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Resumo

O medronheiro (Arbutus unedo L.) é uma espécie florestal presente na maioria do
territério continental Portugués, caracterizada por uma grande rusticidade, resiliéncia,
producdo anual e rapida entrada em producdo, ou seja, € uma das espécies florestais
Portuguesas com maior potencial de progressdo. Desta arvore obtém-se o medronho que
no seu estado maduro apresenta cor vermelha, sendo o B-caroteno e as antocianinas 0s
principais compostos quimicos responsaveis por esta coloracao.

A aguardente de medronho é uma bebida destilada produzida a partir de frutos
fermentados da espécie Arbutus unedo L.

O presente trabalho teve como objetivos acompanhar a evolucdo da maturacéo de
medronho na sua pds-colheita, estudar o efeito do grau de maturacdo inicial dos
medronhos no perfil de composicdo volatil da aguardente obtida (e nas fragcdes cabeca e
cauda) e, por ultimo, quantificar a capacidade antioxidante total e compostos fendlicos
totais dessa mesma aguardente.

No fruto em fresco foram determinados os parametros de cor no espaco CIELAB
(L*, a*, b*, C* e h°% tendo-se previamente avaliado a precisdo do colorimetro.
Verificou-se que os valores dos parametros L*, b*, C* e h° diminuem ao longo do
tempo. Inversamente, o parametro a* e o teor de °Brix aumentam ao longo do tempo de
maturacdo do fruto, registando-se em frutos maduros, valores de 22,2°Brix. Estes
resultados indicam que o medronho parece ser um fruto climatérico, ou seja, o0 seu
processo de amadurecimento continua, naturalmente, apés a sua colheita.

A fermentacgdo alcodlica do fruto de Arbutus unedo L. foi acompanhada ao longo
do tempo através da analise dos parametros fisico-quimicos pH, °Brix e temperatura do
fermentado. Apo6s o término da fermentacdo realizou-se a destilacdo, tendo-se obtido
trés fracbes de destilado: cabecga, coracdo e cauda. A quantificagdo dos compostos
volateis foi efetuada, para as trés fracfes de destilado, com recurso a cromatografia em
fase gasosa e os resultados analiticos obtidos foram comparados com os limites legais
constantes no Decreto-Lei n.° 238/2000.

Analisando o perfil volatil das aguardentes de medronho, produzidas durante este
trabalho, verificou-se que a concentragdo de metanol é superior (1022,39 g/hL AP) na
aguardente de medronhos provenientes da queda natural (frutos com grau de maturagéo
inicial mais elevado, de 21,4 °Brix), encontrando-se este valor acima do limite legal de

1000 g/hl AP. O contrario acontece com a aguardente de medronho obtida de frutos



provenientes da recolha direta do medronheiro (com 19,8 °Brix) em que a concentracao
de metanol foi de 825,90 g/hL AP, que se encontra dentro do limite legalmente
permitido. Conclui-se assim, que para a producdo de aguardente de medronho de
qualidade, cumprindo os requisitos legais no que se refere a sua composi¢édo volatil, os
frutos ndo devem apresentar elevado grau de maturacdo, uma vez que, quanto mais
maduro se encontrar o fruto mais pectinas tera e, consequentemente, pela sua
degradacdo durante a fermentagdo, possivelmente serd mais elevado o teor de metanol
na aguardente resultante.

A determinacdo da capacidade antioxidante total e de compostos fenolicos totais,
nas aguardentes de medronho, produzidas no ensaio previamente referido, foram
realizadas utilizando o método ABTS e o reagente Folin-Ciocalteau, respetivamente.
Verificou-se diferente capacidade antioxidante total e quantidade de compostos
fenolicos totais de acordo com o grau de maturacdo dos medronhos utilizados, tendo-se
obtido 110,6 pumol Eq TE/mL na aguardente de medronhos provenientes da queda
natural e 157,3 umol Eq TE/mL na aguardente de medronhos recolhidos diretamente do
medronheiro. Por sua vez, a concentracdo de compostos fendlicos totais determinada foi
de 290,6 umol Eq GAE/mL na aguardente de medronhos provenientes da queda natural
e de 423 umol Eq GAE/mL na aguardente de medronhos colhidos diretamente do
medronheiro. Estes resultados demonstram que a atividade antioxidante esta fortemente

relacionada com o teor de compostos fendlicos totais.

Palavras-chave: Arbutus unedo L; Medronho; Aguardente de medronho; Composicédo
volatil; Fermentacdo alcodlica; Grau Brix, Maturacdo, Metanol, Capacidade
antioxidante total, Compostos fenolicos totais.



Abstract

The strawberry tree (Arbutus unedo L.) is a forest specie present in the most of
Portuguese continental territory, known for its great rusticity, resiliency, annual
production and fast entry in production, that is to say, it is one of the Portuguese forest
species with the biggest potential for progression. Strawberry tree fruit is obtained from
this tree and, when it’s ripe, presents a red color, being the [B-carotene and the
anthocyanins the foremost important compounds for this coloring.

The strawberry tree fruit spirit is a distilled drink produced from fermented fruits
from the Arbutus unedo L specie.

The goal of this work were to follow up the strawberry tree fruit’s ripening
evolution after its crop, studying the effect of initial ripening level of strawberry tree
fruit on the obtained spirit volatile composition (and on the fractions head and tale),
and, at last, quantify the total antioxidant capacity and total phenols compounds from
that same spirits.

Color parameters from the CIELAB (L*, a*, b*, C* and h°) scale were determined
on fresh fruit, and the colorimeter accuracy was beforehand evaluated. It was found that
L*, b*, C* and h° color parameter values get lower over time. On the reverse, the a*
parameter and the °Brix degree increase over the ripening time, and so there are
22.2°Brix values. These results indicate that the strawberry tree fruit seems to be a
climacteric fruit, or in other words, its ripening process goes on, after its picking, in a
natural way.

The alcoholic fermentation of Arbutus unedo L. fruit was monitored throughout
the time all the way through physical and chemical parameters analysis, pH, °Brix and
its temperature. After fermentation ended, distillation took place, and three fractions
were obtained out of it: head, heart and tale. The quantification of volatile compounds
was performed towards the three fractions, using the gas chromatography technique and
the obtained analytical data was compared to the legal limits established in the Decree-
law n.° 238/2000.

After analyzing the strawberry tree fruit spirits volatile characteristic, produced
throughout this work, it has been verified that the methanol concentration is superior
(1022.39 g/hL AP) in the spirit made from fruits that fell naturally (fruits with higher
initial maturation, of 21.4 °Brix), which is a value above the legal limit (1000 h/hl AP).
The opposite happens with the spirit obtained from harvested fruits containing



19.8°Brix, from which methanol concentration is of 825.90 g/hL AP, that is within the
allowed legal limit. It was concluded that, for the production of quality strawberry tree
fruit spirit within the legal requirements concerning its volatile composing, the fruits
should not present an elevated maturation level, since the more mature the fruit is the
more pectins will have, and therefore, through its degradation during the fermentation,
the resulting spirit will possible have higher methanol levels.

The determination of the total antioxidant capacity and total phenols compounds,
in the strawberry tree fruit spirit, produced in the abovementioned experiment, were
completed using ABTS methods and Folin-Ciocalteau agent, respectively. Different
total antioxidant capacity and total phenols compounds amount were found, according
to the used fruits maturation level: 110.6 pumol Eq TE/mL were obtained from the
strawberry tree fruit spirit from fruits that fell naturally, and 157.3 pumol Eq TE/mL
from the one made with harvested directly from the tree. Therefore, the obtained
concentration of total phenols compounds was 290.6 pumol Eq GAE/mL from the
strawberry tree fruit spirit made of fruits that fell naturally and 423.9 pmol Eq GAE/mL
from the spirit made with directly harvested fruits. These results seems to indicate that

antioxidant activity is strongly related to total phenols content.
Keywords: Arbutus unedo L; Strawberry tree fruit; Strawberry tree fruit spirit; Volatile

compounds; Alcoholic fermentation; Degree Brix, Ripeness, Methanol, Total
antioxidant capacity, Total phenols compounds.
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1. Introducéao

Este trabalho foi desenvolvido no ambito do estagio profissionalizante, para
obtencdo do grau de Mestre em Engenharia Alimentar, tendo sido realizado na Escola
Superior Agréria de Coimbra, Instituto Politécnico de Coimbra.

Face as atuais exigéncias de mercado, um produto s6 é comercializavel se a sua
composicao se mantiver constante e com perfil de qualidade. Desta forma, é necessario
conhecer as suas caracteristicas, verificar se as mesmas obedecem aos parametros de
qualidade existentes para o tipo de produto e ser capaz de o produzir mantendo esses
mesmos parametros.

A producdo de aguardente de medronho ndo é excecdo. Assim, a otimizacdo de
parametros para a producao deste produto esta dependente de conhecimentos relativos a
evolucdo das caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas ao longo de todo o processo de
producdo e aos seus efeitos no produto final.

A fase da fermentacdo do medronho é determinante na qualidade do produto final.
Assim, a monitorizacdo dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de um
processo fermentativo desde o seu inicio, serd de grande utilidade para os varios
produtores de aguardente de medronho.

A fermentacdo do medronho, atualmente, é alcancada pela sua microbiota
epifitica. Durante a fermentacdo natural do medronho, para além das leveduras, que se
encontram presentes no fruto, responsaveis pela producéo de etanol durante o processo
de fermentacdo alcodlica, outros microrganismos presentes podem originar subprodutos
indesejados. Estes microrganismos incluem bactérias e varias estirpes de leveduras que
podem dominar durante a primeira fase da fermentacdo e ter efeitos negativos na
aguardente, que se refletirdo nas suas caracteristicas quimicas e organoléticas. Para além
disto, estas espécies causam um consumo desnecessario de agucares, diminuindo o teor
de etanol produzido (Santo, 2010).

Para minimizar estes problemas, com este trabalho pretendeu-se, contribuir para
aumento do conhecimento sobre a evolugdo da maturacdo de medronho na sua poés-
colheita, o efeito do grau de maturacéo inicial dos medronhos na composicéo volatil, e a
quantificacdo da capacidade antioxidante total e compostos fenolicos totais nas
aguardentes de medronho obtidas. Assim, os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Avaliar a evolugdo da cor e do teor de solidos solUveis totais de trés estados

diferentes de maturacdo de medronho ao longo de um periodo de pds-colheita.
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- Estudar a fase de fermentacdo do medronho (fruto de Arbutus unedo L.), ao
longo do tempo, através da monitorizagdo dos parametros fisico-quimicos.

- Estudar e comparar o efeito do grau de maturagdo inicial dos medronhos,
(usando fruto recolhido diretamente dos medronheiros e frutos provenientes da queda
natural), na composicao volatil das aguardentes e, em particular, no seu teor de metanol.

- Quantificar a capacidade antioxidante total e compostos fendlicos totais, das
aguardentes obtidas, através do método ABTS e Folin-Ciocalteu, respetivamente.
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Revisdo bibliografica
2. O medronheiro (Arbutus unedo L.)

O medronheiro (Arbutus unedo L.) (Figura 1) € uma pequena arvore ou arbusto de
folha perene, ramos sinuosos, troncos verdes quando jovens, avermelhados quando
envelhecido. Esta planta atinge entre os trés e 0s seis metros, podendo no entanto
alcancar os 10 metros de altura. Possui flores brancas ou verdes e por vezes rosadas, em
forma de guizo (Figura 2), que se encontram em cachos nas arvores. Pertence ao género
Arbutus e a familia Ericaceae (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Ayaz et al., 2000; Gilman e
Watson, 1993; Ozcan e Haciseferogullari, 2007; Soufleros et al., 2004).

Figura 1 - Arbutus unedo L.

O seu habitat natural sdo locais de climas temperados nos quais as temperaturas
médias anuais sdo superiores a 12,5°C, as temperaturas minimas variam entre 0s -12°C e
0s 6°C e a precipitacdo média anual situa-se entre os 500 e os 1400 milimetros por
metro quadrado. Este tipo de clima garante a sobrevivéncia da espécie, pois as chuvas
intensas (de janeiro a mar¢o) destroem as flores e as chuvas fora de época (de junho a
agosto) provocam lesbes nas folhas e queda prematura dos frutos, ficando o Arbutus
unedo L. suscetivel a invasdes por agentes patogenicos (Celikel et al., 2008; Correia e
Oliveira, 2002; Ferreira e Gongalves, 2001).

No que diz respeito & constitui¢do fisico-quimica do solo, esta espécie, no que
refere as caracteristicas fisicas, elege solos frescos, arenosos, siliciosos, feldspaticos,
graniticos e calcarios (Correia e Oliveira, 1999; Ferreira et al., 2001; Gonzéles, 2006;
Torres et al., 2002), embora também se desenvolva bem em solos aridos (Martinez-

Vilalta et al., 2002). No que refere as caracteristicas quimicas prefere solos acidos,
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embora também consiga crescer em solos alcalinos, variando a sua gama de pH 6timo
entre 5 e 8,5 (Cabral e Telles, 1999; Correia e Oliveira, 1999; Ferreira et al., 2001;
Gonzaéles, 2006; Mereti et al., 2002; Mereti el al., 2003).

A propagacdo do medronheiro pode ser seminal e/ou vegetativa. A propagacao
seminal faz-se por sementes, que sdo recolhidas entre Novembro e Dezembro quando 0s
frutos estdo maduros. A germinacdo das sementes do medronheiro € muito lenta e a
propagacdo seminal ndo garante a preservagdo das caracteristicas da arvore de onde
provém (planta mée), embora permita obter rapidamente um grande nimero de plantas a
baixo custo. A propagacdo vegetativa permite evitar a variabilidade genotipica da
propagacdo seminal embora apresente custos mais elevados. Este tipo de propagagéo
vegetativa pode ser feita por estacaria, cultura in vitro, caulinar e/ou micropropagacéo
(Gomes e Canhoto, 2009; Mendes e Gongalves, 1997).

Figura 2 - Medronho e flor do medronheiro em forma de guizo (Cedida por: Goreti
Botelho).

Os frutos sdo geralmente esféricos, carnudos, globulosos, granulosos na
superficie, contém sementes e medem entre um a quatro centimetros de didmetro. A
Tabela 1 resume as propriedades dimensionais deste fruto. A cor vermelha/laranja do
fruto de medronheiro (Figura 2) caracteriza o estado final da maturacdo (Gilman e
Watson, 1993; Ozcan e Haciseferogullari, 2007; Soufleros et al., 2004), sendo esta cor,
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vermelha/alaranjada, devida a presenca de pigmentos de p-catoteno e antiocianinas
(Alarcéo-E-Silva et al., 2001).

Tabela 1 - Propriedades dimensionais (média = desvio padrdo) do fruto de medronheiro
(adaptado de: Ozcan e Haciseferogullari, 2007).

Propriedade Valor (% + dp)
Peso (g) 0,70 £ 0,027
Diametro (mm) 10,70 £ 0,111
Comprimento (mm) 8,51+0,134
Diametro geométrico médio (mm) 9,91 + 0,027

O B-caroteno possui uma estrutura quimica com um esqueleto de quarenta atomos
de carbono, com onze ligagdes duplas conjugadas C=C (Figura 3) (Faber et al., 2007), e
possui uma coloracdo que vai desde o amarelo até ao vermelho forte, dependendo do
seu grau de pureza, fonte e localizagdo, ocorre naturalmente em muitas plantas,

nomeadamente vegetais e frutos (Leach et al., 1998).

Figura 3 - Estrutura quimica do carotenéide p-Caroteno (IUPAC, 1993).

Para o ser humano, a funcdo mais importante do B-caroteno na salde é o fato de
ser precursor da vitamina A, ou seja, a conversdo do B-caroteno a vitamina A s ocorre
quando esta é requerida pelo corpo, 0 que se opde a potencial toxicidade associada a
overdose de vitamina A (Faber et al., 2007). O B-caroteno possui ainda atividade
antioxidante, sendo, que atua por aniquilacdo dos radicais, sendo a sua atividade 6tima a
pressdo de oxigénio normal existente nos tecidos. Evidéncias epidemiologicas tém
mostrado que o B-caroteno € capaz de prevenir o cancro em VAarios 0rgaos, como o
pulmé&o, o estbmago, o colo do utero, o pancreas, o cdlon, o reto, a prostata e o ovario,
devido a sua atividade antioxidante. Outras funcGes deste carotendide sdo a sua
influéncia na comunicacgéo intracelular, resposta imunitéria, e controlo do crescimento
(Murthy et al., 2005).
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As antocianinas (do Grego “anthos”, flor e “kyanos”, azul) constituem uma das
principais classes de flavonoides e enquanto pigmentos hidrossollveis estdo largamente
distribuidas em vérias flores, vegetais, frutos e bebidas, tais como 0s sumos e
principalmente os vinhos tintos, sendo responsaveis pelas suas intensas coloracdes de
vermelho, violeta ou azul (Kong et al., 2003).

