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Resumo

A aguardente vinica envelhecida é uma bebida com elevado teor alcoolico obtida através
da destilagdo do vinho com posterior envelhecimento em contacto com madeira. Este
envelhecimento é tradicionalmente realizado em vasilhas de madeira. Contudo, o uso de
vasilhas envolve um processo moroso e dispendioso. Assim, comecaram a surgir
sistemas de envelhecimento alternativos para colmatar esta necessidade de tornar o
processo mais sustentavel. O destilado de vinho, a madeira utilizada no envelhecimento
e todas interacoes existentes ao longo do processo de producao da aguardente sao a fonte
dos compostos volateis odorantes que tornam a aguardente uma bebida com elevada

complexidade aromatica.

Este trabalho consistiu em compreender se o uso de diferentes sistemas de
envelhecimento (tradicional — vasilha de madeira; ou alternativo — garrafées de vidro
com aduelas mergulhadas e com diferentes niveis de microxigenacao), diferentes
madeiras (castanheiro ou carvalho Limousin) e/ou tempo de conservacao em garrafa tém

influéncia no aroma da aguardente vinica Lourinha.

A influéncia no aroma foi avaliada pela analise dos compostos volateis com recurso a
cromatografia de gases acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e cromatografia de
gases acoplada a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) e pela analise sensorial

recorrendo a um painel de provadores e realizando uma analise descritiva quantitativa.

Os resultados corroboraram estudos anteriores acerca do uso do sistema alternativo e/ou
da madeira de castanheiro serem uma boa opc¢ao no envelhecimento de aguardentes e
estuda, pela primeira vez, a evolucao desta bebida em garrafa, comprovando uma

melhoria do aroma durante a conservacao em garrafa.

Palavras-chave

Aguardente vinica; Carvalho Limousin; Castanheiro; Microxigenacao; Conservacao em
garrafa; Compostos odorantes; Perfil sensorial.



Folha em branco

viii



Abstract

The wine spirit is a drink with high level of alcohol acquired through wine distillation
with subsequent aging in contact with wood. This aging is traditionally used in wooden
barrels. However, the use of barrels requires a time-consuming and costly process.
Therefore, alternative aging systems started to emerge to fill this need to make the
process more sustainable. The wine distillate, the wood used in aging and all the
interactions that happen throughout the production process of wine spirit are the source
of the volatile odorant compounds that make the wine spirit a drink with high aromatic

complexity.

This study consists in understanding if the use of different aging systems (traditional —
wooden barrels; or alternative — glass demijohns with dipped staves and with different
levels of micro-oxygenation), different woods (chestnut or oak) and/or aging times have

influence on the aroma of one Lourinha wine spirit, stored in bottle.

The influence of the aroma was evaluated by the analysis of the volatile compounds by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and gas chromatography
coupled to flame ionization detector (GC-FID), and by the sensory analysis using a panel

of tasters and performing a quantitative descriptive analysis.

The results confirmed previous studies about the use of the alternative system and/or
chestnut wood being a good option in the wine spirit aging and studies, for the first time,
the evolution of this bottled drink, proving an improvement in aroma during bottle

conservation.

Keywords

Wine spirit; Oak Limousin; Chestnut; Micro-oxygenation; Bottle aging; Odorant
compounds; Sensorial profile.
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Capitulo 1 - Introducao

1. Aguardente vinica

A aguardente vinica € uma bebida espirituosa obtida através da destilacao de vinho ou
destilados de vinho, com titulo alcoométrico volimico minimo de 37,5%. O teor de
substancias volateis neste tipo de aguardentes deve ser igual ou superior a 125 g/hL
(A.P.) e o teor maximo de metanol é de 200 g/hL (A.P.). Esta ndo pode ter adicao de
qualquer alcool nem ser aromatizada, apenas é permitida a adicdo de caramelo para
adaptar a cor e pode ser edulcorada até ao limite de 20 gramas de produtos edulcorantes
por litro. Pode ser envelhecida em cascos de carvalho com capacidade inferior a 1000 L
ou em recipientes de madeira de carvalho com capacidade de pelo menos 1000 L. Nestes
casos, o periodo de envelhecimento passa a ser de, pelo menos, seis meses € um ano,

respetivamente (Regulamento (UE) N° 2019/787).

A aguardente vinica envelhecida faz parte das bebidas alcodlicas mais emblematicas a
nivel mundial devido a sua vasta producado, comércio e consumo. A producao desta
aguardente, principalmente na Europa, tem uma grande importancia socioeconémica.
Por exemplo, as regioes francesas de Armagnac e Cognac sao locais onde se produzem as
aguardentes vinicas de maior prestigio e com maior comercializacio. Em Portugal,
destaca-se a regido da Lourinhd que em 1992 foi delimitada como denominacio de
origem para aguardentes vinicas envelhecidas, tal como as regides Armagnac e Cognac
(Canas, 2017). Para além da regido da Lourinha, existem mais cinco regides que
produzem aguardentes vinicas envelhecidas com direito a denominacao de origem
(D.0O.): Alentejo, Tejo, Bairrada, Douro e Vinhos Verdes (Fig. 1). No entanto, ao contrario

da regiao da Lourinha, estas regioes nao sao de producao exclusiva de aguardentes.

Douro
Bairrada

Lourinhd

Alentejo

Figura 1: Regides com direito a denominacao de origem (D.O.) em Portugal (Fonte: IVV).



A aguardente utilizada para realizar este trabalho, foi produzida na regiao da Lourinha.
Para terem denominacao de origem “Lourinha”, toda a producao da aguardente deve ser
feita na area da regiao delimitada (Fig. 2). As aguardentes produzidas em regioes
demarcadas devem seguir regulamentos especificos da regiao, que na maioria dos casos
sdo mais restritivos no que respeita aos aditivos possiveis, normalmente s6 admitindo o
caramelo num teor muito reduzido. No caso da regiao “Lourinha” as especificacoes para
a producao da aguardente estao estabelecidas no Decreto-Lei N° 323/1994. Para além
das indicacOes acerca das caracteristicas dos solos ou das castas a utilizar para este tipo
de aguardente, é importante referir que este Decreto-Lei estabelece que o
envelhecimento das aguardentes é feito em barris de carvalho com capacidade até 800 L.
por um periodo minimo de dois anos. No entanto, mais recentemente foi publicada a
Portaria N°57/2021 referente a regiao de Lisboa. Neste documento esté regulamentada,
para além do uso de barris de carvalho, a permissao do uso de barris de castanheiro com

capacidade até 800 L para o envelhcimento de aguardentes Lourinha.

Distrito Concelho Freguesias

Leiria............. Bombarral.......... Da Unido das Freguesias do Bombarral e Vale Covo a freguesia
de Vale Covo.

Obidos ............ OIhO MAMAND - ...t et e e e

Peniche. . .......... AtouguiadaBaleia. ...l

SeradEFRei. ...

Lisboa............ Lourinha. .......... Moita dos Ferreiros. ...

ReguengoGrande . ...,
Ribamar . ................
Santa Bérbara
Unido das Freguesias de Lourinh& e Atalaia . .
Unido das Freguesias de Miragaia e Marteleira e
Uni&o das Freguesias de Sao Bartolomeu dos Galegos e Moledo
VImeiro. . ...
Torres Vedras....... Unido das freguesias de A-dos-Cunhados e Maceira ... ....
Unido das Freguesias de Campelos e Outeiro da Cabega . . .

Figura 2: Area geografica com direito 4 denominacfio "Lourinha" (Fonte: Portaria N°57/2021).



1.1. Qualidade da aguardente vinica

Existem diversos fatores que influenciam a qualidade das aguardentes designadamente
a matéria-prima, o processo de fermentacao, a destilacdo e o envelhecimento (Belchior

et al., 2015; Tsakiris et al., 2014).
Matéria-prima e processo de fermentacao

Como ja foi referido, a aguardente vinica é uma bebida alcodlica obtida a partir da
destilacao do vinho. Como tal, a matéria-prima esté relacionada com a qualidade da uva
utilizada para produzir o vinho que dara origem a aguardente. As uvas utilizadas devem
ter baixo teor em acucares e elevada acidez podendo ser de castas de alto rendimento e
nao devem possuir aromas muito intensos (Belchior et al., 2015). O vinho utilizado para
obter aguardente deve ser isento de oxidacGes, ndo deve ser adicionado diéxido de
enxofre e a sua acidez fixa deve ser elevada. Com a acidez fixa elevada, o vinho estara
protegido de contaminacgdes microbianas até ser destilado, evitando o uso de diéxido de
enxofre durante a vinificacdo, o qual iria salientar-se na aguardente ou originar a
presenca de mercaptanos sendo que ambos conferem aromas desagradaveis a
aguardente (Belchior et al., 2015; Léauté, 1990; Ledauphin et al., 2006). Assim, para
produzir um bom vinho para destilar é necessario ter especial atencao a alguns fatores
determinantes como: a localizacao das vinhas, a época de vindima e a escolha das castas
(Léauté, 1990). As aguardentes produzidas em Portugal advém de vinhos de castas de

uva branca ou tinta, recomendadas/autorizadas em cada regiao.

O processo de fermentacao € a transformacao das uvas em vinho, por a¢ao das leveduras.
Deste processo resulta o etanol e diversos compostos que podem ser desejaveis ou
indesejaveis para o sabor do destilado, sendo que os indesejaveis deverao ser removidos

ao longo do processo de destilacao (Berk, 2009; Faundez et al., 2006).

O periodo entre a fermentacao e a destilacao pode durar até cinco meses, podendo
ocorrer varias reacoes quimicas que resultam na alteracao da composi¢ao do vinho. Este
periodo deve ser o mais curto possivel para evitar o aumento de acetato de etilo, lactato
de etilo, succinato de dietilo, acetaldeido ou acido acético e a diminuicao do teor de
ésteres com propriedades aromaticas de interesse (ex.: acetato de isoamilo, acetato de
hexilo, acetato de 2-feniletilo, etc.), sendo que a destilacdo pode ser feita logo apds o fim

da fermentacao (Coldea et al., 2017; Tsakiris et al., 2014).



Destilacao

A destilacao é um dos mais antigos processos de separacao e a sua principal aplicaciao no
setor alimentar é a producao de etanol e bebidas alcoodlicas. Esta operacao consiste na
separacao liquido-vapor de substancias baseada nas diferencas de volatilidade, sendo o
calor o agente de separacao (Berk, 2009; Faundez et al., 2006). Quando uma mistura
com substancias de diferentes volatilidades entra em ebuli¢do, a composicao do liquido
de ebulicao difere da composicdo dos vapores libertados. Os vapores, apds a sua
condensacao, irao constituir o destilado e o restante liquido constituira os residuos ou

rescaldos (Berk, 2009).

A destilacao é um fator muito influente na qualidade do destilado, contribuindo para um
aumento significativo de compostos aromaticos responsaveis pelo sabor da aguardente
(Tsakiris et al., 2014). Pode ser feita através de dois métodos: o método descontinuo e o

método continuo.

No método descontinuo, é utilizado um alambique e efetua-se uma dupla destilacdo para
aumentar o teor alcodlico e melhorar a qualidade da aguardente. Durante a destilacao
deve se fazer a separaciio de trés fracoes distintas: cabecas, coracdes e caudas. E crucial
que a separacao destas trés fracoes seja realizada corretamente para nao prejudicar a
qualidade da aguardente (Belchior et al., 2015). A parte final, normalmente designada

por caudas, apresenta aromas desagradaveis (Faisca, 2012).

No método continuo, sao utilizadas colunas de destilacao e a destilacao é uniforme, sem
separacao das fragoes (cabeca, coracao e cauda) (Belchior et al., 2015). O destilado obtido
através deste método contém apenas uma pequena quantidade de substancias volateis e
consequentemente, as aguardentes produzidas através deste método sdo menos

aromaticas (Tsakiris et al., 2014).

Destilacao em coluna

A aguardente vinica utilizada para realizar este trabalho foi obtida através do método
continuo. O uso deste método permite efetuar apenas uma destilacio e em
funcionamento continuo. Garreau (2008), considera este método de destilacao
economicamente mais vantajoso quando comparado ao método descontinuo. Tal facto
baseia-se na capacidade do método continuo em destilar grandes volumes de vinho em

menos tempo, apesar de, como anteriormente mencionado, apresentarem menor riqueza



aromatica. A destilacdo em coluna também apresenta uma funcao de retificacdo muito
superior a destilacio em alambiques e permite que o vinho seja introduzido

continuamente e a saida de aguardente seja constante (Garreau, 2008).

Este sistema é composto por uma coluna com um conjunto de pratos sobrepostos no seu
interior, onde os compostos volateis do vinho sao separados. Os principais constituintes
deste sistema sao a caldeira, a coluna, o aquece-vinhos e o sistema de refrigeracao

(condensador e serpentina) (Fig. 3) (Garreau, 2008).
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Figura 3: Constituintes da coluna de destilacdo (método continuo) (Fonte: Mira, 2009).
1-Coluna; 2-Pratos da coluna; 3- Caldeira; 4- Aquece-vinhos; 5-Condensador; 6-Serpentina

Para iniciar a destilacdo, coloca-se o vinho no aquece-vinhos (4). Aqui, o vinho pode
atingir temperaturas elevadas (85 °C) e de seguida, desloca-se até a coluna (1), entrando
pela parte superior e percorrendo os pratos (2) até chegar a base. Na base existe um
deposito onde se acumula o rescaldo (fragao de bebida nao destilada). Simultaneamente,
a caldeira (3) produz uma corrente de vapor quente que entra pela parte inferior da
coluna, fazendo o vinho entrar em ebuli¢do. A ebulicio liberta vapor que sobe pela
coluna, atravessando os pratos da coluna e entrando em contacto com o vinho que se
desloca pela coluna. Assim, na coluna de destilagao, a parte liquida segue um percurso
descendente enquanto o vapor ascende e é conduzido para o condensador (5). No
condensador, como o nome indica, ocorre a condensacao do vapor e a libertacao da
aguardente (Garreau, 2008). O processo termina e toda a aguardente é recolhida quando

o sistema atinge o equilibrio.



Envelhecimento

Apos a destilagao, as aguardentes vinicas sao tradicionalmente armazenadas em vasilhas
de madeira durante um periodo mais ou menos prolongado. Este processo denomina-se
de envelhecimento ou maturacdo. E o periodo onde ocorrem diversas e importantes
alteracoes quimicas, fisicas e sensoriais nas aguardentes (Belchior et al., 2001, 2003;
Bertrand, 2003; Caldeira et al., 2006; Canas et al., 1999, 2002, 2013; Léauté et al., 1998;
Lurton et al., 2012; Mosedale & Puech, 1998; Nishimura et al., 1983; Patricio et al,,
2005), aumentando a qualidade das mesmas. Estas alteracoes dao-se através da difusao
lenta e continua do oxigénio por entre a madeira (Canas et al., 2009) e pela libertacao
dos compostos extraiveis da madeira para a aguardente (Belchior et al., 2001; Canas et
al., 2002, 2013) (Fig. 4). Em consequéncia dessas transformacoes as caracteristicas
organoléticas das aguardentes modificam-se consideravelmente (Belchior et al., 2001;

Caldeira, 2004; De Aquino et al., 2006).

Assim, para além da composicao do destilado, as carateristicas da vasilha (tipo de
madeira utilizado, tratamento térmico, tamanho da vasilha), o tempo de envelhecimento,
as operacoes tecnoldgicas e as condicoes da adega/cave sdao exemplos de fatores
condicionantes do envelhecimento (Fig. 4) (Caldeira et al., 2010, 2016; Canas et al., 2011,

2016, 2019a).

Fatores condicionantes

(1] Composigdo do destilado de vinho

(2] Caracteristicas da vasilha
* Tipo de madeira

* Nivel de queima

€« * Dimensdo

.
Reagdes o e

Oxigénio

* Estado de utilizacdo

CondigBes da cave
* Temperatura

Evaporagdo *» Humidade relativa
* Circulagdo do ar

Operagbes tecnolégicas

Extragdo « Atesto

* Adelgagamento
* Agitagdo

(5] Duragdo do envelhecimento

Figura 4: Principais fendmenos e fatores condicionantes do envelhecimento de aguardentes vinicas
(Fonte: Canas et al., 2019a).



2. Uso de madeiras no envelhecimento

2.1. Madeiras

A madeira utilizada para o envelhecimento de bebidas alcoo6licas é essencial para definir
as caracteristicas sensoriais e a qualidade das mesmas (Caldeira, 2004; Canas et al.,
2018). As alteragoes fisico-quimicas que ocorrem no envelhecimento em madeira
resultam em correspondentes modificacGes no perfil sensorial, designadamente na cor,

aroma e sabor do produto (Caldeira et al., 2006).

A madeira contém na sua composicao quimica, compostos de massa molecular elevada
(celulose, hemicelulose, lenhina) e compostos de massa molecular baixa (compostos
organicos e inorganicos) (Fengel & Wegener, 1989). Os compostos organicos de baixo
peso molecular sdo extraiveis da madeira (Fengel & Wegener, 1989) e tém um papel
fundamental nas propriedades sensoriais da aguardente vinica envelhecida como a cor,
o sabor e o aroma (Canas et al, 2011, 2013; 2019a). Os estudos do processo de
envelhecimento tém vindo a demonstrar que os compostos de madeira enriquecem

significativamente a aguardente.

A madeira de carvalho foi considerada por alguns autores (Cutzach et al., 1997; Puech et
al., 1990; Viriot et al., 1993) como a que origina vinhos e aguardentes de melhor
qualidade. No entanto, varios trabalhos tém demonstrado que a madeira de castanheiro
apresenta grandes potencialidades para o envelhecimento de aguardentes (Caldeira et
al., 2010; Canas et al., 2011, 2016, 2018). Em resultado do conhecimento obtido sobre a
madeira de castanheiro (Canas et al., 2018) e como ja foi referido anteriormente, no ano
de 2021 foi publicada a Portaria 57/2021, autorizando o uso de madeira de castanheiro

no envelhecimento de aguardentes “Lourinha”.

Madeira de carvalho

A madeira das espécies de carvalho francés (Quercus robur L. e Quercus sessiliflora
Salisb) e carvalho americano (Quercus alba L.) tém sido estudadas nas dltimas décadas
quanto ao seu potencial de utilizacdo para envelhecimento de aguardentes. Os estudos
feitos a estas espécies tém-se baseado, principalmente, na avaliacao da sua composicao
quimica (Anjos et al., 2013) e das suas propriedades fisicas e mecanicas (Canas et al.,

2011).



A madeira mais utilizada no envelhecimento de aguardentes é a madeira de carvalho da
regido francesa Limousin (Canas et al., 2011, 2016; Léauté et al., 1998; Mosedale &
Puech, 1998). Segundo alguns autores (Caldeira, 2004; Keller, 1987), o carvalho tem
interesse como madeira para a tanoaria devido as suas caracteristicas de resisténcia,
fissibilidade, flexibilidade, estanquicidade e durabilidade. Também a impermeabilidade
aos liquidos e a ligeira permeabilidade aos gases sao propriedades fisicas importantes
que se devem ter em conta pois promovem a oxigenacao da aguardente durante o

envelhecimento.

A madeira de carvalho é quimicamente rica em compostos organicos extraiveis. Este
facto torna o uso deste tipo de madeira no envelhecimento de aguardentes interessante
pois ird permitir originar aguardentes envelhecidas com oOtimas caracteristicas

organoléticas (Anjos et al., 2013).

Madeira de castanheiro

Desde o século XVIII que a madeira de castanheiro (Castanea sativa Mill.) é utilizada
para fabricar vasilhas de armazenamento e transporte de vinhos europeus, como o vinho

do Porto (Canas et al., 2011).

Este tipo de madeira tem sido muito utilizado nos paises mediterranicos devido a sua
importancia histérica, econémica e social (Canas et al., 2011), e tem vindo a ser
investigada como uma possibilidade vantajosa no envelhecimento de bebidas alcodlicas
(Canas et al., 2018). No ano de 2005, a madeira de castanheiro foi reconhecida como
apta para a producao de vasilhas, mas apenas destinadas ao envelhecimento de vinhos
(Résolution OENO 4/2005).

Varios estudos em vinhos (Alanén et al., 2012, 2013; Cabrita et al., 2011; De Rosso et al.,
20009; Eiriz et al., 2007; Fernandez de Simoén et al., 2014; Gambuti et al., 2010; Soares
et al., 2012) e aguardentes (Belchior et al., 2001; Caldeira et al., 2010; Canas et al., 1999,
2002, 2008) tém sido efetuados para verificar o interesse deste tipo de madeira no

envelhecimento de bebidas.

Comparando com a madeira de carvalho, a madeira de castanheiro enriquece a
aguardente através da composicao quimica do destilado e das caracteristicas sensoriais,
aumentando a complexidade e a qualidade do produto e, portanto, a madeira de

castanheiro tem demonstrado ser uma alternativa mais sustentavel para o



envelhecimento de aguardentes vinicas (Canas et al., 2018), visto que, para além das
caracteristicas jA mencionadas, este tipo de madeira é mais barato e permite um
envelhecimento menos demorado (Belchior et al., 2001; Caldeira, 2004; Canas et al.,
1999, 2011, 2016). Para além disso a madeira de castanheiro também apresenta maior
porosidade (De Rosso et al., 2009) e maiores perdas de aguardente durante o

envelhecimento (Belchior et al., 2001).

Os autores Belchior & Mateus (2005) observaram que, em comparac¢ao com a madeira
de carvalho, o envelhecimento de trés anos de aguardentes em madeira de castanheiro
contribuiu para aguardentes com maiores e mais rapidas extracbes de compostos
extraiveis da madeira. Outro estudo realizado por Canas et al. (2011), demonstrou que a
madeira de castanheiro apresenta elevados teores de compostos fenoélicos e derivados

furanicos e baixos teores de alguns compostos volateis.

Assim, este tipo de madeira apresenta um elevado interesse para a tanoaria. A sua
utilizacdo no envelhecimento de vinhos e aguardentes proporciona um aumento nos
teores de compostos fenoélicos, taninos e compostos odorantes-chave de baixo peso

molecular como, por exemplo: vanilina, eugenol e 4-metilsiringol (Canas et al., 2011).

2.2, Tecnologia de tanoaria

Para construir as vasilhas, a madeira é submetida a diversas operacoes (Mosedale, 1995;
Mosedale & Puech, 1998) conforme ilustrado na Fig. 5: selecao/abate das arvores, corte
e fendimento, secagem/maturacdo da madeira, fabrico da vasilha (preparaciao de

aduelas; montagem, basticao/vergadura; queima da vasilha; acabamentos finais).

4

Figura 5: Operacoes de tanoaria para a construcio das vasilhas (Fonte: Mosedale & Puech, 1998).
1-Selecdo/abate; 2-Corte/fendimento; 3- Secagem; 4- Fabrico (5-Vergadura; 6-Queima; 7-Acabamento)



As carateristicas das arvores e as operacoes de tanoaria geram alteracdes fisico-quimicas
importantes na madeira. Assim, cada vasilha fabricada tem sempre uma composigao
diferente, facto que deve ser controlado. E importante ter em conta que a tecnologia de
tanoaria produz vasilhas de diferente composicdo que se ira refletir na qualidade

sensorial das aguardentes durante o envelhecimento (Léauté et al., 1998).

Assim, as operacoes de tanoaria tém influéncia na composicao da madeira, sendo que ha
muitos anos se sabe que a queima é um fator muito influente, causando modifica¢oes na
libertacao de compostos volateis (Cabrita et al., 2012; Doerr et al., 1966; Fiddler et al.,
1966, 1970). A fase de secagem é, também, uma etapa importante para a formacao de

compostos volateis (Cabrita et al., 2012).

Sendo a queima da madeira um fator muito influente, consequentemente o nivel de
queima tem também muita importancia. Os niveis de queima sao normalmente divididos
em queima leve, média ou forte. Nas aguardentes, aumentar o nivel de intensidade de
queima traduz-se em acréscimos dos teores dos compostos volateis extraiveis da
madeira. Também as carateristicas sensoriais sofrem alteracoes influenciadas pelo nivel

de queima das vasilhas (Belchior et al., 2001; Caldeira, 2004).

Para a realizacgao deste trabalho, as madeiras das vasilhas e das aduelas utilizadas foram

submetidas a um nivel de queima média.

