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Antioxidant activity of Portuguese and French Commercial Aged brandies

ABSTRACT
The aged wine brandy presents high alcoholic content resulting from the distillation of
wine and the ageing process in wooden barrels, that constitutes the unique source of
phenolic compounds. Several evidences exist suggesting the involvement of phenolic
compounds as protector agents in deseases related with the oxidative stresse, because of
its antioxidant power. From a nutraceutical point of view, the main purpose of this study
was to evaluate the antioxidante activity of Portuguese and French commercial brandies.
The results obtained showed a low correlation between antioxidant activity and phenolic
composition. The most significant correlations were found for galic and elagic acids, which
indicates that these phenolic acids contribute significantly for the antioxidant activity of
the brandies. Taken into account the available literature, we believe that for the first time
a correlation between the furanic aldehydes and antioxidant activity of wine spirits was
established, showing to be positive for the 5-methylfurfural and negative for the
hydroxymethylfurfural. In addition, it was shown that the adittion of caramel to spirits due
to the increase of 5-methylfurfural, contributes for their antioxidant activity. The

Portuguese and French commercial brandies showed a reduced antioxidant activity.

Key-Words: Wine brandies; wood; ageing; nutraceutical drinks; antioxidants; low

molecular weight compounds.
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RESUMO

A aguardente vinica velha é uma bebida com elevado teor alcodlico, resultante da
destilacdo exclusiva do vinho, sendo posteriormente envelhecida em vasilha de madeira,
gue constitui a sua Unica fo

nte de compostos fendlicos. Existe evidéncia do envolvimento dos compostos fendlicos,
como agentes protectores, nas doencas relacionadas com o stresse oxidativo, devido ao
seu poder antioxidante. Numa perspectiva nutracéutica, com o presente estudo
pretendeu-se avaliar a actividade antioxidante de aguardentes vinicas comerciais
portuguesas e francesas. Os resultados revelaram uma correlagdo nao significativa entre a
actividade antioxidante e o indice de polifendis totais. Foi observada uma correlacao
muito significativa entre a actividade antioxidante e o teor em acidos galhico e elagico, o
gue indica que estes acidos fendlicos contribuem significativamente para o potencial
antioxidante de aguardentes envelhecidas. Atendendo a bibliografia consultada, é
estabelecida pela primeira vez, uma correlagdo entre o teor de aldeidos furanicos e a
actividade antioxidante de aguardentes vinicas, que demonstrou ser positiva para o 5-
metilfurfural e negativa para o HMF. Observou-se ainda a forte contribuicao da adi¢do de
caramelo nas aguardentes para a sua actividade antioxidante, por via do aumento de 5-
metilfurfural. As aguardentes comerciais portuguesas e francesas analisadas

demonstraram fraca actividade antioxidante.

Palavras-chave: Aguardentes vinicas; madeira; envelhecimento; bebidas nutracéuticas;

antioxidantes; compostos de massa molecular baixa.
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I - INTRODUGAO

O vinho e seus derivados sempre estiveram de alguma forma vinculados a histdria do
homem, seja por serem bebidas com sabor e personalidade prdprias seja, também, por
trazerem potenciais beneficios a saide. Com base num importante estudo epidemioldgico
(Projecto MONICA) levado a cabo pela Organizacdo 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 acidos gordos saturados (elevado), habitos 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 mediterranica, caracterizada por ter um padrdo alimentar
saudavel, devido ao consumo regular e elevado de alimentos ricos em compostos
fendlicos - vegetais, frutas, frutos secos, azeite, cha e vinho tinto - com reconhecida

actividade antioxidante, com efeitos benéficos para a saude.

Despoletado essencialmente 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 actividade antioxidante, o
gue significa que podem ter efeitos positivos tanto na conservacdo de alimentos e
bebidas, como na preservacdo da saude humana quando presentes regularmente na
dieta. Importa salientar que, no Sudoeste de Franca, na regido de Armagnac, este
paradoxo é ainda mais acentuado. Esta particularidade foi atribuida ao consumo de
Armagnac, a aguardente vinica ai produzida e envelhecida em madeira de carvalho, rica
em compostos fenodlicos. Deste modo, é importante compreender os factores que afectam

e favorecem a qualidade nutracéutica deste tipo de bebidas espirituosas.

Em trabalhos recentes realizados, com aguardentes de ensaio, constatou-se que a vasilha
de madeira e o processo de envelhecimento assumem uma importdncia fundamental na
qgualidade final da aguardente, condicionando as suas caracteristicas fisico-quimicas,

organolépticas e propriedades antioxidantes.
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Pela dificuldade de se avaliar o efeito da actividade antioxidante de certos alimentos e
bebidas sobre a fisiologia e a salude humana, torna-se necessdrio encontrar nestes
alimentos indicadores que se correlacionem com os seus efeitos biolégicos in vivo. Um
destes indicadores é a composicdo fendlica. Outro indicador é a actividade antioxidante

em relacdo a captacao de radicais livres.

Assim, com o presente trabalho pretende-se definir o perfil da capacidade antioxidante de
aguardentes vinicas comerciais portuguesas e francesas e correlaciona-lo com a
composicao fendlica, de forma a avaliar a sua qualidade nutracéutica.

Atendendo a este objectivo, o trabalho é estruturado em quatro capitulos, sendo o
primeiro capitulo relativo ao estado actual do conhecimento no respeitante aos factores
que condicionam o envelhecimento e, portanto, as caracteristicas fisico-quimicas,
organolépticas e nutracéuticas da aguardente vinica envelhecida; um segundo capitulo
descritivo das aguardentes comerciais estudadas (37) e das determinagdes analiticas
efectuadas (teor de polifendis totais, compostos de massa molecular baixa determinados
por HPLC e actividade antioxidante determinada pelo método do DPPH"); um terceiro em
gue sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nestas condi¢cOes experimentais;

e um quarto, com as principais conclusodes.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 — HISTORIA E UTILIZAGOES DA AGUARDENTE

A destilacdo é uma técnica muito antiga, descoberta pelos primeiros alquimistas
(Plouvier, 2008) e, por isso, torna-se dificil afirmar onde e quando comecaram a ser
realizadas as primeiras destilacdes do vinho. Varios historiadores afirmam que a destilacao
foi usada pelos chineses, 3000 A.C., que descreveram varias férmulas de destilacdo e
denominavam a aguardente obtida de “espiritos fortes”. Em 2000 A.C. os egipcios ja
conheciam bem a arte de destilar, que sé mais tarde chegou aos paises mediterranicos,
aos gregos e romanos. Desde o inicio, todos estes povos produziam um liquido que era
usado para fins medicinais e para a elaboracdo de perfumes (Léauté, 1990; Plouvier,
2008). Segundo Plouvier (2008), o processo de destilagao foi, mais tarde, desenvolvido

pelos arabes e foi da lingua arabe que derivaram as palavras “alcool” e “alambique”.

Durante o dominio arabe, a técnica e o segredo da destilacdo difundiram-se rapidamente
pela Europa. Nessa época existia uma aura de mistério, mitologia e magia em torno das
aguardentes que, durante séculos, foram consideradas como contendo po¢des magicas e

como sendo portadoras do elixir para a longevidade e cura de doencgas.

Os franceses comegaram a produzir aguardente entre os séculos XV e XVI e foi um quimico
francés, Arnaud de Villeneuve, que destilou o primeiro vinho, ao qual chamou “eau-de-
vie”, a adgua da vida, que se dizia fortalecer o corpo e prolongar a vida (Léauté, 1990;
Cantagrel, 2008; Garreau, 2008). Ao longo do tempo, os equipamentos de destilacdo vao
sendo aperfeicoados e, consequentemente, os métodos e técnicas de destilagdo atingem
quase a perfeicdo. Assim, surgiram em Franca duas das bebidas espirituosas (aguardentes)
mais sofisticadas e famosas no mundo, o Cognac e o Armagnac. O Armagnac é o mais
antigo destilado francés e, segundo a lenda, nasceu no coracdo de Gascogne, sendo a
bebida favorita de D'Artagnan, o famoso mosqueteiro do romance de Alexandre Dumas. O
Cognac e o Armagnac sdao aguardentes de grande qualidade que evoluem em contacto
permanente com vasilhas de carvalho Limousin ao longo dos anos, adquirindo a cor e o

“bouquet” que os tornam Unicos.

Em Portugal utilizam-se essencialmente os processos de destilagdo franceses e o

envelhecimento é realizado normalmente em vasilhas de carvalho.
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1.2 - AGUARDENTE VIiNICA

A aguardente vinica é uma bebida com elevado titulo alcoométrico, resultante da
destilacdo do vinho. Nos paises da Unido Europeia (UE), denomina-se aguardente vinica a
bebida espirituosa obtida exclusivamente pela destilacdao de vinho ou de vinho tratado ou
pela redestilacdo de um destilado de vinho, com um titulo alcoométrico maximo de 86 %
v/v, um teor de substancias volateis igual ou superior a 125 g/hl A.P. (4lcool puro) e um

teor de metanol maximo de 200 g /hl A.P. (Reg. CE 110/08).

Apds a destilacdo, a aguardente vinica branca apresenta uma transparéncia e limpidez
caracteristicas, tendo como componentes principais: 4dgua, elevado teor em etanol e
grande riqueza em compostos volateis - ésteres, dcidos alifaticos, alcoois superiores,
acetais, furfural (Nikanen, 1998). A aguardente vinica também se caracteriza pela auséncia
de compostos fendlicos (Léauté, 1990; Leclaire et al., 1999; Ferrari et al., 2008). Portanto,
0 seu aroma natural é devido a presenca de aldeidos, de acidos gordos, de ésteres e de

alcoois superiores (Léauté, 1990).

11.2.1 - Factores que condicionam a qualidade da aguardente branca

A qualidade da aguardente branca é condicionada, em grande parte, pelas caracteristicas
do vinho que lhe da origem. A localizagdao das vinhas, a escolha das castas e a época da
vindima s3ao factores determinantes para produzir um bom vinho para destilagdo
(Belchior, 1987; Léauté, 1990; Cantagrel 2008; Garreau 2008). Também a tecnologia de

destilagdo determina a qualidade da aguardente branca (Cantagrel 2008; Garreau 2008).

11.2.1.1 - Origem Geografica

Em Franga, a qualidade do Cognac e do Armagnac estd intimamente ligada a qualidade da
matéria-prima que, por sua vez, € influenciada pela natureza do solo e pelo clima,
resultante da sua localizacdo geografica (Léauté 1990; Cantagrel, 2008; Garreau, 2008) —

Figura 1.
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CHAMPAGNE

Figura 1 - Localizagdo geografica das regides de Cognac e de Armagnac (adaptado de BNIA)

A regidao de Cognac situa-se no sudoeste de Franca, sobre o eixo fluvial da regido de
Charente. Esta regido subdivide-se, em funcdo da qualidade da aguardente que produz,
em seis sub-regides, que em conjunto formam um mosaico que abrange toda a producao
do Cognac: Grande Champagne, Petit Champagne, Borderies, Fins Bois, Bons Bois e Bois

Communs, tal como indicado na Figura 2.

Producéao 72 676 ha

Bons Bois
P 9370 ha

Fins Bois

P 30 501 ha
Bois Ordinaires

P 1092 ha

Borderies
P 3877 ha

Grande Champag
P 12 795 ha

Petite Champagne
P 15041 ha

Figura 2- Regido de Cognac (adaptado de BNIC, 2005). P- produgdo em hectares (ha).

Segundo Cantagrel (2008), a regido de Cognac beneficia de condi¢cGes excepcionais do
ponto de vista climatico e geoldgico. E uma regido marcada por um clima de temperaturas
amenas e uma humidade relativa elevada, devido a proximidade do rio Charente, e
também, por influéncia do ar maritimo. As caracteristicas geolégicas da regido de Cognac
sdo delineadas essencialmente pelas zonas de Grand e Petit Champagne e pela zona de

Borderies, com dois tipos de solos distintos. Na zona de Champagne o solo é muito fridvel,
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com proporg¢des importantes de carbonato de cdlcio, enquanto nas Borderies predomina
o solo silico-argiloso (Cantagrel, 2008).
A regido de Armagnac situa-se também no sudoeste de Franga e subdivide-se em trés

zonas: Bas-Armagnac, Ténaréze e Haut-Armagnac — Figura 3.

Figura 3 - Regido de Armagnac (adaptado de BNIA, 2005).

Esta regido, localizada no interior, possui um clima mais quente e seco que Cognac, devido
a menor influéncia do ar oceanico. Segundo Garreau (2008), os solos da regido de
Armagnac sdo argilo-calcarios bem estruturados, que permitem a expansao das raizes em
profundidade e, devido a abundancia e variacdo de lengdis fredticos no subsolo, fazem

com que as vinhas resistam bem aos anos mais quentes e de maior secura.

Em Portugal existem cinco regides produtoras de aguardentes vinicas envelhecidas com
direito a Denominacdo de Origem (D.0.): Lourinhd, Vinhos Verdes, Ribatejo, Douro e

Bairrada — Figura 4.
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Vinhos Verdes

Figura 4 - Regides portuguesas produtoras de aguardente DOC (adaptado do IVV, 2008).

Neste contexto merece destaque a regido da Lourinhd por ser a Unica regido demarcada
do pais exclusivamente para a producdo de aguardente e é uma das trés regiées do
espaco Europeu, em posicdo de igualdade com as de Cognac e de Armagnac. A Lourinh3,
demarcada em 1992, estd sujeita a um conjunto de regras consignadas em legislacdo
propria: caracteristicas dos solos, castas autorizadas e recomendadas, praticas de

vinificacao, titulo alcoométrico e tempo de estagio.

Também a Beira interior, a Estremadura e o Alentejo sdo regiGes produtoras de
aguardente vinica, embora com menor expressividade.

Devido a diversidade geografica entre regides, as vinhas destinadas a produc¢do de vinhos
aptos para a producdo de aguardente vinica de qualidade, devem estar instaladas em
solos especificos, com caracteristicas muito prdprias, consoante cada regido: solos
mediterranicos pardos, parabarros de arenitos finos, argilas, solos calcarios pardos, solos

litdlicos de arenitos, aluviossolos, podzdis, entre outros.

11.2.1.2 - Castas

A seleccdo das castas é um factor de extrema importancia para a qualidade da
aguardente, e as castas brancas sdao as que originam vinhos com melhor aptiddo para
destilar e produzir aguardentes com caracteristicas organolépticas mais apreciadas. Na

producdo de Cognac e de Armagnac, utilizam-se trés castas: a Ugni Blanc, a Colombard e a
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Folle-Blanche. Na regido de Cognac a Ugni Blanc ocupa 83 % da darea total de vinha

(Cantagrel, 2008) — Figura 5.

Figura 5 - Uvas da casta Ugni Blanc (adaptado de BNIC, 2005).

Esta casta apresenta caracteristicas que a tornam Unica na producdo de aguardentes,
originando um vinho acido, com aroma fino e pouco persistente e com uma riqueza
alcodlica ndo muito elevada (Cantagrel, 2008). Outro aspecto importante, que faz com
gue esta casta seja preferida em relacdo a outras é a sua maturacdo tardia, que impede
gue os compostos aromaticos da uva sejam destruidos por oxidacdo (Garreau, 2008). No
entanto, as uvas destinadas a producdo de vinho para destilacdio ndo devem possuir
aromas muito intensos, pois ddo origem a aguardentes excessivamente aromatizadas

(Belchior, 1987a).

As aguardentes portuguesas obtém-se a partir de vinhos elaborados com uva branca e
tinta de castas recomendadas e autorizadas de cada regido. No Quadro [., sdo
apresentadas as castas que possuem melhor aptiddo para a producdo de aguardente

vinica em cada regido com Denominacdo de Origem Controlada.
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Quadro | - Castas autorizadas e recomendadas para a produgdo de aguardente vinica nas diferentes denominagdes de

origem portuguesas.

