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Resumo

A preparagdo de bebidas espirituosas é uma tradigdo com séculos no Algarve. Esta
atividade tem sido e continua a ser importante para o desenvolvimento social e econémico
da regido. A caracterizacdo dos processos de producdo, tanto tradicionais como
industriais, bem como das bebidas resultantes, nunca foi feita de um modo sistematico.
Neste trabalho sdo apresentados resultados e conclusdes da avaliacdo dos varios aspetos
relacionados com estas bebidas, sempre numa 6tica de melhoria dos recursos ja existentes
e de valorizacdo dos recursos bioldgicos disponiveis. Foram estudadas as aguardentes de
medronho e de figo, preparada e caraterizada a aguardente de batata-doce pela primeira
vez, estudados os licores de murta e preparados, também pela primeira vez, licores de
roma aromaticos, e caraterizadas ainda algumas castas utilizadas na preparacéao de vinhos
licorosos. Foram desenvolvidos métodos analiticos para identificacdo e quantificacdo de
poliaminas em aguardentes e compostos volateis e polifendis em todas as matrizes. As
aguardentes de medronho preparadas por produtores da regido apresentam melhoria na
qualidade relativamente as da década de 90, com reducédo de 30 % na acidez e 50 % no
teor em acetato de etilo. O cis-3-hexeno-1-ol € um potencial marcador geogréfico da
aguardente de medronho. N&o foram detetadas poliaminas na aguardente de medronho.
Aguardente de batata-doce com excelente aceitacdo ao nivel do consumidor foi preparada
utilizando batatas assadas a 130 °C. A utilizacdo de aguardentes de frutos na meceracao
origina licores de roma aromaticos. Estes licores apresentam elevado teor em polifenois
(> 2 g/L) se preparados com a casca do fruto. O alcool e o acgUcar dos licores retardam a
transformacdo das antocianinas. Os elagitaninos permanecem estaveis nos licores. A
preparacdo de licores de murta com aguardente origina bebidas com perfil aromético
complexo. O teor em polifendis dos vinhos licorosos do Algarve é inferior a 1 g/L. As
uvas da casta Trincadeira apresentam teores em resveratrol relativamente elevados (43,9

ug/g de pelicula desidratada).

Palavras-chave: Aguardentes, Licores, Compostos volateis, Compostos fendlicos,
Poliamidas, GC-MS, ESI-MS, LC-MS.



Abstract

The preparation of spirit drinks is a tradition of centuries in Algarve. This activity
has been very important for the social and economic development of the region. The
characterization of the production processes both, traditional and industrial, and of the
prepared drinks, has never been done in a systematic way. In this work results and
conclusions of the evaluation of the several aspects related with these drinks are
presented, always envisioning the optimization of the available products and valorization
of the biological resources available. Arbutus and fig spirits were characterized, sweet
potato spirit was prepared and characterized for the first time, myrtle berry liquor was
prepared and characterized, aromatic pomegranate liquors were prepared and
characterized also for the first time, and some vine varieties used to prepare liquor wines
were also studied. Analytical methods were developed for the identification and
quantification of polyamines in spirits and volatile compunds and polyphenols in all
matrices. The Arbutus spirits, prepared by local producers, showed a higher quality when
compared with those of the nineties, as the acetic acid and ethyl acetate contents were
decreased by 30 % and 50 %, respectively. The cis-3-hexeno-1-ol is a potential
geographic maker of Arbutus spirits. No poliamines were detected in Arbutus spirits. A
sweet potato spirit showing excellent acceptability at consumer level, was prepared using
potatoes baked at 130 °C. The use of fruit spirits in the maceration process leads to
aromatic pomegranate liquors. These liquors show high levels of polyphenols (> 2 g/L)
if prepared with the fruit peel. Alcohol and sugar delay the anthocyanin transformation.
The ellagitannins are stable in all liquors. The preparation of myrtle berry liquors using
fruit distillates leads to drinks showing complex aromatic profiles. The polyphenol
contents of the studied liquor wines is below 1 g/L. Grapes of variety Trincadeira showed

relatively high levels of resveratrol (43,9 ug/g of dehydrated peel).

Keywords: Spirits, Liquors, Volatile compounds, Phenolic compounds, Polyamines, GC-
MS, ESI-MS, LC-MS.
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1 - Introducéo

Bebidas espirituosas sdo bebidas alcodlicas destinadas ao consumo humano,
possuindo caracteristicas organoléticas especificas, e teor alcoolico minimo de 15 % vol.
As bebidas espirituosas podem ser preparadas diretamente por destilacdo de produtos
fermentados, por maceracdo de produtos vegetais ou por simples adicdo de aromas,
agentes adogantes, produtos agricolas ou generos alimenticios a alcool etilico, destilados
ou outras bebidas espirituosas de origem agricola. Sdo ainda consideradas bebidas
espirituosas as bebidas preparadas por mistura de uma dada bebida espirituosa com
outra(s), alcodlica(s) ou ndo alcoodlica(s) (Regulamento CE 110/2008).

Aguardente é o liquido alcodlico obtido exclusivamente por destilacdo, apds
fermentacgdo alcodlica de produtos agricolas que tenham conservado o aroma e 0 gosto
das matérias-primas utilizadas (Regulamento CEE 1567/89; Regulamento CE 110/2008).

Licores sdo bebidas espirituosas com um teor minimo em acucar de 100 g por
litro, expresso em agucar invertido, e um teor alcodlico minimo de 15 % vol. Os licores
sdo normalmente obtidos pela aromatizagdo de alcool ou destilados de origem agricola e
também por mistura de bebidas espirituosas com outros géneros alimenticios de origem
agricola como frutos, plantas, natas, leite, ovos, mel, vinho ou substancias preparadas
idénticas as naturais e devidamente autorizadas para consumo humano (Regulamento CE
110/2008).

Em 1989 foi publicado o primeiro regulamento comunitario (CEE n° 1567/89)
indicando regides geograficas de producao de bebidas espirituosas com caracteristicas de
qualidade especificas. Portugal recebeu vinte e quatro indicac6es. Trés foram atribuidas
a bebidas produzidas tradicionalmente no Algarve, nomeadamente a “medronheira do
Algarve”, a “aguardente vinica do Algarve” e a “aguardente bagaceira do Algarve”
(anexo 11, regulamento (CEE) 1567/89). Na atualizacdo do regulamento sobre bebidas
espirituosas de 2008 (CE n° 110/2008) sdo apresentadas apenas dezanove indicagoes
geograficas para bebidas espirituosas portuguesas. O Algarve, ficou com uma, 0
“medronho do Algarve”. Esta indicacdo geografica, além de dar continuidade a longa
ligagdo historica que esta bebida tem com a regido, confere-lhe uma identidade europeia.

A origem das bebidas espirituosas ndo € bem conhecida (Dietler, 2006). No

Algarve tem sido associada & presenca Arabe, povo que introduziu a destilagdo alcodlica



na Peninsula Ibérica para fins medicinais e para iluminacdo, entre os séculos VIl e XII
(Brown, 1996). A matéria-prima para a producdo de destilados era preferencialmente a
que néo tivesse outro aproveitamento na alimentacdo. O fruto do medronheiro (Arbutus
unedo L.), arbusto autoctone da regido, foi o escolhido para producdo de destilados, ja
que ndo era muito apreciado para consumo direto. O medronho (fruto) tornou-se assim
na principal fonte de aglcar para producdo de alcool.

Os Arabes trouxeram o conhecimento dos processos de extracdo e conservagio
de compostos de origem vegetal em alcool e também a utilizacdo destes extratos para fins
medicinais. Pensa-se que a adi¢do de mel aos extractos se deve ao seu sabor desagradavel,
quando utilizados para combater problemas de salde por ingestdo. Esta é, também, a
interpretacdo dada em Italia para a adicdo de mel aos macerados vegetais, que deram
origem ao desenvolvimento dos licores a partir do século XIII (Thénges, 1994). Desde
entdo os extratos vegetais alcodlicos, preparados com ou sem adocantes, foram utilizados
com diferentes finalidades, incluindo o convivio social. No entanto o modo de produc¢éo
manteve-se.

A partir do século XVIII e tal como noutras regides da Europa, desenvolveram-
se as destilarias industriais. No Algarve ha registo de destilarias de figo e de alfarroba
desta época. N&o hé registo de destilarias industriais de aguardente de medronho desta
altura, provavelmente porque a producgédo se manteve artesanal. Pensa-se que a producgéo
tenha tido inicio no Barlavento Algarvio, nomeadamente na zona de Monchique, uma vez
que atualmente a producdo naquela localidade ainda mantém o sistema de refrigeracédo
com tubo direito, comum aos alambiques de estilo Arabe e diferente dos das outras
regides do Algarve, onde a refrigeracdo é feita com tubo em serpentina. No Sotavento
Algarvio hd memoria de que a destilaria mais antiga tenha sido construida em meados do
século XIX, de acordo com as ruinas ainda presentes na atualidade. Registos de destilarias
artesanais de aguardente de medronho sdo mencionados nas monografias escritas por
Ataide de Oliveira, relativas a varias localidades algarvias a partir da primeira década do
século XX. Nas duas décadas seguintes Estanco Louro e José A.G. Gascon também
fizeram referéncia a esta atividade econdémica nas monografias que escreveram sobre Sao
Bras de Alportel e Monchique, respetivamente (Galego & Almeida, 2007).

Os destilados de figo representam ainda hoje uma importante fonte de rendimento
do barrocal algarvio (regido entre o mar e a serra, caracterizada por solos calcarios)
porque constituem um bom processo de valorizagcdo dos frutos de fraca qualidade. Este

destilado, embora ndo sendo muito apreciado pela generalidade dos consumidores, teve

2



producdes muito superiores as de medronho. A Cooperativa de Santa Catarina da Fonte
do Bispo, em 1970, produziu cerca de 300 000 L de aguardente de figo e 12 000 L de
aguardente de medronho. Na mesma época a empresa do Algoz do grupo “Bensaude”
produzia mais de 250 000 L de aguardente de figo por ano (Galego & Almeida, 2007).
Estes registos sdo anteriores a introducdo do imposto especial sobre o alcool que afetou
todas as bebidas alcodlicas dos paises da Comunidade Europeia (Diretiva 92/83/CEE de
19 de outubro de 1992). Nos Ultimos anos a producédo de destilados de figo tem vindo a
decair. Em 2003 a Cooperativa de Santa Catarina produziu cerca de 61 000 L de
aguardente de figo e a empresa do Algoz fechou em 1978, nao obstante a sua utilizacéo
na produgdo de muitos licores regionais, nessa época. Em muito menor quantidade,
poucas centenas de litros, séo ainda preparadas aguardentes de alfarroba, de bagaco,
vinicas, de alperce, de ameixa, de mel, e desde 2009, de batata-doce (Galego, 2013). No
final de 2014 foi iniciada a producédo de aguardente de framboesa.

Dados oficiais da producdo de bebidas espirituosas ndo sdo faceis de obter.
Estima-se que a producdo de aguardente de medronho no Algarve seja superior a 150 000
L por ano (300 produtores a 500 L cada). A quantidade e a extensdo de pomares de
medronheiros plantados nas duas Ultimas décadas, resultado da execucdo dos projetos
PAMAF-IED 4057 (Investigacdo-Acéo sobe Aguardente de Medronho - 1996-1999) e
8005 (Estudo do envelhecimento da aguardente de medronho (12 fase) - 1997-2000),
sugere um grande aumento de producdo nos proximos anos. No ambito destes projetos
foram desenvolvidos diferentes estudos, desde a multiplicacdo do medronheiro até a
producdo da aguardente e sua maturacdo em pipas de madeira de carvalho. Os estudos de
multiplicacdo vegetativa do medronheiro continuam a ser desenvolvidos na regido pela
empresa Corte Velada (Lagos) e tém por objetivo a multiplicacdo dos arbustos mais
produtivos e mais adequados a cada local de producdo. No ambito do projeto
PTDC/AGR-FOR/3746/2012- “Melhoramento das plantas e da qualidade dos produtos
de Arbutus unedo para o sector agro-florestal” (Coimbra), foram obtidos medronheiros
por micropropagacao a partir de arbustos originarios de todo o pais. Este projeto também
teve como objetivo reproduzir os medronheiros mais produtivos.

Especificamente para a aguardente de medronho foram desenvolvidos outros
projetos que contribuiram decisivamente para a sua valorizagdo. No ambito do Fundo
Social Europeu, iniciativa comunitaria EQUAL, o projeto RITA (Reinventar a Industria
Tradicional Alimentar do Algarve) 2004/EQUAL/A2/A3/AD/237, desenvolvido entre

2005-2008, apoiou a visita regular de varios grupos de estudantes do Instituto Superior
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de Engenharia da Universidade do Algarve a destilarias de medronho artesanais da regiao,
no sentido da implementacéo do sistema de seguranga alimentar (HACCP) e recolha de
amostras para controlo de qualidade em laborat6rio. No &mbito do projeto REDES n°
15065 do PRODER “Rede tematica para a valorizagdo dos recursos silvestres do
mediterraneo” (2011-2014), foram apoiadas diversas a¢des de divulgacdo, principalmente
referentes a qualidade da aguardente de medronho.

Para manter a dindmica de valorizacdo da aguardente de medronho na regido esta
em curso o projeto Vale de 1&D n° 16128, entre a Universidade do Algarve e a empresa
Medronhito do Caldeirdo, para otimizacdo do processo de destilacdo da aguardente de
medronho em alambiques com diferentes caracteristicas. As caracteristicas em estudo séo
as seguintes: dimensédo da cucurbita - entre 100 e 300 L; tipo de cabeca do alambique -
cachimbo ou coroa; coluna entre a cucurbita e a cabeca do alambique, presenca ou
auséncia; serpentina de cobre ou de aco inoxidavel; dimensédo do tanque de refrigeracédo
—entre 500 e 1000 L e aquecimento a gas.

Os licores podem ser produzidos a partir das mais variadas matérias agricolas
comestiveis tornando dificil estimar o volume da sua producdo. Tradicionalmente sdo
utilizadas aguardentes como fontes de alcool. Nas Gltimas décadas a producéo de licores
regionais tem sido feita recorrendo também ao uso de alcool puro de origem agricola,
fornecido pela entidade oficial AGA (Alcool e Géneros Alimentares S.A.) (Galego &
Almeida, 2007). A producdo de licores com alcool puro permite a preparacdo de bebidas
sem 0s compostos indesejaveis das aguardentes, nomeadamente o cobre, os acidos, 0s
ésteres de elevado peso molecular e os aldeidos. Por outro lado, a utilizagdo de alcool
puro origina bebidas com pouco corpo por lhe faltarem os &lcoois superiores produzidos
durante a fermentacdo alcodlica (Cortés et al., 2011; Pefia et al., 2008; Silva et al., 1996).
Além disso o alcool puro gera bebidas menos aromaticas devido a auséncia de ésteres de
baixo peso molecular, também maioritariamente produzidos durante a fermentagdo
alcoolica, e responsaveis pelos aromas frutados desta classe de bebidas (Bovo et al., 2015;
Ktosowski & Czuprynski, 2006; Arrizon et al., 2006; Herndndez-Gomes et al., 2005;
Conner et al., 1998).

O desenvolvimento tecnoldgico das Gltimas décadas tem permitido avancar no
conhecimento das caracteristicas das bebidas espirituosas, principalmente as relativas a
composigdo quimica. Deixou de ser suficiente produzir bebidas em conformidade com os
regulamentos e a legislacdo para o setor para se procurarem produtos de exceléncia

organolética e sempre que possivel apresentando a composicao quimica que melhor possa
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beneficiar a saiude do consumidor. Trata-se de um caminho exigente, ja iniciado no
Algarve com a otimizacao de metodologias de fermentacéo, de destilagéo, de correcdo de
defeitos dos destilados e de extracdo de compostos de substancias vegetais (Galego, 2013;
Galego et al., 2013; Galego et al., 2012, Santo et al, 2012; Soares et al. 2012; Galego et
al, 2011; Galego & Almeida, 2007, Galego, 1996). Continuar esta dinamica de
caracterizagdo das matérias-primas vegetais pouco aproveitadas, aplicando-as na
producdo de novas bebidas ou no melhoramento das ja existentes, foi o principal objetivo

deste trabalho.

1.1 - Bebidas espirituosas

1.1.1 - As aguardentes

As aguardentes sdo produzidas por destilacdo, normalmente em alambiques de
cobre ou de aco inoxidavel contendo cobre, apds fermentacdo alcodlica de produtos
vegetais fermentaveis por leveduras enddgenas ou adicionadas. A qualidade das
aguardentes dependente da qualidade das matérias-primas, das condi¢des de fermentagédo
e das condicdes de destilacdo. Sdo bastante variados os materiais de origem agricola
utilizados na preparacado de destilados. Alguns dos mais comuns s&o a uva e 0 bagago de
uva (Bovo et al., 2015; Arrieta-Garay et al., 2014a; Bovo et al., 2014; Tsakiris et al.,
2014; Fiches et al., 2014; Fotakis, et al., 2013; Cacho et al, 2012; Bovo et. al., 2012;
Luki¢ et al., 2012; Cortés et al., 2011; Luki¢ et al., 2011; Cortés et al. 2010; Bovo et al.,
2009; Apostolopoulou et al., 2005), a maca (Antén et al., 2014; Villiére et al., 2012;
Coldea et al., 2011; Zhang et al., 2011; Hang & Woodams, 2010; Rodriguez Madrera et
al., 2011; Madrera et al., 2010; Versini et al., 2009), a pera (Arrieta-Garay et al., 2013;
Versini et al, 2012; Coldea et al., 2011 Garcia-Llobodanin et. al. 2010; Garcia-
Llobodanin et. al. 2008; Garcia-Llobodanin et. al. 2007), o meldo (Hernandez-Gomez et
al., 2009, Hernandez-Gomez et al., 2008; Hernandez-Gomez et al., 2005; Hernandez-
Gomez et al, 2003), a cereja (Nikicévi¢ et al., 2011; Tesevic et al., 2009), a cana-de-
acucar e 0 melago de cana-de-aglcar (Borges, et al., 2014; Granato et al., 2014; Riachi et
al., 2014; Capobiangaet. al., 2013; Bortoletto & Alcarde, 2013; Pino et al., 2012; Alcarde
etal., 2011; Li et. al. 2011; Scanavini et al., 2010; Penteado & Masini., 2009), os cereais
(Chao et.al., 2013; Zhang et al, 2013; Zheng et al., 2012; Ziotkowska & Jelen, 2012;
Zhang et al., 2011; Jelen et al., 2010; Fan & Qian, 2006a, Fan & Qian, 2006b), a ameixa
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(Balcerek et al., 2013; Pecié et al., 2012; Zhang et al, 2012; Coldea et al., 2011), o0 agave
(Lopez-Ramirez et al., 2013; Zizumbo-Villarreal et al., 2013; Salvador et al., 2012;
Contreras et al., 2010; Vera-Guzman et al., 2010), o medronho (Galego et al., 2013;
Santo et al. 2012; Gonzalez et al., 2011, Soufleros et al., 2005, Versini et al., 1995a), o
figo (Galego et al., 2011; Galego & Almeida, 2007; Ayed et al., 1992), a amora e a
groselha preta (Gonzélez et al., 2011; Gonzalez et al., 2010), a jabuticaba (Duarte et al.,
2011; Asqueri et al., 2009), o kiwi (Arrieta-Garay et al., 2014b; Lopez- Vasquez et al.,
2012), o zimbro (Vichi et al., 2005), o mel (Pino & Fajardo, 2011), a laranja (Santos et
al., 2013), os residuos de po de café cru (Sampaio, et al., 2013), os cereais com batata-
doce (Yamamoto et al., 2013; Ohta et al. 1990) e a batata-doce (Galego, 2013).

A experiéncia adquirida por algumas industrias pequenas, nomeadamente ao nivel
do processo de destilacdo, permitiu o desenvolvimento de grande parte das aguardentes
atualmente no mercado. As exigéncias atuais do mercado imp&em o desenvolvimento de
produtos novos, mais seguros, com maior qualidade e mesmo com pre¢co mais baixo,
razdo pela qual tém sido feitos estudos especificos de otimizacdo dos processos de
destilacdo (Arrieta-Garay et al., 2014a; Estaban-Decloux, et al., 2014; Arrieta-Garay et
al., 2013; Batista et al., 2013; Sacher et al., 2013; Valderrama et al., 2012a; VValderrama
et al., 2012b; Da Porto et al., 2010; Da Porto et al., 2008; Saco et al., 2006), ou dos
processos de fermentacdo (Bovo et al.,, 2015; Bovo et al., 2014; Bovo et al, 2012;
Gonzaélez et al., 2011; Pietruszka et al., 2010; De Le6n-Rodriguez et al. 2008, Arrizon &
Gschaedler, 2007; Schehl et al., 2004). Grande parte destes e de outros estudos tém por
base tecnicas de analise bastante sofisticadas, no sentido de melhorar e controlar as
propriedades e caracteristicas dos destilados (Ohe, et al., 2014; Liu et al., 2012; Zhao et
al., 2011; Ziotkowska & Jelén, 2011; Takahashi & Goto-Yamamoto, 2011; Delgado et
al., 2010; Garcia-Martin et al., 2010; Ledauphin et al., 2010; MacNamara et al., 2010;
Cardeal & Marriott, 2009; Jurado et al., 2008; Lachenmeier, et al., 2008; Pefa et al.,
2008; Plutowska & Wardencki, 2008; Poisson & Schieberle, 2008; Flamini, 2005; Ebeler
et al., 2000).

Ap0s destilacdo muitas bebidas sdo submetidas a um periodo de estagio. O estagio
pode ser realizado em recipientes de aco inoxidavel ou em recipientes de vidro, onde ndo
existe contacto com o oxigenio - envelhecimento em ambiente redutor. O estagio pode
também ser realizado em recipientes de madeira, onde existe um pequeno, mas
continuado contacto com o oxigénio do ar — envelhecimento oxidativo. Durante o

processo de envelhecimento em recipeintes de madeira as aguardentes adquirem
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compostos volateis e ndo volateis provenientes da madeira. Podem também ser formados
novos compostos, aromaticos e ndo aromaticos, quer por interacdo entre compostos
originais da bebida, quer envolvendo compostos da madeira (Bortoletto & Alcarde, 2013;
Pecié et al., 2012; Alafidn et al., 2010; Ledauphin et al., 2010; Rodriguez Madrera et al.,
2010; Schwarz, et al., 2009; Poisson & Schieberle, 2008; Caldeira et al., 2010; Caldeira
et al., 2008; Flamini, et al. 2007; Caldeira et al., 2006).

As madeiras usadas na maturacdo de bebidas alcodlicas podem ter diferentes
proveniéncias (Simon et al., 2014a; Caldeira et al., 2010; Rosso et al., 2009). Na Europa
utiliza-se principalmente madeira de carvalho (Rodrigues-Solana et al., 2012; Alafién et
al., 2010; Poisson & Shieberle, 2008). O processo de maturagdo em madeira é bastante
complexo, dependendo das caracteristicas da madeira utilizada, nomeadamente da
espécie e regido geografica, e também da tecnologia de preparacdo das pipas, do seu
volume e da queima, que compreende diferentes graus de torra (fraco, médio ou forte)
(Sanz et al., 2012; Sanz et al., 2011; Caldeira et al., 2006). Embora a madeira de carvalho
continue a ser a mais utilizada, tém sido feitos varios estudos reportando madeiras de
outras origens, nomeadamente de castanheiro, cerejeira, acacia, amoreira e freixo (Simén
et al. 2014b; Sanz et al., Sanz et al., 2011; 2012; Caldeira et al., 2010; Rosso et al., 2009;
Flamini et al., 2007; Caldeira et al., 2006; Canas et al., 1999). A madeira de castanheiro
apresenta normalmente maior teor em polifendis do que a madeira de carvalho (Sanz et
al., 2012; Caldeira et al., 2010; Caldeira et al., 2006, Canas et al., 1999). Por outro lado,
a madeira de carvalho é mais rica em compostos volateis do que a madeira de castanheiro
(Rosso et al., 2009). O teor em elagitaninos e galhotaninos provenientes da madeira
decresce com o0 aumento do grau de torra (Sanz et al., 2012). A maturagdo em madeira
enriquece as bebidas em compostos volateis e ndo volateis, mas torna-as mais caras. A
qualidade da madeira, a técnica de torra e o tempo de contacto com a bebida sdo aspetos
fundamentais para a qualidade e aceitabilidade da aguardente. Muitos dos aspetos
associados a maturacdo da aguardente de medronho tém sido otimizados empiricamente
pelos produtores/consumidores, nomeadamente na regido de Monchique. Nesta regido
mantém-se a tradicdo de passar a aguardente por recipientes de madeira de castanheiro
ou carvalho durante 2 a 3 meses (Galego et al., 2001).

A legislacdo comunitaria impde a analise de alguns parametros essenciais para a
avaliacdo da qualidade das aguardentes. O teor alcoolico minimo é de 35 % vol. para
aguardentes de cereais e de mel. A grande maioria das outras aguardentes tem limite

minimo de 37,5 % vol. As excecles sdo a aguardente de borras de vinho, cujo valor
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minimo é 38 %, e o whisky ou whiskey, que é de 40 %. Estad também definido um teor
minimo de substancias volateis de 200 g por hectolitro de alcool puro (a.p.),
maioritariamente relativo a acetato de etilo, 1-propanol, isobutanol ou 2 metil- propanol,
isopentanois (2 metil-1-butanol + 3 metil -1-butanol). O teor maximo em metanol é de
1000 g/hl (a.p). Ha excecdes relativamente ao valor maximo e ao valor minimo de
metanol (Regulamento CE 110/2008). O teor em &cido cianidrico, em aguardentes de
frutos com caroco, ndo pode ser superior a 7 g por hectolitro (a.p.). Cada pais pode
estabelecer critérios proprios, mais especificos, em conformidade com a legislacédo
comunitaria, para melhor caracterizar as suas bebidas. Em Portugal o Decreto-Lei
283/2000 de 26 de setembro estabelece critérios adicionais para a aguardente de
medronho. Este Decreto-Lei fixa os teores maximos em acetato de etilo, 1-butanol, 2-
butanol, cobre e acidez total. Estabelece ainda os limites maximos e minimos em
acetaldeido ou etanal, metanol, 1-propanol, isobutanol, isopentandis, somatério dos teores
em &lcoois superiores e razdo isobutanol/1-propanol.

O organismo internacional do vinho (OIV) fixa os métodos e aprova o0s
equipamentos utilizados na maioria das analises de rotina de aguardentes de origem
vinica. A ultima atualizacdo foi feita em 2015 (OIV-BS-INT-00-2015). Na analise das
aguardentes de outros frutos sdo também seguidos os métodos de analise e equipamentos

aprovados pelo OIV.

1.1.2 - Os licores

O conceito de licor engloba uma grande diversidade de bebidas. No entanto a
maioria dos licores é preparada por maceracao de substancias vegetais em alcool. Nalguns
casos a extracdo de aromas é mais eficaz se ap0s o periodo de maceracdo existir uma
destilacdo (VVazquez-Araujo et al., 2013; Gutiérrez et al., 1995). A investigacdo na area
dos licores tem-se centrado na caracterizacdo dos compostos fendlicos e compostos
volateis extraidos durante o processo de maceracdo. Foram desenvolvidos estudos desta
natureza no licor de murta, (Tuberoso et al., 2013; Galego et al., 2011; Tuberoso et al.,
2008; Tuberoso et al, 2007; Tuberoso et al., 2006; Montoro et al., 2006a; Montoro et al.,
2006b; Alamanni & Cossu, 2004; Vacca et al., 2003; Franco et al., 2002), de nozes verdes
(Stampar et al., 2006; Alamprese & Pompei, 2005; Alamprese et al., 2005), de liméo e
outros frutos citricos (Shipilliti et al., 2013, Crupi et al., 2007; Poiana, et al., 2006; Andrea

et al., 2003), de plantas aromaticas, incluindo o lupulo (Vazquez-Araujo et al., 2013), de



pétalas de rosa (Shen et al., 2007), de meldo (Herndndez Gomeéz et al., 2009), de cereja
(Radtjer et al., 2006), de cacau (Komes et al., 2011), de marmelo (Carbonell- Barrachina
etal., 2015) e de roma (Galego et al., 2013). Na preparacéo de licores de outros produtos
agricolas como ovos, leite ou natas, os principais estudos tém-se centrado nas técnicas de
estabilizacdo (Heffernan et al., 2009; Lynch & Mulvihill, 1997) ou de analise do teor
alcodlico (Lachenmeier et al., 2005; Cizkova, et al., 2004). Tém sido também realizados
estudos no sentido de avaliar a autenticidade dos produtos utilizados na sua peparagéo
(Shipilliti et al., 2013, Yucesoy & Ozen, 2013; Jelén et al., 2010; Sadecka et al., 2009;
Franco et al., 2002).

A maceracdo de substancias vegetais em alcool permite a extragdo de variados
compostos volateis e ndo volateis. Terminado o periodo de maceragdo segue-se a
separacao das substancias solidas e a adi¢do de agente adogante. Ap6s a adicao do agente
adocante tem inicio o periodo de maturacdo. A maturacdo pode decorrer em recipiente
fechado inerte, como o vidro ou em aco inoxidavel, maturagdo redutora, ou pode ser feita
em madeira, maturacao oxidativa, pouco frequente em licores. De salientar que o licor
de maior projecao da regido do Algarve, o “Brandymel” (atualmente — “Licor Dom
Cristina”), passa por um periodo de maturagdo de 3 meses em recipiente de madeira de
carvalho (Galego & Almeida, 2007). Muitos dos compostos obtidos na maceracgéo e/ou
na maturacdo em madeira sdo compostos fendlicos e apresentam elevado poder
antioxidante (Carbonell- Barrachina et al., 2015, Santos et al, 2014, Galego et al., 2012).
Como o poder antioxidante tem sido associado a beneficios para a saude (Nayak et al.,
2015; Tan & Lim 2015; Krishnaiah et al., 2011), tém sido desenvolvidos estudos no
sentido de demostrar os potenciais beneficios destas bebidas. Contudo esta temaética
associada a bebidas alcodlicas € muito polémica (Pouwels & Kostkiewicz, 2009; Gaziano
& Manson, 1996). Se por um lado é reconhecido que a ingestdo de uma pequena
quantidade diéria destas bebidas pode ter efeitos positivos na sade humana em adultos
(O’keef et al., 2014, Poli et al., 2013; Grenbak, 2004), por outro, 0 CONSUMO eXCesSivo
de bebidas alcodlicas causa graves problemas, quer ao nivel da satde, quer sociais (Geil
etal., 2014; Mohaptraet al., 2010; Zakhari & Li, 2007). O consumo moderado de bebidas
alcoolicas ¢ algo dificil de definir e variavel de pais para pais. De acordo com Chiva-
Blanch e colaboradores (2013), a interpretacdo do Instituto Nacional de Abuso do Alcool
e Alcoolismo dos Estados Unidos € a que retne maior consenso. De acordo com este
Instituto € considerado consumo moderado de alcool até 56 g por dia ou 196 g por semana

para homens, e até 42 g por dia ou 92 g por semana para as mulheres.



1.1.3 - Outras bebidas espirituosas

Os vinhos licorosos sdo outro grupo de bebidas espirituosas com histéria no
Algarve. Vinhos licorosos sdo vinhos cuja fermentacdo alcoolica é interrompida pela
adicdo de um destilado, pertencendo por isso a classe dos vinhos fortificados. Os vinhos
licorosos tintos com indicacdo geografica «Algarve» s6 podem ser preparados a partir das
castas Alfrocheiro, Alicante Bouschet, Aragonz, Baga, Bastardo, Cabernet-Sauvignon,
Casteldo, Merlot, Monvedro, Moreto, Moscatel-Galego-Tinto, Negra-Mole, Pau-Ferro,
Pexem, Pinot-Noir, Syrah, Tinta-Caiada, Tinta-Carvalha, Touriga-Franca, Touriga-
Nacional e Trincadeira (Portaria 217/2004 de 16 de agosto) e apresentar um teor alcodlico
minimo de 19 % vol. No caso dos vinhos brancos licorosos, a preparacdo deve envolver
pelo menos 85 % de uvas da casta Siria ou 75 % da casta Moscatel-Graudo, sendo o titulo
alcodlico minimo de 15,5 % vol.

Todos os vinhos licorosos sdo sujeitos a periodo de maturagdo relativamente longo
em madeira, 8 anos para 0 Moscatel doce e 10 anos para o Algardoce. Esta maturagédo
pode ser feita na mesma pipa, maturacao estatica, ou seguindo um processo dinamico,
nomeadamente o designado por «solera». A maturacdo dos vinhos licorosos brancos deve
ser feita pelo método «solera» (Portaria n°® 364/2001).

No processo de maturacao pelo método «solera» os vinhos séo colocados em pipas
de madeira sobrepostas umas sobre as outras. As pipas que ficam mais proximas do solo
sdo designadas por «soleras» e as outras por «criadeiras». Periodicamente, fracGes de
vinho sdo retiradas das «criadeiras» mais jovens para as «criadeiras» mais velhas até
chegarem as «soleras». Somente 1/3 do vinho da «solera» € retirado para engarrafar. Aos
2/3 que permanecem junta-se 1/3 da «criadeira» imediatamente superior e assim
sucessivamente até a «criadeira» mais elevada, onde serd armazenado 1/3 de vinho novo
(Berlanga et al., 2004).

