
trés tipos de queimas de aduelas e para as amostras de vinho estagiados em barricas,
realizaram-se de igual modo ao descrito no ponto 4 do capitulo I, com a Unica alteragcédo

do fator de diluicdo das amostras de vinho, ser de 50 vezes.
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3 Propriedades Antioxidantes

3.1 Capacidade Antiradicalar (DPPH)

Quanto as analises realizadas para avaliar a capacidade antirradicalar das amostras
de vinho em contato com os trés tipos de queimas de aduelas e para as amostras de
vinho estagiados em barricas, estas ocorreram de igual forma ao descrito no ponto 5.1
do capitulo I, com a Unica alteracé@o do fator de diluicdo das amostras de vinho, ser de 50

vezes.

3.2 Avaliacdo do Poder Redutor (FRAP)

Para a avaliacdo do poder redutor das amostras de vinhos com diferentes aduelas e
para as amostras de vinho estagiados em barricas, o processo também ocorre de acordo
com o descrito no ponto 5.2 do capitulo I, com a Unica alteracé@o do fator de diluicdo das

amostras de vinho, ser 50 vezes.

4 Anéalise Sensorial

Os Vinhos em estudo foram provados por um painel de provadores constituido por 6
elementos. Foram efetuadas duas provas diferentes:

Uma prova sensorial, em que se avaliou os parametros da cor, das sensacdes
olfativas e gustativas de cada amostra de vinho, através de uma ficha de prova (Anexo
1), onde os provadores podiam classificar os vinhos numa escala de 1 a 5, em que 1
corresponde a muito mau e 5 a muito bom.

Um teste triangular com 9 séries diferentes em que em cada série havia sempre uma
amostra diferente e duas iguais, sendo que o que era pedido aos provadores na ficha do
teste triangular (Anexo 2), era para que indicassem qual das amostras era diferente, e
qgual delas era a melhor.

Os vinhos em prova, foram todos identificados por um codigo diferente, foram
servidos a temperatura ambiente (~ 22°C) e avaliados independentemente por cada um

dos provadores.
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5 Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicado. Os valores foram expressos com médias
aritméticas = desvio padréo. As diferencas estatisticas foram avaliadas através da
andlise de variancia a um factor (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni para
comparagdes entre dois grupos. Foram consideradas significativas as diferencas com
P<0,05.
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1. Resultados e Discussao

1 Analises fisico-quimicas

No que diz respeito a analise sumaria inicial do vinho que foi transferido para as

cubas e para 0s cascos, este apresentava 0s seguintes valores da Tabela 13.

Tabela 13 — Andlise quimica inicial do vinho de mesa tinto de casta Touriga Nacional.

Parametros Valores
Teor alcodlico volatil 14,65% (VIV)
Sulfuroso total 119 mg/ L
Sulfuroso livre 57 mg/ L
pH 3,80

Acidez total 6,27 g/ L
Acido acético 0,13¢g/L
Glucose-Frutose <0,05¢/L
Acido malico <0.03¢g/L

1.1 Andlise dos acidos fendlicos por cromatografia liquida acoplada a

espetrometria de massa (LC-MS)

Comecou-se por realizar uma caraterizacdo dos &cidos fendlicos presentes na
amostra de vinho de casta Touriga Nacional, usada para o estudo.

Uma vez que a matriz vinho € uma matriz muito complexa, procedeu-se a injecdo da
sua fracdo A. Esta fracdo A, corresponde a primeira fracdo recolhida no processo de
fracionamento das procianidinas diméricas e triméricas por cromatografia liquida em
coluna de gel toyopearl HS-40 (s), onde se encontram os acidos fendlicos.

Esta fraccdo A do vinho controlo foi analisada por LC-MS em modo negativo e o

cromatograma encontra-se representado na Figura 30.
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Figura 30 — Perfil cromatografico a 280nm obtido do LC-MS correspondente & amostra de vinho Controlo, ao tempo zero.



Tabela 14 - Dados LC-MS para a amostra Controlo, ao tempo zero.
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N° do pico Composto tg (Min) [M-H]” m/z MS? (m/z) MS® (m/z) Amax
1 Acido gélhico 16,46 169 (339) 125 - 265
2 Desconhecido 18,88 323 223; 191 130; 113; 102 292
3 Desconhecido 21,52 221 130; 113;103; 87 87 289
4 Desconhecido 22,67 161 142; 128; 101 - 277
5 Desconhecido 25,25 307 207; 190 - 274
6 Desconhecido 29,51 206 134, 146; 144, 162; 187 92 256-292
7 Desconhecido 30,99 365 172; 111 - 250
8 Desconhecido 32,33 439 339; 229; 347; 329; 173; 191 229 238
9 Acido caftarico 35,20 311 (623) - - 247-325
10 Desconhecido 39,24 2901 190 99,07 328
11 Desconhecido 39,94 249 (499) - - 241-283-523
12 Cinemato de etilo 41,68 175 115; 156; 85; 113; 128 - 271
13 Desconhecido 44,05 175 129 85 253-322
14 Desconhecido 47,51 209 99; 172 - 313
15 Acido cutéarico 47,51 295 (585, 680) 163 119 310
16 Desconhecido 52,89 325 235; 264 - 529-289
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1.2 Analise dos aldeidos presentes no vinho por cromatografia liquida

acoplada a espetrometria de massa (LC-MS)

Com o objetivo de analisar se o vinho de mesa tinto, ap6s 2 meses de contato com
as aduelas, apresenta compostos da madeira, realizou-se uma analise por LC-MS. Na
Figura 31, encontra-se representado o cromatograma da amostra de vinho em contato
com a aduela de queima forte, aos 2 meses de estagio (Vinho FOM® ao T2), e o

cromatograma da aduela de madeira de carvalho francés de queima forte (C.O. FOM").
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Figura 31 - Perfil cromatogréafico a 280nm obtido do LC-MS, correspondente a amostra de vinho em contato com a aduela

de queima forte, e da aduela de madeira de carvalho francés, aos 2 meses de estagio.
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De acordo com os resultados obtidos pela Tabela 15, onde se observam as massas
dos compostos e dos seus fragmentos, o espetro UV-VIS, e pela comparagdo com o0s
tempos de retencdo dos cromatogramas, verifica-se que trés dos aldeidos presentes nas
aduelas de madeira de queima forte foram encontrados no vinho que esteve em contato
com esta queima, ap0s 2 meses de estagio; sendo eles a vanilina, o siringaldeido e o
sinapaldeido. Embora estes compostos se encontrem no vinho em muito pequenas
guantidades, eles tém sido descritos como um importante contributo para a alteracao da
cor, na medida em que reagem com outros compostos, dando origem a novos

pigmentos.

Tabela 15 - Dados do LC-MS para a amostra de vinho em contato com a aduela de queima forte, aos 2 meses de estagio.