Castas
Autorizadas — 25 % Recomendadas — 75%
Brancas Tintas Brancas Tintas
Lourinhé" Lourinhé"
Cercial; Ferndo Pires; Rabo de | Carignan;Periquita; Alicante;Alvadurdo; Cabinda
Ovelha; Siria; Seara Nova; | Tinta Miuda Boal-Espinho;
Vital Marquinhas; Malvasia
rei; Tdlia
Vinhos Verdes’ Vinhos Verdes’
BrancoEscola;Cainho;Cascal; Amaral;Alicante Alvarinho;Azul-Branco; | Azal-Tinto;Borragal;
Cascal;Douradinha;Esgana- Bouchet;Docal;Doce; Avesso;Batoca; Brancelho,Espadeiro;
cdo;Esganinho;Esganoso; Espadeiro-Mole; Loureiro;Pedernd; Padeiro-de-Basto;
Esganoso-Lima;Ferndo Pires; Labrusco;Mourisco; Trajadura Pedral;Rabo Ovelha;
Folgosdo;Formosa;Godelho; Pical;Poeirinha; Vinhdo
Lameiro;Mavasia Sousdio; Touriga;
fina;Malvasia Verdeal;Verdelho
Rei;Rabigato;Sdo Mamede;
Semildo
Ribatejo Ribatejo’
Alicante Branco,Chardonnay; Aragonez;Merlot; Arinto;Ferndo Pires; Baga;Camarate;
Malvasia-Rei; Pinot Branco Pinot-Tinto; Rabo Ovelha;Tdlia; Cabernet Souvignon;
Touriga Francesa; Trincadeira das Pratas; Periquita;Tinta Miuda;
Touriga Nacional Vital Trincadeira-Preta

V]
Douro

Y]
Douro

Brancas

Tintas

Alicante Branco;Alvarelhdo Branco;Arinto;Avesso;
Batoca;Bical;Branco Especial;Branco Guimardes;
Caramela;Carrega Branco;Cercial;,Chasselas;Cédega de
Larinho;Diagalves;DonaBranca;Donzelinho
Branco,Estreito Macio;Ferndo Pires;Folgasdo,Gouveio;
Gouveijo Estimado;Gouveio Real;Jampal;Mavasia Fina;
Malvasia Parda;Malvasia Rei;Moscadet;Moscatel
Galego Branco;Mourisco Branco;Pé comprido;Pinheira
Branca,Prag¢a;Rabigato;Rabigato Franco;Rabigato
Moreno;Rabo de Ovelha;Ratinho;,Samarrinho;Sarigo;
Semillon;Sercial,Siria; Tdlia;Tamarez; Terrantez; Touriga
Branca;Trigueira;Valente;Verdial Branco;Viosinho,Vital

Alicante Bouschet;Alvarelhdo; Alvarelhdo Ceitdo;
Arogonez;Aramon;Baga;Barca;Barreto;Bastardo;
Camarate;Carignan;Carrega Tinto;Casculho;
Casteld;Casteldo,;Cidaddelhe;Concieira;Cornifesto;
Corropio;Donzelinho Tinto,Engomada;Espadeiro;
Gongalo Pires;Grand Noir;Granjeal;Jaen;Lourela;
Malandra;Malvasia Preta;Marufo;Melra;Mondet;
Marisco Semente;Nevorira;Patorra;Petit Bouchet;
Pinot Noir;Portugués Azul;Preto Martinho;Ricoca;
Roseira;Rufete;Satareno;Séo Saul;Sevolhdo;
Sousdo; Tinta Aguiar; Tinta Barroca, Tinta Carvalha;
Tinta Fontes;Tinta Francisca;Tinta Lameira;Tinta
Martins; Tinta Mesquita;Tinta Penajdia; Tinta
Pereira; Tinta Pomar;Tinta Tabuago,Tinto Céo;
Tinto Sem Nome; Touriga fémea;Touriga Franca;
Touriga Nacional; Trincadeira;Valdosa,Varejoa

. 5
Bairrada

. 5
Bairrada

Brancas

Tintas

Arinto;Bical;Cercial;Chardonnay;Ferndo Pires;Pinot
Blanc;Rabo de Ovelha,Souvignon,Sercealinho;Verdelho

Alfrocheiro;Arogonez;Baga;Bastardo;Camarate;
Casteldo;Cabernet Sauvignon,;Jaen;Merlot;Pinot
Noir;Rufete;Syrah; Tinta Barroca;Tinto Cdo;
Touriga Franca;Touriga Nacional

Fonte: 1-Decreto-Lei n.°323/94, 2-Decreto-Lei n.°449/99, 3-Decreto-Lei n.°45/2000, 4-Decreto-Lei n.°190/2001, 5-

Decreto-Lei n.°301/2003.
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11.2.1.3 - Caracteristicas do vinho para destilagao

As caracteristicas de um vinho para destilar sdo diferentes das caracteristicas de um vinho
para consumo. Os vinhos destinados ao fabrico de aguardentes vinicas devem apresentar
um sabor sem defeitos e um aroma fino e desenvolvido (Léauté, 1990; Cantagrel, 2008). A
producdo de boas aguardentes exige vinhos provenientes de uvas sd3s e com
caracteristicas especificas, que permitam a sua conserva¢dao durante alguns meses sem
necessidade de aplicacdo de didxido de enxofre (Belchior, 1987). Segundo vdrios autores
(Belchior, 1987; Léauté, 1990; Ledauphin et al., 2006; Jurado et al., 2008), os destilados de
vinho que apresentam melhor qualidade sdo aqueles que nao contém diéxido de enxofre,
pois a sua presenca origina, ao longo da destilacdo, a formacdo de compostos sulfurados,
designados genericamente por mercaptanos, que conferem aromas desagraddveis a

aguardente.

Por outro lado, a acidez fixa do vinho deve ser elevada (superior a 4g de 4cido
tartarico/dm?), para garantir a estabilidade microbioldgica e condi¢des anti-sépticas e,
deste modo, proteger e conservar o vinho até ao momento da destilacdo (Belchior, 1987;
Garreau, 2008). De acordo com Garreau (2008), ndo é raro encontrar mostos destinados a
producao de Armagnac com pH inferior a 3. A elevada acidez durante a destilacao parece
também favorecer: a hidrdlise de certos constituintes do vinho, que originam a libertacado
de compostos aromaticos do grupo dos terpenos, os quais conferem as aguardentes
aromas intensos e especificos; a formacdo, em pequena quantidade, de acetato de etilo

(Ferrari et al., 2004; Ledauphin et al., 2006).

O titulo alcoométrico dos vinhos para destilacdo ndo deve ser elevado, uma vez que
mostos com baixo teor de aguUcares originam vinhos com reduzida acidez volatil, o que
confere melhores caracteristicas ao destilado. Para além disso, vinhos com um titulo
alcoométrico baixo originam, também, aguardentes com um titulo alcoométrico
ligeiramente mais baixo, constituindo assim um factor de qualidade, pois para produzir a
mesma quantidade de destilado é necessario maior volume de vinho pouco alcodlico,
fazendo com que exista maior concentracdo de substancias aromaticas (Léauté, 1990;

Belchior, 1987; Cantagrel, 2008; Garreau, 2008).
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O teor de taninos do vinho a destilar deve ser baixo, ja que concentra¢des elevadas
destes compostos sdo responsdveis pela adstringéncia, aspereza e amargo do destilado. E,
assim, preferivel recorrer a vinhos brancos ou a tintos vinificados de bica aberta (Lafon et

al., 1964).

Também se recomenda a destilacdo precoce dos vinhos, para evitar alteracdes provocadas
por bactérias e/ou leveduras, ou por oxidagées no decorrer da conservacdo. Segundo
Belchior (1987), para a obtencdo de aguardentes de qualidade ndo deverdao ocorrer
reaccdes de oxidacdo nos vinhos. E, por isso, aconselhavel destilar o vinho assim que
termine a fermentacdo. Tanto em Portugal como em Franga, os vinhos devem ser
destilados até dia 31 de Marco, pois a partir desta altura, devido ao calor, ja é bastante

dificil conserva-los (Belchior 1987; Garreau, 2008).

11.3 - TECNOLOGIA DE DESTILACAO

Varios trabalhos (Cantagrel, 2008; Jurado et al., 2008; Payan, 2007) tém demonstrado que
as caracteristicas do destilado, correlacionadas com o processo de destilacdo e pelo modo
como é conduzido, condicionam a qualidade da aguardente envelhecida. O processo de
destilagdo ndo é um método cientifico mas sim uma arte, de saber destilar, com o
objectivo de preservar as caracteristicas do vinho, de modo a favorecer a existéncia de
aromas especificos e eliminar substancias indesejaveis do ponto de vista organoléptico e

nutracéutico (Belchior, 1987; Léauté, 1990; Cantagrel, 2008).

As caracteristicas do vinho e a técnica de destilagio determinam a passagem para o
destilado de diferentes compostos, uma vez que condicionam as varias reaccbes —

esterificacOes, acetalizacOes e hidrdlises (Belchior, 1987).

A destilacdo consiste em aquecer o vinho até a fase de ebulicdo e condensar os vapores
que vio sendo libertados. E uma técnica que permite a separacdo do &lcool e dos
compostos volateis do vinho (Belchior, 1987; Léauté, 1990; Cantagrel, 2008; Garreau,
2008). No decurso da destilagdo ocorrem variagdes dos compostos volateis ja existentes
no vinho (Léauté, 1990). Ja que a facilidade de volatilizacdo dos diferentes compostos estd
relacionada com os seus pontos de ebulicdio e com a influéncia de todas as outras

substancias da mistura. Com efeito, nem todos os compostos volateis do vinho, que sdo

11
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arrastados pelo vapor hidroalcodlico, passam com a mesma velocidade na destilagdo, pois
pertencem aos mais diferentes grupos quimicos: dalcoois, aldeidos, cetonas, ésteres,

compostos azotados, entre outros.

A tecnologia usada na destilacdo é variavel com o tipo de equipamento, pois as
caracteristicas deste sistema e a forma especifica como a destilacdo é nele conduzida
implicam necessariamente a obtencdo de aguardentes com caracteristicas distintas.
Concretamente, o Cognac resulta de um processo de dupla destilacdo em alambique
“Charentais”, e o Armagnac é obtido numa unica destilacdo em coluna. Em Portugal, na
producdo de aguardente é utilizado o alambique ou a coluna de destilagdo (Belchior,

1987), conforme a regido e o produtor.

11.3.1 - Destilagao em alambique do tipo “Charentais”

Para a producdo de uma boa aguardente vinica o alambique deve ser de cobre, pelas
vantagens que apresenta: maleavel; bom condutor do calor; resistente a corrosao
provocada pelo calor e pelo vinho; reage com os componentes do vinho formando sais de
compostos sulfurados e acidos gordos; constitui um catalisador favordvel para as reac¢des

dos compostos do vinho (Leauté, 1990; Cantagrel 2008; Garreau, 2008).

O alambique é um equipamento formado por diferentes elementos com fungdes
distintas, mas todos eles importantes para a producdo de aguardente vinica de qualidade

— Figura 6.

m— A ._; E

Figura 6 - Constituicdo do Alambique Charentais. 1-caldeira, 2-chapéu ou capitel, 3-colo de cisne, 4- aquece-vinhos ou
pré-aquecimento, 5-condensador, 6-serpentina, 7-porta-alcodmetro (adaptado de BNIC, 2005).

A caldeira é o recipiente que recebe o vinho e é concebida para adquirir o calor directo da

chama (lenha, queimadores a gas, entre outros), propiciando uma boa uniformidade de

12
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aquecimento do vinho (Léauté, 1990; Cantagrel 2008), e serve como regulador e

acumulador de energia entre a fonte de calor e o vinho (Belchior, 1987).

O chapéu ou capitel é a parte do alambique que se situa logo acima da caldeira e a sua
forma e volume determinam a concentracdo, seleccdo e separacao dos diferentes
compostos volateis do vinho (Cantagrel, 2008). Portanto, a funcdo do capitel é canalizar os
vapores formados na caldeira, permitindo uma condensa¢dao parcial dos mesmos,
melhorando, assim, a separac¢ao dos constituintes do vinho: durante o processo os
componentes volateis sofrem condensacdo no capitel e retornam a caldeira, onde sdo

redestilados - processo de refluxo ou de rectificacdo (Léauté, 1990).

O colo de cisne é a parte contigua e curva do capitel e destina-se a conduzir os vapores
provenientes do capitel para a serpentina (Cantagrel, 2008).

O aquece-vinhos ou pré-aquecimento do alambique é uma estrutura optativa e tem como
principal funcdo a recuperacao do calor: o vapor quente da destilacdo ao passar pelo pré-
aquecedor permite o pré-aquecimento do vinho nele existente e que se destina a préxima

destilacdo (Cantagrel, 2008).

A serpentina segue-se ao colo de cisne, sendo formada por um tubo cilindrico em espiral,
que esta submerso em dagua, dentro do condensador. A parte inicial da serpentina
apresenta um diametro mais largo, para facilitar a condensagdo e vai progressivamente

diminuindo até chegar ao porta- alcoémetro (Léauté, 1990).

O condensador é um reservatério com dgua que permite a condensacdao do destilado.
Como existe uma entrada continua de agua fria, na parte inferior do condensador, e
ocorre libertagdo de calor através da serpentina em virtude da condensagdo do vapor, é
normal a existéncia de um elevado gradiente de temperatura da 3agua presente no
condensador (10 °C na parte inferior e 70 a 80 °C a superficie). Durante a condensac3o, a
reaccao do cobre com os componentes do destilado (componentes sulfurados e acidos
gordos) origina combinacdes insoltveis (Cantagrel et al., 1990), que sdo removidas por
filtracdo, no porta - alcoémetro. O alcoémetro, colocado no porta-alcodmetro, permite
controlar o progresso da destilagao, verificando continuamente o titulo alcoométrico e a

temperatura de saida do destilado (Léauté, 1990; Cantagrel 2008; Garreau, 2008).
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Neste tipo de alambique é realizada uma destilagao descontinua ou dupla destilagdo, que
tem como objectivo, conseguir uma aguardente mais pura e sem defeitos e mais

concentrada - com maior rendimento em alcool (Cantagrel, 2008).

A destilagcdo descontinua inicia-se com uma primeira destilacdao do vinho, que origina trés
fraccBes distintas de destilado: as cabecas, o coracdo e as caudas. O objectivo é separar os
diferentes componentes do destilado. Ao longo do processo de destilacdao esta separacao
é muito importante para, por um lado, assegurar que a frac¢cdo do coracao apresenta uma
baixa concentracdo em compostos indesejaveis do ponto de vista organoléptico, e por
outro, conter uma concentragdao aceitdvel de etanol e grande riqueza em compostos

aromaticos benéficos (Jurado et al., 2008).

O momento de separagao das frac¢des denomina-se corte e é a operagdo responsavel
pela seleccao de boas ou mas caracteristicas, que conferem aromas e gostos especificos,

determinantes da qualidade da aguardente (Léauté, 1990).

As cabegas possuem um titulo alcoométrico de 60 % v/v e representam entre 2 % e 4 % do
volume total do destilado. E a fraccdo formada pelos compostos mais volateis, como o
acetato de etilo. O coragdo, quando sai do alambique, apresenta um titulo alcoométrico
de 27-30 % v/v e representa 70 % a 80 % do destilado (Cantagrel et al., 1990). Apresenta
um ponto de ebulicdo que varia entre 78,4 °C e 100 °C e é a porcdo mais importante do
destilado, com maior concentracdo de alcool e menor proporcao de compostos
indesejaveis em termos organolépticos. As caudas, recolhidas no final da destilacao,
possuem um titulo alcoométrico entre 0 e 5 % v/v. O seu volume representa 10% a 20%
do volume total do destilado. Entre os componentes caracteristicos das caudas destacam-

se o furfural e o lactato de etilo (Cantagrel et al., 1990; Léauté, 1990).

A primeira destilacdo termina quando o alcodmetro marca 0 % v/v de alcool. A frac¢do do
coracdo sofre entdo uma segunda destilacdo, denominada “bonne chauffé” (Léauté,
1990). Desta segunda destilacdo resultam quatro novas frac¢des: cabecas, primeiro

coragdo (aguardente), segundo coragdo e caudas, como se esquematiza na figura 7.
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Inicio corte corte corte
Cabegas Coragao Caudas
60% Alc./Vol. 28% A!c./VoI‘ 3% Alc./Vol.
60% Alc./V Ic./Vol. 0% Alc./Vol.
Inicio corte corte corte Fim
Cabecgas Coragao 1 Coragdo 2 Caudas
75% Alc./Vol. 70% Alc./Vol. 30% Alc./Vol. 3% Alc./Vol.
L] \d
78% Alc./Vol. 75% Alc./Vol.

60% Alc./Vol

5% Ale./Vol. 0% Alc./Vol.

Figura 7 - Esquema representativo da dupla destilagdo (adaptado de Léauté, 1990).

Segundo Léauté (1990), é nesta fase da destilacdo que sdo mais significativas as reaccoes
entre os componentes do destilado (hidrdlises, esterificacdes, reaccbes com o cobre,
producdo de furfural, entre outras) e que se geram os mais delicados aromas.

Concluida a destilacdo, a aguardente recolhida é colocada em vasilhas de madeira.

11.3.2 - Destilagao em coluna

O sistema continuo é composto por uma coluna, que contém no interior um conjunto de
pratos sobrepostos, onde sdo separados os diferentes compostos voldteis do vinho.
Segundo Garreau (2008), a caldeira da coluna de destilacdo, o aquece-vinhos e o sistema

de refrigeragdo constituem as partes principais do sistema, ilustradas na figura 8.

!
,L -!ﬁ y

———d

Figura 8 - Constituicio da coluna de destilagdo. 1-coluna, 2-pratos da coluna, 3-caldeira, 4-aquece-vinhos, 5-
condensador, 6-serpentina (adaptado do BNIA, 2005).
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O vinho a destilar é colocado no aquece-vinhos, onde pode atingir temperaturas da ordem
dos 85 °C, e entra na coluna pela parte superior, percorrendo todos os pratos até 3 base.
Na base da coluna existe um depdsito onde se acumula o rescaldo - fraccdo constituida
essencialmente por agua que ndo foi destilada (Lafon, 1973). Uma corrente de vapor
guente, produzida na caldeira, penetra na parte inferior da coluna, originando a ebulicao
do vinho. O vapor libertado na ebulicdo do vinho sobe através da coluna de destilacao,
atravessando sucessivamente todos os pratos da coluna, e entra em contacto com o
vinho, que esta a ser introduzido continuamente na coluna. De prato em prato, o vinho vai
esgotando as substancias volateis, a medida que vai sendo destilado. A parte liquida faz
um percurso descendente pela coluna de rectificacdo, enquanto a parte que permaneceu
sob a forma de vapor é conduzida para o condensador, através do qual sai do destilador,
ja sob a forma de aguardente (Lafon, 1973; Belchior, 1987; Garreau, 2008). Quando o
sistema atinge o equilibrio (temperatura, débito e titulo alcoométrico do destilado) a

aguardente é recolhida e colocada em vasilhas de madeira.

A coluna de destilacdo tem como principal caracteristica a possibilidade de efectuar uma
Unica destilacdo em funcionamento continuo. Segundo varios autores (Lafon, 1973;
Garreau, 2008) a destilacdo continua apresenta vantagens econdmicas relativamente ao
método “Charentais”, uma vez que permite destilar grandes volumes de vinho num menor
espaco de tempo e produzir aguardentes de qualidade constante, embora com menor
riqueza aromatica (Lafon, 1964). A coluna de destilacdo tem uma funcdo de rectificacdo
muito superior a do alambique Charentais e permite uma alimentagao continua em vinho

e uma saida constante de aguardente (Belchior, 1987; Garreau, 2007).

11.4 - O ENVELHECIMENTO EM MADEIRA
Pese embora a importancia do destilado na qualidade da aguardente vinica, esta ndo pode
ser consumida logo ap6s a destilagdo, tendo que sofrer um processo de envelhecimento

em madeira, mais ou menos prolongado.

O envelhecimento constitui assim outro grande factor determinante da qualidade da
aguardente (Belchior, 1987). E da harmonia entre o destilado e o envelhecimento que

resultard o tipo e a categoria de aguardente velha. A qualidade da aguardente vinica
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envelhecida vai depender basicamente das caracteristicas da vasilha e das condigdes de

envelhecimento — Figura 9.

Figura 9 - Envelhecimento de aguardente (adaptado de BNIA, 2005).

O envelhecimento da aguardente em vasilha de madeira proporciona uma efectiva
melhoria das caracteristicas sensoriais, na medida em que promove uma diminuicdo
significativa do titulo alcoométrico e, assim, da agressividade da bebida, tornando-a mais
macia e com um aumento simultdneo da dogura, do aroma e do sabor. Segundo Karvela et
al. (2008), o envelhecimento em madeira é um processo lento, que transforma o destilado

novo numa bebida com caracteristicas fisico-quimicas e perfil aromatico superiores.

