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Resumo

O presente relatorio pretende descrever a influéncia da madeira de carvalho nos
vinhos, utilizando métodos diversos para o poder antioxidante e avaliacdo dos seus
compostos fenolicos. Foram usados os seguintes métodos: IPT, IFC para os fenois e
FRAP, ABTS e DPPH para a atividade antioxidante e UHPLC para os compostos
fenolicos, com recurso a andlises de dados para perceber como diferentes fatores na
madeira iriam influenciar e mudar as caracteristicas do produto final.

Verificou-se como diferentes fatores, o tipo de madeira, o nivel de tosta, o vinho
utilizado e o tempo de envelhecimento, podem alterar os resultados. Realizaram-se 3
passos que consistiram numa analise dos dados utilizados, uma correlacdo entre os
diferentes métodos e andlises Cluster e Fatorial. Nesta ultima andlise foram precisas
andlises separadas e uma em conjunto dos métodos e compostos para perceber
também se haveria diferengas significativas entre eles. Os resultados mostraram
diferencas claras entre os vinhos, com o PX a apresentar valores mais elevados de IPT
e maior resposta no ABTS, enquanto o Oloroso apresentou maior atividade no IFC,
FRAP e DPPH, refletindo diferencas na matriz vinica e na eficiéncia de extracao de
compostos fendlicos da madeira. O UHPLC confirmou maior libertacdo de compostos
fenolicos pela Quercus robur e evidenciou a influéncia da tosta na formacdo de
compostos aromaticos como vanilina e furfurais.

Em conjunto, estas analises proporcionam uma compreensao integrada de como a
madeira influencia a estabilidade quimica e a potencial qualidade final do vinho,
destacando a importancia da selecdo da madeira, do nivel de tosta e do tempo de
envelhecimento na otimizacao do produto.

Palavras-chave
Atividade antioxidante, Compostos fenolicos, Madeira de carvalho, Vinho
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Abstract

This report aims to describe the influence of oak wood on wines, using various
methods to assess antioxidant power and evaluate their phenolic compounds. The
following methods were used: IPT, IFC for phenols and FRAP, ABTS, and DPPH for
antioxidant activity, and UHPLC for phenolic compounds, along with data analyses to
understand how distinct factors in the wood would influence and change the
characteristics of the final product.

[t was observed how distinct factors: the type of wood, the toasting level, the wine
used, and the aging time can alter the results. Three steps were conducted, consisting
of an analysis of the data used, a correlation between the different methods, and Cluster
and Factorial analyses. In the latter analysis, separate analyses and a combined analysis
of the methods and compounds were required to also determine whether there would
be significant differences between them. The results showed clear differences between
the wines, with the PX exhibiting higher IPT values and a stronger response in ABTS,
while the Oloroso showed greater activity in IFC, FRAP, and DPPH, reflecting
differences in the wine matrix and the efficiency of phenolic compound extraction from
the wood. UHPLC confirmed a higher release of phenolic compounds by Quercus robur
and highlighted the influence of toasting on the formation of aromatic compounds such
as vanillin and furfurals.

Together, these analyses provided an integrated understanding of how wood
influences the chemical stability and potential final quality of the wine, highlighting the
importance of wood selection, toast level, and aging time in optimizing the product.

Keywords
Antioxidant power, phenolic compound, oak wood, wine
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Influéncia da madeira no sabor do vinho

1. Introducéo

A madeira é um material bastante conhecido pela sua robustez e pelo seu papel no
aumento da durabilidade e na prevencdo da decomposicdo fingica. A madeira é por
isso muito utilizada na producdo de vinhos envelhecidos em barris, uma pratica
profundamente tradicional e enraizada até aos dias de hoje (Nikolantonaki et al., 2019;
Aung et al., 2020; Gammacurta et al., 2020; Winstel et al., 2020).

Muitos dos destilados envelhecidos em barris de madeira, demonstram em si a
presenca de compostos volateis extraidos da madeira durante esse processo de
envelhecimento. Essas trocas, durante o processo de envelhecimento, sao
condicionadas por diferentes fatores, como por exemplo, a origem botdnica da
madeira, o volume do barril utilizado, o método de fabrico e ainda o uso anterior do
proprio barril.

A complexidade dos vinhos envelhecidos vai aumentando de acordo com o periodo
de contacto com a madeira. O frescor e fruticidade da matéria-prima vao sendo
substituidos por aromas de baunilha, torrado e frutado, que estdo positivamente
correlacionados com a qualidade da bebida (Rodriguez Dodero et al., 2010; Tsakiris et
al, 2014).

O relatério apresentado teve como lugar de trabalho a Univerdidad de Cadis,
localizada em Puerto Real, Cadis, Espanha. realizado no ambito da licenciatura em
Biotecnologia Alimentar. A pesquisa foi conduzida nas instalagées do Departamento de
Quimica Analitica da Faculdade de Ciéncias, que dispde de laboratoérios
adequadamente equipados para o desenvolvimento das atividades experimentais.

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a atividade antioxidante e o
conteudo fenodlico de amostras de madeira de carvalho (Quercus robur e Quercus alba)
utilizadas em envelhecimento de vinhos, investigando a transferéncia potencial de
compostos da madeira para o vinho e a sua relevancia para um possivel estudo na
estabilidade e diferenciagcdo sensorial do produto final. Para isso, foram avaliados
diferentes métodos analiticos, nomeadamente, ABTS (2,2"-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e FRAP
(Poder Antioxidante Redutor Férrico), aplicados a extratos de madeira com potencial
uso enologico, de forma a determinar o seu teor de compostos fendlicos e respetiva
capacidade antioxidante.

2. Influéncia da madeira na composi¢cao do destilado

Desde os tempos antigos que os barris tém armazenado e envelhecido ndo sé
vinhos, mas também outros alimentos liquidos. A madeira de carvalho e castanheiro
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sdo as mais utilizadas nesta tarefa por conta da sua resisténcia, flexibilidade e
impermeabilidade relativa. O envelhecimento de destilados e vinhos em barris de
madeira, especialmente carvalho (Quercus spp.), é considerada uma pratica enolégica
tradicional e ancestral que continua, nos dias de hoje, a desempenhar um papel
fundamental na qualidade do produto final (Del Alamo-Sanza & Nevares, 2018).

O papel da madeira no processo pode ser dividido em 3 fatores, haver a
transferéncia de compostos responsaveis pelo aroma e adstringéncia, a interagdo
desses compostos extraidos com os do destilado (alterando as propriedades quimicas
e sensoriais ) e ainda a oxidacao de certos compostos por acdao do oxigénio atmosférico,
passado pelos poros da prépria madeira (DeConinck et al., 2006; Cerdan & Ancin-
Azpilicueta, 2006; Jordao et al., 2008; Izquierdo-Cafias et al., 2016).

A madeira de carvalho é valorizada pela sua robustez estrutural, bem como pela sua
capacidade de transferir compostos volateis e fenolicos para o liquido, contribuindo
para a complexidade aromatica, equilibrio e estabilidade oxidativa do produto final.

Durante a producdo dos barris, a madeira é submetida a tratamentos térmicos,
como a queima, que promovem a degradacdo de componentes estruturais como
hemiceluloses e lenhina. Este processo da origem a compostos como furfural, 5
hidroximetilfurfural, vanilina, siringaldeido e acidos fenélicos, que sdo transferidos
gradualmente para a bebida durante o periodo de envelhecimento (Tarko, Krankowski,
& Duda-Chodak, 2023; Cernisev, 2017; Marchal et al.,, 2011). Estes compostos sao
responsaveis por aromas caracteristicos como baunilha, tostado, especiarias e notas
doces, que influenciam significativamente o perfil sensorial de vinhos e destilados.
Adicionalmente, afetam a estrutura, acidez e adstringéncia do produto (Spaho et al.,
2019; Eliseev et al, 2021). Os compostos aromaticos principais encontrados nos
destilados sao os aldeidos, alcoois e ésteres, sendo afetados pela variedade das uvas.

EEEEETEE T ' i Corte das ! r--------- i Corte preciso das ,

- 1
Selecao da iripas } 1 CQura da | a5 de madeira |

1 .
L ' 1 madeira oo ___

1

1

1 .

