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Resumo

A Utllizacdo de madeiras em enologia, pressupde um profundo
conhecimento das suas caracteristicas e das implicacdes do seu uso
nas caracteristicas dos vinhos, seja na forma de barricas seja na forma

de alternativos (aparas, aduelas ou dominds).

Hoje em dia, para além da madeira de carvalho e castanheiro,

também as madeiras de acdcia e cerejeira comecam a ser estudadas.

Actualmente sabe-se que a capacidade antioxidante dos vinhos
aumenta aguando do contacto com a madeira de carvalho. Neste
contexto o presente frabalho pretende conftribuir para o conhecimento
das capacidades antioxidantes de diferentes espécies de madeiras
com diferentes graus de tosta e o impacto da sua utilizacdo em vinhos

fintos.

Assim, em solucdoes hidroalcodlicas e em vinhos tintos com as diferentes
madeiras em estudo, cerejeira, acdcia, carvalho e castanheiro sujeitas
a quatro tratamentos térmicos foi avaliada a capacidade antioxidante
pelos métodos DPPH e ABTS. Mediu-se espectrofotometricamente o
teor em polifendis totais, antocianas totais e livres, flavondides totais e

ndo antocidnicos e parémetros da cor.
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“Antioxidant capacity and phenolic compounds in wood for

oenological use: influence of toasting levels”

Abstract

The use of wood in oenology, requires a thorough knowledge of their
characteristics and implications of its use in the characteristics of the
wines, whether in the form of barrels or in the form of alternative (chips or

staves).

Nowadays, in addition to the oak and chestnut, also acacia and cherry

woods are beginning to be studied.

Currently it is known that wine antioxidant capacity increases upon
contact with oak. In this context, this work aims to contribute to the
knowledge of the antioxidant capacities of different wood species with

different degrees of toast and the impact of their use in red wines.

In alcoholic solutions and in red wines with the different woods studied,
(cherry, acacia, oak and chestnut subjected to four toasting treatments)
the antioxidant capacity by DPPH and ABTS method was evaluated. The
content of total polyphenols, total and free anthocyanins, total
flavonoids and non-anthocyanin and color parameters were also

evaluated.
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1.Intfrodugao

O vinho e os seus derivados sempre estiveram de alguma forma
vinculados a histéria do homem, seja por serem bebidas com sabor e
personalidade proprias seja, fambém, por frazerem potenciais
beneficios a saude. Com base num importante estudo epidemiolégico
(Projecto MONICA) levado a cabo pela Organizagcdo Mundial de
Saude, nas décadas de 80 e 90, envolvendo 21 paises e cerca de dez
milhdes de pessoas, foi observado pela comunidade cientifica uma
ocorréncia baixa de doencas cardiovasculares em  Franca,
comparativamente com outros paises do norte da Europa, apesar das
semelhancas no consumo de dcidos gordos safturados (elevado),
hdbitos de fumo e falta de exercicio fisico. Este facto ficou conhecido
como o “paradoxo francés”. O paradoxo francés foi explicado e
sustentado pela chamada dieta mediterrdnica, caracterizada por ter
um padrdo alimentar sauddavel, devido ao consumo regular e elevado
de alimentos ricos em compostos fendlicos - vegetais, frutas, frutos
secos, azeite, chd e vinho finto - com reconhecida atividade
antioxidante e com efeitos benéficos para a saude.

Essencialmente motivado pelo paradoxo francés, nos Ultimos anos
desenvolveu-se um grande interesse da industria alimentar e da
comunidade cientifica pelos alimentos e bebidas nutracéuticos, que
contém compostos com elevada atividade antioxidante, o que
significa que podem fter efeitos positivos tanto na conservacdo de
alimentos e bebidas, como na preservacdo da saude humana quando
presentes regularmente na dieta.

Pela dificuldade de se avaliar o efeito da atfividade antioxidante de
certos alimentos e bebidas sobre a fisiologia e a saude humana, torna-
se necessdrio encontrar nestes alimentos indicadores que se
correlacionem com os seus efeitos bioldgicos in vivo. Um destes
indicadores € a composicdo fendlica. Outro indicador € a atividade
antioxidante em relagcdo a captacdo de radicais livres.
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Assim, com o presente trabalho pretende-se definir o perfil da
capacidade antioxidante de quatro tipos de madeiras com potencial
inferesse enoldgico (acdcia, cerejeira, castanheiro e carvalho) com
diferentes graus de tosta (sem tosta, tosta ligeira, tosta média e tosta
forte), de forma a avaliar se a sua aplicacdo aos vinhos pode modificar
a sua actividade antioxidante.

Atendendo a este objetivo, o tfrabalho € estruturado em quatro
capitulos, sendo o primeiro capitulo relativo ao estado atual do
conhecimento no respeitante aqos fatores que condicionam o
envelhecimento; um segundo capitulo descrivo do vinho e das
madeiras estudadas e das determinacdoes analiticas efetuadas (teor de
polifendis totais, teor de flavondides e caracteristicas cromdaticas,
atfividade antfioxidante determinada pelo método do DPPH* ABTS®; um
terceiro em que sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
nestas condicdes experimentais; e um quarto, com as principais

conclusoes.
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2.Revisdo Bibliogréfica

2.1.A Madeira em Enologia

2.1.1.0rigem da sua Utilizagao

Pensa-se que as técnicas de tanoaria foram introduzidas na Peninsula
lbérica pelos celtas no século VI a.C.. Existem referéncias ao transporte
de vinho em vasilhas de madeira no ano 41 a.C., altura que que se julga
ter havido um considerdvel desenvolvimento em tanoaria, que adquiriu
um cardcter semi-industrial, mas sem perda da sua vocacgdo artesal,
aspecto que permaneceu ao longo do tempo (Canas e Caldeira,
2009).

No dominio da vitivinicultura, cedo se reconheceu a influéncia da
madeira na qualidade dos vinhos (Ribérau-Gayon, 1931; Marché et al.,
1975; Ribéreau-Gayon et al, 1976; Monties, 1987; Dubois, 1989;
Moutounet et al., 1999).

Existem referéncias a que, para além do carvalho (Quercus), diversas
espécies florestais, como o Pinheiro bravo (Pinus pinaster), o Eucalipto
(Eucalyptus), o Mogno (Swietenia macrophylla) , a Macacauba
(Platymiscium pinnatum) (Nobre da Veiga, 1954) e a Acdcia (Nobre da
Veiga, 1954; Chatonnet et al., 1997; Parodi, 2000) eram utilizadas no
fabrico de vasilhas para o transporte e a conservacdo de vinhos.
Também a madeira de castanheiro era muito apreciada para tanoaria,
sendo utilizada em vasilhas destinadas a expedicdo de vinhos da

Europa (Nobre da Veiga, 1954; Taransaud, 1976).

Por outro lado, razdes de ordem econdmica e a “moda” também
contribuiram para a alteracdo das espécies florestais usadas em
tanoaria, provocando a exclusdo quase completa do castanheiro e o
destaque da madeira de carvalho. Taransaud (1976) referia mesmo que
a madeira de carvalho era a Unica apropriada para a vinificagcdo e
conservacdo de vinhos considerados finos.  Muitos  autores
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consideravam que apenas a madeira de carvalho apresentava
aptidoes para a obftencdo de vinhos e aguardentes de qualidade
(Monties, 1987; Puech e Sarni, 1990, Viriot et al., 1993; Singleton, 1995;
Cutzack et al., 1997, Haluk e Irmouli, 1998).

Nos Ultimos anos assistiu-se a um aumento considerdvel da procura de
carvalho americano, tanto nos paises tradicionalmente viticolas como
nos novos paises viticolas (Austrdlia, Chile, Argentina, entre outros),
motivado pelo menor preco, mais réapida disponibilizacdo ( Schahinger,
1992; Mosedale, 1995), e reconhecimento das suas aptiddes, mas sem

nunca pdr em causa a supremacia do carvalho francés.

As madeiras de carvalho de origem francesa e americana foram, nas
Ultimas décadas, objetivo de aprofundado estudo na perspetiva da sua
utilizacdo em tanoaria, o qual levou ao reconhecimento das suas
potencialidades para o envelhecimento de vinhos e de aguardentes.
J& em relacdo as espécies de castanheiro e de carvalho cultivadas em
Portugal assistia-se até recentemente a um quase total
desconhecimento das suas caracteristicas quimicas e das

potencialidades para o uso enoldgico.

Com efeito, no caso da madeira de castanheiro, a pesquisa tem
incidido sobretudo na composicdo em tfaninos hidrolisdveis, pelo
importante aproveitamento pelas industrias de curtumes, de tintas,
farmacéutica e alimentar (Salagoity et al., 1986; Scalbert et al., 1998;
Peng ef al., 1991; Krisper et al., 1992; Tang ef al., 1992; Vivas ef al., 1993a;
Viriot et al., 1994; Berrocal del Brio et al., 1998)

2.1.2.0rigem do envelhecimento de vinhos em madeira

A origem do envelhecimento do vinho coincide com a necessidade de

transportd-lo desde as zonas de producdo até aos pontos de consumo.
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O primeiro testemunho que comprova este facto data do terceiro
milénio a.C., na Mesopot@mia, onde ndo existiam vinhas, e o vinho
como um produto de luxo se importava das “montanhas”, isto €, da
zona norte-noroeste, atual Siria e Arménia, regido de origem da videira
e onde o vinho se produzia desde hd muito tempo. O vinho vigjava
desde esta zona de producdo até ao sul, em anforas de barro cozido,
sendo fransportado em caravanas ou por via fluvial (Togores, 2003).
Posteriormente, os mercadores fenicios que comercializavam o vinho
por toda a bacia do Mediterréneo, alteraram os recipientes vindrios
para volumes mais pequenos, ndo superiores a 200-300 kg de peso, para
que fossem manejados por uma ou duas pessoas perante a auséncia
de meios mecdnicos, e construidos com materiais resistentes aos
frequentes golpes e quedas que estes sofriom durante a sua
manipulacdo (McGovern et al., 1996).

A evolucdo dos recipientes de transporte nos paises do sul do
Mediterr@neo, pela légica consequéncia do comeércio, foi desde a
estatica jarra de barro, até a leve e esbelta anfora fenicia, grega e
inclusivamente romana. A fragilidade destes recipientes solucionou-se
com a utilizacdo de couros, fabricados a partir de peles curtidas e
impermeabilizadas com resinas, de grande ductilidade e resisténcia ao
transporte mas que, inevitavelmente, prejudicavam a qualidade dos
vinhos uma vez que lhes conferiam odores e sabores estranhos,
provenientes do couro e da sua preparacdo e impermeabilizacdo
(Togores, 2003).

Contudo, nos paises do norte, os depdsitos de grande volume onde se
elaboravam e armazenavam os vinhos, eram construidos em madeira,
material relativamente abundante no meio circundante e que podia ser
trabalhado com grande faciidade. No entanto, estes depdsitos
evoluiram para recipientes de transporte de pequeno volume,
construidos com a mesma madeira, surgindo entdo um grande niUmero
de recipientes como: barricas, barris, pipas, tonéis e outros similares,
todos eles com capacidades compreendidas entre os 200 e 500 litros.
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Possivelmente, este fipo de recipiente j& se utilizava no tempo dos
romanos, como reservatdrio de transporte terrestre em carrocas,
arrastadas por bois ou cavalos, a partir das mesmas regides viticolas da
Peninsula Itdlica, ou zonas produtoras do centro e norte da Gdlia, assim
como da zona romana da vizinha Germania (McGovern et al., 1996).

ApsGs a queda do Império Romano, e durante bastante tempo, o seu
transporte continuou a realizar-se em recipientes de madeira, utilizando-
se sobretudo o carvalho, por ser um material abundante na zona de
producdo dos vinhos, muito pouco permedvel e de grande dureza e

resisténcia (Togores, 2003).

2.1.3.Processo de envelhecimento

Durante o processo de envelhecimento, os vinhos sofrem uma série de
transformacdes profundas que ocasionam importantes modificacdes na
vivacidade e intensidade da cor, na sua estrutura e adstringéncia, e na
sua composicdo aromdtica. Para além destas alteracdes ao nivel das
caracteristicas sensoriais, o envelhecimento confere Ilimpidez e
estabilidade ao vinho (Margalit, 2004).

De um modo geral, os vinhos passam primeiramente por um periodo de
maturacdo em madeira, podendo optar-se pelo uso de barricas,
aparas ou outros materiais, estando em contacto mais ou menos
intermitente com o ar. Durante esta fase, o vinho comeca a desenvolver
as suas qualidades gustativas, adquire estabilidade e limpidez e tém
lugar importantes fendmenos de oxidacdo que ocasionam perdas e
transformacdes de antfocianinas e taninos, condensacdes e
polimerizacdes, oxidacdo do etanol a acetaldeido, modificacoes
aromdaticas afravés do aparecimento dos aromas tercidrios, entre
outros. Posteriormente, o processo de envelhecimento poderd decorrer
na garrafa, onde a entrada de ar é praticamente nula e o vinho

envelhece num meio completamente redutor (Benavent e Cano, 2003).
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Durante o periodo no qual o vinho se encontra em conftacto com a
madeira, a presenca de oxigénio € um fator de extrema importancia.
No caso das barricas, a entrada de oxigénio ocorre de uma forma
natural através da porosidade existente, dependendo da natureza da
madeira, espessura, idade e volume das barricas. Caso se opte pelo uso
de outras alternativas, como por exemplo as aparas, € necessdrio
recorrer a microoxigenacgdo, para que este procedimento traga o efeito
desejado (Togores, 2003).

Assim, durante o envelhecimento de vinhos em barrica ocorrem uma
série de fendmenos e transformacdes de cardcter fisico, quimico e
inclusivamente bioldgico, que levam a estabilizacdo natural dos vinhos,
e a uma série de transformacodes e melhorias das suas caracteristicas
sensoriqis. Genericamente, estes fendmenos podem resumir-se a
enfrada de oxigénio e perda de vinho afravés dos poros da madeirq,
precipitacdo de diversas substdncias do vinho, formacdo de ésteres,
transformacdo de polifendis e libertacdo de substdncias constituintes da
madeira (Benavent e Cano, 2003).

As madeiras usadas em enologia libertam para o vinho uma série de
compostos que vao intervir nas reacdes que tém lugar durante o
envelhecimento, contribuindo desta forma para o bouquet dos vinhos.
Neste contexto sdo de salientar os taninos, os compostos aromaticos e
fendlicos e os polissacdridos solUveis.