11.4.1 - Factores condicionantes no envelhecimento de aguardentes

Varios estudos indicam que as caracteristicas organolépticas dos vinhos (Garde-Cerdan et
al., 2006; Frangipane et al., 2007; Ortega-Hera, 2007) e das aguardentes (Belchior et al.,
2001; Canas, 2003; Caldeira, 2004; Batista de Aquino et al., 2006; Caldeira et al., 2006b;
Casanova, 2007) que contactam com a madeira possuem um cardcter distinto
relativamente aos produtos enoldgicos que ndo estagiam em madeira. Esta distingdo
resulta da influéncia das caracteristicas da madeira e dos fendmenos envolvidos no
envelhecimento, sendo estes ultimos fortemente condicionados por diversos factores,
nomeadamente: a espécie botanica da madeira e a sua origem geografica, o nivel de
gueima da vasilha, o tempo de envelhecimento (Puech e Mosedale, 1998; Quaresma,
2000; Belchior et al., 2001; Canas, 2003; Patricio et al., 2005; Caldeira et al., 2006;
Casanova, 2007; Canas et al., 2008), a dimensdao e o estado de utilizacdo da vasilha

(Belchior et al., 2005; Canas et al., 2008), o meio hidroalcodlico, as operacdes tecnoldgicas
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realizadas e as condi¢Ges da cave (Calvo et al., 1992; Puech et al., 1998; Canas et al.,

2002).

1.4.1.1 - Vasilha de madeira

11.4.1.1.1 - Composi¢ao quimica da madeira

Em termos genéricos, os compostos quimicos da madeira dividem-se em dois grandes
grupos: compostos de massa molecular elevada, como os polissacaridos (celuloses e
hemiceluloses), lenhinas, proteinas e pectinas e, também, compostos de massa molecular
baixa. Estes ultimos apresentam teores varidveis consoante a espécie botanica da
madeira, dividindo-se em compostos organicos ou extraiveis, como os compostos

fendlicos, e em compostos inorganicos ou cinzas - Figura 10.

Matéria Seca

|
| |

Compostos de alta massa molecular Compostos de baixa massa molecular
Polissacdridos || Lenhinas |Proteinas| |Pectinas Organicos Inorganicos
Celulose Extraiveis Cinzas

Hemiceluloses

Figura 10 - Diagrama representativo da composigdo quimica da madeira (adaptado de Fengel e Wegener, 1989).

A celulose é o constituinte mais abundante (cerca de 40 %), sendo seguida pelas
hemiceluloses e lenhinas, representando cada 25 % do peso seco da madeira, e
compostos extraiveis, representando cerca de 10 % do peso seco da madeira. Os
compostos potencialmente extraiveis da madeira sdao sobretudo: glicerol, éleos volateis
(Parazzi et al., 2008), taninos, acidos fendlicos, aldeidos fendlicos, cumarinas, lenhanas,
fenil cetonas, ésteres fendlicos, fendis volateis e acucares, que podem modificar as
caracteristicas da aguardente (Puech e Moutounet., 1988; Viriot et al., 1993; Canas et al.,
2002; Canas, 2003; Patricio et al., 2005; Canas et al., 2006; Caldeira et al., 2006; Parazzi et

al., 2008). Tendo em conta o ambito do trabalho, especial atencdao serd dada aos
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compostos extraiveis da madeira, nomeadamente aos compostos fendlicos e aos aldeidos

furanicos.

Dentro dos compostos de massa molecular baixa, assumem particular importdncia os
compostos organicos extraiveis, nomeadamente os compostos fendlicos e furanicos, por
serem cedidos as aguardentes durante o envelhecimento em madeira e contribuirem
para: 1) as caracteristicas fisico-quimicas (Canas, 2003; Alamo Sanza et al., 2004; Miranda
et al., 2008); Il) as caracteristicas organolépticas (Canas et al., 2000; Caldeira et al., 2006b;
Ortega-Heras et al., 2007); 1ll) a avaliacdo da sua qualidade e genuidade, actuando como
marcadores do envelhecimento em madeira e permitindo assim a sua diferenciacdo
(Canas et al., 2008; Mufioz-Mufoz et al., 2008); IV) a actividade antioxidante e os
potenciais efeitos benéficos para a saude humana (Umar et al., 2005; Al Awwadi et al.,

2007; Casanova, 2007; Canas et al., 2008a; Schwarz et al., 2009).

Os compostos fendlicos sdo caracterizados por possuirem pelo menos um grupo hidroxilo
ligado a um anel aromatico. Podem ser enquadrados de acordo com a sua estrutura
guimica em duas grandes classes: os flavondides e nao-flavondides. Na madeira
predominam os compostos fendlicos nao flavondides, designadamente os acidos e os

aldeidos fendlicos.

Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um grupo carboxilo e
um ou mais substituintes hidroxilo e/ou metoxilo na molécula. Estes compostos agrupam-
se em duas classes: derivados do acido benzdico, com uma estrutura em Cs — Cy; €
derivados do acido cindmico, com uma estrutura (Cg— Cs).

Os acidos galhicos e elagico sdo os mais importantes compostos de massa molecular baixa

das madeiras de carvalho e de castanheiro (Canas et al., 2000).

Aldeidos fendlicos
Os aldeidos fendlicos constituem um grupo de compostos que resultam da degradacao
das lenhinas, podendo encontrar-se na forma livre ou ligados aos constituintes da parede

celular (Mosedale e Puech, 1998). Podem ser classificados segundo dois critérios: i) pelo
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numero de dtomos de carbono, em benzdicos, com estrutura em Cg — C;, € em cinamicos,
com estrutura em Cg — Cs3; ii) pelo nidmero de grupos metoxilo, em guaiacilo

(monometoxilados) e em siringilo (bimetoxilados) — Quadro Il.

Quadro Il - Classificagdo dos aldeidos fendlicos da madeira.

N° Atomos carbono
N° Grupos metoxilo C; Co
benzdicos cindmicos
1 Vanilina Coniferaldeido
Guaiacilo
2 Siringaldeido Sinapaldeido
Siringilo

Os aldeidos cinamicos e benzodicos referidos no Quadro Il, foram identificados por Chen

(1970) e por Seikel et al. (1971) em madeiras de carvalho e de castanheiro.

Taninos

Os taninos sdo substancias polifendlicas constituidas por uma molécula de acucar,
normalmente  D-glucose, esterificada com acido gdlhico ou com 4acido
hexahidroxidifenilico. Estes compostos sdo facilmente hidrolisdveis, por via enzimatica ou
em condicOes acidas ou basicas, dando origem a acido galhico (galhotaninos) ou acido

eldgico (elagitaninos), respectivamente.

Segundo Simodn et al. (2006), os elagitaninos mais abundantes na madeira de carvalho sdo
os mondmeros: castalagina, roburina E, vescalagina e grandinias. Vivas et al. (1996)
verificaram que as espécies de carvalho apresentam uma concentracdo de taninos
elagicos superior ao castanheiro, o que indica que a concentracdo destes compostos na
madeira varia bastante com a espécie botanica e com a origem geografica (Simon et al.,

1999).
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Aldeidos furdnicos

Os aldeidos furanicos sdo compostos heterociclicos, que contém um anel furanico
(Campos, 1987). Existem em muito baixa concentracdo na madeira, mas sao produzidos
em quantidades relativamente abundantes durante o tratamento térmico das vasilhas, em
resultado da termodegradacdo dos agucares. Deste modo, as hexoses constituintes da
celulose, originam o 5-hidroximetilfurfural e o 5-metilfurfural, enquanto as pentoses,

constituintes principais das hemiceluloses, originam o furfural (Haluk e Irnoul, 1998).

11.4.1.1.2 - Extrac¢dao dos compostos da madeira pela aguardente

A extrac¢do dos compostos da madeira pela aguardente é um processo condicionado por
numerosos factores interdependentes e a sua evolugdo ao longo do tempo depende
essencialmente das condicdes de envelhecimento (Mosedale e Puech, 1998; Belchior et

al., 2001; Canas et al., 2002; Canas, 2003; Caldeira 2004; Caldeira et al., 2006).

O envelhecimento da aguardente em vasilhas de madeira é de extrema importancia, ja
que a madeira é a Unica fonte de compostos fendlicos da aguardente (Canas, 2003). E
durante este processo que ocorrem varios fendmenos de interac¢dao entre o destilado e a
madeira, que permitem a evolugdo e o aumento de complexidade ao longo tempo (Puech

et al., 1998; Canas 2003; Caldeira et al., 2006; Canas et al., 2008; Miranda et al., 2008).

Com efeito, trata-se de um processo complexo, que envolve cinéticas de
evaporagdo/impregnacdo da aguardente, bem como cinéticas de extrac¢do/difusdo dos
compostos fendlicos e furanicos da madeira para a aguardente (Kadim e Manheim 1999;

Canas et al., 2002; Patricio et al., 2005; Canas et al., 2008).

A extraccdao é um fendmeno que ocorre na madeira quando impregnada de aguardente,
logo a intensidade de extrac¢dao dos compostos depende da profundidade de impregnacao
da aguardente na madeira (Puech e Mosedale, 1998; Canas et al., 2002; Patricio et al.,
2005), das caracteristicas do destilado e das demais condicGes de extraccdo (Belchior et
al., 2003). Deste processo de transferéncia resultam aguardentes ricas em compostos que

Ihes conferem cor, aroma e sabor caracteristicos (Canas, 2003; Caldeira, 2004).
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11.4.1.1.3 - Influéncia da espécie botanica da madeira

As espécies florestais mais utilizadas em tanoaria sdo o carvalho e, secundariamente, o
castanheiro (Vivas, 1996; Canas, 2003; Caldeira et al., 2006). Relativamente a madeira a
utilizar no envelhecimento, Portugal rege-se pela legislacdo europeia, que especifica a
obrigatoriedade da utilizacdo da madeira de carvalho. Segundo Cantagrel (2008) e
Garreau (2008), para o Cognac e para o Armagnac, é obrigatdrio o estadgio da aguardente

em madeira de carvalho Limousin.

A utilizagdo preferencial da madeira de carvalho em tanoaria é atribuida as suas
propriedades fisicas, designadamente a impermeabilidade aos liquidos e a ligeira
permeabilidade aos gases, promovendo a oxigenacdo da aguardente durante o processo
de envelhecimento (Masson et al., 1996). Por outro lado, a madeira de carvalho apresenta
uma composi¢ao quimica que a torna particularmente apta para este fim, por ser rica em
compostos organicos extraiveis, dando origem a aguardentes envelhecidas com

caracteristicas organolépticas bastante apreciadas.

A madeira de castanheiro, outrora muito utilizada em Portugal, tem revelado uma elevada
aptiddo para o envelhecimento de aguardentes, por permitir obter aguardentes
envelhecidas com elevada qualidade e um menor periodo de tempo (Canas et al., 1999;

Canas et al., 2000; Belchior et al., 2001; Caldeira, 2004).

Varios estudos indicam que existe uma correlagdo muito significativa entre a composicao
guimica da madeira e a da aguardente nela envelhecida (Canas, 2003; Caldeira et al.,
2006; Casanova, 2007; Canas et al., 2008). Portanto, a espécie botanica da madeira
imprime um caracter préprio a aguardente em termos de composicdo quimica e
qgualidade. Belchior et al. (2001) e Patricio et al. (2005) observaram uma diferenciacdo
significativa das aguardentes relativamente ao teor de polifendis totais e a intensidade da

cor, em funcdo da espécie botanica da madeira usada no envelhecimento.

Num outro trabalho observou-se que as aguardentes envelhecidas em madeira de
castanheiro e de carvalho portugués apresentavam maior evolug¢do das caracteristicas
cromaticas - cor mais intensa, menor luminosidade e uma tonalidade topdzio mais

marcada (Belchior et al., 2001; Canas, 2003). Constatou-se que a madeira de castanheiro é
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significativamente mais rica em compostos extraiveis, como a vanilina, o sinapaldeido e os
acidos galhico, siringico e vanilico, seguida pelas madeiras de carvalho portugués, de
Limousin, de Allier e, por ultimo de carvalho americano (Canas, 2003). Em varios estudos
foram comparados os teores de acidos fendlicos em aguardentes envelhecidas em
madeira de carvalho Limousin e de castanheiro, tendo sido concluido que nas primeiras
predomina o acido elagico seguido pelos acidos galhico, siringico e vanilico, enquanto nas
aguardentes envelhecidas em castanheiro, o acido galhico é o composto mais abundante,
seguido pelo acido eldgico e, por fim, os acidos siringico, vanilico e ferulico (Golderg et al.,
1999; Duriez et al., 2001; Belchior et al., 2003; Canas, 2003; Casanova, 2007; Canas et al.,
2008). A diferenciagdao das aguardentes envelhecidas em diferentes espécies de madeira
de carvalho pode basear-se nos acidos eldgico e ferulico, cujos teores sdo superiores nas
aguardentes envelhecidas em carvalho portugués, e na escopoletina, que predomina nas
aguardentes envelhecidas em carvalho americano. Também a etilvanilina e a
acetovanilona actuam como marcadores quimicos, permitindo distinguir aguardentes

relativamente a madeira onde foram envelhecidas (Silva, 2006; Canas et al., 2008).

Belchior et al. (2005) observaram que as aguardentes envelhecidas durante trés anos em
castanheiro apresentam maiores e mais rapidas extraccdes dos compostos extraiveis da

madeira em comparacdo com as de carvalho.

Quanto ao perfil sensorial das aguardentes, as madeiras de carvalho portugués e
castanheiro apresentam mais potencialidades no envelhecimento de aguardentes vinicas,
por conferirem uma maior intensidade nos aromas “baunilha”, “madeira” e no “corpo”,
comparativamente com as madeiras de carvalhos franceses (Limousin e Allier) e

americano (Caldeira, 2004).

Importa referir que a influéncia da espécie botanica pode ser afectada pela variabilidade
imprimida pela origem geografica (Canas et al., 2000; Caldeira, 2004) e, dentro da mesma
origem, pela floresta (Mosedale, 1996), pela arvore (Doussot et al., 2000) e pela idade da

madeira (Masson et al., 1995).
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1.4.1.1.4 - Influéncia do tratamento térmico da vasilha

O tratamento térmico da vasilha de madeira compreende duas etapas: a vergatura e a
gueima das aduelas. Na fase inicial, de vergatura, através da combinacdo da temperatura
e do humedecimento, procura-se aumentar a plasticidade da madeira, de forma a moldar
progressivamente as aduelas até atingirem a forma concava sem que ocorra ruptura. A
etapa seguinte constitui a fase da queima, que pode ser ligeira, média ou forte (consoante
a intensidade do aquecimento e o tempo da operacdo). O principal objectivo da queima é
promover alteracdes na estrutura anatédmica da madeira e induzir importantes
modificacGes na sua composicao quimica, quer por alteracdo dos compostos ja existentes

guer pela formacdo de novos compostos (Canas, 2003; Canas et al., 2007; Parazzi, 2008).

A maior parte dos compostos extraidos da madeira pela aguardente e a sua concentragao
resulta da degradacdo estrutural das macromoléculas da madeira (lenhinas, hemiceluloses
e celulose) por via da queima, durante o processo de fabrico da vasilha (Sarni et al., 1991;
Puech et al., 1998). A intensidade da queima confere acréscimos a aguardente no que diz
respeito aos teores de compostos extraiveis da madeira. Assim, observa-se uma tendéncia
para o aumento dos teores de derivados furanicos, aldeidos fendlicos, acidos fendlicos,
cumarinas e fendis volateis (Canas, 2003; Caldeira, 2004). A formacdo e transformacdo dos

compostos é diferenciada a medida que aumenta a intensidade da queima.

A lenhina, a temperaturas da ordem dos 120 — 125 oC, sofre um processo de
descarboxilacdo e clivagem de certas ligacdes, originando aldeidos fenélicos, sobretudo
cinamicos (coniferaldeido e sinapaldeido). A partir das hemiceluloses forma-se o furfural e
da celulose o hidroximetilfurfural (HMF) e o 5-metilfurfural (Sarni et al., 1991; Haluk e
Irmoul, 1998; Canas et al., 2002; Canas 2003). Com o aumento da temperatura (150 - 160
°C) da-se também a clivagem oxidativa dos aldeidos cindamicos e formam-se aldeidos
benzdicos em grande quantidade (vanilina e siringaldeido) e os correspondentes acidos
fendlicos (Sarni et al., 1991; Canas et al., 2002; Canas 2003). A temperaturas da ordem dos

200 °C, os 4cidos fendlicos originam fendis volateis (Caldeira et al., 2006).

Foi observado o aumento da concentracao de 4cido elagico na aguardente, resultante da
degradacado dos elagitaninos por accdo da queima mas, em contrapartida, o teor de acido

galhico diminui em vasilhas de queima forte (Canas, 2003). Belchior et al., (2001)
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constataram um aumento do extracto seco, da acidez total, da intensidade da cor e dos
polifendis totais das aguardentes a medida que aumentava o nivel de queima. Varios
trabalhos (Belchior et al., 2001; Canas, 2003) foram realizados sobre a influéncia da
intensidade da queima nas caracteristicas cromaticas (analiticas e sensoriais) da
aguardente. Revelaram que o aumento da intensidade da queima é seguido por um
aumento na intensidade da cor, um decréscimo da luminosidade e um aumento das

componentes amarela e vermelha que se reflecte numa maior saturacdo da aguardente.

Quanto as caracteristicas sensoriais, em termos de aroma e sabor, as aguardentes
envelhecidas em vasilhas de queima forte evoluem mais rapidamente, na medida em que
a intensidade de determinados aromas (baunilha, caramelo, especiarias, frutos secos,
torrado, madeira), bem como do sabor (corpo, untuosidade, aroma de boca e
persisténcia) aumenta substancialmente e, em simultaneo, vai diminuindo a intensidade

de aromas depreciativos, como caudas, herbaceo e borracha (Caldeira, 2004).