A estrutura quimica basica é a de um difenilpropanoide [C6(anel A)-C3(anel C)-
C6(anel B)] baseado numa estrutura em anel polifendlica (Figura 4).

As antocianinas formam em solucdo acidica os chamados catides flavilio (2-
fenilbenzopirilio) e por esse motivo sdo espécies altamente reativas. As diferencas
estruturais entre as antocianinas estdo, essencialmente, relacionadas com o namero e
posicdo dos grupos hidroxilo e metoxilo, com a natureza, 0 nimero e posi¢do dos
acucares ligados a estrutura basica da antocianidina e, ainda, com a extensao da acilagédo
desses acgucares e a natureza dos agentes acilantes (Kong et al., 2003).

Em suma, as antocianinas sdo glicosidos das antocianidinas, possuindo glucose
galactose, ramnose, xilose ou arabinose ligada ao nucleo. De referir que a glicosilagao

aumenta a estabilidade destes pigmentos.

Figura 4 - Estrutura quimica basica das antocianinas (IUPAC, 1993).

A administracdo oral, de frutos ou extratos ricos em antocianinas, tem provado ter
efeitos benéficos na prevencdo ou supressdo de varios estados de doenga in vivo. Varios
estudos sobre a administrag@o oral de antocianinas tém também confirmado o aumento
da capacidade antioxidante no plasma (Bitsch et al., 2004; Mazza et al., 2002; Ramirez-
Tortosa et al., 2001). As antocianinas possuem uma enorme variedade de propriedades
bioldgicas conferindo protecdo contra doengas oculares e possuindo também atividade

antimutagenica e antiviral (Knox et al., 2001; Yoshimoto et al., 2001).
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2.1. Composic¢ao nutricional do medronho

O fruto do medronheiro (A. unedo L.) possui na sua composi¢do nutricional

essencialmente agua, agucares, proteinas e minerais, como indicado na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo nutricional e fisico-quimica (média * desvio padrao) do fruto de
Arbutus unedo L. (adaptado de: Ozcan e Haciseferogullari, 2007).

Composicéo Valores (x + dp)
Teor de Humidade (%) 53,72+ 2,10
Proteinas (%) 3,36 £ 0,12
Gordura (%) 2,10+0,10
Fibras (%) 6,40 + 1,10
Valor Energético (kcal/g) 327 + 13,00
Cinzas (%) 2,82+0,12
Acidez (%) 0,40+ 0,10
Sulfito de diemetilo (g/kg) 5,30 £ 0,60
Oleos essenciais (%) 0,02 + 0,00
Aluminio (mg/kg) 20,11+ 2,69
Arsénio (mg/kg) 10,58 £ 6,47
Boro (mg/kg) 16,03 £ 2,12
Caélcio (mg/kg) 4959,02 + 150
Cadmio (mg/kg) 0,19 £ 0,05
Cobre (mg/kg) 1,64 £0,41
Ferro (mg/kg) 12,15+ 1,11

Potéassio (mg/kg)

14909,08 + 1687

Magnésio (mg/kg) 1315,57 + 129,19
Sodio (mg/kg) 701,26 + 80
Fésforo (mg/kg) 3668,56 + 339,69
Zinco (mg/kg) 8,09 £ 0,96
pH 4,60 £ 0,10
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2.2. Pés-colheita

Os frutos sdo formados por tecidos vivos sujeitos a alteracdes continuas apos a
colheita, que sofrem danos cumulativos e sucessivos durante os periodos de
manuseamento, armazenamento e transporte. Contudo, a preservacdo da qualidade,
assim como o periodo de conservacdo da fruta, também estd largamente associada ao
comportamento da fisiologia pds-colheita.

Durante a pos-colheita, pode ocorrer rutura dos compartimentos celulares que
possibilitam o contacto de enzimas e substratos, originando modifica¢des quimicas,
como escurecimento, formacdo de odores desagradaveis e perda da textura original,
fatores que os consumidores consideram determinantes para a escolha do produto no ato
da compra. Os fatores extrinsecos, tais como a temperatura e composicdo atmosférica,
sdo fundamentais para retardar desordens fisiol6gicas, bioquimicas e microbioldgicas
que afetam as caracteristicas sensoriais dos alimentos minimamente processados (Silva
e Morais, 2000).

2.2.1. Alteracdes fisioldgicas e bioquimicas dos frutos

Respiracdo: A respiracdo é o processo bioquimico pelo qual os materiais organicos,
principalmente hidratos de carbono simples, sdo degradados nas células em produtos
mais simples com libertacdo de energia. Nesta reacdo € consumido oxigénio e
produzido diéxido de carbono e dgua. Os produtos frescos ndo podem repor hidratos de
carbono ou agua depois da colheita. A respiracao utiliza os hidratos de carbono até estes
se esgotarem, seguindo-se o envelhecimento que se designa por senescéncia e morte dos
tecidos. A perda destes materiais organicos traduz-se na reducdo do valor nutricional,
perda do sabor caracteristico do fruto e perda de peso (Pinto e Morais, 2000).

A respiracdo nos produtos hortofruticolas é medida pela taxa de respiracdo e esta
relacionada com a degradacdo dos hortofruticolas. A taxas respiratorias mais elevadas,
correspondem taxas de degradacdo mais rapidas (Pinto e Morais, 2000, Silva e Morais,
2000).
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Transpiracdo: A transpiracdo traduz-se na evaporagdo da agua dos tecidos bioldgicos.
Esta perda de agua do produto fresco depois da colheita traduz-se num problema para o
produtor, pois hé perda do peso vendavel e, por outro lado, perda de textura e aparéncia
(Pinto e Morais, 2000). A transpiracdo é influenciada por caracteristicas do produto, tais
como as caracteristicas morfologicas, a relacdo superficie/volume, danos na epiderme e
estado de maturacdo, sendo também influenciada por fatores externos, tais como, a
temperatura, a humidade relativa e a circulagdo do ar (Bieto e Talon, 1993; Pinto e
Morais, 2000).

Acéo do Etileno: O etileno (C,H;) é uma hormona natural resultante do metabolismo
das plantas, que regula o seu crescimento, desenvolvimento e senescéncia.

De acordo com a sua sensibilidade ao etileno durante a maturagdo, os produtos
podem ser classificados em duas categorias: Climatéricos e Nao Climatéricos. Entende-
se por Produtos Climatéricos aqueles em que o etileno tem a capacidade de desencadear
0 processo de amadurecimento do produto imaturo separado da planta. Nos Produtos
Né&o Climatéricos os frutos ndo amadurecem separados da planta. No entanto, para estes
o etileno pode por exemplo ser utilizado para promover a pigmentacdo da epiderme
(Pinto e Morais, 2000; Silva e Morais, 2000).

A taxa de producéo de etileno aumenta com a maturacao, a incidéncia dos danos
fisicos, doencas e 0o aumento da temperatura. Esta taxa diminui em ambientes com
oxigénio reduzido (< 8%) e/ou dioxido de carbono elevado (> 2%) (Pinto e Morais,
2000; Silva e Morais, 2000).

2.3. Medicao da cor pelo sistema CIELAB

A cor é uma sensacao, isto €, uma manifestacdo da percecdo da luz. O fendmeno
da visdo da cor depende de trés fatores: natureza da luz, integracdo da luz com a matéria
e fisiologia do olho humano. A auséncia ou defeito de qualquer um deles torna a sua
percecdo impossivel (Aradjo, 2004).

A fim de evitar as diferencas naturais entre as perce¢6es humanas da cor, a CIE
(Comission Internationale de I’Eclairage, International Commission on Illumination —
Comissdo Internacional de Iluminacdo) em 1976, desenvolveu o sistema CIELAB

(Sistema Lab Color ou Espaco Lab Color) de medicdo de cor através dos parametros
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(L*, a* e b*) usando para o efeito colorimetros com sistema tridimensional (KONICA
MINOLTA, 2003).

Os colorimetros com sistema tridimensional examinam uma &rea extensa da
amostra, medindo a cor real, correlacionando-a com a observada visualmente, utilizando
filtros de cor especializados e detetores luminosos que simulam a sensibilidade humana
para a cor. O olho humano é capaz de detetar acima de 10 milhdes de tonalidades
diferentes de cor e o colorimetro com sistema tridimensional pode quantifica-las (Arias
et al., 2000; KONICA MINOLTA, 2003).

Uma descricdo mais precisa e uniforme da cor € obtida com a medicdo dos
parametros L*, a* e b* que matematicamente combinados permitem calcular outros
indices de cor como o Chroma (C*), o angulo Hue (h°) e também, as razdes a*/b* e
(a*/b*)? (Arias et al., 2000).

Os parametros do sistema CIELAB localizam-se dentro de uma esfera de cor
definida pelos trés eixos perpendiculares L*, a* e b*. A luminosidade (L*) é definida
como a capacidade de um objeto refletir ou transmitir luz resultando a cor luminosa
(100 - branco) ou escura (zero - preto) (Arias et al., 2000; KONICA MINOLTA, 2003).
A cromaticidade é composta pelas coordenadas a* (vermelho-verde: valor positivo
representa vermelho e negativo verde) e b* (amarelo-azul: valor positivo representa
amarelo e negativo azul) (Arias et al., 2000; KONICA MINOLTA, 2003).

A saturacdo (C* ou Chroma) define a vivacidade (préximo de 60) ou opacidade
da cor (proximo de zero) (Arias et al., 2000; KONICA MINOLTA, 2003) sendo
calculado através da equacéo C* = (a** + b**)? (Arias et al., 2000).

O Hue ou angulo Hue (h°) esta relacionado com as diferencgas de absorvéncia em
diferentes comprimentos de onda permitindo distinguir coloracbes com a mesma
luminosidade, calculado a partir: de tan™ (b*/a*), quando a* > 0 e b* > 0; e 180 + tan™
(b*/a*), quando a* < 0 (Arias et al., 2000). O valor Hue (h°) de 180° representa o verde
puro e 0° vermelho puro; quanto mais proximo de zero for este valor mais vermelha sera
a cor do alimento (Arias et al., 2000; KONICA MINOLTA, 2003).

Assim, a cor de um objeto pode ser expressa numericamente a partir das
coordenadas L*, a*, b*, de forma a facilitar a medicdo de pequenas diferencas de cor,
que podem ser impercetiveis visualmente (Martim e Silva, 2002). O CIE (1976)
estabelece a diferenca de cor normalizada de acordo com a seguinte equacao:
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N 2 2 2
AE = \/(AL*) + (Aa*) + (Ab*) , onde AL*= L*f-L*i, Aa*za*f -a*i, Ab*:b*f'b*i

séo as diferencas entre a cor final e inicial de um objeto (Martim e Silva, 2002).

A diferenca de cor pode ser classificada como: muito distinto (AE > 3), distinto
(1,5 < AE < 3) e pequena diferenca (1,5 < AE) (Adekunte et al., 2010).

A medicdo da cor pode ser usada para estabelecer indices de qualidade,
determinac6es da conformidade da qualidade de alimentos especificos e para analises de
mudanga de qualidade resultante do processo de fabrico, armazenamento e outros
fatores.

A Tabela 3 carateriza a composicao fisico-quimica e nutricional do medronho de

acordo com diferentes estados de maturacao.

Tabela 3 - Caracteristicas do fruto Arbutus unedo L. (média £ desvio padrdo) de acordo com 0s

diferentes graus de maturacéo (Adaptado de: Alarcdo-E-Silva et al., 2001).

Parametro/Nutriente ~ Coordenadas/Composto Fruto verde Fruto Maduro
L 81,75 59,82
a -4,40 18,75
Cor b* 36,49 38,11
Cc* 36,49 42,47
he 96,87 63,80
niacina 49+1,70 9,1+0,60
Vitaminas (mg/100g) acido ascorbico 542 + 11 346+ 7
B-caroteno 38,1 +0,37 70,9+5,20

2.4. Subprodutos do medronheiro

Arbutus unedo L. tem varias qualidades associadas tais como ornamentacao,
propriedades ecoldgicas, terapéuticas e medicinais (Oliveira et al., 2011).

As tendéncias em jardinagem apontam para a construcdo de espagos, onde se
cultivam plantas ornamentais, aromaticas, fruteiras e horticolas, geradores de ambientes
de convivio social e de desfrute da natureza. Neste contexto, o medronheiro tem
caracteristicas ornamentais, entre elas: folhagem persistente e brilhante, floracdo
abundante, frutificacdo colorida e comestivel, para poder assumir um papel de destaque
como planta ornamental em espacos verdes publicos e privados (Costa, 2012).

A nivel ecologico o medronheiro desempenha fungdes muito importantes, uma

vez que mantem a diversidade da fauna, evita a eroséo dos solos, regenera rapidamente
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apos os incéndios, cresce em solos pobres e pode ser usado para fitorremediacdo de
solos contaminados com arsénio (Gomes e Canhoto, 2009).

Os frutos, embora sejam comestiveis, sdo normalmente usados para compotas,
licores e aguardente (Soufleros et al., 2005). O mel de medronheiro é popular pelo seu
sabor forte e amargo (Spano et al., 2009).

A producéo de doces, licores e mel com base em medronheiros representam um
elevado interesse economico do presente arbusto em areas rurais (Alarcdo-E-Silva et al.,
2001).

Na medicina tradicional, existem varios relatos sobre o uso das diferentes partes
da arvore. O medronho é reconhecido pelo seu poder anti-séptico das vias urinarias,
diurético e laxante (Cornara et al., 2009; El-Hilaly et al., 2003; Leonti et al., 2009;
Pallauf et al., 2008; Ziyyat e Boussairi, 1998). Estas propriedades derivam sobretudo da
sua composicdo quimica, rica em compostos com propriedades antioxidantes como
sejam fendis, vitaminas (C e E), carotendides e acidos organicos (Alarcdo-E-Silva et al.,
2001; Kivcak e Mert, 2001; Males et al., 2006; Pallauf et al., 2008; Pawlowska et al.,
2006). As folhas do medronheiro sdo usadas pelo interesse nas suas propriedades
antioxidantes, adstrigentes, diuréticas, antidiarreicas e depurativas. Mais recentemente,
surgiram trabalhos indicando a utilizacdo das folhas no tratamento de doencas como a
hipertensdo, diabetes e problemas inflamatdrios (Afkir et al., 2008; Mariotto et al.,
2008; Oliveira et al., 2009; Ziyyat e Boussairi, 1998; Ziyyat et al., 1997). Estudos
fitogquimicos em folhas revelaram que, grande parte destas propriedades resultam da sua
composicdo em compostos fenolicos como taninos, flavonoides, entre outros
(Fiorentino et al., 2007; Males et al., 2006), assim como de a-tocoferol (Kivgak e Mert,
2001).

Outras partes da planta, como raizes e cascas, também sdo usados na medicina
tradicional, no tratamento de doencas gastrointestinais, problemas uroldgicos e
dermatoldgicos (Leonti et al., 2009; Novais et al., 2004).

Todas estas caracteristicas medicinais e terapéuticas descritas estdo ligadas aos
contetdos de varios compostos biologicamente ativos, em diferentes partes de A. unedo
L. (Oliveira et al., 2011).
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3. Caracterizacdo e localizacdo das varias zonas de cultivo do
medronheiro

O medronheiro encontra-se numa vasta &rea da bacia mediterranea, exceto na orla
costeira do Sudoeste de Espanha e na area que vai desde a Tunisia até ao Sul da
Turquia. A area de distribuicdo inclui também todo o territorio de Portugal continental,
Norte de Espanha, regiGes das Landes da Bretanha (Franca) e a zona ocidental da
Irlanda (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Ayaz et al., 2000; Ozcan e Haciseferogullari,
2007).

E uma espécie muito comum em Portugal, sendo possivel encontrar um grande
nimero de exemplares que crescem espontaneamente em quase todo o territorio embora
com maior frequéncia a Sul do rio Tejo, especialmente nas Serras de Monchique e do
Caldeirdo (Correia e Oliveira, 1999; Ferreira et al., 2001; Godinho-Ferreira et al.,
2005).

