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Inovacao tecnolégica na producdao de aguardente de mel
envelhecida com madeira de acacia

Carlos Alberto Lopes Antunes

Resumo

0 envelhecimento de aguardentes com madeira é um processo tecnoldgico valorizador
da qualidade final de bebidas. Nesta fase a aguardente adquire novos aromas, melhora
as suas caracteristicas sensoriais e adquire cor caracteristica, que é valorizada pelo
consumidor. A aguardente de mel é um produto resultante da atividade apicola obtido
pela fermentacdo e destilagdo do mel e com caracteristicas aromaticas diferenciadoras.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade de um novo destilado a base
de aguardente de mel envelhecida com madeira de Acdacia. O ensaio teve uma duragao
de trés meses e foi realizado a escala laboratorial usando, no envelhecimento,
madeiras, com queima média, de cinco espécies diferentes de Acacia. Para caracterizar
este produto foi determinada a massa voliimica, titulo alcoométrico volimico, extrato
seco, acidez total, volatil e fixa, pH, caracteristicas cromaticas, andlise de volateis por
GC-FID e GC-MS, espetroscopia vibracional (NIR e FT-RAMAN) e andlise sensorial com
painel treinado. Os resultados das analises fisico-quimicas mostraram que o teor
alcodlico se manteve constante durante o envelhecimento, a heterogeneidade das
madeiras refletiu-se nas diferencas significativas encontradas no teor de extrato seco
e nas caracteristicas cromaticas. O envelhecimento proporcionou para todas as
modalidades um aumento da acidez total e consequente aumento de pH. Verificou-se a
presenca de compostos volateis minoritarios (furfural, dcido decanoico, 2-feniletanol e
vanilina) assim como um teor nulo de metanol nas aguardentes. Na andlise sensorial,
os resultados sugerem a possibilidade de diferenciacdo organolética das aguardentes,
em funcdo da espécie de madeira usada no envelhecimento sendo a amostra de
aguardente de mel envelhecida com madeira de carvalho-francés e a amostra de
aguardente de mel envelhecida com madeira de Acacia melanoxylon as mais
apreciadas.

Palavras chave

Aguardente de mel; Acacia; Envelhecimento; Analise sensorial; Compostos volateis.
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Innovation in the Technological Production of Aged Honey
Brandy with Acacia Wood

Carlos Alberto Lopes Antunes

Abstract

The ageing of spirits with wood is a technological process that enhances the final
quality of beverages. During this phase, the spirit acquires new aromas, improves its
sensory characteristics, and develops a distinctive colour, which is valued by
consumers. Honey spirit is a product resulting from beekeeping activity obtained
through the fermentation and distillation of honey, with distinctive aromatic
characteristics. This study aimed to evaluate the potential of a new distilled spirit based
on honey spirit aged with Acacia wood. The experiment lasted for three months and
was conducted on a laboratory scale using wood with medium toasting levels from five
different species of Acacia for ageing. To characterize this product, density, alcoholic
strength by volume, dry extract, total acidity, volatile and fixed acidity, pH, chromatic
characteristics, volatile analysis by GC-FID and GC-MS, vibrational spectroscopy (NIR
and FT-RAMAN), and sensory analysis with a trained panel were determined. The
results of the physicochemical analyses showed that the alcohol content remained
constant during ageing, and the heterogeneity of the woods was reflected in the
significant differences found in the dry extract content and chromatic characteristics.
Ageing led to an increase in total acidity and a consequent increase in pH for all
samples. Minor volatile compounds (furfural, decanoic acid, 2-phenylethanol, and
vanillin) were detected, as well as no methanol content in the spirits. In the sensory
analysis, the results suggest the possibility of organoleptic differentiation of the spirits
based on the wood species used for ageing, with the samples of honey spirit aged with
French oak and honey spirit aged with Acacia melanoxylon wood being the most
appreciated.

Keywords

Honey brandy; Acacia; Aging; Sensory analysis; Volatile compounds.
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Inovacao tecnolégica na producao de aguardente de mel envelhecida com madeira de acacia

1. Introducéao

O uso de ingredientes naturais na producao de bebidas alcodlicas tem uma longa
histéria que remonta a séculos atras. Uma dessas praticas é a producdo de um
fermentado de mel, o hidromel. Também a destilacdo do hidromel permite a obtenc¢ao
da aguardente de mel, a qual apresenta um sabor distintivo e uma riqueza sensorial
Unica. A aguardente de mel possui caracteristicas particulares que a tornam apreciada
por conhecedores de destilados em todo o mundo, aparecendo referenciada como
produto local a usar nas estratégias de turismo e desenvolvimento rural (Correia e
Carvalho, 2009).

Além disso, o envelhecimento de aguardentes com madeira é uma etapa crucial no
processo de producdo de varios tipos de bebidas destiladas, pois adiciona
complexidade, profundidade e nuances de sabor a bebida. A interacdo entre a
aguardente e a madeira durante o periodo de envelhecimento resulta em
transformagdes quimicas que conferem aromas e sabores Unicos, muitas vezes
influenciados pelo tipo de madeira utilizada e pelo tempo de envelhecimento (Belchior
etal, 2001).

A disseminagdo de espécies invasoras representa uma ameaca significativa para os
ecossistemas naturais em todo o mundo, causando danos ambientais e econdémicos
consideraveis. Entre essas espécies, a acacia (Acacia spp.) emergiu como uma das
preocupacgdes principais devido a sua capacidade de proliferar rapidamente e dominar
habitats nativos, deslocando espécies autdctones e alterando a biodiversidade local.

Diante desse desafio, tém surgido varias estratégias para controlar a propagacao da
acacia e mitigar os seus impactos negativos. Uma dessas abordagens envolve o uso da
propria madeira de acdcia como recurso para combater a sua disseminagdo. Assim
pretende-se transformar um problema ambiental numa solucdo sustentavel,
mostrando-se promissor aproveitar os recursos das arvores invasoras de maneira
consciente e estratégica.

Neste contexto, pretende-se explorar o potencial da madeira de varias espécies de
acacia na producao de aguardente de mel com envelhecimento, destacando, por um
lado, as suas contribui¢des para a diversidade e a sofisticacao da bebida resultante, e
por outro, como meio de prevenir a sua disseminacao, realcando os beneficios
ambientais e econdmicos desta abordagem inovadora.
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2. Aguardente de mel

A aguardente é uma bebida espirituosa que resulta da destilacdo de fermentados de
diferentes produtos (uvas, bagaco, frutos, etc.) que contenham alcool e que se encontra
devidamente regulamentada (Regulamento UE n2 787/2019).

Sao produzidos varios tipos de aguardente (aguardentes vinicas, de frutos, cereais
e vegetais), mas as mais usuais em Portugal (na regido centro) sao as aguardentes
vinicas e bagaceiras. No entanto, verifica-se uma pequena producao de aguardentes de
frutos e de outros derivados. No caso da aguardente de mel, encontramos a venda no
mercado portugués diferentes produtos de pequenos produtores, maioritariamente
comercializados sem envelhecimento em madeira.

De acordo com o Regulamento (UE) 2019/787, entende-se por aguardente de mel:
uma bebida espirituosa obtida exclusivamente por fermentacao e destilagio de mosto
de mel, destilada a menos de 86 % vol., de modo a que o destilado apresente as
caracteristicas organoléticas das matérias-primas utilizadas sendo o titulo
alcoométrico volimico minimo de 35 %. A aguardente de mel ndo pode ser
aromatizada e s6 pode conter caramelo adicionado como meio para adaptar a cor. S6
pode ser edulcorada com mel.

A aguardente de mel tem sido alvo de alguns estudos devido ao seu forte potencial
econdmico e também interesse na diversificagdo de produtos por parte dos
apicultores(Anjos et al., 2017; Botelho et al., 2020; Pino & Fajardo, 2011).

O trabalho de Anjos et al. (2017) mostrou a possibilidade da utilizacao do mel e de
aguas de lavagens de ceras (com conteddo apropriado de mel) resultantes da atividade
apicula para a obtenc¢ao de aguardentes de mel (Anjos et al., 2017) . Este trabalho bem
como o trabalho de da Silva et al. (2017) evidenciaram as caracteristicas da matéria-
prima bem como o processo de fermentacdo como fatores determinantes na
composicdo da aguardente obtida.

A producdo de aguardente envolve a elaboracdo do mosto, adicdao de levedura
seguida da fermentacdo e destilacdo. A elaboracdao do mosto representa uma etapa
distintiva para diversas variedades de aguardente, considerando a utilizacdo de
diferentes matérias-primas. No caso da aguardente de mel, podem ser empregados o
mel, a dgua de lavagem de ceras, ou ambas (Anjos et al,, 2017). A fermentacao (Pereira
et al,, 2015) ocorre em condi¢des anaerdbias com a presencga de leveduras (Pereira et
al., 2009) que convertem os aguicares do mosto em alcool, diéxido de carbono e outros
metabolitos durante um periodo de tempo (que depende da quantidade de agucares
presentes no mosto, sendo esta etapa bastante demorada no caso da aguardente de
mel). A destilacdo é a operacdo que permite obter a aguardente, na qual ocorre a
separacdao dos componentes volateis provenientes da fermentacdo por acao do calor.
Esta operacdo pode ser realizada em modo descontinuo (alambique) ou em modo
continuo (colunas de destilagdo).
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O destilado, quando obtido em alambique, dever ser separado em trés fragdes:
“Cabega” (2-4 % do destilado), “Coragdao” (70-80 % do destilado) e “Cauda” (10-20 %
do destilado). A fracdo da “cabec¢a” é rejeitada pelos maus odores e por apresentar
teores elevados dos compostos acetaldeido e acetato de etilo, a fracdo do “coracdo” é a
que apresenta as melhores caracteristicas sensoriais sendo por isso a que vai constituir
a bebida final e a fragdo “cauda” rica em compostos com pouca volatilidade (furfural e
lactato de etilo) deve ser separada por apresentar aromas muito desagradaveis,
podendo pode ser aproveitada para recuperacdo dos residuos de etanol numa segunda
destilacdo (Anjos et al., 2020a).

Apés a producdo, as aguardentes, devem ser submetidas a analise para controlo de
alguns compostos cujos teores se encontram regulamentados (Regulamento (UE)
2019/787) e que conferem perigo para a saude publica quando ingeridos acima da
quantidade permitida por lei. O metanol é um desses compostos que deve ser
controlado devido aos seus efeitos neurotéxicos (Moral et al., 2015). Neste contexto a
aguardente de mel tem a vantagem de ter quantidades muito baixas ou até mesmo
nulas deste composto (Anjos et al., 2016).

Durante a fermentagdo em resultado de atividade enzimatica e do metabolismo das
leveduras sdo formados varios compostos volateis (Yilmaztekin & Cabaroglu, 2011)
como o acetaldeido, o acetato de etilo, o metanol e os alcoois superiores como o butano-
2-0l, o propan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol, butan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol e 3-metilbutan-
1-0l, os quais aparecem em diferentes teores na bebida destilada (Botelho et al., 2020)-

Os compostos volateis presentes na aguardente de mel sdo muito importantes para
garantir a autenticidade e qualidade do produto sendo que estes podem variar
dependendo do tipo de mel utilizado para a fermentagdo (Anjos et al.,, 2017; Pino &
Fajardo, 2011). Os compostos volateis mais abundantes na aguardente de mel sao os
alcoois superiores, esteres etilicos provenientes de acidos gordos e terpenos(Pino &
Fajardo, 2011). O teor de metanol, na maioria das aguardentes de mel, é residual (Anjos
et al., 2020a). Os compostos volateis presentes na aguardente de mel apresentam
grande importancia no perfil sensorial. Anjos et al. (2017) reportou uma lista de 98
atributos destacando os atributos olfativos (frutado, floral, doce e
vegetativo/herbaceo) como os mais frequentes e destacando a presenca de atributos
de sabor (fumado, doce e amargo).
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3. Envelhecimento de aguardentes

O processo de envelhecimento, de acordo com o Regulamento UE n® 787/2019,
consiste no armazenamento de bebidas, em barris de madeira durante um
determinado periodo de tempo.