1 madeira
1

. . I
Testes de integridade e 1
1
resisténcia !
1

Figura 1 — Processo de formacao de barris (adaptado de Carpena et al., 2020).
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fenolicos

Phenolic acids Hydroxycinnamic acids, vanillic acid...
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|

aromaticos I

Norisoprenoids

Figura 2 — Compostos de maior interesse libertados pela madeira durante o processo de
envelhecimento, comuns no género Quercus (adaptado de Carpena et al., 2020)

O tratamento térmico dos barris, e consequente degradacao da lenhina, resulta
numa transferéncia de certos compostos para o destilado. No caso da vanilina e do
siringaldeido aparecem nos destilados pela degradacdo da lenhina e o acido vanilico e
siringico sdo os produtos da oxidacdo desses mesmos aldeidos (Spaho et al, 2019).
Ainda se podem formar outros acidos como o galico e elagico pela hidrdlise de taninos
(Tarko et al., 2023; Cernisev, 2017; Viriot et al., 1993). O furfural e os seus derivados
vao resultar da degradacao da hemicelulose, no entanto eles podem ser encontrados
nos vinhos sem envelhecimento por causa de processos de destilacao (Briones et al.,
2012; Spaho, 2017).

Todas as rea¢des sdao fundamentais para a formagdo e libertacdo de compostos
fenolicos e aromaticos, que se combinardo com polifendis e terpenos presentes no
vinho, contribuindo para a complexidade dos seus aromas e sabores (Black et al., 2015;
Comuzzo & Battistutta, 2018).

Além do efeito sensorial, a madeira influéncia a composicao polifendlica da bebida.
Os polifendis sdo compostos bioativos de elevada importancia, ndo sé pela sua agao
antioxidante, mas também pela sua influéncia na cor, estrutura e longevidade do vinho.
A quantidade e o tipo de fendis presentes no produto final dependem de diversos
fatores, como a espécie de carvalho utilizada (Quercus alba, Quercus robur, Quercus
petraea), o grau de tosta aplicada ao barril, o tempo de envelhecimento e as condi¢cdes
de armazenamento (Gammacurta et al., 2020; De Simon et al., 2003).

Os acidos galico e elagico tém um papel fundamental no perfil aromatico do

destilado, podendo a sua presenca indicar o envelhecimento nos barris, fornecendo
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ainda informag¢do como a viscosidade e/ou a textura particularmente o acido galico
(Spaho etal., 2019).

A avaliacdo da composicdo fendlica e da atividade antioxidante em vinhos e
destilados envelhecidos €, portanto, essencial para compreender os efeitos do contato
com a madeira. Métodos analiticos como ABTS, DPPH, FRAP e Folin-Ciocalteu
permitem quantificar a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos
presentes, fornecendo indicadores uteis da qualidade, estabilidade oxidativa e
potencial de conservacdo do produto (Singleton & Rossi, 1965; Prior, Wu, & Schaich,
2005; Bai et al, 2018). O ensaio ABTS avalia a neutralizacdo de radicais catidnicos,
enquanto o DPPH mede a atividade sequestradora de radicais livres. O método FRAP
determina o poder redutor férrico e o Folin-Ciocalteu quantifica o contetido fenodlico
total, servindo como referéncia para caracterizar a complexidade quimica e o perfil
antioxidante.

3. Determinacdao de atividade antioxidante e teor de
compostos fendlicos totais.

3.1 Determinac¢ao da atividade antioxidante

3.1.1 ABTS

0 método ABTS (2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) ¢é
amplamente utilizado para a quantificagdo da capacidade antioxidante de amostras,
devido a formacdo do radical catiénico ABTS* . Este radical é formado através da
oxidacdo do ABTS com um agente apropriado, formando uma cor azul-esverdeada
intensa, cuja intensidade de absorbancia é medida por espectrofotometria (Zhao et al,
2024).

A presenca de compostos fendlicos ou outros dadores de eletrdes reduz o ABTS*a
sua forma incolor, permitindo a avaliacao da capacidade antioxidante por meio da
diminuicdo da absorbancia. Este método destaca-se pela elevada estabilidade do
radical ABTS* e pela capacidade de avaliar compostos hidrossoluveis e lipossoluveis
(Pinkernell Nowack, Gallard, & Von Gunten, 2000). No entanto, a reagdo com outros
componentes pode levar a uma subestimacao dos valores reais de oxidantes (Chon
Salhi & Von Gunten, 2015; Walpen & Von Gunten, 2022).

Ensaios comparativos demonstraram a eficicia do ABTS na andlise de agentes
oxidantes como peroxido de hidrogénio (Bader Sturzenegger & Hoigné, 1988),
permanganato (Song et al., 2021), hipoclorito de s6dio (Kumar & Margerum, 1987) e
ferro (Yoon & Von Gunten, 2005).
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3.1.2 DPPH

0 ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) avalia a capacidade dos antioxidantes
em doar atomos de hidrogénio ou eletrdes ao radical DPPH, promovendo a sua reducao
e consequente perda de cor. O radical apresenta uma coloragdo roxa intensa e um pico
de absorbanciaa 515 nm. A diminuicao da absorbancia, ap6s um periodo de incubacgao
padronizado (aproximadamente 30 minutos), permite calcular a percentagem de
inibicao da atividade radicalar (Bosso et al., 2020; Rapa Giannetti & Boccacci Mariani,
2022).

Este método destaca-se pela sua simplicidade e rapidez, sem necessidade de
instrumentacao sofisticada. No entanto, a sua eficacia pode variar consoante a matriz
e do tempo de reacdo, comprometendo a comparacao entre diferentes amostras (Racz
et al., 2015). Tal como o ABTS, o DPPH permite avaliar a capacidade antioxidante
global, embora nao reflita todas as reagdes que ocorrem in vivo.

3.1.3 FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) quantifica a capacidade de
reducdo de ides férricos (Fe3*) a ides ferrosos (Fe2*), na presenga do reagente TPTZ
(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina). A formacao do complexo Fe?*- TPTZ, de coloracdo azul,
é quantificada por espectrofotometria a 593 nm.

Este método fornece uma estimativa direta do poder redutor da amostra,
correlacionando-se frequentemente com o teor de compostos fendlicos e outras
moléculas redutoras. A simplicidade, reprodutibilidade e sensibilidade fazem do FRAP
uma ferramenta util na andlise de produtos enoldgicos e extratos vegetais (Porgali &
Biiyiiktuncel, 2012; Tuberoso et al., 2017).

3.2 Teor de Compostos fenolicos

A determinacao do teor total de compostos fendlicos foi realizada com o reagente
de Folin-Ciocalteu, método baseado numa reacao redox entre os compostos fenélicos e
o complexo fosfomolibdato-fosfotungstato. Esta reacdo forma cromoéforos azulados,
cuja intensidade pode ser medida a 750 nm.

Apesar de ndo ser especifico apenas para fendis (também reage com outros
redutores), o método é amplamente utilizado por sua simplicidade, baixo custo e
aplicabilidade em diferentes matrizes. O teor total de compostos fendlicos é
geralmente expresso em equivalentes de acido galico, com base numa curva de
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calibracdo (Singleton & Rossi, 1965; Marjoni Afrinaldi & Novita, 2015; Prior et al,
2005).

Este método é particularmente relevante na area enoldgica, uma vez que os
compostos fendlicos sao cruciais para a estabilidade oxidativa, perfil sensorial e
capacidade antioxidante dos vinhos.

4. Material e Métodos

4.1 Amostragem

Para este trabalho foram utilizadas 11 amostras de extratos de madeira de carvalho
(Quercus spp.) em diferentes condi¢cdes de ensaio. Foram incluidas amostras de
Quercus alba e Quercus robur, submetidas a niveis distintos de tosta (média e forte),
envelhecidas com vinhos Pedro Ximenez e Oloroso durante periodos de 12 e 60 meses,
bem como amostras sem envelhecimento. Esta amostragem permitiu comparar o
impacto da espécie de carvalho, do grau de tosta, do tipo de vinho e do tempo de
envelhecimento, compreendendo quais destes fatores exercem maior influéncia na
transferéncia de compostos e, consequentemente, na sua qualidade final.