11.4.1.1.5 - Estado de utilizagdo da vasilha

O estado de utilizacdo da vasilha (vasilha nova versus vasilha usada) durante o processo de
envelhecimento da aguardente é um aspecto que também influencia as caracteristicas
guimicas e organolépticas das mesmas, pois a madeira nova cede uma quantidade mais
elevada de compostos extraiveis a aguardente. Segundo Pérez-Prieto et al. (2002) e Canas
(2003), o potencial de extracgao dos compostos fendlicos da vasilha tende a diminuir apds
cada utilizacdo. Em varios estudos (Calvo et al., 1992; Piggot et al., 1993) foi observada a
evolugao da composi¢do quimica da aguardente em vasilhas novas e usadas, verificando-
se uma maior concentracdo de 4acido gdlhico e aldeidos fendlicos nas aguardentes
envelhecidas em vasilhas novas, e uma diminuicdo muito significativa de todos os
compostos fendlicos extraiveis, excepto os 4acidos ferulico e galhico, em vasilhas
reutilizadas. O mesmo foi constatado em estudos com Armagnacs analisados por Puech et
al. (1985): 50 % dos compostos fendlicos da madeira eram extraidos pela aguardente em
vasilhas novas, enquanto em vasilhas ja usadas apenas 35 % destes compostos eram

extraidos.
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11.4.1.1.6 - Dimensao da vasilha

Diversos trabalhos (Castellari et al., 2001; Belchior et al., 2005; Patricio et al., 2005; Parazzi
et al., 2008) indicam que a dimensdo da vasilha condiciona os fendmenos que intervém no
processo de envelhecimento, nomeadamente, a evaporacdo, a extrac¢ao, a oxidacao, e
consequentemente, as caracteristicas da aguardente nela envelhecida.

Belchior et al. (2005) observaram que aguardentes envelhecidas durante trés anos em
vasilhas de 250 dm?, apresentavam maiores extracto seco e teor de polifendis totais, e em
prova organoléptica, trés aromas mais intensos - vanilina, caramelo e adocicado,
comparativamente com aguardentes envelhecidas em vasilhas de 650 dm?. No referido
estudo constatou-se que a extraccdo dos compostos da madeira é maior e mais rapida em
vasilhas de menor volume, conseguindo-se um envelhecimento mais acelerado devido a
maior razdo superficie/volume (drea de madeira disponivel por litro de aguardente).
Também Miranda et al. (2008) observaram que a extrac¢do de taninos é maior em vasilhas
de menor dimensdo devido a razdo superficie/volume. Para uma mesma madeira, em
vasilhas menores sera de esperar maior extracto seco e um periodo de envelhecimento da
aguardente mais curto (Piggott, 1992). Mas se, por um lado, a extraccdo de compostos da
madeira é maior e mais rapida nas vasilhas pequenas, por outro, as taxas de evaporacado
de etanol e de agua sdo mais significativas (Miranda et al., 2008) e, portanto, ha maiores
perdas que, acrescendo ao maior custo da vasilha, tornam o envelhecimento mais

dispendioso.

Pérez-Prieto et al. (2003) e Belchior et al. (2005) concluiram que nas vasilhas de maior
dimensdo as perdas por evaporagdo sao pequenas, mas em contrapartida a aguardente
obtida € menos rica em compostos extraiveis da madeira. Contudo, trata-se de vasilhas
mais baratas e com maior potencial de extracgdo, ou seja, com possibilidade de um maior
numero de reutilizacdes (Pérez-Prieto et al. 2003; Canas et al., 2008). Assim, na escolha da

dimensdo da vasilha ha que optar por uma solucdo de compromisso.
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11.4.1.2 - CONDICOES DE ENVELHECIMENTO

11.4.1.2.1 - CondigOes da cave

E conhecido que as condi¢cdes da cave, nomeadamente a temperatura, a humidade
relativa e a circulacdo de ar sdo factores ambientais que exercem grande influéncia no
processo de envelhecimento das aguardentes, designadamente nas perdas de volume por
evaporacdo e, consequentemente, no titulo alcoométrico (Parazzi et al., 2008). Por ano, e
consoante as condicdes de envelhecimento, podem ocorrer perdas por evaporacdo que
vao de, 1 -3 % (Parazzi et al., 2008; BNIC, 2005) a 5 -15 % do volume do destilado (Canas et
al., 2002). Tais valores variam na dependéncia da dimensdo da vasilha, da espécie
botanica da madeira, da temperatura e humidade relativa da cave (Cantagrel et al., 1992;
Puech e Mosedale, 1998; Canas et al., 2002; Canas, 2003; Parazzi et al., 2008; Miranda et
al., 2008). Se a humidade relativa da cave for baixa, a evaporacdo de dgua é superior a de
etanol, aumentando o titulo alcoométrico da aguardente. Se, pelo contrario, a humidade
relativa for elevada, a evaporacdo da dgua é reduzida devido a elevada pressdo de vapor
na superficie da vasilha, tornando-se superior a evaporacdo do etanol e portanto o titulo
alcoométrico diminui (Singleton, 1995; Mosedale, 1996; Parazzi et al., 2008). Assim, a
gualidade da aguardente é influenciada pelas condi¢cdes de higrometria e temperatura,
facto observado por Cantagrel et al. (1995), que encontrou aguardentes de Cognac mais
macias quando envelhecidas em caves mais humidas. Independentemente das condi¢Ges
da cave, segundo Moutounet et al. (1998) e Miranda et al. (2006), as perdas durante o ano
dependem da dilatagdo e contrac¢ao da madeira e da evaporagao na jungdo das aduelas,

para além da evaporacao pelo batoque.

Entdo as caves mais adequadas para o envelhecimento de aguardentes devem possuir
uma temperatura inferior a 20 °C, com uma amplitude térmica inferior a 4 °C/ano, e uma
humidade relativa préoxima de 90 %, ambiente que permite manter a evaporagdo em

valores aceitaveis (Canas, 2003) e tornar a aguardente mais fina (Cantagrel et al., 1992).
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1.4.1.2.2 - Operagoes tecnoldgicas realizadas durante o envelhecimento
Durante o envelhecimento em madeira, as aguardentes sdao submetidas a diversas
operacgOes tecnoldgicas, como a mudanca de vasilha, o atesto, o adelgacamento e o

rebolamento.

A aguardente, apds permanecer um a dois anos em vasilha nova deve ser transferida para
vasilha ja usada, para que os fendmenos de extrac¢do dos compostos da madeira pela
aguardente ndo se tornem excessivos, facto este que pode ser responsavel por alguns
defeitos, como uma excessiva adstrigéncia, que torna a aguardente desagradavel a prova.
O processo de trasfega proporciona também a ocorréncia de fendémenos de oxidacgao,

necessarios para um bom envelhecimento (Canas, 2003).

Face ao consumo de aguardente (resultante da evaporagdo/impregna¢do na madeira),
gue leva a diminuicao do volume de aguardente na vasilha e também com a finalidade de
controlar as oxidagOes (Belchior-San e Romao, 1985), é conveniente proceder a atestos,
com uma aguardente branca da mesma idade e se possivel proveniente do mesmo vinho

(Canas, 2003).

Normalmente ao fim de dois anos, é realizado o adelgagamento, que consiste na adicdo
de agua de boa qualidade (com baixo teor de sais minerais, para evitar turvacdes), com o
objectivo de reduzir progressivamente o titulo alcoométrico da aguardente para valores
de comercializagdo, normalmente compreendidas entre 30 a 48 % v/v (Canas, 2003). Esta
operacdo permite ainda contrabalancar o efeito de concentracdo provocado pela
evapora¢dao da aguardente e afecta a extraccdo dos constituintes da madeira, que

apresentam solubilidades distintas em dgua e em etanol.

O rebolamento é uma pratica muito antiga e consiste em rolar as vasilhas na cave durante
o periodo de envelhecimento, de modo a promover a agitacdo e homogeneizacdo da
aguardente existente no seu interior, visando favorecer a extraccdao dos compostos da
madeira (Canas et al., 2004a; Patricio et al., 2005). A agitacdo é uma operacao que
também afecta a evolucdo da aguardente, na medida em que condiciona a extrac¢do, a
difusdo dos compostos extraiveis da madeira e, portanto, a celeridade do envelhecimento

(Canas et al., 2004; Patricio et al., 2005).
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11.4.1.2.3 - Influéncia do tempo de envelhecimento

O periodo de envelhecimento é variavel, de acordo com a regido de producdo, podendo ir
até 50 anos. Tradicionalmente em Portugal, apds um periodo de envelhecimento minimo
de dois anos, a aguardente passa a designar-se aguardente vinica velha ou aguardente
velha (Reg. CE 110/08). Em Franca, tanto o Cognac como o Armagnac sdo seleccionados
em funcdo do tempo de permanéncia (estagio) nas vasilhas de madeira, sendo obrigatdrio

um periodo minimo de dois anos (Cantagrel e Garreau, 2008).

Deste modo, a aguardente envelhecida é classificada em:

e VS - Very Special ou *** - envelhecida durante dois anos;
* VSOP - Very Special Old Pale ou Reserva — envelhecida de dois a cinco anos;

¢ XO - Extra Old — envelhecimento superior a cinco anos.

Diversos estudos (Belchior et al., 2003; Patricio et al., 2005; Casanova, 2007; Canas et al.,
2008; Miranda et al., 2008; Parazzi et al., 2008) indicam que o tempo de envelhecimento
exerce um efeito extremamente importante na composi¢do e concentragdao dos
compostos fendlicos de massa molecular baixa, influenciando a qualidade final da
aguardente. Segundo Karvela et al. (2008), diferentes periodos de tempo no
envelhecimento de aguardentes em vasilhas de madeira, resultam numa variacao
expressiva das concentragdes de acidos gdlhico e eldgico, bem como outros compostos. A
extraccdo dos compostos fendlicos tende a aumentar durante os primeiros quatro anos de
envelhecimento (Canas, 2003). Este fendmeno é mais acentuado no primeiro ano,
sobretudo no primeiro més, e tende a estabilizar nos anos seguintes, o que poderd indicar
a preponderancia da oxidagdo e /ou um esgotamento da madeira nesses compostos
(Puech et al., 1998; Canas, 2003; Patricio et al., 2005; Casanova 2007; Canas et al., 2008;
Parazzi et al., 2008). Em condi¢cdes normais de envelhecimento, relativamente ao extracto
seco e ao teor de polifendis totais, as grandes extraccdes ocorrem nos dois primeiros
meses, para seguidamente evoluirem para enriquecimentos mais suaves (Canas, 2003;
Belchior et al., 2005). Através do estudo de cinéticas de extraccdo, Patricio et. al. (2005)
constataram que, para o acido galhico e para a vanilina, a maior extrac¢do ocorre nas

primeiras vinte e quatro horas e que para os restantes compostos, como os acidos
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vanilico, siringico e elagico, HMF, furfural, 5-metilfurfural, siringaldeido, coniferaldeido,

sinapaldeido, a maior extrac¢do corresponde a primeira semana.

Varios trabalhos (Belchior et al., 2005; Miranda et al., 2008 e Parazzi et al., 2008) indicam
gue, durante o envelhecimento de bebidas destiladas ocorre o aumento da acidez volatil,
do extracto seco, dos alcoois superiores, dos ésteres, dos aldeidos, do furfural, dos
compostos fendlicos e consequentemente, da cor da aguardente. Relativamente as
caracteristicas cromaticas da aguardente, Canas (2003) observou que, em virtude do
enriguecimento em compostos extraiveis ao longo do tempo de envelhecimento, as
aguardentes tornem-se menos luminosas, mais saturadas e com tendéncia a evoluir de
uma tonalidade palha ou dourado para uma tonalidade topdazio, resultante da
predominancia das componentes amarela - vermelha com reflexos esverdeados, com se

observa na Figura 11.

i

Figura 11 - Evolucdo da cor da aguardente ao longo do tempo de envelhecimento (adaptado do BNIC, 2005).

As outras caracteristicas organolépticas da aguardente - aroma, sabor e apreciagdo geral -

acompanham esta evolucdo (Canas, 2003; Caldeira 2004; Patricio et al., 2005).

11.4.1.3 - Influéncia do titulo alcoométrico do destilado

Como tem vindo a ser referido, inUmeras transformag¢des quimicas encontram-se
associadas ao processo de envelhecimento da aguardente. A composicdo do meio
hidroalcodlico (proporcdo de etanol/agua) do destilado tem revelado um efeito muito
significativo e influente sobre as cinéticas de extrac¢do dos vdrios compostos da madeira
(Canas, 2003; Caldeira, 2004; Patricio et al., 2005; Karvela et al., 2008), na solubilidade e

na concentracdo dos constituintes do destilado (Canas, 2003) e detém grande importancia
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na evolugdo da composicdo quimica e nas caracteristicas organolépticas da aguardente.
Por outro lado, a aguardente apresenta cinéticas de impregnac¢do/evaporagdo que
parecem ser determinadas pela taxa de impregnacdo, inicialmente dependente do seu

teor em 4gua e depois condicionada pela sua composicdo nado volatil (Canas et al., 2002).

Durante o envelhecimento, o aumento do teor de extracto seco na aguardente ocorre
devido, em parte, a hidroalcodlise da lenhina, com formacdao de compostos aromaticos
como a vanilina, o siringaldeido, o coniferaldeido e o sinapaldeido (Piggott, 1992; Conner,
2003). Segundo Karvela et al.,, (2008), maiores concentracées de etanol no meio
contribuem para uma hidrdlise mais rapida dos elagitaninos, que se reflecte em maiores

concentracdes dos acidos gdlhico e eldgico na aguardente.

11.4.1.4 — Influéncia do oxigénio
Como a madeira é porosa, no interior da vasilha é criado um meio oxidativo, que é um dos
principais aspectos deste tipo de envelhecimento. Com efeito o oxigénio tem um papel

relevante na maioria das alteracGes ocorridas na aguardente durante o envelhecimento.

Durante o envelhecimento, uma das reac¢des quimicas mais importantes e que altera os
componentes do destilado é a oxidacao. Provas da oxida¢do ocorridas sdao a formacao de
acetaldeido e acido acético a partir do etanol (Miranda et al., 2008). O etanol e o acido
acético conduzem a formacdo de acetato de etilo e, consequentemente, os teores de
alcoois superiores mantém-se praticamente estaveis. O aroma final da aguardente deve-
se a oxidacdo de aldeidos a acidos e as reacgbes entre acidos e dlcoois, formando os

ésteres (Parazzi et al., 2008).

Segundo Puech e Goffinet (1987), em vasilhas novas, na primeira fase do envelhecimento
predomina a extrac¢do dos constituintes fendlicos da madeira, enquanto numa segunda
fase é a oxidacdo o fendmeno preponderante. Belchior e San-Romao (1982) concluiram
gue a extraccdo envolve, ja em si, reaccOes de oxidacdo. As reacgdes quimicas que
envolvem os compostos do destilado, e as que, apds a extraccao, envolvem os compostos
da madeira sdo essencialmente as de formacdo de acetais, de ésteres e as reac¢bes do

etanol com os constituintes derivados da lenhina da madeira (Guymon e Crowell, 1972).
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As propriedades dos compostos fendlicos, em particular a sua facil oxidabilidade,
justificam claramente o seu envolvimento em multiplas reac¢des durante o
envelhecimento. De acordo com Piggott (1993) e Conner (2003), durante o
envelhecimento ocorrem alteragcdes na lenhina decorrentes de oxidagdes e hidroalcodlise.
A cor da aguardente ao longo do periodo de envelhecimento sofre alteracdo, devido, ndo
sO a extraccdo de compostos, principalmente taninos, mas também as reacc¢des de
oxidacdo, que segundo Singleton (1995), sdo as principais responsaveis pelo progressivo
escurecimento ou intensificacdo da cor amarelo/topazio em bebidas em envelhecimento

em madeira, como se ilustra na Figura 12.

Figura 12 - Aguardente envelhecida em vasilha de madeira (adaptado do BNIC, 2005).

11.5 - AGUARDENTE E SAUDE

O paradoxo francés, tal como ja referimos, despoletou numerosos estudos com o
objectivo de compreender porque é que o vinho tinto, quando tomado em quantidades
moderadas, contribuia para a saude humana, nomeadamente na prevencdo das doencas

cardio-vasculares, aumentando a qualidade e o tempo de vida.

Tal como o vinho, também, os frutos, os vegetais e o azeite, caracteristicos da dieta
mediterranica, ttm em comum o facto de serem alimentos ricos em compostos
antioxidantes e os estudos mais recentes sobre a prevencao de algumas doencas,
confirmam que existem substancias verdadeiramente cardio-protectoras na alimentacgao
mediterrdnica, sendo os antioxidantes as mais relevantes. Nos ultimos anos tem sido

prestada uma atengdo consideravel ao vinho e seus derivados como fonte de polifendis.
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Segundo Karvela et al. (2008), a actividade antiradicalar estd directamente correlacionada
com a concentracdo total de polifendis dos vinhos e destilados de origem vinicola. Neste
contexto, alguns estudos (Umar et al., 2003; Alonso et al., 2004; Canas et al., 2008)
comprovaram a existéncia, nas aguardentes vinicas envelhecidas, de varios polifendis com
actividade antioxidante, assim como de uma correlacdo positiva entre o teor de polifendis
totais e esta actividade. De entre as aguardentes vinicas estudadas, o Armagnac é a que
apresenta maior riqueza em polifendis e, como consequéncia, maior actividade
antioxidante (Goldberg et al., 1999; Al Awwadi et al., 2007).

Deste modo, as bebidas espirituosas envelhecidas podem constituir um meio adicional de
fornecer antioxidantes na dieta alimentar, exercendo um efeito protector contra o stresse

oxidativo, e portanto com resultados benéficos para a saude humana.

1.5.1 - Actividade antioxidante e stresse oxidativo

O fornecimento, através da dieta, de compostos com propriedades antioxidantes é
essencial para a manutencdo do equilibrio redox celular, devido a formacdo continua de
oxidantes durante os processos metabdlicos. Durante o metabolismo aerdbio podem
formar-se diversas espécies reactivas de oxigénio (ERO), algumas das quais sdo radicais
resultantes de varias reac¢des 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 biolégicas como as
proteinas, os lipidos e o ADN sdo negativamente afectadas, originando lesGes celulares
(Halliwell, 1999). A condicdo de stresse oxidativo contribui fortemente para o
envelhecimento celular, acelerando o desenvolvimento de vdrias patologias, tais como
doencas cardiovasculares, cancro, doengas neurodegenerativas, diabetes e declinio do
sistema imunitario (Roussel, 2002). No entanto, numerosos factores de origem exdgena
também afectam os mecanismos de protec¢do antioxidante, levando ao stresse oxidativo.
Sao exemplo as drogas, a poluicdo, a subnutricdo, os erros alimentares, o alcool o fumo e

as radiacgGes (Figura 13).
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Figura 13 — Situagdo de stresse oxidativo (adaptado de Roussel, 2002).