Paralelamente a esta existéncia de consideraveis manchas de medronheiros
espontdneos, na Ultima década, em Portugal, tem-se assistido a um crescente
investimento na conversdo do medronheiro numa cultura extremis e com praticas
culturais proximas de outras fruteiras. Neste contexto, as maiores plantacdes situam-se
nas Serras de Monchique e do Caldeirdo, no Algarve. No entanto, na Zona Centro do
pais a plantacdo de medronheiro estd em expansdo. Os concelhos de Oleiros e
Pampilhosa da Serra sd@o os que mais se expandiram na plantacdo de medronheiros,
contando atualmente com 22 hectares e 25 hectares, respetivamente (Lagarto et al.,
2013).

Na freguesia de Sarzedas existe uma pequena exploragéo de cerca de 2,7 hectares
de medronheiro, bem como em Proencga-a-Nova com cerca de 2,10 hectares (Lagarto et
al.,2013).

Nos concelhos de Ansido e Figueiré dos Vinhos, ndo é possivel contabilizar o
numero de hectares de plantacdo de medronheiro, pois 0s produtores ndo mostram
interesse na sua plantacdo de modo intensivo, uma vez que o Arbutus unedo Se encontra
em estado selvagem, o que faz com que o medronheiro e seus subprodutos sejam
desvalorizados (Lagarto et al., 2013).

E no lugar de Perocabeco, freguesia de Estreito (Oleiros), que se localiza uma
moderna plantacdo (Figura 5a), com cerca de 15 hectares e mais de seis mil arvores

plantadas em curvas de nivel num terreno de encosta. Dada a natureza &cida dos
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terrenos e a pouca espessura efetiva da camada superficial destes solos de xisto (Figura
5b), a fertilizag&o de fundo incorporou os adubos e corretivos considerados indicados,
proporcionando as operacdes de plantagdo (DRAPC, 2011). Foi nesta plantacdo que se

realizou a colheita do fruto de medronheiro para concretizacéo deste trabalho.

Figura 5 — Plantacdo de medronheiro no Estreito. a) Fotografia de satélite da zona de colheita
no Estreito (obtida de: Google Earth, 2013); b) Aspeto do solo e plantio de
medronheiro no Estreito (cedida por: Goreti Botelho).

28



4. Fermentacéao alcoolica

A fermentacdo alcodlica € um processo bioenergético, conduzido por
microrganismos, subjacentes ao fabrico de bebidas alcodlicas, pao, leites fermentados e
outros produtos utilizados na alimentacdo humana (Walker, 2000).

Na fermentacdo alcodlica a fonte de energia e dador inicial de eletrGes € um
acucar simples e o recetor € o acetaldeido, sendo os produtos finais o etanol e o didxido
de carbono. A glucose €, em geral, o0 ponto de partida das principais vias de catabolismo
celular. Numa primeira fase, a glucose é convertida em &cido pirGvico com a
concomitante producdo de ATP, numa sequéncia de reacBes quimicas catalisadas
enzimaticamente, designada por glicolise (Ribéreau-Gayon, 2006; Walker, 2000).

A glicolise fornece energia, precursores metabolicos e poder redutor para outras
vias biossintéticas. Por outro lado, durante a fermentacdo alcodlica o piruvato é
descarboxilado por acdo da enzima piruvato descarboxilase a acetaldeido, o qual é
reduzido a etanol, numa reacdo catalisada pela enzima alcool desidrogenase. Neste
passo, ocorre a reoxidacdo da coenzima NADH a NAD®. A regeneracdo da coenzima
NAD" é necesséaria para a manutencdo do balanco redox das células e, sem ela, a
glicdlise ndo prosseguiria. Desta forma, os produtos finais mais importantes da
fermentacgdo alcoodlica sdo o etanol e o didxido de carbono. Contudo, o glicerol pode
também ser um produto importante desta fermentacdo, pois a sua producdo é uma via
alternativa de recuperacdo da coenzima NAD" (Walker, 2000). Deve salientar-se que
sdo conhecidos outros metabolitos produzidos em pequenas quantidades no decurso da
fermentacdo alcoolica (alcool isoamilico, acetato de etilo, &cidos citrico e succinico,
entre outros). Estas substancias variam, dependendo das estirpes e das condicdes de
fermentacdo, sendo muito importantes no desenvolvimento do flavour de bebidas
alcodlicas e outros produtos fermentados (Figura 6) (Walker, 2000).

A fermentacdo alcoodlica é levada a cabo por microrganismos que existem no solo,
ar, plantas, superficies de frutos e alimentos (Madigan et al., 1997). As espécies mais
comuns associadas a este processo sdo leveduras, sendo a mais conhecida,
Saccharomyces cerevisiae, devido ao seu papel na producdo de péo, vinho e cerveja.
Esta levedura tem também associada a sua capacidade de producdo de compostos
volateis, pois € isolada de fermentados de cana-de-agucar destinadas & producdo de

aguardente (Oliveira et al., 2005).
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Figura 6 - Esquema do processo de fermentag&o alcodlica (Adaptado de: Cardoso et al., 2005).

A fermentacdo de frutos destinada a producdo de bebidas alcoolicas, realiza-se,
em geral com base na microbiota existente nos frutos, existindo assim um risco da
fermentagdo ndo se realizar da forma esperada, pois além das leveduras que produzem
etanol, existem outras leveduras que podem deteriorar o fermentado. A deterioracdo de
um fermentado pode ocorrer com a formacgdo de flavours indesejados, formacdo de
biofilmes ou turbidez dos fermentados. A presenca de vérias populagdes de leveduras
resulta numa competicdo pela fonte de carbono, que se traduz numa relacdo do
rendimento final em etanol e consequentemente levara a producdo de excesso de
compostos secundarios (butanol, isobutanol, acetato de etilo, acido acético, propanol,
acetaldeido, entre outros) eventualmente responsaveis por alguns aromas indesejaveis
(Fleet, 1993; Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007; Sangorrin et al.,
2007). Esta producdo de compostos podem resultar em enormes prejuizos para 0s
produtores a nivel econémico.

A microbiota presente na fermentacdo de medronho traduz-se em 15 espécies
diferentes: Aureobasidium pullulans, Candida apicola, Candida zemplinina,
Cryptococcus tepherensis, Dothichiza pithyophila, Dioszegia zsoltii, Hanseniaspora
uvarum, Issatchenkia orientalis, Lachancea thermotolerans, Metschnikowia fructicola,
Pichia membranaefaciens, Rhodotorula nothofagi, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii; e trés grupos de isolados do

género: Cryptococcus sp., Metschnikowia sp. e Sporidobolus sp (Santo, 2011).
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A fermentacdo do medronho é realizada de uma forma artesanal, em
fermentadores fechados, durante cerca de 30 a 40 dias. Os fatores que podem
influenciar o tempo de fermentacdo sdo varios, tais como a temperatura ambiente, a
humidade, a disponibilidade de oxigénio, o teor de acUcares, grau de maturacao do fruto
e a microbiota dos frutos (Cavaco et al., 2007; Galego, 1995).

O modo de producdo é diferente de produtor para produtor, dependendo dos
fatores mencionados anteriormente incluindo a natureza dos recipientes utilizados e a
quantidade de agua adicionada no inicio da fermentacdo. A quantidade de agua varia de
produtor para produtor e depende também do estado do medronho, com mais ou menos
humidade consoante houvesse ou ndo chuva na época de colheita (Galego, 1995). Ainda
assim, Galego (1995) realizou estudos em que adicionou diferentes volumes de agua no
inicio da fermentacdo, no entanto, sem resultados claros de qual a quantidade ideal a
adicionar ao medronho na pré-fermentacdo. Santo (2011) no seu trabalho usou a
proporcdo de 5 Kg de medronho para cerca de 1,3 L de agua (proporcdo realizada, em
escala real, numa destilaria local da zona do Algarve).

Assim, o resultado final € uma serie de aguardentes de medronho com
carateristicas especificas de cada produtor. Por vezes essas carateristicas traduzem-se
em aromas desagradaveis e excesso de acidez (Cavaco et al., 2007; Galego, 1995).

Durante a fermentacdo do medronho o mosto deve estar em anaerobiose, pois 0
contacto da massa em fermentacdo com oxigénio potencia o excesso de acetato de etilo
(Versini et al., 1995). Assim a abertura dos depdsitos em fermentacdo deve ser uma
pratica muito bem controlada durante o processo fermentativo da massa de medronhos,
e sobretudo, evitada na fase temporal entre o fim da fermentacdo e o processo de

destilacéo.
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5. Destilacao

A destilacdo € o processo pelo qual uma mistura (liquido ou vapor) é separada em
duas correntes de composicdo diferente: uma de menor ponto de ebulicdo rica nos
componentes mais leves e mais volateis, denominada de destilado, e outra de maior
ponto de ebuligcdo rica nos componentes mais pesados e menos volateis, o residuo, por
fornecimento ou remocdo de calor (Berglund, 2004).

A destilacdo baseia-se no fato de que quando se processa a vaporizacao parcial de
uma mistura (aquecendo-a até a ebulicdo), produz-se um vapor mais rico nos
componentes de menor ponto de ebulicdo em relacdo a mistura inicial (alimentag&o),
enquanto o liquido, que em cada instante ainda se mantém no recipiente, vai ficando
cada vez mais rico nos componentes menos volateis, de maior ponto de ebulicdo
(Berglund, 2004).

A separacdo por destilacdo s é possivel se os diferentes componentes da mistura
a separar tiverem volatilidades diferentes ou seja, pontos de ebulicdo diferentes
(Berglund, 2004).

Na destilacdo do fermentado da massa de medronho sdo recolhidas trés fragdes do
destilado. A primeira fracdo corresponde a cabeca (é uma fracdo de destilado rica em
acetato de etilo), a segunda fracdo corresponde ao coragdo (é a parte importante da
destilacdo pois constitui a aguardente para consumo) e a terceira parte corresponde a
cauda ou frouxo (um destilado com menor grau alcodlico) (Cantagrel et al., 1990;
Galego, 1995; Soufleros e Bertrand, 1990).

5.1. Alambique

O alambique é um equipamento de destilagdo. Foi utilizado desde tempos
remotos, encontrando-se frequentemente relacionado com a alquimia. Embora os
Egipcios fossem os primeiros povos a construir utensilios semelhantes a alambiques,
cujos desenhos adornam um velho Templo de Ménfis, foi da lingua Arabe que nasceram
os termos alambique (“al ambic™) e alcool (“al céhol™) significando, o primeiro, vaso
destilatdrio, e o segundo, embora querendo designar um pé muito duro a base de
chumbo ou antimonio, exprime a ideia de ténue e subtil, significando vapores e
destilacdo. O alambique foi desenvolvido no ano de 800 depois de Cristo, pelo

Alquimista Arabe Jabir ibn Hayyan. A palavra alambique derivou do significado
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metaforico de “algo que refina; que transmuta”, mediante a destilagdo (Lusian
Cooppers).

Nas destilarias mais antigas a destilacdo é realizada em alambiques de cobre com
aquecimento direto resultante da queima de lenha. Nas destilarias mais recentes 0s
alambiques sdo de inox e possuem um banho de parafina. O aquecimento é realizado de
forma indireta recorrendo a energia elétrica. O destilado obtido tem um grau alcodlico
entre os 40 e 50% vol., podendo ser comercializado diretamente ou envelhecido em
cascos de carvalho, durante alguns anos de modo a valorizar o produto (Galego, 1995).

O alambique Charantais (Figura 7) é composto de caldeira ou cucurbita, cabeca ou
capitel, e refrigerante, incluindo a serpentina e um recipiente onde circula a &gua que vai
refrigerar a mesma. A unido da cabeca com a serpentina é feita com o pescoco de cisne
(Galego e Almeida, 2007).

A cabeca ¢ feita em aco inox incorporada em toda a estrutura de cobre, para que o
teor em cobre nos destilados seja menor. Entre a cabeca e a caldeira existe um filtro que
pode ser preenchido com carbonato de célcio, quando se pretende atenuar a acidez da
aguardente, ou em carvdo natural ativado quando se deseja subtrair parte do aroma

carateristico do destilado (Galego e Almeida, 2007).

Figura 7 - Alambique Charantais existente na ESAC.
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6. Aguardente de medronho

A aguardente de medronho é obtida a partir da destilacdo dos frutos fermentados
do medronheiro (Arbutus unedo L.). Esta bebida foi reconhecida pela comunidade
Europeia desde 1989 (Regulamento (CEE) n.° 1576/89). Em Portugal é produzida em
algumas zonas da Serra Algarvia de onde é carateristica, Baixo Alentejo, Bucgaco, Serra
da Estrela e Oleiros.

O Decreto-Lei n.° 238/2000 define a aguardente de medronho no Art.° 2 “entende-
se por aguardente de medronho a aguardente de frutos obtida exclusivamente por
fermentacdo alcoolica e destilacdo do fruto carnudo do Arbutus unedo L. ou do seu

respetivo mosto” e as suas caracteristicas sdo descritas no Art.° 3 n.° 2 — “Na aguardente
de medronho o teor maximo admissivel de cobre é de 15mg/lI”. No anexo que se refere
ao artigo 2 encontram-se as restantes caracteristicas (Tabela 4).

A comercializacdo desta bebida depende do cumprimento dos limites indicados no
Decreto-Lei n.° 238/2000 de 26 de setembro de 2000 e do Regulamento (CE) n.°
110/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho de 15 de janeiro de 2008, da Unido
Europeia.

O fabrico de aguardente de medronhos é também conhecido noutros paises como
na Grécia, onde é apelidado de Koumaro (termo grego para designar medronho), no sul
de Italia, apelidado de Corbezzolo e na Turquia (Alberti et al., 2007; Soufleros et al.,
2005).

O inicio da producdo deste destilado na zona centro, ndo é conhecido, mas no
livro “Memorias da Vila de Oleiros e do seu concelho” o autor refere que na freguesia
de Madeira, nos anos 1856 e 1857, a aguardente de medronho foi a principal riqueza
(Pimentel, 1881).

Na Regido Centro, presentemente, existem apenas dois produtores de aguardente
de medronho, devidamente legalizados, a empresa SILVAPA, localizada na Madeirg,
freguesia do concelho de Oleiros, e a Quinta do Espinho, Sociedade de Agricultura

Biologica e Produtos Naturais, Lda. situada no lugar de Barriosa, no concelho de Seia.
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Tabela 4 - Especificagdes dos parametros fisico-quimicos e organoléticos para a

comercializacdo da aguardente de medronho (Anexo do artigo 3° do
Decreto-Lei n.° 238/2000 de 26 de Setembro de 2000).

Parametros

Especificagdes

Caracteristicas organoléticas

Aspeto — Limpido.

Cor — Incolor; Topazio (no caso de aguardente
velha).

Aroma — a medronho e etéreo.

Sabor — a medronho e alcodlico.

Titulo alcoométrico a 20% em
volume

Extrato seco

Acidez Total (em acido acético)
Substancias volateis (*)
Etanal

Acetato de Etilo

Metanol

2-Butanol

1-Propanol

Isobutanol

1-Butanol

Isopentandis

Alcoois superiores totais
Isobutanol/propanol

> 42 (g/hl de alcool a 100% vol.)

<20 g/hl

<200 (g/hl de alcool a 100% vol.)

> 200 (g/hl de alcool a 100% vol.)

> 5 <40 (g/hl de alcool a 100% vol.)
<300 (g/hl de alcool a 100% vol.)

> 500 < 1000 (g/hl de alcool a 100% vol.)
<2 (g/hl de alcool a 100% vol.)

> 10 <40 (g/hl de alcool a 100% vol.)

> 30 <70 (g/hl de alcool a 100% vol.)

< 3 (g/hl de alcool a 100% vol.)

>80 < 185 (g/hl de alcool a 100% vol.)
> 130 <300 (g/hl de alcool a 100% vol.)
> 1,5 <4 (g/hl de alcool a 100% vol.)

(*) Né&o incluem os alcoois etilico e metilico, de acordo com a defini¢do constante da alinea k)
do n° 3 do artigo 1.° do Regulamento (CEE) n.° 1576/89, do conselho de 29 de Maio.