N° do =)

_ Composto [M-H] m/z  MS?(m/z) MS® (m/z) Amax (nm)
pico (min)
Desconhecido 19,61 127 109 66; 81 283
Desconhecido 24,67 209 - - 256
Desconhecido 27,72 227 114 - 304 - 325
Desconhecido 29,66 169 141; 109 - 301 - 328
Desconhecido 30,92 227 114 - 310
Desconhecido 32,94 149 72 - 262 - 289
Desconhecido 35,20 149 73; 131 - 247 - 280
1 Vanilina 36,55 153 - - 247 - 280
2 Siringaldeido 38,52 183 155; 123 - 262 — 331
121;149;
3 Sinapaldeido 45,66 209 177; 191 145; 186; 247 - 280
131; 103

1.3 indice de Fendis Totais

Os resultados referentes ao indice de fendis totais (IFT) para os diferentes extratos
de aduelas de madeira sujeitos a diferentes tostas ao longo do tempo, encontram-se

representados na Figura 32.
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Figura 32 — Histograma do indice de fendis totais do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira
sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Pela observacédo do histograma, verifica-se que ao tempo de estagio 0, 4 e 6 meses,
0s vinhos em contato com as aduelas sujeitas aos diversos graus de queima, nao
apresentam diferencas significativas entre si, no seu indice de fendis totais. Contudo, no
segundo més, observa-se que os Vinhos FOL e FOM™ sdo aqueles que apresentam um
maior indice de fendis totais, diferenciando-se estatisticamente do vinho Controlo para o
mesmo tempo.

De um modo geral, pode-se observar que o vinho ao fim de um periodo de 6 meses
de estagio apresenta um maior indice de fendis totais, quando comparado com o tempo
0, com P<0,001.

A analise do indice de fendis totais foi também realizada para os vinhos estagiados
em barricas, ao tempo 0 e 6 meses.

Na Figura 33, observa-se os resultados do vinho estagiado com as aduelas de
gueima ligeira e do vinho estagiado nos cascos 62 e 69, uma vez que estes cascos

apresentam o mesmo grau de queima das aduelas - queima ligeira.
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Figura 33 — Histograma do indice de fendis totais do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Como se pode observar na Figura 33, o vinho estagiado nos cascos 62 e 69 ao
tempo 0, apresenta um maior IFT comparativamente com o vinho estagiado em contato
com as aduelas de madeira, para 0 mesmo tempo. Isto deve-se ao facto de quando se
aplicou as aparas ao vinho que se encontrava nas cubas de inox, este mesmo vinho ja
permanecia ha 15 dias nas barricas de madeira de carvalho francés. Desta forma, estes
15 dias de contato proporcionaram um aumento do indice de fendis totais no vinho,
devido ao facto das barricas serem novas e o forte gradiente de concentracdo de
compostos fendlicos transferidos para o vinho, ocorrer nas primeiras semanas de
estagio.

Apesar do IFT do vinho estagiado nos cascos 62 se manter inalteravel durante os 6
meses de estagio, este é significativamente superior ao vinho estagiado na presenca de
aduelas, com P<0,001.

Quanto ao IFT do vinho do casco 69, este diminui significativamente apds os 6
meses de estagio, possivelmente devido a sedimentacdo de compostos polimerizados

gue se formaram durante esse tempo de estagio.
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Figura 34 - Histograma do indice de fenois totais do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Na Figura 34, observa-se que o comportamento da aduela de madeira com queima
forte e do casco 68, ao longo dos 6 meses de estagio é muito similar ao ja reportado
anteriormente para a aduela de madeira de queima ligeira e do casco 62. H4A um
aumento significativo do IFT do vinho estagiado em contato com a aduela de queima
forte, apGs 0s 6 meses de estagio e mantém-se inalterado o IFT do vinho estagiado no
casco 68, ao fim dos 6 meses de estagio, sendo no entanto este valor significativamente

superior ao do vinho estagiado na presenca de aduelas, com P<0,001.

1.4 Taninos Proantocianicos Totais

O doseamento dos taninos proantocianicos totais (TPA) baseia-se na reacdo de
decomposicdo destes compostos em meio acido e por acdo do calor (reacdo Bate-
Smith), medindo-se a absorvancia das solugbes resultantes a 520 nm. Os valores

médios obtidos para cada amostra estao representados na Figura 35.
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Figura 35 — Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de
madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Tal como aconteceu em outras analises, também aqui, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os vinhos sujeitos a diferentes graus de tosta.

De um modo geral, e ndo considerando o resultado obtido para a amostra FOL no 4°
més, pode-se verificar que a tendéncia observada nos vinhos ao longo do tempo é

aguela que era esperada, um aumento do grau de polimerizagdo com o tempo.
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Figura 36 - Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Observando a Figura 36, verifica-se que independentemente do tipo de

envelhecimento, com aduelas ou cascos, hd um aumento significativo do teor de taninos
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proantocianicos totais presentes no vinho, ao fim de 6 meses de estagio. Estes
resultados correlacionam-se com a formagdo de compostos estruturalmente mais
complexos, resultantes das reacbes de polimerizagdo entre compostos fendlicos da
madeira e do vinho, nomeadamente compostos como a catequinapirilio que resultam da
reacao entre a catequina e o sinapaldeido — aldeido presente na madeira de carvalho
francés (Sousa. C., et al 2005); ou apenas, entre compostos fendlicos do vinho.

Seria expectavel que as amostras dos cascos 62 e 69 originassem valores mais
elevados de taninos proantocianicos totais comparativamente com os das aduelas, visto
gque a cinética de extracdo dos compostos fendlicos das barricas/ cascos, € mais eleva

gquando comparada com a das aduelas; contudo isso so se verificou no casco 62.
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Figura 37 - Histograma dos taninos proantocianicos totais do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Na Figura 37, verifica-se que independentemente do tipo de envelhecimento, com
aduelas ou cascos, houve um aumento significativo do teor de taninos proantocianicos
totais presentes no vinho, ap6s os 6 meses de estagio, devendo-se este comportamento
as reacdes de polimerizagédo entre compostos fendlicos da madeira e do vinho. Embora
ambos os vinhos apresentem um elevado teor de TPA, ndo sdo observadas diferencas

estatisticamente significativas entre o vinho FOM+ e o vinho do casco 68.
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1.5 Poder Tanante

Os taninos do vinho possuem a capacidade de interagirem com as proteinas
salivares formando complexos insollveis, propriedade que estd na origem da sensacao
de adstrigéncia. A proteina ASB (Albumina Sérica Bovina) tem sido utilizada como
modelo para estudar a capacidade tanante dos taninos em matrizes alimentares.

O poder tanante dos vinhos foi determinado por nefelometria e os resultados dos

valores médios obtidos para cada amostra estao representados na Figura 38.
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Figura 38 — Histograma do poder tanante do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira sujeitas a

diferentes queimas. P <0,05

Os resultados obtidos para o poder tanante dos vinhos, seguem a mesma tendéncia
gue os apresentados anteriormente para as analises dos taninos proantocianicos totais,
aumentando ao fim de um periodo de 6 meses de estagio.