A quantfidade de taninos libertada pela madeira depende da sua
origem, secagem, tosta e idade. Estes contribuem moderadamente
para a polimerizacdo e condensacdo de antocianas e taninos, e
portanto, para a estabilidade polifendlica dos vinhos. Os polissacdaridos
libertados pela madeira suavizam o sabor dspero e adstringente
caracteristico dos taninos, sendo o processo da queima responsavel por
favorecer a sua libertacdo a partir da celulose e hemicelulose (Togores,
2003).

Também sdo libertados pela madeira alguns aldeidos como a vanilina e
o siringaldeido, fendis volateis, como o guaiacol e o eugenol,
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fenilcetonas, lactonas, pirazinas, piridinas, entre muitos outros. O
processo de tosta pode ainda levar ao aparecimento de outros
aldeidos, os aldeidos fur@nicos, como o furfural, por exemplo (Benavent
e Cano, 2003).

O papel da madeira é crucial no envelhecimento do vinho, uma vez
que as mudancas importantes ocorrem durante este processo. Segundo

Alanodn et al., (2011) essas modificacoes sdo:

a. Complexidade de aromas aumenta devido a extraccdo de
alguns compostos presentes na madeira;

b. Compostos fendlicos solUveis provenientes da madeira melhoram
o sabor (gosto); e

c. Oxidagcdo dos compostos fendlicos através do oxigénio
atmosférico, o qual passa através dos poros da madeira levando

a alteracdo da cor e reducdo de adstringéncia.

Portanto o envelhecimento do vinho, em madeira altera as suas
propriedades organoléticas conduzindo a um produto muito valorizado
(Alanon et al., 2011).

O grau de extracdo de compostos da madeira depende da sua
concentracdo inicial na madeira, que por sua vez depende do tipo de

madeira utilizada e da sua composicdo quimica (Alanon et al., 2011).

Tradicionalmente utilizam-se diversas madeiras tais como o carvalho, o
castanheiro e a cerejeira na forma de barricas para envelhecimento.
No entanto, o carvalho € a madeira mais utilizada para
envelhecimento, enquanto o uso do castanheiro e da cerejeira €

relativamente raro e recente (Vivas, 2002).

Pelas razdes expostas anteriormente, o envelhecimento de vinhos em
madeiras é cada vez mais uma prdatica comum e obrigatdria no mundo
enolégico atual. No entanto, para se conseguir atingir os melhores

resultados deve realizar-se sob condicdes apropriadas de temperatura,
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humidade, tempo e manipulacdo. O elevado valor, em qualidade e
preco, associado aos vinhos envelhecidos em madeiras leva &
necessidade de um exaustivo contfrolo da sua evolucdo e ao
acompanhamento detalhado das tfransformacoes que vao sucedendo,
para decidir com exatiddo o tempo ideal de envelhecimento e as
condicdes adequadas para cada vinho, as quais podem ser

modificadas d medida que o vinho evolui.

2.1.4.Interesse da madeira em Enologia

O uso da madeira durante o0s processos de fermentacdo e
envelhecimento de vinhos € uma prdatica comum em todas as regides
produtoras de vinho. Como descrito por diversos autores, o vinho sofre

alteracoes fisico-quimicas e organoléticas.

Num processo fecnoldgico a madeira surge nos diferentes processos de
producdo de vinho: a partir de balseiros de grandes dimensdes, barricas
e, nos Ultimos anos, surgiram os alternativos que aparecem no mercado
de variadas formas como as aparas, os dominds e as aduelas, pois as
barricas tem um elevado custo econdmico, uma vida Util reduzida de
dificil higienizacdo e de dificil manuseamento, ocupando muito espaco
de adega (Natali et al., 2006; Jaarsveld et al., 2008a; De Simén et al.,
2009). As desvantagens associadas a utilizacdo de barricas levaram ao
desenvolvimento de técnicas alternativas de modo a tornar o processo
de envelhecimento menos dispendioso, assegurando que a madeira
liberte os seus compostos para o vinho (Jaarsveld et al., 2008a; De Simoén

et al., 2009b) e acelerando o processo de maturacdo dos vinhos.

Recentemente a OIV (Organizacdo Internacional de la Vigne et du Vin)
aprovou o uso de aparas (Resolucdo Oeno 3/2005) e aduelas

(castanheiro e carvalho) como alternativa as barricas, perpectivando-
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se a utilizacdo de outras espécies botdnicas para além do carvalho no

envelhecimento de vinhos.

2.2.Estrutura e propriedade fisicas da madeira

2.2.1.Caracteristicas anatomo-estruturais

O plano transversal do tronco (Figura 1) revela sucessivamente, da
periferia para o centro (Carvalho, 1997): casca ou suber — constitui a
casca morta ou ritidoma; cdmbio suberoso ou felogene — meristema
secunddrio que assegura o engrossamento do tronco, produzindo as
células dos tecidos protectores, feloderme para o interior e suber para o
exterior. O crescimento do carvalho & promovido essencialmente na
direccdo centripta; feloderme; liber ou floema — assegura a circulacdo
da seiva elaborada; cdmbio libero-lenhoso ou cdmbio vascular —
meristema secunddrio que garante o engrossamento do tronco,
diferenciando xilema para o interior e floema para o exterior; lenho ou
xilema - tecido secunddrio constfitutivo fundamental das drvores,
formado por células arquitectonicamente organizadas e harmonizadas,
de modo a desempenharem as funcodes vitais de transporte, de suporte
e de armazenamento ou reserva; medula - localizada no centro, com
1-2 mm e formada por tecido parenguimatoso primdrio, ou seja, por
células parenguimatosas remanescentes da estrutura primdria da

planta.
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Figura 1 - Corte transversal do tronco da arvore

O lenho é composto por anéis de crescimento, resultantes da atividade
sazonal do cdmbio, e cujo niUmero ¢ indicador da idade da madeira.
Sendo as espécies usadas em tanoaria cultivadas em zonas
temperadas, em cada anel de crescimento € possivel distinguir duas
camadas: uma correspondente a formacdo de Primavera (lenho de
inicio de estacdo) e outra a de final de Verdo ou Outono (lenho de fim
de estacdo). Quando a distincdo enfre elas € nitida, sobretudo pela
dimensdo dos vasos respetivos, diz-se que a madeira possui “porosidade
em anel” - caso do carvalho e do castanheiro usados em fanoaria
(Fengel e Wegener, 1989; Carvalho, 1996).

Nas darvores adultas a zona mais periférica do lenho é constituida por
cerca de 10 a 20 anéis de crescimento, fisiologicamente activos,
conduzindo a seiva bruta ascendente, e € designada por borne ou
alburno. A partir de certa idade, varidvel com a espécie e com as
condicdes ecoldgicas, comeca a ser possivel distinguir o cerne, durame
ou coracdo, localizado mais interiormente e que corresponde ao
cilindro de lenho fisiologicamente inativo. A formacdo do durame
resulta do fendmeno de duramizacdo.

A duramizacdo ftraduz-se num conjunto de lentas e progressivas

modificacdes anatdmicas, fisicas e quimicas ocorridas nas camadas
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mais antigas, as mais interiores, do borne (Keller, 1987). Os aspectos mais
evidentes da duramizacdo sdo:

- Obstrucdo dos grandes vasos e/ou dos capilares das paredes celulares
e dos luUmens das células por tilos, que sdo proliferacdes membranosas
das células parenquimatosas vizinhas (Keller, 1987; Carvalho, 1997);

- Deposicdo ou impregnacdo das membranas das pontuacdes e das
paredes celulares por quantidades aprecidveis de metabolitos
secunddarios, exiraiveis (Keller, 1987; Monties, 1987; Moutounet et al.,
1999);

- Reducdo do teor de dgua da madeira (Hillis, 1984);

- Aquisicdo de uma coloracdo mais intensa e mais escura (que pode ser
rosa, amarelo claro, amarelo acastanhado e castanho) em
consequéncia das modificacdes quimicas ocorridas (Keller, 1987).

Do ponto de vista tecnoldgico, as alteracdes associadas A duramizacdo
sdo de importdncia capital, uma vez que se encontram na origem de
propriedades fisicas e mecdnicas e de caracteristicas quimicas
diretamente implicadas na aptiddo da madeira para tanoaria (Keller,
1987; Feuillat e Keller, 1997): facil fendimento, boa flexibilidade, bom
isolamento térmico, suficiente dureza e durabilidade, porosidade ligeira
e composicdo gquimica adequada O durame é pois, por exceléncia, a

madeira para tanoaria.
2.2.2.Composi¢do quimica da madeira
A composicdo quimica varia em fungcdo da zona da planta (raiz, caule

ou ramos), ftipo de madeira (normal, tensGdo ou compressdo),

localizacdo geogrdfica, clima e condicdes do solo. (Sarni et al., 1990).

Na madeira existem dois componentes quimicos principais: a lenhina
(18-35%) e os hidratos de carbono (65-75%), sendo ambos materiais

poliméricos e complexos. Também se enconfram presentes na madeira
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pequenas quantidades de outros componentes (geralmente 4-10%),
principalmente na forma de compostos orgé&nicos extraiveis e minerais
inorgdnicos (cinzas) (Jaarsveld et al., 2008a ; Alandn et al., 2010) (figura
2).

Materla seca
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Figura 2- Composi¢cdo quimica da madeira , adaptada de Mosedale et al., (1998)

No geral, a madeira tem uma composicdo elementar de cerca de 50%
de carbono, 6% de hidrogénio, 44% de oxigénio, e vestigios de diversos

ides metdlicos (Pettersen, 1984).

2.3.Factores que influenciam a composicdo quimica das madeiras

A madeira apresenta uma composicdo muito varidvel. Do ponto de
vista quantitativo e qualitativo, esta depende da origem geogrdafica, do
clima e do solo, da espécie botdnica, da drvore e da idade da drvore
(Garde-Cerddan et al., 2006; Prida e Puech, 2006; De Rosso et al., 2009;
Koussissi et al., 2009).
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Para além dos fatores anteriormente citados, a composicdo da madeira
varia ainda com as técnicas de tanoaria, principalmente com o tipo de
secagem (natural ou artificial) e com o grau de tosta ou queima

(Kozlovic et al., 2010) a que todas as madeiras sdo sujeitas.

2.3.1.Influencia do processo de secagem

O processamento da madeira para tanoaria inclui uma série de etapas
que influenciom a sua qualidade enologica, especialmente o©s
tratamentos térmicos a que a madeira é sujeita, como a secagem e a
tosta ou queima. Ambos os processos afetam a estrutura e composicdo
guimica final da madeira que ird estar em contacto com o vinho

durante o seu processo de envelhecimento.

A madeira verde ndo pode ser usada na tanoaria, uma vez que existe
uma grande quantidade de dgua (cerca de 70%) e os seus compostos
extraiveis ndo sdo compativeis com o objetivo de melhorar a qualidade
dos vinhos, jd que contém muitos compostos fendlicos amargos e muitos

poucos compostos aromaticos (De Simon et al., 2010).

Em tanoaria, o processo de secagem da madeira ocorre geralmente

sob condicdes naturais (figura 3), realizando-se ao ar livre durante um

periodo de tempo varidvel entre 18 e 36 meses (De Simdn et al., 2010).

Figura 3 - Secagem natural ( Fonte : J.M.Gongalves)
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A secagem permite reduzir a percentagem de humidade existente na
madeira até se atingir equilibrio com a humidade ambiente, e reduzir a

confracdo da fibra.

A secagem natural produz a maturacdo da madeira, diminuindo a
amargura e a adsfringéncia, e alterando a composicdo quimica desta.
Dai resulta a perda de compostos fendlicos hidrossolUveis, como 0s
elagitaninos, que pode resultar de vdarios mecanismos como por
exemplo a lixiviagcdo das aduelas pela chuva (Vivas e Glories, 1996) e a

degradacdo hidrolitica oxidativa (Chatonnet et al., 1994).

A secagem artificial em forno ou estufa ou um método misto que
combina a secagem ao ar livre com secagem em estufa produz uma
evolucdo diferente da composicdo quimica da madeira, e como tal, o
processo de secagem natural € considerado atualmente como um

método superior de secagem (Martinez et al., 2008).

Os mesmos processos podem ser validos para as madeiras destinadas a
elaboracdo de produtos alternativos (aparas, cubos, dominds...) de
boa qualidade, tendo em consideracdo o tempo de secagem
(12meses) e a forma de sobreposicdo da madeira, por forma a otimizar

as frocas entre a madeira e a atmosfera (De Simon et al., 2010).

2.3.2.Influencia do processo de queima

Uma prdtica comum usada em tanoaria e, considerada como o passo
tecnoldgico mais importante, € o processo de queima da madeira
(figura 4). No caso das aparas e outros alternativos, a queima é feita em

torradores mas o efeito da temperatura é idéntico ao das barricas.

Em todo este processo o aumento da temperatura provoca uma

alteracdo na composicdo quimica da madeira originada pela
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degradacdo térmica dos polimeros que a constituem (Kozlovic et al.,
2010).

Devido as altas temperaturas durante o processo de tosta, as ligacoes
quimicas entre os polimeros sdo quebradas e a hemicelulose e a lenhina
sdo degradas uma vez que sdo menos esfruturadas do que a celulose
(Jordao ef al., 2006).

Figura 4 - Imagens ilustrativas do processo de queima da madeira (Fonte:
jmgoncalves.com)

A variabilidade de temperatura durante a tosta € alta, devido a
variacdo na intensidade do fogo e do movimento de conveccdo do ar.
Consequentemente, ndo existe uma definicdo universal de niveis de
tosta, (Jaarsveld et al., 2008 a , b).

Na bibliografia ndo se encontram referidos valores de temperaturas e
tempos de queima especificos para cada nivel de tosta. Este bindbmio
tempo-temperatura, a que as madeiras sdo sujeitas, € bastante varidvel
originando, portanto, variagcdes significativas na quantidade de

compostos extraiveis das madeiras.
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2.3.3.Espécies botanicas e distribuicdo geogrdfica

As drvores produtoras de madeira com interesse para ftanoaria
pertencem a Divisdo Angiospermae, Classe Dicotyledones, Ordem
Fagales e Familia Fagaceae (Franco, 1971), sendo vulgarmente

designadas por folhosas.