Este processo, que também pode ser designado por maturagdo, tem como objetivo
conferir ao produto final diversas e importantes alteracdes organoléticas, quimicas e
fisicas ao produto final tais como a alteracdo de cor, sabor e textura (Caldeira et al.,
2006; Canas, 2017; Almeida, 2003).

Durante este processo, ocorrem varios fendmenos, nomeadamente a libertagdo de
compostos fendlicos de baixo peso molecular e de taninos da madeira para a
aguardente melhorando o perfil sensorial e aumentando o seu valor de mercado
(Canas, 2017).

De acordo com Belchior et al,, (2001) e Canas et al,, (2009 e 2013) as alteragdes
ocorrem através da difusao de oxigénio de forma lenta e continua pelos micro poros
existentes na madeira. O contacto da madeira com o produto proporciona a libertagdo
de alguns compostos extraiveis da madeira alterando as caracteristicas do produto.

De acordo com Rodriguez-Solana et al. (2017) varios fatores podem condicionar a
qualidade do produto final como a composicdo do destilado, caracteristicas da madeira
(tipo de madeira, intensidade de queima, dimensao e estado de utilizacdo), condi¢coes
do espaco de armazenamento (circulacdo do ar, humidade relativa e temperatura),
operagdes tecnoldgicas (Canas et al, 2019a) e duragdo do envelhecimento (Garcia-
Moreno et al., 2020).

O envelhecimento de aguardentes pode ser efetuado pelo processo vulgarmente
denominado tradicional (em barricas de madeira) ou alternativo (aduelas imersas na
bebida e em depdsitos de ago inoxidavel). As duas metodologias permitiram obter no
caso das aguardentes vinicas, bebidas com caracteristicas sensoriais e qualidade
interessantes(Granja-Soares et al.,, 2020).

0 envelhecimento tradicional consiste no armazenamento do produto em barricas
de uma ou mais madeiras durante um ou mais anos. Esta pratica é mais antiga e
dispendiosa sendo que as barricas, no caso dos vinhos e whiskey, apds algumas
utilizacdes perdem grande parte dos compostos extraiveis (De Rosso et al., 2009).

O envelhecimento alternativo consiste na inser¢dao de aduelas ou aparas de
madeiras nos depdsitos onde se encontra o produto destinado ao envelhecimento
(Caldeira et al., 2013) . Neste método de envelhecimento, usado em alguns paises da
Europa, é importante realgar que, a semelhan¢a do método tradicional, existem fatores
a considerar que podem afetar a qualidade final do produto envelhecido sendo estes, o
tamanho e tipo dos fragmentos, tratamento térmico e tempo de envelhecimento (Anjos
et al., 2020; Caldeira et al,, 2010).
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Uso de madeiras no envelhecimento de bebidas alcoodlicas

O uso de madeira no envelhecimento de algumas aguardentes, como é o caso das
vinicas, é fulcral para conferir e definir caracteristicas sensoriais e organoléticas
especificas e desejaveis (Canas et al., 2016).

Na sua composi¢do quimica a madeira possui alguns compostos de elevada massa
molecular, tais como a celulose, hemiceluloses e lenhinas e de menor massa molecular
(como os compostos organicos — extrativos, e inorganicos -cinzas) (Granja-Soares et
al, 2020).

As caracteristicas sensoriais como a cor, sabor e aroma sdo conferidos pelos
compostos de baixo peso molecular extraidos da madeira tornando o processo de
envelhecimento enriquecedor para a qualidade final do produto (Caldeira et al., 2010;
Granja-Soares et al., 2020).

A selecao da madeira é muito importante pois ira fazer a diferenca em varias fases
do processo de envelhecimento. A madeira de carvalho é considerada, por muitos
autores, a madeira que melhores resultados apresenta sendo assim a mais usada para
processos de envelhecimento pois permite a incorporagao de compostos fenoélicos e
substancias antioxidantes a bebida como lactonas, os compostos furanicos, derivados
davanilina e derivados do fenol que apresentam correlacdes importantes com diversos
aromas como baunilha, fumo, frutos secos (Rodriguez-Solana et al., 2017). O seu perfil
quimico, fisico e mecanico é o que mais se adequa a todas as etapas do envelhecimento
assim como para as caracteristicas sensoriais do produto envelhecido (Anjos et al.,
2013; Canas et al., 2013).

Contudo, outras madeiras despertaram o interesse na tecnologia de
envelhecimento. A madeira de castanheiro apresenta fortes potencialidades para o
envelhecimento de aguardentes vinicas (Caldeira et al, 2010) apresentando uma
composicdo quimica muito especifica (De Rosso et al., 2009) e enriquecedora
(Topaloglu et al., 2021) permitindo aumentar a complexidade do produto, diminuir o
custo associado e tornar o processo mais sustentavel. A madeira de castanheiro
contribui com um sabor dnico (notas de nozes e especiarias), cor e aroma agradaveis,
quando comparadas com a madeira de carvalho, resultando em maturagdes mais subtis
(Cerezo et al., 2014; Sanz et al.,, 2010).

Madeira de acacia

A acacia é uma espécie de planta originaria da Australia, porém, considerada
invasora em muitas regides do mundo, incluindo Portugal (da Costa et al.,, 2022;
Correia et al,, 2020; Pedro et al., 2023). Caracteriza-se pela sua grande capacidade de
disseminacgdo e crescimento rapido, o que a torna agressiva e competitiva com espécies
nativas. Em Portugal, diversas espécies de acacia estdo presentes, com destaque para
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A. cyclops, A. dealbata, A. longifolia, A. melanoxylon, A. saligna, A. retinodes, A. karroo, A.
mearnsii e A. pycnantha (R. Correia et al. (2020).

Existem alguns trabalhos indicando a utilizacido da madeira de acacia para
envelhecimento de produtos como vinhos (Sanz et al., 2012) e vinagres (Cerezo et al.,
2009)., no entanto a espécie referenciada é a Robinia pseudoacacia, vulgarmente
conhecida como acacia falsa (Cierjacks et al., 2013) que apresenta caracteristicas
morfolégicas diferentes das espécies de acacia usadas neste trabalho. A madeira de
acacia, Robinia pseudoacacia, quando submetida a uma queima controlada liberta
compostos furanicos que durante o processo de envelhecimento, confere notas
sensoriais muito especificas como o doce e floral (Cerezo et al., 2014; De Rosso et al,,
2009).

A madeira de acacia, mais propriamente a falsa acacia, é ocasionalmente usada no
envelhecimento de whiskies, embora seja menos comum em comparag¢do com os barris
de carvalho tradicionais. A utilizacdo da madeira de acacia no envelhecimento de
whisky é uma pratica empregada por algumas destilarias que procuram conferir
sabores e caracteristicas Uinicas aos seus whiskies. A madeira de acacia é conhecida
pelo seu perfil de sabor mais leve em compara¢do com o carvalho, frequentemente
contribuindo com notas florais, frutadas e por vezes picantes ao whisky. Apesar de o
uso de madeira de acdcia em aguardentes ser muito residual ja é comum observar o
seu uso na producdo de whiskey e alguns vinhos tintos (Alafién et al., 2018; De Rosso
et al.,, 2009), no entanto, é importante notar que as regulamentacdes e tradicdes na
industria do whisky muitas vezes privilegiam o uso de barris de carvalho, pelo que o
uso de madeira de acacia pode variar entre destilarias e regides (Hughes & Buxton,
2013).

A abundancia significativa de madeira de acacia disponivel em Portugal, juntamente
com seu valor econdmico, torna o seu uso extremamente sustentavel e eficiente. Essa
disponibilidade de recursos naturais pode desempenhar um papel importante no
controlo da propagacdo excessiva dessa espécie invasora (Correia et al., 2020; Pedro et
al,, 2023). Ao utilizar a madeira de acacia de forma produtiva, como no envelhecimento
de aguardente, é possivel criar uma abordagem que ndo apenas aproveita os recursos
disponiveis, mas também contribui para a gestdo ambiental e o controlo do
crescimento da acicia em Portugal.
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4.Analise Sensorial

A andlise sensorial corresponde a avaliacdo das propriedades organoléticas através
da estimulacdo dos oOrgdos dos sentidos, que mediante recetores especificos
transmitem um estimulo ao cérebro, do qual resulta um reflexo ou sensa¢do. Essa
sensacao pode ser interpretada com base na consciéncia, experiéncia e memodria
adquiridas (International Organization for Standardization (ISO 3591), 2008).

A andlise sensorial em aguardentes ndo s6 permite a avaliacao organolética através
da percecao dada pelos 6rgaos sensoriais, como pode também avaliar a qualidade do
produto. Os sentidos envolvidos sdo habitualmente classificados em duas categorias,
sentido quimico que esta relacionado com o gosto e o olfato e, sentido fisico que se
relaciona com a visdo, tato e a audicao (Belchior et al., 2001). De acordo com Vidrih &
Hribar (2007) a avaliagdo sensorial de um produto devera ser realizada
sequencialmente: sensacdo visual, sensacdo olfativa, sensacdo gustativa, sensagdo da
textura e por ultimo a sensacdo causada pelo aroma durante a gustacdo (aroma
retronasal).

Existem varios testes aplicados a analise sensorial (0’Mahony, 2017) que resultam
de duas abordagens distintas, as quais utilizam grupos de prova muito diferentes:

- Grupo hedoénico - grupo de consumidores ao qual se colocam questdes sobre a
aceitabilidade e preferéncias do produto;

- Grupo analitico - grupo de provadores treinados que deve responder a questdes
relativas a diferencas sensoriais entre os produtos.

Com o grupo analitico existe um nimero vasto de testes sensoriais que podem ser
realizados (Strigler et al., 2009) e que sao classificados em dois grandes grupos:

e Testes discriminativos (testes de diferenca e de ordenagao);
e Testes descritivos (avaliacdo do perfil sensorial e analise temporal).

A andlise descritiva quantitativa, é um dos testes descritivos que é realizada por um
painel de provadores treinados, permitindo a sistematizagao dos resultados obtidos na
medida em que a terminologia é comumente reconhecida pelos individuos envolvidos
na analise e supde uma série de padrdes de referéncia que possibilitam ilustrar o
significado dos termos utilizados (Lee et al., 2000).

De acordo com Caldeira et al., (1999) a analise descritiva quantitativa envolve as
seguintes etapas:

e Recrutamento e pré-selecao dos candidatos a provadores: os candidatos sao
submetidos a varios testes, com base na Norma ISO 4120, de modo a aferir
o interesse e a disponibilidade dos individuos, bem como a capacidade de
distinguir e identificar gostos elementares e aromas mais vulgares em
aguardentes;
e Treino e selecdo dos provadores com base na Norma ISO 8586:2012;
7
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e Levantamento e selecdo dos atributos ou descritores, bem como a sua
defini¢do, gerados pelo painel de prova apds varias sessdes de treino. Estes
passardo a constituir a ficha de prova definindo assim os atributos do
produto a avaliar;

e Avaliagdo sensorial dos produtos com inclusdo de amostras codificadas;

e Andlise dos resultados obtidos, recorrendo ao tratamento estatistico
através da andlise de varidncia (ANOVA). Esta permite avaliar o
desempenho dos provadores e perceber os descritores que se diferenciam
no produto em avaliagao.

No ambito de um projeto de investigacao sobre as aguardentes vinicas envelhecidas
em madeira Caldeira et al,, (1999) desenvolveram uma ficha de prova descritiva
quantitativa, que ainda hoje é utilizada. Num trabalho mais recente foram também
compilados os descritores sensoriais mais frequentes para a descricao das aguardentes
de mel (Anjos et al. 2017).

Na fase final de desenvolvimento de um novo produto ou produtos existe a
necessidade de perceber a aceitabilidade e preferéncia deste por parte dos
consumidores, e nesse caso sdo necessarios a utilizacao de diferentes testes heddnicos
(Koster, 2009).