Este método permite que um vinho mais jovem adquira as caracteristicas de vinho
«solera» em menor nimero de anos. No entanto 0 nimero de anos de envelhecimento
indicado nos rotulos corresponde ao intervalo de tempo que tem inicio quando o vinho
entra na «criadeira» mais jovem (Schwarz, et al., 2011; Guerrero et al, 2011).

O gin é uma bebida espirituosa ndo doce produzida a partir de destilados sem
aromas. A preparagdo de destilados neutros envolve a desodorizacdo e retificacdo do
destilado de origem agricola de partida, no sentido de remover todos os compostos

volateis produzidos no processo de fermentagdo, exceto o etanol, tal como acontece na
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producdo de vodkas. O carvdo ativado € o material geralmente utilizado no processo de
desodorizagdo (Hu et al., 2010). Segue-se um periodo de maceracdo com bagas de zimbro
para aromatizacdo do alcool, de acordo com a definicdo de gin (Regulamento CE
110/2008; Piggott & Holm, 1983). A introducéo de mais aromas, por posterior maceragao
de outros produtos origina gins de maior complexidade aromatica e tem sido preocupacéo
dos produtores. O gin de tangerina € uma bebida espirituosa nova langada no Algarve em
2014 e preparada por maceracao inicial de bagas de zimbro em de &lcool puro, seguido

de um segundo periodo de maceragdo com tangerina.

1.2 - Processamento

1.2.1 - Aguardentes

A preparacdo de aguardente envolve a selecdo da matéria-prima contendo
acucares fermentaveis, seguida de dois passos fundamentais, a fermentacéo e a destilacao.
A figura 1.1 apresenta um diagrama do processo de producdo de aguardente.

Matéria prima ricaem
acticares fermentaveis

N S

Fermentagao
<15dias,~202C /

Agua potavel
(se necessario)

Leveduras

(facultativo) Aditivos enoldgicos

5 . ’l' (facultativo)
estilacao
=

Cabeca Coragdo  cauda

l

—

Maturagao )
Engarrafamento

Figura 1.1 - Diagrama de producéo de aguardente.
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1.2.1.1 - A matéria-prima

As aguardentes de frutos sdo produzidas em praticamente todas as regides do
mundo. Podem ser utilizados diversos frutos ou mosto de frutos, de acordo com a sua
disponibilidade em cada estacéo do ano e pais (Balcerek et al., 2013; Sancher et al., 2013;
Santos et al., 2013). Os frutos devem ser colhidos no estado de maturacdo adequado e
chegar ao local de fermentacéo inteiros. E importante que ndo apresentem residuos de
pesticidas ou outros compostos tdxicos que possam inibir a fermentacdo e/ou causar
problemas de satde. Dependendo das caracteristicas do fruto, 0 mosto pode ser preparado
utilizando frutos inteiros, como é o caso do medronho (Santo et al., 2012), frutos
esmagados, como € o caso do kiwi (Arrieta-Garay et al., 2014b, Lopez-Vazquez, et al.,
2012), da maca (Rodriguez Madrera et al., 2013), da pera (Versini et al., 2012), da amora
preta e da groselha preta (Gonzalez et al., 2010). Pode também ser utilizada a polpa do
fruto, como séo os casos da aguardente de ameixa (Balcerek et al., 2013), de meldo
(Hernandez-Gémez, et al., 2003) e de jabuticaba (Duarte el al., 2011). Pode ainda ser
utilizado apenas 0 sumo, como € o caso da aguardente de laranja (Santos et al., 2013), e
nalguns casos a de meldo (Hernandez-Gomez, et al., 2003). O denominador comum das
diferentes matrizes é a presenca de solidos sollveis contendo agucares fermentaveis,
principalmente frutose e glicose.

A producéo de aguardentes de cereais ou de outros produtos amilaceos também
é relativamente comum, embora neste caso Sseja necessario um processo prévio de
sacarificacdo ou hidrdlise do amido, antes da fermentacdo. Na produgdo de whisky a
hidrélise do amido inclui um processo de maltagem de cereais, semelhante ao utilizado
na producdo de cerveja (Vriesekoop et al., 2010). O malte de cevada é o0 mais comum. O
cereal é colocado a germinar até desenvolver as enzimas que catalisam a hidrolise do
amido (Lyons, 1999). A germinacdo é interrompida por aquecimento. Nesta fase da-se a
principal diferenca entre o0 malte para a producao de cerveja e 0 malte para a producédo do
whisky. O malte para a producéo de cerveja é progressiva e faseadamente aquecido até a
ebulicdo, de forma a inativar os microrganismos e também as enzimas. Na producéo do
whisky o aquecimento ndo atinge a ebuli¢io e é feito de forma a manter ativas as enzimas
que continuam a hidrolisar o amido durante o processo de fermentagédo (Vriesekoop et
al., 2010).

Um processo semelhante é utilizado para produzir uma bebida tipica Japonesa,

o shochu, que usa puré de batata-doce, cevada ou outras matérias amilaceas (Yamamoto
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et al., 2013; Ohta et al. 1990), e um fermento preparado a partir de arroz koji, leveduras
de shochu e agua (Ohta et al. 1990). O amido da batata-doce apresenta resisténcia a o.-
amilase e a glucoamilase, conferindo-lhe baixa conversdo enzimatica para agucares
fermentéveis (Shariffa et al., 2009). Os granulos de amido da batata-doce variam da forma
poligonal & redonda ou oval e com didmetros entre 2 e 25 um (Moorthy, 2002; Chen et
al., 2004). As propriedades do amido de batata-doce estédo dependentes da dimensdo dos
granulos (Chen et al., 2004) e do modo como a amilose e a amilopectina estdo associadas
(Zavareze & Dias, 2011).

De acordo com Lee e colaboradores (2011) as industrias alimentar e a
farmacéutica ddo preferéncia a sacarificagdo do amido por processos fisicos,

nomeadamente por utilizacdo de humidade, calor, pressao ou radiagéo.

1.2.1.2 - Fermentacao alcoodlica

De uma forma simples a fermentacdo alcodlica é a transformacdo, em
anaerobiose, dos acUcares fermentaveis em etanol e didéxido de carbono, efetuada,
principalmente, por leveduras Saccharomyces cerevisiae (Tsakiris, et al., 2014; Zamora,
2009; Jackson, 2008). Ou seja, € uma forma de libertacdo de energia do metabolismo em
que tanto o substrato (dador de eletrdes inicial) como o produto (aceitador de eletrdes),
sdo compostos organicos (Jackson, 2008).

A fermentacdo alcoolica é a etapa mais importante do processo de preparagédo de
bebidas alcoolicas, tanto das bebidas fermentadas (cervejas ou vinhos) como das fermento
— destiladas (aguardentes). A fermentacdo alcoolica no processo de producdo de cerveja
e de vinho tem sido alvo de estudos bastante pormenorizados (He et al., 2014; Pires et
al., 2014; Fugelsenag & Edwards, 2007; Ribéreau-Gayn et al., 2006). Fermentacdes
visando a preparacdo de outras bebidas seguem procedimentos semelhantes, sendo por
vezes necessario adaptacGes, quer relativamente ao volume de fermentado, quer a
dimensé&o dos produtos utilizados, nomeadamente se podem ou néo ser utilizados inteiros,
fracionados ou apenas o sumo dos frutos (Figuras 1.2-1.5). A higiene da sala de
fermentacdo, dos recipientes e de todos os intervenientes € fundamental para evitar
contaminacgdes. Os fermentadores devem permanecer bem fechados durante o processo
de fermentacdo de modo a evitar o contacto da massa em fermentacdo com o oxigénio do
ar (Da Porta, 2002), assegurando ao mesmo tempo uma boa libertacdo do dioxido de

carbono que se vai formando. Na preparacdo de alguns mostos de fruta sdo adicionadas
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enzimas pécticas para melhorar a extracdo dos compostos do sumo (Zhang, et al., 2011).
Em mostos pobres em aglcares é permitido, em alguns casos a adi¢do de solucdes de

sacarose (Santos et al., 2013).

Figura 1.2 - Fermentador de medronho Figura 1.3 - Fermentador de medronho em
coberto com pléstico, 4gua e areia. madeira coberto com pléstico e agua.
Destilaria Lagarto, Monchique, 11 de Destilaria Monte da Lameira, Monchique, 11
fevereiro de 2015. de fevereiro de 2015.

Figura 1.4 - Fermentadores de Figura 1.5 - Fermentadores, destilaria
medronho, destilaria Zé Marafado, Talurdinha, Silves, 28 de Abril de 2014.
Ameixial, 29 de janeiro de 2015.

Para evitar a proliferacdo de bactérias € por vezes aconselhavel ajustar o pH para
valores proximos de 3 (Bovo et al., 2012; Garcia-Llobodanin et al., Hernandez-Gémez et
al., 2008; Versini et al., 1995). O uso de leveduras selecionadas tem sido aconselhado
para obtencdo de destilados de melhor qualidade (Bovo et al., 2014). Esta area esta

relativamente pouco estudada, nomeadamente a identificagdo dos microrganismos mais
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adequados a cada substrato, as condi¢cGes ambientais e as caracteristicas do produto que
se pretende obter (Bobo et al., 2015). A fermentacdo deve decorrer no menor tempo
possivel, dependo do produto a fermentar e das condi¢cbes ambientais. Nao deve
ultrapassar 15 dias. As fermentacdes artesanais de medronho no Algarve decorrem
durante mais tempo (3 a 4 meses), porque sdo feitas a temperatura ndo controlada e
durante o periodo mais frio do ano. A fermentacdo do medronho ocorre normalmente
entre novembro e janeiro, na zona de serra, regido onde as tempraturas podem atingir

valores negativos (Santo et al., 2012).

1.2.1.3 - Periodo entre a fermentacao e a destilacéo

O periodo que decorre entre o final da fermentacéo e a destilacdo deve ser o mais
breve possivel. O teor em alcoois superiores ndo depende deste intervalo de tempo; no
entanto o teor em ésteres pode diminuir significativamente para periodos de espera longos
(meses) (Tsakiris, et al., 2014).

1.2.1.4 - Destilacao

A destilacdo é o processo de concentracdo do alcool formado na fermentacéo. A
destilacdo pode ser feita em continuo ou descontinuo (por lotes - quantidade de massa
que pode ser destilada de cada vez). Se o produto fermentado for liquido pode seguir-se
0 processo continuo; se contiver sélidos, a destilacdo tera sempre que ser feita em modo
descontinuo e de acordo com a capacidade do alambique. Durante a destilacdo os
compostos volateis existentes no fermentado vdo ser concentrados. Deve obter-se o
maximo teor em etanol e outros compostos que possam contribuir positivamente para o
aroma do destilado. Ao mesmo tempo devem ser criadas condi¢des para obter o minimo
de compostos que possam contribuir para aromas desagradaveis (Tsakiris et al., 2014).
Neste sentido € normalmente rejeitado um volume cerca de 5 % do destilado inicial, a
“cabeca”, por conter elevado teor em acetato de etilo e cobre, este ultimo se o destilador
for de cobre (Figura 1.1). No mesmo sentido, cerca de 10 % do destilado final, a “cauda”
ou “frouxo”, deve ser separado por apresentar acidez mais elevada e teores em ésteres de
alto peso molecular também mais elevados. A “cauda” pode ser aproveitada para
adicionar a destilagdo seguinte melhorando assim o rendimento alcoolico da destilagéo.
A parte central, o “coragdo”, ¢ o destilado possuindo elevada qualidade para consumo

direto ou para o processo de maturagéo (Fig. 1.1). No Algarve, o alambique mais utilizado

15



para a destilacdo é o de estilo arabe, composto por um pote em forma de abdbora, um
capacete, e um tubo para refrigeracdo (Figura 1.6). Este sistema € tipico da zona de
Monchique. Noutras localidades o processo é semelhante, mas a refrigeracdo é feita
usando uma serpentina (Figura 1.7). A partir de meados do século XX generalizaram-se
os destiladores por arraste de vapor na producdo industrial, quer para sistemas de
producéo por lotes, quer para sistemas em continuo (Galego & Almeida, 2007). A figura
1.8 mostra uma destilaria recente do Algarve com um sistema de destilagdo por arraste de
vapor. O aquecimento em ambos os casos, € feito com lenha de azinheira, oliveira,

eucalipto, medronheiro ou de outra origem, excluindo lenha de resinosas.

Figura 1.6 - Alambique estilo arabe usado Figura 1.7 - Alambique estilo arabe com
em Monchique. serpentina para a refrigeracao.

Figura 1.8 - Destilador por arraste de vapor, destilaria Talurdinha, Silves, 28 de abril
de 2014.
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Nos paises do Norte da Europa os sistemas de destilacdo tém evoluido no sentido
da dupla destilacéo e da utilizacao de colunas de multiplos pratos. Esta evolugdo pretende
dar resposta ao baixo teor em agUcares dos frutos produzidos nestas regides que originam
aguardentes com teores em alcool considerados muito baixos (20 — 23 % vol.) por
destilacdo simples (Balcerek et al, 2013; Rodriguez Madrera et al. 2013). Os frutos
produzidos na regido do Algarve apresentam elevados teores em agucares podendo a
destilacdo simples originar destilados com teores alcodlicos bastante superiores a 50 %

vol.

1.2.1.5 - Maturagéo

A maturacdo das aguardentes de frutos, como ja foi referido, pode fazer-se em
recipientes de madeira de carvalho ou de castanheiro, de preferéncia sujeitas a torra
ligeira. O tempo de permanéncia na madeira, a dimensdo da pipa e 0 nimero de vezes
que ja foi utilizada, vao determinar as caracteristicas dos destilados. A madeira sujeita a
torras fortes origina aguardentes com aromas a madeira muito pronunciados, que
mascaram por vezes o aroma frutado proveniente da fermentacdo. Num estudo realizado
hd alguns anos com aguardente de medronho verificou-se que nesta aguardente,
submetida a um periodo de maturacao de 6 meses, em pipas de madeira de carvalho novas,
com 50 L de capacidade e sujeitas a torra média, apenas o aroma da madeira foi
perceptivel (Galego et al., 2001). A maturacdo em tanques de aco inoxidavel com adi¢édo
de aparas de madeira sujeitas a torra ja foi seguida por alguns produtores. As aguardentes
vinicas e bagaceiras sdo normalmente submetidas a um processo de maturacdo em
recipientes de madeira. Grande parte destas aguardentes sdo depois utilizadas na
preparacdo de vinhos licorosos, que sdo normalmente submetidos a um periodo de

maturacdo de alguns anos também em recipientes de madeira.

1.2.1.6 - Engarrafamento

As bebidas espirituosas s6 podem ser comercializadas depois de engarrafadas,
rotuladas e seladas com o selo fornecido pelas entidades aduaneiras, para controlo dos
impostos. Na produgdo tradicional o enchimento € pouco mecanizado. No entanto é
obrigatorio o utilizagdo de instrumentos de medida certificados para garantir o volume
correto. O volume, tal como o teor alcodlico determinado a 20 °C, tém que estar visiveis

nos rotulos das garrafas. No caso do teor alcodlico o erro ndo pode ultrapassar 0,3 % vol.
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(Regulamento CE 1169/2011; Decreto-Lei n°® 560/99 de 18 de dezembro). Qualquer nao
conformidade obriga o produtor a pagar severas coimas.

Em 2015 o imposto sobre o &lcool e bebidas alcoolicas, IABA, foi fixado em
1289,27 € por hectolitro de alcool puro. Os produtores com producéo anual inferior a

1000 L de alcool puro podem beneficiar de uma reducédo de 50 % neste imposto.

1.2.2 - Licores

Licores sdo bebidas que ndo apresentam uma técnica bem definida de preparacéo.
Na maior parte dos casos sdo preparados por maceracdo (Gutiérrez et al., 1995) de
substancias de origem vegetal em destilados ou em alcool puro fornecido pela entidade
oficial, em Portugal o AGA. A figura 1.9 mostra de forma esquematica o processo de

producéo de licores.

Substancias aromatizantes Destilado ou alcool puro

1 i

- S—
Filtracao
\I\/ Adogante
. /
_/;/A_:—\

Engarrafamento
S~ g

—

Figura 1.9 - Diagrama de producéo de licores por maceracao.

As substancias aromatizantes utilizadas na producéo dos licores séo diversas, mas
quase sempre de origem vegetal. As partes das plantas utilizadas sdo também variadas e

devem ser sempre recolhidas nas melhores condic6es e de acordo com o licor pretendido.
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Um dos licores tipicos das regides mediterranicas, preparado seguindo um processo de
maceracdo, é o licor de bagas de murta (Tuberoso et al., 2013; Galego et al., 2011;
Barboni, et al., 2010; Tuberoso et al., 2008; Tuberoso et al, 2007; Tuberoso et al., 2006;
Montoro et al., 2006a; Montoro et al., 2006b; Alamanni & Cossu, 2004; Vacca et al.,
2003; Franco et al., 2002). Neste caso sdo utilizadas bagas maduras inteiras por
apresentarem teores mais elevados em antocianinas (Galego et al., 2011; Tuberoso et al.,
2008, Tuberoso et al., 2007) e em compostos aromaticos, principalmente limoneno e
eucaliptol (Galego et al., 2011; Tuberoso et al., 2006; Franco et al., 2002). No caso do
licor de nozes, por exemplo, é utilizado o endocarpo antes do endurecimento (Jakopic et
al., 2007; Alamprese et al., 2005; Alamprese & Pompei, 2005) por apresentar um teor
mais elevado em compostos fendélicos e vitaminas (Stampar et al., 2006). Na preparagdo
do licor de rosas, as pétalas de rosa séo colhidas quando apresentam a cor mais intensa,
mas sdo utilizadas ap6s desidratacdo (Shen et al., 2007). Na producéo do licor de limao
“Limoncello”, tal como noutros licores de citrinos, ¢ apenas utilizada a parte externa da
casca (o flavedo) fresca (Schipilliti, et al., 2013; Cupri et al., 2007; Andrea et al., 2003).
Na producdo do licor de banana é utilizado o encorcarpo (Teixeira et al., 2005), no de

acerola, o mesocarpo (Penha et al., 2001), ou seja, a parte comestivel dos frutos (polpa).

1.2.2.1 - Maceracéao

A maceracdo é esséncialmente um processo de extracdo de compostos volateis e
ndo volateis da matriz aromatizante do licor, pela aguardente ou pela solucdo alcodlica
utilizada.

O periodo e condi¢gdes de maceracdo determinam as caracteristicas finais dos
licores. Nos licores de baga de murta o teor mais elevado em antocianinas atinge-se ap0s
7 dias de maceracao em recipientes escuros e com solucdes contendo cerca de 70 % vol.
de alcool (Galego et al., 2011; Tuberoso et al., 2007). Na pratica sdo seguidos periodos
bastante mais alargados, podendo ser de 40 ou mais dias (Tuberoso et al., 2013; Snoussi
etal., 2012; Tuberoso et al., 2008; Montoro et al., 2006a). Na producao do licor de murta
tipico da ilha da Sardenha, sdo utilizadas solugdes com teor alcodlico mais baixo, mas
sempre superior a 40 % vol., e a maceracéo é feita durante 15 ou mais dias (Vacca et al.,
2003). Na preparagdo do licor de pétalas de rosa, verificou-se, que as melhores
caracteristicas cromaticas sdo obtidas utilizando pétalas de rosa desidratadas, na

proporcdo de 1:10 (m/m), uma aguardente com teor em alcool entre 30 e 35 % vol.,
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acidificada com 0,6 a 0,8 %, de acido citrico, e por um periodo de 24 h (Shen et al., 2007).
Periodos de maceracdo entre 2 e 7 dias com solugdes hidro alcodlicas a 95 % vol. tém
sido utilizados na preparacdo de licor de limdo (Andrea, et al., 2003). Na producdo do
licor de nozes verdes, o endocarpo é cortado em fracdes, que sdo depois colocadas numa
solucéo de etanol, na proporcao de 1/3 de nozes para 2/3 de solucdo com 40 % de etanol,
durante 3 semanas (Stampar et al., 2006). Um procedimento alternativo consiste em
macerar as fracfes de nozes, em solucéo alcoolica, com cerca de 60 % vol., na proporcao
de 1:2, durante 4 meses e em agitacdo (Alamprese & Pompei, 2005). Na preparacdo do
licor de banana, verificou-se que 16 dias de maceracdo, com solucées hidro alcodlicas
entre 70 e 95 % vol., é o periodo de tempo adequado. Antes da maceracdo, a banana sem
casca (epicarpo + mesocarpo), € submersa numa solucéo, com 4 % de acido citrico e 1 %
de acido ascorbico, durante 5 minutos, sendo posteriormente triturada e sujeita a um
tratamento térmico de 2 minutos a 94 °C (Teixeira et al. 2005). A producdo de licor de
acerola, € feita por maceracao da polpa do fruto (mesocarpo) durante 15 dias em &lcool
de milho (Penha et al., 2001). O licor de rom4, se feito apenas com 0 SUMO na Proporgéo
de 1:1 (V/V), ndo necessita de periodo de maceracdo. Quando preparado com os arilos
inteiros (em proporcdo semelhante) deve ter um periodo de maceracéo de 3 dias, sempre
em recipiente escuro, e num destilado contendo 70 % vol., de alcool, a fim de se obter o
teor maximo em antocianinas (Galego et al., 2013). No licor de marmelo verificou-se que
um periodo de maceracdo de 3 meses, utilizando marmelos com casca e numa solucao
com 60 % de etanol, em propor¢des iguais de marmelo e de solugdo alcodlica, apresenta
o teor em polifenois e em poder antioxidante mais elevados (Carbonell-Barrachina et al.
2015).

1.2.2.2 - Filtragédo

A filtracdo tem por objetivo a remocdo da parte solida dos macerados. Deve ser
feita antes da adi¢do de acucar (Fig. 1.9). A separacao pode ser feita por filtracdo simples
(Shenetal., 2007) ou por ultrafiltracdo, esta ultima mais adequada quando se utiliza polpa
de frutos (Penha et al., 2001).

1.2.2.3 - Maturagéo

A maturacdo é o periodo durante o qual a bebida vai adquirir o equilibrio,

interligando os aromas que extraiu, durante o processo de maceragdo, com o adogante.
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O periodo de maturacdo inicia-se aquando da adi¢ao do agente adocante (Fig 1.9).
Os adocantes mais utilizados s&o soluc@es de agucar e/ou mel (Galego & Almeida, 2007,
Alamprese et al., 2005; Tuberoso et al., 2007; Andrea et al., 2003; Vacca et al., 2003). A
adicdo de agentes adocantes é efetuada de forma a produzir licores com teores alcoolicos
préximos de 20 % vol. (Galego et al., 2013, Galego et al., 2011, Penha et al., 2001) e
teores em agucares, expressos em agucares invertidos, superiores a 100 g/L (Regulamento
CE 110/2008). Os licores italianos apresentam, em geral, teores alcodlicos mais elevados,
normalmente proximos dos 30 % vol. (Crupi, et al., 2007; Alamprese & Pompei, 2005;
Andrea, et al. 2003). Neste caso 0 periodo de maturacdo pode variar de 3 meses a mais
de 1 ano (Galego & Almeida, 2007; Alamprese et al., 2005).

1.2.2.4 - Clarificacéo

Terminado o periodo de maturacdo muitas bebidas apresentam impurezas, quer na
forma de depdsito quer em suspensdo, sendo por isso necessario remover estas impurezas,
isto €, clarificar a bebida, para que possa ser comercializada “limpa e brilhante”.

Além dos processos de filtracdo, podem ser utilizados aditivos enolégicos.
Tradicionalmente a clarificacdo de alguns vinhos e licores era feita com clara de ovo
batida em neve. Atualmente ainda ha quem siga este processo, embora, com claras de ovo
pasteurizadas. A utilizagdo de bentonites, argila natural que contem grupos de catifes
permutaveis de calcio, s6dio, magnésio e potassio, é bastante comum. Um dos casos mais
importantes é a clarificacdo de bebidas contendo aguardente e mel, que constituem
normalmente misturas bastante dificeis de clarificar. A clarificacdo destas bebidas foi
testada com diversos produtos enoldgicos. Embora varios produtos tenham clarificado
estas bebidas, a mistura de silica com gelatina a 25 %, apresentou o dep6sito mais baixo
e manteve o aroma original da bebida (Monteiro et al., 2009). Oito anos depois a bebida

manteve-se sem deposito.

1.2.2.5 - Engarrafamento

O engarrafamento de licores segue procedimentos semelhantes aos referidos para

o0 engarrafamento das aguardentes.
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1.3 - Compostos volateis

O aroma de um dado alimento esta associado & perce¢do de compostos volateis
(odorantes) por ele libertados. A primeira sensacao do aroma € sentida via ortonasal apds
inalacdo e interacdo dos odorantes com os recetores olfativos localizados no nariz. Uma
vez na boca, os odorantes podem ainda atingir os recetores olfactivos do nariz, mas por
via retronasal (Bojanowski & Hummel, 2012; Barham et al., 2010; Genovese et al., 2009;
Ruijschop et al., 2009). “Flavor” é um conceito da analise sensorial que engloba 0 aroma
e também o gosto. O flavor de um alimento estd normalmente associado a presenca de
centenas de compostos (Jelén, 2006). Embora varios compostos possam estar
relacionados com o aroma dos alimentos, a investigacdo tem-se centrado no poder
aromatico originado pelos compostos volateis (Luki¢ et al., 2012; Jelén, 2012). A
determinacdo dos compostos volateis ou perfil dos compostos volateis nas bebidas
alcoolicas é por isso fundamental para a avaliagdo da qualidade do produto (Luki¢ et al.,
2012; Pino & Fajardo, 2011; Plutowska & Wardencki, 2008). O poder odorante dos
compostos volateis é bastante diverso e depende da concentracédo e do limiar de percecédo
de cada composto (Villiére, et al., 2012; Plutowska & Wardencki, 2008). E frequente
quantidades vestigiais de compostos volateis, da ordem de ng/L (Jélén et al., 2012;
Plutowska & Wardencki, 2008), serem determinantes nas propriedades sensoriais das
bebidas (Plutowska & Wardencki, 2008). Na area alimentar sdo conhecidos cerca de 12
000 compostos volateis, mas estima-se que apenas uma pequena percentagem
(aproximadamente 5 %) tenham importancia para o aroma tipico de cada produto (Villiére
et al., 2012; Grosch, 2001). O numero de compostos volateis identificados em cada
produto depende também das técnicas de separacdo/identificacdo utilizadas (Jelén et al.,
2012). O estudo dos volateis € normalmente realizado por cromatografia gasosa (GC)
associada a detecdo por espetrometria de massa (MS) (Coldea et al., 2011; Lépez-
Vazquez et al., 2010; Dragone et al. 2009; Versini et al., 2009; Cortés et al., 2005;
Flamini, 2005). Sdo analises de alguma complexidade uma vez que os teores individuais
dos compostos volateis podem variar entre ng/L e g/L (Jélén et al., 2012; MacNamara et
al., 2010; Plutowska & Wardencki, 2008). Os compostos das aguardentes que apresentam
concentragOes mais elevadas, como o acetato de etilo ou 0 metanol, podem ser analisados
diretamente na matriz da aguardente (Anton et al., 2014; Zidtkowska & Jelen, 2012). No
entanto sao varios 0s compostos que apresentam baixos teores e contribuem para o0 aroma

das aguardentes. Para analisar estes compostos S40 necessarios processos mais
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complexos, envolvendo normalmente extraccdo e/ou concentracdo. Até aos anos 90 0s
(Ebeler et al., 2000) principais processos de analise de compostos volateis em bebidas
alcodlicas consistiam na destilacdo e na extracdo liquido/liquido (LLE). Séo técnicas
morosas e dificies de automatizar. Ambos os processos podem alterar o perfil original dos
compostos volateis, quer pela temperatura/pressao ou pela seletividade do solvente de
extracdo (Plutowska & Wardencki, 2008). A extracdo liquido/liquido, seguida ou ndo de
concentracdo, é bastante referénciada sendo também diversos os solventes usados. As
composicdes mais utilizadas sdo éter/hexano 1:1 V/V (Soufleros et al., 2004; Silva &
Malcata, 1998), pentano/diclorometano 2:1 V/V (Versini et al., 1995a; Anton et al., 2014,
Martin-del-Campo et al., 2011), éter dietilico/pentano 1:1 V/V (Gao et al., 2014; Du et
al., 2011), éter dietilico/pentano 30:70 V/V (Ledauphin et al., 2010), éter
dietilico/pentano 2:1 V/V (Zhu et al., 2007) e diclorometano (Wang et al., 2015; Martin-
del-Campo et al., 2011; Apostolopoulou et al. 2005; Ledauphin et al., 2004). Sao ainda
utilizadas misturas com éter dietilico/agua 1:1 V/V, seguidas de extracdo com pentano/
éter dietilico, em 5 proporcdes diferentes comecando em 0 % e até 50 % de éter dietilico,
no sentido de separar os compostos por ordem crescente de polaridade (Poisson &
Schieberle, 2008), ou éter dietilico seguido de pentano/agua 1:1 V/V (Fan & Qian,
2006a). Mais recentemente surgiram técnicas consideradas “amigas do ambiente”, as
conhecidas por absorcao/adsorcao. Estas técnicas consistem basicamente na extracdo dos
analitos de uma dada matriz pela abor¢do ou adsorcdo na superficie de uma fase
polimérica, que pode ou ndo entrar em contacto com o liquido que constitui a bebida. As
matrizes mais comuns no mercado (Supelco) sdo normalmente de polidimetilsiloxano
(PDMS), um revestimento polimérico puro e homogéneo, semelhante ao revestimento
SE-30 ou OV-101 das colunas de cromtatografia gasosa (GC). Trata-se de um
revestimento liquido de alta viscosidade. O poliacrilato (PA) é outro revestimento que se
apresenta solido e que se torna liquido a temperatura de dessorcao. Outros revestimentos
disponiveis sdo fases polimericas de multiplos componentes. Assim estdo disponiveis no
mercado 0 polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS/DVB), 0
carbowax/divinybenzene  (CW/DVB), o carbowax/resina (CW/TPR) e o
polidimetilsiloxano-carboxeno—divinilbenzeno (PDMS/CAR/DVB).

Esta extracdo segue um processo de equilibrio controlado pelo coeficiente de
particdo dos analitos entre a fase polimérica e a matriz da amostra. As principais técnicas
sdo a microextracdo em fase solida (SPME) e a extragdo em barra sorptiva de agitagdo

(SBSE). A SPME consiste numa fibra de silica fundida revestida pela fase polimérica. A
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fibra coloca-se num suporte com forma de seringa, podendo ser introduzida diretamente
na amostra ou no espaco de cabeca (HS) de um vial, de acordo com a figura 1.10 (Vera-
Guzmén et al., 2010; Maggi et al., 2009; Pefia et al., 2008; Fitzgerald et al., 2000). O
SBSE consiste numa barra de agitacdo revestida também por um filme polimérico de
polidimetilsiloxano, que é colocada diretamente na amostra e sob agitacdo (Delgado et
al., 2010; MacNamara et al., 2009). A principal diferenca entre os dois processos reside
no facto de o SBSE necessitar de desor¢do térmica acoplada ao injetor para libertacdo dos
analitos enquanto que no SPME os analitos, absorvidos/adsorvidos na fibra podem ser
colocados diretamente no injetor e submetidos a separacdo cromatografica (Almeida et
al., 2009). As técnicas de SPME e de SBSE apresentam limitagdes, principalmente as
relativas ao efeito matriz, tanto da amostra, como da fibra, que podem originar

seletividade.
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Figura 1.10 — Esquema de analise por HS-SPME - adapatado de Galipo et al., 1999.

A extracdo e concentracdo usando fibras para SPME tem tido aplicacéo
generalizada na analise de diversas bebidas espirituosas. E normalmente necessario diluir
as amostras no sentido de obter um teor em alcool inferior a 20 % vol., de modo a evitar
a saturacdo das fibras pelo etanol (Cheng et al., 2014; Xiao et al., 2014; Cheng et al.,
2013; Zhang et al., 2011; Garcia-Martin et al., 2010; Zidtkowska & Kaczmarek, 2010;
Ledauphin et al., 2010; Cardeal & Marriott, 2009; Plutowska & Wardencki, 2009;
Plutowska & Wardencki, 2008b; Jurado et al., 2007; Camara et al., 2007; Demyttenaere
et al., 2003; Fitzgerald et al., 2000). O processo de SBSE tem também sido utilizado por
alguns autores (Fan et al., 2011; Delgado et al., 2010).

Sistemas de purga e armadilha ja foram também utilizados com sucesso na analise
de compostos volateis de destilados. Este sistema de introducdo de amostra apresenta trés
etapas. Na primeira os volateis contidos num vial sdo forgados a passar por um tubo
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contendo uma matriz adsorvente, constituida por diferentes fases, ordenadas por ordem
crescente de polaridade. Por exemplo fenilmetilpolisiloxano apolar, seguido de 2,6-
difenil-p-fenilenoxido (Tenax Carboxeno ou Tenax) e finalmente uma substancia mais
polar como o carvao ativado. As amostras sdo mantidas sobre pressdo e a baixa
temperatura para ndo degradar os compostos. Na fase seguinte um fluxo de gas inerte
remove a humidade da amostra. Por fim os analitos séo termicamente desorvidos e
transferidos para a coluna cromatogréfica (Schulz, et al., 2007).