Através da analise da Figura 38, verifica-se que as amostras do Controlo e do Vinho
FOL se diferenciam estatisticamente dos Vinhos FOM e FOM®, ao 2° e 6° més,
apresentando um poder tanante superior. As amostras de vinho em contato com um
nivel de tosta mais baixa, ou sem tosta, apresentam estruturas de taninos condensados
mais simples, comparativamente com as amostras de vinho em contato com as outras
aduelas de queima média e forte. Além disso, varios autores afirmam que a elevada
polimerizacéo das estruturas de procianidinas (DP>70), ou seja, as estruturas de taninos
condensados mais polimerizados, apresentam uma menor flexibilidade, traduzindo-se

numa maior dificuldade de se ligarem as proteinas, embora sejam capazes de
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estabelecer ligacdes com ela, e dai um menor valor de poder tanante resultante (De
Freitas and Mateus, 2001).
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Figura 39 - Histograma do poder tanante do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Neste estudo, sdo evidentes as diferencas entre a utilizacdo de aduelas e barricas
(Figura 39 e Figura 40). Independentemente do grau de queima, 0 uso de barricas
durante o periodo de estagio do vinho, levou a um menor aumento do seu poder tanante,
comparativamente com o uso de aduelas, o que se traduz numa inferior sensacdo de
adstringéncia. Este fendémeno pode dever-se ao processo de micro-oxigenagao
decorrente dos poros da madeira, nas barricas/cascos, que proporciona 0
arredondamento quer dos taninos extraidos da madeira quer dos taninos da uva, no
decorrer das reacdes de polimerizacdo. Assim sendo, a formacgdo destes taninos
estruturalmente mais complexos (taninos poliméricos), sdo mais facilmente
sedimentados e consequentemente apresentam uma menor capacidade de interagir com
as proteinas.

No vinho estagiado com as aduelas, a cinética de extrac¢do dos compostos fendlicos
€ mais baixa, quando comparada com 0s cascos, 0 que se traduz numa menor
polimerizacdo das estruturas de proantocianidinas, prevalecendo as estruturas mais
simples, mais faceis de interagir com as proteinas, e dai resultar um maior teor do poder

tanante para estas amostras.
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Figura 40 - Histograma do poder tanante do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

1.6 Iindice de Dialise

O indice de didlise (1.D) permite avaliar a complexidade estrutural dos compostos
fendlicos presentes num vinho. Os valores médios obtidos para cada amostra sao

apresentados na Figura 41.
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Figura 41 — Histograma do indice de didlise do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira sujeitas a

diferentes queimas. P <0,05
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O indice de Didlise, vem também comprovar aquilo que ja tem sido dito ao longo das
vérias analises, com o decorrer do processo de envelhecimento do vinho, observa-se um
aumento dos compostos estruturalmente mais complexos. Apds os 6 meses de estagio,
o tipo de tosta que apresenta ter um maior efeito no indice de didlise é a FOM®, e de
acordo com a anadlise estatistica realizada através da andlise de variancia a um fator
(ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni para comparacdo entre os grupos indica que
existe diferencas significativas entre esta e o Controlo, para o0 mesmo tempo. Este
elevado efeito da aduela de queima forte (FOM™) no parametro do indice de Dialise pode
dever-se a sua composicao, que leva ao aumento da polimerizacdo, ndo sé de taninos

como também de antocianinas.
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Figura 42 - Histograma do indice de dialise do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

O estudo comparativo entre o vinho em contato com a aduela de queima ligeira e 0
vinho do casco 62, mostra que ndo existem diferencas significativas entre eles ao fim de
um periodo de 6 meses de estagio, o que leva a que a escolha de um processo ou de

outro, para esta analise, seja indiferente.
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Figura 43 - Histograma do indice de didlise do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Paralelamente ao estudo anterior, também aqui se observou que para o grau de tosta
forte o vinho estagiado nas aduelas era aquele que contribuia com maior efeito para um
aumento da complexidade estrutural dos compostos fendlicos presentes no vinho,

quando comparado com o vinho envelhecido no casco, apGs 0s 6 meses de estagio.

1.7 Anélise da Cor

1.7.1 Intensidade Corante

A determinacgdo da intensidade corante (IC) é efetuada pela soma das absorvancias
aos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm.
A Figura 44 evidencia o comportamento dos vinhos analisados relativamente a

intensidade corante.
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Figura 44 — Histograma da intensidade corante do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira

sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

A intensidade corante dos vinhos tintos em estudo, ao longo dos 6 meses de estagio,
apresenta valores compreendidos entre 13 e 21. Comparando as diversas amostras
entre si, testemunha e amostras com aduelas, é possivel verificar que os valores obtidos
sdo semelhantes, ndo tendo existido influéncia do grau de tosta no parametro em
analise. Do tempo 0 para o 4° més constata-se um acréscimo significativo da IC em
todas as amostras, sendo uma das possiveis explicagdes, a interacdo das antocianinas
com outras moléculas presentes no vinho através de fenomenos de co-pigmentacédo e/ou
auto-associacdo, levando a formacdo de novos pigmentos derivados de antocianinas,
compostos estes mais estaveis, que estabilizam a intensidade corante do vinho (Pérez-
Magarifio et al., 2009). Esta estabilizacdo da cor € observada na passagem do 4° para o
6° més, que consequentemente se traduz numa conservagao da intensidade corante do

vinho.
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Figura 45 - Histograma da intensidade corante do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Paralelamente ao observado na andlise do poder tanante, também aqui na Figura 45
e Figura 46, se verifica as evidentes diferencas entre a utilizacdo de aduelas e barricas.
Independentemente do grau de queima, o uso de barricas durante o periodo de estagio
do vinho, levou a um menor aumento da sua IC, comparativamente com o0 uso de
aduelas. Este fendmeno pode dever-se as trocas gasosas que ocorrem através dos
poros/fissuras, entre as varias aduelas que constituem a barrica, ou ainda aquando das
trasfegas e atestos periodicos. Este processo induz uma constante dissolucdo do
oxigénio no vinho, proporcionando a ocorréncia de varias reac¢des redox, que irdo formar

compostos instaveis, que posteriormente precipitam e levam a uma diminuicdo da IC.



FCUP | 121

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

25-
Bl Vinho FOM+

20 E3 Vinho Casco 68

Intensidade Corante

Q ©
Tempo (meses)

Figura 46 - Histograma da intensidade corante do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

1.7.2 CIELab

A andlise dos componentes colorimétricos dos vinhos em estudo foi efetuada por
determinagdo dos parametros CIELab. Este sistema tem sido proposto como 0 novo
padrdo OlV, para a determinacdo da cor dos vinhos.

Os resultados dos valores médios obtidos para cada amostra estdo reunidos na

Tabela 16.
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Tabela 16 — Parametros colorimétricos do vinho Controlo, do vinho em contato com as diferentes aduelas e do vinho

estagiado nos cascos.

Tempo )
Vinho L* a* b* C* h* AC* AH* AE*
(meses)
0 Controlo 87,70 13,69 0,16 13,69 0,68
Controlo 88,70 12,37 0,85 12,39 3,94 -1,29 2,18 1,80
Vinho FOL 88,43 12,62 0,78 12,65 3,51 -1,04 1,91 1,47
Vinho FOM 88,33 13,09 0,89 13,12 3,90 -0,57 1,33 1,19
Vinho FOM®™ 88,50 12,53 0,83 12,56 3,75 -1,13 1,73 1,62
6
Vinho
89,00 11,96 -1,04 12,00 355,37 -1,68 2,52 2,48
Casco 62
Vinho
89,00 12,73 -0,87 12,75 356,10 -0,93 1,88 1,92
Casco 68
Vinho
92,00 9,47 0,26 9,47 1,56 -4,21 1,69 6,02
Casco 69

De um modo geral, verifica-se que o estagio do vinho por um periodo de 6 meses em
contato com aduelas de madeira ou em barricas induz a alteragcbes nas componentes
colorimétricas analisadas. Contudo, os diferentes graus de queima das aduelas néo
parecem ter influéncia nestes parametros em andlise.