Tabela 1- Caracterizacao das amostras utilizadas neste estudo

AMOSTRA

Tipode Tipode Tipode Duracdo do
madeira tosta vinho  envelhecimento

QA TF PX 12

QA TF OL 12

QA TF 0

QA ™ PX 12

QA ™ OL 12

QA ™ 0

QA ™ PX 60

QA ™ OL 60

QR ™ PX 12

QR ™ OL 12

QR ™ 0

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; PX- Pedro Ximenez;
OL- oloroso; TF- tosta forte; TM- tosta média
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Para as amostras serem utilizadas na realizacao dos diferentes métodos, cada uma
delas teve de passar por um processo de moagem, moinho ultracentrifugo, até
chegarem ao ponto de p6 (aproximadamente 0,5 mm). Foram entdo pesados 3 g de
amostra e submetidos a dois ciclos de extracdo com uma solucdo de etanol: agua (50:50

v/v).

No primeiro ciclo utilizou-se 30 mL da solucao e no segundo 10 mL. Ambos os ciclos
foram inicialmente realizados num banho de ultrassons a 60 °C durante 15 minutos.
Depois disso passaram para uma centrifugacao a 2000 rpm durante 5 minutos, que se
separou a parte sélida da parte liquida da amostra. Feito isso os extratos liquidos foram
combinados, filtrados com um filtro de 0,45 pm e armazenados e a parte sélida
descartada.

4.2 Determinacdo do indice de Polifenéis totais e Teor de
Compostos fenolicos

4.2.1 indice de Polifendis totais

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (TFC) pelo método do
Indice de Polifenéis totais com recurso ao UV-Vis (ultravioleta-visivel), usou-se um
comprimento de onde de 280 nm para a referida medigdo (Guerrero-Chanivet et al.,
2020). Cada amostra teve 3 replicas de ensaio e cada uma dessas, efetuou-se 3 leituras.
Este procedimento foi feito para todos os processos.

As diluig¢des utilizadas foram as seguintes:

e 0,75/100 mL para as amostras QR TM PX 12 meses e QR TM;

e 1,0/50 mL para as amostras QA TM PX 12 meses, QA TM OLO 60 meses e QA
TM PX 60 meses;

e 1,0/100 mL para as amostras QR TM OLO 12 meses, QA TM OLO 12 meses,
QA TM, QA TF PX 12 meses, QA TF OLO 12 meses e QATF.

4.2.2 Follin-Ciocalteu

Na realizacdo da determinacdo TFC pelo método Folin-Ciocalteu usou-se
espectrofotométrico com recurso ao UV-Vis. Neste método todas as amostras usaram
uma dilui¢do 0,75/5 mL (v/v), de maneira a ter valores validos. Foi necessario 250 puL
de cada amostra com 1,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu, 12,5 mL de agua ultrapura
e 5 mL de uma solu¢do de carbonato de sddio. Para ocorrer a reacao as amostras
tiveram de ser mantidas no escuro durante 30 minutos, passado esse tempo mediram-
se a 750 nm (Valcarcel et al., 2022).
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Convém referir que este método nao é totalmente especifico para compostos
fenolicos. Outros compostos redutores (como acido ascorbico e alguns acucares)
podem também reagir e interferir na medi¢cdo, no entanto é um método amplamente
utilizado para este fim.

Os resultados de ambos os métodos foram expressos em equivalentes de acido
galico (mg GAE/L).

4.3 Capacidade antioxidante

4.3.1 ABTS

Neste método, a solugdo radical ABTS" foi preparada com persulfato de potassio e
a solucao diluida 1:90 mL em etanol absoluto, deixadas a repousar durante 24 horas
no escuro. Para a solu¢do, necessitou-se de 7 mM de ABTS, logo pesaram-se 0,384 g da
solucdo de ABTS e de uma solugao K2S208 em H20 a 2,45 mM, pesaram-se 0,0662 g da
mesma.

Passadas as 24 horas, a solugdo diluida tinha de apresentar uma absorbancia de 0,7
para ser utilizada, devido ao padrao de calibragao com o Trolox.

Apés a validacao desta etapa, foram adicionados 2850 pL. da mesma solugdo a 150
uL de cada amostra diluida. As dilui¢cdes utilizadas foram as seguintes:
e 0,75/100 mL para as amostras QR TM PX 12 meses e QR TM;
e 1,0/100 mL para as amostras QR TM OLO 12 meses e QA TM OLO 12 meses;
e 1,7/100 mL para as amostras QA TF OLO 12 meses;
e 1,0/50 mL paraasamostras QA TM, QA TF PX 12 meses, QA TM PX 12 meses,
QA TF, QA TM OLO 60 meses e QA TM PX 60 meses.

Em seguida, as amostras foram mantidas no escuro por 6 minutos, para posterior
medicdo da absorbancia a 734 nm. A percentagem de inibi¢do da absorbanciaa 734 nm
é calculada e representada graficamente em func¢do da concentracao de antioxidantes
e de Trolox.

4.3.2 DPPH

Neste caso, as amostras diluidas foram as mesmas utilizadas no método ABTS. No
entanto, para se chegar a essa defini¢ao, foi necessario realizar um ensaio preliminar
com diferentes dilui¢des, uma vez que, neste método, é essencial selecionar a menor
diluicdo possivel que permita manter o radical livre estavel, sem sofrer alteracao. Isso
significa que a cor da amostra ndo poderia apresentar tonalidade amarelada, devendo-
se escolher a diluicao mais baixa possivel que evitasse essa interferéncia.
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Feito esse ensaio, procedeu-se a preparacao de uma solugcdao mae de DPPH com uma
concentracdo de 10-3M em etanol absoluto, sendo entdo pesados 39,4 mg de DPPH. A
partir dessa solucao mae, foi feita uma diluida com concentragao de 50 x 10-¢ M, onde
por isso, foram retirados 5 mL da solu¢ao mae para um baldao de 100 mL e perfeito com
etanol para chegar a concentracdo desejada (Carmona-Jiménez et al., 2014).

Para a medigdo, utilizaram-se garrafas de topazio de 8 mL onde se colocaram 3300
uL da solucdo diluida e 200 pL de cada amostra. Feito isso esperou-se 4 horas com as
amostras no escuro para depois serem medidas a 515 nm, uma vez que é neste
comprimento de onda que o radical DPPH apresenta o pico maximo de absor¢ao no
espectro visivel.

E importante referir que neste método e no anterior, foram realizados brancos
reativos, constituidos por dgua ultrapura e pela solucdo reagente preparada em cada
caso. Nestes dois métodos, o principio de interpretacdo dos resultados difere dos
restantes, pois quanto maior for a diferenca entre a absorbancia da amostra e a do
branco, maior sera o seu poder antioxidante. Consequentemente, valores mais
proximos do branco indicam menor atividade antioxidante.

4.3.3 FRAP

Neste procedimento foi preciso fazer uma soluc¢ao tampao a 300 mM, com um pH
de 3,6 a partir de NaOH, acido acético e dgua ultrapura numa proporc¢ao de 10 para 1
de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-5triazina) a 10 mM em 40 mM de HCI para 1 de uma
solucdo a 20 mM de FeCl3 6H20. Para estar entdo correta , pesaram-se 0,0312 g de
TPTZ, 0,054 g de FeCls e 323 uL de HCI a 38%, para termos a proporg¢do de 10:1:1 (
neste caso foram 100 mL de tampao, 10 mL de TPTZ e 10 mL de FeCls).

Ap6s a validagdo desta etapa, foram adicionados 300 pL de cada amostra diluida e
2250 pL da solucdo preparada de FRAP. As dilui¢cdes utilizadas foram as seguintes:
e 0,75/100 mL para as amostras QR TM PX 12 meses e QR TM;
e 1,0/50 mL para as amostras QA TM PX 12 meses;
e 1,0/100 mL para as amostras QR TM OLO 12 meses, QA TM OLO 12 meses,
QA TM, QA TF PX 12 meses, QA TF OLO 12 meses, QA TF, QA TM OLO 60
meses e QA TM PX 60 meses;
Em seguida, as amostras foram mantidas no escuro por 4 minutos, para posterior
medicdo da absorbancia a 593 nm.