Sistemas multidimensionais de separacdo na analise de compostos volateis séo
uma area emergente. Neste tipo de analise a amostra é submetida sequencialmente a
diferentes processos de eluicdo/separacdo. Na chamada cromatografia gasosa
bidimensional de fragdes parciais (GC — GC, Heartcut Two-dimensional Gas
Chromatography) a amostra entra numa coluna capilar cromatografica com uma
determinada fase e de seguida passa para outra coluna de fase diferente, em geral de
menor comprimento, ficando sujeita a um segundo processo de eluicdo/separacao
(Pedroso, et al., 2009). Sistemas bidimensionais de colunas cromatogréficas ligadas por
sistema modelador (GC X GC - Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography)
também sdo utilizados na andlise de destilados. Esta técnica consiste na utilizacdo de duas
colunas cromatograficas de fases diferentes ligadas a um sistema modelador que volta a
injetar na segunda coluna bandas de compostos ja separados na primeira. A entrada da
segunda coluna, que pode estar a temperatura ambiente, recebe o efluente da primeira,
ficando os compostos retidos por periodos de tempo fixos (mddulo de alguns segundos),
com comando controlado por fonte de alimentacdo. Terminado cada periodo modular a
interface é aquecida e os compostos sdo separados (Tranchida, et al., 2013; Pedroso, et
al., 2009).

As técnicas descritas podem permitir maior ou menor eficiéncia na anélise de
compostos volateis, mas ndo dao indicacdo sobre o maior ou menor poder odorante na
bebida, razdo pela qual se continua a recorrer a apreciacdo sensorial por painéis de
provadores treinados ou néo treinados, dependendo dos objetivos. Para melhor avaliar o
poder odorante das bebidas tém sido desenvolvidos sistemas mistos, isto &, instrumentais
e humanos, a chamada cromatografia gasosa olfatométrica (GC-O). Este tipo de analise
consiste num conjunto de procedimentos que utilizam simultaneamente detetores
cromatograficos e seres humanos como detetores na determinacao do poder odorante dos
compostos volateis. Esta técnica € baseada na avaliacdo sensorial do eluente de uma

coluna cromatogréfica, que apos a separacdo, permite avaliar a intensidade de cada
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composto separadamente (Villiére, et al., 2012; Plutowska & Wardencki, 2008). Em geral
é utilizada uma diviséo do eluente (fase mével vinda do cromatografo), sendo uma parte
direcionada para um espectrometro de massa, que permite identificar os compostos, e a

outra parte para um sistema olfatométrico, para medir a intensidade e duracdo do odor.

1.3.1 — Compostos volateis em aguardentes

S&o centenas os compostos volateis j& identificados em aguardentes obtidas a
partir de produtos de origem vegetal. As aguardentes sdo basicamente uma mistura de
agua e etanol (Tsakiris et al., 2014; Rodriguez Madrera et al., 2011; Rodrigues Madrera
& Valles, 2007), contendo uma pequena fracdo de outros compostos genericamente
designados por congeneres (Masino & Montevecchi, 2009; Esteban-Decloux et al., 2014;
Jelen et al., 2010). Alguns destes compostos tém origem na matérias-prima e Sao
designados por aromas primarios ou varietais. Os aromas varietais com maior poder
odorante sdo essencialmente 0s compostos terpénicos, sesquiterpénicos e norisoprenoides
(Cacho et al., 2013; Cacho et al., 2012; Luki¢ et al., 2012; Versini et al., 2012;
Herndndez-Gomez et al., 2005; Ledauphin et al., 2004). Os alcoois 2-feniletanol e 0 1-
hexanol também podem ter origem varietal (LOpez-Vazquez et al., 2010; Alonso
Gonzalez et al., 2010).

Durante a fermentacdo sdo fornados compostos aromaticos, tipicos deste
processo, e conhecidos por aromas secundarios. Os aromas secundarios sao
principalmente alcoois, ésteres, aldeidos e acidos de baixo peso molecular. O composto
1-hexanol, também pode ser considerado um aroma secundario, se tiver origem na
degradacdo enzimética de &cidos insaturados do tipo C18 por lipoxigenases. Desta
transformacdo enzimatica resultam aldeidos do tipo C6, que por sua vez podem ser
reduzidos pelas leveduras a alcoois com 0 mesmo namero de carbonos (Lépez-Vazquez
etal., 2010).

No processo de destilacio podem ainda formar-se compostos aromaticos
resultantes da transformacao térmica das pentoses, como por exemplo o furfural (Lopez-
Véazquez et al., 2012; Gonzalez et al., 2010; Apostolopoulou et al., 2005). As aguardentes
podem ainda conter compostos aromaticos formados durante o processo de maturacéo,
principalmente se esta for feita em barricas de madeira previamente sujeitas a tratamento
térmico. S&o os designados por aromas de maturacdo ou terciarios (Tsakiris et al., 2014,
Caldeira et al., 2008) .
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Excluindo o etanol, os compostos volateis mais abundantes das aguardentes
encontram-se em concentra¢fes da ordem de mg/L. A identificagdo destes compostos é
feita por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS). A
quantificacdo faz-se normalmente por cromatografia gasosa com detetor de ionizacédo de
chama (GC-FID), recorrendo a padrdes internos como 4-metil-2-pentanol. A
quantificacdo é feita por injecdo direta da aguardente (em natureza). Nestas condicOes
quantificam-se os alcoois metanol, 1-propanol, 2-metilo-1-propanol ou isobutanol,
isopentanois (2-metilo-1-butanol + 3-metilo-1-butanol), 1-butanol e 2-butanol, o acetato
de etilo e o acetaldeido (Rodriguez Madrera et al., 2013; Sampaio et al., 2013; Arrieta-
Garay et al., 2013; Versini et al., 2012; Gonzélez et al., 2011; Da Porto et al., 2010;
Gonzaélez et al., 2010; Ledauphin et al., 2010; Rodriguez Madrera et al., 2010; Versini et
al., 2009; Guell & Lopez 2008; Apostolopoulou et al., 2005; Hernandez-Gomez et al.,
2005; Schehl et al., 2005; Ledauphin et al., 2004; Da Porto et al., 2003; Da Porto, 2002).

A maior parte dos compostos volateis estdo presentes nas aguardentes em
concentracdes da ordem de ug/L. Os mais comuns sao o0 acetato de isoamilo, acetato de
hexilo, 1-hexanol, cis-3-hexeno-1-ol, feniletilalcool ou 2-feniletanol, benzaldeido,
furfural, B-damascenona, linalool, geraniol, a-terpineol, hexanoato de etilo, octanoato de
etilo, decanoato de etilo, dodecanoato de etilo, tetradecanoato de etilo, hexadecanoato de
etilo, linolenato de etilo, linoleato de etilo, &cido hexanodico, acido octanoico, cido
decandico. Outros compostos que possam ser encontrados sdo mais especificos de cada
aguardente. A aguardente de medronho, por exemplo, apresenta como compostos tipicos
os vitispiranos (Versini et al., 1995a).

Os compostos volateis das aguardentes sdo normalmente detetados pelo olfato
humano e estdo na origem do aroma. No entanto os limiares de percecdo sdo muito
diferentes, conferindo a cada composto um poder odorante também muito diferente
(Tabelas 1.1 a 1.4). Além disso o aroma da aguardente ndo é o somatério do efeito
individual dos seus componentes. A maioria dos estudos sobre limiares de percecéo de
compostos volateis sdo realizados com solugdes aquosas ou em solugbes com teores
alcoolicos de 10 a 12 % vol. de alcool. Ha, no entanto, alguns trabalhos publicados
utilizando solugGes com 35 % de alcool vol. (Pino et al., 2012) ou com 46 % vol. (Gao
etal., 2014), teor mais préximo do das aguardentes. Estes estudos indicam que os limiares
de percegdo dos &lcoois sdo bastante superiores ao da maioria dos outros compostos,
sugerindo que a contribuicdo dos alcoois para o0 aroma das aguardentes é relativamente
baixa (Tabela 1.1). O 3-metil-1-butanol, o &lcool superior mais abundante, apresenta um
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limiar de percegdo de 179 mg/L (38,9 g/hl a.p.), enquanto os esteres (Tabela 1.2) mais
aromaticos, como o hexanoato de etilo ou o octanoato de etilo, apresentam 0,055 mg/L
(0,012 g/hl a.p.) e 0,011 mg/L (0,0028 g/hl a.p.), respetivamente (Gao et al., 2014). Com
poder odorante muito superior surgem o0s norisoprenoides (Tabela 1.4), compostos
derivados da degradacdo dos carotendides (Mendes-Pinto, 2009), como a -
damascenona. Este composto apresenta um limiar de percecéo de 0,12 pg/L (2,6 x 107
g/hl a.p.) (Gao et al., 2014), isto é, cerca de 100 vezes inferior ao dos ésteres mais
aromaticos e 1,5 milhdes de vezes inferior ao do alcool superior mais abundante. Estes
resultados demonstram a complexidade aromatica das bebidas espirituosas e indicam
também que a quantificacdo dos compostos mais abundantes apresenta limitacOes

relativamente a avaliagdo do aroma de bebidas espirituosas.

Tabela 1.1 - Compostos volateis de aguardentes e licores — alcoois.

NUmero Nome Foérmula Limiar de percecéo
(g/hL a.p.)

1 Metanol CH3OH 4772
2 Etanol CH3 CH, OH 24900°
3 1-propanol CH3CH2CH20H 5932
4 Isobutanol (CH3)2CHCH0H 6,15°
5 1-butanol CH3(CH,).CH.0OH 0,59°¢
6 2-butanol CH3CH(OH)CH2CHj 0,71°
7 Isopentanol (CH3)2CHCH2CH,0OH 39°
8 1-Hexanol CH3(CH.)sOH 5,78
9 Cis-3-hexeno-1-0l  C;HsCH=CHCH,CHOH 0,4
10 Fenil etil alcool CeHsCH.CH>OH 6,28°

aMoreno et al., 2005; P Etanol em agua (349,994 mg/L), Pino et al., 2012; ¢ Gao et al., 2014; Guth et al.,
1997

A maturacdo em madeira também pode introduzir compostos volateis em baixas

concentracdes. Um exemplo € o furfural originado pela torra das madeiras.
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Tabela 1.2 - Compostos volateis de aguardentes e licores — ésteres.

Ndmero Nome Formula Limiar de percecao
(9/hL a.p.)

11 Acetato de etilo  CH3COOCH,CH3 7,087¢

12 Lactato de etilo  CH3CH(OH)COOCH,CHs 27826°

13 Buatanoato de CH3CH,CH>COOCH2CH3 17,72°¢
etilo

14 Acetato de CH2COOCH2CH2CH(CH3): 0,020°
isoamilo

15 Succinato  de  CaHsOCOCH2CH2COOC;Hs 142°
dietil

16 Acetato de CH3COO(CH3)sCHs3 -
hexilo

17 Hexanoato de CH3(CH2)4COOC,Hs 0,012°
etilo

18 Octanoato  de CH3(CH2)sCOOC:Hs 0,003¢
etilo

19  Acetato de CH3COOCH:CH,CsHs 0,198°
fenilo etilo

20 Decanoato  de  CH3(CH2)sCOOC,Hs 0,243°
etilo

21 Dodecanoato de CH3(CH2)10COOC;Hs -
etilo

22 Tetradecanoato  CH3(CH2)12COOC:Hs -
de etilo

23 Hexadecanoato ~ CH3(CH2)14COOC;Hs -
de etilo

24 Linolenato de CH3(CH.CH=CH)3(CH,);CO -
etilo OCHs

25 Linoleato de CHzs(CH2)3(CH2CH=CH)(C -

etilo

H2)7COOC:Hs

°Gao et al., 2014; *Ferreira et al., 2000
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Tabela 1.3 - Compostos volateis de aguardentes e licores - aldeidos e acidos.

NUmero Nome Formula Limiar de percecdo (g/hL a.p.)
26 Acetaldeido CH3CHO 78
27 Furfural OC4H3CHO 9,56°¢
28 Benzaldeido CsHsCHO 0,91°¢
29 Acido acético CH3COOH 34,78°
30  Acido butirico  CH3(CH,).COOH 0,072
31  Acido (CH3)2,CHCO.H 0,014
isobutirico

32 Acido (CH3)2CHCH,COOH 0,228°¢
isovalérico

33 Acido benzdico CsHsCOOH 0,714f

34 Acido CH3(CH2)sCOOH 0,548°¢
hexandico

35  Acido octandico CHs(CH2)sCOOH 0,0062

36 Acido CH3(CH2)sCOOH 0,0112
decandico

aMoreno et al., 2005; °Gao et al., 2014; ‘Campo et al., 2006

A vanilina, o eugenol e o guaiacol sdo outros compostos volateis, encontrados nas

bebidas alcodlicas, com origem na maturacdo em madeira. Se a madeira for de carvalho

as lactonas tipicas do carvalho, nomeadamente a cis e trans-p-metil-y-octalactona, podem

também estar presentes. Outros compostos aromaticos ainda relacionados com a madeira

sd0 o0 acido 4-hidroxi-3-metilbenzéico e o é&cido 3,5-dimetil-4-hidroxibenzoico
(Rodriguez Madrera et al., 2013; Zhang et al., 2013; Ledauphin et al., 2010; Zhao et al.,
2009, Caldeira et al., 2008) (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4 - Compostos volateis de aguardentes e licores - norisoprenoides, terpenos e
compostos da madeira.

Numero Nome Estrutura Limiar de percecéo
(9/hL a.p.)
37 B-damascenona o 0,00003¢
&A
38 B-ionona Q 0,00006°
é?)‘\
39 Vitispirano -
o}
40 Limoneno > < > 0,034
41  a pineno 5!
42 Mirtenol 14!
OH
43 a-terpineol > < > 0,179°
OH
44 Linalool OH 0,018¢
W
45 Eucaliptol >@7 0,00078"
46 B-Cariofileno P 0,064/
47 Guaiacol HO@ 0,0095°¢
—0
48 Vanilina 0,0001°
0
—0
49 B metil- - 0,658f
octalactona o 0
50 Eugenol HO 0,0000042

|
o

aMoreno et al., 2005 °Gao et al., 2014 ®Ferreira et al., 2000 ‘Campo et al., 2006: (mg/kg em agua) 'Seideneck
& Schieberle, 2011 (mg/kg em agua ) ICui et al., 2010; "Herve et al., 2003.
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O acido acético € o &cido volatil mais abundante. A sua determinacdo é feita pelo
doseamento da acidez volatil, que exige uma destilacdo seguida de titulagdo. Uma vez
que a acidez das aguardentes provém essencialmente deste acido, a determinacdo da
acidez total faz-se normalmente por titulacdo sem destilacdo. Este é também o
procedimento exigido pela Legislacdo Portuguesa para a aguardente de medronho
(Decreto-Lei 283 de 26 de Setembro de 2000). Outros acidos volateis incluem os acidos
hexanoico, octandico, decandico (Wang et al., 2015; Sampaio et al., 2013; Da Porto et
al., 2011; Ledauphin et al., 2006), butirico, isobutirico, isovalérico, dodecandico
(Soufleros et al., 2005), benzoico (Camara et al., 2007), lactico e succinico (Rodriguez
Madrera et al., 2010).

1.3.2 — Compostos volateis em licores

Quando os licores sdo preparados com alcool retificado, os volateis tém apenas
origem na matriz vegetal utilizada na maceracdo. Caso sejam preparados com
aguardentes, além dos da matriz vegetal, possuem ainda os provenientes da aguardente
utilizada (Galego et al., 2013; Galego et al., 2011). Os volateis de licores de citrinos e de
bagas de murta tém sido objeto de estudos bastante detalhados. Os compostos
predominantes sdo 0s terpenos o-pineno, limoneno, 1,8-cineol e eucaliptol, e, em
menores quantidades, os sesquiterpenos cariofileno e B-bisaboleno (Schipilliti et al.,
2013; Galego et al., 2011; Crupi et al., 2007; Tuberoso et al., 2010; Andrea et al., 2003).
Os licores de murta apresentam ainda ésteres etilicos de &cidos gordos, nomeadamente
palmitato de etilo, linoleato de etilo, linolenato de etilo e estearato de etilo.

A analise dos compostos volateis dos licores ndo pode ser feita por injecdo direta
devido a presenca de varios compostos ndo volateis, nomeadamente de acglcares e
polifendis. A analise dos compostos volateis dos licores faz-se apds extracdo
liquido/liquido ou por anélise do espaco de cabeca (HS) do licor utilizando fibras, SPME,
(HS-GC ou HS-SPME-GC), com detecdo por FID ou MS. A extracdo liquido/liquido tem
sido feita com misturas 1:1 de éter dietilico/hexano (Tuberoso et al., 2006) ou apenas com
hexano (Andrea et al., 2003). A extracdo com fibras (SPME) é feita por insercdo deste
material no espago de cabeca de um vial fechado e contendo um volume fixo de amostra
(Schipilliti et al., 2013; Galego et al., 2013; Galego et al., 2011; Crupi et al., 2007).
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1.3.3 - Identificacdo de compostos volateis

A técnica utilizada na identificacdo dos compostos volateis ¢ a cromatografia gasosa
acoplada a espetrometria de massa (GC-MS). Esta técnica alia a alta seletividade e
eficiéncia da separagcdo cromatografica com colunas capilares com a informacao da
distribui¢do das massas dos fragmentos de uma dada molécula, produzida por impacto
eletronico (EI), o espetro de massa.

Os analitos sao vaporizados no injetor, separados na coluna cromatografica e chegam
ao detetor onde sdo fragmentados/ionizados no vacuo. O processo de ionizagdo
normalmente utilizado € o impacto eletrénico, com energia de ionizagao padrao de 70 eV.

As moléculas do analito recebem a energia da colisdo ¢ podem perder um eletrao, dando

origem a um radical-catido molecular (M'+). O 130 molecular produzido fica normalmente

com excesso de energia e sofre uma série de processos de fragmentagdo na fase gasosa
dando origem a varios fragmentos carregados e ndo carregados. Os fragmentos
carregados sdo acelerados através de um conjunto de lentes que precedem o separador
magnético onde sdo selecionados os ides positivos com uma dada razdo massa/carga
(m/z). Apos a separagao, os ides, entram no detetor onde ¢ feita a amplificacao por forma

a gerar um sinal proporcional ao niamero de ides detetados (Figura 1.11).

1 3

Figura 1.11 - Representacdo esquematica de um espectrometro de massa (1 — Camara de
ionizacdo; 2 — Valvula de saida de vacuo; 3 — Separador magnético; 4 — Detetor) -
http://www.kimica.pro.br/4-material-suporte.htm (30/12/2014).

Os fragmentos gerados sdo caracteristicos de cada analito, sendo o fragmento mais
intenso designado por ido pico base ou simplesmente pico base, correspondendo 100 %
de abundancia relativa (Dickschat, 2014). A massa e a intensidade relativa dos fragmentos
dependem da estrutura da molécula e podem ser apresentados sob a forma de tabela ou

graficamente conforme figura (1.12) relativa ao metanol.

33



00

Ioes m/z ] Pico base o
CH;0H* | 32 (iao 80 molecula
molecular) s ]
HaC=OH" | 31 (pico base) 3 %07
o
HC=0" |29 $ 4.
T g 4
HsC 15 a : isétopo
20 -
10 e b I AN S S
0.0 10 20 30 40

m/z
Figura 1.12- Tabela de ides tipicos e espetro de massa do metanol - adaptado de

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=67-56-1 (30/12/2014).

Por se tratar de produtos naturais a abundancia isotdpica encontra-se refletida no
espetro de massa. Para o caso do carbono 13 (C') ha 1,08 %, por exemplo (Rouessac &
Rouessac, 2000).

Sendo a mesma energia de ionizagdo utilizada na maior parte dos equipamentos,
estao disponiveis bibliotecas de espetros que permitem a elucidagdo e/ou identificagdo da
estrutura de muitos compostos, razdo pela qual se tornou a técnica de espetrometria de
massa mais usada (Levsen et al., 2007; Gabelica & De Pauw, 2005). Esta técnica esta
limitada a compostos que vaporizam e sdo estdveis na fase gasosa e a baixa pressao (~
10 Pa). A outra limitacdo é a energia interna que a molécula recebe por impacto
eletronico, que pode, para alguns compostos, originar fragmentagao extensa e a auséncia
do 130 molecular, informagao importante. Esta técnica pode aplicar-se a moléculas de
baixo a médio peso molecular (~ 500 Da) e com baixa a média polaridade (Cappiello et
al.,2011; Flamini & Traldi, 2010).

A ionizacdo quimica (CI) ¢ uma técnica alternativa, ndo usada neste trabalho, e que
constitui um processo de ionizagao para compostos volateis onde as moléculas do analito
sdo ionizadas indiretamente por reagdo com um gas reagente (metano, isobutano ou
amonia) a pressdes da ordem de 107 Pa. E uma técnica mais suave que o EI e por isso
origina menos fragmentos e maior abundéancia de ides moleculares (Kind & Fiehn 2010;
Flamini & Traldi, 2010).

A interpretacdo dos espetros de massa baseia-se no conhecimento do valor de m/z

do 130 molecular, no valor de m/z do pico base, na distribuicdo isotopica, nas ligacdes
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passiveis de fragmentacao e/ou nos processos de fragmentacdo ou rearranjos esperados
(Gross, 2004).

Os alcoois superiores sdo os maiores subprodutos das fermentagdes alcoolicas
(Sampaio et al., 2013; Gonzélez et al., 2011; Hernandez-Goémez et al., 2003) e os seus
espetros de massa apresentam, em muitos casos , 0 ido com m/z 31, comum ao metanol
(Jelén et al., 2010) e também ao 1-propanol (Figura 1.13). O pico base forma-se por

clivagem da ligagdo ao carbono que contém o grupo hidroxilo (Figura 1.14).

100
TV T
507 H—C+C+C—o0OH
40 | |
: H|H|H
207 _ 12+3=1
0.0 Frrieer e frerrrer 12+12+5=29
10 20 30 40 50 60 70 € tilc+o= > 12+16+3=31

m/z

Figura 1.13 -. Espetro de massa do 1-propanol Figura 1.14 - Estrutura molecular e
http://webbook.nist.gov/cgi/chook.cqi?ID=67 fragmentos provaveis do 1- propanol

-56-1 (30/12/2014). por impacto eletrénico.

Uma andlise equivalente para os ésteres etilicos, compostos caracteristicos das
aguardentes, revela varios fragmentos possiveis (Figura 1.15) mas a presenca de um sinal
am/z 88, o pico base que caracteriza este grupo de compostos (Cheng, et al., 2014; Jelén

et al., 2010; Nobrega, 2003), ndo se forma por simples clivagem.

115 71

3 —

0
T
99 57

(8x12)+ (16 x 1) + (2 x 16) = 144

-

Figura 1.15 - Possiveis fragmentos da molécula de hexanoato de etilo por impacto
eletronico.

O pico base dos ésteres pode ser explicado pelo rearranjo de McLafterty (Figura

1.16). Estes compostos apresentam uma dupla ligacdo e um 4atomo de hidrogénio em
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posigdo y relativamente ao grupo carbonilo (Figura 1.17), as condigdes necessarias para

ocorrer o referido rearranjo (YunFeng & Yuanliang, 2014; Jelén et al., 2010).

Y
Ha

H c
o &7 ew
«
H3C’C\O C/CH2
H, B

(0

Figura 1.16 — Molécula de hexanoato de etilo com indicacdo dos carbonos o, B € y
relativamente ao grupo carbonilo.
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Figura 1.17 - Rearranjo de McLafferty para a molécula de hexanoato de etilo.

Os aromas varietais mais vulgares nas aguardentes e nos licores s3o normalmente
os monoterpenos (CioH1s) € 0s sesquiterpenos (CisH24) (Arrieta-Garay, et al., 2013;
Biernacka & Wardencki, 2012; Cacho et al., 2013; Rodriguez Madrera, et al., 2013;
Schipilliti et al., 2013; Vazquez-Arauljo et al., 2013; Cacho et al., 2012; Lopez-Vazquez
et al., 2012; Pino et al., 2012; Versini et al., 2012; Galego et al., 2011). Muitos
monoterpenos sdo isdmeros geométricos, de posicao ou Gticos e apresentam fragmentos
semelhantes (Borsdorf et al., 2005). Mesmo recorrendo a intensidade relativa dos picos
subsistem muitas davidas na sua identificacdo, sobretudo quando ndo h& amostras
auténticas disponiveis. O pico base de grande parte dos monoterpenos ocorre a m/z = 93.
O limoneno é uma excecao, pois a sua molécula, embora apresente fragmentos tipicos
dos outros monoterpenos, tem como pico base m/z = 68 (Figura 1.17). Neste caso € a
reacdo de retro Diels-Alder (Castilho, et al., 2008; Harri et al., 1979) que explica as
diferencas (Figura 1.18).
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Figura 1.18 - Limoneno com indicagdo dos principais fragmentos e respetivo espetro de
massa - (http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=67-56-1 - 30/12/2014).

m/z 68

m/z 136

Figura 1.19 - Limoneno com indicacdo de fragmentos e da reacdo de retro Diels-Alder.

1.4 - Compostos fenolicos nos alimentos

Nas uGltimas duas décadas os compostos fendlicos ganharam particular
importancia, apos a observacdo de que as populacdes consumidoras de alimentos com
teores mais elevados destes compostos apresentavam menor risco de contrair algumas
doengas, nomeadamente coronarias e cancerigenas (McKay et al., 2015, Khan et al.,
2014; Mohamed, 2014). A exploragdo desta constatacdo levou a que o estudo destes
compostos se generalizasse as mais diversas areas das ciéncias bioldgicas, quimicas e
bioquimicas, farmacéuticas, alimentares e agrarias. O tema €é por isso muito vasto. E feita
uma breve abordagem dos compostos polifendlicos mais frequentes nos alimentos, com

particular énfase sobre 0os compostos da roma.
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1.4.1 - Acidos fendlicos

Os é&cidos fendlicos mais vulgares nos frutos e vegetais sdo o0s acidos
hidroxibenzoicos e os acidos hidroxicindmicos. Na forma livre os &cidos fenolicos
encontram-se em concentracGes muito baixas. Em mirtilos, Ayaz e colaboradores (2005)
verificaram que o teor de &cidos fenolicos livres é 6,2 % do total de cidos fendlicos
(livres, glicosados, com ligacdo a ésters ou a outros compostos fendlicos). Estes acidos
podem representar até um terco da dieta em compostos fenolicos (Robbins, 2003).

As estruturas dos acidos fenolicos mais vulgares em alimentos estao representadas
na figura 1.19 (Ignat et al., 2011; Huber & Rupasinghe, 2009; Natell et al., 1999).

R, Ry = R, = H Acido4-
HO hidroxibenzdico
R1=OH R, = H Acido
R OH protocatecuico
2 _ ]
o R4=0CH3 Ry = H Acido
vanilico
Ry = Ry, = OCHj3 Acido
siringico
R Ry = R, © H Acido p-
HO 1 cumarico
Ry1=OH R, = H Acido cafeico
R = OH
2 o R4=0CH3 Ry = H Acido ferulico

Ry = Ry, = OCHj3 Acido sinapico

Figura 1.20 - Acidos mais frequentes em matrizes de origem vegetal.

A ligacdo dupla externa ao anel nos acidos hidroxicindmicos faz aumentar a
ressonancia e por isso permite uma maior estabilizacdo radicalar, conferindo a estes
compostos um poder antioxidante superior ao dos acidos hidroxibenzdicos (Natella et al.,
1999). Os 4&cidos hidroxicindmicos encontram-se universalmente distribuidos nos
produtos de origem vegetal enquanto os acidos hidroxibenzoicos séo caracteristicos de
algumas familias como as Cucurbitaceas (Kubola & Siriamornpun, 2011), as Punicaceas

(Fischer et al., 2011) e as Lameaceas (Hossain, et al., 2010).
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1.4.2 - Flavonéides

Os flavonoides foram descobertos em 1930 por Szent-Gyoérgy, que extraiu um
composto que designou por citrina (posteriormente verificou-se ser uma mistura de
flavonas, hesperidina e eriodictiol glicésidos (Scarborough, 1945)) da casca do liméo e
observou que este extrato tinha a capacidade de regular a permeabilidade dos vasos
capilares em humanos. Foi designado por vitamina P, tendo-se verificando mais tarde

também nao se tratar de uma vitamina (Tapas et al., 2008).

1.4.2.1 - Principais estruturas

Os flavondides constituem a maior classe de compostos fenolicos das matrizes
vegetais. Os flavondides ndo glicosados apresentam peso molecular relativamente baixo,
270 a 402 Da, (Lin & Harnly, 2007) e sdo formados por dois anéis benzenicos ligados
por uma ponte de trés &tomos de carbono, 2, 3 e 4, de acordo com figura 1.21 (Xia et al.,
2010; Nassiri-Asi & Hosseinzadeh, 2009).

Os atomos de carbono nos aneéis C e A sdao numerados de 2 a 8 e os do anel B de
2’ a 6’. As diferentes subclasses de flavonodides apresentam diferencas no Anel C.
Substitui¢des nos diferentes carbonos dos anéis A e C dao origem a diferentes flavonéides
da mesma subclasse (Tabela 1.5) (Ignat et al., 2011; Brown et al., 2009; Terrier et al.,
2009; Viskupicova et al., 2008). A importancia desta classe de polifendis é de tal ordem
gue muitos autores consideram os compostos fendlicos divididos em compostos
flavondides e compostos ndo flavonoides (Crozier et al., 2009; Cheynier, 2005). Pelas
suas propriedades potencialmente benéficas para a salde os compostos flavondides tém
igualmente sido sujeitos a varios estudos de toxicidade, que se tém revelado baixa (Tapas
et al., 2008).

Figura 1.21 - Estrutura base dos flavondides.
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Tabela 1.5 - Subclasses dos flavonoides mais vulgares nos alimentos.

Subclasse Estrutura geral Grupos substituintes Nome
R:=0OH; R>=H Cianidina
o 1" o Ri=Re=H Pelargonidina
Antocianidings O O ‘ r, Ri=Re=OH Delfinidina
Z~ou R1 = OCHjs; R. = OH Petunidina

OH R; = OCHs; R, = H Peonidina

R; = OCHs; R, = OCHs Malvidina

R;=R;=H Canferol
Flavondis Ri=0OH;R2=H Quercetina

R;=0OHeR,=0H Miricetina

R; =0OCHj3; R, = OH Isoramnetina

Ri=R;=H Apigenina
Flavonas Ri;=0OH; R;=H Luteolina

R1=R2=0CHs; Tricina

R;i=H; R, =0H Naringina
Flavanonas Ri1=OH; R, = OCHjs Hesperidina

R;=0OH; R, =0OH Eriodictiol

Ri=H;R;,=0OHeR3;=H  Catequina

R1=0OH;R;=0H; R3=H  Galocatequina
Flavanbis

Ri=H;R;=HeR3;=0H  Epicatequina

R1=0OH;R;=H; Rs=0OH Epigalocatequina

R;=R,=0OH Genisteina
Isoflavonas

R;=0OH; R,=H Daidzeina

Os flavondides estdo presentes nas matrizes vegetais na forma de glicosidos, isto
é, estruturas compostas pelo flavonoide e um glicido, normalmente mono ou dissacarideo
como a glicose, ramnose, galactose, arabinose, xilose ou apiose. Na figura 1.22 esta
representada a estrutura molecular da quercitrina e da rutina, glicésidos da quercetina.

Esses glicosidos formam-se principalmente por ligagdo de residuos de D-glicose na
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posicdo 3 e mais raramente na posi¢cdo 7 dos flavonoides. A catequina e epicatequina sao
excegBes pois podem ser encontradas na forma monomérica, dimérica, trimérica,
oligomérica ou polimérica (mais de 6 unidades monoméricas) (Haslam, 2007) sem
ligacdo a glicosidos. Os compostos formados pela unido de monémeros designam-se por
proantocianidinas. As proantocianinas ou taninos condensados sdo 0s responsaveis pela
adstringéncia de varios frutos ou alimentos derivados de frutos (Ignat et al., 2011;
D’Achivo et al., 2007; Erdman et al., 2005). As proantocianinas dividem-se ainda em
dois grupos: as procianinas derivadas de catequina e epicatequina e as prodelfininas,
derivadas das galocatequinas e epigalocatequinas (Tabela 1.5). Os nomes procianidina e
prodelfinidina estdo ligados ao facto destes compostos originarem respetivamente
cianidina e delfinidina por hidrélise acida.

Quercitrina Rutina HO

Figura 1.22 - Glicosidos da quercetina.

1.4.2.2 - Antocianinas

S30 a subclasse de flavonodides mais estudada. Entre 1998 e 2000 foram
encontradas 50 novas antocianinas (Harborne & Williams, 2001), mas todas baseadas nos
seis croméforos de antocianidinas mais comuns: pelargonidina, peonidina, cianidina,
malvidina, petunidina e delfinidina. As ligagdes conjugadas da estrutura das
antocianidinas origina absorcao de radiacdo na regido visivel do espetro electromagnético
(entre 510-540 nm), constituindo a base da cor vermelha, azul e parpura de frutos e
vegetais como uvas, mirtilos, morangos, framboesas, amoras, groselhas, cerejas, romas,
ameixas, beringelas e batatas-doces. Estes flavonoides também apresentam absorvancia
significativa entre 270 e 280 nm (Zafra-Stone et al., 2007). Todas as antocianinas
mencionadas fazem parte da dieta diaria e a indUstria usa-os para produzir sumos, bebidas
refrescantes, bebidas alcodlicas, geleias, gelatinas, entre outros produtos alimentares
(D’Archivio et al, 2007; Naczk & Shahidi, 2006). Os glicosidos das trés antocianidinas
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ndo metiladas (cianidina, delfinidina e pelargonidina) sdo os mais abundantes na natureza.
Na parte edivel das plantas 50 % das antocianinas séo cianidinas e 12 % séo pelargondina,
peonidina e delfinidina. A petunidina e a malvidina tém uma distribuicdo de 7 % cada na
natureza, relativamente ao total de antocianinas (Kong et al., 2003).