2.3. Sistema de envelhecimento alternativo

O envelhecimento tradicional em vasilhas de madeira é uma técnica demorada e
dispendiosa. Por este motivo, novas técnicas tém sido desenvolvidas de modo a otimizar
o processo e reduzir os seus custos. Uma das técnicas que tem vindo a ser investigada é
a introducdo de pedacos de madeira (aduelas, aparas, domin6s) na bebida que se
pretende envelhecer durante o seu armazenamento em depositos, algo ja muito estudado

em vinhos mas menos estudado em aguardentes (Caldeira et al., 2009, 2013).

O bom resultado desta técnica em vinhos permitiu a OIV aprovar, em 2005, a adicao de
aparas e aduelas de carvalho ao vinho, em alternativa ao envelhecimento tradicional em
vasilha (Résolution OENO 3/2005).

Sao conhecidos estudos de sistemas alternativos de envelhecimento em aguardentes de

cidra (Rodriguez Madrera et al., 2013), de maca (Coldea et al., 2020), de bagaco de uva
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(Rodriguez-Solana et al., 2017; Taloumi & Makris, 2017) e de cana-de-agucar (Bortoletto

& Alcarde, 2015; Quesada Granados et al., 2002).

Ja foi demonstrado que o uso deste tipo de tecnologia em vinhos, cidra e vinagre tem um
efeito positivo, permitindo que o tempo de envelhecimento seja mais reduzido e de
melhor qualidade. No que diz respeito as aguardentes vinicas, tém sido efetuados varios
estudos (Caldeira et al., 2013; Canas et al., 2009; Granja-Soares et al., 2020) para

determinar o efeito deste tipo de sistema.

Microxigenacao

O oxigénio é indispensavel nos mecanismos quimicos que ocorrem ao longo do
envelhecimento, envolvendo compostos fendlicos e derivados furanicos que sao
sensorialmente importantes (Canas et al., 2016). Os resultados obtidos por Canas et al.
(2016), permitiram concluir que a diferenciacao quimica das aguardentes envelhecidas

¢ influenciada pelo nivel de oxigénio presente durante o processo de envelhecimento.

No envelhecimento tradicional, a oxidagao, nas vasilhas de madeira, da-se através da
difusao lenta e continua do oxigénio pelo espaco entre aduelas e pela madeira (Canas et
al., 2011; 2019b). Assim, nos trabalhos mais recentes (Canas et al., 2019b; Granja-Soares
et al., 2020) estudou-se a utilizacdo da aplicacdo de fragmentos de madeira com
aplicacao simultanea de microxigenacao, ou seja, a adicdo de oxigénio em pequenas
doses, de forma a simular a difusao que ocorre na utilizacao de vasilhas (Gémez-Plaza &
Cano-Lopez, 2011; Parish et al., 2005). Desta forma, é garantido um processo mais
rapido e econémico (Canas et al., 2019b). Os resultados obtidos mostraram que o sistema
alternativo com aplicacio de microxigenacdo permitiu acelerar o processo de
envelhecimento, verificando-se uma extracao mais acelerada de alguns compostos e as
aguardentes correspondentes apresentaram caracteristicas sensoriais de maior evolucao

(Canas et al., 2020; 2019b; Granja-Soares et al., 2020).
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3. Compostos volateis (odorantes)

O aroma é uma propriedade organolética que resulta da percecdo de estimulos,

provocados por substancias volateis, pelo sentido do olfato (Norma ISO 5492:2008).

Apesar da identificacao de largas centenas de compostos volateis em varios alimentos e
também em bebidas alcoolicas, apenas uma reduzida percentagem tem efetivamente
influéncia no aroma, os quais se designam por odorantes ou odorantes-chave (Grosch,

2001; Ilc et al., 2016).

O aroma é um atributo com muita influéncia na qualidade sensorial e na aceitabilidade
da bebida. Por este motivo, é importante identificar e quantificar os compostos odorantes
existentes na aguardente (anélise quimica) e ainda avaliar a sua percecdo na anélise
sensorial (Caldeira, 2004; Granja-Soares et al., 2020). Os estudos na area do aroma
consistem precisamente em correlacionar estas duas anélises recorrendo a métodos de
anélise estatistica. Esta correlacao entre a analise dos compostos volateis (quimica) e a
anéalise sensorial das aguardentes vinicas ja foi demonstrada em alguns estudos (Caldeira

et al., 2008; Ferrari et al., 2004; Janacova et al., 2008; Lablanquie et al., 2002).

A aguardente vinica é constituida, principalmente, por 4gua, etanol e diversos compostos

volateis (Awad et al., 2017; Bertrand, 2003; Caldeira et al., 2010).

Os principais compostos odorantes das aguardentes vinicas, envelhecidas em vasilhas de
madeira, incluem compostos extraidos da madeira (f-metil-y-octalactona, aldeidos
furanicos, aldeidos fenodlicos e fendis volateis) e compostos provenientes do destilado
(acidos, alcoois, ésteres e terpenos) (Caldeira et al., 2016; Granja-Soares et al., 2020).
Alguns compostos estdo ja presentes nas uvas e nos vinhos (Caldeira et al., 2002) e
outros podem sofrer alteracoes nos seus teores devido a existéncia de evaporacoes ou de

reacoes de oxidacao, esterificacao e acetalizagao.

Normalmente, os teores dos compostos provenientes da madeira aumentam com o
tempo de envelhecimento (Caldeira et al., 2016; Canas et al., 2013; Puech et al., 1984) e
os teores da maioria dos compostos provenientes do destilado nao parecem sofrer
alteracoes durante o tempo de envelhecimento (Caldeira et al., 2016; Puech et al., 1984),
com excecao dos que participam em reacoes de oxidacao e esterificacao que aumentam
o seu conteudo ao longo do envelhecimento como é o caso do acetaldeido, acido acético

e acetato de etilo (Puech et al., 1984; Reazin, 1983).
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3.1. Compostos extraidos da madeira
Fenois (fendis volateis, aldeidos fenolicos e fenilcetonas)

Os fendis volateis (Tabela 1) resultam da termodegradacao das lenhinas da madeira
(Fengel & Wegener, 1989), podendo as aguardentes jovens (sem envelhecimento)
apresentar alguns fendis volateis provenientes do vinho. No entanto, os aumentos dos
teores desta familia de compostos, durante o envelhecimento da aguardente, devem-se

ao contacto com a madeira (Caldeira, 2004).

Os aldeidos fendlicos (Tabela 1) resultam da degradacao das lenhinas da madeira (Puech
et al.,, 1989). O composto com maior importancia para o aroma é a vanilina. As
aguardentes jovens nao apresentam aldeidos fenolicos mas estes encontram-se
presentes nas aguardentes envelhecidas (Caldeira, 2004). Assim, conclui-se que o
aumento de aldeidos fenolicos se deve a sua presenca na madeira que entra em contacto

com a aguardente no processo de envelhecimento.

As fenilcetonas (Tabela 1) sao libertadas durante o aquecimento da madeira (Chatonnet
et al., 1989), estando presentes nas aguardentes envelhecidas devido ao contacto da

aguardente com a madeira durante o envelhecimento.
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Tabela 1: Compostos fendlicos e respetivos descritores de aroma e estrutura quimica.

Nome do composto

Nome IUPAC*

Descritor do aroma

Estrutura quimica**

O—CH,

aiacol o-metoxifenol Farmécia; Pomada; O
&1 Fumo ®
4-metilguaiacol 4-metil-2-metoxifenol Fumo; Cinzas @ H
R - .\\\

4-etilguaiacol

4-etil-2-metoxifenol

Cravos; Floral ®

ﬂ\/@

Cravo da India ®

o
HO
HsC j@v\
3 \O \CH2

Rz eugenol 2-metoxi-4-(2-propenil)fenol
£

=)
>

w0 OH
RS}

g
A 4-etilfenol 4-etilfenol Cavalo; Estrebaria \/Q/

HaC
Queimado; Fumo; s S i
siringol 2,6-dimetoxifenol Madeira queimada
@ (3)
oy e . . . Fumo; Queimado; mo” T
4-metilsiringol 4-metil-2,6-dimetoxifenol Floral @ H
_alilsiringol 4-alil-2,6-dimetoxifenol Floral; Cravo; Fumo;
4 8 Queimado ®
28
= oys 4-hidroxi-3- . "o
D 7 3
© 2 vanilina metoxibenzaldeido Baunilha \o
<42
HsC o

- == o

=} . .

g acetovanilona 1-(4-hidroxi-3,5- o - /
3 dimetoxifenil)etanona Baunilha @ \ / Vet

(]

&2 \‘cua

*(Cabrita et al., 2012) **Todas as estruturas quimicas foram feitas através do programa ChemSketch.
(1):(Caldeira, 2004); (2):(Caldeira et al., 1999); (3):(Caldeira et al., 2008).
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Isomeros de pB-metil-v-octalactona

O composto B-metil-Y-octalactona deriva de lipidos e carateriza-se por ser um composto
presente na madeira de carvalho, mas ausente ou em teores vestigiais na madeira de
castanheiro. Este composto ja foi identificado em madeira de carvalho na forma de dois
isomeros diferentes (cis e trans) (Tabela 2), sendo predominante o isémero cis. No
envelhecimento da aguardente, verifica-se um aumento dos teores deste composto com

o tempo de envelhecimento (Otsuka et al., 1974).

Tabela 2: Isoémeros de f-metil-Y-octalactona e respetivos descritores de aroma e estrutura quimica.

Nome do composto Nome IUPAC* Descritor do aroma Estrutura quimica**
Hac,,"
z B-metil 1 oo
S| trans-p-metil-Y- trans-4-metil-5- . ®) 3
*g octalactona butildihidro-2(3H)-furanona Doce; Floral
g o
S G
oy
= e A oo o
g cis--metil-Y cis-4-metil-5-butildihidro Cocd; Doce £
hd octalactona 2(3H)-furanona
(o]

*(Cabrita et al., 2012) **Todas as estruturas quimicas foram feitas através do programa ChemSketch.
(3):(Caldeira et al., 2008).

Aldeidos furanicos e acido acético

Os aldeidos furanicos (Tabela 3) s3o as principais substancias derivadas dos
polissacaridos (celuloses e hemiceluloses) e resultam fundamentalmente da
termodegradacdo dos acdcares. Assim, o 5-hidroximetilfurfural e o 5-metilfurfural
resultam das hexoses da celulose e o furfural resulta das pentoses da hemicelulose
(Cabrita et al., 2012; Le Floch et al., 2015). No que diz respeito a aguardente jovem, ja
foram identificados os compostos furfural e 5-metilfurfural (Caldeira, 2004). Estes
compostos tiveram origem na degradacdo térmica dos acgucares residuais do vinho.
Durante o envelhecimento, a aguardente apresenta um aumento nos teores destes
compostos, confirmando a influéncia da extracio da madeira. Destes trés aldeidos

furanicos, o furfural é o mais abundante.

O acido acético (Tabela 3) é um produto secundario da degradacao térmica da madeira
(Bourgois & Guyonnet, 1988; Fengel & Wegener, 1989) e resulta da hidrodlise dos grupos

acetilo das hemiceluloses. Nas aguardentes jovens, ja existe 4cido acético (Caldeira,
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2004) e 0 seu teor aumenta ao longo do envelhecimento devido a oxidacao do acetaldeido
(Reazin et al., 1976). No entanto, o0 aumento normalmente é superior ao que se deveria
obter pela reacdo de oxidac@o. Assim, a extracdo de acido acético da madeira contribui

também para esse aumento (Nishimura et al., 1983; Reazin et al., 1976).

Tabela 3: Aldeidos furanicos/4cido acético e respetivos descritores de aroma e estrutura quimica.

Nome do composto Nome IUPAC* Descritor do aroma Estrutura quimica**

furfural ; Pao fresco;
2-furanocarboxaldeido | " o T () @)
5-metilfurfural 5-metil-2- Tabaco; Baunilha HaC \ :
furanocarboxaldeido 0@
o

Aldeidos furanicos

0
[\
5-hidroximetilfurfural 5-hidroximetil-2- e
. Caramelo @
furanocarboxaldeido 0

0
3
5 aci éti L . L. . HiC
< acido acético 4cido etandico Vinagre @ $

OH

*(Cabrita et al., 2012) **Todas as estruturas quimicas foram feitas através do programa ChemSketch.
(1):(Caldeira, 2004); (4):(Janacova et al., 2008).

3.2. Compostos provenientes do destilado
Esteres e compostos terpénicos

Os ésteres (Tabela 4) sao compostos que se formam durante a fermentacdo das uvas,
resultando do metabolismo das leveduras. Sao compostos que ja existem no destilado
(Bertrand et al., 1978) mas as suas quantidades podem variar durante o envelhecimento

(Canas et al., 2011).

Os compostos terpénicos (Tabela 4) sdo compostos presentes nas uvas e que, portanto,
estdo presentes nas aguardentes jovens (Léauté, 1990). Tal como acontece com 0s
ésteres, as quantidades destes compostos podem variar ao longo do processo de

envelhecimento (Canas et al., 2011).
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Tabela 4: Esteres e compostos terpénicos e respetivos descritores de aroma e estrutura quimica.

Nome do
composto

Nome IUPAC*

Descritor do aroma

Estrutura quimica**

isobutirato de

2-metilpropanoato de

Frutado; Floral;

etilo etilo Adocicado W \
CH,
acetato de etanoato de 2-metilprop- e /J\
isobutilo 1-ilo Ervas frescas ® 9 g

butirato de

butanoato de etilo

Herbaceo; Frutado

etilo o I
HyC 0 CH,
2-
metilbutanoato 2-metilbutanoato de Frutado;~F(1§)ral; \/
de etilo etilo Maca
CHy

w0
() .
g isovalerato de | 3 metilbutanoato de etilo Frutado; Floral ® H’Cvo o
% etilo
. !
o
CHy 4
acetato de etanoato de 3-metilbut- /K/\ J\
isoamilo 1-ilo Frutado; Banana @ | | % o
[¢]
hexanoato de hexanoato de etilo Frutado; Floral ® HaCMoACHE
etilo
o
Octa:g;l;o de octanoato de etilo Floral; Frutado 3) A)k
HsC O/\CH3
o]
malato de malato de dietilo Adocicado, Algodao )]\/E\
dietilo Doce; Queimado @
Q ' wa(:/\a o/\u s
S o
"{;; Q CHy 4
SIy= N .
8,0 3 3,7-dimetilocta-1,6-dien- )
g linalol 3-ol Floral; Violetas @
S
O H HAC o CHy

*(Granja-Soares, 2019) **Todas as estruturas quimicas foram feitas através do programa ChemSketch.
(1):(Caldeira, 2004); (3):(Caldeira et al., 2008).
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Acidos e Alcoois

Os acidos (Tabela 5) sdo compostos ja existentes nas aguardentes jovens cujos teores,
durante o envelhecimento, podem sofrer acréscimos (Canas et al., 2011) visto que, alguns

foram ja identificados em madeiras.

Para além do etanol, ja foram identificados outros alcoois presentes nas aguardentes.
Estes alcoois sao normalmente apelidados de alcoois superiores devido a apresentarem
mais de dois atomos de carbono (Bertrand et al., 1978). Apesar dos diversos alcoois
existentes, neste estudo apenas foram investigados dois alcoois: trans-2-hexenol e 2-
feniletanol (Tabela 5). Sao alcoois provenientes do vinho e, portanto, ja se encontram nas
aguardentes jovens (Caldeira, 2004). No entanto, as suas quantidades no destilado
podem variar ao longo do periodo de envelhecimento (Canas et al., 2011). O alcool trans-
2-hexenol é normalmente formado antes da fermentacao e o alcool 2-feniletanol resulta

do metabolismo das leveduras.

Tabela 5: Acidos e Alcoois e respetivos descritores de aroma e estrutura quimica.

Nome do composto Nome IUPAC* Descritor do aroma Estrutura quimica**

0
acido butandéico acido butandico Manteiga; Queijo @ /\/ﬂ\
HsC OH
T, 0
4cido isovalérico 4cido 3-metilbutandico ) )w
Chulé @ HaC OH
" 3
S}
S
Q
<
HyC. OH
acido hexanoéico acido hexanoico Fumo,; lf‘loral;
Farmaécia ®W®)
(o]
.
acido dodecandico acido dodecanoico Sabdo (3) M
He H
trans-2-hexenol (E)-hex-2-en-1-ol Herbé4ceo ™ HO/\/\/\CHg
w2
o=
3

2-feniletanol 2-feniletan-1-ol Floral; Rosas ® N

*(Granja-Soares, 2019) **Todas as estruturas quimicas foram feitas através do programa ChemSketch.
(1):(Caldeira, 2004); (3):(Caldeira et al., 2008).
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4. Analise dos compostos volateis

A técnica mais utilizada para a identificacao e quantificacdo de compostos volateis tem
sido a cromatografia gas-liquido de alta resolucao acoplada a espetrometria de massas.
Como a maioria dos compostos odorantes existe em quantidade reduzida, é
normalmente necessaria uma etapa prévia de extracao e concentracdo dos mesmos
(Caldeira et al., 2016). Para tal tém sido utilizadas diferentes técnicas como a
microextragao em fase sélida (SPME) em modo headspace ou a extracao liquido-liquido
seguida de uma etapa de concentracao, antes da analise por cromatografia de gases

(Cabrita et al., 2012; Caldeira et al., 2004).

Neste trabalho, ap6s prévia diluicio das amostras de aguardente devido ao elevado teor
alcodlico da aguardente (Bertrand et al., 1978), a separacao foi feita com recurso a
extracdo liquido-liquido por solvente, seguida de uma etapa de concentracio. Os
compostos volateis minoritarios foram identificados por cromatografia de gases
acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e quantificados por cromatografia de gases

acoplada a um detetor de ionizacao de chama (GC-FID).

4.1 Extracao liquido-liquido

A extragdo por solvente é um processo de separacdo baseado nas diferencas de
solubilidade. Assim, usa-se um solvente para solubilizar e separar o soluto de outras
substancias presentes no solvente, podendo realizar-se por dois processos distintos:

extracao solido-liquido e extracao liquido-liquido.

Para a realizacdo desta dissertacio recorreu-se a extracao liquido-liquido. Este é um
método de separacao utilizado para transferir um determinado soluto de um solvente
para outro, a separacao acontece em func¢ao da solubilidade do composto de interesse
pela fase organica. Ambos os solventes devem ser imisciveis. Normalmente um dos
solventes é uma mistura aquosa (frequentemente é 4gua) e o outro é um solvente ou

mistura de solventes organicos.
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4.2 Cromatografia de gases

A cromatografia é uma técnica que se utiliza para separar os componentes de uma
mistura. Essa separacao ¢ feita através das diferencas de velocidade dos componentes
que eluem pela fase mével, devido as diversas interacdes com a fase estacionéria (Peres,

2002; Skoog et al., 2006).

A cromatografia de gases € a técnica mais utilizada para separar compostos volateis em
misturas complexas. Tem um 6timo poder de resolucdo que possibilita analisar varias
substancias numa mesma amostra e em pequenas quantidades. Neste tipo de
cromatografia, a fase estacionaria é um liquido pouco volatil (e termicamente estavel) e
a separacao é feita através de processos quimicos e fisicos. A fase movel é um gas de
arraste quimicamente inerte (hidrogénio, hélio ou azoto), sendo esse gas o transportador
da amostra ao longo da coluna até ao detetor. O detetor é onde os compostos ja separados
sao detetados através da transformacao das variacoes na composicao do gas de arraste

em sinais elétricos (Peres, 2002).

Para utilizar este tipo de técnica, as substancias a analisar devem ser suficientemente
volateis para serem eluidas e detetadas na temperatura operacional (Biniecka & Caroli,

2011).

Existem diferentes tipos de detetores que tém sido aplicados na cromatografia de gases.
Um detetor ideal deve apresentar diversas caracteristicas, como: boa sensibilidade,
estabilidade e reprodutibilidade, tempo de resposta curto, alta confiabilidade, facilidade
de uso, etc. (Skoog et al., 2006). Assim, para quantificar os compostos volateis
minoritarios deste trabalho foi utilizado um GC-FID. Este detetor de ioniza¢cdo em chama
que se acopla a cromatografia de gases é formado por um campo elétrico e uma chama
para queimar a amostra (Peres, 2002). Este tipo de detetor é muito util para analisar
amostras organicas, é facil de usar e exibe uma alta sensibilidade, larga faixa linear de
resposta e baixo ruido. Apresenta a desvantagem de destruir a amostra na etapa de

combustao (Skoog et al., 2006).

A quantificagdo dos compostos volateis através de um GC-FID baseia-se na comparac¢ao
da area de um pico analitico e a area dos picos de padroes. A maioria dos equipamentos
cromatograficos da atualidade ja esta ligada a computadores que fornecem este tipo de
informacGes referentes a area medida. Para a quantificacao dos compostos volateis deste
trabalho recorreu-se ao método do padrao interno. Este método minimiza incertezas,

obtendo-se maior precisao na quantificacdo. Basicamente, os padrées internos sao
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introduzidos na amostra e nos padrdes de calibracdo e a razdo entre a area do pico
analitico e a do pico do padrao interno é utilizada como parametro analitico (Skoog et

al., 2006).

A cromatografia de gases é considerada uma 6tima ferramenta para confirmar a presenca
ou auséncia de compostos especificos numa mistura. No entanto, torna-se uma técnica
limitada na anélise qualitativa de amostras complexas. Nestes casos, para identificagao
dos compostos, a cromatografia de gases pode ser acoplada a diversas técnicas, sendo a
ligacdo a espetrometria de massa a técnica mais utilizada devido a elevada sensibilidade
e universalidade de detecao conseguida (Caldeira, 2004). Esta técnica tem um grande
poder de detecdo, mas também fornece informacbes sobre a fragmentacdo dos
componentes eluidos, permitindo conhecer o peso molecular, a estrutura e os grupos

funcionais de cada composto (Biniecka & Caroli, 2011).

Através da ligacao de um espetrometro de massas a cromatografia gasosa, é possivel
obter-se o peso molecular dos compostos a partir de quantidades de amostras muito
pequenas. Nesta técnica as moléculas presentes na amostra sao bombardeadas por um
feixe de eletroes com energia suficientemente elevada para quebrar as moléculas em
estudo, dando origem a um espetro de massa. As massas desses fragmentos sao
analisadas e caraterizadas através das relacbes massa/carga (m/z) e abundancias
relativas sendo possivel obter-se informagoes acerca da estrutura da molécula (Pavia et

al., 2010).

5. Analise sensorial

A anélise sensorial é a “ciéncia que esta relacionada com a avaliacdo dos atributos
organoléticos de um produto, mediante os sentidos” (Norma ISO 5492:2008), ou seja,

baseia-se na percecdo humana dos atributos de um produto.

Ao longo dos anos, tem vindo a ser cada vez mais reconhecido o papel importante da
analise sensorial na producao e melhoria dos produtos alimentares. Como tal, tém sido
efetuados alguns estudos (Lesdéma et al., 2016; Marx et al., 2017; Panagou et al., 2008)
para que haja uma melhoria na realizacdo desta técnica, como: melhorar os métodos
utilizados e/ou criar instrumentos que facilitem o processo de analise como é o caso das
linguas eletronicas e do nariz eletrénico. No entanto, estes instrumentos continuam a ser
complementares aos testes sensoriais. Os testes sensoriais tém sido os utilizados em

diversos estudos (Caldeira, 2004; Caldeira et al., 2002, 2006, 2013, 2017; Canas et al.,
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2016; Cejudo-Bastante et al., 2011; Granja-Soares et al., 2020; Hernandez-Orte et al.,

2009).

Visto que aplicar a analise sensorial requer a utilizacdo dos sentidos humanos (olfato,
audicao, visao, tato e gosto), é importante perceber que existem fatores psicologicos e
fisiologicos que podem afetar os sentidos de forma que os resultados obtidos nao sejam
fidedignos e que, portanto, devem ser evitados. Os fatores psicologicos sao diversos e
podem distinguir-se em diferentes categorias: erro de estimulo, erro logico, erro de
expetativa, erro da habituacdo, falta de motivacao, erro de associacao, efeito de grupo,
sugestao multipla, erro de tendéncia central, efeito de contraste e efeito temporal
(Alvelos, 2002; Carmo, 2018). Os fatores fisiol6gicos, como o nome indica, estao
relacionados com a capacidade ou incapacidade fisiologica. Exemplos de fatores
fisiologicos sao a ageusia, a adaptacao sensorial, o daltonismo, a anosmia, a hiposmia ou
ainda problemas de satide como problemas de pele, na cavidade oral ou febre, gripe e

constipacoes (Gregorio et al., 2014).

A identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis existentes na aguardente vinica
nao permitem avaliar a contribuicao de cada composto no seu aroma final. Assim, a
analise sensorial é um complemento a analise quimica pois possibilita uma melhor
compreensao do aroma tornando-se uma importante ferramenta para determinar as
propriedades organoléticas da aguardente e as relacionar com os compostos odorantes

existentes.

Este tipo de anélise é feito através da reunido de um determinado niimero de provadores,
especializados ou nao especializados (conforme o tipo de prova), que avaliam as
sensacoes obtidas e interpretam as caracteristicas intrinsecas dos produtos em estudo

(Carmo, 2018).

Existem trés tipos de testes frequentemente utilizados na anélise sensorial: testes

afetivos, testes discriminativos e testes descritivos (Bech et al., 1994).

Os testes afetivos (ou testes de preferéncia) sdo destinados aos consumidores. Estes

analisam diversas amostras e avaliam as suas preferéncias (Carmo, 2018).

Os testes discriminativos (ou testes de diferenca) sao testes de escolha forcada e de
comparacao entre amostras que servem para detetar diferencas sensoriais (Carmo,
2018). Para este tipo de provas € realizado um questionario muito simples e recorre-se a
um numero elevado de provadores (cerca de 20 pessoas) que nao necessitam de grande

treino. Sdo provas utilizadas numa primeira abordagem da analise sensorial ou aplicadas
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no treino e avaliacdo de um grupo de prova (Caldeira, 2004). Podem ser divididos em
testes de diferenca global (teste triangular, teste duo-trio, teste de diferencas simples,
teste “A” e “ndo A”) e testes de diferenca de atributos (testes de comparagao multipla,

teste de ordenacao, teste pareado) (Carmo, 2018).

Os testes descritivos tém o intuito de provadores treinados conseguirem descrever,
identificar diferencas e avaliar a intensidade de atributos sensoriais especificos dos
produtos (Carmo, 2018). Podem dividir-se entre provas de ordenacdao e provas de
avaliacao (Caldeira, 2004). Destas tultimas destaca-se a prova de analise descritiva

quantitativa, tipo de prova utilizado no &mbito desta dissertacao.

5.1 Analise descritiva quantitativa

A analise descritiva quantitativa tem como objetivo caraterizar um produto com o
minimo de descritores, dando um maximo de informacGes sobre as propriedades

sensoriais desse produto.

Para realizar este tipo de anélise, recorre-se a um grupo de prova analitico (Caldeira,
2004) constituido por um painel de provadores previamente escolhidos e treinados
(Stone et al., 1980). E muito importante existir a fase de treino pois ira permitir que cada
provador memorize aromas e sabores carateristicos e se familiarize com o vocabulario

especifico.

No que diz respeito as aguardentes, foi criada uma ficha de prova descritiva quantitativa
(Caldeira et al., 1999), de forma a avaliar o impacto de diversos fatores na cor, aroma e
sabor das aguardentes. A ficha utilizada para a realizacao deste trabalho apresenta-se no

Anexo I e o procedimento mais detalhado sera descrito na parte experimental.

A anélise dos resultados sensoriais e da quantificacdo dos compostos odorantes permitiu
verificar, tal como apresentado anteriormente, que muitos dos atributos sensoriais estao
bem correlacionados com os compostos volateis presentes nas aguardentes vinicas

envelhecidas (Caldeira, 2004; Caldeira et al., 1999, 2008; Janacova et al., 2008) (Tabela

1-5).
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6. Evolucao em garrafa

Apesar do consideravel conhecimento sobre as modificacoes em vasilha de madeira e/ou
depdsito com fragmentos de madeira, pouco se sabe do efeito no aroma quando a
aguardente é armazenada em garrafa. No entanto, varios estudos ja tém sido feitos acerca
do armazenamento do vinho em garrafa (Alamo-Sanza et al., 2019; Arfelli et al., 2011;
Cassino et al., 2019; Ferreira et al., 2014; Giuffrida de Esteban et al., 2019; Liu et al.,

2016; Ugliano, 2013; Wang et al., 2018).

O vinho, quando envelhecido em garrafa, tem um contacto minimo com o oxigénio.
Nesta fase, o vinho evolui e origina alteracdes na sua cor e melhorias sensoriais ao nivel
do aroma e sabor. Esta evolucao varia em funcdo do vinho utilizado (Ugliano, 2013),
sendo que a sua composicao inicial e as condicoes da adega sao fatores que podem
influenciar a velocidade da sua evolucdao. Os parametros que se devem ter em conta
durante o envelhecimento sdo: o potencial redox, o pH, a humidade e a temperatura. E
muito importante evitar a exposicao a luz solar pois pode causar a formacao de radicais
livres que irao oxidar prematuramente o vinho. As flutuagoes excessivas de temperatura

sdo igualmente um fator a ser evitado (Cassino et al., 2019).

A evolucao do vinho envelhecido em garrafa tem demonstrado resultados distintos
consoante o tratamento utilizado (alternativo ou tradicional). As diferencas na
composic¢ao quimica dos vinhos tém sido descritas pelo aumento da cor do vinho, dando
énfase ao potencial do uso do sistema alternativo para obter vinhos idénticos aos

envelhecidos em vasilhas (Alamo-Sanza et al., 2019).

Alamo-Sanza et al., (2019), realizaram o primeiro estudo de vinhos tintos, tratados com
chips e aduelas, com adicdo de pequenas doses de oxigénio, apds 10 anos em garrafa.
Através deste estudo, puderam concluir que a evolucao do vinho é mais rapida quando é
realizado o sistema alternativo. Ap6s 10 anos em garrafa, os vinhos tratados pelo sistema
tradicional apresentavam menor diminuicdo na intensidade da cor. Contudo, as

propriedades dos vinhos tratados por ambos os sistemas foram semelhantes.

Pelo exposto, é possivel que o efeito na aguardente seja idéntico, mas, nao tendo sido

ainda alvo de estudos, torna-se um dos grandes desafios deste trabalho.
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Capitulo 2 - Objetivo

Este trabalho teve como objetivo estudar a evolucdao do aroma de aguardentes vinicas
envelhecidas, ap6s a sua conservagao em garrafa por um periodo de seis meses. Foram
estudadas aguardentes vinicas envelhecidas, durante um ano, em vasilha (sistema
tradicional) e em sistema alternativo (deposito com aduelas de madeira e diferentes
estratégias de microxigenacao), utilizando-se duas espécies de madeira (castanheiro e
carvalho). Para o estudo do aroma das aguardentes realizou-se a analise sensorial das
diferentes amostras em estudo e a quantificacao e identificacao dos compostos odorantes

dessas mesmas aguardentes, respetivamente por GC-FID e GC-MS.
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Capitulo 3 — Procedimento Experimental

1. Ensaio e Amostragem

A aguardente vinica utilizada foi produzida pela Adega Cooperativa da Lourinha, tendo

sido obtida por destilacdo em coluna.

As suas caracteristicas analiticas eram as seguintes:

- Teor alcodlico: 78,3 v/v;

- pPH: 5,33;

- Acidez total: 0,12 g/L A.P. (expressa em acido acético);

- Acidez volatil: 0,09 g/L A.P. (expressa em acido acético)

A mesma aguardente foi distribuida por diferentes modalidades de envelhecimento.
Parte da aguardente foi envelhecida em vasilhas (B) de madeira com 250 L de capacidade
e queima média mais (QM+), produzidas pela tanoaria J.M. Gongalves (Palacoulo,
Portugal). Foram utilizados dois tipos de madeira para a construcao das vasilhas:
Carvalho Limousin (L) e Castanheiro (C). Realizaram-se duas réplicas (1 e 2) para cada

tipo de vasilha, ou seja, um total de 4 vasilhas.

A outra parte da aguardente, envelheceu em garrafoes de vidro de 50 L de capacidade,
com introducdo de uma quantidade definida de aduelas, de forma a imitar a relacao
superficie/volume da vasilha (250 L). Sao aduelas com queima média mais e também
produzidas pela tanoaria J.M. Gongalves (Palagoulo, Portugal). Estas foram obtidas a

partir das mesmas madeiras: Carvalho Limousin (L) e Castanheiro (C).

Foi aplicada microxigenacdo em 3 das 4 modalidades diferentes variando apenas os dias
(15, 30 e 60 dias) durante os quais se aplicou o maior fluxo (Canas et al., 2020). Estas
trés modalidades foram submetidas a um fluxo de oxigénio de 2 mL/L/més durantes os
primeiros 15, 30 e 60 dias, respetivamente. Apos este tempo, foram submetidas
diariamente a 0,6 mL/L/més até ao final dos 365 dias. Na quarta modalidade foi aplicado
azoto em substituicao do oxigénio e o fluxo de azoto foi de 20 mL/L/més. A aplicacao de
oxigénio puro (X50S Food, Gasin, Portugal) foi efetuada com um difusor multiplo (VISIO
6, Vivelys, Franca) com difusores de ceramica. O azoto puro (X50S Food, Gasin,
Portugal), foi aplicado com um aparelho especifico (Gasin, Portugal). Para estas quatro
modalidades existem duas réplicas para cada tipo de madeira utilizada, originando um

total de 16 garrafoes.
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Assim, o ensaio total foi constituido por 20 unidades experimentais, conforme se

apresenta no esquema da Fig. 6.

Aguardente Vinica
da Lourinha

A I S/

a0 I ™, o I ™
e | oL
Madeira (250 L) ; . ~
microxigenacgdo

A v 4
LB1 LB2 L601 gm L602
CB1 CB2 Ce01 g C602

L301 gu L302

C301 gg C302

L151 g L152

C151 g@ C152

LN1 gm LN2

CN1 g CN2

Figura 6: Esquema de ensaio e identificacdo de amostras.

Apoés um ano de envelhecimento, as aguardentes de todas as unidades experimentais
foram engarrafadas. Recolheram-se duas garrafas de cada unidade experimental
(amostragem GoO) para a realizacdo da analise sensorial e analise fisico-quimica. As
restantes garrafas foram colocadas na cave do INIAV em Dois Portos. Ao fim de seis
meses realizaram-se as analises de uma nova amostragem (G6). No total, foram

analisadas 80 amostras.
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2. Analise dos compostos volateis

Nas amostras de aguardentes do ensaio, procedeu-se a quantificacio de alguns
compostos volateis minoritarios, anteriormente identificados como compostos
odorantes (Caldeira et al., 2008). Para realizar esta anélise foram realizadas inicialmente
etapas de extracdo e concentracao, apos as quais se realizou a quantificacao por GC-FID

e a identificacao por GC-MS.

2.1. Extracao e concentracao

Os compostos volateis foram analisados conforme o método adotado por Caldeira et al.,
(2004), com as modificagoes introduzidas por Caldeira et al., (2010). As aguardentes
foram diluidas para 20% (v/v) com agua ultrapura (obtida através do arium®comfort I

da Sartorius Lab Instruments, Alemanha).

Antes de iniciar a extracao, procedeu-se a adicao de dois padroes internos: 1,6 mL de 5-
metil-2-hexanol (ALDRICH) e 0,5 mL de 3,4-dimetilfenol (Acros Organics) a 100 mL de

aguardente previamente diluida.

Realizou-se entdo uma extracdo liquido-liquido com adicdo de diclorometano
(Honeywell Riedel-de Haén, Steinheim, Alemanha), seguida de ultrasonificacdo e

separacao de fases.

As fases organicas de cada amostra foram recolhidas, desidratadas com sulfato de s6dio
anidro, filtradas por 12 de vidro e concentradas num evaporador rotativo a 42,5 °C até a
um volume de cerca de 0,25 mL. Os extratos de compostos volateis obtidos foram entao

conservados no congelador (-20 °C) até a sua analise por GC-FID e GC-MS.

2.2 Analise por GC-FID

Cada extrato foi analisado em duplicado num cromatografo Agilent Technlogies série
6890 (Wilmington, DE, EUA), equipado com detetor FID e com uma coluna capilar de
silica fundida de polietilenoglicol (30 m, 0,32 mm e 0,25 um de espessura) da INNOWax
of J&W Scientific, Folsom, CA, EUA.
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As condicoes de trabalho foram as seguintes:
- Volume de injecao: Entre: 0,4 uL e 0,8 pL;
- Temperatura do injetor e detetor: 250 e 260 °C;
- Gas de arraste: Hidrogénio (2,4 mL/min e razao de divisao 1:25);
- Programa de temperatura do forno: a temperatura inicial do forno foi de 35 °C,
temperatura que se manteve durante 6 minutos, seguido de uma rampa inicial de
3,5 °C/min até atingir os 55 °C, posteriormente seguiu-se uma segunda rampa de
7,5 °C/min até atingir os 130 °C e finalmente uma terceira rampa de 5 °C/min até
alcancar os 210 °C. Esta temperatura foi mantida durante 30 minutos. O tempo

total de corrida cromatografica foi de 67 minutos.

Foram analisadas solucoes hidroalcodlicas de padroes de concentracdo conhecida, em
condicoes semelhantes que permitiram o estabelecimento de curvas de calibracao e a

quantificacdo dos compostos odorantes. Os resultados apresentam-se em mg/L.
2.3 Analise por GC-MS

Os compostos volateis foram identificados por GC-MS utilizando-se as condicoes

descritas por Caldeira et al., (2010) e Caldeira et al., (2016).

Cada amostra foi injetada no sistema de cromatografia (Magnum, Finnigan Mat, San
Jose CA) provido de uma coluna capilar de silica fundida de polietilenoglicol (30 m, 0,25
mm, 0,25 um de espessura) da HP-INNOWax of J&W Scientific Folsom CA, EUA.

As condicoes de trabalho foram as seguintes:
-Volume e modo de injec¢ao: 0,4 pL - split;
-Temperatura do injetor e da linha de transferéncia: 250 °C;
-Géas de arraste: Hélio (83 kPa de pressao e razao de divisao 1:60);
-Programa de temperatura do forno: A temperatura inicial do forno foi de 35 °C,
temperatura que se manteve durante 6 minutos, seguido de uma rampa inicial de
3,5 °C/min até atingir os 55 °C, posteriormente seguiu-se uma segunda rampa de
7,5 °C/min até atingir os 130 °C e finalmente uma terceira rampa de 5 °C/min até
alcancar os 210 °C. Esta temperatura foi mantida durante 30 minutos. O tempo
total de corrida cromatografica foi de 73 minutos.
-O espectrometro de massa operou no modo de impacto eletronico a 70 eV e em
modo scan num intervalo de massas entre 20-340 m/z.

A identificacao dos compostos foi feita através da comparacao dos indices de retencao de

cada composto e dos espetros de massa de compostos padrao analisados nas mesmas
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condicoes. Os espetros de massa obtidos foram analisados e comparados com espetros
de massa obtidos através da biblioteca NIST.
Para realizar os calculos dos indices de retencao, foi injetada uma solucao de alcanos (C9-

C30), nas mesmas condicoes de trabalho das amostras (Philips, 1989).

3. Analise Sensorial

Todas as amostras de aguardente vinica envelhecida foram diluidas com agua de forma
a reduzir o teor alcodlico para 40% v/v e avaliadas por provadores, de acordo com o

procedimento anteriormente descrito (Granja-Soares et al., 2020).

As sessoes de prova foram efetuadas na sala de prova do INIAV, equipada de acordo com
a Norma ISO 8589:2007, sob luz natural e temperatura ambiente de cerca de 20 °C. As
amostras foram servidas em copo de prova (Norma ISO 3591:1977) contendo cada um
cerca de 30 mL de aguardente. A analise sensorial foi realizada com recurso a 9
provadores previamente treinados e selecionados pelo INIAV, de acordo com a

metodologia de Caldeira et al., 1999 e concordante com a Norma ISO 8586:2012.

Idealmente, o nimero de provadores devera estar entre 6 e 10 (Heymann et al., 2012;
Stone et al., 1980) pelo que o namero de provadores a que se recorreu esti dentro do

recomendado.

Devido a grande quantidade de amostras (40 em cada tempo avaliado), estas foram
distribuidas aleatoriamente por 5 sessoes, avaliando-se 9 amostras em cada sessdo. Em
cada sessao foram avaliadas 8 amostras mais uma amostra repetida aleatoriamente para
avaliar a fiabilidade e acuidade dos provadores (Caldeira et al., 2002; Stone et al., 1980).
Para além das amostras, foi ainda disponibilizada 4gua a todos os provadores para que
pudessem neutralizar o paladar entre as amostras provadas. Todas as amostras foram
codificadas com trés digitos aleatérios e apresentadas a cada provador de forma
balanceada para que o efeito de apresentacao e posicao relativa inter-amostras fosse

eliminado (Macfie et al., 1989).

As sessoes foram realizadas no periodo da manha, de modo a evitar a diminuicao da

acuidade sensorial e os efeitos do estado de saciedade.

Foi pedido aos provadores que avaliassem os atributos sensoriais com recurso a uma

escala de intensidade (0-sem percecao a 5-maior intensidade de percecao). Estes

30



atributos incluiram cinco atributos de cor (citrino, palha, dourado, topazio e
esverdeado), dezassete atributos de aroma ortonasal (alcool, frutado, floral, baunilha,
madeira, ranco bom, especiarias, caramelo, torrado/queimado, frutos secos,
fumo/cinzas, café, adocicado, herbaceo, caudas, acetato de etilo/cola/verniz e borracha)
e doze atributos gustativos (doce, macio, queimante, adstringéncia, aspereza, amargo,
corpo, untuosidade, evolucao, complexidade, aroma de boca e persisténcia). Foi ainda
solicitado aos provadores que avaliassem a qualidade geral das amostras de aguardente

vinica envelhecida, numa escala de o a 20.

Todas as avaliacoes dos provadores foram recolhidas pelo software Tastel.

4. Analise estatistica

Todos os resultados analiticos e sensoriais obtidos a partir das amostras de aguardente
vinica envelhecida logo apdés 365 dias de envelhecimento e ap6s 6 meses de
armazenamento em garrafa, foram submetidas a uma anélise de variancia (ANOVA) a 3
fatores. Os fatores avaliados foram o tipo de madeira, a modalidade de oxigenacdo e o
tempo em garrafa. A ANOVA realizada permitiu avaliar a influéncia dos fatores em

estudo na composicao volatil e sensorial destas aguardentes.

Foi avaliada a homogeneidade de variancia (Cochran). Também se realizou o teste de
comparacao de médias da diferenca minima significativa (LSD), desenvolvido por
Fisher, para comparar as médias, quando foram encontrados efeitos estatisticamente

significativos (a<0,05).

Para o conjunto de variaveis em que se detetou efeitos significativos com a ANOVA, foi
feita uma anéalise multidimensional de resultados, a analise de componentes principais
(PCA). Este tipo de anélise é utilizado para resumir a variabilidade geral, tendo uma
grande capacidade para fornecer informacées resultantes de varios conjuntos de dados
(Jombart et al., 2010). Realizar uma PCA ajuda a estabelecer critérios de diferenciacao
em funcao das variaveis utilizadas reduzindo a dimensao da matriz de dados original,
mas mantendo a variabilidade. Assim, é possivel explicar diferencas e determinar quais

as variaveis que mais contribuem para essas diferencas (Camara et al., 2006).

Os calculos foram efetuados através da utilizacdo do programa STATISTICA (data

analysis software system), versao 7, da StatSoft, Inc. (2004).
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Capitulo 4 — Resultados e discussao

1. Analise dos compostos odorantes

Este trabalho focou-se nos compostos odorantes relevantes que pudessem estar
presentes nas amostras estudadas. A equipa de orientacdo deste trabalho possui
experiéncia sobre os mesmos em trabalhos anteriores (Caldeira, 2004; Caldeira et al.,

2008).

Apesar de terem sido identificados muitos compostos odorantes nas aguardentes em
estudo (Fig. 7), nao foi possivel quantificar alguns compostos odorantes designadamente
2-metilbutanoato de etilo, isovalerato de etilo, etilguaiacol, malato de dietilo e 4-etilfenol
porque se encontravam em teores vestigiais e/ou ausentes nestas amostras de

aguardentes.
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Figura 7: Cromatograma de um extrato de aguardente envelhecida em vasilha de madeira de castanheiro.

1: isobutirato de etilo; 2: acetato de isobutilo; 3: butirato de etilo; 4: isovalerato de etilo; 5: acetato de isoamilo; 6: hexanoato de etilo; pi1: 5-metil-2-hexanol (1° padrao interno);
7: trans-2-hexenol; 8: octanoato de etilo; 9: 4cido acético; 10: furfural; 11: linalol; 12: 5-metilfurfural; 13: acido butandico; 14: acido isovalérico; 15: dcido hexandico; 16: guaiacol;
17: trans B-metil-y-octalactona; 18: 2-feniletanol; 19: cis f-metil-y-octalactona; 20: 4-metilguaiacol; 21: 4-etilguaiacol; 22: malato de dietilo; 23: eugenol; 24: 4-etilfenol; pi2: 3,4-
dimetilfenol (2° padrao interno); 25: siringol; 26: 4- metilsiringol; 27: acido dodecandico; 28: HMF; 29: 4- alilsiringol; 30: vanilina; 31: acetovanilona.



1.1 Fenois volateis, aldeidos fenolicos e acetovanilona

Na Tabela 6 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de médias
(LSD-Fisher) obtidos para a quantificacao dos fendis volateis (guaiacol, 4-metilguaiacol,
eugenol, siringol, 4-metilsiringol e 4-alilsiringol), vanilina e acetovanilona nas

aguardentes em estudo.
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Tabela 6: Resultados da ANOVA para os fendis volateis, aldeidos fendlicos e acetovanilona (média e desvio padrao).