Os carvalhos enquadram-se no Género Quercus L., cujas espécies se
enconfram sobretudo no hemisfério norte (Tutin et al., 1964,1993), com
particular incidéncia nos territérios da América do Norte e da Europa. E
ainda conhecido um numero razodvel de espécies euro-asidticas,
algumas mediterr@nicas e algumas na América Central e na América
do Sul (Keller, 1987). De todas as espécies, as mais ufilizadas para o
fabrico de barricas e toneis surgem na Europa, nomeadamente as
espécies Q.sessiliflora e, sobretudo, Q.robur, que ocupam a maior drea
e constituem a mais importante fonte de madeira para tanoaria
(Canas, et al., 1998; Benavent e Cano, 2003; Garde-Cerddn et al., 2006;
Climaco, 2008).

Atualmente, em Portugal existem apenas quatro espécies de carvalho
com interesse para tanoaria, que obedecem a4 seguinte distribuicdo
(Jorddo et al., 2006); (Canas e Caldeira, 2009): a noroeste predomina o
carvalho roble ou alvarinho (Q.robur L.); a nordeste, em zonas mais
continentais, domina o carvalho negral ou pardo (Q. pyrenaica Willdno
centro (Beiras e Trds-os-Montes) predomina o pedamarro (Q.faginea
Lam.Subsp. faginea), espécie endémica da Peninsula lbérica; da Beira
Litoral ao Algarve sobressai o carvalho cerquinho ou portugués (Q.

faginea Lam. Subsp. Broteroi ( Cout.) Samp.)

No entanto, além do carvalho, na bibliografia encontra-se descrita a
utilizacdo de madeiras provenientes de vdrias espécies, tais como: a
acdcia (De Simoén et al, 2009b; De Rosso et al., 2009;Kozlovic et al.,

2010), o castanheiro, a cerejeira (De Simon et al., 2009b; De Rosso et al.,
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2009), a amoreira (De Simon et al., 2009b) a faia, o freixo, a bétula, o

alédmo, o pinheiro e o abeto (Togores, 2003), entre outras.

O castanheiro pertence ao géreno Castanea (Franco, 1971) e a
espécie Castanea safiva Mill.,, que se desenvolve nas regides
temperadas do hemisférico norte e que € a Unica na Europa (Berrocal
del Brio et al., 1998). No passado, o castanheiro (Castanea sativa) foi
amplamente utilizado na regido do Mediterraneo devido & sua elevada
disponibilidade e baixo custo. E caracterizado por uma maior

porosidade do que o carvalho ( De Rosso et al., 2009).

A cerejeira (Prunus avium) € o nome dado a varias espécies de Arvores
origindrias da Asia, algumas frutiferas, outras produtoras de madeira
nobre. Estas drvores classificam-se no sub-género Cerasus incluido no
género Prunus (Rosaceae). Esta € caracterizada pela alta porosidade e
permeabilidade ao oxigénio e € normalmente usada para tempos

curtos de envelhecimento. (De Rosso et al., 2009).

A acdcia (Robinia pseudoacacia) € nafiva do sudeste dos Estados
Unidos, mas tem sido amplamente plantada e naturalizada noutras
regides temperadas da América do Norte, Europa, Africa do Sul e na
Asia. A sua madeira caracteriza-se pela dificuldade em moldar as
aduelas para o fabrico de barricas e pela baixa porosidade (Citron,
2005; De Rosso et al., 2009).

2.3.4. Actividade antioxidante das madeiras

Nas ultimas décadas houve um crescente interesse na capacidade
antioxidante natural entre os consumidores e a comunidade cientifica.
Os antioxidantes naturais parecem desempenhar um papel muito
importante na reducdo da concentracdo de radicais livres, que sdo
subst@ncias nocivas e altamente reactivas, sdo constantemente
produzidos devido a inUmeras reaccoes bioldgicas (Ferndndez-Pachdn

et al., 2008; Senorans, et al., 2003). Os antioxidantes previnem o processo
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de oxidacdo, gracas d sua capacidade de captura, de ativagcdo ou de
reparacdo dos danos causados por radicais livres, que estdo implicados

no desenvolvimento de multiplas doencas.

O processo de envelhecimento € um passo chave ndo apenas para a
melhoria das caracteristicas organoléticas das bebidas alcodlicas, mas
também para o desenvolvimento de outras propriedades, tais como a
capacidade antioxidante. Para além do vinho, verifica-se que outras
bebidas (por exemplo conhaques, uisques, aguardentes) aumentam a
sua capacidade anfioxidante quando em contacto com a madeira
(Alonso, et al., 2004; Aoshima, et al., 2004; Canas, et al., 2008; Avila-
Reyes et al., 2010).

H& um grande interesse nos antioxidantes dos alimentos por serem
compostos bioativos, com um papel especial na manutencdo da salde
e prevencdo de doencas. O potencial antioxidante dos vinhos fintos é
devido 4 presenca de compostos fendlicos, os quais podem inibir a
agregacdo de plaquetas (Gryglewski ef al., 1987), evitar a oxidagdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Frankel et al., 1993), e diminuir

0s processos inflamatdrios e cancerigenos (Tapiero et al., 2002).

O conteudo em polifendis totais, ou seja a capacidade antioxidante ou
anti radicalar dos vinhos pode ser afetada por diversos fatores
extrinsecos e infrinsecos, tais como variedade de uva utilizada (Bosso et
al., 2009), regido produtora de vinho e as condicdes climdticas, as
técnicas culturais, a qualidade do vinho e, ndo menos importante, os
processos tecnoldgicos durante a vinificacdo, incluindo as técnicas e as
condicdes de armazenamento (Gomez-Cordovés e Gonzdlez-San Jose
1995; Zafrilla et al., 2003; Faitovd et al., 2004; De Coninck et al., 2006;
Pérez-Magarino e Gonzdlez-Sanjosé 2006; Gongalves e Jorddo, 2009 q,
b).

Devido a estes fatores e também devido ao fato de que nem todos os

compostos  polifendlicos apresenfam a mesma capacidade
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antioxidante (Alonso, et al., 2004), a sua actividade antioxidante pode

variar.

Estudos epidemiolégicos tém indicado que a ingestdo frequente de
antioxidantes naturais estd associada a um risco mais baixo de doencas
cardiovasculares e cancerigenas (Renaud et al., 1998; Kaur e Dapoor,
2001; Record et al, 2001). Frutas, legumes e todos os alimentos e
bebidas derivadas sdo as principais fontes de anfioxidantes naturais
devido ao seu elevado teor de polifendis. O vinho tem sido uma das
bebidas mais estudadas devido ao seu potencial anfioxidante e aos
beneficios de saude aftribuiveis ao seu elevado teor de polifendis, que
estdo presentes, com boa biodisponibiidade (Renaud et al., 1998;
Tomera, 1999).

O processo de envelhecimento € um procedimento comum usado
tecnologicamente na producdo de vinho, que parece conftribuir para
um aumento da capacidade antioxidante de vinhos (Alonso, et al.,
2004; Canas, et al., 2008; Larrauri, et al., 1999). Isto & devido a
qguantidade de polifendis que é extraido a partir da madeira de

carvalho durante o contacto com o vinho em fase de envelhecimento.

Contudo, o contributo da madeira de carvalho para a estimativa da
capacidade antioxidante de um vinho € uma tarefa dificil porque os
vinhos sdo misturas complexas, ricas em polifendis e as praticas
enoldgicas, (Manzocco, et al., 1999), a maceracdo (Pellegrini et al.,
2000), as condicdoes de vinificacdo (Burns et al, 2001) e
microoxigenacdo (Rivero-Pérez, et al., 2008), podem influenciar a

capacidade antioxidante dos vinhos.
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2.5. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos revestem-se de grande importdncia em
enologia uma vez que estdo relacionados, direta ou indiretamente com
a qualidade dos vinhos. Sdo eles os responsdveis pela cor, corpo e
adstringéncia dos vinhos e sdo os grandes responsdveis pelas diferencas
entre uvas ou vinhos tintfos e brancos, pela presenca ou auséncia de
antocianinas.

Sdo subst@ncias sintetizadas nas células das uvas em estreita
dependéncia do seu pafrimonio enzimdtico, que por sua vez € uma
expressdo da informacdo codificada a nivel dos genes (Cravero e Di
Stefano, 1990). De facto quer as antocianinas quer os dcidos
hidroxicinamil tartdricos das peliculas das uvas, enquanto metabolitos
secunddrios estdo diretamente ligados d componente genética varietal
(Calo et al., 1994).

As caracteristicas ambientais sob as quais decorre o desenvolvimento
dos bagos tém grande influéncia na quantidade dos compostos
responsdveis pela cor, mas a natureza e as percentagens relativas
destas subst@ncias obedecem a um determinante genético que as

torna mais ou menos constantes (Calo et al., 1994)

2.5.1.Caracteristicas da estrutura polifendlica

Uma das possiveis classificacoes dos polifendis das uvas e dos vinhos é a
sua divisdo em compostos flavondides e em ndo flavondides. Do
primeiro grupo fazem parte as flavanas, os flavondis e as antocianinas,
estas Ultimas apenas existentes nas uvas tintas, e ao segundo grupo
pertencem os acidos benzdicos e os ésteres tartaricos dos dcidos da
série cindmica. Existem ainda outros compostos fendlicos como os
estilbenos e os fendis volateis. (Calbrita, M.J. (2004) )

A reatividade dos compostos fendlicos advém de uma caracteristica

estrutural comum a todos eles que € a presenca de um anel aromatico
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hidroxilado. A forma mais simples deste elemento estrutural € o fenol,
que assim dd o nome a esta série de compostos.

As Uvas e 0s vinhos contém uma série de compostos fendlicos todos eles
derivados desta estrutura bdsica, sendo que os teores totais de

compostos fendlicos sdo maiores nas uvas que Nos vinhos.

2.5.2.Compostos de natureza nao flavonodide

Os compostos ndo flavondides compreendem os dcidos fendlicos,
benzdicos e cin@micos, e outros derivados fendlicos como os esfilbenos.
Nas uvas, os dcidos fendlicos sdo principalmente os dcidos
hidroxicindmicos (figura 5) que se enconfram nos vacuolos das células
das peliculas e polpas (Ribéreau-Gayon e Stonestreet, 1965), sob a
forma de ésteres tartdricos. Estes compostos jogam um papel
importante nas oxidacdes que conduzem ao acastanhamento dos
mostos e dos vinhos (Singleton, 1987). Embora ndo exercam uma
influéncia direta no gosto dos vinhos, estdo implicados no aparecimento
de fendis volateis com consequentes alteracdes aromdaticas.

No sumo das uvas, obtido por pressdo direta das uvas, os compostos

fendlicos existentes sdo maioritariamente os ndo flavonadides.

HO. O
@) OH
NS
Acido Acido
Benzoico Cinamico

Figura 5 - Estrutura quimica de dcido benzdico e de acido cinamico ( Fonte:
oleosessenciais.org )
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2.5.3. Compostos de natureza flavonodide

Os flavondides (figura 6) sdo compostos fendlicos que se caracterizam
por um esqueleto bdsico em comum Cé6-C3-Cé. A estrutura base
consiste em dois anéis aromdaticos ligados por um anel pirano (Zoecklein
et al., 1995). Esta classe de compostos fendlicos pode-se dividir em
familias que se distinguem pelo grau de oxidacdo do anel pirano.
Grande parte da estrutura e da cor dos vinhos deve-se a esta familia de
compostos que se enconfram nas grainhas, na polpa e na pelicula das
uvas. De todos eles, as antocianinas, os flavano-3-ol e as
proantocianidinas, principais responsaveis pela cor dos vinhos, sdo
quantitativamente os mais importantes.

Os flavondides podem enconfrar-se no estado livre ou polimerizados
com outros flavondides, acUcares, ndo flavondides, ou ainda

combinacdes dos anteriores.

R1=H R2=H Quempfero
R1=0OH R2=H Quercetina

R1=0OH R2=0OH Miricetina

OH O

Figura 6 - Estrutura quimica de flavondides (Cabrita, M.J. (2004) )

2.5.4. Antocianinas

As antocianinas (figura 7) sG@o os pigmentos vermelhos das uvas,
localizadas essencialmente na pelicula e, excecionalmente, na polpa
(variedades tintureiras). Também estdo presentes nas folhas no final do
ciclo vegetativo (Ribéreau — Gayon e Stonestreet, 1965).

Estruturalmente sdo glucdsidos de polihidroxi- ou polimetoxi- dos sais de

flavilium (2-fenil-benzopirilo). Elas diferenciam-se pelo niUmero de grupos
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hidroxilo e o grau de metilacdo destes grupos presentes no anel lateral,
o0 nUmero e a natureza dos acucares ligados d molécula, e o niUmero e
natureza das cadeias alifaticas ou aromdaticas esterificadas com os
acucares.

As formas agliconas das antocianinas chamam-se antocianidinas. Nas
uvas e nos vinhos, foram identificados cinco fipos de antocianinas
correspondentes  aos monoglucésidos de cinco antocianidinas
principais (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina)
(Cadenas e Packer, 2002; Ribéreau-Gayon, et al., 2006b; Moreno-Arribas
e Polo, 2009).

R1=OH B=H 3-G-Cianidin
R1=OH B=OH 3-G-Delfinidi
R1=0CHg R=H 3-G-Peonidirn
R1=OH B=0CHg 3-G-Petunidi
R1=OCHz  Ry=OCHg 3-G-Malviding

Figura 7 - Estrutura das antocianinas (Cabrita, M.J. (2004))

2.6. As caracteristicas cromaticas dos vinhos

A cor & um dos atributos mais importantes para avaliar a
qualidade dos vinhos, € a primeira caracteristica a ser avaliada. Através
desta caracteristica pode-se ter uma ideia da idade, da evolucdo e
também de possiveis defeitos dos vinhos. Como indicativo de qualidade
a cor pode inibir ou induzir o consumo. O consumidor espera
determinadas caracteristicas cromdticas em funcdo do produto
adquirido (Gonzalez-Neves e Gomez-Cordoves, 1995).

Em certa medida, a cor permite avaliar a qualidade de um
alimento. Ela pode influenciar significativamente a apreciacdo do
aroma e do gosto do produto, com uma forte participacdo na

apreciacdo global (Cristensen, 1983).
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A cor dos vinhos € um atributo sensorial que estd principalmente
relacionada com os compostos fendlicos presentes nos vinhos. A cor
varia com as caracteristicas das uvas (grau de maturacdo e teor em
compostos fendlicos), com as técnicas de vinificacdo e com as
numerosas reacdes que tém lugar durante o armazenamento dos
vinhos. A tonalidade e a intensidade da cor podem dar informacdo
sobre possiveis defeitos ou qualidades de um vinho, tendo sempre em
atencdo que a cor é um aftributo da visdo e portanto corresponde a

uma sensacdo psiquica (Herndndez-Agero et al., 1993).