4.4 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra-Alto Desempenho

Para identificacao dos compostos nas diferentes amostras foi usada Cromatografia
Liquida de Ultra-Alto Desempenho (UHPLC). Para tal analise neste equipamento as
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amostras foram filtradas, com filtro de 0,2 um para um melhor resultado. O
equipamento utilizado foi um Waters Acquity UPLC equipado com um detetor iodos
(DAD) e uma coluna Acquity UPLC C18 BEH (Valcarcel et al., 2022).

Este método mostrou uma série de picos responsaveis pelos compostos fendlicos,
que foram verificados para se conseguir encontrar cada composto pelo seu tempo de
retencao e pelo formato do pico, o mais semelhante ao de controlo de cada composto.
Teve-se em aten¢do também o comprimento de onda a que normalmente cada
composto seria esperado, sendo isso 280 nm para a maioria deles, retirando o
siringaldeido, acido cafeico, acido sinapico e coniferaldeido encontrados a 320 nm e o
acido elagico encontrado a 255 nm.

Feito esse passo de os identificar, mediram-se as areas dos picos importantes, que
com a ajuda da reta de calibracdo correspondente a cada composto (Tabela Al.1,
Anexos 1), foram levados entdo ao programa Statgraphics para analises posteriores.

4.5 Analise de dados

Para esta analise foi necessario o uso de Excel, onde para cada método se efetuou
uma reta de calibracdo usando padrdes em diferentes concentragdes (Figura A2.1-
A2.5, Anexos II).

Tendo as retas de calibracao, foram colocadas as concentracées de cada amostra e
respetivas réplicas, que foram entao usadas para a média e desvio padrao (Tabela 4, 5
e 6). No caso do DPPH e ABTS, o calculo foi diferente usando uma equacgao ja
predefinida. Os resultados foram descritos como médiatdesvio padrdao para
demonstrar o ponto central dos dados e a sua homogeneidade.

Além disso, ainda foi utilizado o programa Statgraphics 19-X64 (Statgraphics
Technologies, Inc., The Plains, VA, USA) para as analises de Cluster e fatorial (Guerrero-
Chanivet et al., 2024).

5. Resultados e Discussao

5.1 Andlise de dados

5.1.1 Teor de polifendis totais

Na analise de dados feita (Tabela 2 e 3), observa-se uma grande variabilidade para
cada amostra com as respetivas replicas, revelando heterogeneidade nas amostras. As
amostras incluidas nas tabelas pertencem a um conjunto mais vasto de amostras.
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Tabela 2- Teor de polifenois totais na madeira (Media e desvio padrao) de cada amostra

Madeira Tostado Vinho  Meses (mgI::E/L) F°('::1‘;'gk’l§j‘it)e“
QA ™ 0 1176,7+£12,3 1227,8+14,0
QA ™ PX 12 678,8+3,6 706,9+4,8
QA ™™ OL 12 1193,4+9,9 1410,249,1
QA TF 0 1267,6%5,1 1047,6£14,1
QA TF PX 12 1229,9+14,2 1153,0+9,5
QA TF OL 12 828,5+5,7 1222,8+16,4
QR ™ 0 2573,8423,9 2414,3+44.,6
QR ™ PX 12 2134,1+£23,3 2101,8419,0
QR ™™ OL 12 1105,6+4,3 1632,3+48,7
QA ™™ OL 60 952,6+10,4 862,8+1,8
QA ™™ PX 60 985,7+7,3 766,1+6,8

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; TM- tosta média; TF- tosta forte; PX- Pedro
Ximenez; OL- Oloroso

Relativamente ao método de [PT (Tabela 2), em relacao ao desvio padrao, verificou-
se que, entre as amostras QATM, a QATM sem envelhecimento foi a que apresentou
maior heterogeneidade. No grupo das amostras QATF, a amostra QATFOL foi a que
apresentou maior variabilidade. No caso das QRTM, a amostra QRTM sem
envelhecimento foi a mais heterogénea. Por fim, entre as amostras envelhecidas
durante 60 meses, a QATMOL foi a que apresentou uma maior heterogeneidade.

No grupo das amostras QATM pode-se observar um aumento das concentragoes
para as amostras com Oloroso, possivelmente por ser um vinho oxidativo e rico em
compostos aromaticos e aldeidos, favorecendo as reacdes de oxida¢do e condensacgao
com os compostos fendlicos provenientes da madeira (Valcarcel-Muiioz et al.,, 2022).

Em termos de concentracao de polifendis totais, as amostras sem qualquer tempo
de envelhecimento apresentam os valores mais elevados. Em comparacdo com
amostras com outros vinhos, as de Pedro Ximenez sdo as que apresentam um indice
mais elevado na maioria das amostras. Tal acontece pela sua elevada concentracao de
polifendis (Chaves et al., 2007; Ruiz et al., 2010; Herrera et al., 2020).

No método de IFC, a maior heterogeneidade foi observada nas amostras QATM,
QATFOL12, QRTMOL12 e QATMPX60. As amostras com Oloroso foram as que
apresentaram os valores mais elevados relativo aos compostos fenélicos na madeira
QA, ao passo que na madeira QR ocorreu o efeito inverso, o que prova que diferentes
tipos de madeira podem influenciar o comportamento fendlico do vinho

(Garcia Moreno et al., 2021).
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De modo geral, embora os métodos IPT e IFC estejam relacionados, o IPT é mais
sensivel aos compostos aromaticos e aos taninos, o que explica como é que as amostras
de Pedro Ximenez apresentam valores mais elevados, devido aos seus compostos
fenolicos complexos (Valcarcel-Mufioz et al., 2022). O IFC reflete o poder redutor total,
por conseguinte, as amostras de Oloroso apresentam os valores mais elevados, devido
a presenca de fendis oxidados e de outros compostos redutores, que serdao formados
durante o processo de envelhecimento (Nunes et al., 2017; LaquiEstafia et al., 2018).

5.1.2 Atividade antioxidante

Tabela 3 - Atividade antioxidante dos extratos de madeira (Media e desvio padrao) das diferentes
amostras analisadas

FRAP

DPPH ABTS

Madeira Tostado Vinho Meses (mg O i s O irihi
GAE/L) (%inibicdo) (%inibicdo)
QA ™ 0 5450+6,7 62,9+1,0 57,5+0,7

QA ™ PX 12 315,8+0,4 11,6%0,2 15,4+0,4
QA ™ OL 12 737,2+¢3,1 30,1+1,0 18,2+0,3

QA TF 0 598,2+4,4 47,1%0,3 32,8+1.0
QA TF PX 12 548,2+4,0 64,2404  46.5x0,4
QA TF OL 12 733,809 47,9+0,1 35.7+0,4
QR ™ 0 972,0£0,6 32,8+0,3 19,8+0,5

QR ™ PX 12 8519489 29,8+2,0 21,6+0,5
QR ™ OL 12 618,194 22,8%0,2 11,3+0,2
QA ™ OL 60 556,044 28,3%1,3 20,5+0,7
QA ™ PX 60 521,409 20,4%09 30,6+0,6

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; TM- tosta média; TF- tosta forte; PX- Pedro
Ximenez; OL- Oloroso

No método FRAP, as amostras revelaram-se mais homogéneas, no entanto as que
apresentaram maiores diferencas foram as QATM sem envelhecimento, QATF sem
envelhecimento, QRTMOL12 e QATMOL60. Em termos de concentragdes verifica-se a
mesma variacdo que no IFC, pois ambos siao sensiveis a capacidade redutora da
amostra. No processo de envelhecimento do Oloroso, os compostos fendlicos oxidados
vdo aumentar a capacidade redutora da amostra, sendo por isso detetada nos dois
métodos (Danilewicz, 2015). No caso do vinho Pedro Ximenez, o processo oxidativo vai
permitir adquirir uma maior complexidade aromatica e de polifen6is como resultado
de diferentes modificacbes na composicao quimica, quer através de reacdes nas
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condicdes de armazenamento quer através de interagcdes com a madeira (Ortega et al,
2008).