Existem varias definigbes para o termo antioxidante mas, a mais utilizada e que cobre
todos os substratos oxiddveis como lipidos, proteinas, ADN e glicidos, é 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 gque presente em menor concentracao que o substrato oxidavel. Outra definicdo é
a de antioxidante usado na preservagao dos alimentos: uma substancia, que em pequena
guantidade, 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 sdo substancias usadas para preservar os
alimentos, por retardarem a deterioracao por rancidez ou descoloracdo associada a

processos oxidativos.

Existem vdrios mecanismos de accdo antioxidante. Nos organismos aerdbios, a eliminacdo
das espécies reactivas de oxigénio pode ser efectuada através de multiplas linhas de
defesa antioxidante que existem nos espacos intra e extracelulares. Estas defesas incluem
enzimas, proteinas extracelulares e pequenas moléculas como a vitamina E, of3 -caroteno,

o ubiquinol, o acido ascorbico (vitamina C), que podem ser veiculadas pela alimentacao.

O vinho constitui uma importante fonte de produtos naturais bioactivos e o seu papel
potencial na prevencdo de doencgas associadas ao stresse oxidativo tem sido atribuido ao

seu conteddo em compostos fendlicos, principalmente flavondides e acidos fendlicos
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(Paixdo et al., 2007; Cataneo et al., 2008; Gollucke et al., 2009; Maier et al., 2009). Na
condicdo de stresse oxidativo sera util reforcar as defesas antioxidantes enddgenas com
antioxidantes provenientes de fonte exdgena, através de uma dieta saudavel, composta

por alimentos e bebidas ricas nestes compostos (Figura 14).

Nutricao
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Figura 14 - Situagdo de equilibrio (adaptado de Roussel, 2002).

11.5.2 - Propriedades dos compostos extraiveis da aguardente

Aos dacidos e aldeidos fendlicos presentes na aguardente vinica, em virtude das suas
multiplas actividades bioldgicas, sdo atribuidas diversas propriedades farmacoldgicas,
nomeadamente: antioxidante, antiviral, antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-
hepatotdxica, anti-trombdtica e anti-cancerosa (Scalbert et al.,, 2000; Lattanzio, 2003;
Okuda, 2005; Al Awwadi et al., 2007; Terra et al., 2007). A actividade antioxidante dos
compostos fendlicos é principalmente devida as suas propriedades de oxidagdo-reducao,
como a inibicdo da peroxidagdo lipidica e de lesdes oxidativas do ADN, desempenhando
assim um papel importante na combinagdo e neutralizagao de radicais livres (Degaspari et

al., 2004; Saura-Calixto et al., 2006; Vekiari, 2008).

Dentro do grupo de compostos extraidos pela aguardente, foi observada uma elevada
correlacdo entre a actividade antioxidante e os teores de acidos galhico, elagico e vanilico
(Goldberg et al., 1999; Priyadarsini et al., 2002; Sroka e Cisowski, 2003; Umar et al., 2005;
Casanova, 2007; Canas et al., 2008; Schwarz et al., 2009). Zafrila et al. (2001), observaram

gue o acido eldgico promove uma elevada captacdo de radicais livres hidréxido e
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perdxido, sendo portanto eficaz contra o stresse oxidativo, e comparavel a antioxidantes
de referéncia, como as vitaminas C e E (Hassoun et al., 1997). Também Priyadarsini et al.
(2002) constataram que o acido elagico inibe a peroxidacdo dos lipidos de forma

significativa.

Os polifendis sdo, quantitativamente, os principais antioxidantes da dieta, no entanto, os
seus efeitos bioldgicos, dependem também da sua biodisponibilidade (Manach et al.,,
2004). Duriez et al. (2001) e Umar et al. (2004) indicam que o facto dos compostos
fendlicos presentes na aguardente se encontram na forma sollvel, contribui para o
aumento da sua biodisponibilidade, sendo mais facilmente absorvidos - o que pode ajudar

a prevenir ou controlar os efeitos adversos duma sobrecarga oxidativa.

Foi observado por Koga et al. (1998), que os compostos furanicos (HMF e furfural) das
bebidas destiladas apresentam actividades antioxidantes e anticarcinogénicas. Contudo,
posteriormente, Goldberg et al. (1999) ndo detectaram correlacdo entre a actividade
antioxidante de aguardentes, whiskies e outros destilados e os teores destes derivados

furanicos.

11.5.3 - Actividade antioxidante da aguardente e os efeitos benéficos para a saude

O consumo moderado de vinho tinto tem sido reconhecido como factor positivo na
reducdo da mortalidade, associado a diminui¢do do risco de doencas cardiovasculares. A
fraccdo ndo alcodlica do vinho, constituida pelos compostos fendlicos é a principal

responsavel por esta protecgao efectiva (Belleville, 2002).

Varios estudos demonstram a capacidade do alcool para aumentar a concentracdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), que reduzem a coagulacdo do sangue e inibem a
agregacao plaquetdria, e diminuir as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), responsdaveis
pelo colesterol (Golderg et al., 1999; De Lang, 2007; Schroder, 2006). Neste ambito, alguns
estudos indicam que a actividade antioxidante da aguardente pode ter efeitos benéficos
na saude. Duriez et al. (2001), num estudo in vivo, verificaram que apds a ingestdo de
Cognac, a concentracdo de acidos fendlicos, e de acido eldgico em particular, aumentou
no plasma sanguineo, e consequentemente, a capacidade antioxidante aumentou. Umar

et al. (2003), analisaram o efeito do Armagnac administrado a ratos sobre a trombose
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arteriovenosa, e observaram uma diminuicdo da agregagdo plaquetaria, e por sua vez,
uma diminui¢ao da ocorréncia de tromboses. Para suporte dos resultados obtidos, Umar
et al. (2005), compararam os efeitos do consumo de pequenas quantidades de Armagnac
e de vodka em humanos e detectaram uma diminuicdao mais significativa da agregacao
plaguetdria durante e apds o consumo de Armagnac, comparativamente com o consumo
de vodka. Estes estudos indicam que, ndo é sé o factor etanol que tem um efeito benéfico
e protector relativamente a agregacdo plaquetdria e a trombose, mas que existe um

sinergismo com os compostos fendlicos, em especial o acido elagico.

11.5.4 - Factores condicionantes da actividade antioxidante da aguardente

Atendendo a que a actividade antioxidante esta estreitamente relacionada com o teor de
compostos fendlicos, é pois expectavel que a actividade antioxidante da aguardente seja
condicionada pelos factores que determinam a composicdo fendlica, designadamente: a

espécie botanica da madeira, o nivel de queima da vasilha e o tempo de envelhecimento.

Na perspectiva nutracéutica, Casanova (2007) e Canas et al. (2008) verificaram, com
aguardentes de ensaio, que o indice de polifendis totais contribui de forma altamente
significativa para a distincdo entre aguardentes e apresenta uma correlagdo muito
significativa com a sua actividade antioxidante. Segundo Casanova (2007), a aguardente
envelhecida em madeira de castanheiro apresenta uma concentra¢do superior de acidos
fendlicos e taninos hidrolisdveis, com uma actividade antioxidante mais elevada que a
envelhecida em madeira de carvalho Limousin, destacando-se um efeito altamente

significativo para a espécie botanica.

Por sua vez, o nivel de queima da vasilha ndo parece condicionar fortemente a actividade
antioxidante em aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro, enquanto para
aguardentes envelhecidas em carvalho Limousin esta influéncia é altamente significativa,

com maior poder antioxidante associado a queima média (Canas et al., 2008).

O teor de polifendis totais permite distinguir as aguardentes em fun¢do do tempo de
envelhecimento, notando-se uma tendéncia para o enriquecimento gradual em acidos
fendlicos, com uma correlagdo altamente significativa com a actividade antioxidante das

aguardentes, como é o caso dos acidos galhico e elagico (Alonso et al., 2004; Canas et al.,
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2008). A actividade antioxidante de aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho
Limousin atinge o seu potencial maximo ao fim de quatro anos (Canas et al., 2008). Umar
et al. (2003) compararam extractos de Armagnac, com cinco, dez e quinze anos, e
verificaram que os dois primeiros eram semelhantes na sua composicao e apresentavam
maior actividade antioxidante que o de quinze anos. O mesmo foi observado por Alonso et
al. (2004) em aguardentes de Xerez, concluindo que os compostos envolvidos na
actividade antioxidante de aguardentes com dez anos, ndo sdao os mesmos das
aguardentes mais jovens (com quatro e cinco anos), sugerindo que podera existir
intervencdo dos complexos formados entre os compostos fendlicos. Schwarz et al. (2009)
verificaram que em aguardentes comerciais, a concentracdao de polifendis e a actividade

antioxidante tendem a aumentar com o tempo de envelhecimento.

11.5.5 - Efeitos adversos associados ao consumo de aguardente

A aguardente vinica envelhecida em madeira, pode ser considerada como um “ténico”,
devido aos seus potenciais efeitos benéficos na saide humana, mas por outro lado, pode
ser considerada um “tdxico” devido ao seu elevado titulo alcoométrico. De facto, foi
revelado por varios estudos, o efeito protector do consumo moderado de 4dlcool
relativamente a varias doencas cardiovasculares, associado ao aumento de HDL e ao
favorecimento da absorc¢ao, a nivel do intestino, dos compostos fendlicos com actividade
antioxidante. No entanto, ndo é de descurar os trabalhos relativos aos efeitos adversos do
consumo de alcool, que evidenciam a forte relagdo entre a quantidade de alcool ingerido
e o aumento da mortalidade, devido principalmente a doencas de figado e doencas

cardiovasculares (Ferreira, 2008).

Schroder et al. (2006) realizaram um estudo epidemioldgico, em que constataram que um
maior consumo de alcool se encontra associado a elevados niveis de oxidacdo das LDL no
plasma da populacdo estudada. Também Addolorato et al. (2008) investigaram a
influéncia do consumo de aguardente em humanos saudaveis, observando a diminuicao
dos niveis de energia (ATP) do plasma sanguineo diminuiram e, consequentemente, do
estado antioxidante. Neste sentido é importante referir que os efeitos dos compostos

fendlicos no organismo sdo mais eficazes quando associados a um consumo regular, pois a
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sua accao desenvolve-se ao longo do tempo, conferindo maior protec¢ao do que no caso

do consumo de grandes quantidades de forma irregular.
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Il - MATERIAIS E METODOS

lll.1 - MATERIAIS

I11.1.1 - Aguardentes

Foram utilizadas 37 aguardentes vinicas envelhecidas comerciais, seleccionadas de modo
aleatdrio, das quais 21 aguardentes sdo portuguesas, provenientes de dez regides
diferentes, 12 aguardentes sdo francesas, oriundas de duas regides, e 4 sdo aguardentes

portuguesas preparadas:

- Regido dos Vinhos Verdes (VV); - Regido das Beiras (BR);

- Regido do Douro (D); -Regido do Ribatejo (R);

- Regido da Bairrada (B); - Regido de Cognac (C);

- Regido da Estremadura (E); - Regido de Armagnac (A).

- Regido da Lourinha (L);
- Regido do Alentejo (AL);
- Preparadas (P).

As caracteristicas das aguardentes encontram-se descritas no Quadro lll. Da informacgao
constante do rétulo é apenas omitida a marca, pelo facto de se tratar de produtos

comerciais, cuja identidade ndo pode ser revelada.

E de salientar que em aguardentes comerciais torna-se dificil o conhecimento de todas as
condicdes de envelhecimento (tipo de madeira, queima, dimensdo da vasilha, estado de
utilizacdo, entre outras). Esta situagcdo resulta, essencialmente, do facto de se tratar de
aguardentes de lote (mistura de aguardentes de vasilhas de diferentes madeiras, com
diferentes niveis de queima e/ou de diferentes idades) e das empresas produtoras, na sua
grande maioria, ndo possuirem um sistema de rastreabilidade adequado. Este aspecto
assume consideravel importancia, na medida em que ndo permite uma analise dos

resultados tao detalhada e sustentada como seria desejavel.
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Quadro lll. - Identificagdo e caracteristicas das aguardentes comerciais.
Aguardente Regido TAV (% v/v) Tempo de envelhecimento
1 \"AY% 38 X0
2 B 38 VSOP
3 B 40 VSOP
4 E 40 VSOP
5 C 40 VS
6 C 40 VS
7 B 40 X0
8 B 40 X0
9 B 37,5 X0
10 R 38 X0
11 P 40 —_—
12 A 40 XOo
13 A 40 X0
14 A 40 VSOP
15 A 40 XOo
16 C 40 VSOP
17 C 40 VSOP
18 C 40 'S
19 C 40 X0
20 C 40 X0
21 C 40 X0
22 ‘'A% 40 X0
23 \"AY 39 X0
24 \'AY% 40 XOo
25 \'AY% 42 —_—
26 L 41 X0
27 L 40 X0
28 E 39 X0
29 AL 39 X0
30 D 40 X0
31 P 40 —_—
32 P 36 —_—
33 P 36 -
34 E 38,5 -
35 AL 39 X0
36 E 42 X0
37 BR 41 VSOoP

TAV - Titulo alcoométrico volimico; VS ou *** — 2 anos de envelhecimento;
VSOP -2 a 5 anos de envelhecimento; XO - > 5 anos de envelhecimento.
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111.2 - METODOS ANALITICOS

111.2.1 - Determinagao do indice de polifendis totais

A aguardente absorve preferencialmente radiacdo ultravioleta, com um maximo a 280 —
282 nm, associada a presenca de nucleos benzénicos, caracteristicos dos compostos
fendlicos. O indice de polifendis totais (Ipt) das aguardentes foi determinado com base no

valor da absorvéncia a 280 nm (Ribéreau-Gayon, 1970).

Os resultados foram expressos em g/dm3 de acido gdlhico, com base numa curva de
calibracdo (Anexo A), determinada por regressao linear simples, estabelecida a partir de um

padrdo de acido galhico (Fluka, Switzerland).

111.2.2 - Identificagao e quantificagdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de
alta resolugao — HPLC

O método cromatografico utilizado na analise de aguardentes para a separacdo e
quantificacdo de acidos fendlicos (galhico, vanilico, siringico, ferdlico e elagico), aldeidos
fendlicos (vanilina, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido) e aldeidos furanicos
(furfural, 5-hidroximetilfurfural e 5-metilfurfural) foi o desenvolvido e validado por Canas et
al. (2003). E um método de grande sensibilidade, que apresenta boa linearidade, alta
precisdo e permite uma boa separacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos e aldeidos
furdnicos das aguardentes vinicas envelhecidas, sem requerer prepara¢do prévia da

amostra.

Utilizou-se um equipamento de cromatografia liquida de alta resolu¢ao (HPLC) Lachrom
Merck Hitachi (Darmstadt, Alemanha), constituido por: bomba quaternaria L-7000; forno
para colunas L-7350; detector de UV — Vis L-7400; injector automatico L-7250, com sistema
de termostatizacdo. O controlo, aquisicdo e tratamento de dados cromatograficos foi

efectuado através do software HSM D-7000 (Merck).

111.2.2.1 - Amostras
As aguardentes foram apenas adicionadas de um padrdo interno - 4-hidroxibenzaldeido (20
mg/dm3), filtradas em filtro de seringa Titan 0,45 um (Scientific Resouces Ltd, Gloucester,

Inglaterra) e analisadas por injeccdo directa.

42



Actividade Antioxidante de Aguardentes Vinicas Envelhecidas Portuguesas e Francesas

111.2.2.2 - Padrdes e solventes

Foram utilizados padrdes de acido galhico, acido eldgico, acido vanilico, acido siringico,
acido ferulico, siringaldeido, sinapaldeido, vanilina, coniferaldeido, 5-hidroximetilfurfural,
furfural, 5-metil-furfural e 4-hidroxibenzaldeido sem purificacdo adicional, cujas

caracteristicas sdo apresentadas no Quadro IV.

Todos os solventes, “HPLC gradient grade” Merck (Darmstadt, Alemanha), foram

preparados diariamente.

Quadro IV - Padrdes utilizados.

Composto Pureza (%) Marca

Acido elagico dihidratado (ac.elg) >98 Fluka

Acido galhico monohidratado (ac.gal) >99 Fluka

Acido vanilico (ac.van) >97 Fluka

Acido siringico (ac.sg) “purum” Fluka

Acido ferdlico (ac.fer) >99 Fluka

5-hidroximetilfurfural (HMF) 97 Fluka

5-metil-furfural (5mfurf) >97 Fluka

Furfural (furf) >99 Fluka
Siringaldeido (sgald) 98 Aldrich
Coniferaldeido (cfald) 98 Aldrich
Sinapaldeido (snald) 98 Aldrich
4-hidroxibenzaldeido 98 Aldrich

111.2.2.3 - CondigOes cromatograficas

As aguardentes foram analisadas nas seguintes condi¢des cromatograficas:

Coluna Purospher Star RP-18 (Merck), 250 mm x 4 mm (5 um); temperatura da coluna — 40
°C; débito — 1 cm?/min; volume de injec¢ao — 20 ul; detecgdao — 280 nm e 320 nm; Solvente
A — dgua/acido férmico (98:2 v/v); Solvente B — metanol/agua/acido férmico (70:28:2

v/v/v); Programa de eluicdo:

Tempo (min) % A % B
0 100 0
3 100 0
25 60 40
43 40 60
55 40 60
60 20 80
65 20 80
""" & 100 0
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111.2.2.4 - Identificagdo dos picos cromatograficos

A identificacdo dos dacidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos furanicos foi efectuada
por comparacdo dos seus tempos de retencdo com os de padrdes externos, bem como
pelos seus espectros UV-Vis. A pureza cromatografica dos picos e os espectros UV-Vis (200-
400 nm) foram obtidos num sistema cromatografico Waters, equipado com um detector de
diodos Waters 996, nas mesmas condi¢cdes cromatograficas, e controlado pelo software

Millenium 2010 (Waters, Milford, E.U.A.).

111.2.3 - Determinagao da actividade antioxidante

O método do DPPH" (2,2 di-fenil-1-picrilhidrazil) tem sido o mais utilizado pela comunidade
cientifica para a determina¢dao da actividade antioxidante dos vinhos e aguardentes (Da
Porto et al., 2000), por se tratar de um método de facil controlo, simples e rapido e o
DPPH" ser um dos poucos radicais organicos estaveis disponiveis no comércio (Niederlander

et al., 2009; Scherer et al., 2009).