No caso particular dos vinhos fintos a cor varia constantemente
durante a vinificacdo e armazenamento, com consequentes alteracdes
organoléticas. Todas estas modificacdes sdo inevitdveis devido a
reatividade dos compostos fendlicos, e ocorrem mais rapidamente
durante o primeiro ano (Somers e Evans, 1996).

A cor do vinho vem do facto de ele ser capaz de absorver
diferencialmente as radiacdes que o atravessam. Um vinho é finto
porque absorve as radiacdes verdes e azul e apresenta a cor
complementar. (Peynaud e Blouin, 1997).

Quimicamente, a cor dos vinhos provém de compostos
polifendlicos presentes nas uvas e que passam para o vinho durante o
processo de vinificacdo (Melendez et al., 2001). Estes compostos
enconfram-se sobretudo nas peliculas e na polpa das castas tintureiras.
Os pigmentos derivados de fontes naturais, podem exibir uma vasta
gama de cores e sdo geralmente considerados seguros. Entre estes
pigmentos, as antocianinas assumem um papel importante quando se
lida com corantes naturais. Estes compostos polifendlicos constituem o
maior grupo de pigmentos solUveis em dgua, em todo o reino vegetal.
Estes pigmentos naturais sGo normalmente associados com frutas
vermelhas, mas estdo presentes também em vegetais, raizes e cereais
(Mazza e Miniati, 1993).
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Para além das suas caracteristicas de cor, as anfocianinas tem interesse
devido aos seus atributos possiveis a salde, tais como a reducdo do
risco de doencas corondrias e de acidentes vasculares cerebrais (AVC)
(Cao, et al., 1997; Clifford, 2000; Scalbert e Williamson, 2000).

2.6.1. Métodos convencionais

Durante séculos, 0 homem deu 4 cor nomes que estavam associados
a0 meio ambiente que o rodeava, como por exemplo, plantas, minerais
e animais. Tem-se assim o vermelho rubi, o azul do céu, o amarelo
candrio, entre outros.

As primeiras medicdes da cor eram realizadas pelo olho humano. E um
meétodo facil e elementar. Apresenta graves limitacdées nomeadamente
falta de memdria da cor, a inadequada linguagem para descrever e
defeitos individuais de deteccdo. Por outro lado, a luz natural do dia sé
estd disponivel durante limitadas horas e varia constantemente ao
longo do dia.

Com a crescente necessidade de medir a cor quer qualitativamente
quer quantitativamente, foram desenvolvidos ao longo dos tempos
diversos sistemas para classificar a cor de uma forma objetiva.

Dos sistemas baseados em dimensdes percetuais da cor destaca-se o
solido de Munsell (figura 8). Este autor americano criou um sdlido
tridimensional, através do qual é possivel mostrar a distriouicdo da cor
0o longo das trés dimensdes de uma forma uniforme. Escolheu as
dimensoes tonalidade, cromaticidade e luminosidade (quantidade de
claro e escuro). Concebeu as relagcdées como uma drvore: o fronco é o
eixo da grandeza valor, as ramificacdées em vdarios dngulos sdo as
tonalidades e a distGncia ao longo do eixo de cada ramificacdo, a

cromaticidade.
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Figura 8- Sélido de Munsell ( Fonte: arq.ufsc.br)

O estudo da cor dos vinhos tintos é feito de forma fradicional pela
medicdo da absorvancia a dois comprimentos de onda, 420 e 520 nm.
O espectro dos vinhos jovens finfos apresenta um mdximo de
absorv@ncia mais ou menos estreito aos 520nm, devido as antocianinas
e Qs suas combinagdes sob a forma de ido flavilium (Glories, 1984 b),
que diminui com o envelhecimento, aumentando a absorvancia aos
420nm, na regido dos amarelos/castanhos (Bakker et al., 1986), onde o
espectro apresenta um minimo (Glories, 1984 b).

A intensidade e a tonalidade da cor, definidas por Sudraud em 1958,
enfram apenas em linha de conta com as contribuicdes das cores
vermelha e amarela para a cor global, mas a componente azul, devida
as formas quinonas das antocianinas livres e combinadas ndo pode ser
negligenciada sobretudo em vinhos com valores de pH perto de 4. Por
este motivo, Glories em 1984 propde que a intensidade da cor dos

vinhos seja definida pela soma das absorvancias a 420, 520 e 620nm .

2.6.2 O sistema CIELAB 1976

A Comission Internationale d'Eclairage (CIE) definiu certos pardmetros
para a avaliagcdo da cor nos vinhos. Entre eles destacam-se a
intensidade da cor, a tonalidade, a composicdo da coloracdo e ainda
o brilho dos vinhos tintos (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).
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A intensidade da cor corresponde a quantidade de cor do vinho tendo
em conta a contribuicdo do amarelo, vermelho e azul & coloragdo total
e €& calculoda afravés do somatdrio das absorvancias cos
comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm (Ribéreau-Gayon, et al.,
2006b).

A tonalidade € indicativa do desenvolvimento da cor para tons laranja,
sendo mais baixa em vinhos novos do que em vinhos envelhecidos e é
obtfida afravés da razdo entre as absorv@ncias medidas aos
comprimentos de onda de 420 e 520 nm (Ribéreau-Gayon, et al.,
2006b).

A composicdo da coloracdo avalia a contfribuicdo das frés
componentes na coloracdo total e é calculada pela razdo entre as
absorvdncias medidas aos comprimentos de onda respetivos pela
intensidade da cor, valor ao qual se aplica um fator de 100 para
apresentar os resultados sob a forma de percentagem (Ribéreau-
Gayon, et al., 2006b).

O brilho dos vinhos tintos refere-se essencialmente & forma do espectro
de absorvdancia, sendo que um maximo aos 520 nm mais estreito e
definido estd associado a uma coloracdo vermelha viva enquanto um
maximo aos 520 nm mais achatado e alargado estd associado a uma
coloracdo vermelha mais intfensa (Ribéreau-Gayon, et al., 2006b).

A cor dos vinhos finfos ndo depende sé do teor em antocianinas mas
estd intimamente dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos
pigmentos e do meio onde eles se encontram (Ribéreau-Gayon, 1973)
(Timberlake e Bridle, 1976).

Com a finalidade de melhorar a determinacdo da cor comecaram a
ser utilizados outros métodos como o espaco CIE 1964 e posteriormente
o espaco CIE 1976, que hoje em dia tem grande aceitacdo. Este
sistema  baseia-se na teoria de percecdo de cor opostas que
estabelece que uma cor ndo pode ser verde e vermelha ou amarela e

azul ao mesmo tempo (Valdés, 1997).
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Assim se estabelece um sistema tridimensional, o espaco CIELAB,
constituido por trés coordenadas L*, ao* e b* que indicam
respetivamente a luminosidade, os tons de vermelho (o*)/verde(-a*), e
os tons amarelo(b*)/azul(-b*) (figura 9) . Todas as cores sGo
representadas denfro de um sdlido, cujo eixo cenfral L* varia enfre 0 e
100% (completamente opaco a completamente transparente) (Bakker
et al., 1986). As coordenadas a* e b* formam um plano horizontal dentro

deste sdlido.

Figura 9 - Sistema Cielab(Fonte: dba.med.sc.edu)

2.7. Os compostos fendlicos nos vinhos

Os compostos fendlicos, as antocianinas e os taninos em particular, sdo
os principais constituintes dos vinhos implicados em fendmenos de
oxidacdo, que se fraduzem por alteracdes de cor (acastanhamento) e
por uma evolucdo do gosto (perda ou aumento da adstringéncia). Ao
longo do envelhecimento de um vinho finto assiste-se a uma diminuicdo
de antocianinas monoméricas que depende tanto das condicdes de
armazenamento como das caracteristicas iniciais do vinho.

Durante a fase de maturacdo dos vinhos ftintos, desde o fim da

fermentacdo até ao engarrafamento, a presenca de oxigénio é
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responsdvel por transformacdes quimicas dos pigmentos responsdveis
pela cor, essenciais ao envelhecimento. Assiste-se a uma auto-oxidacdo
do etanol, que em presenca de compostos fendlicos origina pequenas
qguantidades de acetaldeido, que por sua vez provoca A
copolimerizacdo de antocianinas e taninos (Timberlake e Bridle, 1976;

Ribéreau-Gayon et al., 1973).

2.7.1.Propriedades biolégicas dos compostos fenodlicos

Os compostos fendlicos exibem uma grande variedade de efeitos
bioldgicos incluindo os efeitos antibacterianos, antimicrobiano, anti-
inflamatdrio, antialérgico, anti trombdtico, antiviral, anticancerigena,
acdo vasodilatora.

Muitas destas funcdes sdo atribuidas a sua capacidade de eliminar os

radicais livres e a sua atividade antioxidante. (Soobratee, et al., 2005)

2.7.2. Propriedades antioxidantes

A oxidagcdo consiste na transferéncia de eletroes de um atomo
para outro e representa uma parte essencial da vida aerdbia e do
nosso metabolismo, uma vez que o oxigénio € o ultimo aceitador no
sistema de fluxo de eletroes, pelo qual se produz energia na forma de
ATP (Tripoli, et al., 2007). Contudo, neste fluxo, podem surgir problemas
qguando hd transferéncia de eletrdes sem pares, formando-se radicais
livres de oxigénio, conhecidos como espécies reativas de oxigénio,
entre as quais se distinguem o superdxido, peroxil, alcooxil, hidroxilo, e o
Oxido nitrico. Nos organismos vivos existem ainda outros fipos de
espécies reatfivas de oxigénio (ROS) para além destas mas ndo
radicalares, entre os quais o oxigénio, peroxido de hidrogénio e o dcido

hipocloroso.
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Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio tém diferentes funcoes nos
organismos vivos. Algumas sdo positivas e estdo relacionadas com a
producdo de energia, regulacdo do crescimento celular ou sintese de
compostos bioldgicos (Tripoli, et al., 2007). Mas pelo contrdrio e quando
estdo em excesso podem também provocar danos nos lipidos das
membranas celulares, proteinas dos tecidos, enzimas e DNA, uma vez
gue sdo capazes de induzir a oxidacdo destas moléculas. Estes danos
tém um papel importante no envelhecimento e algumas doencas
degenerativas associadas a eles, como doencas do coracdo,
cataratas, disfuncdo cognitiva e cancro (Tripoli, et al., 2007).

Existem relatos cientificos que os antioxidantes reduzem o risco de
doencas cronicas como as doencas corondrias € O cancro. A
progressdo de vdarias desordens clinicas agudas e cronicas, sugere que
as substéncias antfioxidantes podem ter efeitos benéficos para a saude
como agentes profildticos. Apesar destes efeitos protetores para a
saude terem sido primariamente atribuidos a antioxidantes amplamente
conhecidos, as vitaminas A, C, E, e os carofendides constifuem alguns
antioxidantes bem conhecidos, obtidos na alimentacdo. Além destas,
outras substéncias contribuem para os beneficios da saude associados
ao consumo de vegetais e frutas.

Podem ser encontradas na bibliografia muitas referéncias aos
estudos que evidenciam a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos de origem natural (Tripoli, et al., 2007 ; Akkol, et al., 2008). Os
humanos evoluiram com sistemas antioxidantes que os protegem conftra
os radicais livres através de antioxidantes produzidos no corpo. Estes
incluem defesas enzimdticas, como a peroxidase, catdlase, superdxido
dismutase, e defesas ndo enzimdticas, como glutationa, dcido di-
hidrolipdico, e melatonina CoQ10 reduzida.

Este sistema enddgeno de defesa ndo é completamente eficiente
confra os agentes oxidantes uma vez que existem fambém outras
situacoes fisiopatoldgicas que levam a producdo de um excesso de
ROS no organismo, das quais se destacam: fumo de tabaco, poluentes
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do ar, radiagcdo ultravioleta (UV) ou uma dieta rica em dcidos
polisaturados. Desta forma os antioxidantes provenientes da dieta
alimentar tornam-se bastante importantes na diminuicdo dos efeitos
oxidativos ao longo da vida.

A importancia dos fendmenos de oxidacdo nos seres humanos e
nos alimentos tem sido cada vez mais reconhecida pela sua relevancia.
As espécies reatfivas de oxigénio estdo envolvidas numa grande
variedade de sistemas reguladores normais in vivo. Quando se forma um
excesso destes radicais livres, estes podem danificar enzimas protetoras
como a superdxido dismutase, catdlase e peroxidase, e causar efeitos
destrutivos e letais nas células, através da oxidacdo dos lipidos de
membrana, das proteinas celulares, do DNA e das enzimas. A oxidacdo
também pode afetar os alimentos, provocando a sua degradacdo ao
nivel nutricional e organolético (cor, sabor e fextura). A acdo das
substncias antioxidantes proporcionam mecanismos de defesa confra
oxidacdo excessiva.

Nos Ultimos anos, o interesse em compostos naturais antfioxidantes

tem aumentado significativamente.

2.7.2.1 Outras propriedades biologicas

Para além das propriedades antfioxidantes, os compostos
fendlicos apresentam também outras propriedades bioldgicas
importantes.

Tém atividade anfi-inflamatdria, que pode estar relacionada com
a capacidade de inibicdo da atuacdo das enzimas relacionadas com
as respostas inflamatoéria e de imunidade (Tripoli, et al., 2007 , Akkol, et
al.,2008; Miles, et al.,2005)

A atividade antimicrobiana destes compostos € bem conhecida e
estd relacionada com a capacidade que apresentam para desnaturar

proteinas, sendo por isso geralmente classificados como agente ativos
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superficiais. Estes atuam provocando a perda dos constituintes
citoplasmdticos das bactérias, tais como proteinas, glutamato ou
potdssio e fosfato, talvez devido a disrupgcdo das peptidogliconas das
células ou por estragos na membrana celular das bactérias. Existem na
literatura inUmeras referéncias que confirmam esta atividade. (Tripoli, et

al., 2007; Sousa, et al., 2006; Mayachiew e Devahastin, 2008 )

2.7.3.Métodos de determinagdo da atividade antioxidante

Existe uma grande diversidade de métodos para determinar a atividade
antioxidante. Estes métodos sdo baseados em procedimentos quimicos
ou fisico-quimicos, que sdo utilizados para monitorizar o processo de
oxidacado.