Code guaiacol | 4-metilguaiacol eugenol Siringol 4-metilsiringol | g-alilsiringol vanilina acetovanilona
o B | o,11+0,02a | 0,05+0,04a 0,33+0,00 ¢ 0,28+0,08 a 0,36+0,04a | 0,44+0,03cd | 7,74+0,23 ef 0,34+0,05b
< |15 0,51+£0,06 bc| 0,31+0,04 a 0,28+0,02 a 1,39+0,07b 1,2440,07 ¢ 0,40+0,07b | 7,52+0,72 ef 0,80+0,15 €
g 30 | 0,45+0,03b | 0,28+0,00a 0,30+0,03 ab 1,43£0,09b 1,24+0,00 ¢ 0,38+0,02b | 7,14+0,14 ¢ 0,81+0,02 ¢
8 60 |0,46+0,01bc| 0,25+0,00 a 0,28+0,01 ab 1,48+0,09 b 1,26+0,01 ¢ 0,42+0,05bc | 8,21+0,36 f 0,97+0,01 f
o N |0,48+0,07bc| 0,28+0,05a 0,2340,02 a 1,30+0,05b 1,09+0,03 b 0,42+0,00b | 4,97+0,95 bc 0,774£0,05 €
© o B | 0,03+0,02a| 0,01+0,02b 0,3340,01 ¢ 0,20+0,01 a 0,28+0,02a 0,30+0,01a | 3,35+0,19a 0,11+0,05 a
< | 15 | 0,56+0,05d | 0,55+0,06b 0,27+0,01 ab 2,12+0,58 ¢ 1,28+0,19 ¢ 0,41+0,06 bc | 4,95+0,04b 0,59+0,07 ¢
g 30 |0,56+0,05¢cd| 0,39+0,01b 0,29+0,00 ab 2,16+0,11 C 1,234+0,01 ¢ 0,50+0,01de | 6,39+1,08d 0,65+0,09 cd
S | 60 | 0,58+0,01d | 0,46+0,05Db 0,33+0,05 ¢ 2,46+0,21 d 1,41+0,11d 0,51+0,05€ | 5,93+0,10 cd 0,68+0,03d
N | o,57+0,01d 0,56+0,21 b 0,30+0,02 be 2,63+0,09d 1,44+0,06 d 0,54+0,021f | 4,49+0,88a 0,64+0,05 d
o B | 0,10+0,01a | 0,09+0,01 a 0,34+0,02 ¢ 0,25+0,02 a 0,34+0,02a | 0,42+0,03cd | 7,96+0,60 ef 0,41+0,01 b
< | 15 0,52+0,00 be| 0,29+0,03a 0,26+0,01 a 1,58+0,09 b 1,12+0,03 be 0,36+0,02b | 7,63+0,37ef 0,83+0,04 ¢
g 30 | 0,48+0,09b 0,31+£0,01 a 0,27+0,01 ab 1,49+0,08 b 1,05+0,10 b 0,33+0,02b | 7,16+0,05¢€ 0,83+0,03 e
& |60 ]0,55+0,09 bc| 0,33+0,00 a 0,27+0,01 ab 1,44+0,07Db 1,13+0,02bc | 0,36+0,03bc | 7,74+0,22f 0,87+0,03 f
© N |0,55+0,03bc| 0,31+0,02a 0,29+0,03 a 1,54+0,03 b 1,03+0,02b 0,32+0,01b | 5,39+0,49 be 0,88+0,02 ¢
S 5 B | 0,07+0,01a | 0,04+0,01a 0,3240,02 ¢ 0,25+0,00 a 0,31+0,01a 0,27+0,01a | 3,83+0,11a 0,20+0,01 a
< | 15 | 0,63+0,05d | 0,270,012 0,28+0,01 ab 2,26+0,02 ¢ 1,07+0,01 b 0,37+0,02bc | 5,13+0,21b 0,61+0,04 ¢
g 30 |0,62+0,03cd| 0,24+0,01a 0,28+0,02 ab 2,28+0,21¢ 1,02+0,03b | 0,43+0,00de | 5,42+0,36d 0,64+0,07 cd
S |60 | 0,6240,03d | 0,26+0,02a 0,3240,02 ¢ 2,82+0,04 d 1,18+0,05 ¢ 0,44+0,04 ¢ | 5,81+0,35 cd 0,68+0,03d
N | 0,75+0,18d | 0,27+0,04a 0,31+£0,04 be 2,89+0,12d 1,31+0,11 cd 0,51+0,01 f 3,77+£0,03 a 0,72+0,07d
Tempo [T] 2,8%* 7,5%%* In.s. 0,8*% 4,2%** 10,6*** n.s. n.s.
Madeira [W] 5’1*** 3’7* 9,5* 31’3*** 1,1** 7,6*** 58,7*** 28,0***
Modalidade [M] 82,2%** 46,2%** 32,3%*% 60,0%** 85,6%** 10,8%** 17,6%%* 67,9%**
TxW n.s. 31,5%** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. 1,3* n.s. n.s. n.s.
WxM 4,3% n.s. 21,7% 5,6%%* 5,6%%* 62,3%** 18,0%** n.s.
[Erro 5,0 11,1 36,4 2,4 2,2 8,7 5,6 4,0

n.s.: ndo significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, nao

apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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1.1.1. Efeito da madeira

O teor de todos os compostos foi significativamente influenciado pelo fator madeira,
embora os niveis de significancia e a percentagem da variacao total observada, sejam
distintos para os diferentes compostos. Assim, a madeira teve um efeito altamente
significativo (a<0,001) nos teores de guaiacol (5,1% da variacao total), siringol (31,3% da
variacao total), 4-alilsiringol (7,6% da variagao total), vanilina (58,7% da variacao total)
e acetovanilona (28,0% da variacao total), muito significativo (a<0,01) no teor de 4-
metilsiringol (1,1% da variacao total) e efeito significativo (a<0,05) nos teores de 4-

metilguaiacol (3,7% da variacao total) e eugenol (9,5% da variacao total).

Com excecdo das aguardentes envelhecidas em vasilha, onde as concentraces de
guaiacol e 4-alilsiringol foram mais elevadas nas amostras que foram envelhecidas em
madeira de castanheiro, estes compostos encontraram-se com maiores concentragoes
nas aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho. O mesmo acontece para o
composto 4-metilguaiacol apesar de, ap6s 6 meses em garrafa, as diferencas entre
madeiras nao serem tao percetiveis e chegando a concentracido das aguardentes

envelhecidas em madeira de castanheiro a ser ligeiramente mais elevada.

As concentracoes do composto eugenol sao muito semelhantes entre as diferentes

madeiras.

Com o composto siringol acontece algo semelhante ao composto guaiacol, ou seja, as
concentracoes sao predominantemente mais elevadas nas aguardentes que provém do
envelhecimento em madeira de carvalho, com excecdo das que sdo envelhecidas em
vasilhas onde as concentracoes sao mais elevadas nas envelhecidas em madeira de
castanheiro. No entanto, para este composto, ap6s 6 meses em garrafa, foram
encontradas concentracdes muito semelhantes nas aguardentes envelhecidas em
vasilhas de ambas as madeiras. Também Caldeira et al. (2010) encontrou maiores teores
de siringol em aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho Limousin em

comparacao com a madeira de castanheiro ao fim de 6 meses de envelhecimento.

Para o composto 4-metilsiringol pode observar-se que o seu teor nas aguardentes
envelhecidas em vasilhas é mais elevado nas que sdo envelhecidas em madeira de
castanheiro, mas nas restantes modalidades existe uma variacao dependente de outros
fatores (modalidade e tempo). Assim, para o fator madeira, as concentracoes deste

composto nao sao facilmente padronizaveis.
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As concentracoes de vanilina foram sempre significativamente mais elevadas nas
aguardentes envelhecidas com madeira de castanheiro comparativamente com as
envelhecidas em madeira de carvalho. O mesmo acontece para o composto acetovanilona
mas a diferenca de concentracdes entre as diferentes madeiras nio é tao acentuada. No
caso da vanilina verifica-se que o efeito da madeira é o que mais contribui e que permite

justificar a variabilidade total observada.

Destes resultados, apenas os obtidos para os compostos vanilina e acetovanilona estao
de acordo com Granja-Soares et al. (2020), visto que, para estes autores, as maiores
concentracoes de todos estes compostos foram encontradas nas aguardentes
envelhecidas em madeira de castanheiro. Também em Canas et al. (2013; 2019a), o
composto vanilina apresentou maiores teores para a aguardente que esteve em contacto
com a madeira de castanheiro. Este resultado sugere a ocorréncia de uma oxida¢ao mais
pronunciada neste tipo de madeira. A maior oxidacao pode ser explicada pelo facto de a
madeira de castanheiro ter permeabilidade acrescida em relacao a madeira de carvalho,
o que faz com que apresente menos resisténcia a difusao do oxigénio através da madeira

(Canas et al., 2009).

1.1.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condicoes de oxigenacao tiveram um efeito altamente significativo (a<0,001) no teor
dos varios compostos. Verificou-se que, com excecao do composto vanilina, este é o efeito

que contribui com maior percentagem para explicar a variacao observada.

Para os compostos guaiacol (82,2% da variacdo total), 4-metilguaiacol (46,2% da
variacao total), siringol (60,0% da variacao total), 4-metilsiringol (85,6% da variagao
total) e acetovanilona (67,0% da variacao total), as maiores concentragcoes foram
encontradas nas aguardentes oriundas das modalidades com microxigenacao e azoto
(sistema de envelhecimento alternativo), em comparacdo com as aguardentes
provenientes das vasilhas (sistema de envelhecimento tradicional). Estes resultados
estao de acordo com o estudo de Caldeira et al. (2016) exceto os teores obtidos para 4-
metilguaiacol e também com o estudo de Granja-Soares et al. (2020). Este
comportamento sugere que a extracao destes compostos é potencializada quando se opta
por utilizar o sistema alternativo, sendo afetada pelo teor de oxigénio e/ou pode ter
existido variabilidade no processo de queima das vasilhas e das aduelas (Caldeira et al.,

2013). No entanto, estes resultados nao se encontram de acordo com o estudo de Caldeira
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et al. (2010), onde os niveis destes compostos foram superiores nas aguardentes onde

foram utilizadas vasilhas, em relagao ao uso de aduelas.

O composto eugenol (32,3% da variacao total) tem concentracoes muito semelhantes
entre todas as modalidades. Estes valores sdo muito diferentes dos apresentados por
Caldeira et al. (2016), onde as concentracoes de eugenol sdo claramente superiores

quando a aguardente é envelhecida pelo sistema tradicional.

Os teores mais elevados de 4-alilsiringol (10,8% da variacao total) foram encontrados
nas aguardentes provenientes de envelhecimento em vasilhas quando a madeira de
envelhecimento é o castanheiro. O contrario acontece quando a madeira de
envelhecimento é o carvalho, visto que neste caso os valores de concentracdo mais
elevados encontram-se nas modalidades de azoto e oxigénio (sistema de envelhecimento
alternativo). No estudo de Caldeira et al. (2016), onde foi utilizada uma mistura destas
duas madeiras, as concentracoes obtidas deste composto foram muito semelhantes para

ambos os sistemas de envelhecimento.

As concentracOes mais baixas de vanilina (17,6% da variacao total) foram encontradas na
modalidade de azoto. Quando se usa a madeira de carvalho para o envelhecimento,
também a aguardente envelhecida em vasilha tem concentragoes inferiores em relagao
as modalidades de oxigénio. Em alguns estudos (Canas et al., 2013; 2019a; Granja-
Soares et al., 2020), os maiores teores de vanilina foram encontrados na aguardente
envelhecida através do sistema de envelhecimento alternativo com aduelas e micro-

oxigenacao.

1.1.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

Com excecao dos compostos, eugenol, vanilina e acetovanilona, onde se verificou que os
seus teores ndo sdo significativamente influenciados pelo fator tempo, em todos os
restantes compostos se verificam efeitos significativos, sendo, no entanto, o fator que
contribui com menor percentagem para a explicacio da variabilidade total observada.
Assim, o tempo teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nos teores dos
compostos 4-metilguaiacol (7,5% da variacao total), 4-metilsiringol (4,2% da variacao
total) e 4-alilsiringol (10,6% da variacao total), muito significativo (a<0,01) no teor do
composto guaiacol (2,8% da variacao total) e apenas efeito significativo (a<0,05) no teor

de siringol (0,8% da variacao total).
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As concentracoes dos compostos, guaiacol e siringol tém tendéncia a aumentar ao longo
do tempo de conservacao em garrafa. Arfelli et al., (2011) referem uma tendéncia

contraria no caso do guaiacol no estudo de evolucao de vinho tinto em garrafa.

O composto 4-metilguaiacol tem um comportamento que difere dependendo da madeira
em analise. Quando se trata do envelhecimento em madeira de castanheiro a tendéncia
é as concentracoes aumentarem ao longo do tempo, mas quando se analisa as
aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho, a maior predominancia é as

concentragoes deste composto diminuirem ao longo do tempo.

Os compostos 4-metilsiringol e 4-alilsiringol sofreram, maioritariamente, um

decréscimo nos valores de concentraciao com a passagem do tempo.

1.2 Isomeros da lactona (-metil-Y-octalactona

Na Tabela 7 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de médias
(LSD-Fisher) obtidos para a quantificacdo dos dois isémeros (trans e cis) da $-metil-Y-

octalactona nas aguardentes em estudo.
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Tabela 77: Resultados da ANOVA para os isomeros da f-metil-Y-octalactona (média e desvio padrao).

Code trans f-metil-Y-octalactona cis f-metil-v-octalactona
o LB 0,00+£0,00 a 0,00+£0,00 a
< 15 0,00+£0,00 a 0,00+£0,00 a
g 30 0,00£0,00 a 0,00+0,00 a
8 |60 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a
o N 0,00+£0,00 a 0,00+£0,00 a
© o LB 0,15£0,22 ¢ 1,36£0,04 b
< | 15 0,12+0,17bc 0,69+0,48 b
g 30 0,00+£0,00 a 0,20+0,15 b
S |60 0,06+0,06 ab 0,50+0,22b
N 0,04+0,06 ab 1,28+1,51 b
o LB 0,00+£0,00 a 0,00+£0,00 a
< 15 0,00£0,00 a 0,00+0,00 a
g 30 0,00£0,00 a 0,00+0,00 a
8 |60 0,00+£0,00 a 0,00+0,00 a
N N 0,00+£0,00 a 0,00+0,00 a
O o B 0,33+0,15 ¢ 1,46+0,17b
< | 15 0,17+0,02 be 0,89+0,02 b
g 30 0,00+£0,00 a 0,49+0,09 b
S |60 0,07+0,05 ab 0,81+0,29 b
N 0,07+0,10 ab 0,39+0,01 b
Tempo [T] n.s. n.s.
Madeira [W] 32,6%%* 70,5%%*
Modalidade [M] 10,4* n.s.
TxW n.s. n.s.
TxM n.s. n.s.
WxM 20,7% n.s.
Erro 36,3 20,5

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo
(a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferencas
significativas entre si, para um nivel de significincia de a<0,05.

1.2.1. Efeito da madeira

O teor dos dois isbmeros, como esperado, apenas foi encontrado nas aguardentes de
carvalho. Assim, a madeira tem uma influéncia altamente significativa (a<0,001) nestes
dois compostos explicando para 32,6% da variacao total observada no caso do trans [3-
metil-Y-octalactona e 70,5% no caso do cis }-metil-Y-octalactona. Estes resultados estao
de acordo com o conhecimento existente sobre a auséncia destes compostos nas
aguardentes que envelhecem em madeira de castanheiro (Caldeira et al., 2008). Tal
como em trabalhos anteriores (Caldeira et al., 2010), confirma-se a predominancia do

isdbmero cis em relacao ao isbmero trans.
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1.2.2, Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condicoes de oxigenacdo apenas tiveram um efeito significativo (a<0,05) nas
concentragoes do isomero trans de [3-metil-Y-octalactona, explicando 10,4% da variacao
total observada. No entanto, é de salientar que a interacao entre madeira e modalidade
é significativa, indicando que a variacao das condi¢Oes de oxigenagao tem uma resposta
diferente em funcao da madeira. O mesmo efeito foi observado para o composto 4-

alilsiringol.

Os teores mais altos nos dois isdbmeros foram encontrados nas aguardentes envelhecidas
em vasilha e os mais baixos nas modalidades de oxigenacao e azoto. Estes resultados
estao de acordo com alguns estudos (Caldeira et al., 2010, 2016) mas em desacordo com

Granja-Soares et al. (2020).

1.2.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

Foi possivel verificar que nenhum dos teores dos dois isomeros deste lactona foi

significativamente influenciado pelo tempo de conservacao em garrafa.

1.3 Aldeidos furanicos e acido acético

Na Tabela 8 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de médias
(LSD-Fisher) obtidos para a quantificacdo do acido acético e dos aldeidos furanicos

(furfural, 5-metilfurfural e hidroximetilfurfural (HMF)) nas aguardentes em estudo.
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Tabela 8: Resultados da ANOVA dos aldeidos furanicos e acido acético (média e desvio padrao).

Code 4cido acético furfural 5-metilfurfural HMF
° B 427,14+1,03 & 56,80+1,17¢ 4,15+0,10 ab 15,40+1,03 f
< 15 246,85+5,94d | 83,39+20,61¢ 5,17+2,59 d 13,06+7,05 ef
g 30 245,20+8,08d | 85,66+2,80d 5,58+1,77 c¢d 13,12+2,97de
S 60 254,33+4,90de | 97,44+2,63 e 4,69+0,12 b 13,06+0,97 cd
o N 218,29+2,40¢ | 66,89+12,01d 4,35+0,67 bc 10,8440,79 cd
o B 338,43+4,33f | 34,14+9,46 a 3,89+0,75 ab 8,52+2,45 abc
50 15 166,20+10,84a | 32,79+4,42 a 3,08+0,98 a 6,46+1,59 a
E 30 190,91+13,65b | 40,00+9,32 ab 4,88+0,08 be 8,05+0,72 ab
3|60 194,59+8,35b 52,25+8,39 ¢ 4,97+0,50 b 8,80+1,59 ab
N 194,74+2,70 b 50,21+5,99 b 4,50+0,37 ab 10,50+0,41 be
o B 344,84+3,67 65,22+2,01 C 4,60£0,48 ab 22,65+1,20 f
< 15 229,84+10,11 cd | 102,76+0,89 e 8,59+0,22d 21,06+0,47 ef
% 30 224,93+2,07¢ | 88,76+3,60d 6,09+0,07cd |16,56+0,28 de
S 60 215,07+7,28 ¢ 98,66+0,97 € 4,65+0,27b 12,61+0,64 cd
© N 218,00+4,45¢ | 86,79+2,26d 5,78+1,25 bc 14,54+2,63 cd
o B 319,50+23,76 € | 37,22+0,55 a 4,21+0,60 ab  |12,52+1,28 abc
§ 15 164,99+5,68 a 40,83+0,52 a 3,37+0,71 a 8,64+1,17a
E 30 172,74+11,36 a | 50,65+5,13 ab 5,81+0,45 be 10,81+0,77 ab
3|60 181,19+5,52 ab | 64,98+0,90 c 4,85+0,80b 10,00+1,90 ab
N 183,85+12,66 ab| 48,43+0,35b 4,53%0,04 ab 12,26+1,22 be
Tempo [T] 3,6*** 3,4** 10,5** 17,4***
Madeira [W] 20,3%** 73,6%** 18,2%% 49,4%**
Modalidade [M] 69,5%** 10,9%** 8,6 4,1%
TxW 1,2* n.s. n.s. n.s.
TxM 1,9** n.s. n.S. n.s.
WxM 1,4* 6,5%* 34,2%* 15,0%*
Erro 2,1 5,6 28,5 14,0

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo
(a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferencas
significativas entre si, para um nivel de significincia de a<0,05.

1.3.1. Efeito da madeira

Os teores de todos os compostos foram significativamente influenciados pelo fator
madeira, embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes compostos.
Assim, a madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nos teores de acido
acético (20,3% da variacao total), furfural (73,6% da variacao total) e HMF (49,4% da
variacao total) e efeito muito significativo (a<0,01) no teor de 5-metilfurfural (18,2% da
variacao total). Verificou-se que, com excecao do acido acético, este é o efeito que

contribui com maior percentagem para explicar a variacao observada.
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As concentragoes de acido acético, furfural e HMF foram superiores nas aguardentes
envelhecidas em madeira de castanheiro. O composto 5-metilfurfural também teve,
maioritariamente, concentragoes superiores em aguardentes envelhecidas em madeira
de castanheiro. No estudo de Granja-Soares et al. (2020), os compostos furfural e HMF
também apresentaram teores mais elevados nas aguardentes envelhecidas em madeira
de castanheiro. Também Caldeira et al. (2013) referem maior conteudo dos aldeidos

furanicos nas aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro.

O maior contetido de aldeidos furanicos nas aguardentes envelhecidas em madeira de
castanheiro pode ser devido ao facto de esta madeira ter maior quantidade de celulose

(Fengel & Wegener, 1989).

1.3.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condicoes de oxigenacdo tiveram um efeito altamente significativo (a<0,001) nos
teores de acido acético (69,5% da variacao total) e furfural (10,9% da variacao total) e
efeito significativo (a<0,05) nos teores de 5-metilfurfural (8,6% da variacao total) e HMF
(4,1% da variacao total). Para o acido acético verifica-se que o efeito das condicoes de

oxigenacao é o que mais contribui para a explicacdo da variabilidade total observada.

No caso do 4cido acético e HMF, as maiores concentragdes foram maioritariamente
encontradas nas aguardentes provenientes de vasilhas (sistema de envelhecimento
tradicional). As concentracoes dos compostos furfural e 5-metilfurfural foram

maioritariamente inferiores quando as aguardentes foram envelhecidas em vasilha.

Estes resultados nao estdo totalmente de acordo com alguns estudos (Caldeira et al.,
2010, 2016), visto que estes autores verificaram maiores concentracoes dos quatro
compostos nas aguardentes envelhecidas em vasilha. Contrariamente com o estudo
apresentado por Granja-Soares et al. (2020) onde os aldeidos furanicos (furfural, HMF
e 5-metilfurfural) apresentaram teores inferiores nas aguardentes envelhecidas em
vasilha (sistema de envelhecimento tradicional). Também Canas et al. (2013) obtiveram
resultados que diferem dos restantes sendo que, os teores de furfural e HMF foram
superiores nas aguardentes envelhecidas em vasilha mas o contetido de 5-metilfurfural,

nestas aguardentes, foi inferior.
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1.3.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

O fator tempo teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nos teores de acido
acético (3,6% da variacao total) e HMF (17,4% da variacao total) e efeito muito
significativo (a<0,01) nos teores de 5-metilfurfural (10,5% da variacao total) e furfural

(3,4% da variacao total).

As concentracgoes de acido acético diminuiram e os teores de furfural, 5-metilfurfural e
HMF tiveram tendéncia em aumentar ao longo do tempo. Os resultados obtidos estao de
acordo com o verificado por Wang et al. (2018) para a evolucao em garrafa de bebida
fermentada de frutos vermelhos. Revi et al. (2014) e Wu et al. (2011) verificaram,
respectivamente, em vinho branco e em bebida fermentada de lichia o aumento dos
teores de furfural ao longo do tempo de conservacao em garrafa, enquanto que outros
estudos apontam uma tendéncia contraria em vinhos tintos (Liu et al., 2016).
Contrariamente aos resultados obtidos neste trabalho, o 4cido acético mostrou tendéncia

para aumentar em vinhos brancos conservados em garrafa (Revi et al., 2014).

1.4 Esteres e compostos terpénicos

Na Tabela 9 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de médias
(LSD-Fisher) obtidos para a quantificacdo dos ésteres (isobutirato de etilo, acetato de
isobutilo, butirato de etilo, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo) e

composto terpénico (linalol) nas aguardentes em estudo.
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Tabela 9: Resultado da ANOVA dos ésteres e compostos terpénicos (média e desvio padrao).