A aguardente de medronho é utilizada ainda para temperos de carnes, na confecdo

de molhos, na preparacdo de algumas compotas e cocktails (Galego, 2006).
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7. Compostos volateis

Durante os processos fermentativos, as leveduras presentes sintetizam diversos
compostos volateis, responsaveis pelo flavour das bebidas alcodlicas. A atividade das
leveduras durante a fermentacdo transforma o acglcar em etanol, mas também ocorre a
formacdo de outros metabolitos como &lcoois superiores, &cidos gordos e ésteres,
relacionados com os diferentes géneros e espécies de leveduras envolvidos nos
processos e com as condi¢des em que decorrem (temperatura, pH, presenca de oxigénio
assim como a natureza e concentracdo do substrato). A nivel de caracteristicas
organoléticas € possivel distinguir uma bebida alcodlica, quanto ao seu flavour, pois a
variacdo entre os metabolitos confere-lhe uma “identidade” propria. A presenca de
compostos organicos volateis e ndo volateis nas bebidas fermentadas e destiladas
permite avaliar qualitativamente as mesmas (Domizio et al., 2007; Oliveira et al., 2005;
Pereira et al., 2003; Querol e Fleet, 2006). A Tabela 5 apresenta a estrutura quimica dos

compostos volateis, a seguir mencionados.

Teor Alcodlico: O etanol (CH3CH,OH) é um A&lcool, resultante normalmente do
processo fermentativo de acucares, realizado por leveduras, sendo este o maior
responsavel pelo grau alcodlico de um fermentado e pela sua conservacédo (Fleet, 1993,;
Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007; Sangorrin et al., 2007). Nas
bebidas destiladas de frutos e de acordo com o Regulamento (CE) n.° 110/2008 do
Parlamento Europeu e do Conselho o teor alcodlico € de pelo menos 37,5 % vol. O teor
alcoolico minimo permitido para aguardente de medronho é de 42% vol. (Decreto-Lei
n.° 238/2000).

Etanal: O etanal, também denominado por acetaldeido, é produzido pelas leveduras
principalmente durante os primeiros estagios da fermentacdo alcodlica, diminuindo a
sua presenca gradualmente até ao estagio final, pela oxidacdo do acido acético.
(Cardoso, 2006). A presenca de oxigénio favorece também a formacdo de outros
aldeidos, provenientes da oxidacdo de alcoois superiores, que por sua vez sdo gerados

pela degradacéo parcial de aminoacidos (Nagato et al., 2001).

Acetato de Etilo: No caso dos fermentados e das aguardentes existe um composto que
é obtido por reagdes de esterificagdo entre o etanol e o &cido acético, o acetato de etilo
(Vera-Guzman et al., 2010), o qual, quando em concentragdes até 120 mg/100 ml de

alcool puro contribui positivamente para o aroma do destilado (Versini et al., 1995).
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Concentracfes superiores induzem nos fermentados o aroma caracteristico a colas ou
verniz, contribuindo negativamente para as caracteristicas aromaticas do produto final
(Vera-Guzman et al., 2010). A presenca deste composto pode ser um indicador de
contaminacdo (leveduras formadoras de véu, ou bactérias do género Glucanobacter) ou
de uma fermentacdo que ndo foi bem realizada devido ao contacto com o oxigénio e a
problemas de higienizacdo do material utilizado (Fleet, 1993; Loureiro e Malfeito-
Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007; Sangorrin et al., 2007). No caso dos fermentados
de medronho, o excesso de acetato de etilo € potenciado principalmente, pelo contacto
entre a massa em fermentacao e o oxigénio (Versini et al., 1995). O acetato de etilo é
um composto volatil caracteristico da “cabe¢a” do destilado (Ribéreau-Gayon et al.,

1998).

Metanol: O metanol, conhecido também como alcool metilico é composto por um
atomo de carbono, trés d&tomos de hidrogénio e um grupo hidroxilo (CH3OH), é um
alcool oriundo da mesma familia do etanol. O metanol tem origem na desmetilagdo de
substancias pécticas presentes no fruto (Blindler e Laugel, 1992; Soufleros et al., 2005).
A concentracdo de metanol aumenta com o tempo de destilacdo (Soufleros et al., 2005).

O metanol é um dos compostos volateis, que tem merecido particular atencdo
devido & sua toxicidade. De fato, trata-se de uma substancia neurotdxica para o ser
humano, afetando especialmente a retina, tendo sido detetadas varias situacbes de
intoxicacdo por metanol, associado ao consumo de bebidas alcodlicas adulteradas e com
teores elevados deste alcool (Paine e Dayan, 2001). Alguns autores consideram que 0
consumo de 20 mL de metanol pode provocar cegueira e que 60 mL constitui a dose
letal (Blindler et al., 1988; Gosselin et al., 1976).

37



Tabela 5 - Estrutura quimica dos compostos volateis presentes na aguardente de

medronhos que apresentam limites legais (IUPAC, 1993).

Composto Estrutura quimica
w
Metanol H—(ID—O—H
H
iR
Etanol H-C-C-O-H
H H
H o
i I 4/
Etanal (acetaldeido) H—(IZ—C\
H H
H (8]
. u—(‘—c// ;l /"
Acetato de Etilo e Ny =
H H
c|3|—|
2-butanol H~C CH
3
TScH, CHs
T
1-propanol H—c|:—<|:—c|:—OH
H H H
. CHs
2-metil-1-propanol
OH
(Isobutanol) H3C/]\/
1-butanol H3C\ /CHZ\ /OH
CH, CH,
CHg
Isopentandis
P H4C )\/\O H

Alcoois superiores: Os principais &lcoois superiores encontrados nas bebidas destiladas
sdo: 2-butanol; 1-propanol; isobutanol (2-metil-1-propanol), 1-butanol e isopentandis
(2+3-metil-1-butanol). A importancia destes compostos deve-se ao seu odor
carateristico, e também a sua acdo solvente sobre outras substancias aromaticas que
interferem com o grau de volatilidade (Fleet, 1993).

A formac&o de alcoois superiores durante a fermentagdo é influenciada por varios
fatores tais como pH, temperatura, aeragdo do mosto, composicdo do meio

(concentracbes de acgucares, compostos nitrogenados) e linhagem de levedura. A
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formacéo de alcoois superiores € tanto maior quanto mais demorada for a fermentagéo
(Yokota, 1995).
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8. Antioxidantes

Os antioxidantes tém uma longa historia de uso na alimentacdo/saude da
populacdo e na indastria alimentar (Finley et al.,, 2011), sendo usados como
conservantes em diversos produtos (como por exemplo: gorduras, produtos alimentares,
para retardar o desenvolvimento de ranco) (Huang et al., 2005).

Um antioxidante &, por definicdo, qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracGes relativamente as dos potenciais substratos oxidaveis, atrasa
significativamente, ou inibe, a oxidacdo desses substratos por espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Ferreira et al., 2007; Halliwell, 1990).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem radicais livres tais como o anido
superéxido (027), o radical hidroxilo (HO") e radical peroxilo (ROQO"), e espécies ndo
radicalares, nomeadamente oxigénio singleto (07), ozono (O%), peréxido de hidrogénio
(H20,) e &cido hipocloroso (HOCI) e podem ser geradas durante a reducéo do oxigénio
a agua (Caballero et al., 2005).

Um radical livre pode ser definido como uma molécula ou fragmento de molécula
que contém um ou mais eletrfes desemparelhados em orbitais moleculares ou atémicas,
e é capaz de existir de modo independente. A ocorréncia de um eletrdo desemparelhado
resulta numa grande reatividade e num tempo de semivida curto, isto porque estas
espécies tém afinidade para ceder ou receber um eletrdo, de modo a tornarem-se
estaveis (Benzie e Wachtel-Galor, 2011).

A producdo excessiva de espécies reativas ou a diminui¢do dos niveis de
antioxidantes conduzem ao stresse oxidativo, ou seja a alteracdo do equilibrio
oxidante/antioxidante em favor do primeiro, o qual tem sido implicado na etiologia de
varias doencas e no envelhecimento (Almeida, 2009).

A atividade antioxidante € um pardmetro amplamente utilizado para caraterizar
diferentes matrizes como por exemplo 0s vegetais, vinhos, 6leos e chas. Varios estudos
indicam que a atividade antioxidante da aguardente pode ter efeitos benéficos na saude.
Duriez et al. (2001), num estudo in vivo, verificaram que ap6s a ingestdo de Cognac, a
concentracédo de acidos fenolicos, e de acido elagico em particular, aumentou no plasma
sanguineo, e consequentemente, a capacidade antioxidante aumentou. Umar et al.
(2003), analisaram o efeito do Armagnac administrado a ratos sobre a trombose
arteriovenosa, e observaram uma diminui¢do da agregacéo plaquetéria, e por sua vez,

uma diminuicdo da ocorréncia de tromboses. Para suporte dos resultados obtidos, Umar
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et al. (2005), compararam os efeitos do consumo de pequenas quantidades de Armagnac
e de vodka em humanos e detetaram uma diminui¢cdo mais significativa da agregacéo
plaquetaria durante e apds o consumo de Armagnac, comparativamente com o0 consumo
de vodka. Estes estudos indicam que, nao é sé o fator etanol que tem um efeito benéfico
e protetor relativamente a agregacdo plaquetaria e a trombose, mas que existe um
sinergismo com os compostos fenolicos, em especial o &cido elagico.

Inimeros métodos sdo utilizados na medicao desta atividade sendo os preferidos,
pela facilidade, rapidez e sensibilidade, aqueles com compostos cromogéneos de
natureza radicalar que simulam espécies de oxigénio reativas tais como DPPH" (1,1-
difenil-2-picrilhidrazila) e ABTS" (2,2'-Azinobis-3-etilbenzotiozolino-6-sulfonico)
(Arnao, 2000).

O método da atividade blogueadora do radical DPPH €é usado regularmente para
avaliar a capacidade das espécies antioxidantes para sequestrar radicais livres. O radical
DPPH € um composto comercialmente disponivel e que apresenta cor purpura (Ali et
al., 2008). E um radical azotado organico estavel, que na presenca da substancia
(antioxidante) pode doar um atomo de hidrogénio, que pode ser reduzido em meio
alcoolico, dando origem a forma reduzida do radical (molécula de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazina) (Koleva et al., 2002). Apos a reducdo, a cor da solucdo do radical DPPH
desvanece para amarelo (Figura 8), podendo esta alteracdo ser monitorizada no maximo
de absorcdo entre 517-520 nm (Hassas-Roudsari et al., 2009). Assim, quanto mais
rapidamente decrescer a absorvéncia, maior sera a atividade antioxidante do extrato em
estudo, ou seja, 0s compostos testados com elevada atividade antioxidante induzem num
rapido declinio da absorvancia do radical DPPH (Amarowicz et al., 2004; Bondet et al.,
1997).

Violeta Amarelo

Figura 8 — Estabilizac&o do radical livre DPPH (Oliveira et al., 2009).
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O método da atividade bloqueadora do radical DPPH é um método rapido, de
baixo custo por utilizar reagentes acessiveis e por ndo necessitar de equipamentos
sofisticados (Viuda-Martos et al., 2009). Além disso, 0 ensaio € efetuado a temperatura
ambiente, eliminando o risco de degradacéo térmica de algumas substancias analisadas
(Bondet et al., 1997; Molyneux, 2004).

A determinacdo da atividade antioxidante com a utilizacdo de ABTS (2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) é também muito frequente, e foi
primeiramente sugerido por Miller et al. (1993) em testes de amostras bioldgicas. Assim
como o DPPH, o ABTS" apresenta excelente estabilidade em determinadas condicdes
de analise. Porém estes radicais apresentam algumas diferencas importantes. O radical
DPPH ja vem pronto para o uso e é sollivel em solventes organicos, enquanto o0 ABTS”
necessita ser reproduzido antes por reagdes quimicas (como o persulfato de potassio) ou
enzimaticas, e, é soltuvel tanto em agua como em solventes organicos, permitindo a
analise tanto de amostras hidrofilicas como lipofilicas (Arnao, 2000).

Por meio da adi¢do do persulfato de potassio, ocorre a formacédo do radical ABTS,
que apresenta cor esverdeada. Na medida em que o antioxidante é misturado com esse
radical, ocorre a reducdo do ABTS" a ABTS, provocando a diminuicio da coloragio do
meio de reagdo (Figura 9). O ABTS" é um radical estavel na auséncia de antioxidantes,
apresenta forte absorcao no intervalo de 600-750nm e pode ser facilmente determinado
por espetrofotometria.

Uma das vantagens do método é sua relativa simplicidade, o que permite a sua
aplicacdo em analises laboratoriais de rotina. Além disso, oferece varios maximos de

absorcéo e uma boa solubilidade (Roginsky e Lissi, 2005).

N
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Figura 9 - Estabilizacdo do radical ABTS" por um antioxidante e sua formagdo por persulfato

de potassio (Huang et al., 2005)
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8.1. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos tém diversos efeitos bioldgicos, incluindo a atividade
antioxidante. Varios estudos demonstram que acidos fendlicos, tais como o acido galico
e acido elagico tém elevada capacidade antioxidante (Goldberg et al., 1999; Priyadarsini
et al., 2002; Sroka e Cisowski, 2003; Vinson et al., 2001), enquanto outros enfatizam o
papel dos taninos hidrolisaveis, como por exemplo: Da Porto et al. (2000) e Mullen et
al. (2002). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua estrutura
quimica, concentracao e estado quimico de oxidacdo (Canas et al, 2008).

Vaérios estudos tém demonstrado que ao consumo de alimentos e bebidas ricas em
compostos fendlicos esta associada a diminui¢do de doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas e mortalidade por cancro (Umar et al., 2003).

O Armagnac (conhaque francés) e outras aguardentes envelhecidas sdo ricos em
compostos fendlicos, devido a sua maturacdo em barris de madeira (Canas, 2003; Viriot
etal., 1993).

Atendendo a que a atividade antioxidante estd estreitamente relacionada com o
teor de compostos fendlicos, € pois expectavel que a atividade antioxidante da
aguardente seja condicionada pelos fatores gque determinam a composicdo fendlica,
designadamente: a espécie botanica da madeira (Belchior et al., 2001), o nivel de
queima da vasilha (Casanova, 2007; Patricio et al., 2005; Mosedale e Puech, 1998;
Quaresma, 2000) e o tempo de envelhecimento (Caldeira et al., 2006; Canas et al.,
1999; Belchior et al., 2001).

Em relacdo ao uso de determinadas espécies botanicas de madeira, varios estudos
demonstraram diferencas significativas na composicdo fenolica entre aguardentes
envelhecidas em vasilhas de castanheiro e vasilhas de carvalho, em que a composigédo
fenolica € 15 vezes menos em aguardentes envelhecidas em vasilhas de carvalho
(Belchior et al., 2001; Canas et al., 1999; Canas et al., 2008). Com o aumento da
temperatura na queima da vasilha ocorre a clivagem oxidativa dos aldeidos cindmicos e
formam-se aldeidos benzdicos em grande quantidade (vanilina e siringaldeido) e os
correspondentes acidos fendlicos (Canas 2003; Canas et al., 2002; Sarni et al., 1991).
Excetuando os estudos desenvolvidos em Portugal, por Canas e seus colaboradores, na
Unidade de Investigacéo de Viticultura e Enologia do Instituto Nacional de Investigacao
Agraria e Veterinaria I.P., (localizada em Dois Portos), sobre a atividade antioxidante

em aguardentes vinicas, envelhecidas em madeira (tipo Brandy), desconhece-se a
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existéncia de estudos em aguardentes de medronho, envelhecidas ou nédo, pelo que,

neste trabalho, este estudo sera realizado.
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9. Procedimento experimental

9.1. Determinagdo do grau de maturacdo do fruto de medronheiro
(Arbutus unedo L.)

Os medronhos em fresco foram separados em trés recipientes de acordo com a sua
cor, e codificados do seguinte modo: medronhos A (frutos vermelhos - frutos maduros),
medronhos B (fase intermedia da maturacdo do fruto) e medronhos C (frutos louros ou
imaturos). Os medronhos foram colocados no laboratério, expostos ao ar, durante 21

dias.

9.1.1. Avaliacéo da precisdo do colorimetro

Para determinar a precisdo do aparelho calibrou-se o colorimetro (Zheijiang Top
Instrument Co. Ltd., modelo HP-2132) usando padrdo vermelho (CR-A47 x= 480; y=
15,3; z= 313) e posteriormente mediu-se a cor do mesmo padrdo em intervalos de 10
segundos, 30 vezes, e calculou-se o desvio padrao de AE (TECNAL Equipamentos para
Laboratorios, 2009).