No método DPPH, as concentragdes de percentagem de inibi¢do verificaram-se mais
elevadas nas amostras sem envelhecimento, indo ao encontro de que os compostos
fenolicos proveem das madeiras e que se encontram livres, ndo oxidados e por isso com
uma maior reatividade. Estes valores vao ao encontro ao estudo realizado por Wang et
al (2022) onde é observado que durante o processo de envelhecimento, a oxidacdo e
polimerizacdo dos compostos vai resultar em estruturas mais complexas e menos
ativas com o radical DPPH, comportamento caracteristico de vinhos envelhecidos.

Por fim no método ABTS, as concentracdes de percentagem de inibi¢ao revelaram-
se mais elevadas em amostras envelhecidas com o vinho Pedro Ximenez. Os compostos
presentes no vinho possuem capacidade redutora significativa e contribuem para a
neutralizacdo do radical ABTS*, podendo explicar assim o aumento aparente da
atividade antioxidante neste método (Andreu-Garcia et al, 2025; Wang et al., 2022).
Além disso, o método ABTS é mais abrangente do que o DPPH, sendo sensivel tanto a
compostos fendlicos como a antioxidantes nado fenélicos (Danilewicz, 2015).

5.1.3 Identificacdo e quantificacdo por cromatografia de Ultra-Alto
Desempenho

Na Tabelas 4, 5 e 6 estd representado a média e desvio padrao de varios compostos
fenolicos analisados nas amostras de madeira. Em comparagdo com um estudo feito
por Guerrero-Chanivet et al (2023) pode-se retirar alguma informacgao referente ao
furfural e 5-hidroximetilfurfural, vanilina e siringaldeido.

A andlise por UHPLC foi realizada num sistema Waters Acquity, em que os limites
de quantificagdo (LQ) sdo determinados tendo em considera¢do a validacdo, a
calibracdo do método e as condi¢des instrumentais. O LQ permite determinar se um
composto pode ou ndo ser considerado para a quantificagdo. Isto significa que se um
composto se encontrar abaixo do limite ndo sera quantificado. Neste caso, o método
utilizado nao foi suficiente para medir a concentracao correta do composto, o que nao
implica a sua inexisténcia. Tal pode ser verificado nas tabelas abaixo, nas quais alguns
compostos se encontram abaixo do LQ.

Embora nao tenha sido calculado o LQ para cada composto no trabalho, a literatura
sobre UHPLC para compostos fenolicos refere-se a existéncia de um limite de
quantificacdo (LQ) abaixo do qual a quantificacdo se torna pouco confidvel

(Giiltekin-Ozgiiven et al., 2015).
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Tabela 4 - Concentracao dos compostos fendlicos encontrados na madeira (Media e desvio padrao)
de cada amostra através de UHPLC (acido galico; 5-hidroximetilfurfural; furfural; protocatequina
e vanilina)

CODIGO m Galico 50Hmetil Furfural Protocat  Vanilina
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

QATM 0 34,0+0,6 40,3+0,3 80,9+0,5 23,50,6 40,3+0,7
QATMPX 12 31,0+0,6 11,6+0,8 19,7+0,4 <LQ 20,7+0,1
QATMOL 12 96,4+0,6 <LQ 13,4+0,1 <LQ 13,5+0,1
QATF 0 10,0+0,0 33,6+0,2 79,8+0,4 <LQ 43,9+0,0
QATFPX 12 39,7+0,1 62,1+0,0 27,7+0,3 <LQ 27,8+0,0
QATFOL 12 66,7+1,8 <LQ 16,3+0,1 <LQ 27,6%0,6
QRTM 0 70,8+359 78,3+139 214,2#12,5 <LQ 39,9+5,1
QRTMPX 12 136,5+#8,7 74,1+38,2 36,0+0,5 <LQ 31,4+0,7
QRTMOL 12  <LQ <LQ 19,2+0,1 <LQ 29,9+0,8
QATMOL 60 21,6%0,3 <LQ <LQ <LQ <LQ

QATMPX 60 26,2+0,7  432+09  7,7+0,3 <LQ <LQ

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; TM- tosta média; TF- tosta forte; PX- Pedro Ximenez;
OL- Oloroso; LQ- limite de quantificagdo; m - meses de envelhecimento

Tabela 5 - Concentracao dos compostos fendlicos encontrados na madeira (Media e desvio padrao)
de cada amostra através de UHPLC (siringaldeido; acido elagico; catequina; acido cafeico e acido
sinapico)

CODIGO m Siringal Elagico Catequina Cafeico  Sinapico
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)
QATM 0 101,6+0,8 86.1+0,1 204,7£3,2 82,1+0,1 209,2+0,6
QATMPX 12 31,7+0,2 105,1+0,5 301,4+60,5 47,0+0,0 107,8+0,3
QATMOL 12 7,7x0,0 199,5+0,1 398,0+80,1 <LQ <LQ
QATF 0 167,6x0,3 37,8+0,1 77,5%2,6 64,5+0,1 6,8+0,1
QATFPX 12 50,9+0,2 124,3+0,3 260,2+2,8 46,2+0,3 104,6+0,5
QATFOL 12 49,4+0,5 143,2+0,1 291,9+1,9 <LQ 82,1+0,1

QRTM 0 920£10 3373%23 <LQ <LQ <LQ
QRTMPX 12 38902  236,5%0,6 <LQ <LQ 90,0+0,1
QRTMOL 12  26,4+04 1889+0,1 280,8+19 36,4%0,0 91,1%0,4
QATMOL 60  3,6%0,1  98,6%0,1 <LQ <LQ <LQ
QATMPX 60 <LQ 104,7+0,2 <LQ <LQ <LQ

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; TM- tosta média; TF- tosta forte; PX- Pedro Ximenez;
OL- Oloroso; LQ- limite de quantificacdo; m — meses de envelhecimento
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Tabela 6 - Concentracao dos compostos fenolicos encontrados na madeira (Media e desvio padrao)
de cada amostra através de UHPLC (acido siringico; epigalocatequina; epicatequina e
coniferaldeido)

CODIGO m Siringico Epigalocatequina Epicatequina Coniferaldeido
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
QATM 0 <LQ <LQ <LQ <LQ
QATMPX 12 22,1+0,3 <LQ <LQ <LQ
QATMOL 12 <LQ 126,5+4,3 <LQ <LQ
QATF 0 108,6+0,2 <LQ 99,0+1,5 <LQ
QATFPX 12 35,1+0,3 16,5+0,9 <LQ <LQ
QATFOL 12 26,8+0,2 <LQ <LQ <LQ
QRTM 0 101,9+18,0 395,6+259,0 <LQ 70,8+0,6
QRTMPX 12 46,4+0,4 835,7+21,6 <LQ <LQ
QRTMOL 12 24,3+0,4 <LQ <LQ <LQ
QATMOL 60 <LQ <LQ 35,1+20,2 <LQ
QATMPX 60 11,4+0,5 <LQ <LQ <LQ

QA- Quercus alba; QR- Quercus robur; TM- tosta média; TF- tosta forte; PX- Pedro Ximenez; OL- Oloroso;
LQ- limite de quantificagdo; m - meses de envelhecimento

Pode-se observar pelas Tabelas 4, 5 e 6 que varios compostos sao encontrados em
maiores proporc¢oes nas amostras sem qualquer tipo de vinho. Isso deve-se ao fato de
que, durante o processo de envelhecimento, o vinho nao esta apenas em contato com a
superficie das barricas, mas na verdade penetra nos poros da madeira e extrai certos
compostos dela, diminuindo assim a concentragdo desses compostos nas madeiras
envelhecidas (Garcia-Moreno et al., 2021).