Code isobutirato de etilo |acetato de isobutilo| butirato de etilo |acetato de isoamilo | hexanoato de etilo | octanoato de etilo linalol
o LB 0,93+0,22 b 1,81+0,30 ¢ 0,84+0,02 b 2,63+0,08 b 1,89+0,04 ¢ 2,20+0,03 b 0,1440,00 a
S |15 0,64+0,22 b 0,55+0,29 a 0,73+0,16 b 2,26+0,24 ab 1,72+0,03 cd 2,23+0,49 b 0,17+0,03 ab
% 30 0,66+0,02 b 0,00+0,00 a 0,85+0,04 b 2,35+0,00 ab 1,72+0,06 cd 1,88+0,19b 0,25+0,03 b
8 60 0,71+0,00 b 0,00+0,00 a 0,86+0,01 b 2,44+0,04 ab 1,80+0,06 cd 2,07+0,31b 0,25+0,03 ¢
o N 0,58+0,08 b 1,34+0,36 ¢ 0,72+0,09 b 2,274+0,06 ab 1,58+0,04 bc 1,93+0,55b 0,16+0,00 b
S ° B 0,45+0,06 a 0,93+0,45b 0,67+0,06 a 2,30+0,15 ab 1,67+0,02 bc 2,01+0,02 a 0,18+0,01 a
< | 15 0,49+0,01 a 0,42+0,09 a 0,72£0,06 a 2,24+0,06 ab 1,48+0,06 b 1,73+0,07a 0,21+0,03 ab
‘é’ 30 0,53+0,08 a 0,47+0,02 a 0,73+0,01 a 2,31+0,01 ab 1,48+0,08 b 1,55+0,48 a 0,18+0,00b
3 |60 0,47+0,02 a 0,00+0,00 a 0,78+0,03 a 2,20+0,09 ab 1,54+0,02 b 1,85+0,26 a 0,28+0,03 ¢
N 0,4240,00 a 0,00£0,00 a 0,71+£0,01 a 2,22+0,13 ab 1,49+0,02b 1,57+0,03 a 0,29+0,02b
o LB 0,82+0,06 ¢ 1,1240,08 ¢ 0,76+0,07b 2,14+0,15 ab 1,73+0,33 c¢d 3,76+0,60 d 0,3240,04 d
S |15 0,83+0,04 ¢ 0,00+0,00 a 0,78+0,01 b 2,124+0,01 ab 1,62+0,00 bc 3,67+0,02 d 0,31+0,00 d
% 30 0,77+0,02 ¢ 0,00+0,00 a 0,754+0,00 b 1,90+0,17a 1,53+0,04 b 2,64+0,11d 0,31+0,00 cd
8 60 0,78+0,00 ¢ 0,00£0,00 a 0,79+0,01 b 2,11+0,01 ab 1,59+0,03 bc 3,68+0,10d 0,30+0,01 cd
© N 0,73+0,03 ¢ 1,5440,14 ¢ 0,75+0,06 b 2,10+£0,05 ab 1,63+0,03 bc 3,10+0,24 d 0,33+20,01d
© o B 0,58+0,02 a 1,21+0,18 b 0,75+0,03 a 2,08+0,09 ab 1,45+0,03 ab 2,00+0,22 ¢ 0,32+0,00 d
< | 15 0,50+0,01 a 0,00+0,00 a 0,68+0,01 a 2,08+0,05 ab 1,32+0,06 a 2,56+0,07¢ 0,31+0,00 d
‘é’ 30 0,51+0,00 a 0,0040,00 a 0,71+0,01 a 2,04+0,03 ab 1,28+0,07a 2,50+0,02 ¢ 0,30+0,01 cd
S 6o 0,51+0,02 a 0,0040,00 a 0,70+0,00 a 2,07+0,02 ab 1,31+0,03 a 2,50+0,14 ¢C 0,31+0,01 cd
N 0,49+0,01 a 0,00£0,00 a 0,70+0,00 a 2,08+0,01 ab 1,31+0,03 a 2,28+0,18 ¢ 0,32+0,00 d
[Tempo [T] 4,4* 1,9* n.s. 72,8%%* 23,3%** 63,0%** 70,9%%*
Madeira [W] 77,5%*% 9,1%** 41,9*** 3,3% 55,8%%* 17,1%%% n.s.
Modalidade [M] n.s. 45,8%** n.s. 4,5% 8,7%%* 5,5%% 4,3%*
TxW n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 5,6% n.s.*
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 15,0%*
WxM n.s. 35,0%%* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Erro 18,1 8,2 58,1 19,3 12,2 8,7 9,8

n.s.: ndo significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma

coluna, ndo apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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1.4.1. Efeito da madeira

O teor da maioria dos compostos foi significativamente influenciado pelo fator madeira.
No entanto, os teores de linalol nao foram significativamente influenciados pela madeira.
Assim, a madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nos teores do
isobutirato de etilo (77,5% da variacao total), acetato de isobutilo (9,1% da variacao total),
butirato de etilo (41,9% da variacgao total), hexanoato de etilo (55,8% da variagao total) e
octanoato de etilo (17,1% da variacao total) e efeito significativo (a<0,05) no teor de
acetato de isoamilo (3,3% da variacao total). Para os compostos isobutirato de etilo,
butirato de etilo e hexanoato de etilo verifica-se que o efeito da madeira é o que mais

contribui para a explicacao da variabilidade total observada.

Os teores dos compostos isobutirato de etilo, butirato de etilo, hexanoato de etilo,
octanoato de etilo e acetato de isoamilo foram encontrados em maiores quantidades nas
aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro. Nos trabalhos de Caldeira et al.
(2010) e Granja-Soares et al. (2020), os teores destes compostos, com excecao de
isobutirato de etilo e acetato de isoamilo, foram significativamente influenciados pelo
tipo de madeira utilizada e as maiores quantidades destes compostos foram encontradas
nas aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro. Assim, os resultados obtidos
estao de acordo com o verificado anteriormente. As concentracoes de acetato de isobutilo
foram superiores nas aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro analisadas
logo apo6s o ano de envelhecimento (Go), mas nas aguardentes analisadas apds 6 meses
em garrafa (G6) apresentaram maiores concentracoes nas que foram envelhecidas em

madeira de carvalho.

1.4.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condicoes de oxigenacdo tiveram um efeito altamente significativo (a<0,001) nos
teores de acetato de isobutilo (45,28 da variacao total) e hexanoato de etilo (8,7% da
variacao total), e muito significativo (a<0,01) nos teores de octanoato de etilo (5,5% da
variacao total) e linalol (4,3% da variacao total). Verificou-se ainda um baixo efeito
significativo (a<0,05) no teor de acetato de isoamilo (4,5% da variacao total). Os teores
dos restantes compostos nao foram significativamente influenciados. Para o acetato de
isobutilo, verifica-se que o efeito da modalidade de oxigenacao ¢é o que mais contribui
para explicar a variabilidade total. Para o hexanoato de etilo, octanoato de etilo e acetato

de isobutilo, as concentracoes mais elevadas foram encontradas nas aguardentes
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oriundas das vasilhas (sistema de envelhecimento tradicional). Os teores elevados de
acetato de isobutilo em aguardentes envelhecidas em vasilhas estdo de acordo com
alguns estudos (Caldeira et al., 2010, 2016), mas nao vao de encontro aos resultados de

Granja-Soares et al. (2020).

As concentracoes de acetato de isobutilo podem dever-se a existéncia de acido acético
na aguardente, o que contribui para a elevada concentracao deste éster através de reagoes

de oxidacao e esterificacao (Caldeira et al., 2016).

1.4.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

O teor da maioria dos compostos foi significativamente influenciado pelo fator tempo,
apenas os teores de butirato de etilo nao foram significativamente influenciados pelo
tempo. Assim, o tempo teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nos teores de
acetato de isoamilo (72,8% da variacao total), hexanoato de etilo (23,3% da variacao
total), octanoato de etilo (63,0% da variagao total) e linalol (70,9% da variacao total), e
um efeito significativo (a<0,05) nos teores de isobutirato de etilo (4,4% da variagao total)
e acetato de isobutilo (1,0% da variacgao total). Para o acetato de isoamilo, octanoato de
etilo e linalol verifica-se que o efeito do tempo é o parametro que mais contribui e que

pode explicar a variabilidade total observada.

Verificou-se que as concentracoes de octanoato de etilo e linalol aumentam ao longo do
tempo. O aumento observado no presente estudo nao esta de acordo com os resultados
de Wang et al. (2018) em bebida fermentada de frutos vermelhos. No caso das
concentracoes de linalol estes resultados estao de acordo com alguns estudos em vinhos
tintos e fermentados de lichia (Liu et al., 2016; Wu et al., 2011) mas em desacordo com

os resultados de Revi et al. (2014) em vinho branco.

Os teores de isobutirato de etilo tém igualmente tendéncia a aumentar, apesar de existir
uma diminui¢do nas aguardentes envelhecidas em vasilha feita com madeira de
castanheiro e nas produzidas em madeira de carvalho pela modalidade de 30 dias de

oxigenacao.

O acetato de isobutilo tem um comportamento que difere dependendo da madeira em
analise. Quando se trata do envelhecimento em castanheiro a tendéncia é que as
concentracoes aumentam ao longo do tempo na modalidade de azoto e diminuem no uso

da vasilha ou da modalidade de oxigenacao de 15 dias. No entanto, quando se analisa as
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aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho, torna-se dificil elucidar conclusoes

que permitam relacionar todas as aguardentes em funcao do tempo.

Os valores de concentracdo do acetato de isoamilo decrescem com o aumento do tempo
em garrafa e os de hexanoato de etilo também tém tendéncia a decrescer, apenas
aumentando nas aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro na modalidade
de azoto. Os resultados obtidos para o acetato de isoamilo estdo de acordo com alguns
estudos (Revi et al.,, 2014; Wang et al., 2018) mas encontram-se em desacordo aos
publicados por Liu et al. (2016). Para varios autores (Revi et al., 2014; Wu et al., 2011),
os teores de hexanoato de etilo também tém tendéncia a diminuir. No entanto existem

estudos que indicam uma tendéncia contraria (Liu et al., 2016; Wang et al., 2018).

1.5 Acidos e Alcoois

Na Tabela 10 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de
médias (LSD-Fisher) obtidos para a quantificacdo dos acidos (butandico, isovalérico,
hexanoico e dodecanoico) e alcoois (trans-2-hexenol e 2-feniletanol) nas aguardentes em

estudo.
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Tabela 10: Resultados da ANOVA dos acidos e alcoois (média e desvio padrao).

Code trans-2-hexenol acido butandico acido isovalérico acido hexandico 2-feniletanol 4cido dodecandico
° B 0,55+0,01 0,83+0,00 a 2,20+0,18 b 2,25+0,08 b 9,53+0,24 ¢ 0,70+0,03 b
< | 15 0,51+0,03 0,75+0,12 a 1,78+0,36 b 2,25+0,35b 9,69+0,60 ¢ 0,65+0,06 b
% 30 0,5240,01 0,84+0,06 a 1,05+0,05b 2,59+0,10 b 9,37+0,12 ¢ 0,64+0,07b
S 60 0,55+0,03 0,89+0,08 a 1,01+0,10 b 2,49+0,12 b 9,06+0,67 bc 0,70+0,00 b
o N 0,49+0,01 0,86+0,14 a 1,09+0,75 b 2,424+0,02 b 8,72+0,42 ab 0,58+0,02 b
S B 0,49+0,00 0,68+0,08 b 1,57+0,20 b 2,59+0,10 ¢ 8,91+0,07¢c 0,71+£0,01 ¢
§ 15 0,57+£0,00 0,97+0,06 b 1,34+0,25b 2,62+0,14 ¢ 9,124+0,21 ¢ 0,73+0,06 ¢
‘g 30 0,51+0,00 0,98+0,04b 2,07+0,10 b 2,84+0,23 ¢ 9,27+0,08 ¢ 0,91+0,24 ¢C
S |60 0,56+0,02 1,01+0,03 b 1,10+0,03 b 2,75+0,03 ¢ 9,19+0,00 bc 0,72+0,04 ¢
N 0,58+0,00 0,91+0,12 b 1,09+0,05 b 2,83+0,03 ¢ 8,77+0,24 ab 0,63+0,02 C
° B 0,5340,04 0,98+0,08 a 1,35+0,12 a 2,37+0,15 a 9,05+0,15 ¢ 0,66+0,04 a
< | 15 0,50+0,00 0,78+0,22 a 1,19+0,07a 2,11+0,07a 8,53+0,24 a 0,54+0,02 a
% 30 0,53+0,02 0,69£0,00 a 1,25+0,04 a 2,14£0,06 a 8,59+0,13 a 0,49+0,05 a
8 6o 0,52+0,01 0,59+0,01 a 1,25+0,01 a 2,11+0,04 a 8,53+0,03 a 0,574£0,01 a
© N 0,54+0,02 0,67+0,03 a 1,30+0,01 a 2,26+0,03 a 8,89+0,06 ab 0,59+0,04 a
S o B 0,5340,01 0,66+0,01b 1,29+0,08 a 2,43+0,11b 8,01+0,13 ¢ 0,68+0,04 ab
< | 15 0,52+0,01 0,96+0,01 b 1,224+0,03 a 2,37+0,03 b 8,76+0,19 a 0,60+0,01 ab
‘E 30 0,51+£0,02 1,16+0,38 b 1,25+0,23 a 2,22+0,07b 8,00+0,28 a 0,68+0,18 ab
S |60 0,54£0,00 0,92+0,04 b 1,25+0,09 a 2,31+0,12b 8,45+0,51 a 0,56+0,01 ab
N 0,52+0,00 0,97+0,11 b 1,31+0,13 a 2,45+0,17b 8,51+0,13 ab 0,55+0,01 ab
Tempo [T] n.s. n.s. 24,3% 50,3%%* 24,9%** 43,1%%*
Madeira [W] n.s. 34,1%* n.s. 35,2%%* 9,0%* 15,4**
Modalidade [M] n.s. n.s. n.s. n.s. 12,5%% n.s.
TxW n.s. n.s. n.s. 7,2% n.s. n.s.
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. 27,7%% n.s.
IWxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Erro 65,9 75,7 7,4 25,0 41,4

n.s.: ndo significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, nao

apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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1.5.1. Efeito da madeira

O teor da maioria dos compostos foi significativamente influenciado pelo fator madeira,
embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes compostos. Assim, a
madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) no teor do acido hexanoico
(35,2% da variacao total), muito significativo (a<0,01) nos teores do acido butanoico
(34,1% da variacao total), 2-feniletanol (9,9% da variacao total) e acido dodecanoico
(15,4% da variacao total) e ndo apresentou influéncia significativa no teor de trans-2-
hexenol e acido isovalérico. Para o 4cido butanoéico verifica-se que este parametro é o

principal fator e que permite explicar a variabilidade total observada.

As concentracoes de acido butanodico foram maioritariamente mais elevadas nas
aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho. No entanto, quando o
envelhecimento foi realizado em vasilhas de madeira de castanheiro, este composto
apresentou maiores concentracoes. O estudo de Caldeira et al. (2010) apresentou

também resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho.

As aguardentes envelhecidas em contato com a madeira de carvalho apresentaram
maiores concentracoes de acido hexanodico e em 4cido dodecandico. No entanto para este
altimo a diferenca entre as aguardentes das duas madeiras, atenuou-se ao fim do periodo

de 6 meses de conservacao em garrafa.

Na maioria das aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro o teor de 2-

feniletanol foi superior.

1.5.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condigbes de oxigenacao tiveram um efeito muito significativo (a<0,01) apenas no
teor do 2-feniletanol (12,5% da variacao total). Os teores dos restantes compostos nao
foram significativamente influenciados pelas condi¢oes de oxigenacao, sendo o fator que

menos contribui para a explicacdo da variabilidade total observada.
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1.5.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

Com excecdo dos teores dos compostos trans-2-hexenol e acido butandico, que nao
foram significativamente influenciados pelo fator tempo, todos os restantes compostos
apresentaram teores significativamente influenciados por este fator. Assim, o tempo teve
um efeito altamente significativo (a<0,001) no teor do 4cido hexandico (50,3% da
variacao total), 2-feniletanol (24,9% da variagao total) e 4cido dodecanodico (43,1% da
variacao total) e um efeito significativo (a<0,05) no teor do acido isovalérico (24,3% da
variacao total). Verificou-se ainda que, com excecao dos compostos trans-2-hexenol e

acido butandico, este é o principal efeito que permite explicar a variacao observada.

As concentracoes dos compostos significativamente influenciados pelo fator tempo,
tiveram tendéncia em diminuir ao longo do tempo. Contudo, apesar da tendéncia ser de
diminuicao, existiu, ao longo do tempo, um aumento no teor dos compostos em algumas
das modalidades. Esta tendéncia é comum 4 encontrada em outras publicacdes com
bebidas fermentadas (Liu et al., 2016; Wang et al., 2018). No entanto, no estudo de Revi
et al. (2014) os resultados obtidos em vinho branco foram contrarios aos aqui

apresentados.

2. Analise sensorial

A anélise sensorial descritiva quantitativa foi realizada com recurso a ficha de prova
desenvolvida em Caldeira et al., (1999). Esta ficha de prova (Anexo I) é composta por 34
descritores avaliados numa escala de 0-5 (5 descritores de cor, 17 descritores de aroma,
12 descritores de sabor) e 3 descritores avaliados numa escala de 1-20 (apreciacoes de

aroma, sabor e geral).

2.1 Descritores de cor

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacao de médias
(LSD-Fisher) realizados aos resultados dos descritores de cor (citrino, palha, dourado,

topazio e esverdeado) nas aguardentes em estudo.
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Tabela 11: Resultados da ANOVA dos descritores de cor (média e desvio padrio).

Code citrino palha dourado topazio esverdeado
o B |0,00+0,00a]| 0,50+0,10b | 0,93+0,10a | 3,00+0,00c¢ 1,36+0,10d
< 15 | 0,00+0,00a|0,43+0,00b| 1,50+0,51ab | 2,71+0,40c 1,36+0,10d
g 30 | 0,21+0,30a | 0,86+0,40b |0,93+0,30 abc| 2,07+1,11b 0,93+0,51 ¢C
8 60 |0,00+0,00a]0,50+0,10b | 1,57+0,00a | 2,20+0,20 c 1,36+0,30 d
o N |[0,00+0,00a]0,82+0,45b| 1,54+0,25¢cd | 1,96+1,16 b 0,89+0,45 ¢
S o B |0,86+0,00b | 2,07+0,10d | 2,57+0,40€e | 0,14+0,20 a 0,21+0,10 ab
< 15 | 1,14+0,00b | 2,21+0,10d | 1,79+0,30 cd | 0,00+£0,00 a 0,21+0,10 a
g 30 |0,57+0,20b | 2,86+0,81d | 1,14+0,61a | 0,00+0,00a | 0,43+0,20 ab
o) 60 | 0,79+0,30b | 2,32+0,05d | 2,11+0,15de | 0,00+0,00a | 0,29+0,00 ab
N |0,57+0,20b | 2,64+0,71d | 1,21+0,51 bed | 0,36+0,51 a 0,50+0,10 b
o B | 0,18+0,07a | 0,20+0,07a | 1,00+0,12 a 3,70+0,21 ¢ 1,57+0,12d
g 15 | 0,14+0,00a | 0,29+0,12a | 1,11+0,36 ab 3,57+0,78 ¢ 1,46+0,07d
g 30 | 0,14+0,00 a | 0,32+0,07a | 1,52+0,65 abc | 2,57+1,02b 1,14+0,33 C
S 60 | 0,18+0,07a | 0,29+0,00a| 1,00+0,12 a 3,36+0,50 C 1,46+0,07d
N N | o0,25+0,07a | 0,36+0,08a | 1,08+0,40cd | 1,88+0,36b 0,9340,34 ¢
S o B |0,68+40,32b | 1,93+0,27¢ | 2,25+0,58¢ | 0,32+0,32a | 0,39+0,07ab
= 15 1,11+0,38b | 2,21+0,18 ¢ | 1,75+0,38 c¢d 0,11+0,07 a 0,32+0,07a
g 30 | 1,00+0,31b | 2,07+0,54¢c | 1,18+0,54a 0,11+0,14 a 0,32+0,07 ab
S 60 | 0,75+0,32b | 2,09+0,64 ¢ | 2,11+0,54de | 0,13+0,17a 0,36+0,08 ab
N [0,89+0,58b | 2,11+0,24 ¢ |1,96+0,64bed | 0,21+0,25a 0,54+0,07b
Tempo [T] In.s. 2, r7HH* n.s 1,1% n.s.
Madeira [W] 85,3*** 93’4*** 26,4*** 88,3*** 83,4***
Modalidade [M] n.s. n.s. 5,5% 2,0%* 1,2%
TxW n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
WxM n.s n.s. 40,2%*% 4,7%** 10,6***
Erro 14,7 3,8 27,9 3,9 4,7

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo
(a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferencas
significativas entre si, para um nivel de significincia de a<0,05.

2.1.1. Efeito da madeira

A madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) em todos os descritores de
cor, verificando-se que para todos os atributos de cor, o efeito da madeira é o principal

fator que permite explicar a variagao observada.

Os descritores da cor citrino (85,3% da variacao total), palha (93,4% da variacao total) e
dourado (26,4% da variacao total) apresentam maior intensidade nas aguardentes
envelhecidas em madeira de carvalho, enquanto os descritores topazio (88,3% da
variacao total) e esverdeado (83,4% da variacao total) apresentam maior intensidade nas
aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro. Estes resultados estao de acordo

com estudos anteriores (Caldeira et al., 2013; Granja-Soares et al., 2020).
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As cores topazio e esverdeado sdo as principais cores das aguardentes envelhecidas.
Assim, as aguardentes envelhecidas em castanheiro parecem ter uma cor mais evoluida
e consequentemente possuem carateristicas de maior envelhecimento. Este facto podera
ser explicado pela maior porosidade da madeira de castanheiro (De Rosso et al., 2009)
que contribuira para uma maior transferéncia de oxigénio, promovendo os processos de
extracao e oxidacdo dos compostos extraiveis desta madeira que irado influenciar a cor

(Canas et al., 2019b).
2.1.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As intensidades dos descritores de cor foram significativamente influenciadas pelas
condicbes de oxigenacdo, embora os niveis de significAncia sejam distintos para os
diferentes descritores. Assim, as condicoes de oxigenacdo tiveram um efeito muito
significativo (a<0,01) na intensidade do descritor topazio (2,0% da variacao total) e um
efeito significativo (a<0,05) nos descritores dourado (5,5% da variacdo total) e
esverdeado (1,2% da variacao total). Este fator nao teve efeito significativo nos

descritores citrino e palha.
2.1.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

O tempo de conservagdo em garrafa nao teve efeito significativo na intensidade dos
descritores citrino, dourado e esverdeado. No entanto, teve um efeito altamente
significativo (a<0,001) na intensidade do descritor palha (2,7% da variacao total) e um

efeito significativo (a<0,05) no descritor topazio (1,1% da variacao total).

A intensidade do descritor palha teve tendéncia a diminuir ao longo do tempo enquanto

a intensidade do descritor topazio teve tendéncia a aumentar.

2.2 Descritores de aroma

Nas tabelas 12 e 13 apresentam-se as sinteses da ANOVA e do teste de comparacao de
médias (Fisher) realizados aos resultados dos descritores de aroma (alcool, frutado,
floral, baunilha, madeira, ranco bom, especiarias, caramelo, torrado/queimado, frutos
secos, fumo/cinzas, café, adocicado, herbaceo, caudas, cola/verniz e borracha) nas

aguardentes em estudo.
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Tabela 12: Resultados da ANOVA dos descritores de aroma (média e desvio padrao).