Inovacao tecnolégica na producao de aguardente de mel envelhecida com madeira de acacia

5.Material e Métodos

5.1. Delineamento experimental e Amostragem

Para este trabalho estabeleceu-se um ensaio fatorial onde se testou a utilizacdo de
diferentes tipos de madeira de acacia e de madeira de carvalho para o envelhecimento de
uma mesma aguardente de mel.

A aguardente de mel utilizada neste ensaio foi produzida pela empresa Claro’s
Apicultura natural de Vila Velha de Rédao.

Na Figura 1 estdo representadas as 5 espécies de Acacia utilizadas, previamente
recolhidas e disponibilizadas pelo ISA (Instituto Superior de Agronomia) e tostadas,
pela empresaJ. C. DIAS, Lda., com um nivel de queima média +.

Figura 1- Espécies de Acacia usadas para o envelhecimento de aguardente de mel. AME - Acacia melanoxylon;
ADE - Acacia dealbata; AMI - Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia.

O processo de envelhecimento teve uma duracao de trés meses e o ensaio foi
constituido por 7 modalidades (cinco modalidades com as madeiras de acacia, uma
com madeira de carvalho-francés (Quercus robur) e uma modalidade de controlo que
nao foi submetida a envelhecimento). A modalidade envelhecida com madeira de
carvalho-francés teve como finalidade observar possiveis diferencas com a madeira de
acacia, dado que é a madeira usualmente utilizada no envelhecimento e sobre a qual
existe muito mais conhecimento cientifico disponivel.

Para proceder ao envelhecimento das aguardentes, procedeu-se a adicao das
aduelas de madeira de cada uma das espécies em estudo em frascos contendo 2 L de
aguardente de mel (Figura 2). Foram efetuadas duas replicas de cada ensaio. De modo
a simular o contacto da madeira em barrica usou-se o racio de 85 cm?/L. Desta forma
as amostras foram armazenadas num local na auséncia de luz e foram homogeneizadas
cada 15 dias.

Apo6s 3 meses as madeiras foram retiradas e procedeu-se a realizacdao das analises
tendo todas sido realizadas em triplicado.
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Figura 2 - Esquema do ensaio de envelhecimento das amostras de aguardente de mel.

Na Tabela 1 apresentam-se os codigos atribuidos a cada modalidade experimental
deste trabalho.

Tabela 1 - Cédigos atribuidos as modalidades do grupo amostral em fun¢do do tipo (espécie) de madeira
utilizado.

LCF Carvalho-francés
ADE Acacia dealbata
AME Acacia melanoxylon
AMI Acacia mearnsii
ASA Acacia saligna
ALO Acacia longifélia
C Controlo - aguardente sem madeira

5.2. Determinacdes analiticas em aguardentes
5.2.1. Titulo alcoométrico volumico

O titulo alcoométrico volumico (TAV) estd diretamente relacionado com a
quantidade de alcool etilico presente na aguardente.

O TAV foi determinado por destilagdo e densimetria eletrénica de acordo com o
método de (OIV, 2009a) utilizando-se o densimetro Mettler Toledo Densito 30 PX.

Os resultados foram expressos como percentagem volimica de etanol na
aguardente.
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5.2.2. Massa volumica e extrato seco

A massa volumica ou densidade foi calculada através do quociente da massa de uma
determinada quantidade de aguardente e o seu volume, a 20 °C, de acordo com o
meétodo descrito em OIV (2009).

A massa volimica é expressa em gramas por centimetro cubico, g/cm3.

O extrato seco inclui toda a matéria ndo volatil sob condigdes fisicas especificas. Foi
realizado, de acordo com o método proposto em (OIV, 2009), através da pesagem do
residuo seco resultante da evaporac¢do (no banho de maria, NAHITA Model 601, a 100
°C durante 2 horas e na estufa a 105 °C durante 1 hora) das amostras. Os resultados
sdo expressos em gramas por litro, g/L.

5.2.3. Acidez e pH

Foi determinada a acidez fixa, total e volatil nas varias amostras de aguardente,
expressos em gramas de acido acético por litro de aguardente.

A acidez total corresponde a soma dos acidos titulaveis até a neutralidade. Esta foi
determinada pelo método de Belchior e Carvalho (1984) tendo-se procedido a titulacao
das amostras com hidréxido de sédio (0,1 M) na presenga do indicador vermelho de
fenol.

A acidez fixa trata-se da soma de todos os acidos fixos e esta determinacao foi feita
de acordo com o método de Belchior e Carvalho (1984). Todo o residuo seco
(determinagdo anterior 5.2.2.) foi dissolvido com agua destilada (100 mL). A solucdo
obtida foi titulada com hidréxido de sédio (0,1 M) na presenca do indicador vermelho
de fenol.

A acidez volatil esta relacionada com a fracao de acidos da série acética presente na
aguardente na forma livre e combinada. Foi determinada pela diferenca entre a acidez
fixa e a acidez total (Belchior e Carvalho, 1984).

O pH foi determinado por potenciometria de acordo com o método estabelecido em
OIV (2009b). Colocou-se de forma direta a amostra no potenciémetro CRISON micro
pH 2002, equipado com o elétrodo de vidro, referéncia 5202 CRISON, e termémetro,
calibrado com as solu¢des padrao de pH 4 e 7. A leitura foi feita a temperatura de 20
°C.
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5.2.4. Caracteristicas cromaticas

As caracteristicas cromaticas das amostras de aguardente de mel foram
determinadas com recurso do espetrofotometro, Varian CARY 100 Bio, de acordo com
o método CIELab. Para esta determinagao usou-se uma célula de vidro de 10 mm.

A medicdo da transmitancia foi feita de 380 nm a 780 nm com intervalos de 5 nm,
usando um iluminate D65 e um observador padrao de 10°.

De acordo com as caracteristicas cromaticas existem trés coordenadas com
significados e interpretagdes diferentes importantes: a*, b* e L*. A coordenada a*
assume valores positivos (+a*) na presenca de cores avermelhadas e valores negativos
na presenca de cores esverdeadas (-a*); A coordenada b* assume valores positivos
(+b*) na presenca de cores amareladas e valores negativos na presenca de cores
azuladas (-b*); A coordenada L* assume valores num intervalo entre 0 e 100% sendo
o minimo totalmente transparente e o maximo totalmente opaco (OIV, 2014).

5.2.5. Composicao volatil
Quantificagdo dos compostos voldteis maioritdrios

O acetato de etilo, etanal, metanol e alcoois superiores sdo compostos volateis
também designados por maioritarios, por existirem em teores que permitem a sua
analise direta. A quantificacdo dos compostos volateis (metanol, acetaldeido, acetato
de etilo e dlcoois superiores: 2-butanol, propanol, 2-metil-1-propanol, 1-butanol e 2+3-
metil-1-butanol) foi feita por cromatografia gas-liquido de alta resolucao acoplada a
um detetor de ionizacao de chama (GC-FID) seguindo-se a metodologia previamente
validada (Luis et al., 2011). Para a quantificagdo dos compostos procedeu-se a inje¢ao
direta dos destilados das amostras obtido na determinacao do teor alcodlico.

Na preparacao das amostras foi misturado 10 mL do destilado com 1 mL de padrao
interno (4-metil-2-pentanol) e procedeu-se a andlise cromatografica.

Condi¢des cromatograficas: cromatégrafo Focus GC (Thermo Scientific, USA)
equipado com um detetor de ionizagdo de chama (DIC) a 250 °C, injetor (200 °C) a
funcionar em modo de divisdo e com uma coluna capilar de silica de polietileno glicol
(DB-WAX da ] & W Scientific, Folsom, CA, USA), 60 m x 0,32 mm x 0,25 pm). O gas de
arraste foi o hidrogénio (3,40 mL/mim) e a razao de divisao foi de 1:6. O programa de
gradiente térmico foi o seguinte: 35 °C (8 minutos em isotérmica), 10 °C/min até 200
°C (9 minutos). O volume de amostra injetado foi aproximadamente de 1,0 pL.

A quantificacao foi realizada com base na andlise de solug¢des hidroalcodlicas de
padrdes nas mesmas condi¢des cromatograficas.
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Quantificagdo dos compostos voldteis minoritdrios

Uma grande parte dos compostos volateis das aguardentes existem em quantidades
reduzidas, sendo necessaria uma etapa prévia de extracao e concentracdo dos mesmos
(Caldeira et al., 2004).

Assim, para a determinacao destes compostos nas aguardentes de mel, adaptou-se
o método descrito em Granja-Soares et al. (2020) para aguardentes vinicas. Apds
diluicdo das amostras a 20% (v/v), foi feita uma extracdo liquido-liquido com
diclorometano, seguida de uma etapa de concentra¢do em evaporador rotativo a 42,5
°C.

Os extratos obtidos em duplicado para cada amostra foram analisados por GC-FID
nas condi¢des cromatograficas descritas em Granja-Soares et al., (2020a). Aplicou-se
um método semi-quantitativo e os resultados serdo expressos em mg/L de padrao
interno (3,4-dimetilfenol).

Identificagdo dos compostos voldteis

A identificagdo dos compostos volateis dos destilados e dos extratos foi realizada
por cromatografia de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
utilizando-se as condi¢ées descritas em Granja-Soares et al. (2020). Utilizou-se o
equipamento GC-MS (Magnum, Finnigan Mat, San Jose CA, USA) com condigdes
similares a de GC-FID. O volume injetado foi de cerca 0,4 pL. O espectrémetro de massa
funcionou no modo de impacto de eletrdes a 70 eV, varrendo a faixa m/z 40-340 num
ciclo de 1 segundo. Através da comparacao dos tempos de retengdo e dos espectros de
massa obtidos com padrdes de compostos puros, sempre que foi possivel, procedeu-se
a identificacdo dos compostos volateis. Todos os espectros de massa obtidos foram
confrontados com os das bibliotecas NIST e WILEY do sistema de dados.

5.2.6. Espectroscopia vibracional

Foi realizada uma anadlise espetral através da espetroscopia vibracional com
recurso a dois equipamentos:

A. NIR (Near Infrared Spectroscopy). Os espetros foram obtidos de acordo com
a metodologia proposta em Anjos et al. (2020a) usando uma luz de
transmissdao numa célula de quartzo com 1 mm, de espago 6tico, a uma
temperatura de 25 °C durante 2 minutos no instrumento da marca MPA
Bruker. As amostras foram medidas com uma resolucao espetral de 8 cm1
com 32 scans num intervalo de 12,500 to 4000 cm. Foi usado o ar como
background;-
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B. FT-RAMAN. Os espetros foram obtidos de acordo com a metodologia
presente em Anjos et al. (2020b) através de uma lente coletora de alto
rendimento de 180° um detetor de Ge Diodo de alta sensibilidade
refrigerado a azoto liquido, um detetor integrado de 1064 nm e um laser
Nd:YAG com uma poténcia de saida de 500 mW. Os espetros foram
recolhidos com uma resolugdo de 8 cm! com 100 scans num intervalo de
3500 a 70 cm-1. Foram realizadas 3 medi¢des por cada amostra numa célula
de quartzo de 5 mm de espaco 6tico com face oposta espelhada. Os espetros
foram recolhidos a uma temperatura constante de 22 °C.

5.2.7. Analise sensorial

A andlise sensorial das amostras de aguardentes foi realizada no INIAV- Dois Portos
por um painel treinado. O painel foi constituido por 10 provadores e a sessdo de prova
foi realizada numa sala de prova da respetiva instituicdo, em cabines individuais
dotadas de luz artificial e ponto de 4agua (International Organization for
Standardization (ISO) 8586, 2012).

Dado que as amostras apresentavam um TAV muito levado as mesmas foram
previamente diluidas para um teor alcodlico (40% v/v) préximo das aguardentes
comerciais.

A prova foi realizada a temperatura ambiente (20 + 1 °C) tendo-se usado copos de
prova normalizados para vinhos ISO 3591 (2010). A prova foi realizada numa tnica
sessao tendo cada provador recebido 13 amostras de aguardente com uma ordem
balanceada de modo a anular o efeito da posicao e da ordem de prova (Macfie et al.,
1989).

Na cabine individual, cada provador tinha disponivel um conjunto de 13 amostras
em copos, identificados na base com um cddigo; aleatério, de trés digitos. Em cada
cabine prova estava também, um copo com 4gua para a lavagem do palato entre a
avaliacao de cada amostra.