Em comparac¢do com o estudo de Guerrero-Chanivet (2023) realizado no ambito de
comparacao de apenas os vinhos usados, verifica-se semelhancas em relagcdo ao
furfural, onde todas as amostras sem envelhecimento apresentam valores mais
elevados tal como no estudo feito. Na comparacao dos vinhos, as amostras que contém
o PX apresentam maiores valores relativamente as que apresentam o OL o que se
comprova também no estudo. Este caso é explicado pelo fato de que o vinho Pedro
Ximenez, que penetra nos poros da madeira é muito mais rico em contetido fendlico do
que outros vinhos Jerez, devido a alta concentrac¢do de polifendéis (Chaves et al.,, 2007;
Ruiz et al., 2010; Herrera et al., 2020).

A vanilina é originada da degradacao da lignina da madeira e estd intimamente
relacionada ao tratamento térmico, o qual os barris sdo submetidos (Mosedale &
Puech, 1998; Canas, 2017). Em relagdo ao estudo de Guerrero-Chanivet (2023) e os
resultados apresentados na Tabela 4 existem concordancias como o facto de as
amostras sem envelhecimento representarem os valores mais elevados e que entre os
vinhos o PX apresenta valores mais elevados em relagdo ao OL em qualquer das
amostras.
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Por ultimo, o siringaldeido comporta-se de maneira semelhante entre as amostras
e o estudo de Guerrero-Chanivet (2023). As amostras sem qualquer tipo de vinho
apresentam valores mais elevados em comparagdo com as restantes amostras, e as
amostras de PX12 apresentam valores mais elevados do que as de OL12. Referente as
de 60 meses, as de PX tal como no estudo nao tém um valor que possa ser quantificado.

A evolugdo dos compostos encontrados nas amostras é devido ao envelhecimento,
vai diminuindo o valor a medida que o tempo de envelhecimento aumenta, quanto
maior o tempo de permanéncia do vinho no barril, maior a extragdo dos compostos
pelo vinho e consequentemente menor quantidade no barril para transferéncias
futuras (Guerrero-Chanivet et al, 2024). No caso do vinho Pedro Ximenez, tém a
caracteristica de ter uma dificil penetracao nos poros do barril durante todo o processo
de envelhecimento, resultando assim numa extracdo de compostos fenélicos mais
baixa quando comparada com outros vinhos, como o Oloroso, criando assim valores
mais elevados nas amostras pois permite uma maior disponibilidade dos compostos
nos barris (Barquin & Liem, 2019; Gonzalez-Gordon, 2005).

E preciso ressaltar um valor importante que pode ter acontecido por erro de
medicdo durante a andlise feita, pois na amostra QRTMPX12 o valor de desvio padrao
é de 38,2, muito superior em comparac¢do com as restantes amostras de PX12 e com
outros valores de estudos feitos como por exemplo o de Guerrero-Chanivet (2023).

5.2 Correlacao entre os parametros analisados

E importante referir que todos os dados utilizados para o programa Stratgraphic
foram obtidos a partir de retas de calibracao (Figuras A2.1- A2.5, Anexos II).

1,0 i - . 1,0

IPT
IFC
ABTS
DPPH
FRAP

= ¢ g F 3

< o w

Figura 3 — Matriz de correlacdo para os parametros avaliados em amostras de extratos de
madeiras. Legenda: IPT- indice de polifenois totais; IFC- indice de Follin-Ciocalteu; ABTS -2,2"-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); DPPH- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; FRAP- Ferric
Reducing Antioxidant Power

16



Influéncia da madeira no sabor do vinho

A matriz de correlacao apresentada na Figura 3 mostra como as variaveis IPT, IFC,
ABTS, DPPH e FRAP se correlacionam entre si. Observa-se uma correlagdo positiva
entre o IPT e IFC (0,91), indicando que os dois métodos estdo alinhados. O mesmo
ocorre entre o [PT e FRAP (0,85) e entre o IFC e FRAP (0,89), revelando que estes trés
métodos estao fortemente correlacionados positivamente.

Por outro lado, IPT apresenta correlagdes negativas com o ABTS (-0,59) e DPPH (-
0,53), sugerindo que valores elevados de IPT estdo associados a menores respostas
desses métodos analiticos. De maneira semelhante, o IFC também se correlaciona
negativamente com ABTS (-0,57) e DPPH (-0,59). Ja o ABTS e DPPH apresentam uma
correlacdo muito forte e positiva entre si (0,89), indicando que medem fenémenos
antioxidantes muito relacionados. Tanto o método ABTS quanto o DPPH apresentaram
correlacdo negativa com o FRAP (r = -0,71), o que reforc¢a a ideia de que estes ensaios
avaliam diferentes mecanismos de atividade antioxidante. Essa divergéncia esta
associada, em grande parte, ao modo de calculo e ao principio reacional de cada
método.

Na matriz podem-se evidenciar dois grupos principais: um formado por IPT, IFC e
FRAP, que variam positivamente entre si, e outro formado por ABTS e DPPH, que se
relacionam positivamente entre si, mas inversamente com o primeiro grupo. Estes
resultados podem sempre variar em consideragao as amostras e o solvente de extracao
utilizados durante o processo, exemplo disso é o estudo feito por Rumpf et al. (2023),
em que o FRAP e IPT apresentam uma boa correlacao, mas o ABTS e DPPH ja nao.

5.3 Andlise Cluster e Fatorial

Para todas as analises de agrupamentos por Cluster, foi utilizado um agrupamento
hierarquico e uma distancia euclidiana como medida de similaridade, tendo sido
aplicado o método de Ward’s para a formacgdo dos grupos. Tal permitiu identificar
padrdes semelhantes entre amostras com base na atividade antioxidante e nos
compostos fendlicos.

0 método ajuda a minimizar a variancia entre as amostras e a distancia euclidiana
é a mais adequada para estas variancias, dai serem os mais usados nesta tipologia de
analises.

No caso das analises Fatoriais, recorreu-se ao Plot of factor loadings, que ajuda a
reduzir as variancias a 2 fatores principais, com recurso a um grafico que relaciona as
variaveis e os fatores.
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Figura 4 — Analise cluster realizada ao conjunto de amostras em relacdo ao poder antioxidante.
Legenda: QR TM PX 12 meses - gq.robur , tostado médio , Pedro Ximénez; QR TM OLO 12 meses- q.robur,
tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio; QA TM PX 12 meses- g.alba, tostado médio , Pedro
Ximénez; QA TM OLO 12 meses - g.alba, tostado médio , oloroso; QA TM- g.alba, tostado médio; QA TF PX 12
meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO 12 m eses - g.alba, tostado forte, oloroso; QA FT-
g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado médio , Pedro Ximenez; QA TM OLO 60 meses -
g.alba , tostado médio , oloroso

A Figura 4 mostra a andlise feita do poder antioxidante das amostras. Verifica-se
uma grande distingdo do grupo amarelo em relacao aos restantes, devido a sua maior
atividade antioxidante, comprovada pelos seus valores elevados de IPT, IFC e FRAP
(Tabela 2 e 3). Tal pode revelar a forma como a madeira influencia as amostras, sendo
evidente a sua separacdo na andlise. A QR tem tendéncia a libertar compostos fendlicos
diferentes e com mais concentragdo do que a QA, influenciando significativamente o
perfil fendlico e antioxidante (Wang et al., 2022; Andreu-Garcia et al., 2025).

Observa-se também a formacao do grupo azul, composto por amostras com 60
meses, que se encontra separado das restantes amostras. Tal demonstra como o tempo
de envelhecimento pode influenciar o poder antioxidante das amostras, bem como a
sua menor variabilidade e capacidade antioxidante mais estavel. Amostras com o vinho
Pedro Ximenez e Oloroso agruparam-se, de maneira geral, préoximas apesar de terem
diferencas inicias na composicdo antioxidante, devido ao tempo de envelhecimento
que conduz a uma convergéncia no perfil fenélico e capacidade antioxidante.(Valcarcel-
Mufioz et al., 2022). Assim, verifica-se que os vinhos podem exibir comportamentos
semelhantes nos métodos, mesmo que provenientes de mecanismos quimicos
diferentes.
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Figura 5 - Grafico de analise de componentes principais aplicada aos métodos em amostras de
extratos de madeira. Legenda: QR TM PX 12 meses - g.robur , tostado médio , Pedro Ximénez; QR TM OLO
12 meses- q.robur, tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio; QA TM PX 12 meses- g.alba,
tostado médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 12 meses - g.alba, tostado médio , oloroso; QA TM- g.alba,
tostado médio; QA TF PX 12 meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO 12 meses - q.alba,
tostado forte, oloroso; QA FT- g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado médio , Pedro
Ximénez; QA TM OLO 60 meses - g.alba , tostado médio , oloroso

Na andlise da Figura 5 verifica-se que o modelo explica 92,99% da variabilidade
total observada. Sabe-se ainda que o fator 1 explica 56,08% da variancia, sendo as
amostras do grupo amarelo as que apresentam valores mais elevados dessa variancia,
por consequente as do grupo verde sdo as com valores mais baixo. Esta diferenca pode
ser explicada pelo tipo de madeira que foi utilizado para cada grupo, a Quercus alba é
menos rica em termos fenolicos enquanto a Quercus robur é mais rica, indo ao encontro
do estudo de Guerrero-Chanivet (2023).