O DPPH® é um radical estdvel, que apresenta um maximo de absorvéncia a 517 nm. E
sensivel a luz, oxigénio, pH e ao tipo de solvente usado (Ozcelik et al., 2003). Na presenca
de dadores de electrdes ou de dtomos de hidrogénio, como é o caso dos compostos
fendlicos, o radical DPPH" é reduzido, isto é, did-se o emparelhamento de electrdes, e é

originado DPPH-H (Figura 15).

| |

N° + F-H e NH + F
NOz NOZ

NOZ NOZ

Figura 15 — Reacgdo do DPPH" com uma molécula antioxidante F — H.

Com a formagdo de DPPH-H, uma hidrazina incolor, ocorre um decréscimo de absorvéncia
(Cano et al., 2002), pelo que o grau de descoloracdo de uma solucdo de DPPH" (de roxo

para amarelo), apds a adicdo de um antioxidante (F-H), constitui uma medida do poder
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redutor deste composto e, consequentemente, uma forma de avaliar a sua actividade

antioxidante (Yue-quing et al., 2006).

O registo espectrofotométrico que se obtém a quando da aplicacdo deste método

encontra-se representado esquematicamente na Figura 16.

A

Absorvéncia Adicao de antioxidante

Ai

AA

Tempo /min.

Figura 16 - Esquema representativo do registo espectofotométrico obtido, ao longo do tempo, num ensaio de captagdo
de DPPH’. A, — Absorvéncia inicial; A;— Absorvéncia final.

Através do valor deAA, obtido apds estabilizacdo da reaccdo, e aplicando a lei de Be er, é
possivel calcular a percentagem de inibicdo de DPPH" pelo antioxidante adicionado (Shrerer

etal., 2009).

No presente trabalho, a determinacdo da actividade antioxidante das aguardentes foi
baseada no método do DPPH® adaptado por Casanova (2007) para aguardentes de ensaio.
Tratando-se agora de aguardentes comerciais, menos ricas em polifendis totais, surgiu a
necessidade de optimizar o referido método, de forma a ndo aumentar excessivamente o
tempo de reac¢do. Na optimizacdo do método foram testadas trés concentracdes de DPPH’
(8,5x10”° M; 6,5 x 10 M; 4,0 x 10 M) e trés volumes de amostra de aguardente (10 pl; 20
pl; 100 pl). Face aos resultados obtidos (ver 1V.1), seleccionou-se uma concentracdo de

DPPH’ de 4,0 x 10° M e 100 ul de aguardente.

Entdo, no método optimizado, numa célula de quartzo com tampa, adicionou-se 3 cm? de
solucdo metandlica a 4,0 x 10° M de DPPH" e 100 ul de metanol (controlo) para
determinacdo de Ainica. Seguidamente, numa célula de quartzo, foram adicionados 3 cm?

de solucdo metandlica a 4,0 x 10° M de DPPH’ e 100 pl de aguardente. As élulas foram
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agitadas e colocadas no espectrofotémetro. Todas as determinagdes, foram efectuadas
num espectrofotometro Varian Cary 100 Bio, utilizando células de quartzo de 1 cm de
percurso 6ptico. Procedeu-se a leitura de absorvéncia a 515 nm, em continuo, durante 60
minutos. A leitura de absorvéncia aos 60 minutos corresponde ao tempo necessario para se
estabelecer o equilibrio da reaccdo, ou seja, o equilibrio entre as espécies oxidadas
(antioxidantes) e reduzida (DPPH’) na solucdo, o qual se traduz no registo
espectrofotométrico pelo valor de Afna. A percentagem de inibicdo do DPPH®, que

corresponde a actividade antioxidante, foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

% ||‘"b|§5° DPPH" = (Ainicial - Afinal / Ainicial) x 100

Os resultados foram expressos em Mm Trolox (Aldrich, Steinhein, Germany), através de

curvas de calibragdo efectuadas com um padrdao comercial deste acido.
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111.3 - METODOS ESTATISTICOS
Atendendo ao tipo de aguardentes utilizadas e a informacdo disponivel sobre as condicdes
de envelhecimento, o tratamento estatistico dos resultados consistiu em diversos tipos de

analises:

111.3.1 — Média e Desvio - Padrao

Para todos os parametros analisados - indice de polifendis totais, concentracdo de
compostos de massa molecular baixa e actividade antioxidante — procedeu-se a
determinacdo da média e desvio-padrdo dentro de cada regido, recorrendo ao programa

Microsoft Excel.

111.3.2 - Correlagao Linear

Foi realizada a andlise de correlagdo, recorrendo ao programa Microsoft Excel, para o
estudo da relacdo entre:

- A composicao fendlica (Ipt) e a actividade antioxidante das aguardentes comerciais;

- A concentragdo de cada composto de massa molecular baixa (HPLC) e a % de inibi¢do de

DPPH® das aguardentes comerciais.

111.3.3 - Regressao Linear — Analise de variancia

O estudo das curvas de calibracdo de acido galhico, utilizadas para expressao do Ipt, das
curvas de calibragao dos compostos de massa molecular baixa e das curvas de calibragao de
Trolox foi efectuado por regressdo linear, em Excel. A decomposicdo das respectivas
andlises de variancia, visando a determinag¢ao dos erros puro e de ajustamento — “Lack-of-

fit” - foi efectuada manualmente.

111.3.4 - Analise Multivariada

A analise multivariada implicou a utilizacdo de um sistema de programas NTSYS pc vs 2.10q,
desenvolvido por Rohlf em 1993 (Exeter software, New York, E.U.A.). Como método de
ordenacdo, para a representacao grafica dos objectos - Aguardentes (OTUs) - no espaco
definido pelas varidveis analisadas (Ipt, compostos de massa molecular baixa e % de
inibicdo de DPPH"), seleccionou-se o PCA — Principal Components Analysis. Trata-se de uma

vertente da analise em componentes principais, na qual se pretende obter uma imagem da
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distribuicao dos pontos representativos dos OTUs no espago a n dimensdes (n representa o
numero de varidveis), reduzindo o nimero de dimensdes iniciais. Os OTUs sdo projectados
num novo sistema de eixos ortogonais, resultante de uma combinacdo linear das

caracteristicas utilizadas, devidamente ponderadas (Curvelo-Garcia, 1987).
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 - OPTIMIZAGAO DO METODO DPPH° PARA DETERMINACAO DA ACTIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE AGUARDENTES VINICAS COMERCIAIS

O método do DPPH’ foi optimizado com o objectivo de quantificar a actividade
antioxidante das aguardentes vinicas comerciais no menor tempo de analise possivel. Com
uma mesma aguardente de comércio, cujo indice de polifendis totais era conhecido, foram
testadas as trés concentracdes de DPPH" (8,5 x 10°; 6,5 x 10™; 4,0 x 10™ M) para 10 pl de

aguardente. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 17.

1.0000
0.9000 4
0.8000
0.7000 4
0.6000
0.5000 4
0.4000 -
0.3000
0.2000
0.1000 4
0.0000

[

(

8,5x10°
6,5x10°%
4x10°

Absorvéncia

0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 17 - Cinéticas de inibigdo de DPPH" nas diferentes concentracdes (8,5 x 10°; 6,5 x 10°; 4,0x 10” M) para 10 pl de
aguardente.

Das concentracdes de DPPH" estudadas a de 4,0 x 10° M foi a que permitiu alcangar o
equilibrio da reaccdo mais rapidamente. Contudo, o tempo de andlise era de 120 minutos,
o que é considerado excessivo. Portanto, na fase seguinte, recorrendo a concentragao de
4,0 x 10” M, foi avaliado o efeito do volume de aguardente (10 pl, 20 pl e 100 pl) no tempo

de analise. Os resultados obtidos constam da Figura 18.
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Figura 18 - Cinéticas de inibicdo do DPPH" com concentracdo de 4,0 x 10° em diferentes volumes de aguardente (10 pl,
20 pl e 100 pl).

Da andlise destes resultados foi possivel concluir que, com a concentracdo 4,0 x 10”
(DPPH’) e 100 pl de aguardente o estado de eqbilio da reac¢do era alcancado em 60

minutos, valor de tempo idéntico ao do método original (Casanova, 2007).

Como se constata pela andlise da Figura 18, a alteracdo das condi¢cdes do método originou
um aumento consideravel da percentagem de inibicdo das aguardentes, devido a utilizacdo
de uma menor concentracdao de DPPH (4,0 x 10° M de DPPH®) e um maior volume de
amostra (100 pl de aguardente), relativamenteas condicdes utilizadas em aguardentes de
ensaio (8,5 x 10° M de DPPH" e 10 pl de aguardente), o que significa que a percentagem de

inibicdo era sobrestimada.

Para ser possivel comparar a percentagem de inibicdo do DPPH’ obtida nas aguardentes
comerciais com a percentagem de inibicdo do método original para as aguardentes de
ensaio (Casanova, 2007), foi necessario efectuar curvas de calibracdo, em que se utilizou
como padrdo o Trolox (acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), de
elevado poder antioxidante, com concentra¢des compreendidas entre os 0,064 mM e 1,28

mM (Arnous et al., 2002), nas diferentes condicdes:
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1 - DPPH" = 4,0 x 10° M e 100 pl de trolox (correspondentes as condicdes do método aplicado as

aguardentes comerciais) — Figura 19/Quadro V.

1.2000 - y=0,678x + 0,051
1.0000 - R = 0,9940
0.8000
0.6000
0.4000
0.2000
0.0000 ; ; ; : : : .
0 02 04 06 08 1 12 14

Absorvancia

(Trolox) / mM

Figura 19 — Representacdo da curva de calibragdo de trolox para expressdo da concentracdo de DPPH’ (4,0 x
10”) e 100 pl.

Quadro V - Andlise de variancia da regressdo correspondente a curva de calibragdo y = 0,678x + 0,051.

Fonte de variagao sQ GL (o]\Y) F calculado F tabel. | Significancia
Regressao 1,0284153 1 1,0284153 500,05107 18,63 ok
Residual 0,0123397 6 0,0020566
Erro puro 0,0035890 4 0,0008973
Erro ajustamento 0,0087507 2 0,0043753
Variagao total 1,04075501 7 1,0304719 4,8763555 26,28 ns

2-DPPH'=8,5x 10" M e 100 ul de trolox — Figura 20/Quadro IV.

y=0,725x + 0,001
R=0,9994

1.2000
1.0000
0.8000
0.6000
0.4000
0.2000
0.0000 T T T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14

Absorvancia

(Trolox) / mM

Figura 20 — Representacdo da curva de calibragdo de trolox para a concentracdo de DPPH" (8,5 x 10°) e 100
pl.

51



Actividade Antioxidante de Aguardentes Vinicas Envelhecidas Portuguesas e Francesas

Quadro VI - Andlise de varidncia da regressdo correspondente a curva de calibracdo y = 0,0725x + 0,001.

Fonte de variagao sQ GL Qm F calculado F tabel. | Significancia
Regressao 1,1774135 1 1,7741348 5375,7463 18,63 ok
Residual 0,0013390 6 0,0002231
Erro puro 0,0013298 4 0,0003324
Erro ajustamento 0,0000092 2 4,61182E-0
Variagao total 1,1787525 7 1,1776366 0,013872 26,28 ns

3-DPPH" =8,5x 10° M e 10 ul de trolox (correspondentes as condicdes do método aplicado as

aguardentes de ensaio) — Figura 21/Quadro VII.

Absorvancia

0.1000 -+
0.0800 -
0.0600
0.0400
0.0200

0.0000

y =0,052x + 0,003

R=0,9817

0 0.2 0.4 0.6 1.2 1.4

0.8 1

(Trolox) /mM

Figura 21 - Representacdo da curva de calibragdo de trolox para a concentracdo de DPPH" (8,5 x 10'5) e 10 ul.

Quadro VII - Andlise de varidncia da regressao correspondente a curva de calibracdo y = 0,052x + 0,003.

Fonte de variagdo sQ GL am F calculado | Ftabel. | Significancia
Regressao 0,0057033 1 0,00570325 159,78084 18,63 ok
Residual 0,0002142 6 3,56942E-05
Erro puro 0,0001405 4 3,51263E-05
Erro ajustamento 0,0000737 2 3,68302E-05
Variagao total 0,0059174 7 0,005738948 1,0485087 26,28 ns

Ent3o, o cdlculo da percentagem de inibicdo do DPPH® (Anexo A) pelas aguardentes

comerciais envolveu os seguintes passos:

- Determinacdo da actividade antioxidante, expressa em mM de Trolox (y;), nas condi¢Ges
efectivamente utilizadas (4 x 10> M e 100 pl):
y1=0,678 x; + 0,051

em que X1 = (Ainicial - Afinal)/ Ainicial
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- Determinacdo da percentagem de inibicdo do DPPH" (x,) correspondente a concentrac¢io
de 8,5 x10” M e 100 pl:
Xz = (y1- 0,001)/ 0,725

- Determinag3o da percentagem de inibicio correspondente a concentracdo de 8,5 x10° M

e 10 pl, recorrendo a utilizacdo do factor de conversao (0,07) entre as curvas de equacdes:

y2=0,725 x, + 0,001
y3= 0,052 x3 + 0,003

Portanto, a percentagem de inibicdo do DPPH" pelas aguardentes comerciais foi obtida por:

(x;) * 0,07.

Os resultados obtidos estdo estruturados de modo a correlacionar a actividade
antioxidante das aguardentes comerciais com o teor de polifendis totais (expresso pelo
indice de polifendis totais) e com a concentracdo de compostos de massa molecular baixa.
Por ultimo, é efectuada uma analise multidimensional, de modo a avaliar o efeito global

dos parametros analisados nas 37 aguardentes comerciais em estudo.

IV.2 — ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AGUARDENTES

IV.2.1 - Actividade antioxidante determinada através do método do DPPH’

Nas aguardentes analisadas, a actividade antioxidante apresenta valores compreendidos
entre 2,5 e 6,5 % (Anexo A). Na Figura 22 constam os valores médios da actividade
antioxidante das aguardentes estudadas, por regido. Pela analise dos resultados obtidos é
possivel observar que as aguardentes com maior actividade antioxidante sao provenientes
das regides: da Beira e do Douro, ambas com um valor de 6,5 %; da Lourinhd, com valores
compreendidos entre 5,9 e 6,2%; do Ribatejo com um valor de 6,2 %; de Armagnac, com

valores entre 5,6 e 5,9 %; dos vinhos verdes, com valores compreendidos entre 5,3 e 5,9 %.
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Figura 22 - Valores médios da actividade antioxidante das aguardentes das diversas regides (VV - vinhos verdes; C —

Cognac; A — Armagnac; B — Bairrada; E — Estremadura; P — Preparada; L — Lourinh3; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR —
Beiras; D - Douro).

Os resultados demonstram uma reduzida actividade antioxidante nas aguardentes
comerciais, quando comparadas com aguardentes de ensaio (sem diluicdo), que
apresentam valores de actividade antioxidante compreendidos entre 26,4 e 94,4 %
(Casanova, 2007). Os resultados obtidos podem ser justificados, por um lado, pelas

condicOes de envelhecimento a que as aguardentes foram sujeitas:

- Espécie botanica da madeira utilizada;

- Nivel de queima de madeira (Casanova, 2007; Canas et al., 2008a);

- Tempo de envelhecimento (Alonso et al., 2004; Casanova, 2007; Canas et al., 2008),
resultante do progressivo esgotamento da madeira em compostos extraiveis e da
modificacdo da capacidade de extraccao do destilado, na medida em que quanto maior é o
enriquecimento do destilado em compostos extraiveis, menor tende a ser o gradiente de

concentracdo entre a madeira e o destilado e, portanto, menor a extrac¢ao;

- Estado de utilizacdo da vasilha, que poderd explicar a reduzida actividade antioxidante
observada nas aguardentes comerciais, uma vez que o envelhecimento é normalmente
realizado em vasilhas ja usadas (com um potencial de extraccdo em compostos extraiveis ja

muito reduzido), devido sobretudo a razoes de ordem econdmica;

- Diluicdo ao longo do envelhecimento, por adi¢cdo de dgua para baixar o titulo alcoométrico
volUmico. E de salientar que, ao longo do periodo de envelhecimento, os adelgacamentos
realizados nas aguardentes provocam também a diminui¢do da concentracdao de compostos

fendlicos, repercutindo-se na actividade antioxidante.
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- Diluicdo efectuada no final do envelhecimento, por lotagem de aguardentes com
diferentes idades, que provoca diminuicdo da concentracdo de compostos extraiveis na

aguardente devido a introducdo de aguardentes mais jovens (Schwarz et al., 2009);

- Diferentes cinéticas de extrac¢do/oxidacdo dos diferentes compostos extraiveis da

madeira, que sdo potenciais antioxidantes;

- Ocorréncia de oxidacbes no decorrer do envelhecimento, que poderdo ter como
consequéncia a oxidacdo de grande parte dos compostos fendlicos, diminuindo
substancialmente as suas propriedades antioxidantes (Da Porto et al., 2000; Schwarz et al.,

2009).

Para além destes aspectos, caracteristicos do envelhecimento natural, poderd existir
influéncia de factores exdgenos, nomeadamente a adicdo de diversas substancias
(extractos de madeira, vanilina, caramelo, entre outras) que podem afectar a actividade

antioxidante (Schwarz et al., 2009).

IV.3 - COMPOSICAO QUIMICA DAS AGUARDENTES

IV.3.1 - Teor de polifendis totais

Nas aguardentes analisadas o teor de polifendis totais varia entre 0,42 a 1,29 g/dm3 de
acido galhico (Anexo C.2). Na Figura 23, apresentam-se os valores médios do teor de

polifendis totais obtidos para as aguardentes, por regido.

0.8 A - T

0.6 - -

0.2 A

g/dm?3 ac.gélhico

Regides
Figura 23 —Valores médios do indice de polifendis totais das aguardentes das diversas regides (VV - vinhos verdes; C —

Cognac; A — Armagnac; B — Bairrada; E — Estremadura; P — Preparada; L — Lourinh3; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR —
Beiras; D - Douro).
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Observa-se que as aguardentes que apresentam teores mais elevados em polifendis totais
pertencem as regides de: Armagnac, com valores compreendidos entre 0,78 e 1,29 (g acido
gélhico/dm3); Lourinhd, com valores entre 0,98 a 0,99; Vinhos Verdes, com valores
compreendidos entre 0,44 e 1,51; Alentejo, com valores compreendidos entre 0,75 e 0,86;
Douro com valor de 0,797. Estas aguardentes expressam uma riqueza consideravel em
polifendis totais. Tal caracteristica € menos acentuada nas aguardentes das regides da
Estremadura, com teores em polifendis totais compreendidos entre 0,41 e 0,73, na regido
de Cognac com valores entre 0,63 e 1,03 e na regido da Bairrada com valores de 0,43 a 0,90
(g acido galhico/L). Esta variabilidade nos teores de compostos fendlicos entre as
aguardentes das diversas regides pode ser devida a influéncia de factores como: o tipo de
madeira, o nivel de queima, o estado de utilizacdo da vasilha (nova ou usada) e o titulo
alcoométrico da aguardente durante o envelhecimento (Puech et al., 1985; Da Porto et al.,

2000; Canas, 2003; Casanova, 2007; Karvela et al., 2008).