A carga positiva das antocianinas faz com que estes flavondides sejam bons
doadores de hidrogénio, sendo por isso antioxidantes mais potentes que outros
flavondides (Kong et al., 2003). Em &gua, a pH entre 1 e 3, o catido flavilio € a espécie
dominante, sendo responsavel pela cor vermelha. A medida que o pH vai aumentando o
ido flavilio forma as bases quinoides de cor violeta e o hemiacetal, incolor (Figura 1.23).
A pH superior a 9 as bases quindides ionizam formando um composto de cor azul-escuro.
A pH 12-13 o hemiacetal origina as chalconas que tém cor amarela (Malien-Aubert et al.,
2001). A trans-chalcona pode formar-se a partir da cis-chalcona por fotoisomerizagédo
(Pina et al, 2012).

inoi i I -
Bases quinoides, violeta Bases ionizadas, azul escuro O

lonizagao
_Ht

+H*

Q Trsnferéncia
R

de protao
\ﬁ
|
O/
oo L]
= O/

OH

Hidratagao

-H,0 “ +H,0

-Ht+ O/

OH
H Hemiacetal, incolor
HO o) Q O -
(0]
Tautomerizag:éo/’ O _ o
R

- OH

+HF

o Isomerizagio OH o

cis-chalcona, amarelo palido trans-chalcona, amarelo palido

Figura 1.23 - Transformagdo do catido flavilio em solugdo aquosa. Foi utilizada a
estrutura da malvidina como exemplo. Esquema baseado nas referéncias (Pina et al, 2012;
Malien-Aubert et al., 2001; Pina, 2000).
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A estabilizacdo das antocianinas tem sido objeto de muitos estudos no sentido da
sua utilizagdo como corantes naturais para alimentos ou para produtos farmacéuticos
(Douglall & Baker, 2008). A interagdo com outros pigmentos, processo conhecido por
co-pigmentacéo, € um fator de estabilizacdo, nomeadamente em vinhos (Schwarz et al.,
2005; Salas et al., 2004; Eiro & Heinonen, 2002). Este processo esta também presente em
condicBes naturais como por exemplo nos vacuolos das plantas, onde o pH € 7 e a cor
intensa azul ou vermelha € atribuida a formacdo de complexos entre as antocianinas e
outros flavonoides, fenois ou ides metalicos como AP ou Mg?* (Douglas et al., 1994).
Os outros pigmentos que formam ligagcdes ndo covalentes com as antocianinas podem
contribuir para estabilizar a sua cor, nomeadamente em meios insuficientemente acidos
(Davies & Mazza, 1993). Esta associacao protege da hidrdlise ficando assim reduzida a
perda de cor. Dependendo da origem e dos co-pigmentos, a interacdo desloca a absorcao
para maiores comprimentos de onda (efeito batocromico) e faz aumentar a intensidade de
absorcdo (efeito hipercromico) (Gonzélves-Manzano et al., 2008; Macz-Pop, et. al.,
2006).

1.4.2.3 - Outros flavondides

Os flavonois sdo os compostos fendlicos mais universalmente distribuidos nos
alimentos, sendo a quercetina a mais representativa, na forma O-glicosada na posicao 3
(D’Achivio et al., 2007; Escarpa & Gonzales, 2001a). Estes flavondides podem ser
encontrados nas cebolas (mais de 1,2 g/kg de produto fresco), no alho-porro e nos
brocolos. O cha e o vinho tinto também contém teores superiores a 45 e 30 mg/L
respetivamente. A formacdo destes compostos é estimulada pela luz e, portanto, para a
mesma espécie, varia com a localizacdo geografica, a exposicdo ao sol, e a estacdo do ano
(D’Archivio et al, 2007).

As flavanonas estao presentes em concentragdes apreciaveis nos citrinos. Kelebek
e colaboradores (2008) encontraram valores medios de flavanonas em sumo de laranja de
181 mg/L para a variedade Moro e de 151 mg/L para a variedade Sanguinello. Também
no sumo de laranja foram determinadas concentragdes entre 200 e 600 ng/L de
hesperidina. A laranja completa apresenta, no entanto, 5 vezes mais flavanonas do que o
sumo porque o albedo (parte branca) e as membranas de separagdo dos gomos tém teores
elevados em flavanonas (6024 ng/g de massa seca de hesperidina em laranjas da cultivar

Scalbert Valencia) (Goulas & Manganaris, 2012). As principais agliconas (estruturas sem
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glicido) sdo a hesperidina e a naringenina (Crozier et al., 2009; Erdman et al, 2005). S&o
moléculas ndo planares com um centro quiral em Cz. A flavanona mais comum é a
hesperidina-7-O-rutinésido (Figura 1.24) (Crozier et al., 2009). As flavanonas

encontram-se também no tomate e na aveia (Lee et al., 2013).

Figura 1.24 - Estrutura molecular da hesperidina-7-O-rutinésido.

As catequinas sao os flavanois mais vulgares (Crozier et al., 2009). Encontram-se
nos alperces (250 mg/kg de fruta fresca), nas cerejas (250 mg/kg), no cha verde (mais de
800 mg/L), no chocolate (600 mg/L) e no vinho (300 mg/L) (D’Archovio et al., 2007).
As proantocianidinas sdo mais dificeis de quantificar porque podem apresentar diferentes
graus de polimerizacdo. Na cidra, por exemplo, estdo presentes polimeros de 4 e até de
11 mondémeros (Guyot et al., 2001).

As chalconas possuem coloragdo amarela e ndo apresentam o anel C (Figura 1.21).
Tém atividade bioldgica (Dornas et al., 2007) e podem resultar da variacdo de pH das
antocianidinas, de acordo com o descrito para o catido flavilio (Figura 1.23).

As auronas podem ser definidas como cetonas a-f3 insaturadas. Estes compostos
apresentam atividade biolégica (Dornas et al., 2007). Sdo dos flavonoides menos

reportados em alimentos.

1.4.3 -Taninos

Estes polifendis apresentam massas moleculares que variam entre 0,5 e 3 kDa
(Bhardway et. al., 2003). Apresentam diversos efeitos biologicos. Sdo potentes
sequestradores de metais, agentes de precipitacdo de proteinas e antioxidantes. A
diversidade de estruturas associada a grande variedade de matrizes biologicas onde séo
possiveis de se encontrar torna dificil desenvolver um modelo que preveja o seu efeito
(Ignat et al., 2011). Sdo quimicamente muito reativos, formam pontes de hidrogénio intra
e intermoleculares. Uma mole de taninos pode ligar-se a doze moles de proteinas

(Monteiro et al., 2005). A designacao tanino refere-se a capacidade que estes compostos
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tém de interagir, reagir ou precipitar proteinas. Os taninos podem ser agrupados em quatro
classes: hidrolisaveis, condensados (mais vulgares nos alimentos), florotaninos
(encontrados nas algas marinhas castanhas), e o0s taninos complexos que formam
estruturas que contém elementos de diferentes grupos de taninos e outras macromoléculas
(Serrano et al., 2009).

1.4.3.1 - Principais estruturas

Os taninos hidrolisaveis libertam taninos elagicos ou taninos galhicos por
hidrolise acida, basica ou enzimatica. O centro de uma molécula de tanino hidrolisavel é
normalmente constituido por um acucar (geralmente D-glicose) ou um poliol, e um
namero variavel de moléculas de &cidos fenolicos, nomeadamente de &cido galhico
(Figura 1.25), de &cido hexa-hidroxidifénico (HHDP) (Figura 1.26) e seus derivados,
como o acido desidro-hexa-hidroxidifénico (DHHDP) (Figura 1.27). Os taninos que estdo
ligados com &cido galhico por ligagdes éster formam galhotaninos, como por exemplo a
pentagaloilglicose (Figura 1.29). Os derivados dos &cidos hexa-hidroxidifénicos e
desidro-hexa-hidroxidifénicos originam os taninos elagicos ou elagitaninos (Figuras 1.29
e 1.30) porque o acido hexa-hidroxidifénico lactoniza de forma espontanea em solugédo

aquosa, originando &cido elagico (Figura 1.29) (Silva, 2010, Khanbabaee & Ree, 2001).

O<_OH OH

HO O
OH HO COOH
OH HOOC OH
g OH

Figura 1.25 - Estrutura do &cido galhico. OH

HO

Figura 1.26 - Estrutura do &cido hexa-
hidroxidifénico (HHDP).
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Figura 1.27 - Estrutura do &cido desidro- Figura 1.28 - Estrutura do &cido elagico.

hexa-hidroxidifénico (DHHDP).

Ho oH HO  on _ o
Figura 1.30 - Estrutura da punicalina.

Figura 1.29 - Estrutura do tanino
pentagaloilglicose.

Figura 1.31 - Estrutura da punicalagina.
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As proantocianinas sdo taninos condensados e classificam-se de acordo com as
ligacGes entre as unidades monoméricas. Se as ligagdes entre estas unidades ocorrerem
entre os carbonos Cs-Cs 0u C4—Cg designam-se por proantocianinas tipo B, enquanto que
se forem entre C>-O-C7 ou Cz-O-Cs, além das Cs-Ce ou Cs-Cg designam-se por
proantocianinas tipo A, (Figura 1.32). As proantocianinas do tipo A sdo menos frequentes

nos alimentos e por isso menos estudadas (Cheynier, 2005).

. = !
HO HO
or e

Proantocianina do tipo A

l
OH

Proantocianina do tipo B

Figura 1.32 - Proantocianinas Tipo B e Tipo A.

A semelhanca da classificagdo mencionada para as proantocianinas diméricas em
tipo A e tipo B, e dependendo da ligacdo das unidades flavandlicas, as proantocianinas
triméricas também podem ser classificadas de acordo com as suas ligagdes. Se a estrutura
possui ligacdes Cs-Cs ou C4—Cg designa-se por proantocianinas tipo C, (Figura 1.33); se
as ligagOes se efetuarem entre C2-O-C7 ou C2-O-Cs, além das C4-Ce ou C4-Cs, designa-se
por proantocianinas tipo D.
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Figura 1.33 - Proantocianina trimérica do tipo C.

Oligémeros e polimeros de proantocianinas podem resultar da condensacdo de
varias unidades de flavandides com ligacGes em geral do tipo C4-Cs ou Cs—Cs, cOMO

mostra o exemplo representado pela figura 1.34.

Figura 1.34 - Proantocianina com estrutura oligomérica.

Os taninos condensados de grandes dimensdes apresentam menor solubilidade em
agua (Escarpa & Gongalvez, 2001a). Nas uvas 0s taninos mais comuns sdo as
procianidinas (Sun et al., 2001), o mesmo acontecendo na maioria das outras frutas (Ignat
et al., 2011). Ainda nas uvas os flavanois mais abundantes sdo as catequinas e as

epicatequinas (flavan-3-ols) (Antoniolli et al., 2015).
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1.4.3.2 - Distribuicdo de taninos nos alimentos

Os taninos condensados e as proantocianinas, encontram-se principalmente nas
peliculas dos frutos e na cobertura das sementes. Alguns legumes, nozes e cereais também
0s apresentam, mas em menores quantidades (Serrano et al., 2009). Os taninos
hidrolisdveis podem encontra-se na forma de galhotaninos e de elagitaninos. Os
galhotaninos estdo presentes principalmente na parte lenhosa e herbécea das plantas
dicotileddneas. Os elagitaninos encontram-se em muitos frutos, particularmente nas
peliculas das bagas e nos derivados feitos com esses frutos como compotas, sumos ou
geleias. As nozes, améndoas, amendoins, castanha de caju, roma (fruto e sumo), macéas
vermelhas, peras verdes ou castanhas, uvas brancas ou pretas, vinhos envelhecidos em
madeira de carvalho, kiwis ou ameixas azuis sdo igualmente fontes de elagitaninos
(Serrano et al., 2009).

1.4.4 - Estilbenos

Os estilbenos sdo uma subclasse de compostos fendlicos ndo flavonoides
presentes nas uvas (0,41 + 0,29 mg/kg) e consequentemente nos vinhos (0,10 £ 0,08
mg/L) (Gémez-Alonso et al., 2007). Formam-se como resposta ao stress, nomeadamente
por ataques microbianos e por radiacdo UV (Gresele et al., 2011; Buiarelli et al., 2007).
Devido ao seu potencial antioxidante, anti-carcinogénico e anti-mutagénico, tém um
importante papel para a satde (Buiarelli et al., 2007; Guebailia et al., 2006). O estilbeno

mais estudado € o resveratrol (Figura 1.35).

OH
o e

OH

HO\
L QO

A B OH

Figura 1.35 - Trans-resveratrol (A) e cis-resveratrol (B).

O resveratrol foi classificado inicialmente como uma fitoalexina, isto €, um

composto toxico produzido pelas plantas, em resposta a infecdes ou outros fatores de
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stress como privacdo de nutrientes (Gresele, et al., 2011). O resveratrol também se
encontra na forma polimérica como por exemplo o viniferin. Na tabela 1.6 estdo
representados outros estilbenos reportados em matrizes vegetais (Jerkovic et al., 2010;
Guebailia et al., 2006).

Tabela 1.6 - Estruturas de estilbenos.

Estrutura geral Grupos substituintes Nome
R3 R4 R5 R’3 R4 R’5
Ry H H H OH H OH Pinosilvina
Ry OH H OH OH OH H Piceatanol
Rs O X O Ry  OCHs H OCHs H OH H Trans pterostilbeno
Ry OH H OH H OCHs; OH Rapontienina
Rs OH H OH OC OH H Isorapontienina
Hs
Glicosido H OH H OH H Trans-piceida
Glicosido H OH OH OH H Astringina

As principais fontes de estilbenos sdo as uvas (cis e trans-resveratrol, trans-
pterostilbeno; rapontienina, trans-piceide) mas também se encontram no ruibarbo
(rapontienina, trans-piceide) e algumas espécies de pinheiros (Pinus strobus —
Pinosilvina; Picea abies — Piceatanol e Astringina).

1.4.5 - Polifendis e o poder antioxidante

Compostos fendlicos sdo compostos contendo o fenol como estrutura base. Sao
por isso aromaticos, possuindo pelo menos um anel benzénico ligado a um ou mais grupos
hidroxilo (Robbins, 2003; Bravo, 1998). A ligacdo de fendis simples (Cs) forma os
polifendis, que constituem um grupo estruturalmente muito diversificado e onde se
incluem &cidos fendlicos (derivados do acido benzoico (Ce-C1) € do acido cindmico (Ce-
Cz)), cumarinas, isocumarinas e cromonas (Ce-C3), naftoquinonas (Ce-C>), benzofenonas,
xantonas (Ce-C1-Cs), estilbenos, antraquinonas (Ce-C2-Ce), flavonoides (flavanonas,
flavonois, antocianidinas, chalconas, flavandis, auronas, flavonas e isoflavonas) (Ce-Cs-
Cs), lenhinas (Ce-Ca)n, lignanas (Cs-Cs-Cs-Cs)), biflavondides, biflavanas (Cs-Cs-Ce)2,

taninos condensados ou proantocianinas (Ce-C3-Ce)n € taninos hidrolisaveis (Cs-Ci)n
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(Garcia-Salas, et al. 2010; Naczk & Shahidi, 2006; Naczk & Shahidi, 2004; Hollman,
2001).

Segundo Leopoldini e colaboradores (2011) os polifendis podem ser considerados
antioxidantes primarios e nestas condi¢cbes podem desativar os radicais livres
principalmente por 3 mecanismos. Num primeiro mecanismo essa inativacao é feita
transferindo um &tomo de hidrogénio do polifenol (antioxidante) para o radical ocorrendo
uma rotura homolitica da ligacdo O-H, figura (1.35). Um segundo mecanismo consiste
apenas na transferéncia de um eletrdo do composto fenolico para o radical livre. O terceiro
mecanismo antioxidante dos polifenois esta relacionado com a sua capacidade de

sequestrar ides dos metais de transicdo, formando complexos estaveis.
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Figura 1.36 - Mecanismos de actividade antioxidante dos polifendis (Leopoldini et al.,
2011).

Essa capacidade depende do nimero de grupos hidroxilo e da conjugacdo nos
diferentes compostos, propriedades que contribuem para que possam funcionar como
sequestradores de radicais livres, quelantes de metais e inibidores da peroxidacdo lipidica
(Escarapa & Gonzalez, 2001b; Shahidi et al., 1992). Sdo estas caracteristicas que
conferem propriedades antioxidantes aos alimentos de que fazem parte (Ignat et al.,
2011).

Estas substancias fitoquimicas, largamente distribuidas no reino vegetal, séo
referidas como resultantes de metabolitos secundarios ou intermedios do metabolismo

primério da fotossintese (Ogah et al., 2014; Cavalcanti et al., 2011; Crozier et al., 2010;
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Crozier et al., 2009; Proestos & komaities, 2008; Robbins, 2003; Sellappan et al., 2002;
Escarpa & Gonzalez, 2001a; Bravo, 1998). Alguns destes compostos também sdo gerados
pelas plantas como resposta a agressdes do meio ambiente, como predadores, agentes
patogénicos ou radiacdo ultravioleta (Harnly et al., 2007; Naczk & Shahidi, 2004;
Harborne & Williams, 2000; Drynan et al. 2010), estando por isso envolvidos na defesa
das plantas contra agentes externos (Yu et. al., 1999).

As varias familias de polifenois ndo se encontram distribuidas do mesmo modo
na natureza. Os 4&cidos fendlicos, bem como os compostos flavonoides, estdo
universalmente distribuidos em alimentos de origem vegetal (Escarpa & Gonzalez
2001a). No entanto, os estilbenos e os taninos encontram-se a em alimentos especificos
(D’Archivio et al., 2007; Escarpa & Gonzalez; 2001a; Scalbert & Williamsom, 2000)
como as uvas e o vinho.

Embora muitos autores ndo considerem os polifendis como nutrientes, eles fazem
parte da dieta humana, particularmente da dieta mediterranica, e sdo determinantes da
qualidade de alimentos de origem ou derivados, afetando a sua aparéncia, gosto, aroma,
possuindo ainda a ja referida acdo potencialmente benéfica para a saude (Nicolleti et al.,
2007, Harnly et al., 2007; Cheynier, 2005; Cai, et al., 2004, Toméas-Barbean & Espin,
2001a; Simdn et al. 1992). Vérios estudos epidemiolégicos indicam que uma dieta rica
em vegetais esta relacionada com a reducdo de doencas coronarias (Huber et al., 2009;
Harnly, 2007) ou de outras patologias (Ignat et al., 2011; Xia et al., 2010; Crozier et al.,
2009; Cos et al., 2008; Robbins, 2003; Hollman,2001; Clifford, 2000; Wang et al., 1997).
O caso do vinho, particularmente o vinho tinto, tem sido o mais mediatico (Goldberg &
Soleas, 2011; Nishizula, et al., 2011; Klatsky, 2010; Belleville, 2002). A associacao feita
entre a baixa taxa de incidéncia de doencas coronarias em Franca com o consumo de
vinho neste pais deu origem ao chamado “Paradoxo Francés”. De facto, Renault e De
Lorgeril publicaram em 1992 resultados indicando uma baixa taxa de doengas coronérias
na populacdo francesa comparativamente com outras populacdes do norte da Europa e da
América, com habitos de vida semelhantes, nomeadamente com dietas ricas em gorduras,
habitos tabagicos e pouco exercicio fisico (Leopoldini, 2011; Tapas et al., 2008; Lange,
2006). A explicacéo para este facto foi encontrada no moderado consumo de vinho tinto,
rico em compostos fendlicos, que os franceses diariamente ingerem (Tapas et al, 2008;
Frankel et. al, 1993). Os estudos relativos a associacdo entre estes compostos e a saude
generalizaram-se (Davis et al. 2011; Huang et al. 2010; Komes et al., 2010; Xia et al.,
2010; Cos et al., 2008; Fresco et al. 2006; Hollman, 2001). Estudos da biodisponibilidade
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destes compostos (Borges et al., 2010; Buendia et al., 2010; Simirgiotis & Schmeda-
Hirschmann, 2010; Llorach et al., 2008; Aaby et al., 2007; Surveswaran et al., 2007;
Naczk & Shahidi, 2006; Tomas-Barberan et al., 2001a; Toméas-Barberan et al., 2001b;
Clifford, 2000), bem como a sua nutri¢ao e utilizacdo na alimentacgéo (Servili et al., 2011;
Cerezo et al., 2010; Troszynska et al., 2010; Amarowicz et al., 2009; Budi¢-Leto, 2008;
Lorgil & Salen, 2008; D’Archivio et al., 2007; Cheynier, 2005; Esparca & Gonzalez,
2001a; Escarpa & Gonzalez, 2001b; Simon et al., 1992), estdo generalizados na literatura.
Paralelamente tém sido publicados numerosos trabalhos sobre processos de extracao e de
quantificacdo destes compostos (Jerkovic, et al., 2010; Serge, et al., 2010; Mandalari, et
al., 2010; Mousavinejad, et al., 2009; Luthria et al., 2006; Paragiannopoulos et al., 2004;
Tomas-Barberan et al, 2001a; Silva, et al., 2000; Hakkinen et al., 1998).

A industria alimentar, limitada pela potencial toxicidade dos corantes sintéticos,
tem procurado nos compostos fendlicos naturais novas fontes de ultrapassar a aplicacédo
de compostos sintéticos, o que vem revolucionado a producéo de alimentos funcionais
com base nos potenciais beneficios dos mesmos para a saude (Valls et al., 2009; Bleve et
al., 2008). As principais fontes de compostos fenolicos séo as frutas, 0s vegetais e as

bebidas como o cha ou o vinho tinto (D’Achivio et al., 2007).

1.5 - Estruturas supramoleculares na area alimentar

As interacbes ndo covalentes e o reconhecimento molecular sdo conceitos
conhecidos desde os finais do século XIX, quando Villiers e Hebd descobriram as
ciclodextrinas e respetivos complexos de incluséo (1891), Werner introduziu o conceito
de quimica de coordenacdo (1893), Fisher o conceito de chave-fechadura (1894) e Ehrlich
a interacdo substrato-recetor (1906) (Baytekin et al., 2006). No entanto, a area da quimica
supramolecular, s6 se desenvolveu quando Jean-Marie Lehn introduziu o conceito de
“supramolécula”. A quimica supramolecular, ou “quimica para além da molécula”, estuda
as interagdes intermoleculares, que levam a formacdo de agregados moleculares com
arquiteturas complexas (Lehn, 2007). Foi o desenvolvimento desta area, que esteve na
origem da atribuicdo do prémio Nobel da Quimica aos investigadores J-M Lehn, D. J.
Cram e C. J. Pedersen (Jin et al., 2013), em 1987. E uma area multidisciplinar que aborda
as interagc0es ndo covalentes com o objetivo de determinar propriedades ou
funcionalidades de agrupamentos de moléculas, que possam apresentar aplicacdes

praticas em diversas areas do conhecimento (Brockgreitens & Abblas, 2015;
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Ramamurthy et al., 2015; Jin et al., 2013; Uhlenheuer et al., 2010; Araki & Toma, 2002).
A formacdo das supramoléculas pode envolver interacdes eletrostaticas, forcas de Van
der Waals, liga¢des de hidrogénio ou combinacéo destas intera¢cdes que conduzam a unido
de duas ou mais moléculas (Lehn, 1978).

As aplicacdes das interacBes supramoleculares incluem, o reconhecimento
molecular, ligacdes seletivas, encapsulamento, permuta idnica, desenvolvimento de
recetores e de sensores, estratégias de administracdo de farmacos, catélise, bio-mimética,
dispositivos eletronicos e/ou mecanicos a nano escala (Pastor et al., 2008).

A partir do estabelecimento das bases da quimica supramolecular, a interagdo —
hospedeiro-hdspede (host-guest) despertou muita aten¢do no meio cientifico e industrial,
sendo atualmente um tema de investigacdo de topo, nomeadamente em sintese organica
e inorganica, para aplicacdo em diversas areas do conhecimento (Zhang & Zhao, 2013;
Pastor & Martinez-Viviente, 2008). Porém, a natureza fraca destas interacdes, torna
dificil predizer as estruturas supramoleculares estaveis (Qi et al., 2015).

Do conjunto de supramoléculas conhecidas, analisaremos neste trabalho dois
tipos, que apresentam estrutura macrociclica, as ciclodextrinas e os cucurbiturilos, figura
1.37 (Ahmed et al, 2015; Barooah et al., 2012; Chernikova et al., 2012), pelas suas
aplicacdes diretas na area alimentar ou indiretas na analise de compostos em alimentos.

As ciclodextrinas (CDs) foram isoladas pela primeira vez por Villiers em 1891
(Leemhuis et al., 2010; Venturini et al., 2008). Estes oligossacaridos ciclicos resultam da
degradacdo enzimatica do amido, originado por bactérias (Oliveira et al., 2009). As
ciclodextrinas nativas sdo uma familia de oligossacéridos ciclicos compostos por
unidades de a-D-glucopiranos, nomeadamente 6, 7, ou 8 unidades, e designadas por
aCD, BCD e yCD, respetivamente. As unidades glicosidicas estdo unidas por ligagdes o.-
1-4 (Prochowicz, et al., 2016, Chung et al., 1990). A sua estrutura tridimensional é
troncocdnica e apresenta uma cavidade central, de acordo com a figura 1.37 (A). Os
grupos hidroxilo exteriores conferem-lhes caracteristicas hidrofilicas e a cavidade interior
tem um carater hidrofobico e apolar, permitindo a encapsulacdo de uma grande variedade
de moléculas hidrofébicas por formacdo de complexos de inclusdo (Mura, 2015). As
ciclodextrinas foram aceites como aditivo alimentar pela Comunidade Europeia em 2008
(B-ciclodextrina (E 459) - Diretiva 2008/84/CE). Estdo reportadas aplicagdes em
embalagens alimentares ativas, podendo estar na origem de mudanca visivel de cor como

resultado, por exemplo, de uma variagdo de pH ou de temperatura (Brockgreitens &
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Abblas, 2015). Outras aplicacfes ja estudadas sdo o aumento do tempo de vida das
antocianinas em sumo de frutos, durante a pasteurizacdo ou durante o periodo de
armazenamento (Lapshova et al., 2015) e o encapsulamento de ingredientes lipofilicos,
para estabilizar o aroma, vitaminas, cores ou gorduras insaturadas (Szent & Szeythi,
2004). Como técnica de analise, no maior ingrediente alimentar, a 4gua, foi aplicado na
quantificacdo de quantidades reduzidas de cobre (Yilmaz & Soylak, 2014). S&o ainda
utilizadas como fase estacionaria de colunas de HPLC para separagdo de moléculas

quirais (Venturini et al., 2008).

Ciclodextrina (CD) Cucurbiturilo (CB[n])

OH
S\
o Qp"o a‘o OH
HO, HO,
0o
O
O O
M OH
o OH
OH OM/ 0
HO ofom ¢
o HO n

CD Diametro de Volume

CB[n] Didmetro da  Volume

cavidade (A% cavidade (A) (A3
(A) CB[5] 4.4 82
a-CD 4,7-53 174 CB[6] 5.8 164
B-CD 6.0 —6.5 262 CB[7] 7.3 279
7-CD 7.5-83 427 CB[8] 8.8 479
CB[10] 11 870
d
y
7
Y

(A)

(B)

Figura 1.37 — Estrutura e propriedades das ciclodextrinas (A) e dos cucurbiturilos
(B). Adaptado de Barooah et al., 2012 e Kim et al., 2004.

Os cucurbiturilos, CB[n], sdo outra familia de macrociclos apresentando maior
simetria que as ciclodextrinas, figura 1.37 (B) (Gonzélez-Alvarez et al., 2014;
Chernikova et al., 2012) e forma de abdbora (origem do nome). Apresentam dois portais

55



simétricos, constituidos por grupos carbonilo altamente polarizaveis e uma cavidade
hidrofobica (Ahmed et al., 2015; Barrow et al., 2015; Basilio et al., 2015; Rowland et al.,
2015; Basilio & Pina, 2014). Séo obtidos por condensacdo de grupos glicoluril com
formaldeido em meio acido (Assaf et al., 2015; Malhis et al., 2015; Kim et al., 2006; Kim
et al., 2004). O numero de unidades de glicolurilo (n = 5-8 e 10 CBJ[n]) determina o
diametro da cavidade sem afetar a altura da molécula (aproximadamente 9,1 A) (Rowland
et al., 2015). O diametro da cavidade interna varia de 4,4 A, para os CB[5], até 12,6 A
para os CB[10], o didmetro dos portais varia de 2,4 A para os CB[5], até 11 A para os
CB[10] e o volume da cavidade interna varia de 82 A% para os CB[5], até 870 A para os
CB [10] (Masson et al., 2012; Kim et al., 2006). A solubilidade em agua é relativamente
baixa, apresentando, para os CB[5] e CB[7] valores entre 20 e 30 mM, para os CBJ[6]
0,018 mM, menor do que 0,01 mM para o CB[8] e menor que 0,05 mM para o CB[10]
(Masson et al, 2012). A solubilidade aumenta em todos os casos se for usada agua
acidificada ou na presenca de sais (Masson et al, 2012). Os CB[n] foram reportados
pela primeira vez por Behrend e colaboradores em 1905 (Barrow et al., 2015, Chernikova
et al., 2012; Demets, 2007; Kim et al. 2006), mas a tecnologia da época ndo permitiu a
caracterizacdo exata e a estrutura sé foi elucidada pelo grupo de Mock nos anos 80 (Cao
etal., 2014; Chernikova et al., 2012; Demets, 2007, Kim et al., 2006; Lagona et al., 2005;
Wagner et al., 2005). Estes compostos podem acomodar mais do que um hospede dentro
de cavidade, nomeadamente o CB[8], permitindo a formacéo de complexos de inclusédo
com mais do que uma molécula (moléculas que podem ser iguais ou diferentes) (Barrow
et al., 2015; Ramamurthy et al., 2015; Ghale & Nau, 2014). Embora estes compostos
apresentem baixa toxicidade, verificada em estudos de administracdo de farmacos (Oun
et al., 2014), a sua utilizacdo na area alimentar, tem sido muito pouco explorada (Oun et
al., 2014). Estudos de complexacdo de antocianinas com CB[n], realizados por Basilio e
colaboradores (2015), permitiram verificar que, se fossem escolhidas as dimensdes
adequadas de cavidade ou seja, o tipo de CB[n], havia formacé&o de complexos de inclusdo
com as antocianinas, melhorando a cor e aumentando o seu poder antioxidante, o que
poderd, no futuro, contribuir para grandes avancos na estabilidade crométicas de muitos
alimentos e bebidas. Os cucurbiturilos também foram aplicados com sucesso na avalia¢éo
de baixas quantidades de aminas em agua envolvendo sensores 6ticos (Montes-Navajas
et al., 2009).

A investigacdo destes compostos tem sido feita preferencialmente por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) (Malhis et al., 2015; Gago et
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al., 2014; Pastor & Martinez-Viviente, 2008; Lagona et al., 2005). No entanto os métodos
de espetrometria de massa tém também sido bastante utilizados (Mendes et al., 2015; Da
Silva, et al., 2014; Péssego et al., 2013; Lemaur et al., 2013).

Enquanto as ciclodextrinas formam complexos de inclusdo apenas por efeito
hidrofobico, os cucurbiturilos interagem através dos portais com moléculas possuindo
carga positiva ou parcialmente positiva e também com a cavidade por efeito hidrofébico.
Estas propriedades permitem obter constantes de complexacédo entre CB[n] e poliaminas,
por exemplo, superiores a 10’ M? (Da Silva et al, 2014) enquanto que para as
ciclodextrinas as constantes de complexacdo sio da ordem de 10° M™. E com
cucurbiturilos a interacdo ndo covalente mais forte que se conhece até hoje, estando

reportados valores de constantes de complexagdo da ordem de 1017 M (Cao et al., 2014).
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2 - Parte experimental

Foram bastante variadas as andlises desenvolvidas ao longo deste trabalho e bastante

diferentes os métodos analiticos utilizados. As andlises e respetivas metodologias

seguidas estdo resumidas nas tabelas 2.1 a 2.5. A tabela 2.1 € referente as aguardentes de

medronho, batata-doce e figo.

Tabela 2.1 - Andlises realizadas as aguardentes de medronho, batata-doce, figo e bagaco.