Code Alcool frutado floral baunilha Madeira ran¢o bom Especiarias caramelo
° B 1,93+0,10b 1,50+0,10 1,00+0,00 a 1,43+0,00 ab | 2,07+0,10b | 0,57+0,00b 1,43+0,20b 1,79+0,10 b
S | 15 1,86+0,20a | 1,43+0,20 1,0740,30 a 2,14+0,00 b 1,93+0,10b | 0,86+0,20b 1,79+0,10 b 1,79+0,10 b
% 30 | 2,50+0,30b | 1,64+0,10 0,79+0,10 a 1,434+0,00 a 1,86+0,61b 0,50+0,10 b 1,64+0,30 b 1,64+0,10 b
8 60 | 2,36x0,10b | 1,36+0,30 1,0740,30 a 2,36+0,30b | 2,21+0,10b 0,57+£0,20 b 1,93+0,30 b 1,86+0,40 b
o N 2,20+0,20b | 1,57+0,00 1,04+0,05 a 1,71+0,00 ab | 1,96+0,25b 0,71+0,20 b 1,43+0,20 b 1,82+0,05b
S B 2,79+0,10b | 1,57+0,20 0,93+0,10 a 2,07+0,10a | 1,86+0,20a | 0,71+0,00 a 1,20+0,40 a 1,00+0,00 a
§ 15 2,14+0,20 a 1,36+0,10 1,07+0,30 a 1,64+0,30ab | 1,79+0,10a | 0,29+0,00 a 1,36+0,10 a 1,00+0,20 a
‘é’ 30 | 2,43+0,40b 1,21+0,51 1,14+0,00 a 1,43+0,40 a 1,79+0,10 a 0,50+0,10 a 1,07+£0,30 a 1,21+0,30 a
3 |60 2,36+0,10 b 1,39+0,25 1,25+0,05 a 1,64+0,10 ab | 1,64+0,10 a 0,46+0,05 a 1,25+0,05 a 1,11+0,15 a
N 2,57+0,20b | 1,64+0,30 1,14+0,20 a 1,57+0,20 a 1,50+0,10a | 0,71+0,00 a 1,07+0,10 a 1,21+0,51 a
° B 2,11+0,14 ab | 1,45+0,24 1,254+0,07b 1,93+0,44 ab | 2,34+0,07c¢ 0,75+0,14 b 1,84+0,28 b 1,82+0,21 b
5 | 15 | 2,11+0,24ab | 1,50+0,25 1,43+0,39 b 2,04+0,24b | 2,43+0,35¢ | 0,79+0,18b 1,86+0,31b 1,96+0,24b
% 30 1,95+0,26 a 1,55+0,12 1,324+0,24 b 1,70+0,39a | 2,20+0,33¢ | 0,63+0,24b 1,82+0,32b 1,75+0,38 b
8 60 | 2,04+0,24a 1,4340,12 1,25+0,24 b 1,06+0,18 b 2,43+0,33 ¢ 0,71+£0,12b 1,61+0,18 b 1,86+0,16 b
© N | 2,13+0,09ab | 1,71+0,29 1,36+0,27b 2,00+0,20 ab | 2,09+0,31¢ 0,70+0,31 b 1,75+0,66 b 2,04+0,51b
© B 2,39+0,24 ab | 1,57+0,42 1,04+0,18 a 1,46+0,38 a 1,82+0,27b 0,46+0,18 a 1,14+0,26 a 0,82+0,32a
A_% 15 | 2,39+0,32ab | 1,54+0,14 1,11+0,29 a 1,86+0,12 ab | 2,07+0,08b 0,39+0,14 a 1,290+0,16 a 0,96+0,32 a
‘é’ 30 2,18+0,18 a 1,63+0,38 1,00+0,12 a 1,61+0,39 a 1,93+0,44 b 0,39+0,07a 1,61+0,56 a 1,13+0,42 a
3 60 2,13+0,19 a 1,54£0,29 1,21+0,18 a 2,00+0,39 ab | 2,23+0,16 b 0,38+0,14 a 1,54+0,18 a 1,214+0,14 a
N 2,20+0,12 ab | 1,71+0,20 1,324+0,29 a 1,64+0,18 a 2,14+0,48 b 0,46+0,18 a 1,54£0,14 a 0,96+0,18 a
Tempo [T] 10,2* n.s. 18,6%* n.s. 29,9%*¥ n.s. n.s. n.s.
lm]delra 29,5*** n.s. n.s. 13’8* 25’5*** 57,8*** 49,1*** 85,3***
1[\1/{/?]dahdade n.s. n.s. n.s. 18,3* n.s. n.s. n.s. n.s.
TxW n.s. n.s. 29,8* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM 22,9% n.Ss. n.s. n.s. n.s. n.S. n.S. n.s.
IWxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Erro 37,4 51,6 67,9 44,6 57,8 50,9 14,7

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, nao
apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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Tabela 13: Resultados da ANOVA dos descritores de aroma (média e desvio padrao) (continuacio).

torrado . . . . .
Code queima d/o frutos secos | fumo/cinzas café adocicado herbaceo caudas cola/verniz borracha
o B 1,5740,20b | 1,64+0,10a | 1,29+0,20b | 0,86+0,00b 1,79+0,71 b 0,21+0,30 | 0,00+0,00a | 0,07+0,10 a 0,00£0,00
S| 15 |1,64+0,10 b | 1,93+0,10a | 1,36+0,51b | 0,93+0,51b | 2,00+0,20b | 0,29+0,20 | 0,00+0,00a | 0,07+0,10 a 0,07+0,10
S| 30 |1,50+0,30b | 1,50+0,51a | 1,36+0,71b | 0,71+0,40b 1,64+0,30b | 0,64+0,10 | 0,00+0,00a | 0,07+0,10a 0,14£0,00
w0
S 60 |1,50+0,30b | 1,93+0,30a | 1,07+0,10b | 0,79+0,30b | 1,57+0,00b | 0,29+0,00 | 0,07+0,10a | 0,07+0,10a 0,00£0,00
o N |1,50+0,30b | 1,43+0,20a | 1,1840,35b | 0,06+0,56b | 1,46+0,25b 0,61+0,15 0,25+0,15b | 0,07+0,10a 0,07+0,10
S o B 1,36+0,30a | 1,64+0,102a | 1,14+0,40a | 0,29+0,00a | 1,71x0,40bc | 0,36+0,10 | 0,14+0,20a | 0,39+0,15b 0,00+0,00
S| 15 |1,29+0,20a | 1,79+0,10a | 1,07+0,10a | 0,36+0,10a | 2,00£0,61bc | 0,29+0,20 | 0,00+0,00a | 0,14+0,20b 0,21+0,30
E 30 |1,00+0,40a | 1,29+0,00 a | 0,93+0,71a | 0,36+0,30a | 1,64+0,10bc | 0,50+0,10 | 0,07+0,10a | 0,14+0,00b 0,00£0,00
S| 60 |1,29+0,00a | 1,61+0,05a | 1,18+0,05a | 0,68+0,05a | 1,93+0,10bc | 0,14+0,00 | 0,00+0,00 a 0,11+0,15b 0,00+0,00
O
N 1,21+0,10a | 1,21+0,10a | 1,21+0,10a | 0,57+0,00a | 2,00+0,40bc | 0,36+0,10 | 0,14+0,20b | 0,00+0,00b 0,00+0,00
o B 1,61+0,41b | 2,05+0,44b | 1,43+0,12b | 0,88+0,26b | 2,00+0,42¢c | 0,45+0,12 | 0,05+0,07a | 0,04+0,07a 0,04+0,07
S| 15 |1,89+0,39 b | 2,3240,38b | 1,43+0,35b | 1,25+0,43b 2,07+0,25¢ | 0,32+0,21 | 0,00+0,00a | 0,18+0,07a 0,00+0,00
g 30 | 1,70+0,24b | 2,02+0,22b | 1,29+0,12b | 0,95+0,47b 2,04+0,14¢ | 0,41+£0,09 | 0,00+0,00a | 0,09+0,18 a 0,02+0,04
8 60 | 1,54+0,21b | 1,71+0,29b | 1,54+0,18b | 0,82+0,14b | 2,07+0,25¢ | 0,43+0,20 | 0,00+0,00a | 0,04+0,07a 0,04+0,07
N N | 1,61+0,29b | 1,80+0,46b | 1,36+0,18b | 0,70+0,31b 1,88+0,19 ¢ 0,52+0,33 | 0,00+0,00a | 0,05+0,07a 0,11+0,21
O o B 1,04+0,27a | 1,71+0,16a | 0,86+0,35a | 0,11+0,07a 1,14+0,20a | 0,25+0,07 | 0,07+0,08a | 0,25+0,07b 0,04£0,07
S| 15 | 1,32+0,14a | 1,43+0,12a | 0,96+0,142a | 0,29+0,00 a 1,21+0,18 a 0,18+0,07 | 0,00+0,00a | 0,1840,14b 0,00+0,00
g 30 | 1,07+0,47a | 1,75+0,50a | 0,98+0,47a | 0,18+0,14a 1,48+0,20a | 0,23+0,18 | 0,00+0,00a | 0,25+0,29b 0,04£0,07
<| 60 | 1,36+0,18a | 1,82+0,07a | 0,96+0,22a| 0,32+0,14a 1,61+0,34 a 0,20£0,07 | 0,04+0,07a 0,16+0,15b 0,00£0,00
O
N | 1,39+0,14a | 1,68+0,29a | 1,21+0,49a | 0,43+0,39a 1,57+0,16 a 0,36+0,14 | 0,00+0,00a | 0,14+0,20b 0,00+0,00
Tempo [T] n.s. 18,4** n.s. n.s. n.s. n.s. 16,4%* n.s. n.s.
Madeira s
27,1%% 41,9%%* 75,5%%* 24,4%%* n.s. n.s. 28,4** n.s.
[w] 5975 > > ’ i i
M i
[N})]da dade n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxW n.s. n.s. n.s. n.s. 55,0%%% n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 34,9%* n.s. n.s.
WxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.S. n.s. n.s.
Erro 40,5 54,5 58,1 24,5 20,6 48,7 71,6

n.s.: ndo significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna,
nao apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significincia de a<0,05.
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2.2.1. Efeito da madeira

As intensidades dos descritores de aroma foram significativamente influenciadas pela
madeira, embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes descritores.
Assim, a madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) na intensidade dos
descritores alcool (29,5% da variacdo total), madeira (25,5% da variacao total), ranco
bom (57,8% da variacao total), especiarias (49,1% da variacao total), caramelo (85,3% da
variacao total), torrado/queimado (59,5% da variacao total), fumo/cinzas (41,9% da
variacao total), café (75,5% da variacao total) e adocicado (24,4% da variacao total). Um
efeito muito significativo (a<0,01) na intensidade dos descritores frutos secos (27,1% da
variacao total) e cola/verniz (28,4% da variacao total) e apenas um efeito significativo
(a<0,05) no descritor baunilha (13,8% da variacao total). Este fator nao teve efeito
significativo nos descritores frutado, floral, herbaceo, caudas e borracha. Verificou-se
que, com excecao dos descritores frutado, floral, baunilha, madeira, herbaceo, caudas e

borracha, este é o principal efeito que permite explicar a variacdo observada.

Os descritores alcool e cola/verniz apresentam maior intensidade nas aguardentes
envelhecidas em madeira de carvalho e os descritores madeira, especiarias, caramelo,
torrado/queimado, frutos secos, fumo/cinzas e café apresentam maior intensidade nas
aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro. Os resultados obtidos estao de
acordo com os resultados dos descritores obtidos noutros estudos (Caldeira et al., 2010;

Granja-Soares et al., 2020).

As maiores intensidades de rangco bom e adocicado apresentam-se nas aguardentes
envelhecidas em madeira de castanheiro ap6s 6 meses de envelhecimento em garrafa

(G6) (em Go as intensidades sao muito idénticas entre madeiras).

Alguns destes descritores estao associados a compostos volateis odorantes (Caldeira et
al., 2008, 2010), como por exemplo: caramelo, torrado/queimado, frutos secos (aldeidos
furanicos); fumo/cinzas (fendis volateis). As aguardentes envelhecidas em castanheiro
parecem ter mais tempo de envelhecimento, comparando com as de carvalho, devido a
estes descritores apresentarem uma maior intensidade. Este facto pode ser explicado
devido a este tipo de madeira ser mais poroso (De Rosso et al., 2009) tendo maior

capacidade de extracao/oxidacao de compostos odorantes.
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2.2.2, Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As intensidades da maioria dos descritores de aroma nao foram significativamente
influenciadas pelas condicoes de oxigenacao. Este fator teve apenas efeito significativo
(a<0,05) na intensidade do descritor baunilha (18,3% da variacao total), sendo o fator

que menos contribuiu para a explicacao da variabilidade total observada.

2.2.3. Efeito do tempo de conservaciao em garrafa

As intensidades dos descritores de aroma foram significativamente influenciadas pelo
tempo, embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes descritores.
Assim, o tempo teve um efeito altamente significativo (a<0,001) na intensidade do
descritor madeira (29,9% da variacao total), muito significativo (a<0,01) na intensidade
dos descritores floral (18,6% da variacao total), frutos secos (18,4% da variacao total) e
caudas (16,4% da variacao total) e apenas significativo (a<0,05) no descritor alcool
(10,2% da variacao total). Este fator nao teve efeito significativo nos restantes descritores

de aroma.

A intensidade dos descritores alcool e caudas tém tendéncia em diminuir ao longo do
tempo enquanto a intensidade dos descritores floral, madeira e frutos secos tém

tendéncia em aumentar.

2.3 Descritores de sabor

Nas Tabelas 14 e 15 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacido de
médias (LSD-Fisher) realizados aos resultados dos descritores de sabor (doce, macio,
queimante, adstringéncia, aspereza, amargo, corpo, untuosidade, evolucdo,

complexidade, aroma de boca e persisténcia) nas aguardentes em estudo.
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Tabela 14: Resultados da ANOVA dos descritores de sabor (média e desvio padrao).

Code doce macio queimante adstringéncia aspereza amargo
° B 2,79+0,71 C 2,86+0,20 b 1,9340,30 2,07+0,10 b 1,71+£0,20 1,504+0,30 a
< |15 2,71£0,00 C 2,93+0,10 ab 1,93+0,10 1,86+0,20 b 1,71+£0,00 1,36+0,10 a
% 30 2,64+0,10 ¢ 2,5740,20 a 2,50+0,10 1,79+0,30 b 1,64+0,10 1,64+0,10 a
S 60 2,64+0,10 ¢ 2,64+0,10 ab 2,43+£0,20 1,71+0,20 b 1,86+0,20 1,43£0,00 a
o N 2,06+0,35¢C 3,07+0,10 ab 1,89+0,05 1,71+0,20 b 1,39+0,35 1,36+0,10 a
S o B 2,50+0,30 b 2,574£0,20 a 2,79+0,10 1,93+0,10b 2,00£0,40 1,71+£0,00 a
< | 15 2,434£0,20b 2,79+0,30 a 2,64+0,51 1,71£0,00 b 2,00£0,00 1,36+0,10 a
E 30 2,434£0,20b 3,14£0,20 ab 2,1440,20 1,93+0,10 b 1,71+£0,00 1,57+0,20 a
S |60 2,50+0,10 b 2,9340,10 ab 2,36+0,30 1,93+0,10b 2,00£0,20 1,5440,05 a
N 2,57+0,20 b 2,86+0,61 ab 2,43+0,81 1,79+0,10 b 1,79+0,10 1,4340,00 a
° B 2,07+0,08 a 3,0440,21b 2,23+0,24 1,88+0,33 a 2,11+0,21 1,80+0,16 b
< 15 2,00+0,26 a 2,89+0,07 ab 2,54+0,32 1,86+0,16 a 2,39+0,32 1,86+0,20 b
g 30 2,18+0,21 a 2,631+0,26 a 2,38+0,33 1,704£0,09 a 2,34+0,14 1,93+0,30 b
S 60 1,93+0,34 a 2,79+0,08 ab 2,36+0,14 1,79+0,14 a 2,2040,12 1,93+0,43b
©o N 1,95+0,21 a 2,79+0,18 ab 2,20+0,37 1,48+0,27a 2,00+0,26 1,71+0,12 b
© o B 2,20+0,23 a 2,71+0,12 a 2,20+0,33 1,64+0,18 a 2,00£0,37 1,82+0,41b
< | 15 1,93+0,14 a 2,61+0,27a 2,50£0,27 1,64+0,34 a 2,14+0,31 1,71+0,23b
E 30 2,05+0,40 a 2,75+0,49 ab 2,36+0,14 1,48+0,24 a 1,86+0,31 1,794£0,18 b
3 60 1,96+0,29 a 2,89+0,24 ab 2,59+0,19 1,63+0,14 a 2,04+0,14 1,54+0,14b
N 2,04+0,21a 2,75+0,24 ab 2,32+0,21 1,71+£0,20 a 1,96+0,32 1,93+0,25b
Tempo [T] 69,9%** n.s. n.s. 26,1%* n.s. 53,5%%%
Madeira n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
(W]
Modalidade n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
[M]
TxW 9,1* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
(WxM n.s. 36,0* n.s. n.s. n.s. n.s.
Erro 21,0 36,0 73,9 46,5

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, nio
apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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Tabela 15: Resultados da ANOVA dos descritores de sabor (média e desvio padrao) (continuagao).

Code corpo untuosidade evolugao complexidade aroma de boca persisténcia
o B 2,03+0,30 ¢ 2,64+0,10 b 3,14£0,40 b 3,07+0,30 bc 3,21+0,30 3,29+0,00 bc
< |15 3,00+0,20 ¢ 2,64+0,10 b 3,14£0,40 b 3,07+0,10 be 3,21+0,30 3,14£0,20 bc
g 30 2,71£0,00 ab 2,07+0,30 b 2,64+0,51 b 2,57+0,40 ab 2,03+0,51 2,93+0,71 ab
8 60 3,07+0,30 bc 3,07+0,10 b 3,43+0,00 b 3,21+0,10 C 3,50+0,30 3,21+0,10 be
o N 2,50£0,51 a 2,61+£0,05b 2,68+0,56 b 2,64+0,51 ab 2,86+0,20 2,75+0,86 ab
© B 2,57+0,00 a 2,57+0,00 a 2,86+0,20 a 2,79+0,10 ab 2,9310,10 3,14£0,20 be
50 15 2,57+0,20 a 2,50+0,10 a 2,79+0,10 a 3,00+0,20 bc 2,9310,10 2,57+0,20 ab
g 30 2,36+0,51 a 2,5040,51 a 2,20+0,61a 2,36+0,51 a 2.5740,61 2,20+0,61 a
3 |60 2,89+0,15 ab 2,68+0,05 a 3,07£0,10 a 3,00+0,00 bc 3,00+0,40 3,04+0,35b
N 2,6440,30 a 2,50+0,51 a 2,57+0,40 a 2,50+0,51 a 2,79+0,71 2,57+0,20 ab
o B 3,27+0,19 C 3,11+0,38 b 3,384+0,31 b 3,27+0,15 C 3,54+0,22 3,41+0,28 ¢
< |15 3,20+0,18 ¢ 2,73+0,29 b 3,1440,15b 3,43+0,13 ¢ 3,55£0,15 3,55+£0,09 ¢
g 30 2,85+0,36 ab 2,56+0,41 b 2,06+0,45b 3,17+0,63 ¢ 3,17+0,61 3,06+0,58 b
5 60 3,07+0,25 be 2,64+0,36 b 3,14£0,20 b 3,29+0,20 ¢ 3,3240,27 3,43+0,12 ¢
N N 2,75+0,29 a 2,46+0,41b 2,73+0,28 b 2,98+0,43 bc 2,93+0,41 3,0440,39 b
S o B 2,61+0,18 a 2,39+0,07a 2,55+0,21a 2,68+0,32 ab 2,89+0,14 2,79+0,08 ab
= 15 2,71+0,12 a 2,46+0,18 a 2,75+0,21 a 2,06+0,36 be 3,14+0,12 3,11+0,32 be
g 30 2,68+0,28 a 2,48+0,29 a 2,68+0,44 a 2,73+0,26 ab 2,08+0,21 2,86+0,36 ab
3 |60 2,73+0,19 ab 2,20+0,12a 2,41+0,17a 2,72+0,12 ab 2,88+0,21 3,0240,19 b
N 2,64+0,44 a 2,46+0,24 a 2,71+0,48 a 2,79+0,34 ab 3,07+0,25 2,86+0,12 ab
Tempo [T] n.s. n.s. n.s. 7,1% n.s. 10,0*
Madeira 45,0%%* 25,8%* 51,8%%* 39,6%** n.s. 35,5%%*
w1
Modalidade 10,1%* n.s. n.s. 10,6* n.s. 12,5%
[M]
TxW n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
WxM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Erro 44,9 74,2 48,2 42,7 41,9

n.s.: ndo significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo (a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, nao
apresentam diferencas significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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2.3.1. Efeito da madeira

As intensidades dos descritores de sabor foram significativamente influenciadas pela
madeira, embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes descritores.
Assim, a madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) na intensidade dos
descritores corpo (45,0% da variacao total), evolucdo (51,8% da variacdo total),
complexidade (39,6% da variacao total) e persisténcia (35,5% da variacao total) e muito
significativo (a<0,01) na intensidade do descritor untuosidade (25,8% da variacao total).

Este fator nao teve efeito significativo nos restantes descritores de sabor.

Os descritores untuosidade, evolucao, complexidade e persisténcia apresentam maior
intensidade nas aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro. Os resultados
obtidos estio de acordo com os resultados obtidos noutros estudos (Caldeira et al., 2013,
2016; Granja-Soares et al., 2020). A maior intensidade destes descritores sugere que as
aguardentes envelhecidas em madeira de castanheiro tém carateristicas de maior

envelhecimento em relagao as aguardentes envelhecidas e madeira de carvalho.

2.3.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As intensidades da maioria dos descritores de sabor ndo foram significativamente
influenciadas pelas condicoes de oxigenacao. Este fator teve apenas efeito significativo
(a<0,05) na intensidade dos descritores corpo (10,1% da variacao total), complexidade
(10,6% da variacao total) e persisténcia (12,5% da variacdo total), sendo o fator que

menos contribuiu para a explicacao da variabilidade total observada.

2.3.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

As intensidades dos descritores de sabor foram significativamente influenciadas pelo
tempo, embora os niveis de significancia sejam distintos para os diferentes descritores.
Assim, o tempo teve um efeito altamente significativo (a<0,001) na intensidade dos
descritores doce (69,9% da variacao total) e amargo (53,5% da variacao total), muito
significativo (a<0,01) na intensidade do descritor adstringéncia (26,1% da variacao total)
e significativo (a<0,05) nos descritores complexidade (7,1% da variacao total) e
persisténcia (10,0% da variacao total). Este fator nao teve efeito significativo nos

restantes descritores de sabor.

A intensidade do descritor doce e adstringéncia tem tendéncia em diminuir ao longo do
tempo enquanto a intensidade dos descritores amargo e persisténcia tém tendéncia em

aumentar.
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2.4 Apreciacao de aroma, sabor e apreciacao geral de aguardente conservada em

garrafa

Na Tabela 16 apresentam-se os resultados da ANOVA e do teste de comparacdo de
médias (LSD-Fisher) realizados aos resultados da aprecia¢ao do aroma, do sabor e geral

nas aguardentes em estudo.

Tabela 16: Resultados da ANOVA relativa a aprecia¢ao do aroma, do sabor e geral (média e desvio padrao).

n.s.: nao significativo; *significativo (a<0,05); **muito significativo (a<0,01); ***altamente significativo
(a<0,001). Os valores médios com a mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferencas

Code Ap. Aroma Ap. Sabor Ap. Geral
B 14,14+0,20 abc 14,074+0,51 b 14,14+0,20 be
2 15 14,29+0,81 abc 14,14+0,40 b 14,11+0,05 be
g 30 13,00+1,01 a 13,21+1,31 b 12,93+1,31 a
g 60 14,89+0,96 be 14,86+0,61 b 14,96+0,76 ¢
° N 13,50+0,71 ab 12,89+1,06 b 13,07+1,11a
o B 13,71+0,81 ab 13,36+0,30 ab 13,46+0,56 ab
8 15 13,71+0,61 ab 13,64+0,30 ab 13,61+0,56 ab
E" 30 13,07+1,11 a 12,57+1,62 ab 12,75+1,36 a
S| 60 13,93+0,20 ab 13,96+0,05 ab 14,00+0,10 b
N 13,39+0,15 ab 13,14+1,21 ab 13,25+1,06 a
B 14,74+0,21 be 14,67+0,23 ¢ 14,69+0,22 be
2 15 15,20+0,16 C 15,11+0,18 ¢ 15,18+0,19 ¢
5 30 14,61+1,03 be 14,25+1,22 C 14,40+1,09 be
é 60 14,91+0,44 bc 14,71+0,35 ¢ 14,7340,24 be
© N 14,10+0,95 ab 13,88+0,73 ¢ 13,94+0,71 b
S B 13,48+0,49 ab 13,21+0,47 a 13,3040,48 a
&l 15 13,88+0,57 ab 13,48+0,23 a 13,63+0,28 ab
E‘ 30 13,45+1,09 ab 12,94+0,59 a 13,17+0,89 a
S| 60 14,29+0,24 bc 13,35+0,16 a 13,69+0,15 ab
N 13,36+0,44 ab 13,30+0,32 a 13,30+0,33 a
Tempo [T] 8,8* n.s. 5,1%
Madeira
Modalidade
[M] 15,3** 12’1** 13,1**
TxW n.s. 12,9% 12,6*
TxM n.s. n.s. n.s.
WxM n.s. n.s. n.s.
Erro 36,3 25,5 26,4

significativas entre si, para um nivel de significancia de a<0,05.
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2.4.1. Efeito da madeira

A madeira teve um efeito altamente significativo (a<0,001) nas apreciacdes do aroma
(39,7% da variacao total), do sabor (49,4% da variacao total) e geral (42,7% da variacao
total). Verificou-se que, para todas as apreciacoes, o efeito da madeira é o principal fator

que contribui para explicar a variacao observada.

As apreciacoes de aroma, sabor e geral s3o maiores nas aguardentes envelhecidas em
madeira de castanheiro. A maior apreciacdo geral encontrada nas aguardentes
envelhecidas em castanheiro esta de acordo com os resultados obtidos noutros estudos
(Caldeira et al., 2010, 2013; Granja-Soares et al., 2020) e confirmam o interesse desta

madeira para o envelhecimento de aguardentes vinicas.

2.4.2. Efeito das condicoes de oxigenacao (modalidade)

As condicoes de oxigenacdao tiveram um efeito muito significativo (a<0,01) nas
apreciacoes do aroma (15,3% da variacao total), sabor (12,1% da variacao total) e geral

(13,1% da variacao total).

Para os trés tipos de apreciacdo das aguardentes, as maiores intensidades foram
tendencionalmente encontradas nas aguardentes oriundas do sistema de
envelhecimento alternativo com 60 dias de microxigenacao e do sistema de tradicional

de envelhecimento em vasilha.