Por outro lado, os resultados obtidos parecem indicar que existe um enriquecimento
gradual em polifendis nas aguardentes com a idade, isto é, o indice de polifendis totais
evolui num sentido positivo a medida que aumenta o tempo de envelhecimento em

madeira (Figura 24).
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Figura 24 — A - Tempo de envelhecimento das aguardentes das diversas regiGes (VV - vinhos verdes; C — Cognac;

A — Armagnac; B — Bairrada; E — Estremadura; P — Preparada; L — Lourinhd; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR — Beiras; D -
Douro);

E possivel constatar que as regides em que as aguardentes apresentam maior teor de
polifendis totais corresponde um maior tempo de envelhecimento (XO). Este facto foi

também observado noutros estudos, envolvendo Armagnacs (Goldberg et al., 1999),
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Cognacs (Da Porto et al., 2000), aguardentes Lourinha (Canas et al., 2008a) e aguardentes

comerciais (Schwarz et al., 2009).

Relativamente as aguardentes preparadas, apesar de nao serem envelhecidas em madeira
de modo tradicional, possuem uma quantidade razodvel de polifendis totais, com teores
compreendidos entre 0,42 e 1,28. Esta particularidade poderd ser justificada pela
combinacdao de dois factores: a colocacdao de aparas de madeira na aguardente, durante
algum tempo, promovendo alterac¢des significativas na composicao fendlica (Karvela et al.
2008) e a adicdo de extractos de baunilha e/ou caramelo, que actuam como interferentes
no doseamento destes compostos, provocando o seu aumento (Da Porto et al., 2000;

Schwarz et al., 2009).

IV.3.2 - Compostos de massa molecular baixa
Os cromatogramas resultantes da analise dos compostos de massa molecular baixa das

varias aguardentes sdo apresentados na figura 25.
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Figura 25 — Cromatogramas a 280 nm (A) e 320 nm (B) dos compostos de massa molecular baixa: 1 — ac. gal; 2 — HMF; 3
— Furf; 4 — 4hbenz; 5 — ac. van; 6 — 5mfurf; 7 — ac. sg; 8 — vanil; 9 — sgald; 10 — ac.ferul; 11 — cfald; 12 — snald; 13 — ac.
elag.

IV.3.2.1 - Acidos fenélicos

Nas aguardentes estudadas, os acidos fendlicos predominantes sdo: acido gdlhico, com
teores compreendidos entre 5,24 e 54,89 mg/dm?, seguido pelo acido eldgico, com teores
de 1,73 a 17,0 mg/dm3 e o acido vanilico, com um teor maximo de 5,11 e um valor minimo
de 1,09 mg/dm’® — Figura 26.A. Os &cidos siringico e ferdlico estdo presentes em
concentragdes menores, com teores compreendidos entre 0,20 e 3,19 mg/dm3 e entre 0,16
e 2,89 mg/dm® respectivamente - Figura 26.B. Os acidos fendlicos indicados est3o
presentes em todas as aguardentes comerciais, com excep¢do do acido siringico, que nao

se encontra nas aguardentes preparadas.
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Figura 26 — A - Concentragdo média dos acidos galhico, eldgico e vanilico; B - Concentragdo média dos acidos siringico e
ferdlico nas aguardentes das diversas regides (VV - vinhos verdes; C — Cognac; A — Armagnac; B — Bairrada; E —
Estremadura; P — Preparada; L — Lourinh3; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR — Beiras; D - Douro).

58



Actividade Antioxidante de Aguardentes Vinicas Envelhecidas Portuguesas e Francesas

E interessante verificar que, ao contrario do que era esperado, os teores de acido gélhico
sdo superiores aos teores de dacido elagico. Estes resultados contradizem o que foi
observado noutros trabalhos, em que se constatou ser o acido eldgico como o principal
composto das aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho (Belchior et al., 2003;
Canas et al., 2004a; Casanova, 2007; Canas et al., 2008a). Esta diferenca podera ser
justificada pela variabilidade das concentracdes dos compostos extraiveis e, em particular,
dos compostos fendlicos constituintes da madeira, que depende da espécie botanica, da
sua origem geografica, do tipo de floresta e da sua gestdo silvicola. Ha, ainda, que ter em
conta a variabilidade especifica de cada arvore e da sua idade (Monties, 1992; Chatonnet,
1995; Masson et al., 1996; Simon et al., 1996; Canas, 2003). Por outro lado, sabe-se que a
concentragdo de acido galhico vai aumentando com o tempo de envelhecimento (Viriot et

al., 1993; Canas, 2003).

Relativamente ao acido vanilico, verifica-se a sua presenca em todas as aguardentes, sendo
um bom indicador das aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho. Os &cidos
siringico e ferulico estdo, também, presentes em todas as aguardentes. Os teores destes
compostos aumentam com o tempo de envelhecimento (Canas, 2003; Casanova 2007), o
gue esta de acordo com os teores mais elevados observados nas aguardentes da regido da

Lourinh3, Vinhos Verdes, Alentejo e Armagnacs, pois sdao as mais envelhecidas (Figura 26).

IV.3.2.2 - Aldeidos fenédlicos

Nas aguardentes estudadas observa-se (Figura 27) que existe uma superioridade
quantitativa dos aldeidos benzdicos (vanilina e siringaldeido) relativamente aos aldeidos
cindmicos (coniferaldeido e sinapaldeido). A nivel dos benzdicos predomina o siringaldeido,
a excepcdo das aguardentes preparadas, com teores entre 1,35 e 15,01 mg/dm’
relativamente a vanilina, com teores variadveis entre 3,57 e 9,8 mg/dm3. Dos aldeidos
cindmicos, o sinapaldeido é quantitativamente mais importante nas aguardentes das
regides dos Vinhos Verdes, Cognac, Armagnac, Bairrada e Estremadura, com teores
compreendidos entre 0,07 e 4,51 mg/dma, enquanto, que nas restantes regides o

coniferaldeido é o composto predominante, com teores de 0,07 a 2,68 mg/dm3.
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Figura 27 — A - Concentragdes médias de vanilina e siringaldeido; B - Concentra¢cdes médias de coniferaldeido e
sinapaldeido nas aguardentes comerciais das diversas regides (VV - vinhos verdes; C — Cognac; A — Armagnac; B —
Bairrada; E — Estremadura; P — Preparada; L — Lourinhd; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR — Beiras; D - Douro).

Estes resultados parecem estar relacionados com o tempo de envelhecimento das
aguardentes, pois sdo consistentes com os resultados obtidos em aguardentes francesas
(Calvo et al., 1992), em Armagnacs (Puech et al., 1985) Cognacs (Da Porto et al., 2000), e
agurdentes Lourinhd (Canas et al., 2001), que revelaram um crescimento continuo das
concentracGes de vanilina e siringaldeido durante o envelhecimento, enquanto as
concentracdes de coniferaldeido e sinapaldeido tendem a estabilizar a partir do segundo
ano de envelhecimento. A evolucdo observada pode ser explicada pela ocorréncia de
fendmenos de oxidagdo durante o periodo de envelhecimento, que podem reflectir-se
numa importante oxidacdo dos aldeidos cindmicos em benzdicos e o progressivo
decréscimo da extrac¢do dos primeiros da madeira para a aguardente (Belchior e San-
Romdo,1982; Puech et al., 1985; Calvo et al., 1992; Canas et al., 2004b). Portanto, apds o
primeiro ano de envelhecimento, o fendmeno de oxidacdo sobrepde-se ao fendmeno de
extraccao (Puech et al., 1985), provocando um deslocamento do equilibrio no sentido dos

aldeidos benzdicos (Canas et al., 2001).

A presenca abundante de siringaldeido nas aguardentes parece ser um indicador de que
estas envelhecem em madeira (Canas e Belchior, 2007). Nas aguardentes da regido dos
Vinhos Verdes, o facto da proporc¢do de vanilina ser superior a de siringaldeido, pode ser
indicadora de adicdo de vanilina comercial (Canas e Belchior, 2007). No caso das
aguardentes preparadas, o desequilibrio da razdo vanilina/siringaldeido (Canas e Belchior,

2007) evidencia nitidamente a aplicagao de vanilina.
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IV.3.2.3 - Aldeidos furanicos

Nas aguardentes estudadas observa-se, pelos resultados constantes na Figura 28, que os
compostos furanicos analisados — furfural, HMF e o 5-metilfurfural estdo presentes em
todas elas. De entre os aldeidos furanicos, é evidente que o hidroximetilfurfural (HMF),
com teores compreendidos entre 3,54 e 174,6 mg/dms, e o furfural, com teores de 4,71 a
26,91 mg/dm?, sdo os compostos mais abundantes nestas aguardentes comparativamente
ao 5-metilfurfural, que apresenta um teor minimo de 0,11 mg/dm3 e um teor maximo de

0,61 mg/dm”.
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Figura 28 — A - Concentragdes médias de furfural e hidroximetilfurfural; B - Concentragcdes médias de 5-metilfurfural nas
aguardentes comerciais de diversas regiGes (VV - vinhos verdes; C — Cognac; A — Armagnac; B — Bairrada; E —
Estremadura; P — Preparada; L — Lourinhd; Al — Alentejo; R — Ribatejo; BR — Beiras; D - Douro).

O furfural é um aldeido furanico muitas vezes utilizado como indicador da genuidade do
envelhecimento em madeira das aguardentes, pois relativamente aos outros aldeidos é o
Unico que ja existe no destilado, mas que também resulta do tratamento térmico da
madeira (Canas, 2003). Assim, seria espectavel a superioridade do teor de furfural
relativamente aos outros derivados furanicos, tal como se verifica nas aguardentes do
Alentejo e da regido das Beiras (Figura 28-A). No entanto, é interessante verificar que tal
ndo acontece nas aguardentes da maioria das regides. Este facto pode ser justificado pela
adicdo de caramelo comercial na preparacao das aguardentes, com a finalidade de ajustar a
cor e promover um aumento do doce e da macieza, muito do agrado dos consumidores
(Belchior et al., 2004), tendo como consequéncia o aumento substancial dos teores de HMF
e, de uma forma mais ligeira, dos teores de 5-metilfurfural (Vilallon Mir et al., 1992;

Quesada-Granados et al. 1996; Da Porto et al., 2000). Este aspecto evidencia-se claramente
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nas aguardentes preparadas, que apresentam um teor maximo e um teor minimo de HMF,

compreendidos entre 40,93 mg/dm? e 380,92 mg/dm®.

IV.4 - Correlagdes entre a actividade antioxidante e a composicdo quimica das
aguardentes

IV.4. 1 - Actividade antioxidante e teor de polifendis totais

Nas aguardentes analisadas, verifica-se a existéncia de uma correlacdo nao significativa (r =
0,157) entre o teor de polifendis totais e a actividade antioxidante. Estes resultados
divergem dos obtidos em Cognacs (Da Porto et al., 2000), em aguardentes de Xerez (Alonso
et al., 2004), em aguardentes de ensaio (Canas et al., 2008a) e em aguardentes comerciais
(Schwarz et al., 2009), que indicam uma correlacdo altamente significativa entre as duas
varidveis. Tal facto podera resultar da existéncia de compostos ndo fendlicos nas
aguardentes (Schwarz et al., 2009) que estdo a ser quantificados no Ipt, por actuarem como
interferentes. Significa que, para além das demais condi¢cdes de envelhecimento, que
interferem com as propriedades antioxidantes das aguardentes, podera haver a ac¢do de
potenciais interferentes nao fendlicos - alguns acidos orgéanicos, o etanol e o caramelo
comercial (Ricardo da Silva et al., 1987), originando resultados ndo coerentes e por vezes

contraditorios como ocorre neste estudo.

IV.4.2 - Actividade antioxidante e compostos de massa molecular baixa

IV.4.2.1 - Acidos fendlicos

O comportamento dos acidos fendlicos e a sua correlacdo com a actividade antioxidante
das aguardentes comerciais analisadas pode ser observado através dos resultados

apresentados no Quadro VIII (Anexo D).

Quadro VIII - Correlagdo entre os acidos fendlicos e a actividade antioxidante das aguardentes

gal van sg fer elag
Efeito ok ns ns ns **
AA 0,423 0,111 0,289 0,046 0,430

AA — actividade antioxidante; gal - 4cido galhico; van — acido vanilico; sg — acido siringico; fer — acido ferulico; elag — acido elagico;
correlagdo muito significativa (¥**P=99%); ns - correlagdo ndo significativa.
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A actividade antioxidante das aguardentes evidenciou uma correlagdo nao significativa com
os acidos vanilico, siringico e ferulico. A correlagao nao significativa do acido ferulico e do
acido siringico com a actividade antioxidante podera ser justificada pelo decréscimo destes
compostos a partir do terceiro ano de envelhecimento, dado que as aguardentes
comerciais analisadas tém, na sua grande maioria, mais de trés anos de envelhecimento

(Figura 24).

Pelo contrario, os acidos melhor correlacionados com esta propriedade s3ao o acido elagico
e o acido galhico. Estes resultados sdo consistentes com os obtidos em Cognacs (Da Porto
et al., 2000), em aguardentes de Xerez (Alonso et al., 2004) e em aguardentes de ensaio
(Canas et al., 2008a), que indicam que os acidos gélhico e eldgico sdo compostos que
contribuem e determinam o perfil antioxidante destas bebidas espirituosas. Assim, o facto
da actividade antioxidante dos Armagnacs, das aguardentes da regido da Lourinhad e da
regido dos Vinhos Verdes ser superior a das aguardentes das outras regidoes, podera

explicar-se pela maior riqueza em acido gdlhico e eldgico (Figura 25).

IV.4.2.2 - Aldeidos fendlicos
Nas aguardentes estudadas, a vanilina foi o uUnico aldeido furadnico a apresentar uma

correlagcdo muito significativa com a actividade antioxidante (Quadro IX).

Quadro IX - Correlagdo entre os aldeidos fendlicos e a actividade antioxidante das aguardentes

vanil sgald cfald snald
Efeito ok ns ns ns
AA 0,315 0,252 0,215 0,121

AA — actividade antioxidante; vanil — vanilina; sgald — seringaldeido; cfald — coniferaldeido; snald — sinapaldeido; correlagdo muito
significativa (¥**P=99%); ns - correlagdo nao significativa.

Portanto, os resultados indicam que a vanilina possui propriedades antioxidantes que
contribuem para a actividade antioxidante das aguardentes estudadas. No entanto, ndo é
de descurar que nas aguardentes comerciais se recorre a adi¢ao de vanilina comercial, com

o objectivo de alterar as suas caracteristicas organolépticas, o que poderd influenciar estes

resultados.

63



Actividade Antioxidante de Aguardentes Vinicas Envelhecidas Portuguesas e Francesas

Os resultados obtidos para o siringaldeido e o sinapaldeido sdo coerentes com os de Alonso
et al. (2004) em aguardentes de Xerez. Por outro lado, se ocorrerem excessivas reac¢des de
oxidacdo ao longo do tempo de envelhecimento, o poder antioxidante destes compostos

pode sofrer diminuicao.

IV.4.2.3 - Aldeidos Furanicos
O HMF apresenta uma correlacdo negativa muito significativa com a actividade
antioxidante nas aguardentes analisadas, o que indica que a actividade antioxidante evolui

em sentido inverso, isto é, diminui na presenca deste composto (Quadro X).

Quadro X - Correlagdo entre os aldeidos furadnicos e a actividade antioxidante das aguardentes

HMF Furf Smfurf

Efeito *x ns *%
AA -0,296 0,063 0,412

AA — actividade antioxidante; HMF — hidroximetilfurfural; Furf — furfural; 5mfurf — 5-metilfurfural; correlagdo muito significativa
(**P=99%); ns - diferenga ndo significativa.
Contudo, é possivel constatar que o 5-metilfurfural exibe um comportamento distinto,
sendo o aldeido furanico que apresenta uma correla¢cdao altamente significativa com a
actividade antioxidante. Observa-se assim, uma diferenca de comportamentos
relativamente a estes aldeidos furanicos com a actividade antioxidante, que podera ser
explicada pela influéncia de uma prdtica comum na preparacao de aguardentes comerciais
que é a adicdo de caramelo. Segundo Pons et al. (1991), o caramelo comercial constitui
uma fonte de aldeidos furanicos, tendo como principal composto o HMF. Neste contexto, é
interessante salientar, que a influéncia positiva do caramelo sobre o 5-metilfurfural e
consequentemente, na actividade antioxidante, sobrepdem-se aos efeitos negativos que
esta adicdo de caramelo exerce no HMF e na consequente diminuicdo da actividade
antioxidante. Assim, a actividade antioxidante das aguardentes comerciais é influenciada
pela presenca de caramelo, correlacionando-se de forma diferente consoante o aldeido
furanico. Relativamente ao furfural, os resultados indicam uma correlagdo nao significativa
com a actividade antioxidante, facto também observado em Cognacs por Da Porto et al.

(2000).
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IV.5 — ANALISE GLOBAL DOS RESULTADOS
Considerando os parametros analisados, foi realizada uma andlise em componentes
principais, para avaliar globalmente a sua influéncia no comportamento das aguardentes

comerciais das diversas regides (Figura 29).
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Figura 29 - Projeccdo das aguardentes, da percentagem de inibicdo do DPPH’, do indice de polifendis totais e dos
compostos de massa molecular baixa no espaco definido pelas 1° e 2° componentes principais ( Ipt - indice de polifendis
totais; Aantiox — actividade antioxidante; vanil - vanilina; mfurf — 5 -metilfurfural; elg - acido elagico; gal - 4cido galhico;
sgald - seringaldeido; van - acido vanilico; furf - furfural; cfald - coniferaldeido; sanld - sinapaldeido; VV -vinhos verdes;
A - Armagnac; C - Cognac; B - Bairrada; E - Estremadura; L - Lourinhd; AL - Alentejo; BR - Beira; D — Douro; P —
preparadas).