Aguardentes

Teor alcoolico

Densitometria

Medronho Acidez total Titulacdo
GC
Objetivos: GC-MS
controlo de Compostos volateis HS-SPME-GC
parametros da HS-SPME-GC-MS
legislacdo; Extratos GC e GC-MS
pesquisa de Cobre UV-Vis
marcadores Extratos em GC e CG-MS
regionais diclorometano e mistura
éter/ pentano (1:1)
Pesquisa de poliaminas | ESI-MS
biogénicas
Batata-doce Teor Alcodlico Densitometria
Acidez total Titulacdo
Objetivos: GC
aproveitamento GC-MS
de excedentes de Compostos volateis HS-SPME-GC

batata-doce;
otimizacao de

HS-SPME-GC-MS
Extratos GC e GC-MS

processos de Cobre UV-Vis
producao Apreciacdo sensorial Provadores/consumidores
Figo o GC
Compostos volateis GO-MS
Obijetivo: Acidez total Titulacdo
melhoria da Grau alcodlico Densitometria
qualidade de Absorcédo atdmica
produto Cobre
existente
Pesquisa de poliaminas | ESI-MS
biogénicas
Bagaco Pesquisa de poliaminas | ESI-MS
biogénicas

58



Na tabela 2.2 sdo apresentados os tratamentos e as andlises efetuadas a batata-doce. A

tabela 2.3 apresenta as analises dos frutos utilizados na preparacdo dos licores de roméa e

de murta. Na tabela 2.4 estdo indicadas as analises referentes a macerados e licores.

Finalmente, a tabela 2.5 apresenta as analises e as metodologias seguidas para a

caracterizacdo de uvas e vinhos.

Tabela 2.2 — Tratamentos e analises efetuadas a batata-doce.

Batata-doce
Obijetivo:
conhecer o teor
em acucares
para otimizar o
pré-tratamento
ea
fermentacéo

Humidade

Secagem por infravermelho

Amido

Inversdo / titulacdo

AcuUcares totais e

Técnica de Luff-Schoorl

tratifnne)nto redutores, NP1420 de
1987
Glicose Método enzimatico
Frutose Método enzimatico
AcuUcares totais e Técnica de Luff-Schoorl
redutores, NP1420 de
Cozida 19.87 - —
Glicose Método enzimatico
Frutose Método enzimatico
Compostos volateis GC e GC-MS
AcuUcares totais e Técnica de Luff-Schoorl
redutores, NP1420 de
Assada a 130 | 1987
°C Glicose Método enzimatico
Frutose Método enzimatico
Compostos volateis GC e GC-MS
Acucares totais e Técnica de Luff-Schoorl
redutores, NP1420 de
Assada a 190 | 1987
°C Glicose Método enzimatico
Frutose Método enzimatico

Compostos volateis

GC e GC-MS
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Tabela 2.3 — Analises dos frutos utilizados na producéo de licores.

Frutos
utilizados
na
producéo
de licores

Massa Balanca analitica
Fruto Diametro equatorial | Craveira
completo
Arilos Massa Balanca analitica
° Brix Refratometro
pH Potenciometro
Cor Colorimetro
Polifenois totais Folin-Ciocalteau
UV-Vis
Sumo Compostos volateis | HS-SPME-GC e
HS-SPME-GC-
Roma MS
Antocianinas UV-Vis, LC -
DAD 520 nme
LC-MS
Elagitaninos UV-Vis, LC -
DAD - 230, 280 e
390 nm e LC-MS
Extratos aquosos LC - DAD - 230,
Mesocarpo 280 e 390 nm
(parte Extratos com 18 % | LC - DAD — 230,
esponjosa | vol. etanol 280 € 390 nm
amarela) e | Extratos com35% | LC - DAD — 230,
membranas | vol. etanol 280 e 390 nm
carpelares. | Extratos com 70 % | LC - DAD — 230,
Reducdo da | vol. etanol 280 e 390 nm
dimensdo em
fresco e ap0s
desidratacéo.
Massa Balanca analitica
Fruto Diametro equatorial | Craveira
Murta °Brix Refratometro
pH Potenciémetro
Pelicula Polifenois totais Folin-Ciocalteau

UV-Vis
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Tabela 2.4 — Anélises de macerados e licores.

Licores

Macerados Antqciaqinas LC e LC-MS
Elagitaninos LCe LC-MS
Acidez Titulagéo
Polifenois totais Folin-Ciocalteau UV-
Vis
Cor Colorimetria
pH Potenciometria
Acucares totais -NP | Técnica de Luff-Schoorl
22231988
Licores Teor alcodlico Desti_la,(;éo -
. Densitometria
Roma Compostos volateis | HS-SPME-GC e
HS-SPME-GC-MS
Antocinaninas LC-DAD 520 nme LC-
MS (AutoMS e ESI-
MS)
Elagitaninos LC-DAD 280 e 270 nm
e LC-MS (AutoMS)
Polifenois totais Folin-Ciocalteau UV-
Vis
Antocianinas totais Descoloracdo UV-Vis
Macerado | Antocianinas LC - DAD -520 nme
LC-MS
Resveratrol LC-DAD 288 e 306 nm
Murta e LC-MS
AcuUcares totais NP | Técnica de Luff-Schoorl
22231988
Grau alcoodlico Destilacéo -
Licor _ Densitometria
Compostos volateis HS-SPME-GC e

HS-SPME-GC-MS

Antocianinas

LC -DAD 520 nme
LC-MS
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Tabela 2.5 — Andlises realizadas a uvas e vinhos.

Casteldo
Touriga Nacional Massa
- A Balanca
Aragonés Diametro :
) . . Craveira
Tincadeira equatorial ]
P Refratometro
Uvas (Castas) Syrah Brix Densimetro
Cabernet Souvigon Densidade
Objetivo: Siria
Casteldo . )
conhecer as ) . Polifenois )
- Touriga Nacional - UV-Vis
caracteristicas Siria totais
das castas Extratos metandlicos
autorizadas e de peliculas:
produzidas no peficulas:
Algarve (?astelap
Vinho Trincadeira Resveratrol LC- DAD a 288 ¢
Syrah 306 nm e LC-MS
Objetivo*: Cabernet
estudar as Touriga
caracteristicas Aragonez
do vinho Licorosos: Polifenois UV-Vis
Algar seco Algar seco totais
preparado Muska doce
com uvas da Terras do
casta Siria e Infante
envelhecido Tintos: Polifenois UV-Vis
de forma Lagoa 2007 totais
dindmica Terras da Luz Resveratrol LC — DAD 288 e
2010 306 nm e LC-MS
Tapada da
Torre 2010
Marqués dos
Vales Selecta
2009
. Polifenois UV-Vis
Rose: totais
Va'ezs’oi%'e“a Castelao Antocinainas | LC —DAD 550
nm e LC-MS
Branco: Polifenois UV-Vis
Vales Selecta Casteldo totais
2010
*Incompleto
2.1 - Materiais

As bagas de murta foram colhidas no concelho de Faro, as roméas nos concelhos

de Faro, Tavira, Loulé e Silves, as batatas-doces na zona de Indicacdo Geografica

Protegida de Aljezur. As aguardentes de medronho sdo originarias dos distritos de Faro,

Beja e Coimbra e as aguardentes de figo dos concelhos de S&o Bras de Alportel, Tavira e
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de Silves. Como agua mineral potavel foi utilizada agua do Fastio. As leveduras,
Saccharomyces cereviseae — Fervens, foram adquiridas a firma DAL CIN, London,
Enghand. O acetonitrilo, &cido tanico, &cido cloridrico, cloreto de sddio, cobre, etanol,
metanol, metil-2-butanol, 4-metil-2-pentanol, benzaldeido, sacarose e tans-resveratrol,
sdo da Merck, Darmstadt, Germany; o 3-metil-1-butanol, amido, carbonato de calcio, éter
dietilico, sulfato de cobre (I) penta hidratado, hidroxido de sddio e &cido sulflrico da
Panreac, Madrid, Espanha; o etanal, acetato de etilo, 2-metil-1-propanol, 5-metil-2-
furaldeido, hexanoato de etilo, 1-nonanol, &cido galico, geraniol, limoneno, 1,8-cineol,
mirtenol, trans-cariofileno e malvidina-3-O-glicosido da Fluka, New Ulm, Switzerland;
o linalol, decanoato de etilo e dodecanoato de etilo da Janssen, Geel, Bergium; o butirato
de etilo, octanoato de etilo, furfural e &cido nitrico da Riedel-de Haén, Zeelze, Germany;
o 2-feniletanol, 2-metil benzofurano, tetradecanoato de etilo, tartarato de sddio e potassio
e punicalagina; da Aldrich, Steinheim, Germany; o cis-3-hexeno-1-ol, trans-3-hexeno-1-
ol, 1-hexanol, 2-nonanol, linalol, a-pineno, y-terpineol, octanoato de metilo e maltol da
Acros, New Jersey, United States; o tiossulfato de sodio da Carlo Erba, Rodano, Milano;
0 iodeto de potéssio e acido citrico da Chem-Lab, Zedelgem, Belgium; o acido cafeico,
putrescina, cadaverina, espermidina, histamina, espermina, amantadina e cucurbit[7]urilo
da Sigma, Steinheim, Germany; o bissulfito de sédio da BDH, Birkenhead, England; e o

acido ortofosférico da Fisher, Loughborough, England.

2.2.1 - Preparacédo de amostras liquidas para analise de compostos fendlicos

Os sumos, macerados e licores foram submetidos a centrifugacdo durante 5 min a
10 000 rpm e 4 °C, usando uma centrifuga Sigma 3 k 20 Laborsentrifugem com rotor
winkelrotor 6 x 85 ml (Osterode am Harz, Alemanha), antes de analisados. As amostras
depois de centrifugadas foram analisadas diretamente ou ap6s diluicdo duas vezes, cinco
vezes ou dez vezes, dependendo do teor em polifendis. Sempre que nado foi possivel fazer

as analises de imediato as amostras foram guardadas a -20 °C.
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2.2.2 - Preparacao de extratos de amostras sélidas para anélise de compostos
fenolicos

Para extracdo de compostos fenolicos a partir de amostras solidas foram utilizados
10,0 g de material vegetal que foram posteriormente homogeneizados em 50 ml de
metanol, etanol ou &gua ultrapura, com o auxilio de um Ultra-Turrax T 25 (IKA-
Labortechik, Staufen, Alemanha). Ap6s a homogeneizacdo a mistura permaneceu 1 h em
repouso, ao abrigo da luz, sendo posteriormente filtrada com filtro Whatman n® 1 e com
0 auxilio de um funil de Bichner, de um kitassato e de uma bomba de véacuo Buchi
(Labortechnik, Suica). Os extratos foram analisados de imediato ou conservados a — 20
°C.

2.2.3 - Reducdo a p6 de amostras vegetais solidas para andlises diversas

As amostras foram inicialmente moidas em picadora comum, seguindo-se entéo
uma secagem a 70 °C durante pelo menos 3 h, em forno elétrico com convecc¢éo forcada
FIMOR (Padua Italia). Apds a secagem procedeu-se a moagem em moinho ultra

centrifugo RETSCH (Haan, Alemanha) para obtengéo do pé.

2.3 - Determinacéo do teor alcoodlico

A avaliacdo do teor alcodlico dos licores e das aguardentes envelhecidas foi feita
apos destilacao, usando um destilador enoldgico Dujardin-Salleron (Arcueil, Franga), em
provetas alcoométricas e com alcoometros e termdmetros calibrados DENIS (Arnouville,
Franca). O teor alcoolico das aguardentes ndo envelhecidas foi feito de forma semelhante,
mas sem destilacdo prévia (NP 2143 de 1987). Quando a temperatura da medicdo ndo foi
exatamente 20 °C, procedeu-se a correcdo para este valor seguindo o “Guide Pratique

D’Alcoométrie” (Poitiers, Franca).

2.4 — Determinacédo da acidez total

A acidez total foi medida por titulacdo, seguindo um método potenciométrico no
caso dos licores e um método colorimétrico (NP 2139 de 1987) no caso das aguardentes.
No método potenciométrico foram usados um medidor pH Crison (Meter GLP 21,
Barcelona, Espanha) e um potenciémetro automatico (665 Dosimat e 686 Titroprocessor
— Metrohm — Greifensee, Switzerland) (Jacobson, 2006; NP-2139, 1987; Regulamento
CEE 2676/90).
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2.5 - Determinacdo de sélidos solGveis

A determinacéo dos sélidos sollveis em solugdo aquosa e em sumos de frutos foi
feita pela avaliacdo do grau Brix com refratometro de bancada Abbe (OPTECH, Munich,

Alemanha).

2.6 - Determinacéo da densidade

A densidade das solucdes foi determinada com densimetro digital (Mettler Toledo
DP-110M KEM, Greifensee, Suica), fazendo passar o liquido diretamente no tubo de
medic&o, apos calibragdo com agua destilada.

2.7 — Determinacdo do teor em acucares

A preparacdo das amostras sélidas para determinacao do teor em acucares foi feita
seguindo a NP 783 de 1985. Os acUcares totais e redutores foram determinados de acordo
com a NP 1420 de 1987. Em amostras liquidas os agucares totais e redutores foram
determinados seguindo a NP 2223 de 1988.

A frutose e a glicose foram determinadas pelo método enzimatico usando o Kit
analitico da NZYTech AKO00041 do lote 09121 da firma NZYTech, Lda (Lisboa,
Portugal), com preparacdo das solucdes de acordo com a indicacdo do fornecedor, e
leitura em espetrofotdmetro UV-vis GBC CINTRA 101 (Dandenong, Australia) a 340

nm.

2.8 — Determinacéo da humidade

A humidade foi determinada usando 5,00 g de material vegetal previamente
triturado e seco a 100 °C em secador de infravermelhos (Mettler LP 16) com balanca
(Mettler PM 100), ambos da Mettler Toledo (Zurich, Suica).

2.9 - Doseamento do amido

O doseamento do amido foi feito utilizando amostras de 2 g (com precisdo de
0,0001 g) de po desidratado. As amostras foram colocadas em frascos Duran de 500 ml.
A cada amostra foram adicionados 200 ml de agua destilada e 1 ml de NaOH a 10 %
(m/V). Estas amostras foram posteriormente autoclavadas (Uniclave 88 AJC Cacém,

Portugal) a 121 °C durante 1 h. Apos arrefecimento foram adicionados 10 ml de HCI
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tendo-se seguidamente procedido a nova autoclavagem a 121 °C por mais 30 min.
Atingida a temperatura ambiente foi feita a neutralizagdo com uma solugéo de NaOH a
40 % (m/V). Seguiu-se a adi¢do 5 ml de uma solucdo de sulfato de cobre, solugéo de
Fehling A (34,635 g de sulfato de cobre penta hidratado em 1000 ml de agua destilada),
5 ml de uma solucdo de tartarato duplo de sodio e potassio com hidréxido de sodio,
solucdo Fehling B (173 g de tartarato duplo de sddio e potassio (sal de Rochelle) e 125 g
de NaOH), num baldo volumétrico de 1000 ml com agua destilada. A mistura foi
transferida para um baldo de 500 ml. O volume foi ajustado com agua destilada tendo-se
procedido de seguida a homogeneizacao da mistura. Apos a sedimentacdo a amostra foi
filtrada. O filtrado foi entdo colocado em bureta de 25 ml para posterior titulagdo das
solucbes de Fehling. Em erlenmeyer de 250 ml colocam-se 10 ml de cada uma das
solucdes de Fehling, A e B, algumas esferas de vidro e 40 ml de &gua destilada. Esta
solucédo foi levada a ebulicdo e feita a titulacdo gota a gota, usando a solucéo contida na
bureta, até a perda total da cor. Neste ponto, perda total de cor, foi adicionada uma gota
de solucéo de azul-de-metileno (1 % m/V) e a titulacdo continuada até a descoloragéo do
indicador, ficando um residuo vermelho. Procedimento semelhante foi seguido para uma
solucdo padrdo de glicose para determinacdo do titulo da solucdo de Fehling (Carvalho
et al., 2006).

2.10 - Determinacao da cor

A cor dos sumos, macerados e licores foi determinada usando um colorimetro Dr
Langue D65/10 Neurtek (Gipuzkoa, Espanha). O aparelho foi previamente calibrado com
um padréo de referéncia branco (X = 84,60, Y = 89,46 e Z = 93,85) e um padrdo de
referéncia preto (X =4,12, Y =4,38 e Z=4,71). Os trés parametros X, Y e Z, representam
as trés cores primarias (vermelho, verde e azul). A cor foi determinada seguindo o método
L* a* b* ou CIELAB estabelecido pela Comission International del”Eclairage, onde a
coordenada L*, luminosidade, varia ente 0 (preto) e 100 (branco), a* e b* séo as
coordenadas cromaéticas. As coordenadas a* e b* sdo coordenadas cromaticas. Valores
positivos da coordenada a* indicam vermelho e valores negativos indicam verde. Valores
positivos da coordenada b* indicam tonalidade amarela e os negativos tonalidade azul.
Cada amostra de 5 ml foi avaliada numa célula padrdo com 5 cm de didmetro (Dafny-
Yalin et al., 2010).
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2.11 - Doseamento do cobre

Para o doseamento do cobre foi utilizando um espetrofotdmetro de absorcéo
atbmica GBC Avanta (Dandenong, Australia). A calibracdo foi feita utilizando cinco
padrdes de cobre em solucédo alcoodlica a 50 % vol. contendo 5 % de HNO3 e preparados
usando uma solugédo padrdo de referéncia de cobre de 1000 mg/L. As amostras foram
preparadas por adicdo de 250 pl de HNOz a5 % a 5 ml de aguardente (NP 2442 de 1998).
Nos casos em que o teor em cobre da amostra excedeu o0 do padrdo de concentracdo mais
elevada foram preparadas novas solucbes padrdo de forma a obter teores em cobre no
intervalo do dos padrdes usados. Apos 10 leituras de amostra foi repetida a leitura do
padrdo de concentracdo média (6,000 mg/L).

Nas analises de rotina a determinacao do cobre foi feita de acordo com a NP 2441
de 1988, utilizando uma solucdo mée de cobre para preparar um conjunto de 6 solucdes
padrdo com concentracdes entre 0,1 e 6,0 mg/L. A andlise foi feita utilizando um
espetrofotometro UV-vis GBC CINTRA 101 (Dandenong, Austrélia) a 546 nm.

2.12 - Anélise de compostos volateis

A quantificacdo dos compostos volateis mais abundantes nas aguardentes foi feita
por injecdo direta em cromatografo de fase gasosa (PerkinElmer Clarus 400) equipado
com um detetor FID (Waltham, USA) e colunas capilares de polietileno glicol (BP 20M
de 30 m x 0,32 mm 1.D. x 1,0 um com espessura de filme; SGE, Australia ou ZB WAX
de 30 m X 0,25 mm x 0,25 um, Zebron Phenomenex, USA) (NP 3263, 1990). O programa
de temperatura utilizado foi o seguinte: inicio a 40 °C, durante 5 min, seguido de aumento
a 5°%/min até 210 °C, onde permanece por mais 5 min. O gas arrastador foi 0 hélio, a um
fluxo constante de 2 ml min. O injetor permaneceu a 250 °C e o detetor a 270 °C. O
volume injetado foi 1 puLL com split de 30:1. A quantificacdo foi feita utilizando 4-metil-
2-pentanol como padrdo interno. Por cada 5 ml de amostra foram adicionados 500 pl de
padrio interno (4,026 g 500 mL™).

A identificacdo de compostos volateis foi feita em cromatografo de fase gasosa
Hewlett Packard 5890 Series Il equipado com detetor seletivo de massa Hewlett Packard
serie 5971 (E.l. 70 eV) e com coluna capilar (AT-WAX MS com 30 m comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme (GRACE, USA) ou ZB-5MS
de 25 m, 0,25 mm didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme, Zebron Phenomenex,

USA). O programa de temperaturas teve inicio a 50 °C, durante 5 min, tendo depois a
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temperatura subido até 240 °C, a 10 °C por min e onde permaneceu mais 10 min. A
temperatura do injetor foi de 240 °C no modo split 30:1. Os compostos existentes em
menor quantidade foram extraidos no espaco de cabeca de uma vial usando uma fibra de
micro extracdo em fase solida (HS-SPME) e por extragéo liquido-liquido.

A HS-SPME foi feita em vials de 20 ml contendo 1 g de NaCl e um magneto de
1,5 cm. Nos licores a extracdo foi feita com 5 ml de agua ultrapura (MilliQ, Millipore,
Molsheim, Franga) e 5 ml de bebida; nas aguardentes com 2,5 ml de bebida e 7,5 ml de
agua ultrapura. A extracdo foi feita a 20 °C £ 2 °C, durante 20 min ou 45 min, com
agitacdo a 900 r.p.m. Foi utilizada fibra bipolar manual divinilbenzeno-carboxeno-
polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) com 50/30 mm de espessura de filme e 1 cm de
comprimento. Foram também utilizadas fibras de poliacrilato (PA), de
polidimetilsiloxano (PDMS) de polidimetrilsiloxano-divinilbenzendo (PDMS/DVB)
com o0 mesmo comprimento (Supelco Bellefonte, PA, USA).

Extracgdo liquido-liquido com diclorometano - foram usados 30 ml de bebida com
teor alcodlico inferior a 50 % vol., 2 ml de diclorometano e 200 ul de padréo interno 4-
metil-2-pentanol (104 mg em 100 ml de diclorometano), em erlenmeyer de 50 ml,
contendo 1 magneto e 1 g de NaCl. A extragdo decorreu em agitagdo, em recipiente
contendo gelo e durante 2 h. A amostra foi depois colocada no congelador durante 30 min
apos o qual foi separada em ampola de decantacdo conica (Apostolopoulou et al., 2005).
A extracdo de compostos volateis de substancias sélidas foi feita de forma semelhante
usando 30 g de amostra e 4 ml de diclorometano.

A extracdo liquido-liquido com éter-pentano foi feita em tubo de ensaio 40 cm x
2 cm. Foram adicionados 2 g de NaCl, 25 ml de bebida espirituosa, 4 ml da mistura éter
dietilico-pentano (1:1) (V/V) e 400 pl de padrao interno (145 mg de 2 octanol em 100 mi
de solucdo hidro-alcodlica 50 % vol.). A mistura foi agitada durante 3 minutos em
agitador vortex, e separada com ajuda de uma ampola de decantacdo conica. O extrato foi

concentrado em fluxo de azoto.

2.13 - Determinacao de fenois totais

A determinacdo dos fenois totais foi realizada seguindo o metodo de Folin-
Ciocalteau e usando o acido galico como padrdo. A absorvancia foi medida a 765 nm
num espetrofotdbmetro Cintra 101 UV-Vis (Dandenong, Australia). As amostras, em
geral, tiveram que ser diluidas de 1:5, 1:10 ou 1:20 (V/V).
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2.14 - Determinacéo do indice de antocianinas totais

O indice de antocianinas totais foi determinado seguindo o método da

descoloracdo com acido sulfuroso, proposto por Ribéreau-Gayon e Stonestreet, em 1965.

2.15 - Perfil de antocianinas

A anélise do perfil das antocianinas em sumos, extratos de plantas, macerados,
licores e vinhos foi efetuada por HPLC. Dois procedimentos foram seguidos. O primeiro,
desenvolvido para analise das antocianinas das bagas de murta, foi feito recorrendo a um
cromatografo LKB Bromma 2152 LC, com integrador LKB Bromma 2221 e detetor UV-
Vis LKB Bromma 2151 (Bromma, Suécia). A fase mdvel consistiu num gradiente de
duas solugbes. Uma solucdo A, solucdo aquosa com &cido fosforico a 0,1 %, e uma
solucdo B, constituida por uma mistura de acetonitrilo e &gua numa proporcao 2:3 e acido
ortofosforico a 0,1 %. O gradiente foi o seguinte: 0 - 15 minutos, gradiente de 0 a 20 %
de B; 15-25 minutos composi¢do de B constante e igual a 20 %; 25 -70 min gradiente até
70 % de B; 70-75 minutos composicao de B constante e igual a 70 % de B; 75-85 minutos,
gradiente até 100 % de B; 85-100 minutos, composicao constante e igual a 100 % de B.
O comprimento de onda utilizado para a detecdo foi 520 nm. Neste equipamento foi feita
uma adaptacédo para aquisicao de dados automatica que, apOs conversao para 0 programa
Cromulan, permitiu obter os cromatogramas em computador. A coluna usada foi do tipo
C18 de fase reversa da marca Chrompac, com didmetro de particula 5 um, comprimento
250 mm e 4,6 mm de diametro interno (Varian Cambrigeshire, US) com pré-coluna da
mesma fase, estabilizada a 20 + 2 °C. Foram injetados 20 ul por amostra.

As antocianinas foram também analisadas num HPLC Agilent Tecnhologies 1200
com detetor de matriz de diodos (Diode Array Detector, DAD). O sistema esta equipado
com uma bomba quaternaria, desgaseifador de solventes, auto analisador com
temperatura controlada e estabilizador da temperatura da coluna. A fase movel consistiu
num gradiente de dois solventes, acetonitrilo, A, e agua, B, ambos com 2,5 % de acido
formico. O gradiente comegou com 5 % de A, seguido de um aumento até 30 % em 25
minutos. De 25 a 30 minutos A aumentou até 100 %, tendo permanecido depois com esta
composic¢do durante 4 minutos. Finalmente recuperou as condicGes iniciais (5 % de A e
95 % de B) num minuto e estabilizou a composicédo do sistema eluente durante mais cinco
minutos antes da corrida seguinte. O comprimento de onda usado para a detecédo foi 520
nm. A coluna usada foi uma coluna polimérica PRP-1, da marca Hamilton, tipo C18, de
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15 cm de comprimento, didmetro de 2,1 mm, 5 um de didmetro média de particula,
estabilizada 25 °C. Foram injetados 10 ul por amostra. A quantificagdo das antocianinas

foi feita utilizando a malvidina-3-O-glicésido como padréo.

2.16 - Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por LC-MS

A identificacdo das antocianinas foi feita por utilizacdo do sistema Agilent acima
descrito, nas condicdes acima descritas, acoplado a um espetrémetro de massa Bruker
Daltonics HCT ultra. O analisador deste equipamento de espetrometria de massa é um
quadruplo “ion trap”, capaz de realizar MS", com n = 11, e por isso bastante poderoso
para elucidacdo estrutural. Para as antocianinas, as principais condi¢des de analise do
espetrometro de massa foram as seguintes: pressdo de nebulizacdo: 50 psi; fluxo do gas
de secagem: 12 L/minuto; temperatura do gas de secagem: 350 °C; potencial do capilar:
- 4000 V (polaridade positiva); trap drive: 55; capillary exit: 183 V; skimmer: 60 V. Para
identificacdo foi escolhido o modo AutoMS que permite fazer fragmentacéo dos iGes mais
abundantes a medida que os compostos vao saindo da coluna cromatogréafica. Neste modo
obtém-se o valor de m/z dos diferentes compostos e também o seu espetro de
fragmentacdo. Nalguns casos foram feitas fragmentacGes de ordem superior por injecéo
direta (infusdo) da amostra no espetrometro de massa (ESI-MS). A identificacdo foi feita
com base nos valores de m/z dos varios compostos e nos seus espetros de fragmentacao,
por comparagdo com espetros e resultados publicados.

A identificacdo e quantificacdo de outros polifendis foi feita com o equipamento
acima descrito e seguindo os procedimentos descritos, nomeadamente HPLC,
espetrometro de massa e coluna cromatografica. A fase mdvel e o gradiente foram
diferentes dos utilizados para as antocianinas. A fase moével consistiu num gradiente de
dois solventes, metanol, A, e dgua, B, ambos com 0,1 % de acido férmico. O gradiente
comegou com 5% de A seguido de um aumento até 50 % em 23 minutos. De 23 a 30
minutos A aumentou até 100 %, tendo permanecido depois com esta composic¢ao durante
4 minutos. Finalmente recuperou as condigdes iniciais (5 % de A e 95 % de B) num
minuto e estabilizou a composicao dos sistemas eluente durante mais cinco minutos antes
da corrida seguinte. O comprimento de onda usado para detecdo dos derivados de &cido
elagico e acido galagico foi 370 nm. Os outros polifendis foram seguidos a 280 nm. As

principais condigdes de analise do espetrometro de massa foram as seguintes: presséo de
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nebulizacdo: 50 psi; fluxo do gas de secagem: 10 L/minuto; temperatura do gas de
secagem: 350 °C; potencial do capilar: 4000 V (polaridade negativa); trap drive: 67,5;
capillary exit: - 233 V; skimmer: - 39 V. Tal como para as antocianinas, para se obter os
espetros de fragmentacdo foi escolhido o modo AutoMS. A quantificacdo dos derivados
de &cido galagico e acido elagico da roma foi feita utilizando como padrées a punicalagina

e 0 &cido el&gico, respetivamente.

2.17 — Quantificacao do resveratrol

A quantificacdo do resveratrol foi feita com o equipamento acima descrito, o
HPLC acoplado a espetrometria de massa (HPLC-MS), a funcionar em modo de “Multi
Reaction Monitoring” (MRM). A quantificacdo foi feita com base no fragmento do
resveratrol com m/z 185. Ou seja, ao longo da separacdo cromatografica o espetrometro
de massa vai selecionando o ido com m/z 227, o resveratrol ionizado no modo negativo,
vai fragmentando este ido e quantificando com base no ido filho maioritério, observado a
m/z 185. A coluna cromatografica foi a utilizada para as antocianinas. A fase mdvel
consistiu num gradiente de dois solventes, acetonitrilo, A, e 4gua, B, ambos com 2,5 %
de acido formico. O gradiente comegou com 40% de A durante 4 minutos, seguido de um
aumento até 100% até aos 6 minutos, onde permaneceu durante mais 4 minutos.
Finalmente recuperou as condicdes iniciais (40 % de A e 60 % de B) num minuto e
estabilizou a composicdo do sistema eluente durante mais cinco minutos antes da corrida
seguinte. As principais condicdes de analise do espetrébmetro de massa foram as
seguintes: pressdo de nebulizacdo: 50 psi; fluxo do gas de secagem: 12 L/minuto;
temperatura do gas de secagem: 350 °C; potencial do capilar: 3000 V (polaridade
negativa); trap drive: 26,6; capillary exit: -137,5 V; skimmer: -15 V. A quantificacdo foi
feita a partir de uma curva de calibracdo obtida entre 0,1 e 6 mg/L. Nestas condi¢des o

limite de detecéo é cerca de 0,02 mg/L.
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2.18 - Quantificacdo de aminas biogénicas

A quantificacdo do teor em aminas biogénicas (putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina e histamina) foi feita por injecdo direta das amostras (infusdo)
utilizando o equipamento de ESI-MS, acima referido. Foram preparadas, solucdes
contendo 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 uM, de cada amina, em agua e em solucdes
aquosas contendo 50 % vol. de etanol. A cada 1 mL de solugéo padréo foram adicionados
10 uL de HCI com concentracdo 0,1 M, 10 uL de uma solucdo de padrdo interno de
amantadina-CB7, com uma concentracdo de 200 uM e 10 uL de CB7, com concentragédo
de 5 mM, de forma a serem obtidas concentracfes proximas de 1,0 uM, 2,0 uM e 50 uM,
respetivamente. De forma semelhante, foram preparadas amostras de aguarente de
medronho, figo e bagaco. Por cada mL de amostra de aguardente foram adicionados 10
uL de HCI com concentracdo 0,1 M, 10 uL de uma solucdo de padrdo interno,
amantadina-CB7, com uma concentragdo de 200 uM e 10 uL de uma solucdo de CB7
com uma concentracdo de 5 mM. A introducdo das solugdes no sistema foi feita com uma
bomba de seringa (KdScientific, model 781100, USA), com velocidade de fluxo de 4
uL/min. As condicGes de analise foram as seguintes: potencial do capilar 4000 V; pressdo
de nebulizacgdo 20 psi; temperatura do gas de secagem 300 °C; fluxo do gas de secagem
6 L/min, trap drive 68,2; capillary exit 250 V; skimmer 25 V. As fragmentacfes foram
realizadas utilizando Am/z de 3 e uma amplitude de 1,2 V.

As curvas de calibragdo foram obtidas a partir das intensidades dos sinais de
MS/MS dos complexos de inclusdo das respetivas poliaminas e da amantadina. Foram
elaboradas curvas de calibracdo da razdo entre a intensidade dos ifes resultantes da
fragmentacdo de cada complexo e a intensidade do principal ido resultante da
fragmentacdo do complexo de inclusdo amantadina-CB7 (m/z 1163), fungdo da
concentracdo de cada analito. A concentracdo de cada poliamina foi avaliada utilizando
estas curvas de calibracdo e a razdo entre a intensidade dos ides resultantes da
fragmentacdo de cada complexo e a intensidade do ido principal resultante da

fragmentacdo do complexo de inclusdo com a amantadina medida nas amostras.

2.19 — Apreciacao sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada por um conjunto de provadores néo treinados

composto por 55 voluntarios recrutados entre alunos, membros da equipa do Instituto
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Superior de Engenharia da Universidade do Algarve e produtores de destilados que
visitaram o Instituto, com idades compreendidas entre 0s 18 e os 60 anos. A cada provador
foi entregue uma ficha onde deveriam indicar a sua apreciacéo, de acordo com uma escala
hedonica de nove pontos, em que “gostei extremamente™ corresponde 9 e "desgosteli
extremamente” correspondem a 1 (Lim, 2011), relativamente ao aspeto visual, ao cheiro
e ao gosto. O teste foi realizado no Laboratério de Analise Sensorial com luz branca e
temperatura controlada. Os provadores receberam em cada prova 15 mL de amostra da
bebida num copo de vidro de pé alto (cépage) coberto com um vidro de relégio e em

cabines individuais.

