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RESUMO

O uso de aparas de madeira para fins enologicos tem vindo a ser explorado pois surge como uma alternativa
menos dispendiosa, comparativamente ao uso de barricas, para além de promover o envelhecimento de forma
mais célere. Dado que a aplicacdo de aparas de madeira para o envelhecimento de vinhos elimina a
problematica associada ao uso de madeira prépria para tanoaria torna-se pertinente o estudo da aplicabilidade
de outras espécies de madeira, para além do carvalho, no estagio de vinhos. Assim, este trabalho visa o estudo
da composicdo fendlica de madeiras de castanheiro e carvalho (nacional, francés e americano) para a sua
aplicacdo sob a forma de aparas ou dominds para fins enoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos, aparas de madeira, PLE (pressurized liquid extraction), HPLC-
DAD

1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento do vinho € vulgarmente utilizado em enologia conduzindo a
um incremento na qualidade do produto final. A madeira utilizada durante este processo
apresenta capacidade para introduzir modificacdes fisico-quimicas e sensoriais no vinho,
resultantes da extraccao e degradacdo de diversos compostos da madeira, contribuindo para
0 aumento da complexidade organoléptica dos vinhos (PEREZ-MAGARINO et al.,2009).
Estas propriedades encontram-se intimamente relacionadas com as caracteristicas
especificas da madeira, nomeadamente a espécie botanica, a origem geografica, a
variabilidade da composi¢cdo anatdmica, a composicdo quimica, assim como, 0S
tratamentos tecnoldgicos realizados na industria de tanoaria (CERDAN et al., (2006)). Os
compostos fendlicos representam um dos grupos de substancias quimicas que se encontram
presentes em vinhos que estagiaram em madeira, influenciando significativamente diversas
caracteristicas do vinho, tais como a cor, 0 aroma e a adstringéncia (CABRITA et al,
2008).

No entanto, o uso de barricas de madeira no envelhecimento de vinhos € um processo
dispendioso, pelo que, se tornou frequente o recurso a tecnologias alternativas de utilizagao

de madeiras, nomeadamente o uso de fragmentos de madeira de carvalho. Assim, este
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trabalho tem como objectivo avaliar a possibilidade de utilizar outras espécies de madeira,
para além do carvalho, para fins enoldgicos. Para a concretizacdo deste objectivo, o
trabalho desenvolvido focou-se fundamentalmente na optimizacdo de um método de
extrac¢do com liquido pressurizado (PLE) dos compostos fenolicos presentes em madeiras
de castanho nacional e carvalho (nacional, francés e americano) e posterior quantificagcdo
destas substéncias, utilizando o método do padrdo interno, recorrendo a cromatografia
liquida de alta pressdo (HPLC-DAD).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1- Compostos padrao

Os compostos padréo utilizados neste trabalho foram:

5-hidroximetilfurfural (5-OHMefurf), 5-metilfurfural (5-Mefurf), seringaldeido (sering)
adquiridos a Acros Organics; sinapaldeido (sinap) e coniferaldeido (conif) adquiridos a
Aldrich; acido galico, &cido vanilico, acido siringico e acido feralico adquiridos a
ExtraSynthese; furfural (furf) e vanilina (vanil) adquiridos a Merck. O composto 4-
hidroxibenzaldeido, adquirido & Lancaster, foi utilizado como padréo interno.

2.2- Aparas de madeira
As aparas de madeiras de castanheiro e carvalho nacional, francés e americano foram
fornecidas pela J.M. Gongalves- Tanoaria, Lda. As aparas de madeira utilizadas neste

estudo apresentam uma dimensao 3 e um nivel de tosta médio.

2.3- Equipamento

A extraccdo dos compostos fendlicos das aparas de madeira foi efectuada num extractor
com liquido pressurizado (Dionex, ASE 100) equipado com uma célula de extrac¢do de 10
mL.

As andlises cromatograficas foram realizadas num sistema cromatografico da marca
Dionex, equipado com um detector DAD. O controlo, aquisigdo e tratamento dos dados

cromatograficos foi efectuado recorrendo ao software “Chromeleon” (Dionex).

2.4- Método cromatografico
O método cromatografico utilizado baseou-se no método desenvolvido por Canas et al.