Os vdrios métodos existentes para avaliar a atividade antioxidante
podem ser classificados em trés grupos (Almela, et al., 2006;):

i. Métodos indiretos: fendis totais; reacdo de Briggs-Rauscher (BBR-
Briggs-Rauscher reaction) e metil linoleato;

i. Métodos que Uutilizam metabolitos da oxidacdo de lipidos:
Rancimat; produtos voldteis, dacido fiobarbiturico  (TBA-
thiobarbituric acid); e

ii. Métodos baseados na capacidade para eliminar radicais:
paré@metro antioxidante de eliminacdo total de radicais (TRAP-
total radical-trapping antioxidante parameter); capacidade de
absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC- oxygen radical
absorbance capacity);poder antioxidante pela reducdo do ido
ferro; dcido 2,2°-azino-bis-3-efilbenzotiazolina-6-sulfénico  (ABTS);
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); espectroscopia RMN

(Ressondncia Magnética Nuclear).

A aplicacdo de diferentes técnicas na determinacdo da atividade

antfioxidante de um exirato pode levar a resultados dispersos,
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dependendo da complexidade do extrato que é muita vez constituido
por uma mistura de compostos com diferentes grupos funcionais,
polaridade e comportamento quimico. E entdo importante num estudo
deste fipo aplicar vdrios métodos de forma a obter resultados mais
abrangentes (Tepe e Sokmen, 2007).

No entanto, os métodos mais comuns, para a determinacdo da
afividade in vitro de compostos de origem natural, sGo os que envolvem
as reacoes com radicais e, dentro destes, os mais usualmente utilizados
sd0 0s que envolvem as reacdes com os radicais ABTS (dcido 2,2"-azino-
bis-3-efilbenzolina-6-sulfonico) e DPPH (radical 2,2 -difenil-1-picrilhidrazil).
Estes métodos sdo muitos populares devido a sua simplicidade e rapidez

de reacdo.

2.7.3.1Método de descoloragdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH)

O método de DPPH € um método simples utilizado para medir a
capacidade de antioxidantes de eliminar radicais livres (Torres de
Pinedo, et al., 2007). O método original de DPPH foi proposto por Blois
em 1958 (Bois, 1958; Brand-Williams, et al., 1995;) mas o método mais
utilizado atualmente foi desenvolvido por Brand-Williams ef al., em 1995.

O DPPH é um radical livre, estdvel a temperatura ambiente,
devido O deslocalizacdo de um par de eletrdes em todo a molécula.
Este par de eletroes é responsdvel pelo facto de as moléculas de DPPH
ndo dimerizarem, como acontece com a maioria dos radicais livres.
Apresenta uma solucdo de cor violeta em metanol ou etanol. Um dos
seus maximos de absorcdo encontra-se por volta dos 515nm (Molyneux,
2004)

Este método baseia-se na fransferéncia de um eletrdo ou radical
de hidrogénio entre a espécie antioxidante e o radical livre DPPH*™. A
reducdo do radical provoca entdo a diminuicdo da absorvancia da
solucdo, a qual poder ser seguida por um espectrofotdmetro.
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Quando uma solucdo de DPPH & misturada com uma substéncia
com capacidade de doar hidrogénios, a molécula de DPPH passa a
forma reduzida e perde a cor violeta caracteristica, passando a exibir
uma cor amarela pdlida devido a presenca do grupo picril. (Molyneux,
2004) (figura 10 ).

Q /2 Cah <\—/} Of’“;
— R
NN‘Q*NOJ + R - - N f\ll \ / NO?_
Q /; ON Q /5 O,N

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 10 - Estabilizagao do radical livre DPPH (Fonte: cnpat.embrapa.br)

Existem inuUmeras referéncias na bibliografia (Bois, 1958; Brand-
Williams, et al., 1995; Molyneux, 2004; Torres de Pinedo, et al., 2007) sobre
a utilizacdo do método de DPPH para a determinacdo da atividade
anfioxidante de substancias nas mais diversas matrizes.

A determinacdo da atividade anfioxidante individual de todos os
componentes de uma amostra € possivel, mas € demorada e
dispendiosa. Além disso, pode existir sinergismo entre os antioxidantes e
a medida da atividade individual pode ndo refletir a sua acdo. E por
esta razGo que muitas vezes se determina a atividade antioxidante total
da amostra, que pode ser quantificada em funcdo de uma substancia
antfioxidante padrdo (Arnao, et al., 1996) como o dcido ascorbico ou o
trolox.

A simplicidade, rapidez e sensibilidade deste método permite a
andlise de vdarias amostras num pequeno espaco de tempo, e a
detecdo de substdncias capazes de eliminar radicais mesmo quando

presentes em pequenas concentracoes. (Correia, et al., 2005).
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2.7.3.2 Método de descoloragdo do radical 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzolina-é-sulfénico (ABTS)

O método de DPPH é talvez o mais comum para a andlise da
afividade antioxidante de produtos naturais. Contudo, devido a alguns
problemas da sua aplicagcdo, utiliza-se também um método alternativo
baseado na eliminagcdo do catido radical ABTS*™* (acido radical 2,2°-
azino-bis-3-efiloenzolina-6-sulfénico), um centro radical de azoto
moderadamente estavel. Este método supera algumas das limitacoes
do método DPPH, tais como solubilidade e problemas de interferéncia
espectrais. E também um método mais versdtil pois permite analisar
amostras polares e ndo-polares e a interferéncia espectral € minimizada
guando o mdximo de absorcdo utilizado é de 760nm, um comprimento-
de-onda pouco encontrado em produtos naturais. Para além disso, com
ajuda deste método € possivel monitorizar a atividade da amostra ao
longo de um determinado periodo tempo. Desta forma amostras com
diferentes taxas de atividade antfioxidantes podem ser distinguidas.
(Dastmalchi, et al., 2008).

A formacdo do catido radical ABTS** é a base deste método
espectrofotométrico que ¢é utilizado para medir a atfividade antioxidante
total de subst@ncias puras, misturas aquosas ou bebidas. (Re, et al.,
1999)

O ABTS é substrato da peroxidase e, quando € oxidado na
presenca de peroxido de hidrogénio, gera um catido radical
metastdvel com um espectro de absorcdo caracteristico e um dos
maximos de absorcdo a 414nm. E utilizado devido &s suas propriedades
fisico-quimicas: elevada estabilidade quimica, elevada solubilidade em
dgua e espectro de absorcdo no ultravioleta-visivel. (Arnao, et al., 1996)
Para além do mdaximo de absorcdo a 414nm possui também outras
bandas de absorcdo secundarias a 645, 734 e 815nm.

O método original de ABTS descrito por Rice-Evans e Miller (Miller e

Rice 1994) é baseado na formacdo do radical ferril mioglobina com o
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perdxido de hidrogénio que através da reagcdo com o ABTS, produz um
cafido radical ABTS**. A acumulacdo de ABTS*™ pode ser inibida pela
presenca de uma substéncia antioxidante no meio, numa extensdo e
num periodo de tempo dependente da afividade antfioxidante da
substdncia. A capacidade relativa da subst@ncia antioxidante para
doar hidrogénios ao cafiGo  ABTS** pode ser medida
espectrofotometricamente a 734nm, comprimento de onda no qual sdo
minimizadas as interferéncias de outros componentes absorventes e a
turbidez da amostra. No entanto, este método original foi muito
criticado porque, no caso de antioxidantes com reacdes rdpidas,
poderia ocorrer fambém a reducdo do préprio radical ferril mioglobina
presente em solucdo. Assim, para contornar este problema, Re et al (Re
et al., 1999) desenvolveram um método em que o catfido ABTS ** é
gerado previomente, antes da reacdo com as substancias
potencialmente antioxidantes. Neste método, o catido radical ABTS *+,
de cor azul esverdeada € produzido através da reacdo entre o ABTS e o
persulfato de potdssio (figura 11), depois de mantida a solucdo no
escuro de 12 a 16 horas. Através da comparacdo dos dois métodos, os
autfores concluiram que os resultados eram semelhantes, o que provava
que a acdo das substancias antfioxidantes eram exercidas diretamente
sobre o radical ABTS*, e ndo atfravés da inibicdo da sua formacdo por
reducdo da ferril mioglobina ou por reacdo com o perdxido de
hidrogénio, presentes em solucdo no primeiro método. (Teixeira,D.M.
(2006))

O método ABTS tem sido amplamente utilizado para determinar a
atividade antioxidante de substéncias puras, fluidos corporais € material

vegetal ( Antolovich et al.,2002; Miller e Rice-Evans 1995).

Pagina | 53



8.~ 803'. — S SO0y
50, . 'N=< U +antioxidante 50,- . ,N:< U
Z N on! /
! 2'ls

N C.H
1 2's
CH. K250, C.H,
cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 11- Estabilizagdo do radical ABTS* por um antioxidante e sua formagdo pelo
persulfato de potdssio (Fonte: cnpat.embrapa.br)

2.7.4.Actividade antioxidante e stress oxidativo

O fornecimento, através da dieta, de compostos com propriedades
antioxidantes & essencial para a manutencdo do equilibrio redox
celular, devido a formacdo contfinua de oxidantes durante os processos
metabdlicos. Durante o metabolismo aerdbio podem formar-se diversas
espéecies reativas de oxigénio (ROS), algumas das quais sdo radicais
resultantes de vdarias reacdes de oxidacdo-reducdo (Borguini, 2006).
Quando existe um desequilibrio entre a formacdo de espécies oxidantes
e os sistemas de defesa antioxidante a favor das primeiras, existe stresse
oxidativo, e as moléculas bioldgicas como as proteinas, os lipidos e o
DNA sdo negativamente afetadas, originando lesdes celulares (Halliwell,
1999). A condicdo de stresse oxidativo conftribui fortemente para o
envelhecimento celular, acelerando o desenvolvimento de vdrias
patologias, tais como doencas cardiovasculares, cancro, doencas
neuro-degenerativas, diabetes e declinio do sistema imunitdrio (Roussel,
2002). No entanto, numerosos fatores de origem exdgena também
afetam os mecanismos de protecdo antioxidante, levando ao stresse
oxidativo. SGo exemplo as drogas, a poluicdo, a subnutricdo, os erros

alimentares, o dlcool, o fumo e as radiacdes (Figura 12).
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Figura 12 - Situagdo de siress oxidativo ( adaptado de Roussel, 2002)

Existem vdrias definicdes para o termo antfioxidante mas, a mais
utilizada e que abrange todos os substratos oxiddveis como lipidos,
proteinas, DNA e glucidos, € a sugerida por Halliwell (1999). Segundo
este autor, um antioxidante pode ser definido como uma substancia
que diminui ou previne significativamente a oxidacdo de outra
substancia, sempre que presente em menor concentracdo que o
substrato oxiddavel. Outra definicdo € a de antioxidante usado na
preservacdo dos alimentos: uma subst@ncia, que em pequena
quantidade, é capaz de prevenir ou retardar grandemente a
oxidacdo de materiais facilmente oxiddveis, como as gorduras (Becker
et al., 2004). De acordo com a Food and Drug Administration (FDA),
antioxidantes s@o substancias usadas para preservar os alimentos, por
retardarem a deterioracdo por rancidez ou descoloracdo associada a
processos oxidativos.

Existem vdrios mecanismos de acdo anfioxidante. Nos organismos
aerdbios, a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio pode ser

efetuada através de mdltiplas linhas de defesa antioxidante que
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existemm nos espacos infra e extracelulares. Estas defesas incluem
enzimas, proteinas exfracelulares e pequenas moléculas como a
vitamina E, o B-caroteno, o ubiquinol, o dcido ascoérbico (vitamina C),
que podem ser veiculadas pela alimentacdo.

O vinho constitui uma importante fonte de produtos naturais bioativos e
0 seu papel potencial na prevencdo de doencas associadas Ao stress
oxidativo tem sido atribuido ao seu contelUdo em compostos fendlicos,
principalmente flavondides e dcidos fendlicos (Paixdo et al., 2007;
Cataneo ef al., 2008; Gollucke et al., 2009; Maier et al., 2009). Na
condicdo de stress oxidativo serd Util reforcar as defesas antioxidantes
enddgenos com antioxidantes provenientes de fonte exdgena, através
de uma dieta sauddvel, composta por alimentos e bebidas ricas nestes

compostos (Figural3).
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Figura 13 - Situagdo de equilibrio (adaptado de Roussel, 2002)
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Material e Métodos
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3. Material e métodos

3.1.Amostras das madeiras

As quatro espécies de madeira estudadas neste ensaio foram
fornecidas pela tanoaria J.M. Gongalves, Lda. As amostras de cerejeira
(Cer) (Prunus cerasus) e de acdcia (A)(origem boténica desconhecida)
sdo provenientes da regido centro da Franca, ao passo que, as
madeiras de castanheiro (Cast) (Castanea sativa) e carvalho (Car)
(Quercus robur) sdo de origem nacional, sendo a primeira proveniente
da zona de Carrazeda de Ansides, e a segunda da regido das Beiras.
Cada uma destas espécies foi submetida a um processo de secagem
natural, embora com tempos distintos: cerejeira e acdcia - 25 meses,
castanheiro - 22 meses, carvalho portugués - 32 meses. A tosta foi
idénfica para as quatro madeiras e teve a duracdo de 2 horas, com as
seguintes temperaturas: sem tosta (ST) = ndo sujeita a temperatura, tosta
ligeira (TL) = 160°C, tosta média (TM) = 200°C, tosta forte (TF) = 240°C.

Todas a amostras foram fornecidas na forma de aparas e dominds.

3.2.Solucoes hidroalcodlicas

O ensaio com solucdes hidroalcodlicas teve inicio no dia 19 de
Dezembro de 2012. Para tal, preparou-se uma solucdo hidroalcodlica
com 12 % etanol e pH = 3.2 (&cido tartdrico) que serviu como meio de
extracdo, simulando uma amostra de vinho. Foram colocados 12
gramas de aparas em 200 mL (60 g/L) dessa solucdo durante um
periodo de 35 dias, d temperatura ambiente e na auséncia de luz. Para
o efeito utilizaram-se frascos de 250 mL de volume, os quais foram
agitados regularmente de forma a maximizar a extracdo de compostos
a partir da madeira. Apds esse periodo de tempo, as solugcdes foram
filtradas, de forma a cessar o processo de extracdo, sendo

armazenadas sob as mesmas condicoes descritas anteriormente. Todas
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as extracdes foram repetidas duas vezes, o que faz um total de 32

amostras (4 madeiras * 4 niveis de tosta * 2 repeticoes).