2.20 — Analise estatistica

Praticamente todas as medicdes foram executadas pelo menos em triplicado; as
excecdes sdo indicadas em cada caso especifico. Os resultados das medi¢bes sdo
apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticas entre grupos de
amostras foram determinadas usando analise de variancia de fator unico. As diferencas
foram consideradas significativas para p <0,05. A analise estatistica dos resultados e
elaboracdo de graficos foram realizadas recorrendo aos programas IBM SPSS versédo 22
e Microsoft Office Excel 2013.
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3 - Discussao

3.1 - Aguardentes

A aguardente de medronho ou simplesmente Medronho, ¢ a joia da coroa das
bebidas espirituosas do Algarve. Neste ponto da discussao sera analisada com detalhe a
composicdo da aguardente de medronho produzida no Algarve. Serdo reportados e
analisados resultados de analises dos parametros estipulados pelo Decreto-Lei n°
238/2000 de 26 de setembro, obtidos no periodo 2010 a 2014. Posteriormente sera feita
uma analise detalhada dos compostos volateis que caracterizam esta bebida,
acompanhada por uma comparacdo com resultados de aguardentes de medronho
produzidas noutras regides de Portugal e noutros paises, e também com aguardentes de
outros frutos. Serdo avaliados parametros que possam servir como “impressao digital” do
Medronho. Serd também discutida com detalhe a preparacdo e caracterizacdo da
aguardente de batata-doce. Por fim, serdo ainda discutidas as propriedades da aguardente

de figo e sua retificagdo parcial.

3.1.1 - Aguardente de medronho

3.1.1.1 - Parametros de qualidade

O Decreto-Lei n® 238/2000 de 26 de setembro fixa os parametros minimos de
qualidade para a aguardente de medronho. No artigo 3°, ponto 2, ¢ indicado o valor
maximo de 15 mg/L para o teor em cobre. No anexo do artigo 3° sdo indicados os limites
relativos a outros parametros (Tabela 3.1).

Sao muitos os produtores que solicitam a avaliacdo dos parametros de qualidade
das suas aguardentes para averiguar se estdo ou ndo em conformidade com a legislagdo.
As analises solicitadas tém por objetivo colocar as aguardentes no mercado. Com excecao
do teor alcoodlico, da acidez total, do extrato seco e do teor em cobre, todos os outros
parametros sdo determinados por cromatografia gasosa. A figura 3.1 mostra um perfil
tipico de aguardente de medronho, obtido por injecdo em natureza (direta), utilizando a
técnica de cromatografia gasosa com detetor de ioniza¢do de chama (GC-FID), com o

objetivo de determinar estes parametros.
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Tabela 3.1 - Pardmetros de qualidade da aguardente de medronho (Decreto-Lei 238/2000
de 26 de Setembro).

Parametro Caracteristicas/limites

Aspeto — Limpido.
. . Cor - incolor; topazio (no caso de
Caracteristicas organoléticas
aguardentes velhas).
Aroma - a medronho e etéreo.

Sabor - a medronho e alcodlico.

Titulo alcoométrico a 20 °C (% vol.) >42
Extrato seco (g/hl) <20
Acidez total (g/hl a.p.) (em &cido acético) <200
Substancias volateis (g/hl a.p.) (*) > 200
Etanal ou acetaldeido (g/hl a.p.) >5e<40
Acetato de etilo (g/hl a.p.) <300
Metanol (g/hl a.p.) > 500 e <1000
2-butanol (g/hl a.p.) <2
1-propanol (g/hl a.p.) >10e<40
Isobutanol (g/hl a.p.) >30e<70
1-butanol (g/hl a.p.) <3
Isopentandis (g/hl a.p.) >80e<185
Alcoois superiores totais (g/hl a.p.) >130e <300
Isobutanol/propanol >15e<4

(*) Né&o incluem os élcoois 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."

Na tabela 3.2 apresentam-se os resultados das analises de aguarentes de medronho
realizadas no Laboratorio de Enologia da Universidade do Algarve, entre 2010 e 2014.
Para comparagdo apresentam-se também os resultados obtidos por G. Versini e
colaboradores, para 45 amostras de aguardente de medronho da Serra do Caldeirao,
recolhidas em 1992 (Versini ef al. 1995a). A tabela 3.3 apresenta os resultados de 2014
por regido de origem. Os resultados do extrato seco ndo foram apresentados porque nunca
foi detetada qualquer ndo conformidade e, em geral, os valores encontrados refletem o
teor em cobre. Os valores do somatério dos compostos volateis (sem etanol e metanol) e

a razao isobutanol/1-propanol podem ser calculados a partir dos dados apresentados. O
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somatorio dos alcoois superiores (1-propanol, isobutanol e isopentandis) ¢ apresentado
porque este parametro ¢ considerado por muitos autores um indicador da qualidade dos
destilados. Os alcoois superiores podem influenciar positivamente ou negativamente o
aroma das aguardentes (TeSevi¢ et al., 2009), tanto pelo seu aroma intrinseco como pelo
efeito de solvente sobre outros compostos aromaticos (Moreira, et al., 2012). Teores em
alcoois superiores acima de 350 g/hL (a.p.), contribuem para uma perce¢do sensorial
negativa dos destilados (Tsakiris et al., 2014; Rodriguez Madrera et al., 2013; Bovo e/
al.,2012; Lopez-Vazquez et al., 2012; Gonzalez et al., 2010).
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Figura 3.1 - Cromatograma tipico da aguardente de medronho (GC-FID), obtido por
injecdo em natureza (direta). Coluna de polietileno glicol (BP 20M 30 m x 0,32 mm I.D.
x 1,0 um). Temperatura inicial 40 °C durante 5 min, rampa de 5 °C/min até 210 °C.

O teor em etanol ¢ sempre proximo dos 50 % vol. para todas as aguardentes. Em
média, as amostras apresentam acidez total abaixo do limite fixado pela legislagdo,
embora relativamente elevado para aguardentes de qualidade, pois a acidez influencia
negativamente a qualidade sensorial das bebidas (Santos et al., 2013). Os resultados dos
ultimos cinco anos indicam uma diminui¢do no teor em acidez, evolucao positiva deste
parametro (média dos 5 anos 103,3 g/hL (a.p.)), comparativamente com os resultados
obtidos por G. Versini e colaboradores (1995) que foi, em média, 170,1 g/hL (a.p.). Sdo
escassos os resultados publicados para este pardmetro e os reportados referem-se, em
geral, a acidez volatil. Para aguardente de laranja, de jabuticaba e de ma¢a foram
determinados valores de acidez de 37,99 g/hL (Santos et al., 2013), 139,33 g/hl (Duarte
etal.,2011) e 40 g/hL (a.p.) (Rodriguez Madrera et al., 2010), respetivamente. De acordo

com G. Versini a acidez de aguardentes de qualidade ndo deve ultrapassar os 30 g/hL
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(a.p.), quando expressa em acido acético. Os valores encontrados indicam que estes niveis
de acidez sdo dificeis de conseguir.

No Instituto San Michell All Adige em Italia, para que as aguardentes de frutos
apresentem acidez baixa, ¢ feita uma neutralizagdo. Quando o vapor sai do alambique,
neste caso em aco inoxidavel, passa por um filtro de cobre contento carbonato de célcio
antes de entrar na coluna de refrigera¢do, também de cobre (Figura 3.2). Esta ¢ uma
possibilidade interessante para reducao da acidez da aguardente de medronho e ja foi
testada por alguns produtores Algarvios. Devia ser, no entanto, um procedimento

generalizado para se conseguir os niveis de acidez indicados por G. Versini.

Filtro contendo
carbonato de
calcio

Figura 3.2 - Destilaria do Instituto San Michell All Adige, Trento, Italia, 1994.
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Tabela 3.2 - Resultados dos parametros de qualidade de aguardentes de medronho, obtidos no Laboratorio de Enologia da Universidade do Algarve,
entre 2010 e 2014, e sua comparacdo com os resultados obtidos por G. Versini para aguardentes de medronho da serra do Caldeirdo, preparadas
em 1992.

Parametros \ ano 2010 2011 2012 2013 2014 1992

(Versini et al. 1995a)

N° de amostras 59 59 59 59 59 45
Etanol (% vol.) 49,39+ 2,8 49,6% + 2,4 49,19+ 2,7 49,0%+ 3,7 49,8%+2,9 51,5 +4,1
Acidez total (g/hL)* (a.p.) 104,4*+49,7  96,8%+527  101,1°+74,8  97,5%59,1  946%+488  170,1+171,0
Acetaldeido (g/hL) (a.p.) 40,0 £ 13,5 33,0t 7,6 44,9+11,3  448%+122  46,8%%13,0 57,3%44,5

Acetato de etilo (g/hL) (a.p.) 236,4*+100,0 195,38 £ 90,1 171,79 +72,0  251,5%+110,5 236,8“%85,7 494,0 + 563,2

Metanol (g/hL) (a.p.) 935,6%+157,5 794,8°+1112 804,3°+104,0 804,6°P+81,4 7954P+1058  898,3+77,9
1-propanol (g/hL) (a.p.) 17,7%+ 4,7 18,7+ 4,4 19,144 4,0 16,9%+3,8 18,2+ 4,4 14,2+2,5

Isobutanol (g/hL) (a.p.) 46,7+ 10,0 43,0+ 6,8 40,9% +7,2 38,2+ 6,1 38,17+ 6,6 45,5 £ 10,7
Isopentanois (g/hL) (a.p.) 133,0°+46,1  129,0*+23,3 134,9%+222 114,60 +21,1 111,08 +25,5 132,6 + 34,9

¥ Alc. Superiores (g/hL) (a.p.) 197,3“+53,6  186,1% 39,5 194,9+29,1  169,2B+272 167,78 +27,4 193,1 + 44,9

Cobre (mg/L) 2,3% £ 1,4 2,2% +1,2 4,58 +£3,7 3,1%+2,7 2,4%+1,1 -

*Expresso em &cido acético. Os resultados sdo expressos como média e respetivo desvio padrdo de 59 amostras analisadas em cada ano. Em cada linha 0 mesmo simbolo
indica a ndo existéncia de diferencas significativas em cada ano, com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05).

78



O etanal ou acetaldeido ¢ um dos primeiros subprodutos do metabolismo das
leveduras (Gonzalez et al., 2010; Apostolopoulou et al., 2005), podendo também resultar
da oxidagdo espontanea ou mediada por microrganismos (Apostolopoulou, et al., 2005).
Tem um ponto de ebuli¢ao de 21 °C, o que o torna um composto tipicamente de “cabega”.
Pode também formar-se durante a destilagdo e, como ¢ miscivel com agua, pode estar
presente mesmo na “cauda” (Coldea et al., 2012; Coldea et al., 2011). Este parametro,
dado o baixo limite imposto por lei, necessita de um controlo rigoroso durante todo o
processamento, nomeadamente no sentido de evitar o contacto com o oxigénio durante a
fermentagdo. O acetaldeido apresenta resultados significativamente superiores para as
aguardentes com origem fora do Algarve (Tabela 3.3). No Algarve alguns casos
ultrapassam o limite da legislacdo, indicando que muito trabalho esta por fazer. Contudo
a média dos ltimos 5 anos (41,1 g/hL (a.p.), tabela 3.2) ¢ mais baixa do que a encontrada
por G. Versini nas amostras de 1992 (57,3 g/hL (a.p.)). Comparando os resultados obtidos
com outros de fora do pais verificamos que, para 19 aguardentes de medronho, produzidas
de forma tradicional na Grécia, o teor em acetaldeido foi de 100 = 53,7 g/hL (a.p)
(Soufleros et al., 2005). Na ilha da Sardenha, como resultado de um teste de producao de
aguardente de medronho realizado durante dois anos, obtiveram-se teores médios em
acetaldeido de 14,0 e 24,0 g/hL (a.p.), em 2003 e 2005, respetivamente (Versini et al.,
2011). Noutro ensaio de produ¢do de aguardente de medronho, realizado na regido da
Galiza, o teor em acetaldeido encontrado foi de 32,7 + 1,9 g/hL (a.p.). De notar que, em
condig¢des de investigacao controladas, o teor em acetaldeido ¢ sempre mais baixo do que
na produgdo tradicional.

Comparando os resultados do Medronho com os de outros destilados de frutos
encontramos para aguardentes de pera, produzidas em Espanha, teores em acetaldeido
entre 30 e 50 g/hL (a.p.) (Arrieta-Garay et al., 2013). Ainda para aguardentes de pera
produzidas na Sardenha, o teor em acetaldeido varia entre 13,0 e 103,2 g/hL de (a.p.),
dependendo da variedade de pera e do ano de colheita (Versini et al., 2012). Em
aguardentes de kiwi a média encontrada foi de 153,9 ou 212,2 g/hL (a.p.) dependo da
estirpe de levedura utilizada (Lopez-Vazquez et al., 2012).
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Tabela 3.3 — Resultados dos teores em compostos volateis mais abundantes em
aguardentes de medronho analisadas em 2014, por regido de origem (10 amostras por
zona).

Parametro\ Monchique  Barlavento Sotavento Resto do pais

(sem Monchique)
Zona

Etanol (%ovol.)  515%%+22  48,18+4,2 47,28 +2,4 50,2% + 1,8

Acidez total 98,04+ 44,5 95,4*+70,8  94,8*+60,2 119,9%+ 96,9
(o/hL)* (a.p.)

Acetaldeido  46,3*+10,0  44,7°t16,7  43,8°:10,9  59,4°+ 16,4
(g/hL) (a.p)

Acetato de etilo  239,5%+ 70,7 226,9% + 240,6“+79,2 279,8% +152,1
(9/hL) (a.p.) 117,5
Metanol (g/hL) 819,1*+50,9 768,0%+214,5 784,8*+108,6 738,9%+104,3
(a.p.)
1-propanol 18,24+ 2,2 16,2%+ 5,4 16,5%+ 3,1 19,7*+5,3
(9/hL) (a.p.)
Isobutanol 38,09+6,4  35,1%+10,7 39,0+ 5,4 37,2+ 7,4

(g/hL) (a.p)

Isopentanois 108,9“+ 16,4 101,5*+ 29,6 117,6*+19,5 125,9%f 35,7
(g/hL) (a.p)

X Alc. superiores  165,04+22,0 155,0%+40,9 173,2°+23,9  182,8*+37,6
(g/hL) (a.p.)

Cobre (mg/L) 2,1°£ 0,6 3,4%+2,4 4,5%%25 4,8*+4,3

Em cada linha 0 mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenga significativa nas 10 amostras do ano
2014 entre regiGes com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05).

O acetato de etilo ¢ produzido em pequena quantidade pelas leveduras durante a
fermentagdo, sendo principalmente formado por bactérias acéticas quando em aerobiose
(Tsakiris et al., 2014; Tesevi¢ et al., 2009). Este composto ¢ tipicamente de “cabega” (Da
Porto et al., 2010; Galego et al., 1995). Os resultados das andlises realizadas no
laboratério de Enologia de 2010 a 2014 (média dos 5 anos, tabela 3.2, 224,6 g/hL (a.p.)),
indicam que o seu teor se encontra abaixo do limite imposto pela Legislagdo Portuguesa
(300 g/hL (a.p)), contrariamente ao verificado nas amostras recolhidas em 1992 (494,0
g/hL (a.p.). De realcar, que em amostras de muitos produtores de pequena dimensao,

quando a fermentacao ¢ realizada em aerobiose, o acetato de etilo atinge teores da ordem
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dos 1000 g/hL (a.p.), contribuindo para desvios-padrdo bastante elevados quando se
calculam médias de amostras de diferentes proveniéncias. Os teores em acetato de etilo
encontrados nos ultimos 5 anos, tal como os da acidez total, sdo ainda considerados
excessivos para aguardentes de qualidade. O teor em acetato de etilo para aguardentes de
qualidade nao deve exceder 130 g/hL (a.p) (Versini et al., 2009), de modo a nao contribuir
negativamente para o aroma do destilado. Nas 19 aguardentes de medronho com origem
na Grécia, o teor em acetato de etilo encontrado foi 340,0 + 335,5 g/hL (a.p.) (Soufleros
et al., 2005). Nos ensaios realizados na Galiza e na Sardenha este composto encontra-se
em muito menor quantidade, 40,7 + 3,2 g/hL (a.p.) na Galiza (Gonzalez et al., 2011) e,
em média, 29,5 e 31,5 g/hL (a.p.) em 2003 e 2005, respetivamente, na Sardenha (Versini
etal., 2011).

O metanol ndo ultrapassa o limite estipulado pela legislacdo, nem no periodo de
2010 a 2014, nem nas amostras analisadas por Versini e colaboradores (1995). A formagao
de metanol estd relacionada com as caracteristicas da matéria-prima e resulta da
desmetilagdo de substancias pécticas por enzimas pectoliticas metilo-esterase, durante o
processo de amadurecimento do fruto (Rodrigues Madera et al., 2013; Coldea et al., 2011;
Gonzdlez et al., 2010). Deste modo, a concentracdo em metanol na primeira destilacdo
esta diretamente relacionada com a quantidade de pectina presente no fruto (Coldea et al.,
2011). A relagdo quantidade de pectina do fruto/quantidade de metanol no destilado pode
ser utilizada como marcador de origem e/ou a autenticidade do destilado (Moales et al.,
2010). Para Coldea e colaboradores se for feita uma redestilacdo do destilado, o metanol
¢ concentrado na “cabec¢a” (destilado a descartar), e o “coracdo” do destilado assim obtido
apresenta menor teor em metanol (Coldea ef al., 2011). No Algarve a primeira destilagdao
conduz a teores alcodlicos superiores a 50 % vol., razdo pela qual ndo sdo feitas
redestilagdes. Nas 19 amostras originarias da Grécia e obtidas por métodos tradicionais,
o teor em metanol foi 744 + 297 g/hL (a.p.) (Soufleros et al., 2005). Nos ensaios
realizados em Itélia, apesar da redestilagdo, o teor em metanol encontrado foi 808 e 1016
g/hL (a.p) respetivamente em 2003 e 2005. Nos ensaios realizados em Espanha (Galiza)
a destilacdo foi feita por arraste de vapor com coluna de retificagdo. Neste caso o teor em
metanol foi 320,5 + 3,5 g/hL (a.p). O sistema de arraste de vapor com coluna de
retificagdo apresenta-se assim como alternativa para diminui¢do do teor em metanol.
Testes realizados com outras aguardentes, nomeadamente com bagago, revelaram que
aguardentes obtidas por sistema de alambique de cobre e por um sistema de coluna com

arraste de vapor ndo apresentam diferencas no teor em metanol (Arrieta-Garay et al.,
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2014a). Estes investigadores encontram diferencas na quantidade de metanol produzida
com diferentes estirpes de leveduras, em qualquer dos sistemas de destilagdo utilizados.
Por isso consideram que diferentes estirpes de leveduras podem condicionar de forma
diferente a atividade das enzimas responsaveis pela producao do metanol. No Algarve,
em geral, a fermentacdo do medronho ¢ feita com a microbiota autoctone.

Os alcoois superiores sdo produzidos pelas leveduras durante a fermentagdo
(Tsakiris et al., 2014; Cortés et al., 2009; Tesevic¢ et al., 2009; Garcia-Llobodanin et al.,
2008) e sao os compostos volateis presentes em maior quantidade nos destilados. Podem
originar efeito sensorial negativo para teores superiores a 350 g/hL (a.p.), (Tsakiris et al.,
2014; Rodrigues Madrera et al., 2013; Bovo el al., 2012; Da Porta, et al., 2011; Gonzalez
et al., 2010; TeSevi¢ et al, 2009). Os alcoois superiores tém um comportamento
semelhante ao do etanol durante a destilagdo pois apresentam pontos de ebuligdo
relativamente baixos e sdo soliveis em etanol e parcialmente soliveis em agua (Garcia-
Llobodanin, et al., 2008). As aguardentes de medronho analisadas entre 2010 e 2014
apresentam em média teor em alcoois superiores de 180,9 g/hL (a.p.). Na experiéncia de
producdo realizada na Galiza o teor em 4lcoois superiores foi 170,3 + 5,3 g/hL (a.p.)
(Gonzélez et al., 2011). Nos destilados origindrios da Grécia o teor em alcoois superiores
foi de 260 + 69,4 g/hL (a.p.) (Soufleros et al., 2005) e nas experiéncias realizadas na
Sardenha foram encontrados valores médios de 438,5 e 303,0 g/hL (a.p.) para 2003 e
2005, respetivamente (Versini et al. 2011). O teor dos diferentes alcoois superiores ¢é
varidvel. O 2-butanol ¢ um composto normalmente associado a desenvolvimento
bacteriano na matéria-prima (Versini et al., 2012; Lopez-Vazques et al., 2010; Da Porto
et al., 2008; Hernandez-Gomez et al., 2005; Silva et al., 1996). A presenca de 2-butanol
nas aguardentes de medronho analisadas entre 2010 e 2014 ou ndo foi detetada ou foi
inferior a 0,5 g/hL (a.p.), resultado previsivel pelo facto do fruto medronho apresentar pH
3,3 (Santo et al., 2012), condi¢des que dificultam o desenvolvimento bacteriano. A
colheita decorre numa época de temperaturas relativamente baixas (outubro a dezembro),
sendo os medronhos colocados diariamente nos fermentadores pela maioria dos pequenos
produtores. Nao ha normalmente tempo de armazenamento e assim condi¢des para o
desenvolvimento de bactérias. Na experiéncia realizada na Galiza este composto também
nao foi detetado e nas experiéncias realizadas na Sardenha os valores encontrados sdao
inferiores a 0,5 g/hL de (a.p.). Este composto nao foi reportado nas amostras oriundas da
Grécia. A presenca de 1-butanol em teores elevados esta também associada a atividade

microbiana (Cortés et al., 2009; Hernandez-Gomes, et al., 2005) e, tal como o 2-butanol,
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a sua presenca nos destilados estudados ou ndo foi detetada ou apresenta teores abaixo de
0,5 g/hL (a.p.). Nas experiéncias realizadas em Italia e Espanha o 1-butanol apresenta
teores inferiores a 1 g/hL (a.p.). Nas aguardentes oriundas da Grécia o teor em 1-butanol
foi 7,0 £ 11,8 g/hL (a.p.). Relativamente ao teor em 1-propanol, as aguardentes de
medronho portuguesas apresentam sempre valores inferiores a 20 g/hL (a.p), muito
abaixo do maximo estipulado pela legislagdo. Este composto ndo foi reportado nas
aguardentes preparadas na Grécia, e na Galiza o teor encontrado foi 41,0 + 0,9 g/hL (a.p)
(Gonzélez et al., 2011). Em Italia obtiveram-se 20,0 ¢ 21,5 g/hL (a.p.) em 2003 e 2005,
respetivamente (Versini et al., 2011). Este composto pode também ter origem no
desenvolvimento bacteriano na fase de armazenamento da matéria-prima
(Apostolopoilou et al., 2005). O isobutanol ou 2-metil-1-propanol e os isopentanois ou
alcoois amilicos (2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol) sdo os alcoois superiores
presentes em teores mais elevados em qualquer das amostras estudadas ou em
aguardentes de outros paises. O teor destes alcoois encontra-se dentro do limite estipulado
pela legislagdo. Relativamente ao isobutanol os teores médios situam-se proximo de 40
g/hL (a.p.), exceto no caso das aguardentes preparadas na Sardenha em 2003, cujo teor
médio foi de 64 g/hL (a.p.). Nas aguardentes de medronho portuguesas a média do teor
em isopentandis, de 2010 a 2014, foi 122,7 g/hL (a.p.). O teor em isopentandis das
aguardentes da Galiza ¢ o mais baixo, 92,5 g/hL (a.p.) (Gonzalez et al., 2011). Nas
aguardentes preparadas na Grécia a média foi 202 g/hL (a.p.) (Soufleros et al., 2005) e
nas da Sardenha foi de 354 e 239,5 g/hL (a.p.) em 2003 e 2005, respetivamente (Versini
etal.,2011). De acordo com Versini et al. (2009), o teor em isopentandis esta relacionado
com a assimilagdo do azoto pelas leveduras. Os teores de outros alcoois superiores,
nomeadamente do 1-hexanol, cis e trans-3-hexeno-1-ol e 2-feniletanol, ndo fazem parte
da legislacdo atual e por isso ndo sao prioridade dos produtores; serdo abordados noutro
ponto deste trabalho.

Todas as amostras apresentam teores de cobre abaixo do maximo permitido por
lei (15 mg/L). De destacar o teor, algo mais baixo, das aguardentes da zona de Monchique,
embora ndo seja suficiente para as diferenciar estatisticamente. Este resultado podera
estar associado a utilizacdo de um sistema de refrigeragcdo por tubo direito e ndo em
serpentina, muito comum noutras localidades (Figuras 1.6 e 1.7). Nestas condi¢gdes ha
menor superficie de contacto com o cobre, o que pode estar na origem dos teores mais
baixos. Nas aguardentes oriundas da Grécia o teor em cobre foi 1,0 + 0,8 mg/L, mais

baixo do que qualquer dos teores encontrados em Portugal para aguardentes de medronho,
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mesmo para o caso de Monchique. De realgar que o teor em cobre estd também
relacionado com a acidez do destilado; quanto mais elevada for a acidez, para um

alambique com as mesmas caracteristicas, maior € o teor em cobre (Galego et al., 1998).

3.1.1.2 - Perfil tipico dos compostos volateis da aguardente de medronho do
Algarve

Os compostos volateis mais abundantes nas aguardentes de medronho, sdo
comuns a todas as aguardentes, pois sdo o resultado da fermentacdo alcodlica (Figura

3.3). O que varia de aguardente para aguardente sdo as proporgdes relativas.
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Figura 3.3 - Traco de HS-SPME- GC-FID tipico de uma aguardente de medronho. Coluna
de polietileno glicol (BP 20M 30 m x 0,32 mm I.D. x 1,0 um). Temperatura inicial 40 °C
durante 5 min, seguida de aumento de temperatura a 5 °C/min até 210 °C onde permanece
6 min.

Os vitispiranos sao compostos tipicos da aguardente de medronho (Versini ef al.,
1995a) que resultam da degradacdo dos carotenodides presentes no fruto (Mendes-Pinto,
2009). Podem ser também encontrados em algumas aguardentes vinicas (Versini ef al.,
1995b) mas ndo foram ainda reportados em aguardentes de outros frutos. Deste modo os
vitispiranos podem ser considerados marcadores da autenticidade das aguardentes de

medronho.

3.1.1.3 - Diferencas para outras aguardentes de medronho

Em Portugal a aguardente de medronho € tipicamente produzida nas zonas
serranas. Apos a execucao dos projetos PAMAF-IED 4057 e 8005, o interesse por este
destilado aumentou no Algarve. Fora do Algarve tém sido os produtores da zona de

Coimbra quem tem manifestado mais interesse em melhorar a sua aguardente e em
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comparar com aguardentes produzidas noutras regides. Se relativamente as analises
fisico-quimicas nao existem diferencas relevantes entre as aguardentes do Algarve e da
regido de Coimbra, a apreciagdo sensorial revela diferencas. Procurar os compostos
responsaveis por essa diferenga foi um dos objetivos deste trabalho. A tabela 3.4 mostra
resultados da analise de alguns compostos volateis, em aguardentes do Algarve e da
regido de Coimbra, potencialmente relacionados com as diferencas detetadas na
apreciacao sensorial.

Os ésteres de peso molecular mais baixo, o hexanoato, octanoato e decanoato de
etilo e o acetato de isoamilo conferem aos destilados aroma frutado (Tsakiris et al., 2014;
Lépez-Vazquez et al., 2012; Soufleros et al., 2005). Os ésteres de peso molecular mais
elevado, nomeadamente o dodecanoato de etilo, o tetradecanoato de etilo, o
hexadecanoato de etilo e o linoleato de ctilo conferem aos destilados a sensagdo de
presenca de cera e/ou ranco (Lopez-Vazquez et al., 2012; Versini et al., 2009). Embora
tenham sido analisadas poucas aguardentes, as amostras da regido de Coimbra apresentam
teor mais elevado em ésteres superiores, nomeadamente em decanoato de etilo ¢ em
dodecanoato de etilo.

Os alcoois 1-hexanol e cis-3-hexeno-1-ol conferem aos destilados aroma herbaceo
(Arrieta-Garay et al., 2013, Herndndez-Gomez et al., 2005). No entanto, o 1-hexanol em
teores até 9,8 g/hL (a.p.) ndo confere aroma desagradavel as bebidas (Arrieta-Garay et
al., 2013; Apostolopoulou et al., 2005), sendo mesmo considerado que, quando presente
em teores até 2,1 g/hl (a.p.), tem um efeito positivo no aroma das aguardentes (Soufleros
et al., 2005). As aguardentes portuguesas apresentam teores em 1-hexanol mais baixos
do que as oriundas da Grécia. As do Algarve possuem em média de 0,6 + 0,2 g/hL (a.p.)
e as do centro do pais 0,7 £ 0,3 g/hL (a.p.), ndo havendo diferencas significativas entre
os dois grupos. Por outro lado, o cis-3-hexeno-1-ol apresenta para as aguardentes da
regido de Coimbra um teor cerca de 3 vezes superior ao encontrado em aguardentes do
Algarve. O teor em cis-3-hexeno-1-ol, também conhecido por alcool das folhas,
apresenta-se como um potencial marcador das aguardentes da regido centro de Portugal,
conferindo-lhe a nota herbécea detetada na analise sensorial.

O alcool feniletilico ou 2-feniletanol é um composto caracteristico da “cauda” das
aguardentes (Gonzalez et al., 2011; Apostolopoulou et al., 2005), e apresenta aroma
agradavel a rosas (TeSevic et al., 2009; Apostolopoulou et al., 2005). Este composto esta

presente nas aguardentes provenientes das duas regioes.
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Tabela 3.4 - Resultados da quantificacdo dos compostos volateis da aguardente de
medronho obtidos por extracdo com diclorometano e analise por GC-MS.

Compostos Algarve Coimbra
(9/hL (a.p.) (9/hL (a.p.)
N° de amostras 6 6
Octanoato de etilo 1,1+ 0,3 1,68 +0,3
Decanoato de etilo 1,5+ 0,3 2,98+0,3
Dodecanoato de etilo 1,1+ 0,1 1,98 +0,4
Tetradecanoato de 0,6+ 0,4 0,4*+0,4
etilo
Hexadecanoato de 2,2+ 0,8 18*+1,2
etilo
Linoleato de etilo 1,6%+0,6 0,6 +0,3
1-hexanol 0,6“+0,2 0,77+0,3
Cis-3-hexeno-1-ol 0,6“+0,2 2,00+10
Alcool feniletilico 3,00+24 44%+18
Furfural 1,9¢+0,4 0,88+0,2

Os resultados séo expressos como a média e desvio padrdo de todas as amostras analisadas. Em
cada linha 0 mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa nas primeiras 6 amostras,
com um nivel de significncia 95 % (p < 0,05).

O furfural pode resultar do aquecimento, em meio &cido, dos aglcares (pentoses)
(Apostolopoulou et al., 2005) durante o processo de destilagdo. Apresenta ponto de
ebulicdo relativamente elevado (167 °C) e é relativamente soltuvel em agua, pelo que a
sua concentracdo sera mais elevada a partir do meio do “coragdo” e até ao final da “cauda”
(Garcia-Llobodanin et al., 2008). Nas aguardentes do Algarve o teor em furfural é
aproximadamente o dobro do determinado para aguardentes da regido de Coimbra. O
valor encontrado, 1,9 + 0,5 g/hL (a.p.), é, no entanto, muito inferior ao determinado para
aguardentes de pera, nas quais foram encontrados teores entre 2,5 e 8,3 g/hL (a.p.)
(Garcia-Llobodanin et al., 2008).

Foram também analisadas, por GC-FID, um pequeno grupo de amostras, com
indicacdo de medronhos provenientes de agricultura bioldgica, de ambas as regifes
(Algarve e Coimbra). Os resultados estdo resumidos na tabela 3.5. Os resultados relativos
ao teor em cis-3-hexeno-1-ol apresentam a tendéncia ja observada para as amostras sem
a indicacdo de origem biologica. Para este grupo de amostras foram ainda analisados 0s

monoterpenos linalol e a-terpineol. Ndo foram detetadas diferencas significativas no teor
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em monoterpenos entre as amostras do Algarve e as da regido de Coimbra. Nao estdo

disponiveis comercialmente padr@es de vitispiranos.

Tabela 3.5 - Resultados dos teores em compostos volateis das aguardentes de medronho,
preparados com medronho de agricultura biolégica ap6s extracdo com diclorometano e
analise por GC-FID.

Compostos (g/hL Algarve Centro (Coimbra)
(a.p.)