Utilizou-se a ficha de prova descrita em Granja-Soares et al. (2020) tendo-se
adicionado o descritor floral dado ter sido um descritor muito frequente nas
aguardentes de mel (Anjos et al, 2017). Os provadores avaliaram a intensidade da
percecdo de cada um dos descritores, usando uma escala estruturada de 0
(impercetivel / sem perce¢ao) a 5 (percecdo mais forte).

Complementarmente foi pedido aos provadores uma apreciagdo do aroma, sabor e
apreciacdo geral das amostras de aguardente, as quais foram classificadas de 0 a 20.
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5.3. Tratamentos de resultados

Os dados resultantes de todos os procedimentos analiticos, foram submetidos a
uma andlise de variancia unidimensional (ANOVA) com o objetivo de verificar e
identificar as diferencas significativas do envelhecimento nos parametros analiticos
realizados em comparacdo com a aguardente de mel sem envelhecimento (Controlo).

Foi utilizado o teste de Fisher (LSD) a 95% de confiancga para o teste de comparacao
de médias.

De modo a perceber como se posicionam as diferentes espécies de acacia presentes
nas madeiras em relacao aos parametros analiticos realizados, foi efetuada uma analise
de componentes principais (PCA).

Numa primeira fase as andlises estatisticas referidas anteriormente foram
efetuadas de modo a perceber se a amostra controlo apresentava diferengas
significativas das restantes amostras com envelhecimento. Numa segunda fase foi
verificado se haviam diferencas significativas da amostra envelhecida com madeira e
carvalho das amostras envelhecidas em madeira de acacia. Sempre que ndo era
verificada uma diferenca clara entre os dois grupos anteriormente referido as amostras
eram tratadas em conjunto. Finalmente e de modo a perecer a variacdo observada
entre as amostras envelhecidas com as diferentes madeiras de diferentes espécies de
Acicia, foi efetuada a andlise apenas neste grupo.

As analises anteriores foram efetuadas com o programa Statistica©, versao 7.0 -
Statsoft Inc. no tratamento de dados.

Os dados espectrais foram analisados com os programas Unscrambler® X, versao:
10.5.46461.632 (CAMO Software AS, Oslo, Noruega) e OPUS®, versado: 7.5.18 (Bruker
Optik, Alemanha).
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6. Resultados e Discussao
6.1. Parametros fisico-quimicos

Titulo Alcoométrico Volumico

A determinagdo do TAV nas amostras de aguardente de mel envelhecidas com
madeira de acacia para o mesmo nivel de tosta e durante 3 meses apresenta valores
entre 559 % e 56,5 % (v/v). Os TAV determinados nas amostras das diferentes
modalidades ndo apresentam diferencas significativas.

Massa volumica e extrato seco

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios referentes a massa voliimica e
extrato seco das diferentes modalidades de envelhecimento (apés 3 meses) e da
modalidade de controlo.

Numa primeira fase foi verificado se haviam diferengas significativas entre as
modalidades com envelhecimento e a modalidade de controlo. Numa segunda faze
efetuou-se o mesmo procedimento, mas entre modalidades envelhecidas em madeira
de Carvalho e as modalidades envelhecidas em madeira de acacia. Sempre que se
verificavam diferencas significativas assinalou-se com o simbolo “*”.

Tabela 2 - Valores relativos a massa volumica e extrato seco das amostras de aguardente apds os 3 meses de
envelhecimento (média * desvio padrdo).

Amostras Massa volumica (g/cm?3) Extrato seco (g/L)
LCF 0,911+0,018* 0,32+0,07*
ADE 0,919+0,011ab 0,27+0,06P
AME 0,912+0,0042 0,38+0,06¢
AMI 0,919+0,0042b 0,84+0,104
ASA 0,924+0,006 0,36+0,02¢
ALO 0,919+0,0032b 0,22+0,032

C 0,913+0,007* 0,00+0,00*

LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia
saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferencas significativas para um nivel de significancia de p
<0,05 entre as diferentes amostras;

*diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com madeira de acacia
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Os valores da massa volumica registados na Tabela 2, em amostras com madeira de
acacia, apresentam diferencas significativas destacando-se a amostra ASA, que
apresenta maior massa voliumica e AME a menor massa volumica.

Os valores de extrato seco, das modalidades com madeira de acacia, presentes na
Tabela 2 apresentam diferengas significativas destacando a modalidade AMI com
maior teor de extrato seco e a modalidade ALO com menor teor de extrato seco.

O extrato seco estd diretamente relacionado com o contacto da madeira na
aguardente justificando assim o facto da aguardente da modalidade C apresentar um
valor nulo para este parametro.

De acordo com Belchior et al. (2001) a evolugao do extrato seco deve-se ao processo
de envelhecimento em madeira. De facto, varios autores verificaram aumentos de
extrato seco ao longo do processo de envelhecimento em madeira, de diferentes
bebidas destiladas (Baldwin & Andreasen, 1974; Belchior et al., 2001).

Acidez e pH

Na Tabela 3 estao registados os valores de acidez (volatil, fixa e total) assim como
os valores de pH das amostras de aguardente das diferentes modalidades. Para melhor
visualizacdo dos resultados construiu-se a Figura 3 com dados recolhidos da Tabela 3.

Tabela 3 - Valores relativos a acidez e pH das amostras de aguardentes apds os 3 meses de envelhecimento
(média * desvio padrdo).

Acidez (g de acido acético/L)

Amostras pH
Volatil Fixa Total

LCF 0,225+0,004*  0,033+0,004*  0,258+0,008* 4,5+0,1*
ADE 0,117+0,0132  0,027+0,0042> 0,144+0,0172b 5,4+0,0b
AME 0,123+0,0212  0,051+0,0042  0,174+0,0252 5,1+0,0ab
AMI 0,120+0,0002  0,054+0,0082  0,174+0,0082 5,0+0,0ab
ASA 0,135+0,0302  0,027+0,0042>  0,162+0,0252> 5,2+0,1ab
ALO 0,135+0,0212  0,021+0,0042> 0,156+0,0172b 5,2+0,0ab

C 0,108+0,008*  0,006+0,000*  0,114+0,008* 4,8+0,0*

LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia
saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferencas significativas para um nivel de significancia de p
<0,05 entre as diferentes amostras;

* diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com madeira de acacia.

De acordo com os valores registados na Tabela 3 e a varia¢ao presente na Figura 3,
os valores de acidez total aumentaram em todas as amostras ao fim de 3 meses de
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envelhecimento. A amostra LCF apresenta valores mais elevados que podem ser
explicados pelo facto de a madeira usada nessa amostra ter sido de carvalho francés.
As restantes amostras ndo apresentam diferencas significativas entre si.

A amostra C apresenta o valor mais baixo de acidez total (0,114 g/L de acido
acético) Anjos et al. (2017) encontraram valores mais elevados de acidez total em
amostras comerciais de aguardentes de mel. No caso da aguardente de medronho é
recomendado, tendo em vista a sua qualidade organolética, que os valores de acidez
total ndo sejam superiores a 0,30 g/L de acido acético (Galego, 2015).

A acidez volatil é o principal contribuinte para a acidez total das amostras (Figura
3) analisadas sendo que a sua formagdo resulta principalmente do acido acético
formado durante a fermentagdo do mel e que passa para o destilado e também da
libertacdo de compostos da madeira para o mesmo (Botelho et al., 2015; Pereira et al.,
2013).

0.3

I W Acidez fixa Acidez volatil Acidez total
0.25

o1 1 I { 0 { I Tk

0.05 I '
A i &
AME AMI

LCF ADE ASA ALO C

Acidez (g/L ac. acético)

Amostras

Figura 3 - Variacdo da acidez total, volatil e fixa nas amostras de aguardente de mel envelhecidas em madeira
de diferentes espécies de acacia. LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -
Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira.

Os valores de pH registados na Tabela 3 estdo compreendidos entre 4,5 (LCF) e 5,4
(ADE). Considerando que o controlo apresenta um valor de pH acima (4,8) do minimo
verificado na amostra LCF pode-se afirmar que a madeira de carvalho francés acidifica
a aguardente originando os valores mais elevados de acidez total. E interessante
observar que o aumento de acidez nas amostras LCF é acompanhado de um decréscimo
do pH, enquanto que nas amostras que envelheceram em acacia o aumento de acidez
ocorre em paralelo com o aumento de pH. Estes resultados sugerem uma composi¢do
muito diferente das madeiras de acacia em relacdao a madeira de carvalho.

Os valores registados de pH estdo acima dos apresentados por Anjos et al. (2017,
2020). O valor de pH da amostra controlo de 4.8, encontra-se proximo dos obtidos por
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Santos (2016) que encontrou valores entre 4.7 e 5.2 para as fragdes de destilacao
correspondentes ao “coracao” da aguardente de mel e é mais elevado que os valores
determinados em amostras comerciais (Anjos et al. 2017).

6.2. Caracteristicas cromaticas

Na Tabela 4 estao representados os resultados da determinagdo dos parametros de
cor pelo método CIELAB relativamente as amostras de aguardente de mel envelhecidas
durante 3 meses com madeiras de acacia e carvalho francés. Tal como referido no
Capitulo 5 (material e métodos), neste caso nao se verificou uma diferenca clara entre
as amostras de aguardente de mel envelhecida com madeira de Acacia e as
envelhecidas com madeira de Carvalho pelo que a andlise das mesmas foi efetuada em
conjunto.

De um modo geral, durante o periodo de envelhecimento o contacto da madeira
com as aguardentes induziu a algumas alteracées cromaticas. Na Figura 4 podemos
observar o escurecimento das amostras de aguardente de mel apds o contacto da
madeira. As amostras ADE, AME e ALO apresentam as cores mais claras e as amostras
AMI e ASA apresentam uma cor muito semelhante ao alcangado pela madeira de
carvalho francés, amostra LCF.

A amostra C apresenta o valor mais elevado de transmitancia sendo expectavel pois
visualmente é a que apresenta maior transpareéncia, seguindo-se as amostras ADE e
ALO. A amostra AME apresenta o valor mais baixo de transmitancia (Tabela 4).

No caso da coordenada a*, que assume valores positivos e negativos para cores mais
avermelhadas e mais esverdeadas, respetivamente, as amostras ADE e ALO
apresentam os valores mais proximos do C, que apresenta valores nulos. O contrario
pode ser observado para as amostras LCF e AMI que apresentam os valores negativos
mais elevados.

Para a coordenada b* assume-se os valores positivos para cores mais amareladas e
0s negativos para cores azuladas. Todos os valores das amostras sao positivos
destacando-se as amostras AME e AMI com os valores significativamente mais elevados
quando comparados com as amostras ALO e ADE que apresentam os valores
significativamente mais baixos.
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Tabela 4 - Valores relativos as caracteristicas cromaticas das amostras de aguardentes apds os 3 meses de

envelhecimento (média + desvio padrao).

AMOSTRA L* a* b*
LCF 94,70+0,02b -1,98+0,022 21,87+0,05P
ADE 96,80+0,02¢ -0,84+0,02> 10,97+0,112
AME 92,26+0,072 -0,96+0,04> 27,20+0,11b¢
AMI 90,79+0,022 -1,49+0,03¢ 31,42+0,06¢
ASA 95,91+0,03> -0,86+0,02> 13,67+0,032
ALO 95,75+0,04¢ -1,04+0,03> 10,82+0,132
C 97,44+0,18* -0,13+0,01* 0,45+0,01*

LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia
melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia
longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira.

Letras iguais na mesma coluna indicam que nio ha diferencas
significativas para um nivel de significincia de p <0,05 entre as diferentes

amostras;

* diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com
madeira de acécia.

Figura 4 - Amostras de aguardente de mel envelhecidas analisadas. LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia
dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; C -
Controlo - aguardente sem madeira.