(2003), o qual permite simultaneamente a identificacdo e determinacdo dos &cidos



fendlicos, dos aldeidos fendlicos e dos derivados furanicos. Contudo, neste trabalho foram
introduzidas algumas alteracbes ao método descrito por Canas et al. (2003) de forma a
optimizar a separacdo dos compostos 5-Mefurf, acido siringico e vanilina. As condicGes
cromatograficas utilizadas neste trabalho foram as seguintes: fase estacionaria- coluna
cromatografica Merck Lichrospher RP18, 250 mm x 4 mm (5um); temperatura da coluna
40°C, fluxo 1 mLmin®, volume injectado 25uL, gradiente binario constituido pelos
solventes: solucdo aquosa de acido formico (2%) (Eluente A) e solucdo de metanol: agua:
acido formico (70:28:2 (v/viv)) (Eluente B); método cromatografico: gradiente linear de
0% a 40% B em 45 min seguido de gradiente linear de 40% a 60% B em 20 min. Os
compostos fenolicos em estudo foram quantificados ao comprimento de onda de 280 nm.

2.5- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.5.1- Tracado das rectas de calibracdo dos padrdes

Para o tragado das rectas de calibracdo prepararam-se solu¢des dos compostos padrdo em
metanol/agua (1:1(v/v)), a partir de solugdes mée, com diferentes concentracdes. Na tabela
1 encontram-se indicadas as concentra¢fes das solucdes méde dos compostos padrao, assim
como, as gamas de concentracdes das solucdes utilizadas para o tracado das rectas de

calibracdo, para posterior quantificagdo dos compostos em estudo.

Tabela 1- Dados relativos as solucbes padrédo utilizados para o tracado das curvas de

calibracéo
Composto padrao Concentracao da solucéo Intervalo de concentracbes
mae (mgL™) (mgL™)
Acido galico 1706 8,53- 1279,5
5-OHMefurf 1190 1,19-119,0
Furf 1128 1,13-112,8
Acido vanilico 1702 8,51- 170,2
5-Mefurf 1186 5,93-118,6
Acido siringico 1994 9,95-199,0
Vanilina 154 7,70- 154,0
Seringaldeido 1838 9.19- 294,08
Acido ferdlico 1954 9,77-195,4
Coniferaldeido 1796 8,98- 359,2
Sinapaldeido 2114 10,57- 845,6

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos em estudo foi utilizado o método do padréo

interno (PI). Assim, a cada uma das solugdes padréo foi adicionada um volume de solugéo



mée de 4-hidroxibenzaldeido (4,08 gL™) de modo que este composto esteja presente em
todas amostras com uma concentragdo de 20,4 mgL™. As aliquotas das solucdes padrdo
foram analisadas, em duplicado, por HPLC. Procedeu-se ao tracado das curvas de
calibracdo A/Api (onde A corresponde a area do pico do composto em analise e Api € a

area do pico correspondente ao PI) em funcdo da concentracdo do analito.

2.5.2- Extraccdo dos compostos fenolicos das aparas de madeira por Extrac¢do com
liquido pressurizado (PLE)

As amostras de aparas de madeira foram previamente submetidas a uma moagem. A
extraccdo dos compostos fenolicos presentes nas aparas de madeira foi efectuada num
extractor com liquido pressurizado, equipado com uma célula de extraccdo de 10 mL. O
processo de extrac¢do envolveu a homogeneizacdo de 500 mg de amostra de madeira com
terra de diatomaceas e acondicionamento da mistura na célula de extraccdo, como

esquematizado na figura 1.
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Figura 1- Representacdo esquematica da extraccdo dos compostos fenolicos de aparas de

madeira utilizando um extractor com liquido pressurizado.

Durante a optimizacdo do processo de extraccdo dos compostos foram utilizados como
solventes o diclorometano e o metanol, temperaturas de aquecimento de 100°C e 150°C e
diferentes ciclos de extraccdo. O extracto foi evaporado no evaporador rotativo e, em
seguida, o residuo obtido foi dissolvido em 1990 uL de solucdo de metanol/agua (1:1(v/v))
e adicionada uma aliquota de 10 pL de solucdo de padrdo interno de concentracao 4,08 gL~
! de modo a que a sua concentragdo final de padrdo interno seja de 20,4 mgL™. Em
seguida, as amostras foram filtradas em filtro de seringa de 0,45 um (SartoriusStedim) e

analisadas em HPLC por injeccéo directa de 25 pL da solugéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



3.1- Tragado da recta de calibra¢éo dos compostos padrao
Este trabalho envolveu a prévia preparacdo de solucdes de compostos padrdo de diferentes
concentragdes. A analise cromatografica de aliquotas destas solucGes, por HPLC, permitiu
0 tracado de curvas de calibracdo de A/Api em funcdo da concentracdo de solugdes dos
compostos padrdo. Na tabela 2 encontram-se representados os pardmetros relativos as
curvas de calibracéo para cada um dos compostos em estudo.