N° de amostras 3 3
Acetato de isomilo 05%0,1 03+£0,1
Hexanoato de etilo 0,7£0,2 0,6+0,3
Octanoato de etilo 20+0,8 1,7£1,6
Decanoato de etilo 25+£09 23+18

Dodecanoato de etilo 16+0,2 0,4+£0,6
Tetradecanoato de 1,0+£0,3 04+£04
etilo
1-hexanol 04+0,1 09+04
Cis-3-hexeno-1-ol 0,4£0,2 1,3+£0,8
Alcool feniletilico 3,1+£0,3 30+25
Furfural 0,3+0,1 02+0,1
Linalol 0,3+0,1 02+0,1
o -terpineol 0,3%+0,1 04+0,1

3.1.2 - Aguardente de batata-doce

A batata-doce, Ipomoea batatas (L.), variedade Lira, ¢ cultivada ha varios séculos
na regido de Aljezur e zonas limitrofes. Nesta regido a producdo de batata-doce ¢
desenvolvida por cerca de 300 pequenos produtores, com uma producdo média de 20
toneladas/ha, de acordo com a Associagao de Produtores local. A importancia historica e
economica desta cultura na regido motivou a criagdo de uma Indicacdo Geografica
Protegida (IGP) (PT-PGI-0005- 0517-03-01.2005), reconhecida pela Comunidade
Europeia, a 17 de agosto de 2009. A valorizagdao dos excedentes de batatas danificadas

fisicamente ou com dimensdes fora das estabelecidas pelo caderno de especificacdes da
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IGP (dimensdes entre 8,5 cm por 4,0 cm e os 16,5 cm por 7,1 cm com uma massa entre
50 e 450 g), é preocupacdo da Associacdo de Produtores, razao pela qual tém procurado
ajuda no sentido de encontrar alternativas. Tal como noutros paises produtores, sdo
também geradas grandes perdas associadas as dificuldades na conservagdo e/ou defeitos
fisicos (Aina et al., 2012; Hu et al., 2011; Lockwood et al., 2008).

A produgdo de aguardente foi uma alternativa avaliada durante este trabalho. A
batata-doce ¢ pobre em acucares fermentaveis, embora seja rica em amido (Montefusco
etal.,2014; Lai et al.,2013). Para aumentar o rendimento alcoolico € necessario converter
o amido em acglcares fermentaveis, isto €, promover a sacarificacdo. O amido ¢
constituido por cadeias de a-D-glicose cuja estrutura apresenta dois polissacarideos, a
amilose, formada por moléculas lineares, e a amilo-pectina, polissacarideo altamente
ramificado (Campanha & Franco, 2011; Shariffa, ez al., 2009). Na batata doce os granulos
de amido apresentam forma variavel, poligonal, redonda ou oval, e possuem didmetros
ente 2 e 25 um (Chen et al., 2004; Moorthy, 2002). Estes granulos sdo insoltiveis em agua
devido as fortes interacdes por pontes de hidrogénio entre as cadeias que os compdem
(Zavareze & Dias, 2011). As propriedades do amido de batata-doce dependem da
dimensdo dos granulos (Chen et al., 2004) ¢ do modo como a amilose e a amilo-pectina
estdo associadas (Zavareze & Dias, 2011). A modificacdo das propriedades do amido
pode fazer-se por processos enzimaticos, quimicos, fisicos ou combinagdo destes.
Tipicamente, o amido da batata-doce apresenta baixa conversdo enzimatica para agucares
fermentaveis porque apresenta alguma resisténcia a a-amilase (hidrolisa as ligacoes
glicosidicas o-(1-4)) e a glucoamilase (produz B-glicose) (Shariffa et al., 2009).
Nalgumas industrias € usada a modificagdo quimica, mas nas industrias alimentar e
farmacéutica hd preferéncia pelas modificacdes fisicas, nomeadamente induzidas pela
humidade, calor, pressdao ou radiacao (Lee ef al., 2011).

Numa avaliacdo preliminar, foram preparadas aguardentes a partir de batata-doce
assada e cozida, com e sem pele, fermentada com e sem enzimas. Foram testadas enzimas
normalmente usadas na fermentagao de uvas (cromazina DC da DAL CIN, Milao Italia).
Foram obtidos destilados com boas caracteristicas em todos os casos. Os mais aromaticos
foram os preparados com batata-doce assada com pele. Nos ensaios com enzimas,
seguidos nas primeiras tentativas de producdo desta aguardente, verificou-se um teor
relativamente elevado em metanol, carateristica desfavoravel. Optou-se, por isso, apenas

pelo tratamento térmico.
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3.1.2.1 - Batatas-doces e o tratamento térmico pré-fermentativo

O lote de batatas-doces utilizado na preparagdo das aguardentes apresentava
humidade de 67 % (+ 3) e teor de amido também de 67% (x 3), este ultimo tomando por
base a massa seca da batata-doce. A tabela 3.6 resume os teores em agucares encontrados

na batata antes e depois dos diferentes processamentos térmicos.

Tabela 3.6 - Teor em acucares de batatas-doces da variedade Lira ndo processadas,
cozidas e assadas (g/100 g matéria seca).

Batata-doce Acucares totais  Acucares redutores Glicose Frutose
Né&o 13¢+1 6°+1 <0.2 <0.2
processadas
Cozida 20% £ 2 16% + 2% 558+0,1 2,1P+£0,1
Assada
34%+ 2 274+ 2 4.8°+0,2 2,48 +0,1
(190 °C)
Assada
34%+ 2 28% + 2 6.0+0,1 1,9¢+0,2
(130°C)

Os resultados da média e correspondentes desvios padréo foram obtidos com pelo menos 6 medi¢des. Em
cada linha o mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia
95 % (p < 0,05).

O processo de cozedura contribuiu para um aumento do teor em agUcares totais
de 7 %, enquanto que a assadura induz um aumento deste teor em cerca de 21 %, tanto
em batatas assadas a 130 °C como a 190 °C. O teor em acUcares redutores também
aumenta, consistente com a formacéo de maltose por tratamento térmico, ja referida por
alguns autores (Chan et al., 2014; Lai et al., 2013). O aumento dos agUcares totais
corresponde a 10 e 30 % do amido, para as batatas cozidas e assadas, respetivamente.
Estes resultados indicam uma conversdao do amido mais baixa do que a observada por
métodos enzimaticos, os quais podem levar a 90 % de conversdo (Diaz et al., 2014; Zhang
et al., 2011). Embora os tratamentos térmicos ndo atinjam o desempenho dos métodos
enzimaticos, a sua utilizacdo néo invalida o posterior processamento enzimatico. De facto
o tratamento térmico desagrega os granulos de amido (Lai et al., 2013; Lee et al., 2011),
tornando mais facil a sua posterior hidrélise, quer por processos enzimaticos, quer por

processos quimicos, potenciando assim o rendimento da fermentacéo.
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3.1.2.2 - Compostos volateis da batata-doce nédo processada e processada

Os tratamentos térmicos realcam os compostos volateis da batata-doce (Nakamura
et al., 2013, Wang & kays 2000), podendo por isso contribuir para o aroma final do
destilado. Os compostos aromaticos das batatas-doces cozidas e assadas as duas
temperaturas foram extraidos logo ap6s o processamento e analisados por GC-FID e GC-
MS. Os processos de cozedura e de assadura a 130 °C originam vestigios de alguns
compostos como por exemplo o furfural (Figura 3.4, tracos a) e b)). O processo de
assadura a 190 °C origina um perfil de compostos aromaticos bastante diferente (Figura
3.4, traco c)). Os compostos identificados e presentes em maior quantidade séo o furfural,
o0 furano-3-metanol, o maltol, o 3-hidroxi-2,3-dihidromaltol, o hidroximetilfurfural e o
acido dodecandico. Estes compostos sdo formados durante o tratamento térmico
(Nakamura et al. 2013, Wang & kays, 2001, Maga, 1989) e muitos deles sdo encontrados
em varios alimentos, apesar de alguns apresentarem alguma toxicidade (Anese & Suman,
2013; Lopez-Vazquez et al., 2012). A escolha recaiu no tratamento por assadura a 130 °C
de modo a evitar estes compostos (Figura 3.4, cromatograma b)), além de ser mais

favoravel do ponto de vista energético.
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Figura 3.4 - Perfil dos compostos volateis de batata-doce, cozida, a), assada a 130 °C, b),
e assada a 190 °C, c) extracdo com diclorometano. Coluna de polietileno glicol (AT-WAX
MS). Temperatura inicial 50 °C durante 5 e subiu até 240 °C a 10 °C min.

3.1.2.3 - Perfil dos compostos volateis da aguardente de batata-doce

O teor em etanol das aguardentes de batata-doce depende do tratamento térmico
seguido. O teor alcodlico das aguardentes preparadas com batata-doce assada é superior
ao das aguardentes preparadas com batata-doce cozida (Tabela 3.7), de acordo com o teor
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mais elevado em agUcares fermentaveis que as batatas-doces assadas apresentam (tabela
3.6). Atendendo a que na fermentacdo cerca de 45 % do teor em glicose e frutose é
convertido em etanol (m/m) (Jackson, 2008) verificamos que mais de 80 % dos acgucares
foram convertidos durante a fermentacao. Para se obter maior rendimento alcoolico, seria
necessario, uma maior conversdo de amido, recorrendo por exemplo a hidrolise
enzimatica ou hidrélise quimica (Duvernay et al., 2013; Lee et al., 2011). A adigdo de
enzimas antes do inicio da fermentacdo pode aumentar o rendimento alcoolico dos
destilados (Lee et al., 2011).

O teor em metanol e noutros compostos esta em conformidade com o regulamento
comunitario relativo a producao de bebidas espirituosas (Regulamento (CE) n® 110/2008).
O somatorio dos alcoois superiores excede os 350 g/hL (a.p.). Como ja referido, varios
autores consideram que aguardentes com teor em alcoois superiores acima dos 350 g/hl
(a.p.) apresentam menor qualidade (Tsakiris et al., 2014; Rodriguez Madrera et al., 2013;
Bovo et al., 2012). No entanto, teores semelhantes estdo reportados para aguardentes de
kiwi, pera, mag¢a, bagaco, ameixa ¢ cereja (Arrieta-Garay et al., 2014b; Versini et al.,

2012; Versini et al., 2009; Schehl et al., 2005).

Tabela 3.7 - Teor dos compostos volateis mais abundantes na aguardente de batata-doce.

Compostos Cozida Assada 190°C  Assada 130 °C
Etanol, % v/v 32°+3 398 +1 398 +1
Metanol, g/hl (a.p.) 69* + 3 67* £ 6 63* +7

Y. Volatiles sem etanol e 446% + 9 462 + 36 4140+ 47

metanol, g/hl .(a.p.)
S Alcois, superiores g/hl (a.p.) 399+ 7 413* + 28 376*+ 43

Acidez total,* g/hl (a.p.) 474+ 4 13 +2 13F +2

Os resultados sdo a média de um minimo de 6 andlises e com a indicacéo do desvio padrdo. Em cada linha
0 mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia 95 % (p
<0,05).

Outros compostos volateis encontrados nas aguardentes de batata-doce, sdo
maioritariamente compostos de fermentacao e incluem élcoois, aldeidos e ésteres (Tabela

3.8). Os alcoois 2-metil-1-pentanol (isobutanol), 2-metil-1-butanol + 3-metil-1-butanol
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Tabela 3.8 - Teor dos compostos volateis menos abundantes na aguardente de batata-doce
e correspondentes limiares de percecao.

Composto Concentracéao (g/hL a.p.) Limiar de
Cozida Assada Assada percegdo
(o/bL .a.p.)
100 °C 190 °C 130 °C

Alcoois

1-Propanol 64% + 2 73%+4 68% + 3 5932

Isobutanol 97¢+1 98>+ 6 758+ 12 29°

Isopentandis 238*+ 3 242% + 22 234> + 28 39°

Alcool feniletilico 3,1*+0,1 2,48 +0,1 457+ 0,1 6,3"

Acetaldeidos

Acetaldeido 229+ 1 20+ 4 7% +0,6 78

Furfural 0,11« £0.02  0,92°+0,01  0,11*+0,01 9,6°

Benzaldeido 0,65*+0,08 0,148 +0,01 0,297+ 0,01 0,9

Esteres

Acetato de etilo 23* +1 26%+4 26% + 3 7,1°

Acetato de isoamilo 0,58*+0.01 057%+0.03  3,04%+0,02 0,02°
0,33+0.01  0,46f +0,01 058" + 0,012

Hexanoate de etilo 0,01

Octanoato de etilo 2,33+0,01 2,72°+0,02  3,13°+001 0,003

Decanoato de etilo 3,28%+0,06  455°+0,06  4,94*+0,17 0,24

Dodecanoato de etilo 1,39*+0,3 2.278 £+ 0,05 1,97 +0,38

Tetradecanoato de etilo  3,19*+0,06  3,48*+0,32 3,01*+ 0,27

Outros compostos

Linalol 0,06*+ 0,01 0,09*+ 0,01 0,11*+ 0,01 0,25°

a-terpineol 0,32*+ 0,08 0,33*+ 0,07 0,38* + 0,06 75,0°

aMoreno et al. 2005 (determinado em solugdo com 14 % etanol); PGao et al. 2014 (determinado em solugéo
com 46 % etanol); °Cacho et al. 2013 (determinado em solugdo com 40 % etanol). Os resultados séo
apresentados como média e respetivos desvidos padrdo para pelo menos 6 medi¢des. Em cada linha o
mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia 95 % (p <
0,05).
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(isopentanois) encontram-se acima do limiar de percecao e contribuem para o chamado
aroma floral doce basico das aguardentes (Versini ef al., 2009).

Teores semelhantes foram reportados para aguardentes de pera, cereja ou ameixa
(Versini et al., 2012; Schehl et al., 2005). O teor em alcool feniletilico ou 2-feniletanol ¢
semelhante ao encontrado por exemplo para aguardentes de pera (Versini et al. 20012),
mas menor do que o encontrado em aguardente de bagaco de uva (Da Porto et al. 2010),
ou em aguardente de kiwi (Arrieta-Garay et al., 2013).

Os baixos teores em acetaldeido indicam que a fermentacao decorreu sem problemas
de oxidagdo (Versini et al., 2009). O teor em acetato de etilo, para qualquer dos ensaios
de preparacdo de aguardente, estd muito abaixo de 130 g/hL (a.p.), considerado valor
limite até ao qual contribui positivamente para o aroma das aguardentes. Teores acima
deste valor sdo indicadores de condi¢des aerdbias durante o processo de fermentagdo ou
de corte incorreto da aguardente de “cabega” (Versini ef al., 2009).

O teor em ésteres etilicos apresenta-se acima dos respetivos limiares de percegao,
conferindo a aguardente um aroma frutado (Tsakiris et al., 2014; Versini et al., 2009). O
teor em ésteres etilicos € semelhante ao observado por exemplo para aguardentes de maca
(Rodriguez Madrera et al., 2013; Versini et al., 2009). Os monoterpenos a-terpineol e
linalol também foram detetados noutras bebidas preparadas com batata-doce (Ohta et al.,
1991; Otha et al., 1990). Apresentam-se, no entanto abaixo do limiar de perce¢do e por
1Ss0 pouco contribuem para o aroma da bebida. Estes compostos foram também detetados
noutros destilados como o de kiwi, o de pera e o de maca (Arrieta-Garay et al., 2013;
Loépez-Vazquez et al., 2012; Versini et al., 2012; Versini et al., 2009).

Poucas diferencas foram detetadas para o teor em volateis de aguardentes preparadas
com batatas processadas seguindo diferentes tratamentos térmicos. A excecao € o furfural,
que apresenta, na aguardente preparada por assadura a 190 °C, um teor nove vezes
superior ao das outras. Este composto ¢ um marcador do tratamento térmico (Trakiris et
al., 2014; Nakamura et al., 2013; Lopez-Vazquez et al., 2012). Contudo, nos teores
encontrados pouco contribui para o aroma da bebida pois a sua concentracao esta abaixo
do limiar de percec¢dao. Outros compostos detetados mas nao quantificados na aguarente

de batata-doce incluem o 2-metil-benzofurano, a B-damascenona e a [3-ionona.
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3.1.2.4 - Apreciacao sensorial da aguardente

Por se tratar de um produto novo foi feita uma avaliagdo da apreciagédo sensorial
da aguardente de batata-doce preparada com batatas assadas a 130 °C. A escolha recaiu
no destilado preparado seguindo este processo por apresentar o teor mais elevado em
ésteres aromaticos (acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo e decanoato
de etilo). Foi utilizada uma escala heddnica de nove pontos para classificar a bebida
relativamente a aparéncia, ao cheiro e ao gosto, por 55 provadores ndo treinados. Os

resultados obtidos estdo resumidos na figura 3.5.
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Figura 3.5 - Resultados da apreciacdo sensorial da aguardente de batata doce.

Todos os parametros analisados apresentaram uma aceitacao positiva. O aroma é
0 pardmetro melhor avaliado. O sabor apresenta algumas respostas menos favoraveis,
refletindo provavelmente o elevado teor em alcoois superiores, que muitos autores
apontam como negativo para as aguardentes (Tsakiris et al., 2014; Rodriguez Madrera et
al., 2013; Bovo et al., 2012).

3.1.3 - Aguardente de figo

A aguardente de figo é o destilado com maior producao anual no Algarve (Galego
& Almeida, 2007). E talvez a aguardente mais caracteristica da regido mediterranica
(Ayed et al., 1992), havendo registos da sua producao industrial no Algarve desde 1790
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(Lobo & Vidigal, 1994). Esta aguardente é feita a partir de figos secos e de fraca
qualidade, quer pelo pequeno calibre que apresentam, quer pelas bicadas dos passaros ou
outros defeitos, que inviabilizam o seu aproveitamento mais nobre. No Algarve, apesar
de muito abundante, esta aguardente ndo é muito apreciada pelos consumidores devido
ao seu aroma intenso, bem como a outros defeitos associados ao processo de producéo.

Procurar uma alternativa para valorizacao dos excedentes deste destilado foi uma
solicitacdo feita ao Instituto Superior de Engenharia. A preparagdo de licores com
aguardente de figo foi uma possibilidade avaliada. No entanto foi necessario corrigir
alguns defeitos da aguardente produzida, nomeadamente a reducdo do seu aroma intenso.
A hipoétese testada foi a de proceder a uma desodorizacdo parcial, que por um lado,
reduzisse a intensidade do aroma, mas por outro lado deixasse a aguardente com
caracteristicas aromaticas que ainda pudessem contribuir positivamente para 0 aroma
final dos licores. A desodorizacdo parcial da aguardente foi estudada com diferentes
quantidades de carvdo ativado. Os testes feitos em laboratorio consistiram na adi¢do de
5, 10, 20, 30 e 40 g de carvao ativado por litro de aguardente. Como controlo foi também
analisada a aguardente sem qualquer adicdo de carvdo ativado. A adicdo foi feita
cuidadosamente a superficie da aguardente, colocada em provetas de vidro de um litro.
Durante 2 dias o carvao atravessou toda a aguardente por gravidade e depositou-se no
fundo da proveta, deixando a aguardente completamente incolor. Apds a separacdo do
carvao ativado a aguardente foi utilizada diretamente, com um teor alcodlico de 44 2 %
vol., ou concentrada por destilacdo em destilador enoldgico (Dujardin-Salleron, Arcueil,
Franca). O carvdo usado foi colocado a reciclar em forno ventilado a 350 °C durante 1 h
(FIMOR, Pé&dua, Itdlia), havendo perdas de 10 % em cada passo. O processo foi
posteriormente estendido a uma destilaria industrial. Neste caso foi inserido um filtro
entre a saida da “cucurbita” do sistema de destilagdo e a chegada a serpentina. Foram
usados 2 kg de carvéo ativado, do mesmo lote do usado em laboratério, para 8 arrobas de
figo fermentado, ao iniciar a destilagdo. Foram recolhidas amostras do “cora¢do” e de
“cauda” para avaliar igualmente o efeito no perfil dos volateis, na acidez total e no teor
de cobre.

A figura 3.6 mostra os perfis dos compostos volateis, usando injecdo direta,
relativos ao “cora¢do” de uma aguardente ndo desodorizada e de outra aguardente
parcialmente desodorizada (ndo concentrada) com 10 g/L de carvao ativado. O perfil é
semelhante para 0os compostos mais volateis, nomeadamente até aos isopentanois (tr ~

16,5 minutos). No entanto, os compostos volateis que apresentam maiores pesos
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moleculares, nomeadamente os que eluem depois dos 25 minutos, sofrem reducdo,
ficando muitos deles abaixo do limite de quantificacdo. A tabela 3.9 apresenta resultados
da quantificacdo dos compostos volateis em aguardentes ndo desodorizadas e
desodorizadas provenientes de trés destilarias distintas, da Associacdo de Produtores de
Tavira (Coop), da destilaria industrial de Sdo Bras de Alportel (SB), ambas do Sotavento
Algarvio, e de uma destilaria do Barlavento Algarvio, de Sdo Bartolomeu de Messines
(MSM). Nesta Ultima destilaria o estudo foi feito com amostras tratadas em laboratério e
com amostras resultantes de uma experiéncia de desodorizacdo em destilaria industrial.
Padrdo interno
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Figura 3.6 - Comparacdo do perfil de compostos volateis, por injecdo em natureza, de
aguardente de figo ndo processada e de aguardente de figo parcialmente desodorizada
com 10 g/L de carvdo ativado. Coluna de polietileno glicol (BP 20 M 30 m x 0,32 mm
I.D. X 1,0 um). Temperatura inicial 40 °C durante 5 min, seguida de aumento de
temperatura a 5 °C/min até 210 °C onde permanece 6 min.

As caracteristicas iniciais das aguardentes de figo sdo muito diferentes,
dependendo da destilaria de origem. O teor em acetaldeido destas aguardentes € baixo em
qualquer dos casos (em média < 10 g/hl (a.p.)), quando comparado com o teor em
acetaldeido da aguardente de medronho (em média > 40 g/hL (a.p.), refletindo o facto de
ser utilizado o fruto seco (figo) e ndo um fruto maduro (medronho). O acetato de etilo é
mais elevado nas amostras provenientes de MSM, um indicador de contacto com o
oxigeénio durante o processo de fermentacéo (Tsakiris et al., 2014; Tesevi¢ et al., 2009),
mas mesmo nestes caso o acetaldeido é relativamente baixo.

O metanol das aguardentes de figo analisadas apresenta sempre um teor abaixo

dos 500 g/hL (a.p.), ao contrario da aguardente de medronho, onde se apresenta sempre
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Tabela 3.9 — Compostos volateis de aguardentes de figo parcialmente desodorizadas (P Desod) e ndo desodorizadas (N Desod) em Laboratorio e

na Inddstria.
Compostos Coop Coop MSM MSM SB SB MSM MSM
g/hL (a.p.) P Desod N desod P Desod N Desod P Desod N Desod Destilaria Destilaria
(coracéo) (Cauda)
Etanal 8,0+0,8 105+1,1 9,2+0,9 121+1,2 40+04 54+05 95+0,9 7,0+0,7
Acetato de Etilo 98+9,8 120 +12 390 + 39 328 + 39 31,1+3 21,3+2 310+ 31 239+ 24
Metanol 302 + 30 332,6 + 33,3 431 +43 433 +£43 282 + 28 308 + 31 376 + 38 411 +41
1-propanol 30,4+3 31,0+3 251+2 252 +2 256+ 3 25,2 +3 241 +2 22,2 +2
Isobutanol 707 63+ 6 40+ 4 33+3 451+5 42,7+4 34+3 31+3
Isopentanois 310+ 31 301 +31 127 + 13 122 +12 203 £ 20 217+ 21 120 + 12 124 +12
> Alcoois 410 + 41 395 + 40 192 £ 19 180 + 18 274 + 27 285+ 29 178 + 18 177 £ 18
superioes
Hexanoato  de <272 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22
etilo
Octanoato de 15+0,2 55,7+5,6 <1,0- 57,9+5,8 09+0,1 409+4 1,9+0,2 140+1,4
etilo
Decanoato de 1,7+0,2 582+0,6 0,7+0,1 1,2+0,1 0,8+0,1 29+0,3 04+0,1 09+0,1
etilo
Dodecanoato de 0,8+0,1 3,0+0,3 <13 <13 <1,3 <13 <1,3 <1,3
etilo
Tetradecanoato <0,5 2,0+0,2 <0,5- <05 <05 <05 <0,5 <05
de etilo
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acima deste valor. Como o metanol reflete o teor em pectina do fruto (Coldea et al., 2011),
este resultado sugere que o figo tem menor teor em pectina do que o medronho.

O teor em &lcoois superiores (1-propanol, isobutanol e isopentandis) apresenta
uma grande dispersdo de resultados, verificando-se que as amostras processadas no
Barlavento (MSM) apresentam teores mais baixos do que as produzidas nas destilarias
do Sotavento. Os &lcoois superiores sdo produzidos pelas leveduras durante a fermentacéo
(Tsakiris et al., 2014; Cortés et al., 2009; Tesevi¢ et al., 2009; Garcia-Llobodanin et al.,
2008), e todos estes produtores fazem fermentacGes com a microbiota enddgena. Os
resultados devem refletir a diversidade da microbiota de cada local, o cuidado na secagem
e armazenamento dos figos, as caracteristicas dos proprios frutos, (existem no Algarve,
varias variedades de figos) e as condi¢des de fermentacdo e destilacao.

De todos os compostos avaliados, sdo 0s ésteres etilicos 0s que apresentam maior
diferenca entre as aguardentes parcialmente desodorizadas e as aguardentes néo
desodorizadas. A desodorizagdo, quer realizada em laboratorio quer na experiéncia em
destilaria industrial, reduz de facto o teor destes compostos. No caso do octanoato de
etilo, o éster analisado presente em maior teor, a reducdo é sempre superior a 95 % em
laboratério. Na destilaria a avaliagdo € mais dificil. Tomando como referéncia a
aguardente da mesma destilaria, mas néo tratada (de outro lote), o processo induz uma
reducdo de cerca de 75 %.

Além do aroma intenso, as aguardentes de figo, apresentam acidez total
relativamente elevada (> 100 g/hL, a.p., qguando expressa em acido acético) e um teor em
cobre também elevado, normalmente consequéncia da elevada acidez. A concentracao
por destilacdo e a desodorizacgdo parcial reduzem tanto a acidez como o cobre (Tabela
3.10). As primeiras 5 entradas desta tabela 3.10 mostram os teores em cobre e acidez de
cinco aguardentes de figo provenientes de diferentes produtores ou lotes de producdo. Os
teores em cobre sdo relativamente elevados e a acidez é superior a 100 g/hL, (a.p.),
expressa em acido acético, para todas as amostras estudadas. A concentracdo por
destilacdo em laboratdrio da amostra Coop A reduz drasticamente tanto o cobre como a
acidez. De salientar que neste processo foi utilizado um destilador enoldgico e este tipo
de destilador ndo é opcdo para a producdo industrial porque os destiladores enoldgicos
tém balGes de vidro com capacidade de 1 L ou semelhante. A adigéo de carvao levaa um
decréscimo na acidez, tanto maior quanto maior a quantidade de carvéo utilizada, até um
méaximo de 40 g/L, enquanto os teores em cobre vdo para valores abaixo do limite de

detecdo. Resultados semelhantes foram obtidos com aguardentes de outras origens,
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nomeadamente de MSM e de SB. A andlise das amostras processadas na destilaria de

MSM (Gltimas duas entradas da tabela 3.10) revelou uma remocao do cobre menos efetiva

que em laboratério e efeito semelhante na acidez.

Tabela 3.10 - Doseamento do cobre e da acidez total em diferentes amostras de aguardente
de figo n&o processadas, parcialmente desodorizadas com carvéo ativado e parcialmente
desodorizadas com carvao ativado e concentradas.

Amostras Quantidade Teor de cobre Acidez total
de carvao (mg/L) (o/hL a.p.)
(g/L) (em &cido acético)
Coop A 0 17,627 £ 0,005 137,2+0,9
Coop B 0 19,593 £ 0,003 157,3+1,1
Coop C 0 5,006 £ 0,002 135,1+0,8
MSM 0 17,291 + 0,004 1853+ 1,3
SB 0 14,676 £ 0,005 125,6 +0,8
Coop A- concentrada 0 0,023 + 0,001 120+0,2
Coop A- concentrada 5 < 0,005 11,1+0,3
Coop A - concentrada 10 < 0,005 95+0,2
Coop A - concentrada 20 < 0,005 95+0,3
Coop A - concentrada 30 < 0,005 6,8 0,2
Coop A - concentrada 40 < 0,005 40+0,2
MSM - concentrada 10 0,042 + 0,003 21,7+0,5
SB - concentrada 10 0,095+ 0,001 94+04
MSM - “coragdo” 2 kg/ 0,545 + 0,002 9,0+£0,3
destilacéo
MSM - “Cauda ou 2 kgl 2,652 £ 0,005 56,7+0,9
frouxo” destilacéo

Este resultado obtido em destilaria, embora menos eficiente do que em

laboratdrio, pode ser melhorado se se aumentar o teor de carvao por litro de aguardente.

Mas mais importante do que a comparacdo da eficiéncia entre a desodorizacdo em

laboratério e na indastria é o facto ser possivel a qualquer produtor melhorar as

caracteristicas da aguardente de uma forma simples.
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3.1.4 — Anélise de aminas em aguardentes

Poliaminas biogénicas sdo compostos nitrogenados possuindo mais de um grupo
amina e presentes em microrganismos, plantas e animais (Silla Santos,1996). Estes
compostos naturais resultam da descarboxilacdo de aminoacidos em meio neutro ou acido
ou da aminacdo/transaminacdo de aldeidos e cetonas (Silla Santos, 1996; Hillarya &
Pegg, 2003). Nas bebidas, as poliaminas biogénicas sdo formadas ou por enzimas dos
materiais de partida ou por atividade microbiana (Silla Santos, 1996; Kala¢ & krausova,
2005). Apesar de desempenharem um papel regulador importante nos sistemas bioldgicos
(Hillarya & Pegg, 2003; Wang et al., 2003) a sua presenca em alimentos pode originar
intoxicacOes (Border et al., 1996), particularmente quando em conjunto com fatores de
potenciacdo como por exemplo o etanol em bebidas alcodlicas (Maynard & Schenker,
1996)). A analise de aminas biogénicas em alimentos é por isso importante para avaliar
tanto a qualidade dos alimentos como a sua potencial toxicidade (Silla Santos, 1996;
Kala¢ & krausova, 2005). Estes compostos praticamente ndo absorvem acima de 250 nm
e apresentam massas relativamente baixas, o que torna a sua detecdo por UV-vis ou
espetrometria de massa relativamente dificil. Normalmente sdo utilizados métodos que
envolvem derivatizacdo seguida de andlise por HPLC com detecdo por Uv-Vis ou por
fluorescéncia (Onal et al., 2013; Plotka-Wasylka, et al., 2015). Como as matrizes sdo
normalmente complexas, os procedimentos analiticos envolvem também varios passos de
extracao/purificacdo no sentido de melhorar a sensibilidade e a seletividade, tornando o
processo moroso e complexo (Onal et al., 2013; Plotka-Wasylka, et al., 2015). Métodos
simples sdo por isso desejaveis para analisar estes compostos em alimentos,
nomeadamente em bebidas. As poliaminas tém sido particularmente estudadas em cerveja
e em vinho e a sua presenca estd normalmente associada ao processo de fermentacdo (Guo
et al., 2015; Erim, 2013; Pena-Gallego et al., 2012; Pozo-Bayon et al., 2012; Kala¢ &
Kitizek, 2003). N&o foram encontrados estudos da sua determinacdo em aguardentes. Este
resultado esta provavelmente associado a sua baixa volatilidade por destilacdo (s&o
policatides em solucdo aquosa a pH inferior a 7) a partir de solugdes aquosas e por isso
pouca probabilidade de serem encontradas em teores significativos nestas bebidas. No
entanto, o arraste de vapor, processo seguido na preparacao de alguns destilados, podera
transportar poliaminas da matriz vegetal para a aguardente.

O desenvolvimento de aplicagdes analiticas por utilizagdo de estruturas

supramoleculares, passiveis de reconhecimento molecular e autoconstrucdo (“self-
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assembly”) ¢ uma area relativamente nova, conhecida por quimica analitica
supramolecular (Anslyn, 2007). De um modo geral, a detecdo com estruturas
supramoleculares envolve uma modificacdo das propriedades quimicas/fisicas da
molécula alvo induzidas pela interacdo supramolecular, que depois € utilizada para fins
analiticos. A detecdo de aminas em alimentos utilizando estruturas supramoleculares
envolve normalmente detecdo Otica, nomeadamente modificacdo das propriedades de
absorcéo e/ou fluorescéncia (You, et al., 2015; Minami et al, 2012; Lucas et al., 2011).
No entanto, se a interacdo supramolecular for especifica e se a estrutura supramolecular
formada sobreviver ao processo de “Electro Spray” (ESI), formando estruturas estaveis
na fase gasosa, os sinais de ESI-MS ou de ESI-MS/MS resultantes podem ser utilizados
para fins analiticos. Este procedimento foi seguido por utilizacdo de injecdo direta
(infusdo) para detecdo de pequenas moléculas utilizando ftalocianinas, (Zhang et al.,
2010) compostos explosivos de baixo peso molecular e &cidos carboxilicos utilizando
ciclodextrinas (Zhang et al., 2004; Ren et al., 2014) e medicamentos por formagéo de
dimeros e agregados (Sun et al., 2014; Flick et al., 2010; Flick et al., 2019; Nyadong, et
al., 2008).

As abundancias ionicas produzidas por ESI-MS dependem de vaérios fatores,
incluindo a concentragdo do analito, a afinidade para a superficie da gota e conformacéo,
a presenca de outros componentes na solugcdo, e as condi¢fes de transmissdo no
espetrometro de massa (Ren et al., 2014; Sun et al., 2014; Flick et al., 2010; Flick et al.,
2009; Nyadong, et al., 2008; Zhang et al., 2004). Os métodos de injecao direta tém varias
limitagdes, principalmente para amostras possuindo elevada complexidade e com
compostos ndo volateis, como por exemplo sais. Podem ser necessarios procedimentos
de purificacdo antes da injecdo. As bebidas destiladas contém principalmente compostos
volateis, tornando-as passiveis de injecdo direta em ESI-MS.