2.4.3. Efeito do tempo de conservacao em garrafa

O tempo teve um efeito significativo (a<0,05) na apreciacao do aroma (8,8% da variacao
total) e na apreciacao geral (5,1% da variacao total). No entanto, este fator nao teve efeito

significativo na apreciacao do sabor.

As apreciacOes do aroma e geral tém tendéncia em aumentar ao longo do tempo. Estes
resultados sugerem que a aguardente em garrafa evolui positivamente em termos da sua
qualidade global, provavelmente devido as modificacoes fisico-quimicas que parecem

ocorrer dentro da garrafa.
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PC2:21.9%

PC3:15.9 %

3. Analise dos componentes principais (PCA)

Tendo em conta os resultados da ANOVA efetuada anteriormente e recorrendo apenas
as variaveis em que se detetaram efeitos significativos dos fatores em estudo, foi efetuada
uma analise de componentes principais com o proposito de ajudar a compreender a
relacdo entre os resultados da analise sensorial e a analise dos compostos volateis. Com
esta analise pretende-se igualmente verificar a utilidade das variaveis para discriminar
as amostras de diferentes modalidades de envelhecimento e diferentes tempos de

envelhecimento.

3.1 Projecoes dos compostos volateis

As projecdes no plano dos trés primeiros componentes principais (PC1 vs PC2 e PC1 vs
PC3) sao apresentadas na Fig. 8. A projecao dos compostos volateis normalizado com os
efeitos de cada fator estudado (A e B) reuniu cerca de 64% de variancia total acumulada.
A projecao das amostras de aguardente, efetuada em PCA simples (C e D) reuniu cerca

de 67% de variancia total acumulada.
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Figura 8: Projecao no plano dos compostos volateis e das amostras de aguardente em relacdo aos trés
primeiros componentes principais (PC1 vs PC2 e PC1 vs PC3).

A e B: normalizado com os efeitos dos estudados. C e D: projecio de todas as amostras estudadas.
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O primeiro componente representa 25,7% da variancia total, e parece contribuir para a
separacao das amostras de aguardente em funcao do tipo de madeira usado no
envelhecimento e do sistema de envelhecimento (Fig. 8A). As amostras de aguardente
envelhecidas no sistema tradicional em vasilha (B) posicionam-se do lado positivo do
componente 1 e as amostras do sistema alternativo (15, 30, 60 e N) tendem a localizar—
se do lado oposto, ndo se verificando grande discriminacao entre elas. Ao sistema
tradicional aparecem associadas com maior peso as variaveis acetato de isobutilo e acido
acético, enquanto que ao sistema alternativo aparecem associadas os fendis volateis (4-
metilguaiacol, siringol, 4-metilsiringol e guaiacol). No que se refere a separacao das
madeiras observa-se que as amostras que envelheceram em castanheiro (C) se localizam
maioritariamente do lado positivo e as que envelheceram em carvalho Limousin (L) se
localizam maioritariamente do lado negativo. Associada a madeira de castanheiro
aparecem os elevados teores de vanilina, isobutirato de etilo e HMF enquanto que a
madeira de carvalho Limousin aparecem os elevados teores de f-metil-Y-octalactona e

4cido hexanodico.

O segundo componente que explica 21,9% da variancia total, e reforca a discriminacao
observada anteriormente no que se refere a madeiras utilizadas no envelhecimento e
sistemas de envelhecimento (Fig. 8A). Pode verificar-se ainda uma separacao da
modalidade com azoto (N), das outras modalidades de oxigenacao. Esta variacao é ténue

devido ao forte efeito da vasilha em relacao a estas modalidades.

O terceiro componente que explica 15,9% da variancia total e contribui para a separacao
das amostras de aguardente em funcdo do tempo de conservacio em garrafa,
localizando-se as amostras do tempo zero (To) do lado positivo do eixo e as amostras
apos a conservacao de seis meses em garrafa (T6) a localizarem-se do lado negativo (Fig.
8B). As variaveis com maior contributo para este componente sao o acetato de isoamilo

para o lado positivo e o linalol e octanoato de etilo para o lado negativo.

Na Figura 8 (B e C) estdo representadas as projecoes das diferentes amostras como
resultado de uma PCA simples sem entrar com os efeitos estudados. Neste caso pode
observar-se claramente o posicionamento das diferentes amostras reforcando as
diferencas entre madeiras utilizadas no envelhecimento, sistemas (Vasilha vs Sistema

alternativo) e os diferentes niveis de oxigenacao.
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3.2 Projecoes dos descritores sensoriais

As projecoes no plano dos trés primeiros componentes principais (PC1 vs PC2 e PC1 vs
PC3) sao apresentadas na Fig. 9. A projecao dos descritores sensoriais normalizado com

os efeitos de cada fator estudado (A e B) reuniu cerca de 57,7% de variancia total
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Figura 9: Projecdo no plano dos descritores sensoriais em relacdo aos trés primeiros componentes
principais (PC1 vs PC2 e PC1vs PC3).
A e B: normalizado com os efeitos dos estudados.

O primeiro componente representa 36,4% da variancia total, e parece contribuir para a
separacao das amostras de aguardente em funcdo do tipo de madeira usado no
envelhecimento e do sistema de envelhecimento (Fig. 9A). No que se refere a separacao
das madeiras observa-se que as amostras que envelheceram em castanheiro (C) se
localizam maioritariamente do lado negativo e as que envelheceram em carvalho
Limousin (L) se localizam maioritariamente do lado positivo. Associada a madeira de
carvalho Limousin aparecem os descritores de palha, citrino, dourado e cola/verniz
enquanto que a maioria dos restantes descritores se encontram associados a madeira de
castanheiro. As amostras de aguardente envelhecidas no sistema alternativo nas
modalidades de azoto (N) e 30 dias de microxigenacao (30) posicionam-se do lado
positivo do componente principal 1 e as restantes amostras do sistema alternativo (15 e
60) e as do sistema tradicional (B) tendem a localizar—se do lado oposto. Ao sistema
alternativo nas modalidades de azoto e 30 dias de microxigenacao aparecem associadas

com maior peso as variaveis caudas e alcool.

O segundo componente que explica 12,4% da variancia total, e reforca a discriminacao
observada anteriormente no que se refere a madeiras utilizadas no envelhecimento e
sobretudo relativo a discriminacdo com o tempo de envelhecimento (Fig. 9A). As

amostras do tempo zero (To) localizam-se do lado positivo do eixo e as amostras apos a
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conservacao de seis meses em garrafa (T6) localizam-se do lado negativo. Ao tempo zero
aparecem associadas com maior peso o descritor doce, enquanto que para as amostras
apos conservagao de seis meses em garrafa se encontram maioritariamente associadas

ao descritor amargo.

O terceiro componente que explica 8,0% da variancia total e contribui para a separacao
das amostras de aguardente em funcao modalidades de microoxigenacao (Fig. 9B) e mais
uma vez reforca a separacao da qualidade das amostras em funcao dos diferentes fatores
selecionados no estudo. As varidveis com maior contributo para este componente sdo o

dourado e cola/verniz para o lado positivo e o amargo para o lado negativo.
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Capitulo 5 - Conclusoes

Tendo em conta os resultados apresentados no decorrer do presente trabalho,

apresentam-se as consideracoes finais.

Neste trabalho foram identificados e quantificados em aguardentes vinicas envelhecidas
cerca de 30 compostos odorantes pertencentes a diferentes familias quimicas
nomeadamente fendis (fenodis volateis, aldeidos fendlicos e fenilcetonas), lactonas
(isomeros da [-metil-Y-octalactona), aldeidos furanicos, ésteres, acidos, alcoois e
compostos terpénicos, com origem no destilado e/ou provenientes do contacto com a

madeira.

Foram estudados diferentes fatores, nomeadamente o tipo de madeira, sistema de
envelhecimento e tempo de conservacao em garrafa e avaliada a sua influéncia no teor
dos compostos volateis odorantes e na analise sensorial das aguardentes envelhecidas,

tendo-se verificado que o tipo de madeira utilizado foi o fator mais discriminante.

Tendo em conta os resultados apresentados é possivel afirmar que este trabalho
confirmou as potencialidades da utilizacdo da madeira de castanheiro no envelhecimento

de aguardentes.

O sistema de envelhecimento alternativo (aduelas + microxigenagdo) originou
aguardentes com uma composicdo quimica diferenciada em relacdo ao sistema
tradicional e também com alguma diferenciacio no perfil sensorial. Assim, as
aguardentes de sistema alternativo aparecem associadas a teores mais elevados de alguns
compostos odorantes, nomeadamente alguns fendis volateis. Relativamente as
diferentes modalidades de microxigenacao estudadas, no sistema alternativo a que
revelou melhores resultados, do ponto de vista sensorial, foi aquela em que a
microxigenacao de maior fluxo se realizou durante os primeiros 60 dias e s6 depois se

reduziu durante o restante tempo de envelhecimento.

A conservacao das aguardentes em garrafa é uma pratica que ocorre habitualmente
depois do envelhecimento em madeira e sobre a qual nao existia qualquer informacao
cientifica publicada, que se tenha conhecimento. Este trabalho apresenta os primeiros
resultados sobre este tema. Os resultados obtidos sugerem que estarao a ocorrer
fenomenos quimicos dentro da garrafa dado que se verificou a alteracao de teores de

alguns compostos volateis odorantes e em termos sensoriais verificou-se um aumento da
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apreciacdo geral da aguardente. Este trabalho constituiu uma primeira abordagem sobre
esta tematica, sendo necessario realizar mais estudos para aprofundar os resultados

obtidos.

Finalmente é importante salientar que parte dos resultados e conclusées do presente
trabalho deram origem a uma comunicacdo oral apresentada no congresso CMR-
International Conference on Multidisciplinary Research, cujo resumo foi publicado na
revista Millenium intitulado de “Volatile Phenols in Aged Wine Spirits: Role, Contents
and Impact of Ageing Systems” (Anexo II), um resumo intitulado de “FTIR-ATR, FT-
RAMAN and GC-FID assessment of discrimination of aged wine spirits under different
conditions” est4 aceite para apresentacdo em poéster no ambito do XV Encontro de
Quimica dos Alimentos (Anexo III) que decorrera de 5 a 8 de Setembro de 2021, no
Funchal, I1ha da Madeira. Este trabalho deu ainda origem a um artigo publicado com o
titulo “Wine Spirit Ageing with Chestnut Staves under Different Micro-Oxygenation
Strategies: Effect on the Volatile Compounds and Sensory Profile” na revista Applied

Sciences 2021, Volume 11, Issue 9, 3991 (Anexo IV).
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Anexos

Anexo I - Ficha de prova de aguardentes

EVN-servico DE PROVA ORGANOLEPTICA - Ficha de avaliagio de aguardentes vinicas -2020

Provador

CARACTERISTICAS
(intensidade de 0 a 5)*
COR

Citrino
Palha
Dourado
Topazio
Esverdeado

AROMA

Alcool

Frutado.

Floral
Vanilina/baunilha
Madeira

Ranco (bom)
Especiarias
Caramelo
Queimado/Torrado
Frutos secos
Fumo/Cinzas

Café

Adocicado
Herbaceo

Caudas

Acetato Etilo/Cola/Verniz
Borracha
OUTROS

SABOR

Doce

Macio
Queimante
Adstringéncia
Aépereza
Amargo
Corpo
Untuosidade
Evolucdo
Complexidade
Aroma de boca
Persisténcia
OUTROS

APRECIACOES
(Nota 1 a 20)
Aroma

Sabor

Geral

Data / /

- AMOSTRAS

*1-muito fraca, 2-fraca, 3-média; 4-forte; 5 muito forte
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Anexo II — Comunicacao Oral

A comunicagao oral foi realizada no ambito do congresso CMR-International Conference
on Multidisciplinary Research que aconteceu em Viseu nos dias 1 e 2 de julho de 2021.
Complementarmente a comunicacdo oral, foi realizado um resumo publicado na revista

Millenium (Journal of Education, Technologies, and Health):

Oral presentation in conference

Caldeira, I., Granja-Soares, J., Vitoria, C., Anjos, O., Fernandes, T. A., Fargeton, L.,
Boissier, B., Catarino, S., Canas, S. (2021). Volatile phenols in aged wine spirits: role,
contents and impact of ageing systems. CMR | International Conference on
Multidisciplinary Research. 1 to 2 July. Polytechnic Institute of Viseu, Viseu, Portugal.
Oral presentation by Ilda Caldeira.

Abstracts in international indexed jornal — other indexers
Caldeira, I., Granja-Soares, J., Vitoria, C., Anjos, O., Fernandes, T. A., Fargeton, L.,
Boissier, B., Catarino, S., Canas, S. (2021). Volatile phenols in aged wine spirits: role,

contents and impact of ageing systems. Millenium, 2(ed espec n°8), 89.
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The volatile phenols (eugenol, guaiacol, 4-methylguaiacol, syringol, 4-methylsyringol and 4-allylsyringol) are odorant compounds
that may exist in aged wine spirits resulting from their contact with wooden barrels during the ageing process. These compounds,
which are eriginated from wood lignin's, revealed an impertant sensory impact in aged wine spirits due to their low sensory
thresholds and correlations with sensory attributes such as woody, toasted, smoke, which have a close relationship with the
quality of these beverages. The wine spirits are traditionally aged in wooden barrels but the use of wood fragments, with or
without micro-oxygenation, is a technological alternative that has been recently studied by our team with promising results. This
work presents an overview of volatile phenols’ amounts in wine spirits aged in wooden barrels during different ageing times and
using two kinds of wood (chestnut versus oak). These compounds were quantified by GC-FID, after a previous extraction and
concentration steps, and their identification was assessed by GC-MS. It is also examined the results and the impact of alternative
technologies on the amounts of such compounds. The ANOVA results showed a significant effect of the ageing system and the
wood botanical species on the volatile phenols contents.
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Anexo III — Resumo para Péster

O resumo encontra-se no ambito do XV Encontro de Quimica dos Alimentos que
decorrerd no Funchal entre os dias 5-8 de setembro de 2021 e foi aceite para
apresentacao em forma poster.
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Spectroscopic technigues namely Fourier transform infrared spectroscopic with attenuated total reflectance (FTIR-ATR) and FT-
RAMAN can be powerful tools to assess the quality of many different foods and beverages.*?

The aim of this work was to evaluate the performance of FTIR -ATR, FT-RAMAN and GC-FID to discriminate wine spirits aged with
chestnut wood during one year in 250 L wooden barrels and in 50 L demijohns with staves combined with different micro-
oxygenation levels.

Different approaches were used to evaluate the differences between the wine spirits resulting from the ageing modalities studied.
The first one was the application of GC-FID for the quantification of odorant compounds in the wine spirits.2 The second one was
the evaluation by spectroscopy technigues, specifically FTIR-ATR and FT-RAMAN.

GC-FID analysis was performed in a chromatograph (Agilent Technologies 6890N) equipped with fused silica capillary column of
polyethylene glycol (HP-INNOWax, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), 30 m, 0.32 mm i.d., 0.25 pm film thickness, under
the chromatographic conditions described by Caldeira et al. (2021).2

FTIR-ATR spectra were acquired in a Bruker FTIR spectrometer (Alpha) with a resolution of 4 cm™ in the wavelength region 4000-
400 ecm?, using a diamond single reflection attenuated total reflectance (ATR). All spectra were obtained with 32 scans. The FT-
RAMAN spectra were acquired using a FT-RAMAN spectrometer (BRUKER, MultiRAM) with a spectral resolution of 4 cm, scanner
velocity of 5 KHZ and 100 scans per sample. All spectra (from FTIR-ATR and FT-RAMAN) were collected at a constant room
temperature of 20 °C.

ANOVA results showed a significant effect of the ageing modality on the contents of volatile compounds, namely linalool, acetic
acid, syringol and ethyl acetate. Regarding the principal component analyses performed with the results from the three
methodologies, it was found a clear separation of the aged spirit samples based on the technology used in the ageing process
(Figure 1).
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Figure 1: Principal component analysis of GC-FID, FTIR-ATR and FT-RAMAN of wine spirits samples from different ageing modalities

Great differentiation of the volatile composition between samples from alternative ageing processes and those from the
traditional process in wooden barrels was observed. This differentiation was also found by the spectroscopy technigues applied,
with more accurate results observed for RAMAN. These outcomes show that FTIR-ATR and FT-RAMAN are powerful techniques
for the quality control of wine spirits, since they allow a quick discrimination between samples produced with different
methodologies.
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Abstract: The purpose of this work is to evaluate the wine spirit aged by an alternative process
(staves combined with different micro-oxygenation levels) and its comparison with the traditional
process (wooden barrels). This evaluation was made by analyzing the volatile compounds and
sensory profile of the spirits during 365 days of ageing. The findings confirmed the role played
by oxygen in the volatile profile of aged wine spirits. Samples of alternative ageing modalities
were well distinguished from those of wooden barrels based on the volatile profile, namely on the
concentrations of several volatile phenols. From a sensory point of view, the results are promising
with high overall consistency scores obtained from samples of alternative ageing process modalities.
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1. Introduction

The traditional process for ageing wine spirits consists of keeping them, after the
distillation, in wooden barrels for a longer or shorter period of time, from several months
to several years. Traditionally, the oak wood, especially from the French region of Limousin
(mostly Quercus robur L.), is used for making the barrels for the ageing of wine spirits [1].
Nevertheless, the results from several studies [2] revealed the suitability of chestnut barrels
for the ageing of wine spirits.

Appl. Sci. 2021, 11, 3991. https:/ /doLorg/10.33%0/app1 1093991

https:/ / www.mdpi.com/journal /applsci

83


https://doi.org/10.3390/app11093991

Appl. Sci. 2021, 11,3991

30f15

from TCI (Zwijndrecht, Belgium), ethyl butyrate was purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). 2-Methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-propanol and acetalde-
hyde were purchased from Fluka (Buchs, Switzerland). The proportion of isomers cis and
trans from B-methyl-y-octalactone were determined before being used for calibration.

2.2. Wine Spirit Samples and Experimental Design
The same wine spirit obtained by column distillation in Lourinha region (Portugal),

at a Portuguese winery (Adega Cooperativa da Lourinha) was used to fill several vessels

corresponding to five modalities with different ageing conditions:

e (CB—250 L wooden barrel of chestnut wood;

e CO15—50 L glass demijohns with chestnut staves and micro-oxygenation with a flow
rate of 2 mL/L/month during the first 15 days followed by 0.6 mL/L/month until
365 days;

e CO30—50 L demijohns with chestnut staves and submitted to a micro-oxygenation with
a flow rate of 2 mL/L/month during the first 30 days followed by 0.6 mL/L/month
until 365 days;

e CO60—50 L glass demijohns with chestnut staves and submitted to a micro-oxygenation
with a flow rate of 2 mL/L/month during the first 60 days followed by 0.6 mL /L /month
until 365 days;

e CN—50 L demijohns with chestnut staves and nitrogen application with a flow rate of
20 mL/L/month (nitrogen modality).

The dissolved oxygen content in each modality was controlled over the time, as

described previously [24] and the values are shown in Figure 1.

0 120

20 R
Days of ageing

Figure 1. Average dissolved oxygen content in each ageing modality, during the ageing period
(adapted from [24]).

Two replicates of each modality were carried out and the chestnut wooden barrel
and staves were submitted to medium plus toasting at the cooperage (J. M. Gongalves,
Palagoulo, Portugal). The number of staves (50 cm length x 5 cm width x 1.8 cm thickness)
introduced into the demijohns was planned in order to mimic the surface area to volume
ratio of a 250 L barrel (85 cm?/L).

The supply of pure oxygen (X505 Food, Gasin, Perafita, Portugal) in the 50 L demijohns
was done through a multiple diffuser micro-oxygenator (VISIO 6, Vivelys, Viileneuve-lés-
Maguelone, France) with ceramic diffusers, at different flow rates according to the ageing
modality (O). Pure nitrogen (N) (X508 Food, Gasin, Perafita, Portugal) was supplied during
the ageing experiment through a specific apparatus (Gasin, Perafita, Portugal).

All the ten experimental units, located in the cellar of Adega Cooperativa da Lourinha
in similar environmental conditions, were sampled at a middle height and over specific
time periods (at 8, 60, 180, 270 and 365 days of ageing) in order to monitor the target volatile
compounds: acetaldehyde, linalool, acetic acid and syringol.

octalactone, 4-propylguaiacol, 4-methyl-syringol, 4-allyl-syringol were purchased from
Aldrich (Steinheim, Germany); 4-ethylguaiacol, DL-malic acid diethyl ester were purchased
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At the experiment’s conclusion (365 days), the samples were taken for odorant profile
screening and sensory evaluation of the wine spirits.

At the beginning of the experiment, a sample of the unaged wine spirit was also
taken, and the target and odorant compounds as well as the sensory characteristics were
determined. This sample was coded as a control spirit.

2.3. Analysis of Odorant Compounds of Wine Spirits

At the end of the ageing experiment, the analysis was focused on the volatile com-
pounds previously assigned as odorant compounds [11]. These odorant compounds
included some major volatile compounds, such as 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol
and 2-methyl-1-propanol, which were quantified by GC-FID in the wine spirit distillate,
and several minor volatile compounds that were analysed by GC-FID after previous steps
of extraction and concentration.

During the ageing experiment, four target volatile compounds (acetaldehyde, acetic
acid, linalool, and syringol) were analyzed.

2.3.1. Quantification of Major Volatile Compounds by GC-FID

Acetaldehyde, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-propanol, and
ethyl acetate were determined by GC-FID, following a previously validated method [26].
The samples of 10 mL of each wine spirit distillate, previously added of 1 mL of 5-methyl 2-
pentanol (internal standard) were manually injected (1 uL) on Focus GC (Thermo Scientific,
Whaltham, MA, USA) chromatograph coupled to a flame ionization detector (FID) and
equipped with fused silica capillary column of polyethylene glycol (DB-Wax ] & W Scien-
tific, Folsom, CA, USA), 60 m, 0.32 mm i.d., 0.25 um film thickness. The chromatographic
conditions were: injector (200 “C) detector (250 “C); carrier gas hydrogen (3.4 mL/min and
split ratio 1:6); oven temperature program: 10 °C/min from 35 °C (8 min isothermal) until
200 °C and held at this temperature for 9 min.

The quantification was done by analyzing hydroalcoholic solutions of the standards
in similar conditions.

2.3.2. Quantification of Minor Volatile Compounds by GC-FID

Previous to the analysis by GC-FID, a volume of 100 mL of each wine spirit added
of 1.6 mL of 5-methyl-2-hexanol as an internal standard (IS, 81.0 mg/L 50% ethanol so-
lution) and 0.5 mL of 3,4-dimethylphenol (IS, 100 mg/L in ethanol) was extracted with
dichloromethane (30, 10 and 10 mL) and concentrated on a rotary evaporator (Bichli
rotavapor R114 at 42 £ 0.5 °C, without vacuum) until a volume of about 0.25 mL according
to the method previously validated [27]. Each extract was analyzed under the following
chromatographic conditions: Agilent Technologies 6890 Series gas chromatograph (Wilm-
ington, DE, USA) coupled to a flame ionization detector (FID) and equipped with a fused
silica capillary column of polyethylene glycol (INNOWax of J&W Scientific, Folsom, CA,
USA), 30 m, 0.32 mm i.d., 0.25 um film thickness; injection volume of 0.8 uL; injector and
detector temperatures (250 “C); carrier gas hydrogen (2.4 mL/min and split ratio 1:25);
oven temperature program: 3.5 “C/min from 35 °C (6 min isothermal) to 55 °C, 7.5 °C/min
to 130 °C, 5 °C/min to 210 “C (30 min isothermal). For each sample, the extractions were
done in duplicate, and each extract was analyzed in triplicate.