Tabela 2- Pardmetros das curvas de calibracdo para os compostos padréo

Composto padrao Curva de calibracéo
m? b” r*°
Acido galico (1) 0,0191 -0,1346 0,9999
5-OHMefurf (2) 0,0503 0,01 0,9998
Furf (3) 0,0632 -0,0062 1
Acido vanilico (4) 0,0118 0,0059 0,9998
5-Mefurf (5) 0,0454 0,0066 1
Acido siringico (6) 0,0209 -0,0021 0,9989
Vanilina (7) 0,0325 -0,1199 0,9995
Seringaldeido (8) 0,0122 -0,0031 1
Acido ferdlico (9) 0,0177 -0,0435 0,9966
Coniferaldeido (10) 0,0103 -0,002 1
Sinapaldeido (11) 0,0051 -0,0471 0,9983

9 declive da curva de calibracao; ® ordenada na origem; © coeficiente de correlacio.

3.2- Extraccdo dos compostos fendlicos das aparas de madeira por Extrac¢do com
liquido pressurizado (PLE)

Na tentativa de optimizacdo de um método de extraccdo com liquido pressurizado (PLE)
para a extraccdo dos compostos fenolicos presentes em aparas de madeira foram testadas
diversas condigdes experimentais, tais como: o solvente de extracgdo (metanol/
diclorometano), a temperatura (100°C/ 150°C) e o namero de ciclos de extraccdo (2/3). A
analise dos cromatogramas de HPLC referentes aos extractos obtidos, utilizando diferentes
condic¢des experimentais, permitiu concluir que o método de extraccdo que utilizava como
solvente o metanol, uma temperatura de 150°C e 3 ciclos de extraccao era o mais adequado
para esta finalidade uma vez que permitia extrair um maior nimero e uma maior

quantidade de compostos fendlicos das amostras de madeira, como ilustrado na figura 2.
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Figura 2- Cromatograma de HPLC correspondente a extracgdo dos compostos fendlicos de

aparas de carvalho francés por PLE (Condigdes: T=150°C; Solvente: metanol; 3 ciclos de extrac¢o).

As condicfes cromatograficas encontram-se descritas na sec¢do 2.4.. Os compostos assinalados foram

identificados por comparacdo do tempo de retencdo com os dos compostos padrao.

3.3- Quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nas diferentes espécies de

madeiras por HPLC

Ap0s a optimizacdo do processo de extrac¢do dos compostos fendlicos por PLE, procedeu-
se a identificacdo e quantificacdo de alguns compostos fenolicos presentes nas diferentes

espécies de madeiras em estudo. Os resultados obtidos encontram-se sumarizados nas

figuras 4 e 5.
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Figura 4- Histograma referente a composicao fendlica de aparas de madeira de castanho

nacional e carvalho (americano, francés e nacional).
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Figura 5- Histograma relativo a concentracdo em acido galico e sinapaldeido nas aparas de

madeira de castanho nacional e carvalho (americano, francés e nacional).

E de salientar que este estudo incidiu sobre aparas de madeira que apresentam a mesma
dimensdo e foram submetidas ao mesmo tipo de tratamento térmico e, deste modo, as
diferencas observadas ao nivel da composicao fendlica sdo exclusivamente provenientes da
espécie botanica e da origem geografica dessas madeiras. Assim, constatou-se que a
intensidade dos compostos extraidos das aparas de madeira varia consoante a espécie em
estudo, sendo que a espécie botanica parece ser mais importante do que a origem
geogréfica para a composicao fendlica destas madeiras, tal como referido por CANAS et
al. (2000). Por observacéo das figuras 4 e 5 é notério que o &cido gélico e o sinapaldeido
encontram-se presentes em concentracGes elevadas em todas as espécies de madeira
estudadas, apresentando os teores mais elevados no castanho nacional, estando esta
constatacdo de acordo com os resultados descritos por CANAS et al. (2000). Relativamente
aos derivados furanicos (5-OHMefur e furf) os seus teores sdo mais elevados nas aparas de
madeira de carvalho nacional do Gerés do gque nas restantes espécies de madeira estudadas.
Em relacdo aos acidos fendlicos, o acido siringico encontra-se presente em concentracdo
mais elevada no castanho nacional do que nas aparas de madeira de carvalho enquanto que

o acido ferulico é mais abundante no carvalho nacional e francés.

4. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel optimizar um método de extrac¢do de compostos fendlicos
de aparas de madeira baseado em PLE e elaborar um estudo sistematico que permitiu
correlacionar a composicdo fendlica de madeiras de castanheiro e carvalho (nacional,
francés e americano). Encontra-se em curso a avaliacdo da composicao fendlica de aparas

destas espécies de madeira com aparas de dimensdes diferentes e variados niveis de tosta,



com o objectivo de avaliar a influéncia destes parametros nos teores dos compostos
fendlicos extraidos, perspectivando-se, posteriormente, o alargamento destes estudos ao

vinho.
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