3.3.Vinhos

3.3.1. Ensaio com aparas

O ensaio com a adicdo de aparas de madeira em vinhos tintos teve
inicio no dia 3 de Janeiro de 2013. Optou-se pela aplicagcdo ao vinho de
5 gramas de aparas por litro. Utilizaram-se frascos de vidro de 500 mL nos
quais se colocaram 2,50 gramas de aparas. Neste primeiro dia, todos os
frascos foram rotulados e todas as madeiras foram pesadas e
colocadas no interior dos referidos recipientes. No dia seguinte
(04/01/2013), encheram-se os diversos frascos com vinho tinto
proveniente do lote n° 3 da Herdade da Mitra. Os frascos ficaram
guardados na adega experimental da Herdade da Mitra, num local
fresco e ao abrigo da luz. O ensaio foi realizado em duplicado e com
uma testemunha a qual ndo se adicionaram aparas. O vinho designado
lote n° 3 da Herdade da Mitra € um vinho tinto das castas Touriga
Nacional, Casteldo e Trincadeira, da colheita de 2012, com teor
alcodlico de 14° (%v/v), pH de 3,77 e acidez total de 5,72 g/dm3

expresso em dAcido tartarico.

3.3.2 Ensaio com dominos

Realizou-se um ensaio semelhante ao anteriormente descrito mas com
dominds em que o peso dos dominds oscilava entre as 27,50gramas e as
43gramas por frasco de vinho(500ml). O vinho utilizado para este ensaio
foi o lote final para engarrafamento da Herdade da Mitra, proveniente
das castas Aragonés, Cabernet Sauvignon, Merlot e Syrah, da colheita
de 2012, com teor alcodlico de 13,9 (%v/v), pH de 3,7 e acidez total de

6,25 g/dm3 expresso em dcido tartdrico. Neste ensaio apenas foram
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determinados os par@metros polifendis totais e capacidade

anfioxidante pelo método do ABTS.

3.4. Andlises

3.4.1. Andlises espectrofotométricas

Todas as andlises espectrofotométricas foram realizadas num
espectrofotébmetro Hanch Lange DR 5000.

A determinacdo dos espectros de absorvancia das solucdes
hidroalcodlicas foi efectuada entre 250 e 450nm, ufilizando uma célula
de quartzo com percurso ético de Tcm.

O teor de polifendis totais das solucdes hidroalcodlicas e do vinho foi

determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965)
aplicado a vinhos.

As antocianinas totais, as antocianinas livres, os flavondides totais e os

flavondides ndo antocidnicos foram determinados segundo Di Stefano

et al., (1989).As antocianinas totais foram calculadas a partir do mdximo
de absorvancia no visivel de uma solucdo de vinho com etanol

cloridrico. As _antocianinas livres, previamente separadas por um Sep-

Pak C18, foram diluidas em etanol cloridrico, registando-se a sua
absorv@ncia mdxima no visivel.

Os flavonodides totais e flavondides ndo antocidnicos foram calculados a

partir de um varrimento entre 230 nm e 600 nm, com intervalos de 5 nm,
frente a um branco com etanol cloridrico.

Para a defterminacdo da intensidade e tonalidade da cor dos vinhos

realizou-se um varrimento no espectro visivel (380 a 750nm) em cuvetes
de 1 mm de percurso o6tico. A intfensidade da cor vem definida pela
soma das absorv@ncias a 420, 520 e 620nm (Glories, 1984) e a
tonalidade pelo quociente do valor das absorvancias a 420 e 520 nm
(Sudraud, 1958).
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A avaliocdo da capacidade antioxidante in vitro das solucdoes
hidroalcodlicas e dos vinhos foi realizada através da avaliacdo da
captura dos radicais livres DPPH e ABTS de acordo com Brand-Williams
et al., (1995) e Re et al., (1999). respetivamente com pequenas

alteracoes.

v Método DPPH

Resumidamente, 100 uL de diferentes concentracdes da amostra foram
adicionados a 2 mL de solugcdo metandlica DPPH (25 mg/L). De seguida
esperou-se 30 minutos ao ao abrigo da luz (dd-se a mudanca de cor,
figura 14).A leitura de absorvéncia de 515nm foi medida em diferentes
intfervalos de tempo até que a reacdo atingiu um plateau. Como
branco foi utilizado o metanol. Todas as medicdes foram realizadas em

duplicado.

Figura 14 - Atividade antioxidante do radical DPPH com as amostras
Foi necessdrio efetuar curvas de calibracdo, em que se utilizou como
padrdo o Trolox (Acido  é-Hidroxi-2,5,7 8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), de elevado poder antfioxidante, com concentracdes
compreendidas entre os 10,9 mM e 38,9 mM (figura 15).
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Figura 15- Representacdo da curva de calibragao de Trolox

v Método ABTS

Resumidamente, 100 uL de diferentes concentracdes da amostra foram
adicionados a 2 mL de solu¢cdo ABTS* (nesta solucdo existe 1:1 de uma
solucdo de persulfato de 2,45mM com a solucdo de ABTS de 7mM de
concentfracdo. De seguida, esperou-se 15 minutos ao escuro (dd-se a
mudanca de cor, figura 16). A leitura de absorvancia a 734nm foi
medida em diferentes intervalos de tempo até que a reacdo atingiu um
plateau.O metanol foi utilizado como branco. Todas as medicdes foram

realizadas em duplicado.

Em ambos os métodos ABTS e DPPH, o radical foi preparado
diariamente e guardado ao abrigo da luz. A absorv@ncia foi registada
de modo a verificar a estabilidade do radical em todo o tempo de

andlise.
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Figura 16 - Atividade antioxidante do radical ABTS* com as amostras

Foi necessdrio efetuar curvas de calibracdo, em que se utilizou como
padrdo o Trolox (dcido  é6-Hidroxi-2,5,7 ,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), de elevado poder antioxidante, com concentfracoes

compreendidas entre 0s 16,4 mM e 64,4 mM (figura 17).
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Figura 17 - Representagdo da curva de calibragdo de trolox com o radical ABTS*
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3.5. Andlise estatistica

Os dados obfidos foram submetfidos a uma andlise de vari@ncia
(ANOVA), considerando apenas como factor de variacdo o nivel de
tosta. O teste de comparacdo de médias ufilizado foi o Tukey Multiple-
Comparison Test, para um nivel de confianca de 95%. A andlise foi

efectuada com o programa SPSS statistics versdo 21.
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4. Apresentag¢ado e discussao de resultados

4.1. Andlises espectrofotométricas das solugoes hidroalcodlicas

4.1.1.Espectros de absorvancia das solugoes

A figura 18 mostra os espectros de absorvancia obtidos a partir das
solucdes hidroalcodlicas das quatro madeiras estudadas, sujeitas aos
diferentes niveis de tosta.

Pode observarse que nas madeiras de acdcia, carvalho, e
castanheiro a tendéncia da absorvéncia ndo varia em funcdo do nivel
de ftfosta. O mesmo ndo se verifica na madeira de cerejeirq,
observando-se um comportamento diferente na tosta forte em relacdo
aos diferentes niveis de tosta, apresentando uma diminuicdo por volta

dos 280 nm e um pico entre os 300nm e os 400nm.

2,500
2,000
-
21,500
E 1,000
ﬂ -
0,500
0,000 j
250 300 350 400 450 250 300 3 400 450
Comprimento de onda (nm) Comprlmontosgc onda (nm)
A —Acacia B — Cerejeira
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

C — Carvalho D — Castanheiro

Figura 18- Espectros de absorvdncia (250-450nm) dos extratos hidroalcéolicos dos
quatro tipos de madeira sujeitos aos diferentes niveis de tosta
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As figuras mostram ainda um evidente mdximo de absorcdo aos 280nm
nas madeiras de cerejeira e acdcia, por sua vez, nas madeiras de
castanheiro e carvalho € possivel observar um ligeiro aumento da

absorvancia por volta dos 300nm.

As madeiras de carvalho e castanheiro apresentam as absorvancias
mais elevadas, seguindo-se da acdcia e por Ultimo a cerejeira, sem
cedeu ao extrato

divida a madeira que menos compostos

hidroalcodlico.

4.1.2.Polifenois Totais das solugoes analisadas

Na tabela 1 apresentam-se os valores para os polifendis totais das
solucoes hidroalcodlicas, onde se pode verificar que a madeira de
cerejeira e logo depois a de acdcia sdo as que menos compostos
fendlicos cedem & solucdo hidroalcodlica. Também se pode observar
gue a medida que o grau de tosta aumenta, os feores em compostos
fendlicos cedidos tém tendéncia a diminuir, com excecdo para o
extrato obtido com madeira de carvalho, no qual se observa um
aumento de concenfracdo quando se passa da amostra de madeira
ndo tostada para a tosta ligeira, seguindo-se um progressivo
decréscimo, sendo a madeira com tosta forte aquela que apresenta os

teores mais reduzidos.

Tabela 1 - Polifendis totais das solugoes hidroalcodlicas (mg (+) catequina /L)

Sem Tosta Tosta Ligeira Tosta Média Tosta Forte
Acacia 811.28+17.36 |827.13+72.99> |762.79+15.380 |646.22437.10¢
Cerejeira 209 40+9.87> |228.46+5.600  |207.02+22.89> |175.31+6.81a
Castanheiro | 2044.56+28.97¢|1921.88+137.20¢ | 1644.00+45.110{1371.71+71.19a
Carvalho  |1420.69+41.81¢|1919.09+24.650 | 1428.59+39.360 | 969.80+89.26¢

Legenda: letras diferentes na linha significam diferencas significativas entre os

diferentes graus de tosta, com p<0,05.
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Em termos quantitativos, os extratos das madeiras de castanheiro e
carvalho apresentam os teores de polifendis mais elevados, o©s
extractos com a madeira de cerejeira apresenta os teores mais baixos,
enquanto os exitratos da madeira de acdcia apresentam valores
infermédios enfres as restantes madeiras usadas no estudo. Estas
diferencas quantitativas existentes enfre os diferentes exiractos
justificam as diferencas encontradas nos espectros de absorvancia das

solucoes hidroalcodlicas.

4.2. Andlises espectrofotométricas do vinho tinto

4.2.1.Polifendis Totais dos vinhos com aparas

A figura 19 (Anexo-tabelal) mostra os teores de polifendis totais no vinho
com as diferentes aparas em estudo. Verificaram-se algumas diferencas
entre os diferentes niveis de tosta aplicados ds madeiras, assim como

em relacdo a testemunha.

Castanheiro ccicle
MCaCID
VERlcoccoootl 3 Cerejaira Carvalho
2500 ~
2000 -
=
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c
g_ 1500 -
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+ 1000 -
&
£
500
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T ST TL TM TF STTLTMTF ST TLTM TF STTLTMTF

Figura 19 - Polifendis totais em vinhos com aparas de diferentes espécies botdnicas
Pode verificar-se que a madeira de castanheiro e logo depois a de
acdcia sdo as que mais compostos fendlicos cederam ao vinho.
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Também se pode observar que a medida que o grau de tosta aumenta,
os teores em compostos fendlicos cedidos tém tendéncia a diminuir,
com excecdo para o vinho com madeira de acdcia e de cerejeira, no
qual se observa um aumento de concenfracdo quando se passa da
amostra ndo tostada para a tosta ligeira, seguindo-se um progressivo
decréscimo, sendo a madeira com tosta forte aquela que apresenta os
teores mais reduzidos, no caso da acdcia.

No caso da cerejeira, observa-se um aumento da concentracdo em
polifendis totais quando se passa da amostra ndo tostada até a tosta
meédia, seguindo-se um decréscimo na tosta forte.

Apenas a madeira de castanheiro parece enriqguecer o vinho em
compostos fendlicos, visto a testemunha apresentar valores mais
elevados quando comparada aos vinhos com as restantes madeiras em

estudo.

4.2.2.Polifendis Totais dos vinhos com dominos

A figura 20 (Anexo — tabela 5) mostra os teores de polifendis totais no
vinho com os diferentes dominds em estudo. Verificaram-se algumas
diferencas entre os diferentes niveis de tosta aplicados as madeiras,

assim como em relacdo a testemunha.
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Figura 20 - Polifendis totais em vinhos com dominés de diferentes espécies botanicas

Pode verificar-se que a madeira de cerejeira e logo depois a de
castanheiro sdo as que mais compostos fendlicos cederam ao vinho.
Também se pode observar que, os teores em compostos fendlicos
cedidos ndo sdo influenciados pelo grau de tosta das espécies

botdnicas em estudo.

4.2.3.Pigmentos antocianicos

O grdfico da figura 21 (Anexos- tabela 1), mostra tanto as antocianas
totais como as antocianas livres, dos vinhos aos quais foram
adicionadas as aparas de madeira e do vinho testemunha. O grdfico
mostra que as antocianas totais ndo variom muito de madeira para
madeira, e apresentam valores semelhantes a testemunha.

Em relacdo as antocianas livres, os vinhos com aparas de acdcia e

carvalho tem um comportamento semelhante e ndo diferem muito em
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relacdo ao grau de tosta. Nos vinhos com aparas de castanheiro, o teor
de antocianas livres diminui com o aumento do grau da tosta,
aumentando o teor na tosta forte, e em relacdo aos vinhos com aparas
de cerejeira existe um aumento das antocianas livres na tosta ligeira,
decrescendo na tosta média e apresentando o teor mais alto na tosta

forte.

Acacia Cerejeira Carvalho

700,00 Castanheiro

600,00

500,00

400,00

300,00

mg malvidina / L

200,00

100,00

0,00

AT

AL

Figura 21 - Antocianas totais (AT) e livres (AL) em vinho com aparas de diferentes
espécies botanicas

O teor em antocianas livres mostrou comportamento diferente entre
espéecies botdnicas e niveis de fosta. De modo geral, nos vinhos com
adicdo de madeiras de acdcia e carvalho observou-se um decréscimo
do teor de antocianas livres com o aumento do grau de tosta. O
castanheiro também mostrou comportamento semelhante, excepto na
tosta forte, na qual se verificou um aumento do teor em antocianas
livres. Em relacdo aos vinhos com adicdo de madeiras de cerejeira ndo

é possivel definir um comportamento relativamente a este parémetro.
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4.2.4 Flavonodides Totais

A figura 22 (Anexo-tabelal) representa os valores dos flavonoides totais.
Apods a sua observacdo pode verificar-se que a acdcia € a madeira
cujos vinhos apresentam maiores teores e de seguida os vinhos com
cerejeira, Ao passo que o0s vinhos com castanheiro e o carvalho

apresentam valores muito proximos entre si.