Observando os valores da luminosidade (L*), verifica-se que 0s vinhos estagiados
NOS cascos Sao 0s que apresentam um maior valor médio de L*, comparativamente com
0s vinhos estagiados com as aduelas, o que parece sugerir uma maior luminosidade e
claridade da cor destes vinhos. Pode-se concluir que os resultados obtidos para o
parametro L* estdo de acordo com o esperado, um aumento de L* € acompanhado por
um decréscimo da intensidade corante, e nos resultados obtidos na andlise da
Intensidade Corante, os cascos foram os que apresentaram valores mais baixos.

Da andlise da Tabela 16, constata-se ainda, que 0s vinhos estagiados em cascos sao
0S que apresentam menores valores meédios de a* traduzindo-se numa menor
predominancia da cor vermelha; e apresentam valores negativos para a coordenada

cromatica b*, manifestando-se num desvio da cor no sentido da tonalidade azul.



FCUP | 123

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

Para avaliar a diferenca de coloracdo do vinho controlo ao tempo 0 com os vinhos
estagiados nas aduelas e nas barricas aos 6 meses, analisou-se o parametro AE*. Este
parametro, mede a distancia total entre as duas cores referidas, num espacgo
tridimensional. Quanto as unidades de AE*, estas foram concebidas de modo a que o
valor de 1 fosse igual a menor diferenca suscetivel de ser visualmente percetivel. Assim
sendo, aos 6 meses de estagio verifica-se que quer o vinho controlo, quer os vinhos com
as aduelas e em cascos, apresentam uma notavel diferenca da cor visualmente
percetivel, quando comparados com o vinho controlo ao tempo 0. Verifica-se que as
amostras onde visualmente € mais perceptivel a diferenca da cor, € nos cascos, uma vez

que os valores de AE* sdo muito superiores a 1, garantindo desta forma essa diferenca.
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Figura 47 — Gréfico correspondente aos parametros a* e b* do vinho controlo, vinho em contato com as diferentes aduelas
e vinho estagiado nos cascos.

Em conclusao, verifica-se que o vinho estagiado nos cascos € aquele que apresenta
uma maior influéncia nos diversos parametros colorimétricas analisados, quando

comparados com as aduelas (Figura 47).
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1.7.3 Antocianinas

1.7.3.1 Antocianinas Livres Totais

Em vinhos novos, a fracdo dos pigmentos vermelhos corresponde, na sua maioria, a
antocianinas livres que reagem facilmente com o bissulfito dando origem a adutos
incolores, descorando a solugdo. No entanto, a medida que o vinho envelhece, as
antocianinas evoluem e dao origem a novos pigmentos (pigmentos polimerizados), mais
resistentes ao bissulfito.

A andlise das antocianinas livres totais foi feita pelo método do bissulfito, e os

resultados obtidos encontram-se representados na Figura 48.
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Figura 48 — Histograma das antocianinas livres totais do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira
sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Observando a Figura 48, verifica-se que as aduelas de madeira nado tiveram qualquer
tipo de influéncia no teor de antocianinas livres totais, uma vez que, ndo existem
diferencas estatisticamente significativas entre as varias amostras dos vinhos em contato
com as aduelas de diferentes graus de queima e o controlo, aos varios meses de
analise.

E visivel o0 aumento da concentracéo das antocianinas livres totais ao 2° e 4° més de
andlise, sendo que esta ocorréncia pode dever-se a uma elevada quantidade de
antocianinas livres, ainda presentes nos vinhos jovens; a auto-associacdo das
antocianinas e copigmentagdo com outros fenoéis também presentes no vinho. Contudo,

€ importante salientar que durante o processo de envelhecimento dos vinhos as
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antocianinas participam em indmeras reacdes de condensacdo e polimerizacao,
resultando numa diminui¢cdo do teor de antocianinas livres totais, como € visivel do 4°

para o 6° més.
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Figura 49 - Histograma das antocianinas livres totais do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Na andlise da Figura 49, desprezando o resultado obtido para o vinho do casco 62
ao tempo 0, verifica-se que ocorre uma diminuicdo do teor de antocianinas livres totais
no vinho estagiado no casco 69, ao fim de um periodo de 6 meses de contato. Esta
diminuicdo é visivelmente acentuada, e pode ter origem da incorporagdo de pequenas
guantidades de oxigénio, através dos poros das barricas, que promove um conjunto de
alteracdes, nomeadamente a associagéo de antocianinas aos taninos condensados.

No que se refere, ao teor de antocianinas livres totais presentes na amostra de vinho
em contato com as aduelas de queima ligeira (vinho FOL), verifica-se que esta
permanece igual a existente no tempo zero, ndo existindo assim diferencas

estatisticamente significativas entre estes dois tempo — 0 e 6 meses.
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Figura 50 - Histograma das antocianinas livres totais do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Observando o histograma das antocianinas livres totais representado na Figura 50,
verifica-se que o vinho estagiado em contato com as aduelas de queima forte (vinho
FOM"), segue a mesma tendéncia que a amostra de vinho em contato com as aduelas
de queima ligeira representada no grafico anterior; ndo havendo nenhuma alteragcdo no
teor de antocianinas livres totais, do tempo zero para 0s 6 meses de estagio. Quanto ao
comportamento do vinho envelhecido no casco 68 este € muito similar ao reportado para

0 vinho envelhecido no caso 69.

1.7.3.2 Antocianinas Monoglucdsidas

Ao longo do processo evolutivo de um vinho, as antocianinas monomeéricas vao
sendo transformadas, dando origem a novos pigmentos.

Na Figura 51, encontra-se representado o cromatograma de HPLC, obtido pela
andlise das antocianinas 3-monoglucdésidas, das amostras de vinho em contato com as
aduelas de queima forte ao tempo 0 (Vinho FOM™ ao T0) e ao 6° més (Vinho FOM" ao
T6), e do vinho estagiado no caso 68 ao 6° més (Vinho casco 68 ao T6).

Uma vez que o perfil cromatogréfico obtido € semelhante ao dos restantes vinhos
estagiados com as outras tostas, decidiu-se representar apenas um dos trés tipos de

queimas, tendo sido escolhida, a queima forte.
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Figura 51 — Cromatograma de HPLC-DAD das antocianinas monoméricas presentes no vinho em contato com aduelas de

gueima forte e no vinho estagiado no casco 68, aos 0 e 6 meses de estagio.