The quantification of minor volatile compounds (acetic acid, linalool, guaiacol, 4-
methylguaiacol, eugenol, syringol, 4-methylsyringol, vanillin, acetovanillone, ethyl isobu-
tyrate, ethyl butanoate, isoamyl acetate, trans-2-hexenol, ethyl octanoate, furfural, 5-
methylfurfural, butanoic acid, 2-methylbutanoic acid, hexanoic acid, 2-phenylethanol,
4-ethylguaiacol, dodecanoic acid, 5-hydroxymethylfurfural, 4-allylsyringol) was based on
calibration curves, which were established by the extraction of hydroalcoholic solutions of
standards and their chromatographic analysis under similar conditions.
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2.3.3. Analysis by GC/MS

The compounds identification was done by injection of 0.4 uL of each sample on
a GC-MS equipment (Magnum, Finnigan Mat, San Jose, CA, USA) with a polyethylene
glycol fused silica capillary column (HP-INNOWax of J&W Scientific, Folsom, CA, USA,
30 m, 0.25 mm, 0.25 um thick), employing helium as carrier gas at 83 kPa pressure; the
injector worked with split ratio 1:60 at 250 °C; the transfer line was also at 250 °C; the oven
temperature program: 3.5 °C/min of 35 °C (6 isothermal minutes) to 55 °C, 7.5 °C/min to
130 °C, 5 °C/min to 210 °C and kept at this temperature for 30 min. The mass
worked in the electron impact mode at 70 eV and scanned the mass range of m/z 20-340.

The identities of volatile compounds were carefully confirmed by assessment of Kovats
retention index (KI) and by MS fragmentation pattern with those of reference compounds
and with mass spectra in the NIST libraries.

2.4. Sensory Evaluation of Wine Spirits

The aged wine spirits samples were assessed by a group of eight tasters according to
the procedure previously described [25].

The sensory attributes, previously generated, included sixteen orthonasal aroma
attributes (alcohol, fruity, vanilla, wood, rancid, spicy, caramel, toasted, dried fruits, smoke,
coffee, sweet, green, tails, glue, and caoutchouc) and twelve gustatory attributes (sweetness,
smooth, burning, astringency, roughness, bitter, body, unctuous, flavor complexity, flavor
evolution, retronasal aroma, and persistence).

The aged wine spirits samples were diluted with water fifteen days before the tasting
session to reduce the ethanol content to 40% v/v, and they were kept in the dark at 20 °C
until analysis.

The tasting session was carried out in the Instituto Nacional de Investigagio Agraria e
Veterinaria (INIAV) tasting room with individual white boots, and 30 mL of each sample
was assessed in standard wine-tasting glasses (ISO 3591) [25]. The sensory evaluation was
done in the morning between 10:00 a.m. and 12:00 a.m., and the tasters evaluated the
samples, coded with three random digits, and presented in each session in balanced order
to eliminate first-order carryover effects [29].

The tasters were asked to evaluate the sensory attributes with a structured scale (0-
no perception to 5-highest perception) and to rate the overall quality of the wine spirits,
from 0 to 20. The sensory data were collected by the Tastel software (ABT Informatique,
Rouvroy-sur-Mame, France).

2.5. Statistical Analysis of Data

The analytical and sensory data determined in the aged wine spirits samples after
365 days of ageing were submitted to a one-way analysis of variance (ANOVA) to verify
the influence of the micro-oxygenation modality on the sensory and volatile composition.

Similar analysis was done at each sampling time with the data of target compounds.
The variance homogeneity was assessed (Cochran test); when a statistically significant
effect was found (p < 0.05) the least significant difference (LSD) test was applied to compare
the means.

Heatmaps analysis was performed, firstly, with the volatile compounds and there-
after with the sensory attributes presenting significant effects with the ANOVA. The r
value of Pearson correlation was determined for both group of data and correlated using
the clustering analysis. On the heatmaps, different colours represent the positive r and
negative one.

For all above-mentioned analysis, Statistica version 7.0 software (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA) was used.

3. Results and Discussion

In this study, the effects of different micro-oxygenation strategies on the content of
odorant compounds, that is the volatile compounds previously identified as key odorants
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in aged wine spirits [11], were evaluated. Additionally, acetaldehyde and ethyl acetate
were also quantified.
A sensory assessment of control and aged spirits was also carried out.

3.1. Evolution of Target Volatile Compounds over the Ageing Experiment

Table 1 exhibits the results of the target volatile compounds over the ageing time and
the corresponding graphical representation to clearly show the behavior over the time.
These compounds were chosen as targets from a wide set of volatile compounds in wine
spirits [1] because they have different origins and different behaviors during the ageing
time according to previous research made on alternative ageing technologies without
micro-oxygenation [8,10].

Table 1. Concentration (mg/L) of target volatile compounds quantified in the wine spirits sampled from different ageing
modalities over the time (8, 60, 180, 270 and 365 days) and ANOVA summary.

Ageing Time (days)
0 8 60 180 270 365
Significance level - ns ns ns ns 0.008
Linalool CB 0.30 027 022 020 014
(mg/L) co15 028 027 024 021 017*
HO. /= CO30 031 029 0.26 026 023 025°
(><:/=< CO60 027 024 023 019 025°
CN 028 0.26 024 020 0.16°
Significance level - ns ns 0.016 0.001 0.013
Acetaldehyde CB 40.03 61.05 58824 43994 56.64 4
(mg/L) Cco15 4090 51.59 64.84° 59.18° 66.01°
) CO30 2890 4351 56.75 65.66° 57.39% 60.09 b<
Ay CO60 1699 67.93 66.20° 56.80 59.68°
CN 4351 61.05 58.91° 43.10° 51.43°
Significance level - 0.018 0.002 0.000 0.000 0.000
Acetic adid CB 153.21° 278.62" 361.03¢ 381.05¢ 427.14¢
(mg/L) co15 141.14° 177.73* 243.14° 257360 24685°
o CO30 8484 136.65* 222.63% 27.29% 228154 24520°
M COs0 141.61° 197.79 % 23589"° 247.97% 25433°
CN 133.65% 195.48 0 20558 4 20083 * 21829 °
Significance level - 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000
Syringol CB 0147 022+ 0242 027 028
(mg/L) Cco15 0.27% 103 146° 150° 139%
- Cco30 0.00 025b 10k 142° 137b 1430
"»‘C"\aj) T COo60 027° 1040 1390 1420 148°
CN 023® 093" 1340 1.38% 130°

For each compound and for each ageing time, means within the same column followed by different uppercase letters (*, ®, ©) are significantly

different (p < 0.05).

Linalool, a terpenic alcohol proceeding from the grapes [30], is normally present in
unaged wine spirits, as can be observed in Table 1, and it is usually linked to a floral, violet
odor [11]. The linalool amount of 0.31 mg/L in the control wine spirit sample is according
with the values range (0.17-0.50 mg/L found in other wine spirits [10,31]. Conversely, it
is lower than the amounts found in distillates made from Muscat wines [32], as the result
of high levels of this compound in Muscat grapes [30]. In the present work, the linalool
amount was not affected by the MOX strategies until 270 days of ageing. Only at the end of
the ageing experiment (365 days) were significantly higher amounts observed in the spirits
produced with CO30 and CO60 MOX. The increase in linalool concentration has been
ascribed by several authors to the availability of different precursors capable of generating

87



Appl. Sci. 2021, 11, 3991

7of15

this alcohol during ageing, particularly glycosidic precursors [33] and terpene diols [34].
The acidic hydrolysis of terpene glycosides result in a molecular rearrangement of the
monoterpenols, which are then converted into other compounds such as linalool [35,36].
The higher concentration of oxygen in these MOX modalities (CO30 and CO60) resulted
in an increase of electron-deficient oxygen species, such as aldehydes and carboxylic
acids [24], contributes to reduce the pH of the medium, and may lead to the degradation of
terpene glycosides. A slight decrease over the time of the linalool was observed in all the
other modalities. A similar decrease was pointed out during an ageing experiment of two
years [10]. The non-saturation characteristic of the double bond relates to the capability
to participate in addition reactions, which is enabled by the 7 bond’s weak energy. The
cyclization product of monoterpes catalyzed in acidic medium, is well known and can
produce the two cineoles, by dehydration and direct cyclization or by the production of
a-terpineol [36]. On the other hand, the high electronic density at the level of a double
bond, as well as the accessibility of electrons 71, means that electrophilic reagents (H", R,
among others) would be the primary cause of attacks. Due to its own reactivity, the double
bond is a weak point in the carbon chain, and certain reactions, such as oxidation reactions,
can lead to a rupture between two double bonded carbons. The linalool concentration
presented in freshly distilled wine spirits supposed to be consumed over time, as there is
no way to form it in the reaction mixture, given that primarily sources of terpenes are the
grapes skins and pulp [35,37,38]. Our findings for this compound might suggest further
studies to determine whether it can be used as a marker of the authenticity of the wine
distillate, as well as of its ageing time, since the longer it ages, the less linalool in its free
state should be present.

Acetaldehyde, which is linked to a fruity note [13], was present in the unaged wine
spirit (Table 1) with an amount of 28.9 mg/L. Indeed, acetaldehyde is a major volatile
compound that is produced by yeasts during the wine fermentation process and recovered
in the distillate [1], and a by-product of ethanol oxidation metabolism. During the ageing
experiment its amount increased over time in all modalities with a slight decrease between
180 and 270 days of ageing. In the first two sampling times (8 and 60 days) there was
no significant differences between the five ageing modalities. However, at 180, 270, and
365 days, significant differences between the acetaldehyde concentration in the wine spirits
resulting from several ageing modalities was detected (Table 1). The highest amounts
were found in wine spirits produced with MOX (CO15, CO30 and CO60) and the lowest
ones were found in the wine spirits aged in wooden barrels and with nitrogen. This
behavior was expected because the presence of acetaldehyde is related to ethanol oxidation;
in more oxidative environments, its higher concentration is not surprising. At the last
sampling time, it was possible to discriminate the wine spirit samples proceeding from
different alternative modalities based on the acetaldehyde amounts, which were lower in
the samples from the nitrogen modality (CN) and higher in CO15 samples. The amount of
acetaldehyde found in micro-oxygenation modalities samples should be closely monitored.
However, due to its high reactivity even in mild conditions, it is expected that the presence
of acetaldehyde will decrease over time. Its reactivity is due to the fact that it has a
trigonal carbon electrophile which is attacked by nucleophiles for the formation of a
tetrahedral products or intermediates. The most important trigonal electrophiles found in
wine spirits include carbonyl groups, which are classified as follows: aldehydes > ketones >
esthers > carboxylate ions. This order is easy to understand. The aldehyde AEy; has the
lowest activation energy for disrupting 7 stabilization, whereas the carboxylate ion has the
highest [39].

Acetic acid derives from the wine distillate, from the oxidation of ethanol via ac-
etaldehyde, and from the acetyl groups found in the wood xylans, an important type
of hemicelluloses [40]. Acetic acid is related to vinegar aroma [11,12] and existed in the
unaged wine spirit (Table 1). Its concentration increased over the ageing time in accor-
dance with other works [10,14,41,42]; which is associated with ethanol oxidation during
ageing [43]. Nevertheless, significant differences in the acetic acid amounts were verified

88



Appl. Sci. 2021, 11, 3991

Sof 15

in the wine spirits originated from different ageing modalities. The highest amounts were
determined in the samples aged in the wooden barrels while the lowest were determined in
samples from nitrogen modality (CN), confirming that its origin is linked to the oxidation
of ethanol and acetaldehyde. These results pointed out the oxygen importance in the acetic
acid formation and its increase during the ageing process.

Indeed, according to previous studies, acetaldehyde rates are high in very old aged
spirits [14] or very old aged wkiskies as result of ethanol oxidation [15], and acetaldehyde
oxidation into acetic acid. Esterification between acetic acid and ethanol has been verified
by ethyl acetate formation [15]; therefore, ethyl actetate quantification in wine spirits
samples at the end of ageing experiment was made (Table 2). The results revealed slightly
higher amounts of ethyl acetate in samples aged in wooden barrels and the lowest occurred
in the nitrogen modality (CN), while MOX samples presented intermediate values, in
accordance with results for acetic acid. However, only the CB modality showed higher
concentration of ethyl acetate than the unaged wine spirit, suggesting that ethyl acetate
hydrolysis occurred in MOX and CN modalities (Figure S1-Suplementar material).

Table 2. Concentration (mg/L) of odorant compounds quantified in wine spirits sampled from different ageing modalities
at the end of the ageing experiment (365 days) and the summary of one-way ANOVA.

Aged Wine Spirits after 365 Days of Ageing Modality

Odorant Compound Significance Level - pr p— e N
Isobutyl acetate 0.002 236 181° 055 00 00* 134°
Ethyl hexanoate 0.009 1.20 1.89¢ 1.72b 1.72% 1.80 b« 158°

Guaiacol 0.001 0.00 o1® 0s51° 045® 046° 048"
4-Methylguaiacol 0.004 0.00 0.05° 031b 028% 025" 028"
Eugenol 0.021 0.00 033¢ 028 030°< 0284 0232
4-Methylsyringol 0.000 0.00 036° 1.24¢ 124 126°¢ 1.09%
Vanillin 0.014 0.00 7.74" 752% 7.04° s21® 497*
Acetovanillone 0.003 0.00 034° 0.80 b« 0.81 b« 097°¢ 077°%
Ethyl acetate 0.003 459.88 47254¢ 389.74%  37485%b  38228° 33522*

For each compound of aged wine spirit samples, means within the same row followed by different upperrcase letters (%, ®, ) are significantly

different (p < 0.05).

The different amounts of oxygen in the CN and MOX modalities (Figure 1) could
explain the differences in acetaldehyde as well. The acetic acid differences between barrels
and the other modalities can be related to differences in wood extraction Thus, further
research is needed to understand these differences.

Syringol, which is associated with odor notes of wood, smoke [11], is absent on unaged
spirit (Table 1), as observed in other works [8,10]. Its presence in aged wine spirits has been
assigned to wood lignin degradation [44]. Its amount increased over the time but the kinec-
tics are quite different according to the ageing modalities (Table 1). In fact, its concentration
was always higher in wine spirits proceeding from the MOX modalities (CO15, CO30,
CO60) and nitrogen modality (CN) than in those resulting from the wooden barrels (CB).
Similar results were previously obtained; with high concentration of syringol found in
spirits aged with alternative ageing systems without [10] and with micro-oxygenation [25]
in comparison with those aged in wooden barrels. These findings lead us to believe that
the degradation of wood lignin can increase in the MOX modalities giving rise to higher
concentration of syringol in the beverage. Additionally, since lignins are degraded in con-
tact with alcoholic beverages [45,46), these results suggest a more intense lignin extraction
and degradation in MOX and N modalities. Nevertheless, contribution of wood variability
and/or the extraction rate of syringol to such a variation should not be excluded [10,47].

3.2. Odorant Compounds of Aged Wine Spirits

At the end of the ageing experiment (365 days), the odorant compounds of the
aged wine spirits were quantified. The ethyl isovalerate is not quantifiable and the
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ethyl-2-methylbutanoate, B-methyl-y-octalactone, diethyl malate, 4-propylguaiacol and
4-ethylphenol were not detected in these samples. The ANOVA results (Table 2) pointed
out a significant effect of the ageing modality on the contents of twelve compounds, which
include the four previously mentioned and discussed (linalool, acetic acid, syringol and
ethyl acetate). On the other hand, the concentrations of other 17 odorant compounds were
not affected (Table S1-Suplementar material).

Regarding isobutyl acetate, which is related to fruity notes [45], higher concentrations
were found in samples from wooden barrels (CB) and from nitrogen modality (CN) while
in MOX samples the amounts were lower or quite null. These results are not in accordance
with those reported by Granja-Soares et al. [25], whose found the highest values of this
ester in wine spirits aged through an alternative ageing system (staves combined with
micro-oxygenation using a single flow of oxygen; 2 mL/L/month) in comparison with
wooden barrels. Since esters are roughly as reactive as carboxylic acids, this reaction is
highly reversible. Higher isobutyl acetate concentrations need excess concentration of
acetic acid, which was not found in MOX samples. According to Le Chatelier’s theory,
higher concentration of acetic acid would shift the equilibrium toward ester production,
which is confirmed by higher concentrations of isobutyl acetate and acetic acid in samples
from wooden barrels (CB) at the conclusion of the ageing experiment (365 days). The
concentrations of isobutyl acetate in CO30 and CO60 MOX samples may be indicating that
the wide availability of oxygen induces significant chemical content variation over the
time, resulting in an increase of electrophilic species, among these phenolic aldehydes and
acids such as: syringaldehyde, coniferaldehyde, sinapaldehyde, ellagic, and syringic acid,
previously confirmed for the same MOX samples [24]. The presence of these substrates,
particularly at higher concentrations, can contribute to the disappearance of isobutyl acetate
and other acetates, due to: (i) nucleophilic acyl substitution; (ii) deacetylation processes;
(iii) competition with its formation by consumption of direct or indirect building blocks
required for the formation of isobutyl acetate (acetic acid, isobutyl alcohol, or pyruvic acid)
by reactions with lower activation energies in order to form other, more energetically viable
species. In the case of ethyl hexanoate, which is also related with fruity notes [48], the
highest concentrations were found in wine spirits from the barrels (CB) and the lowest
were found in wine spirits from CN modality. The MOX modalities provided intermediate
values. In a previous work [25], the amount of this ester was not influenced by the ageing
system, likely due to the higher flow rate of oxygen used.

Guaiacol and 4-methylguaiacol, which are usually related to smoky odor notes [49],
behaved similarly to syringol, showing the lowest concentrations in the barrel samples and
the highest levels in the other samples (MOX modalities and nitrogen modality). Also for
4-methylsyringol, which is associated with smoke and burned odor notes [11], the lowest
concentrations were found in barrel samples, and the highest values were determined in the
samples from MOX modalities. The modality with nitrogen (CN) showed an intermediate
concentration of 4-methylsyringol.

The behavior of eugenol (4-allylguaiacol), which is well correlated with spicy odor
notes [11], was rather different with high concentrations occurring in wine spirit samples
from barrels and low concentrations in those obtained under nitrogen modality (CN).
The wine spirit samples proceeding from MOX modalities exhibited intermediate values
of eugenol.

Some of these results are in agreement with those obtained in previous research
work [25] which found significantly higher concentrations of guaiacol, methylguaiacol,
4-methylsiringol, and syringol in wine spirits produced using alternative ageing system
(staves and micro-oxygenation) in comparison with those produced by the traditional
process (wooden barrels).

The vanillin amounts, generally well correlated with vanilla attribute in aged wine
spirits [11], were significantly influenced by the ageing modalities (Table 2) with the lowest
amounts on the samples produced under nitrogen (CN). These results confirmed the
importance of oxygen in the pathway of vanillin formation during the wood contact. The
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vanillin is usually available in the wood as result of thermal lignin degradation during
the cooperage manufacturing of the barrels or staves, but their presence in wine spirits
results from wood extraction, lignin degradation by hydroalcoholysis and by oxidation of
coniferaldehyde [4,14].

The acetovanillone, which also results from lignin degradation [4] and also presents
vanilla-like odor notes [50] was also significantly influenced by the ageing modalities
(Table 2) with the lowest amount in wine spirits aged in wooden barrels and the highest
amounts were observed in wine spirits from CO60 modality. The samples from other
modalities exhibited intermediate values of this compound.

Although the MOX modalities (CO15, CO30 and CO60) were designed to reproduce
and accelerate reactions occurring in wooden barrels (CB), the obtained results suggest that
the reactions were not the same. These differences may be due to several factors that will
need to be further explored. As predicted, the dissolved oxygen levels in MOX modalities
were higher than those observed in the wooden barrel (Figure 1). Given that the oxygen
dissolved in a wooden barrel is always the result of a balance between the oxygen that
passes through the wood and the oxygen that is consumed in the reactions [51], lower levels
of dissolved oxygen in the CB than in MOX modalities may indicate a higher consumption
or a lower oxygen entry through the barrel. Some results, such as those of acetaldehyde
(in a lower content in spirits from wooden barrels), suggest a lower availability of oxygen
in the wooden barrels and its lower consumption in oxidation reactions. Nevertheless,
other results such as the acetic acid concentration, which is dependent on acetaldehyde
oxidation and its extraction from the wood, and whose contents have often been higher in
wine spirits from the wooden barrel, suggest a potential higher consumption of oxygen in
the barrels, as well as greater extraction. On the other hand, the results of several volatile
phenols and acetovanillone seem to indicate higher extraction in wine spirits aged in the
alternative modalities. The extraction of compounds from wooden barrels results from
the impregnation of the liquid in the staves [52], which is governed and influenced by
several driving forces [51]. In our experimental design, in which the arrangement of the
staves in relation to the liquid is very different in the barrels and in the demijohns, it could
be assumed that the impregnation took place in a different way and contributed to the
observed differences.

3.3. Sensory Results

Concerning the sensory outcomes, the ANOVA output showed that the ageing modal-
ities had a major effect on nine sensory attributes. The results for each ageing modality
and control sample (without ageing) are shown at Table 3, combined with the equivalent
spider graphics in order to better illustrate the differences between modalities. Other
sensory attributes (fruity, wood, rancid, caramel, toasted, dried fruits, smoke, coffee, sweet,
green, tails, glue and caoutchouc, sweetness, smooth, astringency, roughness, bitter, and
persistence) were not significantly affected by the ageing modality. Also, the overall quality
of the aged wine spirits was significantly affected by the ageing modality.

The intensities of vanilla, spicy, unctuous, flavor evolution, flavor complexity, and
retronasal aroma increased with ageing process in accordance with previous research [5]
and were significantly higher in the wine spirits from CO60 modality, while the lowest
values were detected in samples proceeding from nitrogen modality and /or from CO30
modality. The intermediate intensities were found in the samples from the CB and CO15
modalities. Since these sensory attributes are positively correlated with the overall qual-
ity [5], the samples from CO60 and CO15 modalities were classified as having the highest
overall quality, while the samples from CO30 and CN modalities were rated as having the
lowest overall quality. The overall quality of the aged wine spirit samples from the barrels
presented intermediate values.
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Table 3. Sensory attributes intensity (average values) determined by the sensory panel in the wine spirits sampled from
different ageing modalities at the end of the ageing experiment (365 days) and the ANOVA summary.

Syer
Razrang
Cimmd (s — oy oo — O o~
Aged Wine Spirits after 365 Days of Ageing Modali
Sensory Attribute Significance Level ~ Control a cae ty.
CB Co15 CO30 CO60 CN
Alcohol 0.048 24 19° 18° 23% 222ab 2228k
Vanilla 0.010 0.0 1940 23b< 16* 25¢ 1940
Spicy 0.009 0.0 16* 21b 184 220 16*
Burning 0.041 24 20% 194 25% 233b 20°
Body 0.014 20 300« 31k 283 32¢ 26°
Unctuous 0.000 11 27% 28" 222 31¢ 26°
Flavor evolution 0.000 13 32b 33b 264 35b 274
Flavor complexity 0.001 1.8 31° 32b 264 33b 27
Retronasal aroma 0.002 24 33b 33b 294 36" 294
Overall quality 0.001 - 1450« 146¢ 1312 151°¢ 13640

For each sensory attributte of aged wine spirit samples, means within the same row followed by different upperrcase letters (*, ®, <) are
significantly different (p < 0.05).

3.4. Multidimensional Approach of the Similarity/Dissimilarity of Aged Wine Spirit Samples

Based on the previous results, the variables that significantly influenced the variability
were used for to a multidimensional analysis through heatmap and PCA to help evaluating
the relationship between the sensory and the chemical results, and to assess if the set
of variables (sensory and chemical) could be helpful to discriminating the samples from
different ageing modalities.

Figure 2 depicts two heatmaps illustrating the multifactorial relationship between
volatile compounds or sensory attributes and the different aged wine spirits at 365 days
of ageing.

Regarding the volatile compounds, the heatmap clustered three groups of wine spirit
modalities: barrel (CB), nitrogen modality (CN) and a group consisting of MOX modalities
(CO15, CO30 and CO60). The wine spirit aged in the modalities CO15, CO30 and CO60
have a quite similar volatile composition but with the aforementioned variation showed by
the ANOVA results.

This result confirms the influence of the different oxidative media in the aged wine
spirit’s volatile composition. The cluster of CO15, CO30, and C060 seems to also be related
to higher levels of some volatile compounds, such as volatile phenols, acetovanillone,
and vanillin.

It was also possible to identify two important subgroups responsible for the observed
differences in the studied modalities. The first subgroup comprises the ethyl hexanoate,
acetic acid, ethyl acetate, eugenol, vanillin and acetaldehyde and the second one includes
guaiacol, syringol, 4-methylguaiacol, 4-methylsyringol, and acetovanillone.
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