30:00,00

Acacia

Castanheiro Cerejeira

2500,00 Carvalho

2000,00 -

1500,00 4

mg(+) catequina/L

10:00,00 -

500,00 -

0,00 -

T ST TL TM TF 5T TL TM TF ST TL TM TF ST TL TM TF

Figura 22 - Flavénoides totais em vinhos com aparas de diferentes espécies botanicas

4.2.5.Flavondides ndo antocidnicos

A figura 23 (Anexo-tabelal) mostra os valores dos flavondides ndo
antocidnicos, e apods a sua observacdo verificamos que a acdcia é a
madeira cujo vinho apresenta maior teor de flavondides totais ndo
antocidnicos e de seguida o vinho com cerejeira, ao passo que o vinho

com castanheiro e com carvalho apresentam valores muito préximos
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entfre si. O comportamento dos flavondides ndo antocidnicos € muito

semelhante ao comportamento apresentando pelos flavondides totais.

2500,00 -

Acdacia

Carvalho

Cerejeira

2000,00

1500,00

1000,00

mg (+) catequina /L

500,00

0,00
T 5T TLTM TF 5T TL TM TF 5T TL TM TF 5T TL TM TF

Figura 23 - Flavonoides totais ndo antocianicos em vinho com aparas de diferentes
espécies botanicas

Os valores encontrados nestes vinhos para os polifendis totais
variam entre 2010,47 e 2407,25 mg/L. O teor em flavondides totais varia
entre 2066,54 e 2563,56 mg/L e os flavondides ndo antocidnicos variam
entre 1501,04 e 2002,06 mg/L. As antocianinas totais apresentaram
teores varidveis entre 583,07 e 638,93 mg/L e as antocianinas livres entre
316,54 e 376,39 mg/L. Utlizando a mesma metodologia e para vinhos
italianos monovarietais encontramos referenciados valores da mesma
ordem de grandeza (Di Stefano e Cravero, 1990). Ainda com vinhos
italianos Moretti (1992) apresenta resultados semelhantes aos obtidos
neste estudo. Fazendo o estudo ao longo do tempo de
engarrafamento, o mesmo autor refere que os valores encontrados
para todos estes par@metros vao diminuindo ao longo do tempo.
Valdés et al., (1994) no estudo dos afributos cromdaticos de vinhos tintos
elaborados na presenca de enzimas pectoliticas referem teores de
polifendis totais, antocianinas e flavondides da mesma ordem de

grandeza dos valores aqui apresentados.
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4.2.6.Caracteristicas da cor nos vinhos

No grdfico 24 (Anexo-tabela 2) verifica-se que quer em relacdo d
tonalidade quer em relacdo d intensidade da cor ndo existem
quaisquer diferencas em relacdo G espécie botdnica e ao grau de

fosta.

12 Castanheiro

Acacia Cerejeira Carvalho

10

M Intensidade

Tonalidade

T ST TM ST TM ST TM ST TM

Figura 24 - Caracteristicas da cor (intensidade e tonalidade) dos vinhos com aparas
de diferentes espécies botdnicas

A tonalidade ¢é indicativa da idade do vinho pois ao longo do tempo, as
anfocianinas responsdaveis pela cor vermelha reagem com outros
compostos, diminuindo a quantidade de antocianinas livres (Pérez-
Margarino, S. & M.L. Gonzdlez-San José, 2006), fazendo com que
ocorram desvio da absorv@ncia do vinho do comprimento de onda
caracteristico do vermelho para o caracteristico do amarelo. De um
modo geral, vinhos apresentando uma tonalidade igual ou inferior a 0,6
sdo considerados vinhos novos com um tempo de maturacdo
relativamente curto (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). Todas as amostras
analisadas apresentam uma tonalidade por volta dos 0,6, sé a acdcia
apresenta valores por volta dos 0,7 o que pode estar relacionado com

os teores mais elevados em flavondides encontrados para estes vinhos.
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A infensidade da cor dos vinhos permite a monitorizacdo dos compostos
com absorv@ncias nos comprimentos de onda correspondentes ao
amarelo, vermelho e azul. Desta forma, quanto mais elevada for a
intensidade de um vinho, maior a quantidade de compostos que
absorvem a estes comprimentos de onda, nomeadamente alguns
compostos fendlicos. De maneira idéntica a utilizacdo da tonalidade, a
infensidade é muitas vezes um par@metro de monitorizacdo da
evolucdo de um vinho ( Tsanova-Savova, S. et al., 2002; Pérez-Margarino
&M.L. Gonzdlez-San Jose, 2006; Péerez-Lamela, C. et al., 2007; Salaha. M.-
l., et al., 2008; Burin. V.M., et al., 2010; Caillé. S., et al., 2010; Escudero-
Gilete.M.L., et al., 2010; Gonzdlez-del-Pozo et al., 2010; Chira. K., et al.,
2011).

4.2.7. Cielab

Em todos os vinhos tintos se verifica que o valor de a* € muito
superior ao valor de b*, o que significa que os vinhos apresentam uma
cor vermelha viva. Os valores de b* sdo sempre positivos, a indicar que
a componente amarela é superior & componente azul da cor destes
vinhos, o que € um resultado normal atendendo a que se trata de

vinhos jovens.

Como se observa na tabela 2, o L apresenta valores
tendencialmente menores com o aumento do grau de tosta, ao
contrdario dos par@metros a* e b*. Estes valores permitem-nos verificar
que a aplicacdo das madeiras em estudo aos vinhos afectou a cor dos

mesmaos.
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Tabela 2 - Cielab dos vinhos tintos com as diferentes espécies botanicas e

diferentes graus de tosta

L
Testemunha 76,78+ 1.21

Sem Tosta Tosta Ligeira Tosta Média |Tosta Forte
Acdcia 78.96+1.48 77.39+0.10 76.42+0.22 76.26+0.55
Cerejeira 77.910.15 77 .90+0.24 77 .25+2.32 77.24+0.01
Castanheiro| 77 1510.10 76.57+0.48 76.12¢1.03 | 75.37£1.40
Carvalho 78.87+0.80 77.82+0.24 77.54t0.14 | 77.51%0.24

A

Testemunha 13.74+0.64

Sem Tosta Tosta Ligeira Tosta Média |Tosta Forte
Acdcia 12.30£1.01 13.41+0.02 14.28+0.22 14.67+0.33
Cerejeira 12.47+0.00 12.69+0.04 13.32+9.25 13.39+0.01
Castanheiro| 13 07+0.20 13.80+0.15 14.15+0.47 14.46+0.70
Carvalho 11.96+0.68 12.85+0.17 13.1240.11 13.1240.20

B

Testemunha 16.49+1.22

Sem Tosta Tosta Ligeira Tosta Média |Tosta Forte
Acdcia 14.88+0.99 15.82+0.11 16.25+0.15 16.17+0.45
Cerejeira 15.37+0.02 14.68%0.15 14.67+8.76 15.39+0.02
Castanheiro| 15 72+0.1¢ 15.70+0.03 16.43+0.77 17.11+1.15
Carvalho 14.57+0.55 15.21+0.22 15.43+0.09 15.53+0.14
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4.3.Capacidade Antioxidante das Amostras

4.3.1.Método DPPH

O método do DPPH* (2,2,di-fenil-1-picrilhidrazil) tem sido o mais utilizado
pela comunidade cienfifica para a determinacdo da atividade
antioxidante dos vinhos e aguardentes (Da Porto et al., 2000), por se
tratar de um método de facil controlo, simples e rdpido e o DPPH* ser
um dos poucos radicais orgdnicos estdveis disponiveis no comércio
(Niederlander et al., 2009; Scherer et al., 2009).

A coloracdo da solucdo de DPPH em contacto com as amostras
(extracto a analisar) em testes passa da coloracdo roxa intensa para

amarela.

Podem ocorrer frés tipos de comportamento cinético entre
compostos com atividade antioxidante: substncias que reagem
rapidamente com o DPPH, atingindo-se o final da reacdo em menos de
um minuto (cinética rapida); substéncias que finalizam a reacdo em até
30 minutos (cinética intermedidria) e subst@ncias de cinética lenta que
demoram mais de uma hora para completar a reacdo (cinética lenta)
(Brand-Williams, Cuvelier, Berset, 1995). Por isso, existem amostras com
menor ou maior necessidade de se diluir conforme existe maior ou
menor actividade antioxidante. Quanto maior a actividade
antioxidante de uma amostra mais lenta € a reaccdo cinética.

Para que as nossas amostras se localizassem numa cinética
intermediaria procedemos a diluicdes das amostras de forma a que em
30 min tivéssemos a certeza que a reaccdo j& tinha terminado. As
nossas diluicdes tanto nos vinhos como nas solugdes hidroalcodlicas

foram de 25% em aparas e 50% nos dominds.
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Na figura 25 representa-se o espectro do radical DPPH que

apresenta dois maximos de absorvancia a 320 nm e a 517 nm, e possui

uma coloracdo violenta intensa.
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Figura 25 - Espectro de absorvancia do radical DPPH

Na figura 26 apresenta-se o espectro do DPPH em contacto com uma

solucdo hidroalcodlica. O estado de equiliorio da reacdo entre o

radical DPPH e a solugcdo hidroalcodlica em andlise foi alcancado em

20 min.
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Figura 26 - Reagdo cinética de uma solugdo hidroalcodlica com o radical DPPH
Na figura 27 apresenta-se o espectro do DPPH em contacto com o
vinho sem qualquer tipo de amostra de madeiras. O estado de equilibrio
da reacdo entre o radical DPPH e a solu¢cdo hidroalcodlica em andlise

foi alcancado em 15 min.

0,7
0,6
0,5
0,4
0.3

Absorvancia

0,2

0,1

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 27 - Reagdo cinética de vinho tinto com o radical DPPH
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v Atividade antioxidante determinada através do método DPPH

Na figura 28 apresentam-se os valores meédios da atividade antioxidante
das solucdes hidroalcodlica por madeira e o seu grau de tosta. Nas
solucoes hidroalcodlica analisadas, a atividade antioxidante apresenta
valores compreendidos entre 1,42mM de Trolox até valores 17,1mM de
trolox (Anexo- tabela 3).Pela andlise dos resultados obtidos € possivel
observar que as solucdes hidroalcodlicas com maior atividade
antioxidante sdo provenientes da madeira castanheiro enquanto a que
apresenta menor atividade antioxidante € a cerejeira: o castanheiro
apresenta valores de 17,1 a 14,5 mM de Trolox, a acdcia apresenta
valores 12,3 a 8,8 mM de Trolox, a cerejeira de 1,6 a 1,2 mM de Trolox, o

carvalho 14,8 a 92,2 mM de Trolox.

18 - Castanheiro

16 Carvalho

Acacia

[TROLOX] {mM)

Cerejeira

ST TL T™M TF ST TL T™M TF ST TL T™M TF ST TL T™M TF

Figura 28 - Capacidade antioxidante das solugdes hidroalcodlicas com aparas de
espécies botdnicas (radical DPPH)
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A figura 29 mostra os valores medios da afividade antioxidante dos
vinhos analisados com diferentes aparas em estudo. Nos vinhos com
aparas de madeira analisados, a atividade antioxidante apresenta
valores compreendidos entre 12,8 mM de Trolox até valores 15,5 mM de
trolox (Anexo- tabela 4). Pela andlise dos resultados obtidos € possivel
observar que os vinhos com maior atividade antioxidante sGo os que
tiveram em contacto com as aparas de madeira de castanheiro e de
acdcia enqguanto o vinho testemunha € o que apresenta menor

atividade antioxidante.

SEEE | Castanheiro Acacia Cerejeira | Carvalho

14,00 -

12,00 -

10,00

8,00 -

[ TROLOX] (mM)

6,00 -

4,00

2,00

0,00

T ST TL TM TF ST TL T™M TF ST TL TM TF ST TL TM TF

Figura 29 - Capacidade antioxidante em vinho com aparas de diferentes espécies
botanicas (radical DPPH)

De uma forma geral, podemos verificar que a atividade antioxidante,
quer nas solucoes hidroalcodlicas quer nos vinhos em contacto com as
diferentes espécies boténicas, diminui com o aumento do grau de tosta.

Este resultado estd de acordo com Jorddo et al (2012) que descreve o
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mesmo comportamento para diversas aparas e dominds de madeira de

carvalho.

Genéricamente, os vinhos com maiores teores em compostos fendlicos
sdo aqueles que apresentam, maiores actividades antioxidantes (Paixdo
et al., 2007). De facto, observando os valores obtidos para os polifendis
totais e para as actividades antioxidantes das solucdoes hidroalcodlicas,
verificamos que os menores valores foram apresentados pelas solucoes
hidroalcodlicas com cerejeira e os maiores foram obtidos com o

castanheiro.

Embora nos vinhos ndo seja tdo evidente mas todos os vinhos com
aparas apresentam valores superiores quer de polifenois quer de

actividade antioxidante.

4.3.2.Método ABTS

Na figura 30 esta representado o espectro de absorvancia do radical
do ABTS. No espectro de absorvancia do ABTS verificamos que tem dois

picos acentuados 320nm e aos 420nm.
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Figura 30 - Espectro de absorvancia do radical ABTS
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Na figura 31 apresenta-se o espectro do ABTS em contacto com uma
solucdo hidroalcodlica. O estado de equilibrio da reaccdo entre o

radical ABTS e a solucdo hidroalcodlica em andlise foi alcancado em 10

min.
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Figura 31 - Reacgdo cinética de uma solugdo hidroalcodlica com radical ABTS

Na figura 32 apresenta-se o espectro do ABTS em contacto com o vinho
sem qualquer tipo de amostra de madeiras. O estado de equilibrio da
reaccdo entre o radical ABTS e o vinho que contem aparas de madeira

em andlise era alcancado em 15 min.