Legenda:

: 3-glucosido de delfinidina

: 3-glucosido de cianidina

: 3-glucdsido de petunidina

: 3-glucosido de peonidina

: 3-glucosido de malvidina

: 3-acetilglucésido de delfinidina

: 3-acetilglucosido de petunidina

0 N o o M WN P

: 3-acetilglucosido de peonidina

9: 3-cumaroilglucésido de delfinidina
10: 3-acetilglucdsido de malvidina

11: 3-cumaroilglucésido de cianidina
12: 3-cafeoilglucésido de peonidina
13: 3-cumaroilglucésido de petunidina
14: 3-cumaroilglucésido de peonidina

15: 3-cumaroilglucésido de malvidina

A visivel diminuicdo do tamanho dos picos cromatograficos do tempo O para os 6

meses (Figura 51), traduz-se numa diminuicdo da concentracdo das antocianinas

presentes no vinho, que resulta dos processos de evolugdo do mesmo, onde as

antocianinas vao sendo transformadas noutros compostos mais polimerizados. Este

comportamento pode também ser observado, nos resultados apresentados na Figura 52.
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Figura 52 — Histograma das antocianinas monoméricas do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de

madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Descartando o resultado apresentado para a amostra do vinho controlo ao 2° més de
estagio, observamos que de uma forma geral, as antocianinas monoméricas diminuem
ao longo dos 6 meses de estagio. Também aqui, ndo se observam diferencas

estatisticamente significativas na influéncia do grau de tosta, nos diversos meses de

analise.
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Figura 53 - Histograma das antocianinas monomeéricas do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05
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Pela analise da Figura 53, observa-se que os resultados observados para o 6° més,
sdo semelhantes ao comportamento das antocianinas livres totais, tal como era
esperado; e verifica-se que a maior estabilizacdo das antocianinas monoglucésidas é
dada pelos cascos, uma vez que sdo eles que apresentam maiores teores de

antocianinas monoglucésidas

1500+ .
Bl Vinho FOM+

. E= Vinho Casco 68
—
o 1000-
e
B
c 5001
2

0-

Tempo (meses)

Figura 54 - Histograma das antocianinas monomeéricas do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Também aqui na Figura 54, os resultados obtidos ap6s os 6 meses de estagio,

seguem a mesma tendéncia que os observados na analise das antocianinas livres totais.

1.8 Anélise dos Flavan-3-dis

A Figura 55 representa o cromatograma de HPLC, obtido pela andlise das catequinas
e procianidinas diméricas e triméricas presentes nas amostras de vinho em contato com
as aduelas de queima forte ao tempo 0 (Vinho FOM™ ao T0) e ao 6° més (Vinho FOM" ao
T6), e do vinho estagiado no caso 68 ao 6° més (Vinho casco 68 ao T6).

Uma vez que o perfil cromatogréfico obtido € semelhante ao dos restantes vinhos
estagiados com as outras tostas, decidiu-se apenas representar um dos trés tipos de
gqueimas, tendo sido a escolhida, a queima forte.

E importante referir que, as amostras que foram analisadas por HPLC-DAD,
correspondiam as fragBes B, de cada um dos vinhos. Estas fragBes B, correspondem a

segunda fracdo recolhida no processo de fracionamento das procianidinas por

129



130 | FCUP

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicao fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

cromatografia liquida em coluna de gel toyopearl HS-40 (s), onde se encontram todas as
procianidinas existentes no vinho.

—— Vinho FOM* ao TO
— Vinho FOM* ao T6
240] —— Vinho Casco68 ao T6

1809

Absorvanciaa 280 nm (mAU)

Tempo de retengdo (min)

Figura 55 — Cromatograma de HPLC-DAD correspondente as fragdes B do vinho em contato com aduelas de queima forte
e do vinho estagiado no casco 68, aos 0 e 6 meses de estagio. P <0,05

Legenda:

1: Dimero B1/B3 6: (-)-Epicatequina

2: Dimero B4 7: Trimero C1

3: (+)-Catequina 8: Dimero B2-galhato

4: Dimero B2 9: Dimero B7

5: Dimero B8 10: (-)-Epicatequina-galhato

A visivel diminui¢do da area dos picos cromatograficos do tempo 0 para os 6 meses
(Figura 55), traduz-se numa diminuicdo da concentracdo das procianidinas presentes no
vinho, que resulta dos processos de evolugcdo do mesmo, onde as procianidinas vao
reagindo com outros compostos, dando origem a compostos com um maior grau de

polimerizacdo que ndo sdo detetados no método de HPLC-DAD utilizado. Contudo, a
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espetrometria de massa seria uma técnica alternativa para a determinacdo das
procianidinas oligoméricas e poliméricas. Outro dos fatores que pode levar a diminui¢éo
do teor de procianidinas é o facto destes compostos mais polimerizados poderem
também precipitar. Este comportamento pode ainda ser observado, nos resultados

apresentados na Figura 56.
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Figura 56 — Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas do vinho controlo e do vinho em contato

com as aduelas de madeira sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Pela analise da Figura 56 verifica-se que aqui é visivel o efeito do grau de tosta das
diversas aduelas, no teor das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas do vinho.
No 2° e 4° més de estégio, observam-se diferengas estatisticamente significativas entre o
vinho controlo e o vinho em contato com as aduelas de madeira.

Se nos focarmos no 2° més, e apenas nas amostras de vinho em contato com as
aduelas, observamos que a aduela de gqueima ligeira e média sdo as que apresentam um
maior teor em catequinas e taninos proantocianicos totais, sendo que esta Ultima difere
estatisticamente da aduela de queima forte. Este resultado ndo estd de acordo com o
esperado, uma vez que a aduela de queima média é a que apresenta maior
concentrac@o de aldeidos totais, logo o esperado seria que este vinho em contato com
esta aduela, apresenta-se um menor teor de catequinas e procianidinas devido a maior
probabilidade da ocorréncia das reacdes entre estes dois compostos — catequina e
aldeido.

Para o 4° e 6° més, observando apenas as amostras em contato com as aduelas,

verificamos que as aduelas de queima média e forte sdo as que apresentam um maior
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teor em catequinas e procianidinas diméricas e triméricas, e que diferem estatisticamente
da amostra de vinho em contato com a aduela de queima ligeira, com P<0,05.

No 2° e 4° més de estégio, € bem visivel a influéncia da madeira no teor de
catequinas e procianidinas do vinho, uma vez que os vinhos envelhecido em contato com
as aduelas apresentam valores muito baixos de catequinas e procianidinas diméricas e
triméricas, comparativamente com a amostra testemunha. Esta rapida diminuicdo destes
compostos pode estar associada a presenca dos aldeidos da madeira. Varias familias de
novos pigmentos, a partir de aldeidos da madeira, tém sido encontradas em vinhos, tais
como pigmentos derivados de catequina-pirilio, mais conhecidas como Oaklinas que
resultam da reacdo entre a catequina presente no vinho e os aldeidos cinamicos
presentes na madeira de carvalho francés. As duas oaklinas conhecidas sdo o SCP que
deriva do sinapaldeido e o GCP que resulta da reac¢cdo com o coniferaldeido (De Freitas
et al 2004; Sousa et al 2005).