9.1.2. Determinacéo da temperatura e humidade do ar do laboratério

A humidade e a temperatura foram medidas com um higrémetro (Satto, modelo
Sk-L200TH) em intervalos de 15 em 15 segundos (Santos et al, 2013b).

9.1.3. Determinacéo do teor de solidos soluveis totais (°Brix)

Colocou-se 2 gota de sumo do medronho filtrada no centro do prisma principal do
refratometro portatil (ATAGO, modelo FG-113) e fez-se a leitura do °Brix. Esta
determinacéo foi realizada de 2 em 2 dias, durante 21 dias (Santos et al, 2013b).

9.1.4. Determinacéo da cor do medronho (refracédo L*, a* e b*)

Utilizando o colorimetro (Zheijiang Top Instrument Co. Ltd., modelo HP-2132)
procedeu-se, de acordo com as especificacdes do aparelho, a calibracdo deste antes da
sua utilizacdo, com o padréo vermelho (CR-A47 x= 480; y= 15,3; z= 313). Colocou-se
a amostra no porta amostras e mediu-se a refracdo L*, a* e b* no espago CIE. As

medicgdes da cor foram realizadas diariamente durante 21 dias (Santos et al., 2013b).
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9.2. Producao de aguardente de medronho

O processo de producdo de aguardente de medronho foi realizado segundo o
fluxograma apresentado na figura 10.

Garrafas de vidro =

Rolhas -

Enxaguamento/Secagem °

Rolhamento °

Matéria-prima
(Medronhos)

v

Rececéo !

v

Armazenamento ?

v

Selecdo®

v

Pesagem*

v

Fermentacio Alcodlica °

v

Destilacéo °

v

Aguardente de Medronho ’
(Coragéo)

v

vy

Engarrafamento *°

Figura 10 - Fluxograma de producao de aguardente de medronho

Podres,
— Pedunculo,
Louros

— Cabeca
—> Caudas
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9.2.1. Descricgao das etapas de producdo de aguardente de medronho

Colheita - O trabalho pratico iniciou-se com a colheita dos medronhos, no Estreito -
Oleiros, onde foram colhidos 8 kg de medronhos, diretamente dos arbustos Arbutus
unedo L. (Figura 11a). Foram também apanhados, no mesmo dia, 8 kg de medronhos
maduros, que se encontravam caidos numa rede, apds a sua queda natural, situada por
baixo do medronheiro (Figura 11b). Esta rede serve para aparar os medronhos quando
estes se desprendem naturalmente do medronheiro possibilitando o aproveitamento de

todos os frutos, que ficam assim livres de sujidade.

Figura 11 - a) - Arbutus unedo L; b) — Arbutus unedo L. com rede na sua base.

Seguiram-se as vérias etapas do processamento (ver figura 10), para a obtengdo da
aguardente de medronho:

1 - Rececdo - Apos a colheita os medronhos foram transportados em baldes de plastico
para as instalagbes do Laboratorio de Hortofruticolas da Escola Superior Agraria de

Coimbra.

2 - Armazenamento - Os medronhos foram armazenados na camara frigorifica do
laboratério de hortofruticolas, onde permaneceram a temperatura de 6°C, até ao dia

seguinte.

3 - Selecdo - No dia seguinte a colheita foi efetuado o controlo visual dos frutos, por

forma a ndo deixar passar medronhos louros (fruto imaturo), folhas e peddnculos.

4 - Pesagem - Dos frutos colhidos da rede, dividiu-se o material para dois ensaios
pesando-se 4 kg de fruto para cada baldo Erlenmeyer, efetuou-se o mesmo
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procedimento para os frutos colhidos dos medronheiros. A codificagdo das amostras
encontra-se descrita na Tabela 6, sendo os resultados posteriormente apresentados com
as letras A e B, em que A representa o valor médio entre Al e A2 e B representa o valor

médio entre B1 e B2.

Tabela 6 — Codificacdo das amostras.

Amostra Cddigo
Frutos colhidos da rede Al
Frutos colhidos da rede A2

Frutos colhidos do medronheiro  B1
Frutos colhidos do medronheiro B2

5 - Fermentacdo alcodlica — No final da pesagem do fruto colocaram-se os batoques de
cortica e as batoqueiras de plastico no Erlenmeyer e envolveu-se com parafilme.
Durante o processo de fermentacdo foram realizadas as seguintes analises fisico-
quimicas: pH, °Brix e temperatura. Os fermentadores foram colocados no laboratério a
temperatura ambiente e cobertos com um pléstico preto para proteger da luz, durante

todo o tempo de fermentacéo.

A Figura 12 ilustra a evolucdo da fermentacdo dos medronhos durante o periodo

de fermentacao.
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Figura 12 - Fermentacdo do medronho ao longo do tempo, a) — Fermentado Al no primeiro dia da
fermentacédo; b) — Fermentado A2 no primeiro dia de fermentacdo; c) — Fermentado B1 no
primeiro dia de fermentagdo; d) - Fermentado B2 no primeiro dia de fermentacédo; e) -
Fermentado Al ao fim de 10 dias de fermentacdo; f) - Fermentado A2 ao fim de 10 dias de
fermentacéo; g) - Fermentado B1 ao fim de 10 dias de fermentacédo; h) - Fermentado B2 ao
fim de 10 dias de fermentacdo i) - Fermentado Al no ultimo dia de fermentacdo; j) -
Fermentado A2 no Gltimo dia de fermentacdo; k) - Fermentado B1 no ultimo dia de
fermentacéo; I) - Fermentado B1 no dltimo dia de fermentacéo.
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6 - Destilacdo - Apos o tempo de fermentacdo procedeu-se a destilacdo. Nesta etapa foi
utilizado o alambique de cobre Charantais de 16 L de capacidade. Colocou-se a massa
de medronho fermentado na caldeira, onde foi aquecida até a fase de ebulicdo. A fracéo
evaporada foi arrastada através do capitel para a serpentina (que se encontrava dentro de
um recipiente onde circula agua que vai refrigerar a mesma) onde condensou e deu
origem & aguardente de medronho.

A primeira parte do destilado (cabega), com um aroma forte e desagradavel a
acetato de etilo foi separada (40 ml), em seguida, recolheu-se o “coragdo” do destilado
(aguardente) até atingir um teor alcodlico de 25% vol., por fim, recolheu-se a cauda até
atingir o teor alcodlico de 20% vol.

7 - Aguardente de medronho - Obtencédo da aguardente de medronho.

8 - Enxaguamento/Secagem - As garrafas utilizadas na etapa seguinte foram

previamente lavadas com &gua destilada e secas.

9 - Rolhamento - As céapsulas de plastico utilizadas foram previamente lavadas com

agua destilada e depois de secas colocadas nas garrafas

10 - Engarrafamento - A aguardente foi transferida para as garrafas de vidro

transparentes com capacidade de 375 mL.
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9.3. Determinacé&o dos parametros fisico-quimicos dos fermentados

A temperatura, teor de residuo seco soluvel (°Brix) e pH do fermentado A foi
registada ao longo de 30 dias; os mesmos parametros foram avaliados para o
fermentado B, ao longo de 34 dias. A acidez total foi medida somente no primeiro dia
da fermentacdo, uma vez que € um método destrutivo de amostra. Todas as analises

foram realizadas em triplicado.

9.3.1. Determinacao do teor de solidos soluveis totais (°Brix)

O residuo seco soltvel foi determinado de acordo com a Norma Portuguesa 785
(1985). Colocou-se 1 gota de amostra filtrada no centro do prisma principal do
refratdbmetro portatil (ATAGO, modelo FG-113) e fez-se a leitura do °Brix.

9.3.2. Determinagéo do pH

A determinacéo do pH foi realizada utilizando um potenciémetro (Crison, modelo
micropH 2002) acoplado a um elétrodo de pH. Antes da determinacdo do valor de pH
de cada amostra o aparelho foi calibrado utilizando duas soluc¢des padréo, uma com pH
4 e outra com pH 7 (Santo, 2007).

9.3.3. Monitorizagdo das temperaturas ao longo do processo
fermentativo

A temperatura foi medida com um termémetro de vidro com escala graduada
entre 0°C e 25°C, colocando o termometro dentro do baldo Erlenmeyer e posteriormente

foi colocado o batoque de cortica e batogueira de plastico.

9.3.4. Determinacdo da acidez total

A acidez total foi determinada segundo a Norma Portuguesa 2139 (1987).
Pesaram-se 10 g de massa de fermentado, adicionaram-se 50 mL de agua destilada e
procedeu-se a titulagdo com uma solugdo de NaOH 0,1 mol.dm?®, utilizando como
indicador, uma solucéo de fenolftaleinaa 1 % m/v.
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9.4. Analise das aguardentes de medronho
9.4.1. Determinacdo do pH das aguardentes de medronho

A determinacéo do pH foi realizada utilizando um potenciémetro (Crison, modelo

micropH 2002) com um elétrodo de pH, como descrito no ponto 9.3.2.

9.4.2. Determinacéo do grau alcoolico

O titulo alcoométrico volumico das aguardentes foi determinado por densimetria
electronica (OIV, 2009). Os resultados sdo arredondados as décimas e resultam da

média aritmética das trés leituras.

9.4.3. Doseamento dos compostos volateis da aguardente de medronho

A determinacdo de compostos volateis foi executada no Laboratério de Enologia,
da Unidade de Investigacdo de Viticultura e Enologia (Dois Portos, Torres Vedras). A
quantificacdo dos compostos volateis foi realizada por cromatografia gas-liquido de alta
resolucdo, de acordo com a Norma Portuguesa 3263 (1990), utilizando um
cromatografo (Focus GC, modelo Thermo Scientific; Figura 13) equipado com um
detetor de ionizacdo de chama DIC (250°C), injetor (200°C) a funcionar em modo de
divisdo e com coluna capilar de silica de polietileno glicol (DB-WAX da J&W
Scientific, modelo Folsom), 60m x 0,32mm com 0,25 um de espessura de filme. O gas
de arraste usado foi o hidrogénio (3,40 mL/min) e a razdo de divisdo de 1:6. A cada
amostra de destilado (10 mL) adicionou-se 1 mL de padrao interno (4 metil-2-pentanol).
O método de anélise utilizado foi o da injecdo direta de 2 pL de destilado. Todas as

amostras foram analisadas em duplicado.

Figura 13 — Cromatdgrafo Focus GC (Cedida por: Dra. llda Caldeira).
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9.5. Determinacdo de antioxidantes na aguardente de medronho

9.5.1. Reagentes quimicos

Acido  6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico ~ (Trolox);  2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS); persulfato de potéssio e
reagente Folin-Ciocalteau foram obtidos na Sigma—Aldrich (St. Louis, MO). Todos 0s

reagentes utilizados tinham grau de pureza superior a 95%.

9.5.2. Capacidade antioxidante total utilizando ABTS

Para determinar a capacidade antioxidante total foi usado o método descrito por
Miller e Rice-Evans (1997), atraves da descoloracédo do radical catiénico 2,2-azino-bis-
(3-etilbenzotiozolina)-6-acido sulfonico (ABTS), calculado a partir da diminuicdo da
absorvancia a 734 nm.

Prepararam-se duas solucdes: uma solucdo de ABTS de 7x10° mol.dm™ e uma
outra solucdo de 2,45x10° mol.dm™ de persulfato de potassio (K,OgS,). De seguida
misturaram-se as duas solucGes e colocaram-se a reagir no escuro, por um periodo de
tempo nunca inferior a 16 horas, a temperatura ambiente. Para se conseguir obter uma
absorvéncia no intervalo compreendido entre 0,680 e 0,720, adicionou-se agua
desionizada na quantidade adequada. A absorvéncia foi avaliada a um comprimento de
onda de 734 nm utilizando um espectrofotometro UV-Vis (DR LANCE, modelo Xion
500). Para avaliar a capacidade antioxidante das aguardentes, adicionou-se 1 mL de
solugdo ABTS a 50 pL das aguardentes a testar, deixando-se reagir por 6 minutos e
seguidamente mediu-se a absorvéncia. Simultaneamente foi feita uma reta de calibragéo
com uma gama de concentragdes Trolox (0 - 150 pmol; R? > 0,990) por forma a
quantificar os resultados obtidos. Os resultados obtidos foram expressos em micromoles
de equivalente de Trolox por mililitros de amostra (umol TE/mL). Todos os ensaios

foram realizados trés vezes em triplicado.

9.5.3. Determinacéo de compostos fenolicos totais

Os compostos fenolicos totais, foram estimados através de um ensaio
colorimétrico com base em procedimentos descritos por Singleton e Rossi (1965).
Misturou-se 50 uL. de amostra com 300 pL de solucdo de carbonato de sodio a 17%.
Depois de 30 segundos, adicionou-se 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu.

Posteriormente manteve-se a mistura em banho a 40°C durante 30 minutos. A
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absorvéncia foi avaliada a um comprimento de onda de 765 nm, usando um
espectofetometro UV-Vis (DR LANCE, modelo Xion 500). Para cada ensaio elaborou-
se uma curva padrdo com écido gélico (0 - 20 ug; R* > 0.990). Os resultados estio
expressos em micromoles de equivalentes de acido galico por mililitro de amostra

(umol GAE/mL). Todos os ensaios foram realizados trés vezes em triplicado.

9.6. Analise estatistica

A elaboracdo de gréaficos foi realizado recorrendo ao programa informatico da
Microsoft Office Excel 2007 em ambiente Windows 7.

Para realizar a analise estatistica dos dados obtidos na composicdo volatil das
aguardentes de medronho, estes foram introduzidos numa base de dados, construida
com a ajuda do software IBM SPSS 2.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

A andlise estatistica univariada (ANOVA one-way) foi aplicada com o objetivo de
comparar os valores médios de pH, teor alcodlico e a concentracdo dos compostos
volateis (etanal, acetato de etilo, metanol, 1-propanol, isobutanol, isopentandis, alcoois
superiores totais e a relacdo isobutanol/propanol) considerando como fator (variavel
independente) a origem dos medronhos: frutos colhidos do chao versus frutos colhidos

do medronheiro.
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10. Resultados e discussao

10.1. Estudo da evolucédo da maturacdo dos medronhos na sua pos-
colheita

O estudo da evolucdo da maturagdo dos medronhos na sua pos-colheita permite
fazer algumas consideracGes importantes como relacionar a evolucdo da cor do fruto

com o seu teor de sélidos solUveis totais.

10.1.1. Avaliacéo da precisdo do colorimetro

A precisdo avalia a dispersdo dos resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrfes, em condicGes
definidas (Guia RELACRE, 2000). Uma forma mais comum de expressar a precisdo é
por meio da repetibilidade.

Por definicdo, a repetibilidade € o grau de concordancia entre os resultados de
medigdes sucessivas de uma mesma amostra (ou padrédo), efetuadas sob as mesmas
condigdes de medicdo, 0 mesmo procedimento de medi¢do, 0 mesmo analista, 0 mesmo
instrumento usado sob as mesmas condic¢Ges, no mesmo local e repeticdes hum pequeno
intervalo de tempo (Guia RELACRE, 2000). Assim, para avaliar a precisdo do
colorimetro fez-se o procedimento descrito em materiais e métodos, pela repetibilidade.

A determinacdo da precisdo do colorimetro é feita através da repetibilidade,
calculando o desvio padrao de AE*ab. Depois de uma larga pesquisa sobre como obter
precisdo para o colorimetro utilizado (Zheijiang Top Instrument Co), sem sucesso, fez-
se a analise da repetibilidade com base nas especificagdes de um colorimetro de
referéncia (KONICA MINOLTA, modelo CR-400 series - Anexo).

Para o colorimetro, usado no presente trabalho, obteve-se um desvio padrdo de
AE*ab =0,07. O valor obtido para o desvio padrdo de AE*ab ¢ igual ao descrito nas

caracteristicas técnicas do colorimetro tomado como referéncia.

10.1.2. Determinacdo da humidade e temperatura

No laboratorio onde se encontravam os medronhos A, B e C foi determinada a
humidade e temperatura do ar (sob condi¢Ges de luz natural). Num total de 1799
registos destes parametros, obtiveram-se 0s seguintes resultados: humidade relativa

(HR) em % de 58,2 + 9,4%, em que no intervalo de tempo de estudo a HR minima
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registada foi de 28,1% e a HR méaxima registada foi 74,8%; e a temperatura em graus
Celsius (°C) de 14,6 £ 2,3°C, em que a temperatura minima registada foi de 10,6°C e a

temperatura méxima registada foi de 25,0°C.