Na Figura 5 estdo representados os resultados da analise de componentes
principais (PCA), de todas as modalidades em estudo, em relacdo aos parametros

fisico-quimicos e caracteristicas cromaticas analisadas.
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Figura 5 - Andlise em componentes principais para os parametros fisico-quimicos e caracteristicas
cromaticas em aguardente de mel envelhecida nas diferentes modalidades. LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia
dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; ES -
Extrato seco; AF - Acidez fixa.

A primeira componente principal, PC1, representa 40,5 % da variancia total e
discrimina as diferencas cromaticas entre as modalidades. As modalidades AMI e AME
apresentam os valores mais elevados das coordenadas a* e b* e as modalidades ALO,
ASA, e ADE, valores respetivos de luminosidade.

A segunda componente principal, PC2, representa 30,7 % da variancia total e
permite distinguir as aguardentes envelhecidas com madeira de acacia e madeira de
carvalho francés.

Na Figura 6 estdo representados os resultados da andlise de componentes
principais (PCA), apenas das modalidades com madeira de acacia, em relacdo aos
parametros fisico-quimicos e caracteristicas cromaticas analisadas.
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Figura 6 - Andlise em componentes principais para os parametros fisico-quimicos e caracteristicas
cromaticas em aguardente de mel envelhecida nas modalidades com madeira de acacia. ADE - Acacia dealbata;
AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia.

A primeira componente principal, PC1, representa 49,3% da variancia total e
discrimina as diferencas cromaticas entre as modalidades. As modalidades AMI e AME

apresentam os valores mais elevados das coordenadas a* e b* e as modalidades ALO,
ASA, e ADE, valores respetivos de luminosidade.

A segunda componente principal, PC2, representa 20,1% da variancia total e
permite distinguir as aguardentes envelhecidas com madeira de acicia em fungao da
acidez. A modalidade AMI apresenta valores superiores de acidez total, a AME maior
acidez fixa e ASA maior acidez volatil. Contrariamente a modalidade ADE apresenta um
valor de acidez mais baixo representando o maior valor de pH.

6.3. Composicao volatil
Compostos voldteis maioritdrios

Na Tabela 5 estao representados os compostos volateis maioritarios presentes nas
amostras de aguardente de mel analisadas quantificados e identificados por GC-FID e
GC-MS, respetivamente, em g/hL de alcool puro (A.P.). No caso dos compostos
maioritarios e dado que nao havia uma diferenca estatistica da amostra controlo das
demais amostras, o tratamento de dados foi efetuado considerando todas as amostras.
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Tabela 5 - Valores dos compostos volateis maioritarios das amostras apds os 3 meses de envelhecimento
(média * desvio padrio).

Compostos volateis maioritarios (g/hL A.P.)

fmostras Acetaldeido Ace.tato Metanol Propanol Isobutanol 1-Butanol 2+3-Metil-1-
etilo Butanol

LCF 8,94+0,51P 29,02+2,34>  12,83+0,50>  28,94+1,69> 61,30+3,82>  0,65+0,112  242,35+15,32b
ADE 8,630,042 26,08+£0,26a»  10,67+0,012  25,42+0,172 53,99+0,532=  0,60+0,01= 213,46%2,412
AME 8,08+0,1920 20,80+2,272 10,64+0,052  25,70+0,222 54,670,732  0,64+0,00° 217,68+3,86?
AMI 8,52+0,76% 20,822,222 11,59+0,18=  25,68+0,412 54,83+0,362  0,57+0,022 219,74+2,812
ASA 8,26+0,182 26,47+1,072 11,17+0,102 25,730,542 54,84+0,702=  0,61+0,052 216,98+2,632
ALO 8,50+0,292b 25,940,262 10,55+0,302  25,27%0,292 53,70£0,63= 0,640,022 213,69+2,512

C 7,71%0,022 28,05+0,35P 11,66+0,302  27,43+0,47®  58,97+3,53®>  0,67+0,072 231,84+5,36%

LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO -
Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira. A.P. - Alcool Puro

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferencas significativas para um nivel de significancia de p <0,05 entre as
diferentes amostras.

Dentro dos resultados obtidos alguns autores afirmam que as concentragdes dos
alcoois superiores podem ser afetadas pelo tipo de mel usado na produgdo da
aguardente e também pelas condi¢cdes de fermentacao (Caldeira et al., 2010; Vidrih &
Hribar, 2007).

O acetaldeido é um dos primeiros compostos a serem formados durante o processo
fermentativo resultante do metabolismo das leveduras (Anjos, 2020; Galego, 2015). A
concentracao de etanal nas amostras envelhecidas varia entre 8,08 e 8,94 g/hL A.P,,
sendo estes valores inferiores ao observados por Anjos et al. (2017), para amostras de
aguardente de mel de diversos produtores de Portugal, cujo intervalo de valores se
situava entre 31,3 e 57,2 g/hL A.P. De acordo com a Tabela 5 pode-se observar que
apés os 3 meses de envelhecimento, existe um aumento da concentracdo de
acetaldeido face a amostra C que apresenta o valor mais baixo (7,71 g/hL A.P.). Trata-
se de um aumento expectavel que podera ser explicado pelos processos oxidativos que
ocorrem durante o envelhecimento (Luis et al, 2011). No entanto, para as amostras
envelhecidas com madeira de acacia esta variacdo nao é estatisticamente diferente.

Dentro dos compostos de aroma encontrados em bebidas espirituosas, os ésteres,
principalmente os ésteres etilicos e de acidos monocarboxilicos, formam um dos
grupos mais importantes, sendo o acetato de etilo, quantitativamente, o0 componente
mais importante na fragdo éster de varios destilados (Balcerek et al, 2017). De acordo
com Anjos et al. (2017) a variacao da concentragdo do acetato de etilo esta relacionada
com os varios processos oxidativos do etanol e também com o metabolismo
microbiano da fermentacao. Varios fatores, como o grau de maturac¢do do fruto, das
condicoes de fermentacao e da separacao das fracdes de “cabec¢a” durante a destilagao,
podem influenciar a concentracao do acetato de etilo no produto destilado (Botelho et

al., 2015). A concentracdo de acetato de etilo apresenta valores entre 26,00 e 36,28
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g/hL A.P. e apenas as amostras AME e AMI apresentam valores estatisticamente
inferiores (20,80 e 20,82 g/hL A.P., respetivamente) (Tabela 5). Os valores registados
sdo inferiores aos encontrados em amostras comerciais de aguardentes de mel
analisadas por Anjos etal. (2017).

O metanol é um composto altamente téxico que, quando ingerido em grandes
quantidades, pode causar danos graves ao sistema nervoso central. Neste contexto, é
crucial controlar rigorosamente a presenca de metanol em bebidas destiladas para
proteger a saude publica. [sso envolve regulamentag¢des para a producao e comércio de
bebidas alcodlicas, garantindo que os niveis de metanol sejam mantidos dentro de
limites seguros para consumo humano (Balcerek et al., 2017; Botelho et al,, 2020). A
Unido Europeia definiu como limite maximo de metanol uma concentracao de 1000
g/hL A.P. para aguardentes de frutos e aguardentes bagaceiras, mas ndo para
aguardente de mel (Christoph & Bauer-Christoph, 2007). Na Tabela 5 estdo registados
os valores de metanol determinados nas amostras de aguardente de mel e observa-se
que os valores sao bastante baixos estando estes compreendidos entre 10,85 e 12,83
g/hL A.P. sendo a amostra LCF a Unica que apresenta valores significativamente mais
elevados, mas ainda assim muito longe dos limites legais estabelecidos. Os valores
observados sao inferiores aos observados por Anjos et al. (2017) para o mesmo tipo de
destilados. Estes valores reduzidos de metanol eram expectaveis, pois segundo
(Christoph & Bauer-Christoph, (2007) a concentracdo de metanol aumenta de forma
acentuada durante a degradacdo enzimatica de pectinas durante o processo
fermentativo sendo esta reacdo observada em aguardentes de frutos. No caso da
aguardente de mel a concentracdo de metanol aumenta de forma vestigial quando a
fermentacdo acontece na presenca de poélen (Roldan et al., 2011).

Os alcoois superiores sao quantitativamente o maior grupo dos compostos volateis
responsaveis pelo aroma em destilados, estando de forma positiva envolvidos no perfil
sensorial da destilacao quando nao se apresentam em concentragdes muito elevadas
(Botelho et al., 2015).

Os compostos 2-butanol e 2-propeno-1-ol ndo constam registados na Tabela 5 pois
o valor para ambos é nulo em todas as amostras.

O composto propanol apresenta valores entre 25,27 g/hL A.P. e 28,94 g/hL A.P.
sendo que a amostra LCF apresenta o valor mais elevado (Tabela 5). As amostras de
aguardente envelhecidas com madeira de acacia ndo apresentaram diferencas
significativas para com a amostra C, estando as respetivas concentracgoes ligeiramente
abaixo do mesmo. Os valores registados estao acima dos encontrados em Anjos et al.
(2017). Para o isobutanol as concentragdes estao compreendidas entre 53,70 e 61,30
g/hL A.P. sendo a amostra LCF a que maior concentracdao apresenta (Tabela 5). As
amostras envelhecidas com madeira de acacia ndo apresentam diferencas
significativas entre si, no entanto, a amostra LCF apresenta valores significativamente
superiores. O composto 1-butanol apresenta os valores mais baixos registados dentro
dos alcoois superiores, ndo existindo diferencas significativas entre as amostras. A
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semelhanc¢a do 2-butanol, o 1-butanol esta associado ao desenvolvimento bacteriano
no processo de armazenamento da matéria prima (Galego, 2015), sendo este um
resultado expectavel incrementando a qualidade do produto.

Os alcoois isoamilicos (2+3-metil-1-butanol) sdo os que maior concentragao
apresentam dentro do grupo dos alcoois superiores estando os valores compreendidos
entre 213,46 e 242,35 g/hL A.P, (Tabela 5), sendo a amostra LCF a Uinica que apresenta
valores estatisticamente superiores as amostras envelhecidas com madeira de acacia.
De acordo com Balcerek et al. (2017) a concentragdo em alcoois isoamilicos relaciona-
se com a assimilagcdo do azoto pelas leveduras. Nao existem diferencas significativas,
exceto para a amostra LCF, no entanto, verificou-se uma ligeira reduciao da
concentragdo dos alcoois isoamilicos nas amostras de aguardente envelhecidas com
madeira de acacia, quando comparadas com a amostra sem envelhecimento (C).

Nas Figura 7 e 8 estdo representados os resultados da andlise de componentes
principais (PCA) das amostras de aguardente de mel envelhecidas em relagdo aos
compostos volateis maioritarios (alcoois superiores). Nesta andlise apenas foram
colocados o0s parametros que apresentavam diferencas significativas entre
modalidades e apenas as amostras de aguardente de mel envelhecida com madeira de
Acicia (Figura 8). Optou-se por este procedimento dado que na analise anterior se
verificou de devido a caracteristica diferenciadora da madeira a maioria dos compostos
apresentavam diferencas significativas para LCF. Se incluissemos esta amostra na PCA
(Figura 7), ndo se conseguia perceber bem a diferenca entre as amostras de aguardente
de mel envelhecida com madeiras de diferentes espécies de acacia que é o objetivo
fulcral deste trabalho.

Na Figura 7, a primeira componente principal (PC1) representa 49,2% da variancia
total e permite distinguir as modalidades em funcdo da madeira usada no
envelhecimento.

A segunda componente principal, PC2, representa 19,8% da variancia total e
permite distinguir as modalidades em fun¢do da concentragao de alcoois superiores. A
amostra ADE, ASA e ALO apresentam valores superiores para os compostos de
acetaldeido e acetato de etilo, enquanto que a modalidade LCF apresenta
concentragdes superiores para os restantes compostos volateis.
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Figura 7 - Andlise em componentes principais para os compostos volateis maioritarios em aguardente de mel
envelhecida com madeira de Acécia, carvalho francés e sem envelhecimento. LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia
dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia.

Na Figura 8, a primeira componente principal (PC1) representa 43,1% da variancia
total e permite distinguir as modalidades em funcdo da concentragdo de alcoois
superiores. As modalidades ALO, AMI, ADE e ASA apresentam concentracdes de alcoois
superiores mais elevadas para diferentes compostos volateis.