Da polimerizagéo e precipitacdo das procianidinas diméricas e triméricas durante o
periodo de estagio, resulta uma perda de adstringéncia do vinho, que se traduz na
obtenc&o de vinhos mais suaves/macios e arredondados.
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Figura 57 - Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas presentes no vinho FOL e no vinho dos
cascos 62 e 69. P <0,05

Pela observacao da Figura 57, concluimos que apés os 6 meses de estagio, ha uma
elevada diminuicédo do teor de catequinas e procianidinas diméricas e triméricas no vinho

em contato com as aparas e nos vinhos envelhecidos nos cascos, tal como era
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esperado, uma vez que durante o periodo de contato com a madeira ocorrem reacfes
entre a catequina e os aldeidos da madeira, levando assim a uma diminui¢cdo destes
compostos ao longo do tempo. Observa-se ainda que n&o existem diferencas
estatisticamente significativas entre estas trés amostras, para os 6 meses de estagio. A
oxidacdo do etanol a etanal pode também contribuir para o aumento do grau de
polimerizacdo das procianidinas e assim levar a uma diminuicdo da sua detecdo ao
longo do tempo, mesmo em vinhos que néo foram envelhecidos em contato com aduelas
ou barricas, como é o caso do controlo, ainda que essa diminuicdo seja mais lenta
(Figura 56).
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Figura 58 - Histograma das catequinas e procianidinas diméricas e triméricas presentes no vinho FOM" e no vinho do
casco 68. P <0,05

Tal como ja foi referenciado anteriormente, também aqui na Figura 58 ocorreu uma
diminuicdo do teor de catequinas e procianidinas diméricas e triméricas para a amostra

de vinho FOM" e para o vinho do casco 68, apds os 6 meses de estagio.

1.9 indice de Folin Ciocalteu

Os resultados obtidos na avaliacdo do indice de Folin Ciocalteu dos vinhos estio

representados na Figura 59.
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Figura 59 — Histograma do indice de folin ciocalteu do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira

sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

De um modo geral, na avalia¢do do indice de folin ciocalteu para os varios meses de
estagio (Figura 59), ndo se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre o
vinho testemunha e os vinhos em contato com as aduelas de diferentes graus de tosta.
Contudo, no 6° més verifica-se que a aduela de queima forte apresenta um
comportamento muito diferente das restantes tostas, tendo este resultado sido associado
a um erro de execucdo do método analitico, pois ndo se encontra mais nenhuma

explicacdo valida para esse resultado.
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Figura 60 - Histograma do indice de folin ciocalteu do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05
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Na avaliacdo do indice de folin ciocalteu em vinhos estagiados com aduelas ou em
cascos, de queima ligeira (Figura 60), observou-se que ap6s 0s 6 meses de estagio, as
aduelas ndo apresentavam qualquer tipo de influéncia neste parametro, tal como ja tinha
sido referido em cima, contrariamente aos cascos que apresentam uma elevada
influéncia. Apesar de ambos 0s cascos apresentarem 0 mesmo grau de queima, o casco
62 é 0 que apresenta o valor significativamente mais elevado, para este parametro. Este
resultado esta em concordancia com o obtido pelo indice de fendis totais, uma vez que
também aqui 0 casco 62 apresenta valores mais elevados que o caso 69, o que significa

gque esta amostra contém uma elevada concentracdo de compostos fendlicos.
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Figura 61 - Histograma do indice de folin ciocalteu do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Quanto a avaliacéo do indice de folin ciocalteu do vinho em contato com a aduela e
com o casco, para o grau de queima forte (Figura 61), observa-se para ambos, um
significativo aumento deste parametro ap6s os 6 meses de estagio. No entanto, pensa-
se que o resultado obtido para o vinho em contato com a aduela de queima forte (vinho
FOM™) ao 6° més néo estara correto, uma vez que se afasta muito dos resultados obtidos

quer para os restantes meses anteriores, quer para 0s outros graus de tosta.

2 Analise das Propriedades Antioxidantes

Atualmente sabe-se que a capacidade antioxidante dos vinhos aumenta aquando do

contato com a madeira de carvalho.
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De modo a estudar as propriedades antioxidantes do vinho de mesa da casta Touriga
Nacional em contato com as aduelas e 0s cascos, que apresentam diferentes graus de
gueima, procedeu-se a utilizacdo do radical livre estavel DPPH para avaliar a capacidade
antiradicalar (capacidade de sequestrar radicais livres) e procedeu-se a utilizacdo do

método FRAP para avaliar o poder redutor.

2.1 Capacidade Antiradicalar (DPPH)

Os resultados obtidos na avaliacdo da capacidade antiradicalar dos vinhos estao

representados na Figura 62.
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Figura 62 — Histograma da capacidade antiradicalar do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira

sujeitas a diferentes queimas. P <0,05

Pela observacdo da Figura 62, podemos concluir que a presenca da madeira no
vinho, influéncia a sua capacidade antiradicalar uma vez que os vinhos estagiados com
as aduelas com diferentes graus de queima, apresentam ao 2° e 4° més de estagio
valores significativamente mais elevados, do que o vinho controlo.

Em relacdo ao 6° més, verifica-se que o vinho estagiado com as aduelas de tosta
forte (vinho FOM®) apresenta um comportamento diferente dos restantes vinhos
estagiados com as outras tostas; facto este que ndo se encontra de acordo com o
esperado, uma vez que quando se avaliou a capacidade antiradicalar das madeiras, a
madeira FOL era a que apresentava o maior valor de DPPH, comparativamente com os
de outras madeiras diferentemente tostadas. O que parece concluir que, este elevado

valor de DPPH para o vinho estagiado com as aduelas de queima forte, ndo se deva
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apenas da influéncia da madeira, mas também de outros parametros decorrentes

durante o periodo de estagio.
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Figura 63 - Histograma da capacidade antiradicalar do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Relativamente a capacidade antiradicalar observada, apds os 6 meses de estagio,
para as aduelas e para 0s cascos com o grau de tosta ligeira (Figura 63), verifica-se que
0s cascos apresentam valores significativamente mais elevados, do que as aduelas. Este
comportamento pode estar associado a presenca de estruturas mais simples nos cascos,
uma vez que estas permitem o suporte do eletrao desemparelhado, como resultado da
deslocalizacdo do sistema electronico dos anéis benzénicos, apresentando
consequentemente uma maior eficiéncia antiradicalar, comparativamente com as
estruturas mais polimerizadas.

A presenca maioritaria dos compostos estruturalmente mais simples nos cascos é
evidente uma vez que, 0s cascos para além de promoverem uma rapida polimerizacdo
dos compostos fendlicos promovem também uma rapida sedimentagao/precipitacdo dos
mesmos, permanecendo assim, ao fim dos 6 meses, 0s compostos mais simples em

solucéo.
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Figura 64 - Histograma da capacidade antiradicalar do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Como se pode observar na Figura 64, a capacidade antiradicalar do vinho estagiado
com as aduelas de queima forte e do vinho estagiado no casco com o mesmo grau de
queima, aumenta ao fim de um periodo de 6 meses de estagio. No entanto, ndo séo
observadas diferencas estatisticamente significativas entre estes dois processos de

estagio.

2.2 Avaliacdo do Poder Redutor (FRAP)

Os resultados obtidos na avaliagdo do poder redutor dos vinhos estéo representados

na Figura 65.



FCUP | 139

Estudo da influéncia do grau de tostagem da madeira, na composicéo fendlica de um vinho de mesa tinto
da casta Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro.