Absorvancia

0 5 10 15 20 25 30

Tempo {min)

Figura 32 - Reacg¢do cinética de vinho tinto com o radical ABTS
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v Atividade antioxidante determinada através do método ABTS

Na figura 33 apresentam-se os valores medios da atividade antioxidante
das solucdes hidroalcodlicas por espécie botdnica e para diferentes
grau de tosta. Nas solucdes hidroalcodlicas analisadas, a atividade
antioxidante apresenta valores compreendidos entre 1,3 mM de Trolox
até valores 32,3 mM de trolox (Anexo-tabela 3). Pela andlise dos
resultados obtidos € possivel observar que as solucoes hidroalcodlicas
com maior atividade anfioxidante sdo provenientes da madeira de
castanheiro enquanto a que apresenta menor atividade antioxidante é
a da cerejeira: as solucdes com castanheiro apresenta valores de 32,3 a
21,2 mM de Trolox, as de acdcia apresentam valores 7,9 a 11,8 mM de
Trolox, as de cerejeira apresentam valores de 1,3 a 2,1 mM de Trolox, e

as de carvalho 16,7 a 27,4 mM de Trolox.

35,00 - Castanheiro

Carvalho

30,00 -

25,00 -

20,00 A

Acacia

[ TROLOX] (mM)

15,00 -

10,00 A

Cerejeira

5,00

0,00

ST TL TM TF ST TL T™M TF ST TL TM TF ST TL T™M TF

Figura 33 - Capacidade antioxidante em solugdes hidroalcodlicas com aparas de
diferentes espécies boténicas (radical ABTS)
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Na figura 34 apresentam-se os valores meédios da atividade antioxidante
dos vinhos em estudo por madeira e o0 seu grau de tosta. Nos vinhos
com extratos de madeira analisados, a atfividade anfioxidante
apresenta valores compreendidos entre 8,9 mM de Trolox até valores
13,1 mM de trolox (Anexo- tabela 4). Pela andlise dos resultados obtidos
€ possivel observar que os vinhos com maior atividade antioxidante sdo
provenientes da madeira castanheiro enquanto a que apresenta menor
atividade antioxidante € a cerejeira: o castanheiro apresenta valores de
10,4 a 13,1 mM de Trolox, a acdcia apresenta valores 9,8 a 12,3 mM de
Trolox, a cerejeira de 10,8 a 12,1 mM de Trolox, o carvalho 8,9 a 12,3 mM

de Trolox.

Castanheiro o
14,00 - Acacia Cerejeira Carvalho

12,00

10,00 -

8,00

6,00 -

[TROLOX] (mM)

4,00

2,00

0,00

T ST TL TM TF ST TL TM TF ST TL TM TF ST TL TM TF

Figura 34 - Capacidade antioxidante em vinho com aparas de diferentes espécies
botanicas (radical ABTS)
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Na figura 35 apresentam-se os valores medios da atividade antioxidante

do vinho tinto com alternativos de madeira (dominds) e o seu grau de

tosta. Nos vinhos com alternativos de madeira analisados, a atividade

antioxidante apresenta valores compreendidos entre 42,93 mM de

Trolox até valores 82,75 mM de frolox (Anexo-tabela 5). Pela andlise dos

resultados obtidos € possivel observar que as amostras com maior

atividade antioxidante sGo provenientes da madeira cerejeira enquanto

a que apresenta menor atividade antioxidante é a carvalho: o

castanheiro apresenta valores de 31,09 a 33,89 mM de Trolox, a acdcia

apresenta valores 24,37 a 30,22 mM de Trolox, a cerejeira de 33,29 a

33,89 mM de Trolox, o carvalho 23,86 a 27,55 mM de Trolox.
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Figura 35 - Capacidade antioxidante em vinho com dominés de diferentes espécies

botanicas (radical ABTS)
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A relacdo entre os valores obtidos para os polifendis totais e para a
capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS, para as
solucdes hidroalcodlicas e para os vinhos com dominds segue a mesma
tendéncia, ou seja, quanto maiores os valores de polifendis totais,
maiores os valores da capacidade antioxidante. Para o ensaio com as

aparas esta tendéncia ndo é tdo evidente.
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5.Conclusao

Este ensaio pretende contribuir para o estudo de diferentes espécies de
madeiras, sujeitas a diferentes niveis de tosta, com possivel inferesse
enoldgico.

Afravés dos resultados obtidos pode concluir-se que as varias espécies
botdnicas estudadas apresentam diferencas ao nivel da sua
composicdo fendlica total, pelo que se pode afirmar que a espécie
botdnica &€ um factor de variabilidade.

O efeito da intensidade da tosta foi outro parémetro analisado neste
estudo, e verifica-se que de facto, a tosta provoca alteracdes
significativas na composicdo quimica das madeiras, provocando a
diminuicdo de alguns constituintes e o aumento do teor de outros, o
gue se verifica pelo comportamento dos polifendis totais.

Em relacdo a actividade antfioxidante, os resultados parecem mostrar
qgue existem diferencas entre as diferentes espécies botdnicas mas é
mais evidente o efeito que o aumento da tosta tem no decréscimo da
actividade antioxidante das solucdes alcodlicas onde foram
adicionadas as aparas de madeira. Em relacdo aos vinhos, os resultados
parecem demostrar que, de uma forma geral, a aplicacdo de
alternativos (aparas/dominds) de madeira constitui para o aumento da

actividade antioxidantes dos mesmos.
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\ Sem tosta \ Tosta Ligeira \ Tosta Média \ Tosta Forte \ Testemunha \

Tabela 3 - Polifendis totais, antocianas totais e livres, flavondides antocdanicos e ndo
antoci@nicos com aparas de diferentes espécies botdnicos
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Polifendis totais (mg/L (+)-catequina)

Cast | 2407,25£114,370 | 2293,95+40,92¢0 | 2214,69+97,07a | 2239,87+40,52% | 9013 74+54,07a
A 2207,69+2,35° | 2247,33+1,52° | 2218,88+3,190 2146,62+3,410 | 2213,76+54,07°
Cear | 2010 47+471 450 | 2087 40+43.35ab | 2115 38+9 18b 2077 61428 97ab | 2213 74454 Q7¢
|““Semtosta | Tosta Ligeira | Tgsta Média | Tosta Forte | Testemunha |
Car 2130+38,77¢ 2109,78+42,700 | 2087,40+20,34c | 2078,54+4,932 | 2213,76+54,07°
Antocianas Totais (mg/L (+)-catequina)
Cast | 602.49£12,21a | 612,33+12,21e | 583,07+48,620 598,23+19,43¢ | (90 44+ 5 430
A 634,41£17,51a | 636,27+18,81¢ 635,4715,16¢ 625,47£13,94% | 400 44+ 5 430
Cer | 626.16+14,500 | 634,14£13,09¢ 635,74%1,37¢ 627,23+9,260 622,44 + 5,630
Car | 63893510 | 634,94+10,11c0 |  629,04+9,13ab 649,04£17,66° | 420 44 + 5 630
Antocianas Livres (mg/L (+)-catequina)
Cast | 376.39£10,7¢¢ 342,87+2,66P 319,471,020 360,16+3,19¢ 360,10+ 8,21¢
A 375,8616,46° 366,8115,310¢ 358,30+1,020 345,80+1,23¢ 360,10 £ 8,210
Cer | 341,54£3,13° 360,96+2,01¢ 316,54+1,37¢ 391,02+1,84¢ 360,10+ 8,21¢
Car | 356,44%5,07¢ 341,54+5,07° 331,44+1,3700 328,51+6,35¢ 360,10 + 8.21¢
Flavonoides Totais (mg/L (+)-catequina)
Cast | 2066,54£52,32a | 2171,17£52,32a | 2040,38+200,36a | 2118,86+52,320 | 2171,17+52,32¢
A | 2563,56160,41b | 2562,56160,41b | 2458,92+60,41b | 2301,97+85,43a | 2171,17+52,32°
Cer | 2328,13+100,18b | 2328,13+52,32b | 2301,97+0,00ab | 2223,49+52,32ab | 2171,17+52,32°
Car | 2066,54£100,18a | 2092,70+0,00a | 2118,86£52,32a | 2171,17+52.32a | 2171,17+52,32°
Flavonoides Nao Antocianicos (mg/L (+)-catequina)
Cast | 1533.29£49,28a | 1629,29+62,23a | 1524,32+157,850 | 1589,38£61,95a | 1620,27+50,64°
A | 2002,06£47,06b | 2000,41+56,02b | 1896,48+65,74b | 1748,00+81,62a | 1620,27+50,64°
Cer | 1773.93£90.54b | 1766,87+41,89b | 1739,29+1,22b | 1668,35£48,08ab | 1620,27+50,64°
Car | 1501,04£95,76a | 1530,73+8,95a | 1561,83+52,000 | 1596,73+43.93a | 1620,27+50,64°

Legenda: letras diferentes na linha significam diferencas significativas entre os diferentes graus de tosta,

com p<0,05.

Tabela 4 - Infensidade e tonalidade da cor em vinhos com aparas de diferentes

espécies

boténicas
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Intensidade da cor

Cast | 9,260+0,058¢ 9,515%0,214a 9,790+0,543¢ 10,215£0,745¢ 9,515%0,664°
A 8,660%0,958¢ 9,110£0,046¢ 9,5685£0,121a 9,685%0,271¢ 9.515£0,664°
Cer 8,950%0,046¢ 8,880%0,115¢ 9,200+0,0124 9,240+0,000¢ 9,515%0,6640
Car 8,395%0,421¢ 8,925%0,12100 9,080£0,069490 9,100£0,12790 9,515£0,664p
Tonalidade da cor
Cast | 0,660+0,00300 0,672+0,005° 0,654%0,01 100 0,644£0,014¢ 0,650£0,0219
A 0,678+0,003P 0,685+0,000p¢c 0,703+0,0009¢ 0,719+0,000¢ 0,650+0,021¢
Cer 0,645%0,002¢ 0,669+0,002° 0,663%0,002¢9° 0,65940,002¢9° 0,650£0,0219
Car 0,675+0,0110 0,666+0,0030b 0,664%0,001¢c0 0,66120,003¢20 0,650+0,021¢

diferentes graus de tosta, com p<0,05.

Legenda: letras diferentes na linha significam diferencas significativas entre os
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Tabela 5 - Actividade Antioxidante em solucdes hidroalcodlicas com aparas de

diferentes espécies botanicas (radical ABTS E DPPH)

Sem tosta\ Tosta Ligeira \ Tosta Média \

Tosta Forte

Actividade Antioxidante ( ABTS) ([trolox]- mM)

Castanheiro | 32.12t0,42c | 32,26+0.21c 27,34+1,90b 21,18+1,00a
Acacia | 10.53t028b |  11,85%0,28c 9,66+0,18b 7,8740,74a
Cerejeira | 20610000 2,1240,09b 1,98+0,07b 1,25+0,01°
Carvalho | 23.48+0,81c |  27,41%0,74d 21,860,210 16,73+0,14°

Actividade Antioxida

nte ( DPPH) ([trolox]- mM)

Castanheiro | 17.08#0,13c | 15,680,160 14,98+0,09° 14,5140,18°
Acacia | 1225¥0,35c | 11,75¢0,53bc 11,49+0,07b 8,7940,11°
Cerejeira | 142:0.07b 1,590,030 1,570,030 1,1620,02
Carvalho | 1478+0,13c | 13,780,02b 14,26+0,09C 9,19+0,22°

Legenda: letras diferentes na linha significam diferencas significativas enfre os

diferentes graus de tosta, com p<0,05.
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boténicas (radical ABTS e DPPH)

Tabela 6 - Actividade antioxidante em vinhos com aparas de diferentes espécies

Sem tosta \ Tosta Ligeira | Tosta Média | Tosta Forte | Testemunha

Actividade Antioxidante ( ABTS) ([trolox]- mM)

Cast | 12,73+0,10a 13,140,19a 10,40+0,10a 12,37+0,09a 11,54+0,09a

A 12,11+0,16b 11,9620,15b 12,34+0,27b 9,790,090 11,54+0,09b

Cer 12,07£0,21c 11,97+0,04c 10,81+0,12a 11,70+0,06bc 11,54+0,09b

Car 12,12+0,34a 8,93+0,3%b 11,30+0,26a 12,34+£0,01a 11,54+0,09a
Actividade Antioxidante ( DPPH) ([trolox]- mM)

Cast 15,17+1,28b 14,81+£0,38b 14,63+0,07b 14,25+0,46b 12,81+0,24a

A 15,15+0,39b 14,87+0,18b 15,09+0,09b 14,52+0,34b 12,810,240

Cer 14,78+0,25b 14,32+0,28b 13,96+0,45b 13,62+0,48b 12,81+0,24a

Car 15.48+0.56b 14.25+0,37b 14,45+0,45b 13,52+1,08b 12,81+0,24a

Legenda: letras diferentes na linha significam diferencas significativas entre os

diferentes graus de tosta, com p<0,05.
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Tabela 7 - Actividade antioxidante em vinhos com dominds de diferentes espécies

boténicas
Sem tosta Tosta Ligeira Tosta Média Tosta Forte Testemunha
Actividade Antioxidante ( ABTS) ( [trolox] - mM)
Cast | 32.01£044b 32,87+3,20b 33,89+0,98b 31,0910,61¢c 21,4610,27a
A 24,37+0,59b 26,40+0,22¢ 27,76+0,36¢ 30,22+3,57d 21,4620,27a
Cer | 33.29+2,24b 36,31+1,25b 35,65+0,80b 41,3740,66b 21,460,270
Car | 238610,12b 27,55+1,91b 24,96%0,52b 25,66%1,20b 21,460,270
Sem tosta Tosta Ligeira | Tosta Média Tosta Forte Testemunha
Polifendis Totais (mg/L (+)-catequina)
Cast | 6025.55+19,78 b | 6101,55£35,61 b | 6334,68+10,55b | 5913,01£22,42b | 3464,24+14,51 a
A | 4224,44236,93 b | 4762,73+30,33 c | 4807,20+17,14d | 4830,90+791 e | 3464.24+14,51 a
Cer | 62436113956 b | 6484,49+1,32c | 6493,59£1583 c | 7610,43+2,64b | 3464.24£14,51 a
Car | 4582,1936,93b | 4948,14+83,08 c | 4416,53t23,74b | 4552,39+54,07 c | 3464.24£14,51 a

diferentes graus de tosta, com p<0,05.

Legenda: lefras diferentes na linha significam diferencas significativas entre os
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