A segunda componente principal, PC2, representa 22,8% da variancia total e
permite distinguir as aguardentes envelhecidas com madeira de acacia com maior
concentracao de alcoois superiores. A amostra ADE apresenta valores superiores de
acetaldeido, a ASA aproxima-se mais do composto acetato de etilo, propanol e
isobutanol e a amostra AMI tem valores mais altos de metanol e alcoois isoamilicos.
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Figura 8 - Andlise em componentes principais para os compostos volateis maioritarios em aguardente de mel
envelhecida com madeira de Acécia. ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA
- Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia;

Compostos voldteis minoritdrios

Na Tabela 6 estdo representados os compostos volateis minoritarios presentes nas
amostras de aguardente de mel, ap6s os 3 meses de envelhecimento, quantificados e
identificados por GC-FID e GC-MS, respetivamente.

Foram identificados e quantificados 32 compostos volateis que se dividem nos
seguintes grupos:

Fenois volateis (guaiacol, 4-metilguaiacol, siringol, 4-metilsiringol e 4-
alilsiringol);

Lactonas (cis B-metil-y-octalactona e butirolactona);

Aldeidos fendlico e fenilcetona (vanilina e acetovanilona).

Aldeidos furanicos (furfural, 5-metilfurfural e hidroximetilfurfural (HMF));
Esteres (butirato de etilo, acetato de isoamilo, decanoato etilo, hexanoato de
etilo, octanoato de etilo, lactato de etilo, 2-metilbutirato de Etilo, succinato
de etilo);

Compostos terpénicos (linalol e terpeniol);

Acidos (butandico, isobutandico, isovalérico, hexandico, decandico,
dodecanodico, octandico) e alcoois (2-feniletanol, 1-hexanol, 3-etoxi-1-
propanol).
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Os quatro primeiros grupos de compostos correspondem a compostos
habitualmente associados e extraidos da madeira de carvalho, cujos teores sdo
habitualmente nulos ou reduzidos nas aguardentes ndo envelhecidas (Caldeira et al.,
2016). De facto, para a maioria destes compostos (HMF, guaiacol, 4-metil guaiacol,
siringol, cis B-metil-y-octalactona, 4-alilsiringol e acetovanilona) podemos observar na
Tabela 6 que eles ndo estdo presentes na amostra C, a semelhanca do verificado com
aguardentes vinicas (Caldeira et al., 2016). No entanto, verifica-se a presenca dos
aldeidos furanicos (furfural e 5-metilfurfural) na aguardente sem envelhecimento com
madeira (C), estando em concordancia com os resultados registados em trabalhos
realizados em aguardentes vinicas (Caldeira et al., 2016). Contrariamente ao verificado
em aguardentes vinicas verifica-se que a aguardente de mel sem envelhecimento ja
apresenta um teor diminuto de 4-metilsiringol e vanilina.

Para o grupo dos fendis volateis os compostos guaiacol, 4-metil guaiacol e siringol
foram detetados apenas na modalidade LCF com concentrag¢des de 0,20 e 1,32 mg PI/L,
respetivamente. No composto 4-metilsiringol ndao se apresentam diferencgas
significativas para amostras envelhecidas com madeira de acicia e a amostra de
controlo, destacando o valor superior presente na amostra LCF de 0,69 mg PI/L. Para
o composto 4-alilsiringol ndo se apresentam diferencas significativas para amostras
envelhecidas com madeira de acicia e o mesmo nao foi detetado na amostra de
controlo, destacando o destacando o valor superior presente na amostra LCF de 0,12
mg PI/L.

0 isémero cis 3-metil-y-octalactona foi detetado apenas na amostra de aguardente
envelhecida com madeira de carvalho-francés, LCF com uma concentracao de 0,76 mg
PI/L. Este resultado era expectavel dado que este composto tem sido proposto como
marcador quimico do envelhecimento em madeira de carvalho (Caldeira et al 2010)

O composto acetovanilona foi detetado apenas na amostra de aguardente
envelhecida com madeira de carvalho-francés, LCF com uma concentracao de 0,26 mg
PI/L. No caso do composto vanilina foram registados, em amostras com madeira de
acacia, valores entre 0,24 e 0,35 mg PI/L em que se apresentam diferencas
significativas face a amostra ASA (maior concentracdo) e ao controlo que apresenta
valores muito reduzidos (0,05mg PI/L). A amostra LCF no composto acetovanilona
apresenta valores muito superiores de 2,3 mg PI/L.

Para os aldeidos furanicos (furfural, metilfurfural e HMF) determinaram-se os
teores significativamente mais elevados nas amostras que envelheceram com madeira
de carvalho (LCF). O furfural e metilfurfural também estao presentes nas aguardentes
que envelheceram em madeira de acacia, mas os seus teores nao sao significativamente
diferentes dos determinados na amostra controlo (C).
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Tabela 6 - Compostos volateis minoritarios em mg PI/L, das amostras de aguardente apés os 3 meses de
envelhecimento (média + desvio padrio).

LCF ADE AME AMI ASA ALO C
Guaiacol 0,44+0,08 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
4-Metil 0,20£0,03 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
guaiacol
Siringol 1,32%0,03 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
4-Metilsiringol 0,690,146  020:0,040  023:0,03¢  020:0,000  021%0,02¢  02120,02¢  0,2240,012
4-Alilsiringol 0,12+0,01>  0,04+0,01+  0,04:0,012 0,050,022  0,05:0,01*  0,04+0,002 Nd
cis p-metil-y- 0,76+0,61 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
octalactona
Vanilina 2,3040,14c  0,29+0,000  0,24+0,02>  0,28:0,070  035+0,030  0,26:0,02°  0,05:0,01°
Acetovanilona 0,26+0,04 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Furfural 14,86:1,210  2,40:0,01a  2,69+0312  2,38+0,090  2,23+0,15:  2,22+0,300 2,280,042
Metilfurfural 0,88+0,16" 0,170,000  0,17:0,01= 0,200,080  0,17+0,02¢  0,15+0,012  0,13+0,002
HMF 0,36+0,00 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
eBt‘;lt:)rato de 033+0,01>  0,30:0,01>  0,26+0,022 0,230,022  031+0,04>  0,31:0,07>  0,31+0,01°
Z-Metilbutirato ,,,.0000  013:0000 0110012 0100000  013:0,02° 0142003  0,15£0,00°
de etilo
Acetato 095:0,12¢  076001>  0,72:0,07  0,63:0,091  0,71:008"  072£0,12>  0,76£0,01°
Isoamilo

Hexanoatode ). .06, 119:0040  1205013°  007:009  107:010% 1132014 11740025

etilo
Lactato etilo 2,74+0,16¢  2,39+0,02 2,790,336  2,36:023h  2,22:020°  245+0,18>  2,38+0,03%
gtci:ﬂnoato de o 2i059% 40940270  571:0,61  670:0,98 4544045  507+017%  500+0,19b

Decanoato etilo 2,81+0,25%® 2,92+0,23b 3,48+0,41¢ 2,81£0,412b 2,56£0,242 2,69£0,022 2,94£0,01°

Sucinato de 1,34£0,070  1,21%0,022  1,40+0,14>  1,22+0,08°  1,15+0,080  1,20:0,09¢  1,19+0,000

etilo

1-Hexanol 0,360,030 0,32+0,012 0,43+0,01¢ 0,34+0,052 0,33+0,02 0,36+0,032  0,36+0,002
3-Etoxi1- 0,33+0,02P 0,290,002 0,35+0,05P 0,30+0,02a 0,30+0,032>  0,34+0,012>  0,31+0,002>
propanol

Linalol 0,22+0,012b 0,20+,0,002 0,23+0,02b 0,20+0,002 0,20+0,01 0,20+0,012 0,21+0,0020
Terpeniol 0,150,012 0,140,002 0,160,022 0,140,012 0,140,012 0,15%0,01a 0,140,002
2-Feniletanol 47,92+1,74 46,380,552  52,59+0,57° 47,18+1,292  43,21+2,812  45,90+1,792  45,58+0,252
{\C. . 2,42+0,13b 2,00+0,032 2,48+0,36P 2,07+0,152 1,91+0,202 2,12+0,072b  2,08+0,002
isobutandico

Ac. butanoico 0,59+0,06¢ 0,31+0,002 0,39+0,04b> 0,32+0,01a 0,29+0,032 0,31+0,01a 0,30+0,007
Ac. isovalérico 4,75+0,21bc  4,13+0,052> 4,94+0,63¢ 4,21+0,25b 3,860,312 4,21+0,18 4,19+0,01b
Ac. hexanéico 1,01+0,03b¢ 0,95+0,02b 1,30+0,03¢ 0,99+0,10a>  0,91%0,063 0,89+0,032 0,85+0,01a

Aado,. 2,74+0,07v 2,73+0,18b 3,14+0,25¢ 2,78+0,06P 2,56+0,132 2,61+0,042 2,45+0,052
octandico
Acido

. 2,35+0,07> 2,38+0,35b 2,64+0,35b 2,30+0,173ab 2,25+0,062> 2,34+0,03b 2,10+0,072
Decanoico
Ac. . 0,60+0,02a 0,65+0,092b 0,74+0,08 0,63+0,03a> 0,600,044 0,67+0,072b 0,59+0,02a
Dodecanoico

Butirolactona 0,17+0,02ab 0,16+0,002 0,20+0,01b 0,160,022 0,17+0,012>  0,18+0,01ab 0,20+0,00°

LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO -
Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira; Ac-Acido; Nd - nio detetado; PI - padrdo interno.

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferengas significativas para um nivel de significancia de p <0,05 entre as
diferentes amostras.
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De uma forma geral para os grupos dos fenois volateis, aldeidos fenolicos e aldeidos
furanicos o teor de todos os compostos foi significativamente influenciado pelo fator
madeira, embora com variagdes distintas.

Para o grupo dos ésteres, o composto butirato de etilo apresenta valores entre 0,23
e 0,33 mg PI/L com diferencas significativas nas amostras AME e AMI. O composto
acetato isoamilo, para amostras com madeira de acacia, apresenta valores entre 0,63 e
0,76 mg PI/L sendo visiveis diferencas significativas para a amostra AMI que apresenta
a concentracdao mais baixa, verificando-se um valor mais elevado para a amostra LCF,
0,95 mg PI/L. O composto 2-metilbutirato de etilo (2-met-but. Etilo), para amostras
com madeira de acacia, apresenta valores entre 0,10 e 0,14 mg PI/L verificando-se
diferencas significativas nas amostras AMI e AME mantendo os valores médios para a
amostra LCF. O composto hexanoato de etilo, para amostras com madeira de acacia,
apresenta valores entre 0,97 e 1,19 mg PI/L com diferencas significativas para as
amostras AMI e ASA destacando-se a amostra LCF com um valor superior de 1,26 mg
PI/L. O composto lactato de etilo apresenta, para amostras com madeira de acicia,
valores entre 2,22 e 2,79 mg PI/L apresentando diferencas significativas entre todas as
amostras sendo a menos concentrada a amostra ASA e a mais concentrada a AME com
valores préximos da amostra LCF. O composto octanoato de etilo, para amostras com
madeira de acacia, apresenta valores entre 4,54 e 6,70 mg PI/L sendo visiveis as
diferencas significativas entre todas as amostras. O composto decanoato de etilo, para
amostras com madeira de acacia, apresenta valores entre 2,56 e 3,48 mg PI/L sendo
visiveis diferencas significativas entre as amostras. O composto butirolactona, para
amostras com madeira de acacia, apresenta valores entre 0,16 e 0,20 mg PI/L, ndo
havendo diferencas significativas entre as amostras mantendo uma correlagdo entre a
amostra LCF e controlo. O composto succinato de etilo, para amostras com madeira de
acacia, apresenta valores entre 1,15 e 1,40 mg PI/L com diferencas significativas
apenas para a amostra AME que apresenta a maior concentragao.