< 1500~
o
°
|_
8 1000- = Controlo
E E= Vinho FOL
% 3 Vinho FOM
g 500- @ Vinho FOM+
O
L
=1

0-

Q Vv ™ ©
Tempo (meses)

Figura 65 — Histograma do poder redutor do vinho controlo e do vinho em contato com as aduelas de madeira sujeitas a
diferentes queimas. P <0,05

Tal como se observou na andlise do indice de Folin Ciocalteu, também aqui na
avaliacdo do poder redutor (Figura 65), ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre o vinho testemunha e o0s vinhos em contato com as aduelas de
diferentes graus de tosta; e o estranho comportamento da aduela de queima forte (vinho
FOM") ao 6° més, também foi 0 mesmo que o representado nesse parametro.
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Figura 66 - Histograma do poder redutor do vinho FOL e do vinho dos cascos 62 e 69. P <0,05

Na avaliacdo do poder redutor dos vinhos em contato com as aduelas e os cascos de

gueima ligeira (Figura 66), observa-se que apos os 6 meses de estagio, as aduelas ndo
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tém qualquer influéncia neste parédmetro, tal como ja tinhamos visto em cima,
contrariamente aos cascos que apresentam uma elevada influéncia. Apesar de ambos os
cascos apresentarem a mesmo grau de queima, 0 caso 62 é o que apresenta o valor
significativamente mais elevado, para o parametro do poder redutor. No entanto, isto n&o
se encontra de acordo com 0 esperado, pois como 0 casco 62 apresenta um maior
indice de dialise, um maior indice de fendis totais e uma maior concentracéo de taninos
proantocianicos totais, ou seja, uma maior complexidade estrutural, logo seria de esperar
que houvesse uma diminuicdo do poder redutor. Pois 0 aumento da complexidade
estrutural reflecte-se na perda gradual de capacidade de complexacao de ibes metalicos
(Gaulejac et al., 1999). Assim, seria de esperar que 0 vinho que apresentasse uma maior
capacidade de quelatar ibes metalicos seria o do casco 69, pelo facto de possuir

estruturas menos complexas, comparativamente com o casco 62.
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Figura 67 - Histograma do poder redutor do vinho FOM" e do vinho do casco 68. P <0,05

Quanto a avaliagdo do poder redutor do vinho em contato com a aduela e com o
casco, para o grau de queima forte (Figura 67), observa-se para ambos, um significativo
aumento deste parametro apés os 6 meses de estagio. No entanto, pensa-se que o
resultado obtido para o vinho em contato com a aduela de queima forte (vinho FOM™)
para o 6° més nao estara correto, uma vez que se afasta muito dos resultados obtidos

quer para os restantes meses anteriores, quer para 0S outros graus de tosta.
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3 Analise Sensorial

A andlise sensorial dos vinhos foi realizada ao fim de 10 meses de estagio. Para a
prova sensorial foram avaliados trés parametros, nomeadamente o parametro da cor e
das sensacoes olfativas e gustativas de cada amostra de vinho.

Na Figura 68, encontram-se representados os resultados obtidos pela prova

sensorial, para o parametro da cor.

Figura 68 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da cor.

Relativamente as carateristicas sensoriais da cor, verifica-se que para a maioria dos
provadores, todos os vinhos se apresentam com boa cor, uma vez que as pontuagoes

dadas se encontram acima dos 4 valores.
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Os resultados obtidos para o parametro da sensacdo olfativa, encontram-se
representados na Figura 69.
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Figura 69 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da sensacéo olfativa.

Quanto as carateristicas sensoriais a nivel aromatico, observar-se que o0 vinho
estagiado em cascos é o preferido para a maioria dos provadores, facto este que se
pode dever a maior quantidade de compostos volateis da madeira que passam para o
vinho, comparativamente com as aduelas. O casco 69 apresenta um desvio padrao
muito elevado, uma vez que alguns dos provadores o classificam com notas boas e
outros com notas mas, assim sendo, verifica-se que para este vinho ndo ha um
consenso por parte dos provadores. O vinho controlo é o0 que apresenta uma menor
classificacdo neste parametro, podendo este fator comprovar que as madeiras melhoram

as carateristicas gustativas e organoléticas do vinho.

Na Figura 70, encontram-se representados o0s resultados obtidos pela prova

sensorial, para o parametro da sensagao gustativa.
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Figura 70 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o pardmetro da sensagéo gustativa.
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Pela observacdo dos resultados obtidos, verifica-se que os provadores continuam a
ter preferéncia pelos vinhos estagiados nos cascos - 68 e 62. Contudo, nos vinhos
estagiados em contato com as aduelas, o eleito pelos provadores foi o FOM®, uma vez
gue apresenta boas carateristicas na boca.

Os resultados obtidos pela prova sensorial, para o parametro da sensac¢ao gustativa,

ao nivel da sua adstringéncia, encontram-se representados na Figura 71.
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Figura 71 — Resultados obtidos pela prova sensorial para o parametro da sensagdo gustativa, ao nivel da sua

adstringéncia.

No sentido de complementar a informagdo da andlise gustativa, foi pedido aos
provadores que classificassem os vinhos ao nivel da sua adstringéncia. Como se pode
verificar, os valores relativos aos resultados para este parametro, apresentam-se
praticamente constantes para os diferentes vinhos estagiados quer em contato com as
aduelas, quer em contato com 0s cascos. Contrariamente a este comportamento,
verificamos que o vinho testemunha ou Controlo apresenta uma avaliacdo inferior feita
pelos provadores, quanto ao nivel da sua adstringéncia. Este facto pode dever-se a
inexisténcia das reacdes entre os compostos do vinho e os compostos da madeira, que
levam a formacdo de compostos estruturalmente mais complexos, consequentemente
mais estaveis e que resultam numa perda de adstringéncia do vinho, obtendo vinhos

mais suaves/ macios e arredondados.
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Na Figura 72, encontra-se representada a classificacdo geral dos diferentes vinhos.

Figura 72 — Resultados obtidos para a classifica¢@o geral dos diferentes vinhos.

A classificagcdo geral dos diferentes vinhos, para a andlise sensorial, vai de encontro
aos resultados encontrados nas andlises fisico-quimicas, uma vez que os provadores
mostram uma preferéncia significativa pelos vinhos envelhecidos nos cascos/barricas,
comparativamente com os vinhos envelhecidos em contato com as diferentes aduelas.
Tal como vimos nas analises fisico-quimicas os vinhos estagiados nos cascos eram 0s
que apresentavam melhores resultados comparativamente com 0s vinhos em contato

com as aduelas.
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Em seguida, foi realizado um teste triangular com 9 séries diferentes, tendo sido
pedido aos provadores que indicassem qual das amostras era diferente, e qual delas era
a melhor.

Na Tabela 17, encontram-se representadas as amostras de vinho comparadas em

cada série, e 0s seus resultados.

Tabela 17 — Amostras de vinho comparadas em cada série, e seus resultados.