10.1.3. Avaliacéo da evolucgéo da cor dos medronhos

A cor do fruto € um importante fator que permite determinar a sua maturacao,
afetando por isso a decisdo de compra dos consumidores, é também um atributo de
qualidade para as industrias produtoras de fruto (Arias et al., 2000).

Ao longo do tempo de estudo do grau de maturacdo foi registada a evolucéo da
cor percetivel ao olho humano. Assim no primeiro dia do estudo (dia 0, corresponde ao
dia da colheita e das primeiras analises) os medronhos apresentavam a cor observada na
Figura 14 a), b) e ¢).

Figura 14 - Evolucéo da cor do fruto. a) medronhos A no primeiro dia de estudo; b) medronhos
B no primeiro dia de estudo; ¢) medronhos C no primeiro dia de estudo; d)
medronhos A ap6s 10 dias de estudo; €) medronhos B apds 10 dias de estudo; f)
medronhos C ap6s 10 dias de estudo.

O colorimetro é dotado do sistema CIELAB, fornecendo os pardmetros deste
sistema dados quantificaveis e precisos sobre a cor de frutas e vegetais in natura e
processados (KONICA MINOLTA, 2003).

Os parametros, do sistema CIELAB, avaliados foram L*, a*, b*, C* e h°.

Verificou-se que o valor L* diminui nos estadios iniciais da maturacdo (fase
verde) e depois, permaneceu constante refletindo o escurecimento dos medronhos pelo
aparecimento e intensificacdo da cor vermelha (Figura 15). Ao longo dos 21 dias do
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estudo, o valor L* para: medronhos A varia entre 46,2 e 24,7; medronhos B varia entre
58,9 e 27,1; medronhos C varia entre 55,5 e 29,2.
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30,0 —B—medronhos B

20,0 - medronhos C
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Tempo (dias)

Figura 15 - Evolucdo do par@metro L*.

Os valores de luminosidade obtidos sdo semelhantes aos descritos por Jesus e
Martins (1999) e Galego (1995) para amostras da regido do Algarve (L* entre 24,6 e
39,8). Estes valores sdo mais baixos que os obtidos os para amostras de medronho

recolhidas na regido de Lisboa — Tapada da Ajuda (Alarcdo-E-Silva et al., 2001).

Na avaliacdo do parametro a* observou-se um aumento acentuado deste
pardmetro ao longo dos primeiros sete dias (Figura 16), como resultado da sintese de -
caroteno e degradacdo da clorofila, representada pela mudanca de cor verde para
vermelha (Abushita et al., 2000). No intervalo de estudo seguinte o indice de saturacao

de vermelho sofreu pequenas oscilacoes.
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Figura 16 - Evolugédo do parametro a*.

O mesmo comportamento pode-se verificar para outros frutos. Por exemplo,
Ferrer et al. (2005) relataram que em péssegos 0s valores de a* aumentaram durante o
periodo de maturacdo, denotando a perda da cor verde relacionada com o

desaparecimento das clorofilas.

Ao logo do tempo de avaliacdo, do pardmetro b*, verificou-se sempre a
diminuicdo deste parametro (Figura 17). O valor obtido nos medronhos C (frutos
imaturos), no primeiro dia (43,0), € proximo do valor encontrado (36,49) por Alarcdo-
E-Silva et al. (2001) para medronhos imaturos. Mas estes, quando maduros apresentam

valores de b* muito diferentes dos valores obtidos por Alarcéo-E-Silva et al. (2001).
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Figura 17 - Evolugdo do parametro b*.
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No caso das amostras designadas como medronhos A (fruto maduro) os valores
obtidos foram também muito diferentes dos referidos em Alarcdo-E-Silva et al. (2001).
Pelo contrario, em estudos da evolugdo da cor no tomate registou-se um aumento do
contributo da cor amarelo (Brandt et al., 2006; Lopez-Camelo e Gémez, 2004; Palet,
2012).

A saturacdo (C*), ao longo do tempo, diminuiu (Figura 18), o que conduz a
opacidade da cor vermelha. Os valores obtidos nos medronhos A (40,1 a 28,1), B (47,3
a 32,3) e C (45,0 a 36,2) sdo proximos dos fornecidos por Alarcdo-E-Silva et al. (2001)
que para medronho maduro obteve 42,47 e para fruto imaturo 36,49. No entanto os
valores de C* nos medronhos A, B e C sdo muitos discrepantes dos observados por
Galego (1995), em que o C* para fruto maduro apresentou o valor de 63,35. Cox et al.
(2004) observaram, durante o amadurecimento de abacate exposto a temperaturas de
15°C, 20°C e 25°C o mesmo comportamento para o parametro C*, ou seja, 0 decréscimo
deste parametro ao longo do tempo. Kriiger et al. (2011) demonstraram que em
framboesas, durante 0 amadurecimento quando expostas a temperatura ambiente, o

pardmetro C* também diminui ao longo do tempo.
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Figura 18 - Evolucdo do pardmetro C*.

Na Figura 19 € representada a evolucéo do angulo Hue (h°). Os valores de he para:
medronhos A varia entre 42,4 e 8,0; medronhos B varia entre 78,5 e 7,5; e finalmente
medronhos C, o angulo Hue varia entre 77,2 e 12,0. Galego (1995) obteve valores de h°
de 0,6 para frutos maduros, este valor é bastante inferior aos valores de h° obtidos no

presente estudo. No entanto, Alarcdo-E-Silva et al. (2001) para 0 mesmo parametro, em
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frutos maduros obtiveram h° de 63,80 e para frutos imaturos h° de 96,87, que se revelam

superiores aos valores encontrados para o angulo hue nos medronhos A, B e C.

100,0
90,0
80,0 4 T T
70,0 {\| 7
60,0 -
50,0 -
40,0 §
30,0 |

20,0 - 117+
7 I :F
¥ T T
10,0 - i1l

T’TI\!’; -a
0,0 T T T T

0 5 10 15 20
tempo (dias)

—o— medronhos A

hO

——medronhos B

T medronhos C

Figura 19 - Evolucdo do pardmetro h°.

Estes resultados parecem confirmar afirmag¢do “o angulo hue ¢ um bom indicativo
da mudancga de cor no plano a, b” (Chervin et al., 1996). Segundo McGuire (1992) o
angulo hue de 0° representa a cor vermelha pura, 90° representa o amarelo, 180°
corresponde ao verde-azulado e 270° equivale a azul puro, com esta consonancia
Alarcdo-E-Silva et al. (2001) mostraram que o medronho imaturo é verde e o que
medronho maduro € vermelho, que por observacao visual ¢, de fato, 0 amadurecimento
do fruto. Assim, os resultados do presente estudo, corroboram a conclusdo de que este
procedimento é Gtil para determinar as diferengas de cor dos frutos que amadurecem do
verde para o amarelo ou tons de vermelho, como € o caso do medronho (Alarcéo-E-
Silva et al., 2001). Similarmente, noutros frutos em maturacdo como, por exemplo,
abacate, framboesas e tomate o angulo hue diminui sempre ao longo do tempo (Brandt
et al., 2006; Cox et al., 2004; Krlger et al., 2011; Lopez Camelo e Gomez, 2004; Palet,
2012).

Nos diferentes parametros obteve-se valores diferentes aos valores descritos na
bibliografia, este fato podera ser explicado pelas condicfes climatéricas, que de acordo
com o Instituto de Meteorologia tanto a zona de Oleiros como o Algarve s&o mais
quentes, que a zona de Lisboa. Estas condicGes climatéricas podem ter influéncia nos
valores de pH e nas condigdes fisiologicas da planta, que estdo relacionados com a

formagéo dos pigmentos (Cavaco, 2007).
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10.1.4. Avaliacéo da evolugéo do °Brix dos medronhos

O teor de soélidos soluveis totais (°Brix) reune os compostos hidrossoluveis nos
frutos, como hidratos de carbono, substancias pécticas, vitaminas, lipidos, aminoacidos
(Davies, 1998; Fernandez, 1995). Este € dependente do estado de maturagdo no qual o
fruto é colhido, geralmente aumenta durante o amadurecimento, pela degradagdo de
polissacarideos de reserva, como o amido (Davies, 1998; Kays, 1997).

Na Figura 20 observa-se que o teor de solidos solUveis totais aumentou
continuamente durante os 10 primeiros dias, apds a colheita dos frutos, tendo depois
estabilizado nos 22,2°Brix.

25
n
20
x 15 7
5 —o—medronhos A
° 10 -
—#— medronhos B
5 medronhos C
O T T T T

0 5 10 15 20
Tempo (dias)

Figura 20 — Evolugdo do °Brix.

Os medronhos A (medronhos maduros) inicialmente apresentavam 21,2°Brix que

aumentou até 22,2°Brix nos primeiros 10 dias, sendo que no restante tempo de estudo
este parametro se manteve constante.
No primeiro dia, os medronhos B (medronhos em fase intermédia de maturacéo)
apresentavam 16,0°Brix, valor que aumentou substancialmente nos primeiros trés dias,
seguido de um aumento gradual até aos 22,2°Brix. O teor de sélidos sollveis totais nos
medronhos C no primeiro dia foi de 14,8 °Brix, este valor aumentou ao longo dos dias,
sendo que nos dois ultimos dias de estudo atingiu os 22,2°Brix. Galego (1995) obteve
20,5°Brix em fruto maduro o que é proximo dos valores obtidos em medronhos A, B e
C quando maduros, ou seja, no final do tempo de estudo. Outros estudos de pos-
colheita, realizados em frutos climatéricos, demonstraram que existe um aumento do
°Brix nos mesmos apds a sua colheita, como é o caso da macd, banana, pera e manga
(Kader, 1992).
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10.2. Evolucéo dos parametros fisico-quimicos ao longo do processo
fermentativo.

O acompanhamento da fermentacdo do medronho permite fazer algumas
consideracBes importantes como relacionar a composi¢do quimica e bioquimica do fruto

com a qualidade do produto final — aguardente de medronho.

10.2.1. Determinacéo do teor de sélidos solaveis totais (°Brix)

A evolucdo do teor de sélidos soluveis totais, e respetivo desvio-padrdo, ao longo

das fermentacdes A e B esta representado no grafico da Figura 21.
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Figura 21 — Evolugdo da variagéo do °Brix ao logo do tempo de fermentagéo.

No fermentado A o teor de solidos soluveis totais inicial foi de 20,9°Brix, nos
seguintes dias o °Brix diminuiu gradualmente até estabilizar em 10,2°Brix.

No fermentado B o valor de sélidos solGveis totais aumentou durante 0s primeiros
quatro dias, atingindo o valor maximo de 22,2°Brix, ap0s este periodo o valor de sélidos
sollveis totais diminuiu gradualmente até estabilizar em 11,0°Brix. O aumento de °Brix,
observado nos primeiros quatro dias do fermentado B, resulta, provavelmente, da
hidrolise enzimética dos hidratos de carbono complexos presentes nas estruturas
celulares dos frutos. Outro fator que podera explicar este fendmeno é o rebentamento da
pelicula que envolve a polpa do fruto (rica em aglcares) (Ozcan e Haciseferogullari,
2007). A subsequente diminuicdo do °Brix deve-se a utilizacdo dos agucares pelos

microrganismos (Sumerly e Alvarez, 1997).
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No final das reacdes de fermentacdo verificou-se que ndo existiu um consumo
total dos acUcares sollveis. Estas situacdes podem ser explicadas pela incapacidade das
leveduras em degradar alguns agucares ou pela inibigdo causada pelo etanol produzido
durante a fermentacdo (Querol e Fleet, 2006).

A diminuicdo dos acUcares, nas fermentacGes em estudo, teve 0 mesmo
comportamento observado em trabalhos anteriores (Cavaco et al., 2007; Galego, 1995;
Santo, 2010), ou seja, houve sempre a diminuicdo do teor de solidos solUveis totais, pois
através do metabolismo das leveduras ocorre a utilizagdo dos hidratos de carbono
solGveis como fonte de carbono (Kénig et al., 2009; Najafpour e Kang, 2002; Querol e
Fleet, 2006). Contudo, os valores de °Brix, apresentados pelos autores acima referidos,
sdo muito inferiores aos obtidos nas fermentacbes A e B. Esta diferenca deve-se
provavelmente ao modo de preparacdo das amostras utilizadas nas fermentacGes, pois
nos trabalhos anteriormente efetuados (Cavaco et al., 2007; Galego, 1995; Santo, 2010)
foi adicionada &gua no inicio da fermentacdo, enquanto no presente estudo ndo foi
adicionada &gua na preparacdo dos fermentados, sendo apenas utilizado o préprio fruto.
Esta decisdo de ndo adicao de dgua foi tomada pelo fato de se ter pretendido simular o

modo de producéo tradicional seguido por alguns produtores da regido do Estreito.
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10.2.2. Determinacéo do pH

A variacdo do pH ao longo do tempo de fermentacéo nos diferentes ensaios com o
respetivo desvio-padrdo € ilustrada na Figura 22. Ao logo da fermentacdo a analise de

pH, revelou-se com resultados semelhantes nos processos de fermentacgao estudados.
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Figura 22 - Evolucédo da variacdo do pH ao logo do tempo de fermentacao.

No inicio das fermentacdes o mosto apresentou valores de pH de 3,4 na amostra A
e 3,3 na amostra B.

O pH da massa dos fermentados ao longo do tempo apresentou algumas
oscilacBes que poderdo ser explicadas pelo fato de a massa ndo ser homogénea
possuindo sementes e granulos sélidos proprios do fruto.

As variacdes do pH na massa dos fermentados ocorreram de forma semelhante ao

descrito em trabalhos anteriores (Cavaco et al. 2007; Galego, 1995 e Santo, 2010).

10.2.3. Monitorizagdo das temperaturas ao longo do processo
fermentativo

A variagdo da temperatura do mosto nos diferentes fermentados encontra-se
representada na Figura 23. Ao longo dos processos fermentativos estudados a
temperatura da sala de fermentacdo sofreu vérias oscilagdes, 0 que provocou também

oscilagdes na temperatura do mosto.
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Os valores de temperatura ao longo deste periodo de estudo oscilaram entre
13,0°C e os 22,5°C. Durante da fermentacdo a temperatura no interior do fermentador

comportou-se de igual modo para as diferentes amostras.

—o—B

Temperatura (°C)
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Figura 23 — Evolugdo da variagdo da temperatura dos fermentados A e B.

Ao longo do periodo em que decorreu a fermentacao a temperatura do laboratério
sofreu vérias oscilacBes, registando-se a temperatura mais baixa em todas as

fermentagdes de 13,0°C no dia 14, e a temperatura maxima foi registada no dia 23 com
22,5°C.

10.2.4. Determinacéo da acidez total

A acidez total da massa de fermentado s6 foi medida no primeiro dia de
fermentacdo, pois este € um método destrutivo de amostra.

Os valores de acidez total sdo expressos em equivalentes de acido acético e
encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Acidez total dos fermentados A e B (média + desvio padr&o).

Acidez Total (x + dp)

Amostra (Mg/100 mL)*
A 735,85 + 3,53
B 469,24 £ 9,61

*expresso em acido acético.
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No fermentado A, com frutos provenientes da queda natural, verificou-se uma
acidez total de 735,85 mg/100 mL, valor este superior a acidez total no fermentado B,
com frutos colhidos diretamente da &rvore. Teoricamente ndo seria de esperar estes
valores, uma vez que a acidez total diminui com a maturacéo das frutas (Awad, 1993).

O valor de acidez total observado por Galego (1995) no primeiro dia de
fermentacdo foi de 720,0 mg por 100 mL de amostra, expresso em equivalentes de acido

acético. Este valor é muito semelhante ao valor de acidez total do fermentado A.
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10.3. Caracterizacao das aguardentes de medronho obtidas

Da destilacdo da massa fermentada de medronho obteve-se trés partes de
destilado: a cabeca, coracdo e cauda.

A Tabela 8 refere-se as quantidades de cada parte obtida na destilag&o.

Tabela 8 — Volumes de cabeca, coracdo e caudas obtido na destilacdo.