Para o composto terpénico linalol foram registados, para amostras com madeira de
acdcia, valores entre 0,20 e 0,23 mg PI/L com diferencas significativas para a amostra
AME que apresenta a maior concentracao do composto. Em relacdo ao controlo e
amostra LCF ambos ndo apresentam diferencas significativas. No composto terpeniol
foram registados, em amostras com madeira de acdcia, valores entre 0,14 e 0,16 mg
PI/L sendo a amostra AME com maior concentragdo, verificando-se a auséncia de
diferencas significativas para todas as amostras.

No grupo dos acidos, para o acido butanoico foram registados, em amostras com
madeira de acacia, valores entre 0,29 e 0,39 mg PI/L apresentando diferencas
significativas para a amostra AME, que apresenta maior concentracao, e para a amostra
LCF que apresenta um valor superior de 0,59 mg PI/L. No acido isobutanoico foram
registados, para amostras com madeira de acacia, valores entre 1,91 e 2,48 mg PI/L
sendo a amostra AME a que apresenta diferencas significativas das restantes tendo
valores superiores a amostra LCF (2,42 mg PI/L). Para o acido isovalérico foram
registados, em amostras com madeira de acacia, valores entre 3,86 e 4,94 mg PI/L
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apresentando diferencas significativas para as amostras AMI e AME (maior
concentragdo) tendo se verificado um aumento da concentracdo do composto em
relagdo ao controlo assim como valores mais baixos na amostra LCF (4,75 mg PI/L).
Para o 4cido hexanoico foram registados, em amostras com madeira de acacia, valores
entre 0,89 e 1,3 mg PI/L sendo a amostra ALO (maior concentragdo) a que apresenta
diferencas significativas e a amostra LCF com valores inferiores, 1,01 mg PI/L, e um
aumento de concentracdo em relagdo ao controlo. Para os compostos acido decandico,
dodecanodico e octandico foram registados, em amostras com madeira de acicia,
valores entre 2,25 e 2,64 mg PI/L, 0,6 e 0,74 mg PI/L, 2,56 e 3,14 mg PI/L,
respetivamente, constando que para ambos os compostos apresentam diferencas
significativas nas amostras AME e ASA sendo, também, as que registam maiores e
menores concentracdes dos compostos, respetivamente. A amostra LCF ndo apresenta
diferencas significativas e observa-se um aumento de concentracgdo face ao controlo.

Para o grupo dos alcoois, no composto 2-feniletanol foram registados, em amostras
com madeira de acdcia, valores entre 43,21 e 52,59 mg PI/L apresentando diferencas
significativas para a amostra AME (maior concentracdo) observando-se um amento
face a amostra de controlo estando a amostra LCF com valores intermédios de 47,92
mg PI/L. No composto 1-hexanol foram registados, em amostras com madeira de
acacia, valores entre 0,32 e 0,43 mg PI/L apresentando diferencas significativas para a
amostra AME (maior concentra¢do) com valores de LCF intermédios (0,36 mg PI/L) e
um amento face a amostra de controlo. No composto 3-etoxi-1-propanol (3-etoxi-1-
prop) foram registados, em amostras com madeira de acacia, valores entre 0,29 e 0,35
mg PI/L apresentando diferencas significativas para a amostra AME (maior
concentragdo) com valores de LCF muito préximos, 0,33 mg PI/L e tendo-se registado
um aumento face o controlo.

Na Figura 9 estdo representados os resultados da andlise de componentes
principais (PCA) das amostras de aguardente de mel envelhecidas em relagdao aos
compostos volateis minoritarios. Nesta andlise apenas foram colocados os parametros
que apresentavam diferencas significativas entre amostras.

A primeira componente principal (PC1) representa 47,51% da variancia total e
discrimina o tipo de madeira usado no envelhecimento, acacia e carvalho francés, em
funcdo dos compostos volateis determinados nas aguardentes. A madeira usada na
amostra AME é a que apresenta um comportamento mais proximo da madeira de
carvalho francés. A segunda componente principal, PC2, representa 29,56% da
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variancia total e permite distinguir as aguardentes envelhecidas com madeira de acacia
e madeira de carvalho francés.
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Figura 9 - Andlise de componentes principais para compostos volateis minoritarios em aguardente de mel
envelhecida com madeira de Acécia e Carvalho francés. LCF - Carvalho francés; ADE - Acacia dealbata; AME -
Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia.

6.4. Espetroscopia vibracional

Na Figura 10 encontram-se os espetros de absor¢ao de NIR recolhidos de todas as
amostras de aguardente de mel estudadas sendo que os perfis dos mesmos estao
adaptados de acordo com as metodologias apresentadas em Anjos etal. (2021).

De acordo com a descricao das regides mais relevantes que se encontram nos
trabalhos com as mesmas matrizes o teor de d4gua nas aguardentes pode ser detetado
na regidao em torno de 6856 cm (inclui as segundas eleva¢cdes da banda de
alongamento O-H e uma combinacao de vibra¢des de deformacao e de alongamento do
grupo OH, especificamente da agua). O pico de menor intensidade proximo de 8438 cm-
1 é atribuido a segunda elevacao do alongamento C-H do etanol (um dos principais
compostos da aguardente)(Anjos et al., 2021).
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Figura 10 - Espectros de absor¢do NIR de todas as amostras de aguardentes de mel envelhecidas
com madeira de Acécia e carvalho.

A regido de 5600 a 6000 cm! apresenta trés pequenos picos atribuidos ao
alongamento vC-H dos grupos CH; e CH3 (Cozzolino et al, 2003) e OH de grupos
aromaticos (Chen et al., 2014).

O pico a 5168 cml, esta relacionada com uma combinacdo de alongamento e
deformacdo do grupo OH e as primeiras elevagdes de alongamento C-H (Li et al., 2012).

Os compostos volateis extraidos das madeiras (principalmente compostos
furanicos e fenélicos) contribuem para o sabor da bebida (Granja-Soares et al., 2020b;
Tsakiris et al.,, 2014). Mesmo em pequenas quantidades, hidratos de carbono soluveis,
nomeadamente agdcares, podem contribuir para o aroma final. O etanol, os agticares e
os compostos fenolicos tém uma banda de absorcao a 4408 cm! relacionada com a
segunda elevacao do alongamento vC-H e vO-H a 4339 cm1. As bandas em 4408 cm e
4339 cm! também estdo relacionadas com o teor de metanol nas aguardentes de mel
(Yang et al, 2016). A banda a 4252 cm! estd relacionada com a combinagdo de
alongamento e deformacgdo por flexdo de unidades CH de C-H(aromatico) e C-H(arilo)
(Canas et al., 2019b).

Na Figura 11 estdo representados os resultados da analise de componentes
principais, a partir de dados espetrais, adquiridos no NIR onde é possivel observar que
0s espetros seguiram a tendéncia de diferenciacio de amostras com uma
representatividade de 90% da variancia total.
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Figura 11 - Andlise de componentes principais, com representagdo dos scores, a partir de dados espectrais
adquiridos no NIR, da aguardente de mel envelhecida com madeira de acdcia e carvalho francés durante 3 meses.
LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia
saligna; ALO - Acacia longifolia.

Na Figura 12 encontram-se os espetros representativos de todas as amostras de
aguardente de mel estudadas obtidos em FT-RAMAN.
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Figura 12 - Espectros de todas as amostras de aguardentes de mel envelhecidas com madeira de
acacia e carvalho obtidas por FT-RAMAN com corre¢do da linha de base.
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De acordo com Korolevich et al.,, (1990) o pico a 436 cm'! pode estar relacionado
com modos vibracionais esqueléticos, nomeadamente C-C-0 e C-C-C, C-O e C-C.

A forte banda a 882 cmlcorresponde aos alcoois primarios e secundarios. Esta
banda tem sido utilizada para quantificar o teor de etanol nas bebidas alcodlicas
(Cleveland et al., 2007).

De acordo com (Picard etal., 2007) os picosa 1050 e 1090 cm-! correspondem a um
alongamento C-C-O assimétrico e a um balango CH3, respetivamente.

O pico registado a 1278 cm-! corresponde a tor¢do em fase do CH2 e oscilacdo em
fase. Além disso, o alongamento C-O dos acidos carboxilicos é caracterizado por bandas
Raman de intensidade muito variavel nestas regides.

Os picos a 1455 e 1483cm! correspondem a ligacdes C-OH que de acordo com
Anjos, et al. (2020b) corresponde a uma zona espetral muito importante onde se
inserem os diferentes teores de alcool das aguardentes.

As bandas presentes a 2975, 2931 e 2883 cm-! sdo atribuidos ao alongamento das
moléculas CHz e CH3 do etanol e podem ser influenciados por outras substancias
presentes na aguardente de mel (Anjos et al., 2020b).

A regido entre 3050 e 3500 cm! estd associada as vibragdes das moléculas com
ligagdes O-H (Magdas et al., 2022).

Na Figura 13 estdo representados os resultados da analise de componentes
principais, a partir de dados espetrais, adquiridos no FT-RAMAN onde é possivel
observar que os espetros seguiram a tendéncia de diferenciacdo de amostras com uma
representatividade de 93% da variancia total. No entanto, os espectros mostraram que
outros compostos presentes nas amostras poderiam afetar a sua posicdo relativa ao
longo dos eixos da PCA apresentando assim algumas sobreposi¢cdes de amostras
diferentes.
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Figura 13 - Andlise de componentes principais, com representagdo dos scores, a partir de dados espectrais
adquiridos no FT-RAMAN da aguardente de mel envelhecida com madeira de acacia e carvalho francés durante 3
meses. LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA -
Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia.

6.5. Andalise Sensorial

A andlise sensorial realizada para as modalidades em estudo, com recurso a ficha
de prova usada em Granja-Soares et al. (2020), visa caracterizar o perfil sensorial da
aguardente de mel apds o envelhecimento.

Na tabela 7 apresentam-se os valores médios do grupo de prova para os varios
atributos avaliados, para as varias replicas experimentais das aguardentes de ensaio,
bem como o resumo da andlise de variancia aos resultados.

De acordo com a Tabela 7 o perfil sensorial da aguardente foi significativamente
afetado pelas diferentes madeiras utilizadas ao fim dos 3 meses de envelhecimento.

Nos atributos da cor, caracteristicas os descritores citrino e topazio foram os que
menos diferencas apresentaram em relacdo ao controlo (aguardente sem
envelhecimento-C). Nos atributos do aroma, os descritores ranco bom, frutos secos,
cola/verniz e borracha ndo apresentaram diferencas significativas entre as sete
modalidades em comparagao. Nos atributos do sabor, também os descritores cas
queimante, adstringéncia e amargo ndo apresentam diferencas entre as modalidades.

De uma forma geral, e em comparag¢do com o controlo, as modalidades AME e AMI
foram as que obtiveram maior cotagdo na apreciacdo geral sem contabilizar com a
modalidade LCF, que usa madeira de carvalho, tendo sido esta dltima que obteve a
apreciacdo geral, de sabor e de aroma significativamente mais elevada.
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Tabela 7 - Resumo dos resultados da analise sensorial da aguardente de mel envelhecida com os diferentes
tipos de madeira durante os trés meses de ensaio obtidos a partir da ANOVA.