% de provadores % de provadores

Série Am-ostra de Am-ostra de que identificou o que prefere o
vinho A vinho B vinho diferente vinho A
1 Vinho Casco 62 Vinho FOL 83 83
2 Vinho FOM" Controlo 100 83
3 Vinho FOL Vinho FOM 17 83
4 VinhoFoL VIO Baseo 100 67
5 Vinho FOM Vinho FOM" 83 33
6 Controlo Vinho FOL 100 0
7 Vinho Casco 68  Vinho FOM+ 67 83
8 Vinho FOM* Vinho FOL 50 33
9 Vinho FOM Controlo 33 83

Através dos resultados observados pela Tabela 17, verificou-se que os vinhos que se
encontravam em cada série apresentavam carateristicas diferentes, uma vez que na
maioria das séries mais de 50% dos provadores, ndo tiveram dldvidas em selecionar a
amostra de vinho diferente. Verificou-se também existir um consenso quanto ao melhor
vinho, uma vez que a percentagem dos vinhos eleitos € muito alta para a maioria das

séries.
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Conclusao

O presente trabalho, que teve como objetivo principal o estudo da influéncia do grau
de tostagem da madeira, na composicdo fendlica de um vinho de mesa tinto da casta
Touriga Nacional, da Regido Demarcada do Douro, foi realizado com o objetivo de
perceber qual o tipo de queima de madeira que mais se adequaria a um vinho deste
estilo; e de perceber qual a aproximagao entre um mesmo vinho envelhecido em cascos
ou envelhecido em contato com aduelas, ambos com o0 mesmo grau de queima.

Na primeira parte deste trabalho (Capitulo I), onde foi realizada a identificacdo e
guantificacdo dos principais compostos fendlicos presentes nas aduelas de carvalho
francés sujeitas a diferentes tratamentos térmicos, concluiu-se que todas as aduelas de
madeira eram constituidas pelos mesmos compostos fendlicos, diferindo apenas nas
concentracdes de cada um deles, para cada uma das madeiras. Pode comprovar-se que
os aldeidos que prevalecem em maiores concentracdes nas trés aparas de madeira séo,
os aldeidos cinamicos — Coniferaldeido e Sinapaldeido; sendo que a madeira que
apresenta um maior teor de aldeidos totais, € a aduela de queima média — C.O. FOM. Da
andlise da identificacdo dos principais compostos volateis presentes na madeira, verifica-
se que também aqui, os compostos encontrados para as diferentes aduelas com
diferentes graus de queima, sdo os mesmos. Nesta parte do trabalho, realizou-se ainda
uma analise das propriedades anti-oxidantes, onde se concluiu que, quer na avaliagdo
da capacidade antiradicalar, quer na avaliagdo do poder redutor a aduela de madeira que
apresentava valores mais elevados, era a de queima ligeira — C.O. FOL; facto este que
pode estar relacionado com a estrutura dos compostos e com a presenca de uma maior
quantidade de &cidos fendlicos.

Na tentativa de perceber, de que forma estas diferentes carateristicas das aduelas de
madeira com diferentes graus de queima, influenciavam as carateristicas polifendlicas do
vinho de mesa tinto, foram realizadas varias andlises fisico-quimicas; onde se realizaram
ainda comparacdes entre estas e as analises do vinho envelhecido nos cascos/barricas
de madeira, com 0os mesmos graus de queima.

Pela avaliacao dos resultados obtidos para as varias andlises das amostras de vinho
em contato com as aduelas de diferentes queimas, concluiu-se que ha um aumento de
varios parametros apos os 6 meses de estagio, nomeadamente do indice de fendis
totais, do teor de taninos proantocianicos totais, do poder tanante e do indice de didlise,

devendo-se este facto a formacéo de compostos estruturalmente mais complexos.
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No que se refere aos parametros da cor, concluiu-se que houve um aumento
significativo da intensidade corante até ao 4° més de estagio, tendo-se observado de
seguida uma estabilizacdo da cor, na passagem para o 6° més. Os vinhos estagiados
Nnos cascos, apresentam uma menor intensidade corante e apresentam um maior valor
médio de L* (parametro do CIELab), que se traduz numa maior luminosidade e claridade.
Concluiu-se ainda que, ap6s os 6 meses de estagio, 0os vinhos que apresentavam uma
notdria diferenca de cor quando comparados com o vinho controlo ao tempo zero, eram
os vinhos envelhecidos em cascos, uma vez que 0s seus valores de AE eram muito
superiores a 1. Quando comparados o0s teores de antocianinas livres totais e
antocianinas monoglucosidas, presentes nas diversas amostras de vinho em contato
com as aduelas de madeira, concluiu-se que ha uma diminuigcdo destas ao longo dos 6
meses de estégio, devido as inUmeras reagdes de condensacdo das antocianinas que
ocorrem durante o processo evolutivo do vinho. Para além disso, concluiu-se ainda que
os resultados obtidos na analise dos flavan-3-6is apresentavam a mesma tendéncia que
0s observados para as antocianinas, uma vez que aqui, a origem de compostos com um
maior grau de polimerizacdo ndo é visualizada através da andlise por HPLC-DAD,
podendo também ocorrer a precipitagdo destes mesmos compostos mais polimerizados.

De uma forma geral, concluiu-se que na maioria das analises ndo se observou
diferencas estatisticamente significativas na influéncia do grau de tosta, nos diversos
meses de analise. Contudo, pela comparacdo dos vinhos do casco 62 e do casco 69,
gue apresentam o mesmo grau de queima - ligeira, nas diversas analises, verifica-se que
estes apresentam diferencas significativas, uma vez que o vinho que se encontra em
estagio no casco 69 foi o que evoluiu mais rapidamente, pois apresenta uma menor
concentracdo de antocianinas totais, uma menor intensidade corante, um menor indice
de fendis totais e um maior poder tanante. De facto, estes dois cascos apesar de serem
do mesmo grau de tostagem foram adquiridos a empresas de tanoaria diferentes, Casco
62 — Seguin Moreau e o Casco 69 - Tonnellerie Baron.

Os resultados obtidos para a analise sensorial, vdo de encontro aos resultados
encontrados nas andlises fisico-quimicas, uma vez que os provadores mostraram uma
preferéncia  significativa pelos vinhos envelhecidos nos  cascos/barricas,
comparativamente com os vinhos envelhecidos em contato com as diferentes aduelas.
Assim sendo, de acordo com os resultados obtidos para as diversas analises, concluiu-
se que de um modo geral o vinho estagiado nas barricas/cascos, € 0 mais apreciado
comparativamente com as varias aduelas, e evolui mais rapidamente, uma vez que
apresenta menor concentracdo de antocianinas totais e pigmentos totais, e maior grau

de polimerizag&o dos pigmentos.
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Por fim, com este trabalho foi possivel concluir que aos 2 meses de estagio € onde é
mais notoria a influéncia dos diferentes graus de queima, comparativamente com o vinho

controlo, para a maioria das analises realizadas.
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Ficha de Prova

Classifique os vinhos de A a G, numa escalade 1a 5.

1 - Muito mau; 2- Mau; 3- Razoavel; 4- Bom; 5- Muito Bom

1 - A cor deste vinho é atrativa para si?

A-
B-
C-
D-
E-
B

G-

3 - Gosta deste vinho na boca? 5 - No geral, como
classifica este vinho?
A- A-
B- B-
C- C-
D- D-
E- E-
F- F-
G- G-

2 - Gosta deste vinho a nivel aromatico?

4 - Como o classifica este vinho ao nivel da sua
adstringéncia?

A-
B-
C-
D-
E-
F-
G-

A-
B-
C-
D-
E-
F-
G-
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Teste triangular

Indique qual o vinho diferente:

A B C Qual o melhor ?

Série 1

Série 2

Série 3

Série4

Série 5

Série 6

Série7

Série 8

Série 9