Amostra Volume cabeca  Volume Volume Rendimento
(mL) coracao (mL) cauda (mL) (%)

A 40 105 242 2,63

B 40 118 319 2,95

Os rendimentos obtidos sdo muito baixos uma vez que ndo se adicionou dgua na
fermentacdo nem na destilacédo, tendo-se utilizado apenas o fruto para a fermentacéo e o
medronho fermentado para a destilagéo.

Quando adicionada agua a fermentacéo aliada a outros fatores, tais como adi¢édo
de compostos quimicos, pH e tempo de espera entre a fermentacdo e a destilagdo o
rendimento € maior, como se pode verificar no trabalho realizado por Galego (1995),
que realizou cinco ensaios em que a 22 kg de medronho adicionou 7 L de agua, no
inicio da fermentacdo. A quantidade de medronho e &gua foi igual para todos 0s ensaios,
tendo variado nestes ensaios o pH inicial, o tempo que decorreu entre o fim da
fermentacdo e a destilacdo e adicdo de metabissulfito de potéssio (60 mg/L). Através
dos resultados obtidos por Galego (1995) observou-se que para maior rendimento de
aguardente de medronho deve-se adicionar agua no inicio da fermentacdo e proceder a
destilacdo do fermentado uma semana depois de terminada a fermentacdo. A adicéo de
metabissulfito de potassio no inicio da fermentacdo é também uma opcdo, para garantir

maior rendimento, mas implicaria gastos financeiros para o produtor.
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10.3.1. Determinacdo de compostos volateis na aguardente de
medronho

A determinacdo de compostos volateis foi executada para as trés partes de
destilado obtido, para cada amostra.

A composicdo volatil dos diferentes tipos de aguardente (fruta, bagaceira, cereais
entre outras) € legislada pelo Regulamento (CE) n.° 110/2008 de 15 de janeiro,
enquanto a aguardente de medronho é legislada pelo Decreto-Lei n.° 238/2000 de 26 de
setembro. De acordo com este Decreto-Lei os destilados de medronho para poderem ser
consumidos tém que cumprir determinadas especificacfes no que diz respeito a algumas
caracteristicas quimicas.

As caracteristicas quimicas e volateis analisadas nos destilados A e B das
diferentes fracOes estéo registadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Composicédo das aguardentes de medronho resultantes das fermentacbes A e
B (N=2; média + desvio padréo).

Determinacbes  Unidades Limite “ LG

Legal* A (x + dp) B (x £ dp) F Sig.
Cabeca
pH 4,20 0,04 4,25 + 0,24 0,208 0,664
Teor alcoolico % vol. 46,95+ 1,21 45,75 + 2,02 1,037 0,348
Etanal g/hl AP 47,52 + 7,79 31,48 + 2,52 15,329 0,008
Acetato de Etilo  g/hl AP 327,03+ 6844 506,03+10,07 26,787 0,002
Metanol g/hl AP 854,89+ 1255 711,80+34,49 60,794 0,000
2-butanol g/hl AP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1-propanol g/hl AP 19,33+1,33 11,46 +1,26 74,201 0,000
Isobutanol a/hl AP 82,81 + 7,07 65,01 + 8,47 10,395 0,018
1-butanol a/hl AP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Isopentandis g/hl AP 278,12 +2368 22162+1025 19,181 0,005
Alcoois _ g/hl AP 380,26 + 32,08 298,08+19,90 18952 0,005
superiores totals
;Snoot:“tano'/ PTOP o/h1 AP 4,28 + 0,08 5,66 0,17 233,65 0,000
Coracéo
pH 3,50 + 0,00 3,72 £0,32 1,238 0,328
Teor alcodlico % vol. > 42 37,40 + 0,00 39,45 + 2,37 1,333 0,312
Etanal ghl AP >5<40 39,84 + 1,28 32,32+ 0,87 76,925 0,001
Acetato de Etilo  g/hl AP <300 14598+258  359,62+11,96 558234 0,000
Metanol g/l AP >500<1000 1022,39+0,27 82590+20,87 157,656 0,000
2-butanol ghlAP <2 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1-propanol ghl AP >10<40 18,79 + 0,05 11,03 + 0,68 227,668 0,000
Isobutanol ghlAP  >30<70 66,96 + 0,52 56,07 + 2,88 25100 0,007
1-butanol ghlAP <3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Isopentandis ghlAP  >80<185  230,25+034  197,06+516 73550 0,001
Alcoois _ ghlAP  >130<300 31599+091  264,17+1,87  1260,218 0,000
superiores totais
;Snoobl“tano'/ PP ghiap >15<4 3,56 + 0,02 5,08 + 0,06 1221,007 0,000
Cauda
pH 3,29 £ 0,06 3,36 £ 0,22 0,381 0,560
Teor alcodlico % vol. 23,30+0,12 24,25 + 0,40 20,434 0,004
Etanal g/hl AP 36,01 + 2,57 34,71+ 3,16 0,408 0,547
Acetato de Etilo  g/hl AP 140,77 + 36,48  241,19+4399 12,350 0,013
Metanol g/hl AP 121530 + 16,56 947,20 +21,62 387,624 0,000
2-butanol g/hl AP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1-propanol g/hl AP 16,32 + 0,69 9,64 1,32 79,577 0,000
Isobutanol g/hl AP 52,96 + 2,85 45,36 + 7,05 3,983 0,093
1-butanol g/hl AP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Isopentandis g/hl AP 187,14+ 6,65 16127 +11,40 15366 0,008
Alcoois _ g/hl AP 256,41+ 10,17 216,27+19,78 13,034 0,011
SUperiores totals
Isobutanol/prop ) Ap 3.25 + 0,05 4,69 + 0,09 781,448 0,000

anol

AP — Alcool Puro; p < 0,05; * De acordo com o Decreto-Lei n.° 238/2000 de 26 de Setembro para a
aguardente de medronho
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Cabecas e Caudas

Com base na Tabela 9, na qual se encontra descrita a composicdo volatil, pH e
teor alcodlico das diferentes fracdes de destilado, pode observar-se que na fragcdo cabeca
existem diferengas estatisticamente significativas para as concentracdes de etanal,
acetato de etilo, metanol, 1-propanol, isobutanol, isopentandis, alcoois superiores totais
e relagdo isobutanol/propanol. Por outro lado, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao pH e teor alcodlico (intervalo de
confianca de 95%).

Na fracdo cauda pode verificar-se que existem diferencas estatisticamente
significativas para a o teor de etanol, concentracdo de acetato de etilo, metanol, 1-
propanol, isopentandis, alcoois superiores totais e relagdo isobutanol/propanol. N&o
existem diferencas estatisticamente significativas no pH, na concentracdo de etanal e na
concentracdo de isobutanol.

A rejeicdo da primeira e da Gltima fracdo (cabecas e caudas do destilado) na
producdo de aguardentes € uma pratica comum, pois 0 acetaldeido encontra-se em
grande quantidade nas cabegas e o metanol encontra-se em grande quantidade nas
caudas (Da Porto, 1998). Comparando a concentracdo de compostos volateis das
cabecas e caudas, na Tabela 9, verificou-se que a concentracdo de acetaldeido é superior
na fracdo de destilado designada por cabeca, ndo se podendo, no entanto, afirmar o
mesmo para a concentragdo de metanol, dado existir em maior quantidade na cauda. A
cauda possui ainda baixa concentracdo de etanol (alcool responsavel pelo grau alcodlico

de um fermentado) levando também a sua rejeicao.
Aguardente de medronho (Coracéo)

Teor Alcoolico: O teor alcodlico resulta normalmente do processo fermentativo dos
acucares (Fleet, 1993; Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007,
Sangorin et al., 2007).

Através da Tabela 9 observa-se que o teor alcodlico ndo apresenta diferencas
estatisticamente significativas, independentemente de o fruto ser colhido do chdo ou da
arvore, para um intervalo de confianga de 95%. Assim, para a amostra A 0 teor
alcodlico é 37,40% vol. e para a amostra B 32,32% vol. estes sdo inferiores ao valor de
limite legal (> 42,00% vol.) (Tabela 9). Esta variacdo do teor alcoolico mostra que a

aguardente de medronho necessita de standardizagdo e produgdo sistematica, a fim de
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garantir a homogeneidade e qualidade do produto final (Soufleros et al., 2005). Uma
vez que o presente estudo estd sobretudo centrado no efeito que o grau de maturagao
dos medronhos previamente a sua fermentacdo alcoolica apresentam, relativamente a
composicdo em metanol das aguardentes resultantes (e respetivas fracdes de cada
destilado), os valores de etanol devem ser analisados considerando as limitagdes do
trabalho. Neste sentido, uma vez que se trabalhou com quantidades muito pequenas de
frutos durante o processo fermentativo, a obtengé@o das diferentes fracGes de destilado
ficou muito limitada (com volumes obtidos muito pequenos) e pode ter havido um corte
da fracdo coracdo um pouco retardado no tempo, fazendo diminuir o teor alcodlico
dessa fragéo abaixo do limite legal.

Santo (2010), em seis amostras diferentes de aguardente de medronho, obteve um
teor alcodlico entre 45,0 e 52,7% vol. Galego (1995) obteve teor alcodlico nas suas
amostras de destilado de medronho de 46,7% vol. Botelho e Caldeira (2012) obtiveram
43,0% vol em aguardente de medronho. Soufleros et al. (2005), num total de 19
amostras de aguardente de medronho, obtiveram em média 39,4% vol., tendo em conta
que este estudo foi realizado na Grécia este valor esta de acordo com Regulamento (CE)
n.° 110/2008, que estipula que aguardentes de frutos devem ter no minimo 37,5% vol.
Também para aguardente de outros frutos se regista valores de teor alcodlico superior a
37,5 vol., como é o exemplo da aguardente de amora com 42,51% vol. (Soufleros et al.,
2004).

Etanal: O acetaldeido ou etanal, é proveniente da fermentacdo da matéria-prima,
aumenta durante a destilacio e envelhecimento da aguardente. E também considerado o
principal resultado da oxidagdo espontanea e/ou microbiana dos frutos (Silva e Malcata
1998, 1999; Silva et al., 1996).

Na Tabela 9, para um intervalo de confianca de 95%, verifica-se que existem
diferencas estatisticamente significativas entre os valores de concentracdo de etanal nas
amostras (A e B). As amostras A e B contém uma concentragdo de etanal de 39,84 g/hL
AP e 32,32 g/hL AP, respetivamente. Estes valores estdo de acordo com os valores
legalmente permitidos. O que significa que a fermentacdo e destilacdo ocorreram em
condicBes favordveis e sem interacdo de bactérias indesejaveis (Silva e Malcata 1998,
1999; Silva et al., 1996). Verificou-se também que na aguardente de medronho,
proveniente de frutos com grau de maturacdo mais elevado, a concentragédo de etanal foi

superior e Watkins et al. (2000) e Zaldivar et al. (2007) observaram que a presenca de
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etanal em maior concentracdo nos frutos € um indicador de frutos em estadio avancado
de amadurecimento, uma vez que com 0 amadurecimento do fruto ocorre
desorganizacdo celular e degradacdo de membranas. Tais acontecimentos, podem
prejudicar a fosforilagdo oxidativa (ocorre na membrana da mitocondria), e a producao
do NAD®, essencial para a producio de glicdlise e de energia. Para suprir essa
necessidade, € possivel que o piruvato ndo seja oxidado mas sim descarboxilado, no
metabolismo fermentativo, formando acetaldeido e etanol (Taiz e Zeiger, 2004).

Santo (2010) obteve seis aguardentes de medronho com concentracdes de etanal
distintas, apenas uma das suas amostras continha concentracdo de etanal (29,3 g/hl AP)
de acordo com o legalmente permitido por lei (> 5 < 40 g/hl AP, de acordo com
Decreto-Lei n.° 238/2000), as restantes amostras apresentaram valores de concentracao
de etanal num intervalo de 42,2 a 80,0 g/hl AP.

Silva et al., (1996) obtiveram, para aguardentes bagaceiras um valor médio de 133
g/hL AP de etanal, embora com o mesmo destilado, Silva e Malcata (1998)
demonstraram valores médios mais baixos, entre 69,9 e 85,0 g/hL AP de etanal,
dependendo da variedade de uva. Ainda menores, eram o0s valores obtidos por Soufleros
e Bertrand (1987) que obtiveram variacdes de 4,7 a 40,8 g/hL AP de etanal, para

aguardente bagaceira.

Acetato de etilo: E o éster formado pelas leveduras em maior quantidade durante a
fermentacdo alcodlica e confere aroma caracteristico a colas ou verniz, contribuindo
negativamente para as caracteristicas aromaticas do produto final (Vera-Guzman et al.,
2010; Ribéreau-Gayon et al., 1998). Constatou-se pela andlise estatistica efetuada nas
diferentes amostras (A e B) que as concentracdes de acetato de etilo sdo estatisticamente
diferentes, num intervalo de confianga de 95%. A amostra A obtida apresenta
concentracdo de acetato de etilo de 145,98 g/hL AP, o que esta de acordo com a
legislacdo em vigor (Decreto-Lei n.° 208/2000). Na amostra B, o valor da concentracao
de acetato de etilo obtido foi superior ao permitido, 359,62 g/hL AP (Tabela 9). Este
acontecimento pode ser explicado pelo contacto dos fermentados com o oxigenio
atmosférico, uma vez por dia, durante as recolhas sucessivas de amostra (durante todo o
periodo fermentativo) para o controlo analitico das massas 0 que certamente potenciou o
aparecimento deste composto. Assim, a abertura didria dos fermentadores e a sua
exposicdo ao ar, ainda que por breves segundos, constituiu uma limitacdo do trabalho

experimental e contribuiu certamente para o incremento dos valores de acetato de etilo
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nas aguardentes obtidas. Deste modo, em contexto real, recomenda-se que a abertura
dos depdsitos em fermentacdo seja uma pratica muito bem controlada durante o
processo fermentativo da massa de medronhos, e sobretudo, evitada na fase temporal
entre o fim da fermentacdo e o processo de destilacdo. Estas recomendacdes, ja foram
alids, preconizadas anteriormente por Versini et al. (1995) e Santo (2010). Santo (2010)
obteve uma concentracdo de acetato de etilo de 349,3 g/hL AP o que também se
encontra acima do legalmente permitido, que também possivelmente foi potenciado
pelo contacto com o oxigénio uma vez que foram realizas, a semelhanca do presente
trabalho, analises diarias ao fermentado. Galego (1995) obteve concentracdes de acetato
de etilo de 143,0 g/hL de AP.

Cordonnier (1971) verificou que em aguardentes bagaceiras a concentragéo de
acetato de etilo é de 230 a 330 g/hL AP, enquanto Soufleros e Bertrand (1987)
apresentaram uma concentracdo de acetato de etilo de 58 g/hL AP para tipsouro

(aguardente bagaceira tipica da Grécia).

Metanol: O metanol é formado pela degradacdo de substéncias pécticas presentes nos
frutos. Por esta razdo a concentracdo de metanol no destilado final aumenta com o
tempo de extracdo (Silva e Malcata 1998, 1999; Silva et al., 1996). De acordo com o
Decreto-Lei n.° 238/2000, a concentracdo de metanol deve estar situada entre 500 a
1000 g/hL AP, No presente trabalho, verificou-se que as concentracGes de metanol nas
amostras A e B sdo estatisticamente diferentes com um intervalo de confianga de 95%.
Para a amostra A (com frutos provenientes de queda natural e °Brix médio de 21,4)
obteve-se uma concentracdo de metanol de 1022,39 g/hL AP, valor este superior ao
estipulado pelo Decreto-Lei anteriormente mencionado. Contrariamente, na amostra B
(frutos colhidos dos medronheiros e °Brix médio de 19,8) o teor de metanol obtido foi
de 825,90 g/hl AP (Tabela 9), que se encontra dentro do limite legal. O que significa
que, por um lado, a manipulacdo da matéria-prima e os procedimentos de destilacdo
foram realizados com grande sensibilidade e cuidado (Silva et al., 1996) e, por outro, o
grau de maturacdo dos medronhos utilizados na fermentacdo da amostra B tera sido o
mais adequado para manter relativamente baixos os niveis de metanol nas aguardentes
resultantes.