LCF ADE AME AMI ASA ALO C

Citrino 0,0a 0,8 0,02 0,0 042  1,6b 0,04

Palha 2,3 28 1,00 06° 29¢  23¢ 0,02

Cor Dourado 1,436 0,0a  2,6bc  3,5¢ 032 0,02 0,02
Topazio 0,0 002 012 03 0,0 002 0,00

Esverdeado 0,3b 0,2a 0,40 0,22 0,12 0,12 0,0

Alcool 1,8 20® 19 20® 220 191 27
Frutado 0,7sb 1,1ab 0,8  0,6n 1,1 1,3> 0,94
Floral 1,2¢b 1,42 1,33  1,1b 1,61 152 2,5¢
Vanilina 1,6c 0,52 0,90 1,1¢ 0,7 0,32 0,3
Madeira 1,8c 1,1 0,9®  1,1b 0,82 0,5  0,0a
Ran¢o bom 06 06 0,6 0,6 0,5 0,4 0,4

Especiarias 11> 08® 08® 13b 1,12 0,78 0,8
Caramelo 1,5 072 1,26 1,5b 072 032 03

Aroma Queimado 07> 03« 042 09  05® 02 0,02

Frutos secos 1,7 1,3 1,6 1,6 1,2 1,0 1,1
Fumo 0,50 0,4b 0,32 0,7¢ 0,32 0,42 0,6¢
Café 0,2sb  0,0a  0,4b 0,33 0,00  0,0a 0,02

Adocicado 226 1,8 1,82 2,1a 1,986 152 2,7b

Herbaceo 03a 032 022 0,28 052  04a 1,00
Caudas 01 0.2 0,1 0,1 03 04 0,1
Cola/verniz 02 04 0,4 0,2 03 03 0,1
Borracha 01 0.2 0,1 0,1 02 02 0,1
Doce 2,6 2,4a 25  24ab 260 23a 2,6b
Macio 3,16 2,8 2,0b 2,9 2,96 3,00 2,4a
Queimante 24 25 2,5 2,6 2,4 2,2 2,8
Sabor
Adstringéncia 13 14 1,4 15 15 15 1,1
Aspereza 1,32 142 13a 1,5% 1,42 1,8b 1,7
Amargo 13 15 1,1 1,2 1,3 1,7 1,1
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Corpo 2,8  24a 2,8 28  26bd 24a 2,1a
Untuosidade 26> 222 25b 26>  24a 201 23ab
Evolucgio 2,60 190 2,7b  2,6b  24a  20a 1,7
Complexidade 29> 24 29 29 26b 23a 2,2a
Aromadeboca 34> 28  32v 320 29% 262 3,1ab

Persisténcia 31> 272 3,2b 31 3,1b 2,82 3,0

Apreciacdao do Aroma  143¢ 12,62 134 14,0> 13,0s> 1232 13,0
Apreciacao do Sabor  14.1¢ 129+ 136> 13,70 12,8 12,32 134ab

Apreciacao Geral 142¢ 12,8 135> 133> 129 1242  13,3b

6.5.1. Atributos da cor

Varios investigadores (Caldeira et al., 2017; Canas et al., 2016) confirmam que a cor
é um atributo utilizado para identificar, comparar e até mesmo separar as aguardentes.

Para as amostras de aguardente de mel envelhecidas e controlo foi feita uma
diferenciacdo, através da analise sensorial, com base na pontuac¢do dos 5 atributos:
citrino, palha, dourado, topazio e esverdeado.

Na Figura 14 estao representados os resultados da avaliagdo do perfil sensorial da
cor das amostras de aguardente de mel envelhecidas e o controlo (aguardente de mel
sem envelhecimento). Verifica-se que as amostras AMI e AME apresentam maior
intensidade no atributo dourado seguindo-se a amostra LCF. O atributo citrino também
foi detetado nas amostras ADE e ALO. A intensidade do dourado é superior ao descritor
palha e por sua vez, ao citrino sendo que nao foram percebidos os descritores topazio
e esverdeado. De forma expectavel o C ndo apresenta nenhum dos descritores
avaliados pois trata-se de uma amostra incolor e segundo Canas et al. (2019) a cor é
adquirida devido a presenca de compostos extraidos da madeira durante o
envelhecimento.
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Figura 14 - Representacdo grafica dos 5 atributos da cor submetidos na andlise sensorial das amostras de
aguardente de mel envelhecida e do controlo. LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia
melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia: C - Controlo - aguardente sem
madeira. * diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com madeira de acacia.

Os descritores esverdeados e topdazio sdo associados a cores mais evoluidas
apresentando desta forma uma relacdo com a qualidade da aguardente estando estes
descritores relacionados com aguardentes mais velhas (Anjos et al. 2013; Canas et al.,
2016, 2019), justificando assim a sua auséncia nas amostras, dado que o tempo de
envelhecimento foi muito reduzido (apenas 3 meses). O contrario acontece para os
descritores citrino, palha e dourado que estdo relacionados com aguardentes jovens e
com pouco tempo de envelhecimento.

6.5.2. Atributos do aroma

O perfil de aroma das aguardentes foi avaliado com base em 17 atributos (alcool,
frutado, floral, baunilha, madeira, rango bom, especiarias, caudas, verniz/acetato de
etilo, caramelo, queimado, frutos secos, fumo, café, adocicado, herbaceo e borracha).

Arepresentacdo grafica presente na Figura 15 mostra que a amostra de C apresenta
maior intensidade nos atributos alcool, floral e adocicado. Ao contrario das restantes
amostras, no Controlo, nao foram percebidos os atributos vanilina, madeira, rango
bom, caramelo e queimado sendo este resultado expectavel pois estes atributos estdao
relacionados com os compostos derivados da madeira (Anjos et al,, 2017, 2020, 2021).
O atributo queimado foi detetado apenas para as amostras LCF e AMI, o atributo
herbaceo foi detetado apenas para as amostras ASA e C e o atributo fumo foi detetado
apenas nas amostras LCF, AMI e C. O atributo café apenas foi detetado na amostra LCF
e nas amostras AME e AML.

Comparando as amostras submetidas a envelhecimento em madeira e o controlo
pode-se observar uma evolucao aromatica sendo que alguns atributos aromaticos tais
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como madeira, fumo, especiarias, queimado, frutos secos e baunilha aparecem
associados ao processo de queima da madeira e estdo correlacionados com os
compostos extraidos da madeira, durante o envelhecimento (Caldeira et al., 2010).

Os resultados apresentados vdao ao encontro de resultados obtidos noutros
trabalhos (Anjos et al.,, 2017; Caldeira et al.,, 2017; Vidrih & Hribar, 2007) os quais
evidenciaram que os atributos sensoriais associados ao envelhecimento em madeira se

encontram positivamente correlacionados com a qualidade da aguardente (Caldeira et
al,, 2017).
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Figura 15 - Representagdo grafica dos 17 atributos do aroma submetidos na andlise sensorial das amostras de
aguardente de mel envelhecida e do controlo. LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia
melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem
madeira. * diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com madeira de acacia.

6.5.3. Atributos do sabor

O perfil de sabor, das aguardentes em estudo, foi estabelecido com base na avaliagao
de 12 atributos sendo eles: macio, doce, queimante, adstringéncia, amargo, aspereza,
corpo, untuosidade, evolu¢ao, complexidade, aroma de boca e persisténcia.

Na Figura 16 estao representados os resultados da analise dos 12 atributos de sabor
onde se pode observar uma evolugdo sensorial proveniente do envelhecimento em

madeira. Os atributos com maior intensidade sdo macio, persisténcia, corpo,
untuosidade, complexidade e aroma de boca.

40



Inovacao tecnolégica na producao de aguardente de mel envelhecida com madeira de acacia

LCF ADE AME AMI ASA ALO —C
Doce*
L 35— _
Persisténcia* .- -~ 3~ =~~~ . Macio*

Corpo*

Figura 16 - Representacgdo grafica dos 12 atributos do sabor submetidos na andlise sensorial das amostras de
aguardente de mel envelhecida e do controlo. LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia
melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem
madeira. * diferencas significativas para amostras de aguardente de mel com madeira de acacia.

Em comparagdo com a amostra C nota-se uma evoluc¢do nos atributos macio, corpo,
untuosidade, evolucdo, complexidade e aspereza. Os atributos amargo, queimante e

adstringéncia ndo apresentaram diferencas significativas.

O impacto da madeira de acacia, nas amostras de aguardente de mel, permitiu um
aumento de suavidade, tornando-as mais apreciadas pelos provadores, estando de
acordo com os resultados encontrados em trabalhos com a acécia falsa, em vinagres
(Cerezo et al., 2009) e vinhos (Sanz et al., 2012).

6.5.4. Apreciacao Global

Conforme se explicou no material e métodos foi solicitado aos provadores que
classificassem a apreciacdo de aroma, a apreciacao de sabor e apreciacdo geral das
amostras de aguardente avaliadas.

Na Figura 17 estdo representados os resultados médios obtidos nas apreciacdes de
aroma, sabor e geral. A modalidade LCF apresenta o valor significativamente mais
elevado das apreciacoes de aroma, sabor e geral, seguindo-se das amostras AME e AMI
que, apesar de ndo deterem diferencas significativas, apresentaram valores superiores
a amostra C.

As restantes modalidades (ALO, ADE) possuem apreciagdes abaixo da modalidade
Cdo Csendo a ALO a que apresenta o valor mais baixo. A modalidade ASA tem um valor

de apreciacdo geral abaixo de C mas ndo € estatisticamente significativo esse
decréscimo.
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Figura 17 - Representacio grafica da apreciacdo global das amostras de aguardente de mel envelhecida e do
controlo. LCF - Carvalho-francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA -
Acacia saligna; ALO - Acacia longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira. * diferencas significativas para
amostras de aguardente de mel com madeira de acacia.

Estes resultados, no geral, em sintonia com os obtidos nas andlise fisico-quimicas,
revelam que a modalidade da madeira de carvalho, e as modalidades AME e AMI,
quando comparadas com a modalidade de controlo apresentam semelhangas entre si

proporcionadas pelo impacto da madeira no envelhecimento das mesmas.

Na Figura 18 estdo representados os resultados da andlise de componentes
principais (PCA) das amostras de aguardente de mel envelhecidas com madeira de
acacia em relagdo aos atributos da cor, sabor, aroma e apreciagdo global. Nesta analise
apenas foram colocados os parametros que apresentavam diferencas significativas
entre modalidades.

Os resultados mostram uma clara separagdo entre 3 grupos diferentes. Um
primeiro grupo com as aguardentes das modalidades ALO, ADE e ASA que aparecem
mais associadas aos atributos palha, frutado e citrino. Um segundo grupo constituido
pelas aguardentes das modalidades AMI e AME, que se encontram mais associadas a
maior intensidade dos descritores café, especiarias, caramelo, baunilha, complexidade,
evolucao, corpo e apreciagao geral.
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Figura 18 - Andlise de componentes principais para os atributos da cor (assinalados a magenta), sabor
(assinalados a laranja), aroma (assinalados a azul) e apreciacdo global (assinalada a preto) determinados nas
aguardentes de mel envelhecidas com madeira de Acacia e Carvalho francés (assinaladas a verde). LCF - Carvalho-
francés; ADE - Acacia dealbata; AME - Acacia melanoxylon; AMI -Acacia mearnsii; ASA - Acacia saligna; ALO - Acacia
longifolia; C - Controlo - aguardente sem madeira.
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7. Consideracdes Finais

Neste trabalho avaliou-se comparativamente uma mesma aguardente de mel
envelhecida durante trés meses com diferentes madeiras de acacia e de carvalho. As
aguardentes obtidas nas diferentes modalidades de envelhecimento e a amostra
controlo (sem envelhecimento) foram submetidas a varias andlises fisico-quimicas e
sensoriais. O resultado obtido permitiu alcangar as consideragdes finais que a seguir se
apresentam.

Apés os trés meses de envelhecimento, os teores alcodlicos das amostras
envelhecidas ndo apresentam diferencas significativas entre as varias modalidades em
estudo. Para o extrato seco e caracteristicas cromaticas, as modalidades em estudo
apresentam diferencas significativas. A acidez e o pH, variaram de forma inversa, nao
havendo diferencas significativas para as modalidades em estudo.

Foram quantificados e identificados 39 compostos volateis (maioritarios e
minoritarios), pertencentes a diferentes familias quimicas, sendo seis destes exclusivos
para a modalidade LCF.

A espetroscopia vibracional com a andlise multivariada e analise de componentes
principais, permitiu obter informacdes mais resumidas e rapidas do processo de
envelhecimento da aguardente de mel. As regides espectrais mais relevantes para esta
analise foram nas bandas 4200 e 5500 cm™, no NIR, e nas bandas 1500 e 900 cm! no
FT-RAMAN.

A andlise sensorial realizada evidenciou o impacto, significativo, das diferentes
modalidades no processo de envelhecimento apresentando estas diferencgas
significativas entre sim destacando caracteristicas sensoriais maduras registadas para
algumas modalidades com madeira de acéacia.
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