O fator 2 apresenta uma variancia de 36,91%, em que o grupo verde apresentar
valores mais baixos e o grupo vermelho os valores mais elevados. A amostra QATFPX
apresenta uma carga elevada em relagdo ao fator 2, indicando que a combinacgao de
maior tosta e vinho PX intensifica a atividade antioxidante detetada pelos métodos.
Curiosamente, a amostra QATM também apresenta carga elevada, sugerindo que o
fator também capta compostos liberados pela madeira independentemente do vinho.
Em contraste, a amostra QATMPX apresenta carga mais baixa, podendo ser explicada
pelo facto de que o Pedro Ximenez é um vinho com dificil penetragao nos poros do
barril durante todo o processo de envelhecimento (Barquin & Liem, 2019; Gonzalez-
Gordon, 2005).
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Figura 6 - Analise Cluster realizada ao conjunto de amostras com todos os fatores analisados
(poder antioxidante e compostos fendlicos) Legenda: QR TM PX 12 meses - qg.robur , tostado médio ,
Pedro Ximénez; QR TM OLO 12 meses- q.robur, tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio; QA
TM PX 12 meses- g.alba, tostado médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 12 meses - g.alba, tostado médio ,
oloroso; QA TM- g.alba, tostado médio; QA TF PX 12 meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO
12 meses - qg.alba, tostado forte, oloroso; QA FT- g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado
médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 60 meses - g.alba , tostado médio , oloroso

Na analise de cluster (Figura 6) observa-se mais uma vez a formag¢do bem distinta
do grupo amarelo, a jungdo de todas as amostras de 60 meses no mesmo grupo, apenas
diferindo nas amostras encontradas no grupo roxo, que neste caso apresenta grande
parte das amostras de 12 meses e a formacao de grupos isolados das amostras QATM
e QATF.

Esta andlise é feita incluindo os métodos utilizados e os compostos encontrados a
partir do UHPLC pois diferentes compostos fenodlicos apresentam diferentes
capacidades antioxidantes, entdo a inclusdao dos dados do UHPLC permite identificar
outros padrdes. Assim, a Figura 6 representa os grupos de amostras que compartilham
um perfil fenélico semelhante e uma capacidade antioxidante parecida, integrando
uma visdo da maneira que a tosta, o tipo de vinho e o tempo de envelhecimento
influenciam no comportamento da madeira (Guerrero-Chanivet et al., 2024).

No caso do grupo amarelo, os valores de IPT, IFC e FRAP das amostras sao
semelhantes, tal como os valores de vanilina e de acido elagico, sendo eles os que
apresentam maior concentracdo entre todas as amostras. Este agrupamento pode ter
surgido pela composicdo quimica da QR, que durante o processo de tosta e com o
envelhecimento vai existir a hidrolise a acido elagico. A vanilina, contribui para o
aumento da absorbancia no IPT (Danilewicz, 2015). No caso da amostra que contem o
vinho Pedro Ximenez, a presenca adicional de compostos fendlicos refor¢ca a sua
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capacidade redutora medida pelo IFC e FRAP (Wang et al., 2022; Valcarcel-Mufioz et
al., 2022). Refletindo a interligacdo dos compostos fendélicos extraidos da madeira e do
vinho, ajudando num maior potencial antioxidante e conteddo fendlico total.

No grupo azul os valores de IPT e FRAP sdao semelhantes tal como os de acido galico
e elagico, sendo estes compostos libertados pela madeira, produzindo assim valores
semelhantes. O grupo indica que as amostras sdo influenciadas pelo tempo de
envelhecimento (60 meses), permitindo que a madeira liberte mais compostos para a
polimerizacdo oxidativa. Além disso, a diferenca dos vinhos ndo se revelou importante
neste grupo pelo facto de que um envelhecimento prolongado promove um perfil
fenolico semelhante (Aleixandre-Tudo & du Toit, 2020).

No grupo roxo observa-se a jun¢do de grande parte das amostras de 12 meses
evidenciando que diferentes tipos de madeira podem atingir niveis de atividade
antioxidante semelhantes, sugerindo assim que o tempo tém grande efeito no perfil
fenolico das amostras. O mesmo pode ser comprovado com o grupo azul, que agrupa
as amostras de 60 meses. Sugerindo por isso, uma convergéncia no perfil fenélico ap6ds
reacoes de oxidacdo e polimerizagdo (Aleixandre-Tudo & du Toit, 2020).

Esta andlise Cluster evidenciou que as amostras se agrupam de acordo com o tipo
de madeira e o tempo de envelhecimento, confirmando que estes fatores sao decisivos
para a determinacao do perfil fendlico e antioxidante.
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Figura 7 - Grafico de analise de componentes principais aplicada aos métodos e compostos
fenolicos em amostras de extratos de madeira. Legenda: QR TM PX 12 meses - q.robur , tostado médio
, Pedro Ximénez; QR TM OLO 12 meses- q.robur, tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio;
QA TM PX 12 meses- g.alba, tostado médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 12 meses - g.alba, tostado médio ,
oloroso; QA TM- g.alba, tostado médio; QA TF PX 12 meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO
12 meses - g.alba, tostado forte, oloroso; QA FT- g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado
médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 60 meses - g.alba , tostado médio , oloroso
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Pela analise fatorial (Figura 7) verifica-se mais uma vez o afastamento do grupo
amarelo em relacdo aos restantes. Neste caso a andlise explica 61,37% da variancia
total dos dados, com o fator 1 a explicar 37,53% e o fator 2 a explicar 23,83% dessa
variancia.

Existe uma alteragdo da ordem das amostras em relacdo ao fator 2 devido a inclusao
de dados referentes ao UHPLC, o que confirma que a adicao deste parametro afeta a
andlise. Assim a QATM e QATFPX12 apresenta compostos fenélicos especificos, como
protocatequina, acido cafeico e valores elevados de acido sinapico. No caso da QATF,
que tem valores préximos de zero relativamente ao fator 1, verifica-se o mesmo com
os compostos fendlicos, uma vez que apresenta valores elevados de compostos
derivados da lenhina (vanilina e siringaldeido)(Guerrero-Chanivet et al., 2020). Ambas
as amostras apresentam os valores de ABTS e DPPH mais elevados, remetendo assim
para que no fator 2 as amostras estejam mais ligadas a sua capacidade antioxidante
total.

No caso do grupo azul e da amostra QATMOL12 os valores relativos ao fator 2 sao
0s mais baixos, uma vez que estao inversamente ligados as amostras QATM e QATF.
Neste caso ndo apresentam protocatequina, cafeico ou sinapico, além de terem baixos
valores de siringaldeido. No caso de o grupo azul, ndo apresentam vanilina, um
composto presente nas amostras com valores elevados referentes ao fator 2.

No caso do grupo amarelo, como referido anteriormente, a presenca de valores
elevados de acido elagico e galico, provenientes de taninos da madeira (Aleixandre-
Tudo & du Toit, 2020), além das concentracdes altas nos métodos IPT, IFC e FRAP,
separa-o totalmente dos restantes grupos. Sugerindo que o fator refletira a capacidade
antioxidante, ou seja a capacidade de neutralizar radicais especificos (Danilewicz,
2015; Valcarcel-Munoz et al., 2022).