Santo (2010) obteve concentragdes de metanol entre 763,9 e 895,0 g/hL AP, em
seis amostras de aguardente de medronho, enquanto Galego (1995) obteve 723 g/hL AP
de metanol presente na aguardente de medronho.
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Bauer-Christoph et al. (1997) apresentaram valores de metanol para destilado de
maca de 359 g/hL AP, destilado de cereja de 457 g/hL AP, destilados pera de 765 g/hL
AP e destilado de ameixa de 866 g/hL AP, estes valores encontram-se de acordo com
Regulamento (CE) n° 110/2008. Botelho e Caldeira (2012) obtiveram concentragdes de
metanol em aguardente de medronho de 629,39 g/hl AP, que se encontra dentro do
limite legal estabelecido pelo Decreto-Lei n.° 238/2000. Para destilados de outras frutas,
Botelho e Caldeira (2012) obtiveram concentragdes de metanol em aguardente de magé
de 47,08 g/hl de AP, aguardente de cereja de 388,96 g/hl de AP, aguardente de pera de
984,61 g/hl AP, e aguardente de didspiro de 387,60 g/hl AP, estas concentracdes
encontram-se dentro dos limites legais estabelecido pelo Regulamento (CE) n°
110/2008, no entanto as concentracdes de metanol para destilados de maca, cereja e
pera obtidas por Botelho e Caldeira (2012) sdo muito diferentes das obtidas Bauer-
Christoph et al. (1997), principalmente no destilado de maca. Estas diferencas devem-se
provavelmente ao modo de processamento dos diferentes destilados e também ao fato
de os frutos usados serem de origens diferentes, uma vez que os frutos usados por
Botelho e Caldeira (2012) sdo de origem Portuguesa.

No que respeita a outro tipo de destilados, cuja origem nao sdo frutos, Lehtonen et
al. (1999), para o uisque, apresentaram valores de concentracdo de metanol,
significativamente baixos, concentracdo média de 0,077 g/hL AP e numa amostra de
rum ainda menor, de apenas 0,023 g/hL AP.

Apdbs esta comparacdo com os resultados obtidos por outros autores, pode-se
concluir que a aguardente de medronho B apresenta uma concentragdo de metanol

semelhante a outras aguardentes de frutos, principalmente a aguardente de ameixa.

Alcoois Superiores: Os alcoois superiores constituem o grupo com a concentragio mais
elevada em destilados, sendo responsaveis por lhes conferir o aroma caracteristico
(Ferreira et al., 1999; Silva e Malcatra, 1999). Os alcoois mais importantes na
aguardente de medronho s&o o 2-butanol; 1-propanol; isobutanol (2-metil-1-propanol),
1-butanol e isopentanodis (2+3-metil-1-butanol). Os niveis destes compostos séo
influenciados pela variedade do fruto, pelas condi¢bes de fermentagdo e destilagdo, e
encontram-se concentrados principalmente na primeira fracdo do destilado, que se

designa por cabeca (Silva e Malcata, 1998).
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Pela analise da Tabela 9, pode verificar-se que na concentracdo de alcoois
superiores existem diferencas estatisticamente significativas entre as amostras A e B,
sendo os seus valores diferentes, com um intervalo de confianga de 95%.

Nas amostras A e B as concentracdes obtidas de isobutanol (2.metil-1-propanol)
foram 66,96 g/hL AP e 56,07 g/hL AP, respetivamente. As concentracdes de 1-propanol
obtidas foram de 18,79 g/hL AP para a amostra A, e 11,03 g/hL AP para a amostra B
(Tabela 9). Em todas as fracdes de destilado ndo foi detetavel a presenca de 1-butanol e
2-butanol (Tabela 9). Todos estes alcoois superiores encontram-se dentro do limite legal
estabelecido pelo Decreto-Lei n.° 238/2000. O mesmo ndo se verificou com a
concentracdo de isopentandis (2+3-metil-1-butanol), na amostra A o valor obtido foi
230,25 g/hl AP e na amostra B 197,06 g/hl AP, valores estes do fora do intervalo
estabelecido pelo Decreto-Lei n.° 238/2000.

Santo (2010) obteve valores entre 12,9 e 20,4 g/hL AP de 1-propanol e valores
entre 38,5 e 77,0 g/hL AP de isobutanol e a semelhanca do presente trabalho as
aguardentes de medronho n&o continham 2-butanol. Na aguardente de medronho
analisada por Galego (1995) a concentracdo de 1-propanol foi 19 g/hL AP, e a de
isobutanol foi 63 g/hL de AP, estas amostras também ndo continham 2-butanol nem 1-
butanol, bem como a aguardente de medronho analisada por Botelho e Caldeira (2012).

Botelho e Caldeira (2012) obtiveram em aguardente de medronho uma
concentracdo de isopentanois de 193,71 g/hl AP, a semelhanca do presente trabalho
também este valor se encontra fora limite legal, de acordo com o Decreto-Lei n.°
238/2000. Por sua vez Santo (2010) obteve concentracdes de isopentandis entre 93,3 e
141,6 g/hl AP em aguardente de medronho, valores estes no do intervalo > 80 < 150
g/hl AP estabelecido pelo Decreto-Lei n.° 238/2000.

Bauer-Christoph et al. (1997), obtiveram: 67 g/hL AP de Isobutanol em destilados
de macé e pera; 53 g/hL AP de isobutanol em destilados de ameixa; 48g/hL AP de
isobutanol em destilados de cereja e por fim 66 g/hL AP de isobutanol para destilados
de uva. Relativamente ao 1-butanol Bauer-Christoph et al. (1997) obteve os seguintes
valores: 11,4 g/hL AP para destilados de magd, 12,4 g/hL AP para destilados de pera;
11,8 g/hL. AP para destilados de ameixa, 1,9 g/hL AP em destilados de cereja e 2,5 g/hL
AP para destilados de uva. No entanto, Botelno e Caldeira (2012) obtiveram
concentracdes de isobutanol e 1-propanol bastante diferentes das obtidas por Bauer-
Christoph et al. (1997). Assim, para destilado de macd Botelho e Caldeira (2012)
obtiveram 35,57 g/hl AP de isobutanol e 42,41 g/hl AP de 1-butanol. Em destilados de
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pera a concentracdo de isobutanol obtida foi de 37,88 g/hl AP e a concentracdo de 1-
butanol foi de 30,55 g/hl AP. No destilado de cereja obtiveram 85,0 g/hl AP de
isobutanol e 1,19 g/hl AP de 1-butanol (Botelho e Caldeira, 2012). Esta diferenca de
valores deve-se provavelmente ao fato de os frutos usados nas destilacbes serem de
origem diferentes, outra razdo provavel para esta discrepancia de valores das
concentragcdes de isobutanol e 1-butanol pode estar no modo como a aguardente foi
processada.

Ao contrario do descrito anteriormente, no trabalho de Fitzgerald et al. (2000)
obtiveram, para whisky, concentracdes de 2-metil-1-propanol e 1-butanol mais baixos
(0,96 g/hL AP e 1,09 g/hL AP, respetivamente).

Como se verificou anteriormente existe uma grande variedade de destilados.
Destilados de frutos, “obtido por fermentacdo alcodlica e destilacdo de um fruto
carnudo ou de um mosto; de tal fruto, de bagas ou legumes, com ou sem caro¢o”
(Regulamento (CE) n.° 110/2008), sdo exemplo destes destilados aguardente maca,
pera, cereja, ameixa, uva, ameixa, framboesa, amora de silva, groselha, diospiro, bagas
de sabugueiro, bagas de zimbo, entre outos (Regulamento (CE) n.°110/2008).

Destilados de cereais, “obtida exclusivamente por destilagdo de um mosto
fermentado de graos inteiros de cereais que apresente as caracteristicas organolépticas
provenientes das matérias-primas utilizadas” (Regulamento (CE) n.°110/2008) o
whisky é um exemplo deste tipo de destilado uma vez que € produzida exclusivamente
da destilacdo do mosto de cereais maltados, com ou sem graos inteiros de outros cereais
(Regulamento (CE) n.°110/2008).

Destilados de melacos ou xaropes, como é o caso do rum, que € produzido
exclusivamente por fermentacdo alcoolica e destilacdo, quer de melagcos ou xaropes
provenientes da producédo do agucar de cana (Regulamento (CE) n.°110/2008).

Atendendo aos valores dos diferentes compostos volateis anteriormente referidos,
verificou-se que o perfil da composigdo volatil dos destilados de fruta e cereais séo
bastante distintos. Principalmente, no que diz respeito a concentragdo de metanol, que
em destilados de fruta é muito superior a concentracdo de metanol encontrada em

whisky e rum. Esta diferenca é expectavel uma vez que os frutos contém pectina.
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10.4. Determinacao da capacidade antioxidante total e compostos
fendlicos totais

A determinacdo de antioxidantes na aguardente de medronho, tanto quanto se
sabe, nunca tinha sido realizada em Portugal, pelo que o trabalho realizado é
exploratorio.

A capacidade antioxidante total de bebidas destiladas é frequentemente avaliada
usando um método espetrofotométrico comum aliado a utilizacdo de DPPH como
aceitador de eletrdes (Aoshima, 2004; Da Porto, 2000). No entanto, Santos et al., 2013a
(ndo publicado) verificaram que para determinacao da capacidade antioxidante total em
aguardentes de frutos, o método de determinacdo que envolve o uso do reagente DPPH
ndo é o mais indicado, uma vez que este ndo detetou capacidade antioxidante nas
amostras analisadas. Assim, no presente trabalho, a determinagdo da capacidade
antioxidante total foi determinada com a utilizacdo do reagente ABTS e a determinacgéo
de compostos fenolicos totais com o reagente Folin-Ciocalteu. A quantificacdo da

capacidade antioxidante total e compostos fenolicos totais é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Capacidade antioxidante total e contedo em fendis totais das aguardentes

de medronho (N=2; média + desvio padrao).

Amostra Capacidade Antioxidante Total (x + dp)  Compostos Fendlicos Totais (x + dp)

ABTS (umol Eq TE/mL) (umol Eq GAE/mL)
A 110,6 £4,3 290,6 £ 6,8
B 157,3+ 5,0 4239+8,0

Da anélise da Tabela 10, verificou-se que a aguardente de medronho (amostra A),
proveniente da queda natural, contém menor capacidade antioxidante total, 111,6 pmol
Eq TE/mL. Por sua vez, a aguardente de medronho (amostra B), proveniente da recolha
direta do Arbutus unedo L, apresenta maior capacidade antioxidante, com valor médio
de 157,3 umol Eq TE/mL. A concentracdo de compostos fenolicos totais na amostra A
também foi menor, apresentando um valor médio de 290,6 umol Eq GAE/mL, em
relacdo a amostra B que contem 423,9 umol Eq GAE/mL de compostos fendlicos totais.
Assim, dependendo do grau de maturacdo do fruto, a aguardente de medronho tem
diferente capacidade de antioxidantes totais e compostos fendlicos totais.

Verificando-se assim que a atividade antioxidante estd fortemente relacionada

com o teor de compostos fenolicos totais, o que também ja foi demonstrado por varios
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autores tais como: Abdoul-latif et al. (2012); Canas et al. (2008); Dudonné et al. (2009);
Floegel et al. (2011) e Gorinstein et al. (2010).

Santos et al., 2013a (ndo publicado) determinaram a capacidade antioxidante total
em aguardentes de diferentes frutos tendo obtido: 97,6 umol Eq TE/mL em aguardente
de maca, 80,1 umol Eq TE/mL em aguardente de cereja, 199,3 umol Eq TE/mL em
aguardente de maracuja e 185,9 umol Eq TE/mL em aguardente de banana. No mesmo
trabalho, Santos et al., 2013a determinaram para as aguardentes referidas anteriormente
0os compostos fendlicos totais, de onde obtiveram 137,7 pumol Eq GAE/mL em
aguardente de maca, 199,6 umol Eq GAE/mL em aguardente de cereja, 250,1 umol Eq
GAE/mL em aguardente de maracuja e 216,0 umol Eq GAE/mL em aguardente de
banana.

Os diferentes frutos ddo origem a aguardentes muito distintas em relacdo a sua

capacidade antioxidante total e compostos fendlicos totais.
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11. Conclusoes e perspetivas futuras

11.1. Conclusoes

A fermentacdo de medronho (fruto de Arbutus unedo L). é uma pratica comum em
Portugal e noutras regifes do mediterraneo, para produzir uma bebida destilada tipica
designada por aguardente de medronho. A aguardente de medronho esta a iniciar a sua
expansdo a nivel de producdo e comercializacdo na zona centro de Portugal, permitindo

a dinamizacdo socioecondmica desta regido do pais.

Com o estudo da evolucdo da maturacdo do medronho na pos-colheita constatou-
se que, nos dias seguintes a colheita dos medronhos houve a mudanca na passagem da
cor verde do fruto para vermelho e que ocorreu um aumento gradual do °Brix dos frutos,
0 que permitiu verificar que o medronho parece ser um fruto climatérico, ou seja, o seu
processo de amadurecimento continua, naturalmente, ap6s ser colhido. Isto constitui
uma vantagem para o produtor, uma vez que, geralmente, a apanha do medronho é feita
varias vezes, diminuindo assim o nimero de apanhas e consequentemente a mao-de-

obra.

Com o presente trabalho foi ainda possivel obter destilados de medronho, em que
0 grau de maturacdo inicial dos medronhos era diferente, originando aguardentes de
medronho com composi¢fes volateis distintas, em particular o teor metanol, com
diferencas estatisticamente significativas num intervalo de confianca de 95%. Para a
amostra de aguardente de medronho (com frutos provenientes da queda natural e °Brix
médio de 21,4) obteve-se uma concentracdo de metanol de 1022,39 g/hl AP, valor este
acima do intervalo (> 500 < 1000 g/hl AP) permitido segundo o Decreto-Lei n.°
238/2000, enquanto a aguardente de medronho (com frutos colhidos dos medronheiros e
°Brix médio de 19,8) o teor de metanol obtido foi de 825,90 g/hl AP, valor este, dentro
do intervalo permitido legalmente. Esta realidade permite concluir que os medronhos
utilizados na producéo de aguardente ndo devem apresentar elevado grau de maturacao,
pois quanto mais maduro se encontrar o fruto mais pectina ira ter e, consequentemente,
maior sera a concentragcdo de metanol na aguardente de medronho. Assim, recomenda-
se que a colheita do medronho seja sobretudo realizada diretamente do medronheiro e

os frutos apresentem coloracdo vermelho/alaranjado.
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A aguardente de medronho obtida contém diferente capacidade antioxidante total
e compostos fenolicos totais dependendo do grau de maturacdo do fruto. Assim, para
destilados de medronho com frutos, com grau de maturacdo mais elevado, apresenta

menor capacidade antioxidante total, bem como menor concentracdo de compostos
fendlicos totais.
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11.2. Perspetivas de trabalho futuro

No seguimento deste trabalho, tendo em conta os resultados obtidos, propdem-se

0s seguintes trabalhos futuros:

- Estudar a evolucdo da taxa de respiracdo dos medronhos e a sua taxa de producéo de
etileno, para se poder retirar a conclusao final acerca do tipo de fruto (climatérico ou
néo).

- Determinar a composigdo de B-caroteno e antocianinas do fruto fresco e monitorizar a
sua evolucdo ao longo do tempo, para conhecer melhor a evolugdo da cor do medronho,
do ponto de vista bioquimico.

- Efetuar ensaios de fermentacdo com amostras onde se coloque dgua na fase inicial de
fermentacgdo alcodlica e outras sem adicdo de &gua para avaliar o impacto da presenca
da agua na cinética de fermentagdo, no rendimento alcodlico e na composigdo volatil
das aguardentes obtidas.

- Realizar ensaios de fermentacdo, utilizando lotes de medronhos com °Brix diferentes,
de forma a determinar-se quais o0 que originardo aguardente de medronho com maior
qualidade sensorial e com menor concentragdo de metanol.

- Realizar ensaios de fermentacdo, com o objetivo de avaliar o efeito da agitacdo das
massas durante o inicio da fermentacdo alcodlica, na qualidade e rendimento da
aguardente de medronho obtida.

- Repetir o presente estudo, usando as massas fermentadas dentro de fermentadores de
grandes dimensoes, tendo sido separados previamente os medronhos colhidos do chéo e
do medronheiro, para confirmacéo dos resultados obtidos.

- Caracterizar um maior nimero de compostos volateis na aguardente de medronho para
se estabelecer o seu perfil, complementando essa informacgdo, com andlise sensorial

descritiva utilizando um painel de provadores devidamente treinado.
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Anexos 1 — Especificacbes técnicas de um colorimetro comercial
utilizado como referéncia.
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