A primeira componente principal, explicando 31 % da variancia total, permite separar as
aguardentes analisadas em funcdo da sua riqueza em: polifendis totais e, dentro destes,
pelo teor em compostos de massa molecular baixa (acidos fendlicos, sobretudo acidos
eldgico, galhico e siringico, bem como vanilina e siringaldeido), e também riqueza em 5-
metilfurfural. As aguardentes que apresentam maiores teores dos referidos compostos sdo
também as que possuem maior actividade antioxidante, localizando-se no trogo positivo
desta componente: as aguardentes da Lourinh3, duas aguardentes dos Vinhos Verdes, uma
do Alentejo e dois Armagnacs. E interessante constatar o posicionamento das aguardentes
portuguesas mencionadas relativamente aos Armagnacs, que sdo reconhecidos pela sua

qualidade, nomeadamente nutracéutica.
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Complementarmente, no trogo negativo da primeira componente principal, situam-se as
aguardentes que apresentam menor riqueza em polifendis totais e nos compostos
extraiveis referidos. Deste grupo de aguardentes fazem parte, ao contrario do que seria de
esperar, seis dos oito Cognacs analisados. Este facto podera ser atribuido a elevada

percentagem de Cognacs com menor idade (VS) relativamente outras regides — Figura 24.

Com efeito, existe evidéncia de que aguardentes com dois anos de envelhecimento
possuem menor riqueza em compostos extraiveis da madeira (Canas, 2003) e, por isso,
menor actividade antioxidante (Casanova, 2007; Canas et al., 2008). Situacdo semelhante é

observada para a regido da Beira.

Através da segunda componente principal, que explica 18 % da variancia total, é possivel
separar as aguardentes em fun¢dao dos teores de HMF, furfural, coniferaldeido e
sinapaldeido. O HMF encontra-se associado ao troco positivo desta componente, enquanto
os dois aldeidos fendlicos e o outro aldeido furanico se associam ao troco negativo. E de
destacar a estreita relacdo entre o teor de HMF, provavelmente veiculado pelo caramelo, e
o posicionamento das aguardentes preparadas analisadas. Os teores mais elevados de
sinapaldeido, coniferaldeido e furfural permitem diferenciar as aguardentes C21, B2, E28,

AL35 e BR37.

A analise multidimensional permite confirmar o observado na analise de correlagdes entre
a actividade antioxidante, o teor de polifendis totais e os compostos extraiveis da madeira.

Importa ainda referir que a elevada variabilidade da composicao quimica das aguardentes
comerciais, associada aos factores de envelhecimento, podera explicar a baixa
percentagem de variancia total (49%) explicada pelas duas primeiras componentes

principais.
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V - CONCLUSOES
Nas condi¢des experimentais em que o presente trabalho foi realizado, é possivel concluir

que:

- A menor actividade antioxidante apresentada pelas aguardentes comerciais estudadas
(6,5 %) relativamente as aguardentes de ensaio analisadas em trabalhos recentes (94,4 %),
é atribuida as condicdes de envelhecimento e, mais concretamente, a procedimentos
tecnolégicos realizados durante o periodo de envelhecimento, com destaque para os
adelgacamentos e para a lotagem, que contribuem para a menor concentracdo de
compostos extraiveis das aguardentes e, em consequéncia, para a diminuicdo das suas

propriedades antioxidantes.

- As aguardentes comerciais portuguesas e francesas analisadas apresentam um perfil
antioxidante reduzido, apesar de possuirem uma concentracdo abundante em compostos
fendlicos. Este facto resulta da existéncia de uma correlacdao ndo significativa entre o teor
de polifendis totais e a percentagem de inibicio de DPPH" nestas aguardentes, que poderd

ser justificada pela accdo interferente de compostos ndo fendlicos.

- No respeitante aos compostos fendlicos de massa molecular baixa analisados, os que
apresentam correlacgao significativa com a actividade antioxidante das aguardentes sdao os
acidos galhico e eldgico (presentes em maiores quantidades) e a vanilina (com menor
concentragdo do que o siringaldeido). Portanto, a capacidade antioxidante de cada
composto fendlico é, em grande parte, condicionada pela sua estrutura quimica, o que
significa que os compostos presentes em maiores quantidades, ndo sdo os que

necessariamente se correlacionam melhor com a actividade antioxidante da aguardente.

- Relativamente aos compostos furanicos, o HMF e o 5-metlfurfural apresentam uma
correlagdo significativa com a actividade antioxidante das aguardentes estudadas, embora
em sentidos divergentes — negativa para o HMF e positiva para o 5-metlfurfural. Os teores
destes compostos, sobretudo de HMF, resultam parcialmente da adicdo de caramelo as
aguardentes vinicas, cuja finalidade é o ajustamento da cor e a promo¢ao do aumento do

doce e da macieza, muito do agrado dos consumidores.
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- A actividade antioxidante encontra-se positivamente correlacionada com o tempo de

envelhecimento das aguardentes vinicas.

- As aguardentes portuguesas sdo idénticas as aguardentes comerciais francesas (Cognac e
Armagnac), de referéncia mundial, tanto em termos de composicdo quimica como de

gualidade nutracéutica.
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Anexo A

A.1 - Actividade antioxidante das aguardentes analisadas (% de inibicio DPPH")

DPPH=4x 10° DPPH=8,5 x 10 DPPH=8,5 x 10
100pl 100l 1oul % Inibigao
Aguardente Al Af (60 min) AA=X  Y=0,678x+0,051 Y=0,725x+0,001 X =(y-0,001/0,725) * 0,07
1-w 0,4245 0,0738 0,826148 0,611128622 0,84155672 0,05890897 59
2-B 0,3880 0,0512 0,868041 0,639531959 0,880733736 0,061651362 6,2
3-B 0,4160 0,2482 0,403365 0,324481731 0,446181698 0,031232719 3,1
4-E 0,4606 0,2283 0,504342 0,392943986 0,540612395 0,037842868 3,8
5-C 0,4600 0,0962 0,79087 0,587209565 0,808564918 0,056599544 5,7
6-C 0,4310 0,1924 0,553596 0,426338283 0,586673494 0,041067145 4,1
7-8 0,4240 0,0379 0,910613 0,668395755 0,920545869 0,064438211 6,4
8-B 0,4548 0,0780 0,828496 0,612720317 0,843752161 0,059062651 59
9-B 0,4465 0,0723 0,838074 0,61921411 0,852709117 0,059689638 6,0
10-R 0,4090 0,0558 0,86357 0,636500244 0,876552061 0,061358644 6,1
11-p 0,4616 0,2749 0,404463 0,325225737 0,447207913 0,031304554 3,1
12-A 0,4567 0,0789 0,827239 0,611867966 0,842576505 0,058980355 59
13-A 0,4500 0,0771 0,828667 0,612836 0,843911724 0,059073821 59
14-A 0,4520 0,0796 0,823894 0,6096 0,839448276 0,058761379 59
15-A 0,4422 0,0943 0,786748 0,584415197 0,804710616 0,056329743 5,6
16-C 0,4450 0,0719 0,838427 0,619453483 0,853039287 0,05971275 6,0
17-C 0,4080 0,0361 0,91152 0,669010294 0,921393509 0,064497546 6,4
18-C 0,4306 0,1679 0,610079 0,464633535 0,63949453 0,044764617 4,5
19-C 0,3810 0,0414 0,891339 0,655327559 0,902520771 0,063176454 6,3
20-C 0,4520 0,0869 0,807743 0,59865 0,824344828 0,057704138 58
21-C 0,4258 0,0444 0,895726 0,65830202 0,906623475 0,063463643 6,3
22-WW  0,4645 0,0947 0,796125 0,590772659 0,813479529 0,056943567 5,7
23-WW  0,4175 0,0725 0,826347 0,611263473 0,841742721 0,058921991 5,9
24-WW  0,4190 0,0432 0,896897 0,65909642 0,9077192 0,063540344 6,4
25-WW  0,4645 0,1200 0,741658 0,553843918 0,762543335 0,053378033 53
26-L 0,4520 0,0772 0,829204 0,6132 0,844413793 0,059108966 5,9
27-L 0,4112 0,0492 0,88035 0,647877432 0,892244734 0,062457131 6,2
28-E 0,4243 0,0395 0,906905 0,665881923 0,917078515 0,064195496 6,4
29-Al 0,4470 0,0764 0,829083 0,613118121 0,844300856 0,05910106 59
30-DR  0,4083 0,0389 0,904727 0,664404849 0,915041172 0,064052882 6,5
31-P 0,4103 0,0641 0,843773 0,623077992 0,858038609 0,060062703 6,0
32-p 0,4680 0,3206 0,314957 0,264541026 0,363504863 0,02544534 2,5
33-p 0,4330 0,0522 0,879446 0,647264203 0,891398901 0,062397923 6,2
34-E 0,4480 0,1037 0,768527 0,572061161 0,787670567 0,05513694 5,5
35-Al 0,4520 0,0816 0,819469 0,6066 0,835310345 0,058471724 5,8
36-E 0,4690 0,0758 0,83838 0,619421322 0,852994927 0,059709645 6,0
37-BR  0,4302 0,0365 0,915156 0,671475593 0,924793921 0,064735574 6,5

Ag — aguardente; Ai — absorvéncia inicial; Af — absorvéncia final; AA — actividade antioxidante.



Anexo C
C.1. Curva de calibragao do acido gdlhico para expressao do indice de polifendis totais e

andlise de varidncia da regressao
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Figura C.1. — Curva de calibragdo do acido galhico para expressdo do indice de polifendis totais.

Quadro C.1 - Analise de variancia da regressdo correspondente a curva de calibragdo do acido galhico.

Fonte de variagdo sQ GL am F calculado F tabel. | Significancia
Regressao 1,5020133 1 1,50213 -143,434165 10,58 o
Residual -0,1675487 16 -0,010472
Erro puro 0,001520075 9 0,000169
Erro ajustamento -0,1690688 7 -0,024153
Variagdo total 1,33446455 17 1,491541 | -143,002274 6,88 ns




Quadro C.2 - Valores do indice de polifenéis totais das aguardentes comerciais (g/dm?® de

acido galhico).

Aguardentes Ipt

1-w 0,439
2-B 0,431
3-B 0,678
4-E 0,487
5-C 0,661
6-C 0,785
7-B 0,898
8-B 0,553
9-B 0,823
10-R 0,665
11-P 0,959
12-A 1,084
13-A 0,783
14-A 1,289
15-A 0,688
16-C 0,637
17-C 0,685
18-C 1,011
19-C 1,037
20-C 0,701
21-C 1,151
22-VW 0,565
23-W 1,025
24 -W 1,148
25-VV 0,991
26-L 0,997
27-L 0,700
28-E 0,864
29-AL 0,797
30 - DR 1,284
31-P 0,598
32-pP 0,420
33-pP 0,785
34-E 0,414
35-AL 0,749
36-E 0,733
37-BR 0,432

VV -vinhos verdes; A - Armagnac; C - Cognac; B - Bairrada; E - Estremadura; L - Lourinh3; AL - Alentejo;
BR - Beira; P — preparadas.



Concentragdao dos compostos de massa molecular baixa nas

(mg/dm? élcool puro).

Anexo D

aguardentes analisadas

vv‘

ac. gal ‘ HMF

‘ furf

| Smfurf ‘

ac. sg ‘

sgald ‘

ac. fer ‘

cfald ‘

snald ‘

ac. van vanil ac. elg
N1 2,66 12,65 6,29 5,72 0,82 1,93 5,85 9,69 0,56 0,65 0 6,47
N22 23,3 18,25 22,23 5,83 0,75 3,85 12,41 22,86 1,58 0,24 3,94 12,56
N23 28,31 21,1 15,77 2,32 0,27 0,9 5,78 10,88 0,91 0,09 0,37 8,55
N24 65,71 7,8 23,23 4,68 0,61 53 13,45 0,13 1,39 1,77 0,03 22,15
N25 0,18 276,67 9,35 5,87 0,59 0,75 11,32 0,21 0,38 1,34 0 2,95
Média X 24,032 67,294 15,374 4,884 0,608 2,546 9,762 8,754 0,964 0,818 0,868 10,536
‘ ac. gal HMF ‘ furf ac. van | Smfurf ’ ac. sg ‘ vanil sgald ‘ ac. fer ‘ cfald ‘ snald ‘ ac. elg
N5 4,73 66,64 23,07 1,8 0,12 0 3,2 5,78 0,17 0,87 0 5,59
N6 1,56 113,95 31,32 3,01 0,32 0 1,96 4,09 0,13 0,97 0 3,14
N16 7,69 43,39 27,04 4,16 0,22 0,4 5,57 10,44 0,28 0,06 0 5,19
N17 12,88 35,77 21,58 1,36 0,34 0 2,58 5,71 0,59 0,09 1,05 7,5
N18 2,56 55,31 23,19 1,3 0,1 0 2,07 4,04 0,25 0 1,59 3,41
N19 17,12 93,63 27,93 3,49 0,71 0,25 3,53 6,32 0,68 0,18 1,32 9,27
N20 27,1 82,46 29,2 2,79 0,45 2,14 7,24 13,23 0,36 0,12 0,02 10,64
N21 15,11 49,18 28,83 2,54 0,24 0,08 4,77 9,78 0,81 3,06 3,63 8,75
Média X 11,093 67,541 26,52 2,556 0,3125 0,35875 3,865 7,42375 0,40875 0,66875 0,95125 6,68625
A ‘ ac. gal HMF ’ furf ac. van | Smfurf I ac. sg ’ vanil sgald ‘ ac. fer ‘ cfald ‘ snald ‘ ac. elg
N12 22,14 64,8 18,69 3,53 0,43 2,99 10,26 20,96 0,59 0,17 4,68 9,92
N13 45,01 11,78 17,96 4,34 0,65 4,52 10,15 22,67 1,48 2,85 0,96 16,2
N14 23,93 19,51 14,65 2,61 0,35 1,39 5,23 11,31 1,04 1,57 0,57 11,99
N15 21,29 215,7 12,58 1,43 0,33 0 3,41 5,51 0,49 0,07 0 8,97
Média X 28,0925 77,9475 15,97 2,9775 0,44 2,225 7,2625 15,1125 0,9 1,165 1,5525 11,77
B ‘ ac. gal HMF ‘ furf ac. van | Smfurf ‘ ac. sg ‘ vanil sgald ‘ ac. fer ‘ cfald ‘ snald ‘ ac. elg
N2 5,63 18,08 13,46 2,06 0,25 0 2,51 3,91 0,71 2,57 5,64 4,63
N3 0 73,23 7,65 3,9 0,09 0 3 4,1 4,01 0,51 0 2,04
N7 31,25 22,54 9,11 4,75 0,73 1,37 4,46 8,49 2,42 0,64 0,07 11,48
N8 31,14 12,03 4,62 1,82 0,6 0 3,71 6,29 1,4 0,35 1,54 9,24
N9 14,2 5,23 6,63 2,9 0,48 0 7,23 6,29 1,5 0,51 0,03 9,23
Média X 16,444 26,222 8,294 3,086 0,43 0,274 4,182 5,816 2,008 0,916 1,456 7,324
E ‘ ac. gal HMF ’ furf ac. van | Smfurf I ac. sg ’ vanil sgald ‘ ac. fer ‘ cfald ‘ snald ‘ ac. elg
N4 0,37 65,51 11,02 4,44 0,33 0 1,92 2,45 0,46 0,09 0,01 2,8
N28 15,26 55,43 11,8 2,63 0,04 0 3,29 0,68 0,32 4,31 6,64 2,92
N34 15,49 32,32 31,51 12,24 0,14 0 3,6 9,53 0,17 6,33 11,27 2,92
N36 8,5 28,82 4,93 1,14 0,58 0,82 5,47 9,49 1,23 0,02 0,14 7,33



Média X 9,905 45,52 14,815 5,1125 0,2725 0,205 3,57 5,5375 0,545 2,6875 4,515 3,9925
‘ ac. gal ‘ HMF furf ac. van | Smfurf ac. sg ‘ vanil sgald ‘ ac. fer ‘ cfald ‘ snald ‘ ac. elg ‘
N11 0 143,1 12,35 2,09 0,2 0 3,7 4,77 0,24 0,01 0,31 2,39
N31 20,15 380,92 3,29 1,13 0,2 0 24,33 0,04 0,13 0,14 0 3,19
N32 0,73 133,44 1,68 1,01 0,03 0 0,1 0,41 0,13 0,04 0 1,73
N33 0,11 40,93 1,52 0,14 0,02 0 2,46 0,19 0,14 0,07 0 2,37
Média X 5,2475 174,597 4,71 1,0925 0,1125 0 7,6475 1,3525 0,16 0,065 0,0775 2,42
‘ ac. gal ‘ HMF furf ac. van | Smfurf ac. sg ‘ vanil sgald ac. fer cfald ‘ snald ‘ ac. elg ‘
N26 51,93 6,24 12,52 6,04 0,56 3,48 7,82 17,23 0,24 1,32 0,08 16,08
N27 44,16 30,04 9,11 5,77 0,66 2,91 8,92 0,14 0,21 0,13 0,22 18,02
Média X 48,045 18,14 10,815 5,905 0,61 3,195 8,37 8,685 0,225 0,725 0,15 17,05
AL ‘ ac. gal ‘ HMF furf ac. van | Smfurf ac. sg ‘ vanil sgald ac. fer cfald ‘ snald ‘ ac. elg ‘
N29 66,82 13,98 16,71 6,41 0,31 3,24 9,77 22,47 0,56 1,81 0 14,93
N35 42,97 3,22 37,12 3,17 0,06 0 2,32 5,18 5,23 0,16 0,14 1,73
Média X 54,895 8,6 26,915 4,79 0,185 1,62 6,045 13,825 2,895 0,985 0,07 8,33
R ‘ ac. gal ‘ HMF furf ac. van | Smfurf ac. sg ‘ vanil sgald ac. fer cfald ‘ snald ‘ ac. elg ‘
N10 15,35 24,32 10,81 4,17 0,47 2,03 6,35 12,8 1,02 1,07 1] 13,06
BR ‘ ac. gal ’ HMF furf ac. van | Smfurf ac. sg ’ vanil sgald ac. fer cfald ‘ snald ‘ ac. elg ‘
N37 25,18 3,54 10,68 3,59 0,43 0,94 4,35 7,64 1,32 0,86 0,7 1,73
D ‘ ac. gal ‘ HMF furf ‘ ac. van Smfurf ac. sg ‘ vanil sgald ac. fer cfald snald ac. elg ‘
N 30 45,2 43,06 8,63 3,42 0,59 0,8 4,97 10,85 0,32 1 0 11,03
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