Esta distin¢do entre os fatores especifica como certas amostras podem apresentar
valores de IPT, IFC e FRAP elevados mas sem necessariamente apresentarem de ABTS
e DPPH, relacionando por isso os resultados com os compostos fendlicos especificos, o
tipo de madeira, o vinho utilizado e o tempo de envelhecimento (Aleixandre-Tudo & du
Toit, 2020).
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Figura 8 - Analise Cluster realizada ao conjunto de amostras em relacdo aos compostos
fenolicos. Legenda: QR TM PX 12 meses - q.robur , tostado médio , Pedro Ximénez; QR TM OLO 12 meses-
g.robur, tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio; QA TM PX 12 meses- g.alba, tostado
médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 12 meses - q.alba, tostado médio , oloroso; QA TM- g.alba, tostado
médio; QA TF PX 12 meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO 12 meses - g.alba, tostado
forte, oloroso; QA FT- g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado médio , Pedro Ximénez;
QA TM OLO 60 meses - g.alba , tostado médio , oloroso

Na andlise cluster (Figura 8) s6 de compostos verifica-se a separacdao da amostra
QATM, do grupo vermelho, e da amostra QATF, do grupo rosa, bem como a unido das
amostras relativas ao tempo de 12 meses no grupo roxo, e das amostras relativas a 60
meses no grupo azul. O grupo amarelo apresenta-se separado dos restantes, tal como
nas outras analises.

Esta andlise ndo revelou diferencas significativas com a Figura 6, as amostras QATM
e QATF continuam separadas das restantes, o grupo amarelo contém as mesmas
amostras e as de 60 meses permanecem no mesmo grupo. Existem apenas pequenas
mudancas no posicionamento das amostras dentro do grupo roxo. A posicdo das
amostras de 60 meses pode dever-se com o facto de apresentarem quantidades
reduzidas ou nulas de siringaldeido, comum em amostras de longo prazo (Guerrero-
Chanivet et al.,, 2023).

A distincdo das amostras sem envelhecimento QATM e QATF acontece devido a uma
maior presenca de compostos fenodlicos simples, como acido cafeico e sinapico, que sdo
associados a uma atividade radicalar mais elevada (Wang et al., 2022). Em relagao as
madeiras envelhecidas, existe um aumento relativo de acido elagico, galico e vanilina,
compostos derivados da degradacdo da lenhina durante a oxidagao (Spaho et al,, 2019).
As amostras de 60 meses apresentam perfis fendlicos semelhantes por causa da
oxidacdo que acontece, polimeriza¢cdo de taninos e equilibrio quimico entre fenois
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(Valcarcel-Munoz et al, 2022), evidenciando que um envelhecimento oxidativo
prolongado conduz a uma estabilidade na composigao fendlica.
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Figura 9 - Grafico de analise de componentes principais aplicada aos compostos fendlicos em
amostras de extratos de madeira. Legenda: QR TM PX 12 meses - q.robur , tostado médio , Pedro
Ximénez; QR TM OLO 12 meses- g.robur, tostado médio , oloroso; QR TM - g.robur , tostado médio; QA TM
PX 12 meses- g.alba, tostado médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 12 meses - g.alba, tostado médio , oloroso;
QA TM- g.alba, tostado médio; QA TF PX 12 meses- g.alba, tostado forte, Pedro Ximénez; QA TF OLO 12
meses - g.alba, tostado forte, oloroso; QA FT- g.alba , tostado forte; QA TM PX 60 meses- g.alba, tostado
médio , Pedro Ximénez; QA TM OLO 60 meses - g.alba , tostado médio , oloroso

Na Figura 9 observa-se que a variancia desta analise de dados é de 60,23%, a mais
baixa de todas, sendo que o fator 1 apresenta 33,59 % da variancia e o fator 2 apresenta
26,62 % da variancia. Este valor comprova que o facto de se ter realizado uma analise
com apenas os dados dos compostos fenoélicos provenientes de UHPCL, ndo altera o
posicionamento das amostras em relacdo a uma analise feita com os dois parametros a
serem analisados.

A QATF e QATM apresentam valores elevados do fator 2, sendo que a QATMOL12
continua a apresentar os valores mais baixos do que os registados anteriormente
(Figura 7), quando a andlise considerava tanto os métodos como os compostos, o que
comprova que o grupo é afetado pela capacidade antioxidante. Podemos ainda
salientar a ideia de que todas as amostras de Oloroso se encontram no mesmo
quadrante, o que estd em concordancia com o estudo de Guerrero-Chanivet et al.
(2023), os valores de furfural nestas amostras sao mais baixos ou até nulos.
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Figura 10 - Analise Cluster aplicada a todas as variaveis utilizadas

Por fim foi feita uma analise cluster (Figura 10) dos parametros, a fim de verificar a
afinidade do IPT, IFC e FRAP, tal como a afinidade do ABTS e DPPH, conforme
mencionado anteriormente (Figura 3). E importante referir o grupo amarelo, pois
comprova o que foi descrito na abordagem teorica, em que a vanilina e o siringaldeido
sao obtidos pela degradacdo da lenhina, ao passo que o acido siringico é obtido pela
oxidacdo do siringaldeido (Spaho et al., 2019).

O grupo laranja também apresenta importancia nesta andlise, dado conter o acido
galico e elagico formados pela hidrélise de taninos ( Tarko et al., 2023; Cernisev, 2017;
Viriot et al., 1993). No grupo rosa, estdo presentes o furfural e o seu derivado, o que
indica a degradacdo da hemicelulose (Briones et al., 2012; Spaho, 2017). Outro aspeto
arelatar é a distancia existente entre os grupos amarelo e rosa ser a mais baixa, o que
podera dever-se ao facto de serem compostos mais relacionados com a degradacao de
compostos da madeira.
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6. Conclusao

Através deste trabalho foi possivel concluir que a atividade antioxidante e o
conteudo fenolico das madeiras, Quercus robur e Quercus alba, difere consoante o tipo
de madeira, os diferentes niveis de tosta, tipo de vinho e o tempo de envelhecimento,
o que influencia a estabilidade quimica e a libertacdo de compostos fendlicos. Através
das analises (Correlacao, Cluster e PCA) verificou-se a forma¢do de agrupamentos
consistentes, que destacam a influéncia da espécie e do tempo de envelhecimento na
libertacao de compostos fendlicos e na capacidade antioxidante. Constatou-se ainda
que com a evolucdo do tempo de envelhecimento, os compostos fendlicos tendem a
equilibrar-se devido as reacdes de oxidagdo e polimerizacao.

De um modo geral, a combinagdo das analises permitiu uma interpretacdo mais
abrangente e coerente da evolucao quimica das madeiras, demonstrando que o poder
antioxidante resulta da interacdo complexa entre a composi¢cdo fendlica e as
transformacgdes estruturais.

Estes resultados confirmam, portanto, que a selecao da madeira, o nivel de tosta e
o tempo de envelhecimento sdo fatores importantes a considerar para a otimizar a
qualidade final dos vinhos.
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ANEXO I - Tabelas

Tabela A1.1- reta de calibracao de cada composto encontrado nas amostras

m B

Galico 5910 966,85
50H metil 18227 491,94
Furfural 17133 2849,7
Vanilina 11060 1741,9
Catequina 1152 305,83
Siringaldeido 8649,5 935,37
Cafeico 10191 5077,7
Sinapico 7886,4 316,33
Elagico 18979 241654
Protocatequina 3148,2 911,04
Siringico 7243,6 1518,2
Epigolacatequina 983,53 303,5
Epicatequina 1403,1 359,7

coniferaldeido 11720 649,65
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ANEXO II - Figuras
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Figura A2.1 - Reta de calibracdo usada para determinar o indice de polifenéis totais
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Figura A2.2 - Reta de calibracdo usada para determinar o indice de Follin-Ciocalteu
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Figura A2.4 - Reta de calibracao usada para determinar o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
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Figura A2.5 - reta de calibracdo TROLOX usada para a analise de 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
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