Apesar de as poliaminas serem facilmente ionizaveis por ESI-MS no modo
positivo, 0s seus pesos moleculares relativamente baixos tornam a quantificagdo dificil.
Além disso as poliaminas formam ides multicarregados com valores de m/z ainda mais
baixos. A utilizacdo de uma estrutura supramolecular que possa interagir com as
poliaminas e possa formar complexos estaveis na fase gasosa levaria a deteg¢do para
valores de m/z maiores e por isso mais faceis de utilizar para fins quantitativos.

As aminas e as poliaminas s&o conhecidas por formarem complexos de incluséo
com cucurbiturilos possuindo constantes de complexacdo bastante elevadas (Assaf et al.,
2015; Barrow et al., 2015; Da Silva et al., 2014; Liu et al., 2005; Marquez et al., 2004).
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As constantes de complexacdo entre o cucurbit[7]urilo (CB7) (ver figura 3.7) e as
poliaminas é superior a 10® M. O ESI-MS também origina a formagéo de complexos de
inclusdo entre CB7 e poliaminas estaveis na fase gasosa, principalmente na forma de iGes
duplamente carregados (Da Silva et al., 2014; Yang et al., 2011; Osaka et al., 2006) e
com valores de m/z acima de 600, facilitando por isso a sua detecdo. Foi desenvolvido
por essa razdo um método para detetar e quantificar poliaminas por ESI-MS com CB?7.
Foram escolhidas as poliaminas putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e
espermina (Figura 3.7).

putrescina, 88 Da cadaverina, 102 Da

N
HZN/\/\H/\/\/NHz HLJ/\/NHZ

O espermidina, 145 Da histamina, 111 Da

CB7, 1162 Da
§ NH
HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ 2
H
espermina, 202 Da amantadina, 180 Da

Figura 3.7 - Esquema mostrando a estrutura do CB7 e das poliaminas estudadas. A
amantadina foi utilizada como padréo interno.

As bebidas destiladas sdo compostas maioritariamente por dgua e etanol. No
sentido de estudar o papel do etanol na formacédo de complexos de inclusdo por ESI-MS
todos os complexos foram estudados em agua e em misturas etanol-agua 50:50. Além de
agua e etanol as bebidas destiladas possuem também uma base comum de compostos
volateis, mas apresentam baixos teores em compostos que possam funcionar como
agentes ionizantes. O HCI foi escolhido como agente ionizante e para conferir a todas as
solucdes, tanto padrdo como amostras, propriedades de ionizacdo semelhantes. A Figura
3.8 apresenta um espetro de ESI-MS de CB7 (50 uM) com todas as aminas estudadas,
cada uma com concentracdo 2 uM e com HCIl 1 mM. Séo visiveis sinais de todos os
complexos com aminas. Espetro muito semelhante foi obtido para a misturas etanol-agua

50:50 com a mesma composicao.
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Figura 3.8 — Espetro de ESI-MS de uma solugdo aquosa contendo 50 uM de CB7, 2 uM
cada poliamina e 1,0 mM de HCI. Identificacdes: 626,2, [CB7+putrescina+2H]?*; 633,2,
[CB7+cadaverina+2H]*; 637,7, [CB7+histamina+2H]?*; 654,7, [CB7+espermidina
+2H]?*; 657,7, [CB7+amantadina+2H]?*; 683,2, [CB7+espermina+2H]?*. As figuras
constituem uma ilustracdo dos complexos.

Foi realizado um estudo da intensidade dos sinais funcdo da concentragcdo em HClI,
no sentido de otimizar a concentragcdo deste agente ionizante. Os resultados sdo
apresentados na figura 3.9. A intensidade dos sinais aumenta até proximo de 1,0 mM de
HCI e depois diminui para todas as aminas. A op¢do foi adicionar HCI na concentracao 1
mM a todas as solucdes, tanto padrGes como amostras. Respostas semelhantes foram
encontradas para solugdes em agua e em misturas etanol-agua 50:50 (v/v), indicando que
o etanol tem pouca influéncia na formacéo de complexos de inclusdo na fase gasosa a
partir das solucdes estudadas.

E necessaria uma estrutura molecular que sirva de referéncia, tanto para
determinar as propriedades de ionizacgdo das diferentes matrizes como para utilizar como
padréo interno. A amantadina (Figura 3.7) possui todas as caracteristicas para ser utilizada
como padrdo interno; forma complexos com constantes elevadas (~10'? M1), é uma
amina sintética, os seus complexos possuem propriedades semelhantes aos das
poliaminas estudadas e os seus valores de m/z ndo se sobrepdem com os das poliaminas

naturais (Figura 3.8).
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Figura 3.9 - Intensidade dos sinais de ESI-MS dos complexos de incluséo funcao da
concentracdo de HCI, em modo “full scan” para 4gua e mistura etanol-agua 50-50.

A quantificacdo por MS/MS ¢ conhecida por ser mais seletiva e sensivel. Foram
feitos estudos de fragmentacdo de todos os complexos no sentido de avaliar a
possibilidade de utilizar os ibes resultantes para quantificacdo. Os espetros de
fragmentacéo sdo apresentados na figura 3.10. O principal fragmento gerado a partir dos
complexos com a putrescina, cadaverina, histamina e amantadina séo o CB7 livre
monocarregado (m/z 1163). Nalguns casos formam-se também iGes que resultam da
fragmentacdo do CB7. Na fragmentacdo dos complexos com espermidina e espermina os
principais fragmentos resultam da eliminacdo de NHsz. Os ides utilizados para
quantificacdo sdo apresentados na tabela 3.11.

Foram preparadas curvas de calibracdo para cada amina individualmente, em agua
e mistura etanol-agua 50:50, contendo 1 mM de HCI, 50 uM de CB7 e 2 uM de
complexos CB7 - amantadina. Para comparacdo foram também preparadas curvas de
calibracdo para cada amina individualmente, mas numa mistura contendo todas as outras
e com igual concentracdo. A figura 3.11 apresenta o0s sinais obtidos para a putrescina,
numa solucdo etanol-agua 50:50, quando individual nesta solugdo e na presenca das

outras 4 poliaminas na mesma concentracdo. Enquanto que para a poliamina individual
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na solucéo a resposta € linear entre 0,2 e 20 uM, quando em presenca de outras poliaminas

a linearidade observa-se apenas até 10 uM.
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Figura 3.10 - Espetros de fragmentacdo (MS/MS) dos complexos duplamente carregados
das poliaminas estudadas.

Tabela 3.11 - Sinais utilizados na quantificacdo de poliaminas por ESI-MS/MS.

Amina Valor de m/z Fragmentos
(“full scan™) MS/MS
Putrescina 626 1163, 948
Cadaverina 633 1163, 948
Histamina 638 1163, 1091
Espermidina 654 646
Espermina 683 675, 667
Amantadina 658 1163
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Figura 3.11 - Valor da razdo do sinal da putrescina/sinal do padréo interno fungéo da
concentracdo de putrescina, quando individualmente em solucéo (®) e na presenca de
outras poliamidas com a mesma concentragao (@).

Esta ndo linearidade a partir de 10 uM esta relacionada com a concentracéo de
CB7. Para 10 uM de cada poliamina temos 50 uM em poliaminas no total, que é a
concentracdo de CB7 utilizada. A partir desta concentragédo total em poliaminas, como
todo o CB7 foi consumido, ndo ha acréscimo na concentragdo de complexos. A
diminuicdo do sinal da putrescina, observada a 20 mM, prende-se com o valor das
constantes de complexacao que é superior para as outras aminas, tornando a putrescina
menos competitiva para a formacdo de complexos. Este resultado indica que a
concentracdo de CB7 a utilizar deve ser superior ao somatério das concentragdes de todas
as poliaminas.

Foram preparados, em dias diferentes, trés replicados para cada uma das sete
concentracdes em cada poliamina individual, tanto em agua como em misturas etanol-
agua 50:50. Verificou-se a linearidade das respostas para todas as poliaminas, de 0,2 a 20
uM, utilizando 50 uM de CB7, 2 uM de complexos amantadina-CB7 e 1 mM de HCI.

Para avaliar o efeito de matriz foram também preparadas solucdes e curvas de
calibracdo numa aguardente de medronho seguindo o mesmo procedimento. As equagdes
das curvas de calibragdo obtidas encontram-se na tabela 3.12. Os resultados indicam que

a matriz aguardente de medronho néo introduz grandes diferencas.
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Tabela 3-12 - Curvas de calibracdo obtidas para cada poliamina em &gua, numa mistura
etanol-agua 50:50 e numa aguardente de medronho.

Matriz Agua Agua-etanol (50:50)  Aguardente de
medronho
Equacéo R? Equacéo R? Equacéo R?

Putrescina y=0,0721x+0,0205 0,998 y=0,0687x+0,022 0,998 y=0.0672x+0.0012 0,999
Cadaverina  y=0,1613x+0,0234 0,998  y=0,171x+0,0204 0,999 y=0,2065x+0,028 0,997
Histamina  y=0,2131x+0,0394 0,998  y=0,1817x+0,0554 0,998 y=0,1514x+0,0389 0,997
Espermidina y=18815x-0,2634 0999  y=17044x-0,3663 0,999 y=2,0067x-0,3996 0,997
Espermina  y=17951x-05132 0999  y=15444x-04558 0,999 y=18766x-0,3532 0,997

Os limites de detecdo foram estimados a partir dos sinais observados para 0s

ensaios em branco. Os valores dos limites de detecdo sdo apresentados na tabela 3.13.

Tabela 3.13 - Limites de detecdo das poliaminas em agua, estimados a partir dos sinais
obtidos a partir de ensaios em branco.

Amina Limite de detecao/uM Sinal do branco (LDref) em
etanol-agua 50:50/Contagens

Putrescina 0,05 300

Cadaverina 0,02 300

Histamina 0,07 450

Espermidina 0,02 900

Espermina 0,02 900

Os limites de detecdo dependem da matriz. Neste caso a amantadina pode ser
utilizada como sonda das propriedades de ionizacdo da matriz na qual se pretende
determinar as poliaminas. Assim, considerando que o sinal do equipamento para o limite
de dete¢do numa matriz de referéncia é LDrer, 0s limites de dete¢do noutras matrizes
L Ddesconhecido, pOdem ser estimados a partir do sinal da amantadina na matriz desconhecida
por utilizagdo da expressao

LDref = LDdesconhecido X 1S,
onde IS é o sinal MS/MS da amantadina para a matriz em causa, no método desenvolvido
com concentracdo de 2 uM de complexos amantadina- CB7 e na presenca de 50 uM de

CB7 e 1 mM de HCI. Assim, se o sinal do padréo interno baixar por exemplo de 100 000
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para 20 000 contagens, o limite de detecdo sobe 5 vezes. Pode-se assim testar qualquer
matriz para avaliar o desempenho do método para quantificar poliaminas.

No sentido de avaliar o procedimento analitico foram estudadas 10 amostras de
aguardente de medronho, 10 de figo e 10 de bagaceira. Os limites de detecao obtidos na
aguardente de medronho sdo semelhantes aos obtidos para solucdo aquosa. Tal como
esperado nas aguardentes de medronho né&o foram detetadas poliaminas em qualquer das
amostras estudadas, de acordo com a esperada baixa volatitilidade das poliaminas por
destilacdo a partir de solucbes aquosas (sdo catiBes). Nas aguardentes obtidas por arraste
de vapor a matriz € mais complexa e os limites de detecdo sé@o mais elevados 4 a 5 vezes.
A Unica poliamina detetada foi a putrescina. Esta poliamina foi detetada em 3 amostras
de bagaceira e duas de figo. Na maior parte dos casos os teores sao proximos dos limites
de detecdo. Apenas numa das amostras, uma bagaceira, foi detetada putrescina com

valores acima dos do limite de detegdo, nomeadamente de 2,2 uM.
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3.2 - Licores

Nesta seccdo sera discutida a preparacdo e a caracterizagdo de alguns licores. A
amarguinha e a melosa (Monchique) sdo provavelmente os licores mais conhecidos do
Algarve (Galego & Almeida, 2007). A amarguinha nunca foi produzida no Algarve
porque a sua patente foi vendida para outra zona do pais. No entanto, no Algarve e noutras
regides, sdo produzidos diversos licores de améndoa amarga (Galego & Almeida, 2007).
Por definicdo, e atendendo a multiplicidade de agentes aromatizantes e material utilizado
na maceracao, os licores podem ser bastante variados. O licor de roma sera discutido em
primeiro lugar. Serd caraterizada com algum detalhe a roma da cultivar “Assaria”,
nomeadamente os polifendis do sumo, do mesocarpo (casca) e membranas carpelares e
dos extratos resultantes da maceracao. Sera discutida a utilizacdo de aguardentes de frutos
na preparacdo dos licores de roma. Finalmente sera discutida a preparacdo do licor de

bagas de murta e também feita a sua caracterizag&o.

3.2.1 - Licor de roma

3.2.1.1 - Material vegetal

A roma variedade “Assaria” ¢ uma cultivar tipica do Algarve (Miguel et al., 2004).
Alguns trabalhos tém reportado beneficios para a salde associados aos compostos deste
fruto, principalmente aos elagitaninos e as antocianinas (Mphahlele et al., 2014; Viuda-
Martos et al., 2010). Foi iniciado o estudo do material vegetal pela caraterizacdo dos
frutos desta cultivar. As caracteristicas destes frutos foram comparadas com as de frutos
de outras cultivares, de outros paises e também com as romas bravas, conhecidas
vulgarmente como “da mata”. A tabela 3.14 mostra alguns pardmetros analisados em
romas “Assaria” ¢ “da mata”, em dois pomares distintos do concelho de Faro, colhidas
no final de outubro de 2012. Todos os parametros analisados s&o significativamente
diferentes entre as duas cultivares. A principal diferenga entre os dois tipos é a razéo
arilos/casca, que é bastante maior na cultivar “Assaria”, possuindo por isso maior massa
média e maior teor em sumo (Figura 3.12). A acidez e o teor em polifendis sdo

significativamente mais elevados nas romas “da mata”.
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Tabela 3.14 - Caracteristicas das romas “Assaria” e “da mata” de dois pomares do concelho de Faro.

“Assaria” “Assaria” “da mata” “da mata”

Pomar 1 Pomar 2 Pomar 1 Pomar 2
Massa roma (g) 247>+ 30 263* +126 1778 + 36 1838 + 43
Didmetro roma (cm) 7,6%+0,4 7,9+0,9 71F +0,6 7,38 +0,5
Massa arilos (g) 0,60*+ 0,15 0,59*+ 0,15 0,31* £ 0,04 0,37* £0,07
Casca (%) 285*+49 29,6*+10 48,18 £ 25 4718 +34
Sumo (%) 57,6*+26 57,5*+11 39,88 +272 40,48 £ 2,1
°Brix 16,60+ + 0,96 15,06* + 0,08 17,888 + 0,11 16,08" + 0,20
Componente  cromatica 5,02+ 0,20 3,88+ 0,14 5,488 + 0,16 5,55f + 0,18
a*
pH 3,31+ 0,02 3,29¢ £ 0,02 3,14 £ 0,01 3,138 £ 0,01
Polifenois totais (g/L) 1,114+ + 0,005 1,103 + 0,004 1,251" + 0,006 1,248 + 0,005

Os resultados sdo expressos como a media e o desvio padrdo de todas as amostras analisadas em cada caso. Em cada linha o mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca

significativa com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05).
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Tabela 3.15 - Comparacdo dos parametros fisicos do fruto e do sumo de roma de outras variedades.

Parametros Hasnaoui et al. Mena et al. Tehranifar et al. Sepulveda et al. Dafny-Yalin et al.
2011 2011 2010 2010 2010

Diametro equatorial (cm) - 6,9 - 8,2 - -

Massa do fruto () 196 - 674 - 197 - 315 186 - 551
Massa do arilo (g) 0,3-0,7 - - -
Casca (%) - 32 -60 - -
Sumo (%) 24 - 48 27 - 47 - :

°Brix 14,45 - 17,60 11,37 - 15,07 15,2 -17,8 14 -18
pH 29-46 2,52 -4,00 3,16 - 4,09 2,9-3,7
“Vermelho-verde” (a*) 5,0-39,0 - - 05-6,4
676 - 1280

Polifenois totais (mg/L)
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Roma “da mata” Roma “Assaria”

Figura 3.12 - Roma “da mata” e roma “Assaria”.

Da comparagéo dos resultados obtidos para a roma “Assaria” com 0s de romas de
outros paises (Tabela 3.15) verificamos que a as romds “Assaria” apresentam a
percentagem mais baixa de casca e também o teor mais elevado em sumo. Todos 0s outros
parametros se situam nos intervalos mencionados na bibliografia para diferentes

cultivares em diferentes paises.

3.2.1.2 - Compostos volateis do sumo de roma

A roma é um fruto pouco aromético. Os compostos volateis do fruto ja reportados
na literatura sdo o 1-hexanol, o cis-3-hexeno-1-ol, o hexanal, o octanal, o nonanal, 0 a-
pineno, o limoneno, o a-terpineol e o B-cariofileno (Mayuoni-Kirshinbaum & Porat,
2014; Melgarejo, et al., 2011; Vazquez-Araujo et al., 2011). A figura 3.13 mostra o perfil
dos compostos volateis do sumo de roma preparado a partir de frutos do pomar de Vale
Judeu e analisado apos 2, 24 e 72 horas.

Em todos os sumos de roma, recém preparados com frutos da variedade “Assaria”,
recolhidos em pomares dos concelhos de Faro, Loulé, Tavira e Silves, o 1-hexanol e o
cis-3-hexeno-1-ol sdo 0s compostos volateis que apresentam teores mais elevados,
guando analisados por HS-SPME-GC-FID. O cis-3-hexeno-1-ol € conhecido como alcool
das folhas e, em conjunto com o 1-hexanol, confere as bebidas o0 aroma herbaceo (Arrieta-
Garay et al., 2013; Hernandez-Gomez et al., 2005). O sumo de roma recém preparado €
por isso essencialmente ndo aromatico. O teor em volateis do sumo modifica-se, no
entanto, ao longo do tempo. Ap6s 72 horas podem ser detetados o etanol e o acetato de
etilo, sintoma da fermentagdo do sumo. Podem ainda ser observados o0 a-pineno, o
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limoneno e o B-cariofileno, compostos que poderdo estar na forma de glicosido no sumo,
libertando-se como resultado da fermentacdo (Hampel et al., 2014; Fan et al., 2009;
Ugliano & Moio, 2008). A preparagédo de licores utilizando sumo ou arilos de roma e
alcool retificado tem a desvantagem de dar origem a bebidas ndo aromaticas.

N ij SO )
il S 3

=

| ‘ ‘ 72 horas
L A
| 24 horas
LF
2 horas
I .

4 13 22 31 40
Tempo/minutos

Figura 3.13 - Perfil dos compostos volateis do sumo de roma ao longo do tempo (2, 24 e
72 horas), obtidos por HS-SPME-GC-FID. Coluna de polietileno glicol (BP 20 M 30 m
x 0,32 mm I.D. X 1,0 um). Temperatura inicial 40 °C durante 5 min, seguida de aumento
de temperatura a 5 °C/min até 210 °C onde permanece 6 min.

3.2.1.3 - Identificacdo dos compostos fenolicos da roma

Os polifendis da roma tém sido objeto dos mais variados estudos, desde a sua
caracterizacdo no sumo, casca e produtos alimentares relacionados, passando pelo seu
poder antioxidante, até aos mais variados efeitos benéficos para a satide (Mphahlele et
al., 2014; Johanningsmeier & Harris, 2011; Viuda-Martos et al., 2010; Gil et al., 2010).
A figura 3.14 mostra os espetros de absor¢do da cianidina-3,5-diglicésido, um
representante das antocianinas, da punicalagina e do acido elagico, representantes dos
elagitaninos, e do &cido galico, representante dos acidos hidroxibenzoicos, todos
compostos caracteristicos da roma. De acordo com 0s espetros de absorcdo, a detecéo
com DAD entre 500 e 550 nm é seletiva para as antocianinas enquanto a 370 nm séo
detetados simultaneamente derivados do acido elagico e do &cido galagico, apresentando
este comprimento de onda grande seletividade para os elagitaninos. A detecdo de cido
galico e derivados deve ser efetuada a um comprimento de onda inferior a 300 nm, por
exemplo a 280 nm.

A figura 3.15 mostra os tragos de LC-DAD do sumo de roma obtidos aos
comprimentos de onda acima mencionados. Os tracos a 520 nm e a 370 nm demonstram
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a seletividade para antocianinas e elagitaninos, respetivamente, mesmo em amostras ndo

processadas de sumo de rom&. A 280 nm todos os polifendis absorvem radiacao tornando
o trago de LC-DAD bastante mais complexo.

Acido galhico )
\ Acido Elagico

/

1,2 +

Cianidina-3,5-diglicosideo
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Punicalagina

/

240
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Figura 3.14 - Espetros de absorcdo da cianidina-3,5-diglicésido, punicalagina, acido

elagico e &cido galhico normalizados a unidade no méximo de absor¢do da banda de
menor energia.
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Figura 3.15 - Tragos de LC-DAD do sumo de roma a 520, 370 e 520 nm. O insert mostra
0 espetro de absor¢do obtido a 11,2 minutos. Coluna polimérica PRP-1, Hamilton, tipo

C18, de 15 cm de comprimento, 2,1 mm de didmetro, 5 um de didmetro média de
particula, estabilizada 25 °C.

A identificacdo das principais antocianinas pode ser realizada por comparagéo
com resultados publicados (Fischer et al., 2011; Sepulveda et al., 2010; Gil et al., 2000),

atendendo ao tipo de fase movel e estacionaria utilizadas, e a posicao relativa dos picos.
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A detecdo com DAD permite obter o espetro de absorcdo, um elemento de identificacéo
importante (insert da Figura 3.15), embora as antocianinas possuam espetros de absor¢ao
no ultravioleta-visivel muito semelhantes (Peters & Noble, 2014; Xiaowei et al, 2014).
SO o traco de LC-MS permite uma identificacdo inequivoca de todas as antocianinas
presentes no sumo de roma. A figura 3.16 apresenta o traco das antocianinas do sumo de
romé, obtido por LC-DAD a 520 nm, e os correspondentes tragos de LC-MS, no modo
“single ion”, para cada valor de m/z de cada antocianina. O valor de m/z constitui também
um elemento de identificacdo importante. A fragmentacao dos ides mais abundantes ao
longo da separacdo cromatografica (modo AutoMS) fornece um elemento de
identificacdo adicional: o espetro de massa. A figura 3.17 apresenta o espetro de
fragmentacéo da antocianina com tempo de retencdo 11,2 minutos (Figura 3.16). O valor
de m/z bem como os ides formados por fragmentacdo, m/z 449 e m/z 287, indicam que
estamos perante a cianidina-3,5-diglicosido. A fragmentacdo do fragmento com m/z 449,
MS?® (611—449), obtida por injecdo direta (infusio) no espectrometro de massa (ESI-

MS) revelou a formacao do ido com m/z 287, também de acordo com a estrutura proposta.

Sinal

m/z 433

/\ m/z 419

Tempo/minutos

Figura 3.16 - Perfil das antocianinas do sumo de romé obtido por LC-DAD a 520 nm, e
correspondentes tracos de LC-MS em modo de “single ion” para os valores de m/z das
varias antocianinas. A-Delfinidina-3,5-diglicésido; B-Cianidina-3,5-diglicésido; C-
Pelargonidina-3,5-diglicosido;  D-Delfinidina-3-glicésido;  E-Cianidina-pentosido-
hexdsido; F-Cianidina-glicosido; G-Pelargonidina-glicésido; H-Cianidina-pentdsido.
Coluna polimérica PRP-1, Hamilton, tipo C18, de 15 cm de comprimento, 2,1 mm de
didmetro, 5 um de didmetro meédia de particula, estabilizada 25 °C.
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O procedimento acima descrito para a identificacdo da cianidina-3,5-diglicésido,

ou seja, considerar o tempo de retencdo, o espetro no ultravioleta-visivel, o valor de m/z,

o espetro de fragmentacdo (MS?) e as fragmentacBes de ordem superior, e ainda a

comparagdo com os resultados ja publicados, permitiu identificar inequivocamente os

principais polifenodis do sumo de roméd e do mesocarpo e membranas carpelares da roma.

As tabelas 3.16 e 3.17 apresentam os principais polifenois identificados no sumo e no

mesocarpo e membranas carpelares de roma.
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Figura 3.17 - Espetros de fragmentacdo do ido com m/z 611, MS?(611), A, e
MS3(611—449), B. Os esquemas mostram possiveis fragmentacdes. As setas indicam o
ido fragmentado. O ido com m/z 611 foi atribuido a cianidina-3,5-diglicésido.
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Tabela 3.16 - 180 tipico e padrdo de fragmentacdo das varias antocianinas identificadas
no sumo de roma.

N° Antocianina M* Fragmentos e abundancia (%o)

A  Delfinidina-3,5-diglicosido 627 MS?[627]: 465 (100), 303 (72), 304
(15)
MS3 [627—465]: 303 (100)

B Cianidina-3,5-diglicosido 611 MS?[611]: 287 (100), 449 (82)
MS?® [611—449]: 287 (100); 288 (20)

C Pelargonidina-3,5-diglicésido 595 MS?[595]: 433 (100), 434 (59), 271
(48)
MS?® [595—433]: 271 (100)

D Delfinidina-3-glicésido 465 MS2[465]: 303 (100)

E Cianidina-pentésido- 581  MS?[581]: 449 (100), 287 (77), 419

hexosido (29)

MS? [581—449]: 287 (100)

F Cianidina-glicésido 449  MS?[449]: 287 (100)

G Pelargonidina-glicésido 433 MS?[433]: 271 (100)

H Cianidina- pentdsido 419  MS?[419]: 287 (100)
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Tabela 3.17 - 130 tipico e padrdo de fragmentacdo dos principais elagitaninos encontrados
No sUMo e na casca de roma.

N° Composto [M-H] Fragmentos e abundancia (%o)
[[M - 2HT
9 Acido elagico 301 MS?2[301]: 301 (100), 258 (2), 233 (1)
10 HHDP-Hexosido 481 MS? [481]: 301 (100), 275 (21)
11  Acido elagico-hexd6sido 463 MS? [463]: 301 (100), 300 (35)
2 .
12 Punicalaginas 1083 MS< [1083]: 781 (40), 721 (20), 601
541  (100)
MS? [541]: 303 (100), 601 (87), 781
(56)
13 Punicalinas 781 MS? [781]: 721 (22), 601 (100)
14 Galoil-hexdsido 331 MS? [331]: 271 (81), 169 (100)
15 Digaloil-hexdsido 483 MS? [483]: 331 (100), 169 (25)
- _ 1567 MS? [1567]: 1209 (14), 935 (84), 915
16 “Sanguiin” H10-is0 (28), 783 (29), 765 (100), 783 (100),
783
451 (7)
MS2 [783]: 935 (23), 765 (100)
17 Digaloil-HHDP- 785 MS? [785]: 633 (13), 483 (100), 301
hexdsido (68)

1569  MS? [1569]: 935 (52), 785 (81), 765
784 (100)
MS? [784]: 935 (10), 765 (100)

Abreviaturas: deriv — derivado, HHDP — hexahidroxidifenoil, iso — isdmero.

18 “Sanguiin” H10 deriv

3.2.1.4 — Caracterizacao dos extratos de mesocarpo e membranas carpelares de
roma

A parte esponjosa do mesocarpo e as membranas carpelares da romé séo muito
ricas em compostos fenolicos, principalmente elagitaninos. Foram preparados varios
extratos de mesocarpo e membranas carpelares de roma em solugdes contendo diferentes
teores em etanol (0, 18, 35 e 70 % vol.) com 16 g/L de mesocarpo e membranas carpelares
trituradas em fresco, ou o equivalente em pé de mesocarpo e membranas carpelares
desidratadas (4 g/L). Todas as solucGes de mesocarpo e membranas carpelares de roma

apresentam dois isomeros da punicalagina como compostos maioritarios (Figura 3.18).
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Estes compostos séo estaveis em macerados preparados com 70 % de alcool (vol.), com
mesocarpo e membranas carpelares no estado fresco ou no estado desidratado a 70 °C
durante 3 h. Nos outros macerados, preparados com mesocarpo e membranas carpelares
em estado fresco, a punicalagina degrada-se dando origem a dois outros compostos. A
analise dos tracos de LC-MS revelou a formacao das correspondentes punicalinas (Figura
3.18).

Lo Punicalaginas
Punicalinas
m/z 1083 (M-H)

m/z 781 (M-H)
A
AP Desidratado, 5 meses
Fresco, 5 meses
——N’k—’_ﬂ\—/kﬁsco, 2 horas
5 10 1.5 2I0 2I5

Tempo/minutos

Figura 3.18 - Transformacéo dos polifendis nos macerados de casca de roma. A solucao
de maceracdo contém 18 % de alcool (vol.). Os perfis foram obtidos para macerados
preparados com casca fresca, com 2 horas e 5 meses de maceracdo, e com po de casca,
com 5 meses de maceracdo. Coluna polimérica PRP-1, Hamilton, tipo C18, de 15 cm de
comprimento, 2,1 mm de diametro, 5 um de didmetro média de particula, estabilizada 25
°C.

Apds cinco meses de maceracdo, enquanto nos macerados preparados com
mesocarpo e membranas carpelares em fresco, praticamente toda a punicalagina se
transformou em punicalina, nos macerados preparados com pdé desidratado a punicalagina
mantém-se estavel. Este resultado sugere que a transformacdo de punicalagina em
punicalina segue um processo bioldgico. O teor em 70 % de alcool desativa 0s processos
bioldgicos no mesocarpo e membranas carpelares frescos. Nas amostras desidratas e

submetidas a tratamento térmico a desativacédo bioldgica ocorre por efeito da temperatura.

3.2.1.5 - Preparacao dos licores de roma

A preparacdo de licores de romé foi inicialmente planeada para ser um processo

de aproveitamento e valorizacao das romas bravas ou “da mata”, de um modo geral pouco
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apreciadas por apresentarem arilos mais pequenos e grande quantidade de casca (Figura
3.12). Neste sentido prepararam-se 3 licores de roma “Assaria” e 3 com romas “da mata”.
Dado que os frutos de rom&, bem como os seus arilos e sumo, sdo ndo aromaticos (Figura
3.13) e dada a mais-valia que o aroma dos licores representa ao nivel do consumidor, a
opcao foi utilizar na maceracao uma aguardente de frutos, em substituicao, do usual alcool
retificado. A escolha recaiu sobre a aguardente de medronho. Assim, o0 processo de
maceracao foi feito com 1 kg de arilos de roma “Assaria” ou “da mata”, por litro de
aguardente de medronho concentrada. A concentracdo da aguardente foi feita em
destilador enoldgico até cerca de 70 % em alcool (vol.). Apos seis meses de maceragédo
foi feita a separacdo dos arilos e adicionado igual volume de um xarope de aglcar. O
xarope foi preparado com 1 kg de acUcar por litro de agua potavel (dgua fastio). Os licores
ficaram mais 6 meses a maturar. No final obtiveram-se licores com um teor alcodlico de
18 £ 2 % vol. e teor em aclcar de 240 + 5 g/L. A tabela 3.18 resume as principais

caracteristicas dos licores.

Tabela 3.18 - Propriedades dos licores preparados com romis “Assaria” e romas “da
mata”.

Variedade Acidez* Fendis totais Componente cromatica
(g/L) (9/L) a*

“Assaria” 0,93+ 0,03 0,17+ 0,04 10+0,1

“Da Mata” 1,05+ 0,06 0,29+ 0,03 1,4+0,1

*expressa em 4cido citrico

Os resultados mostraram que as romas “da mata” apresentam grande potencial
para preparacao de licores, originando bebidas mais ricas em polifendis.

Foi feita a monitorizacdo dos teores em polifendis totais e em antocianinas nos
primeiros 10 dias, para os licores preparados com a variedade “Assaria”. O maximo teor
em polifendis obtém-se passados 7 dias de maceracéo (0,73 £ 0,14 g/L), enquanto o indice
de antocianinas totais € maximo passados 3 dias (0,31 £ 0,04 g/L). Resultado semelhante
foi observado para o licor de bagas de murta (Galego et al., 2011).

A tabela 3.19 resume os teores médios em antocianinas e em elagitaninos nos
licores preparados com as duas variedades de romé&. A preparacdo de macerados a partir
do sumo introduz uma diluicdo de duas vezes, devido a adicdo de aguardente, e a
preparacéo do licor, introduz uma diluicéo total de quatro vezes, devido a posterior adi¢cdo

de agente adogante ao macerado. Os resultados mostram que os elagitaninos ndo se
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degradam nem durante a maceracdo nem durante a maturacdo do licor. As antocianinas,
por outro lado, degradam-se logo durante o processo de maceracgdo. Durante este periodo
0 teor em antocianinas reduz-se em mais de 80 %. Durante a maturagdo o teor em

elagitaninos permanece estavel.

Tabela 3.19 - Teores em antocianinas e em elagitaninos no sumo e em macerados e licores
preparados com 0 sumo.

Compostos Sumo Macerado Licor
(mg/L) Fresco Apds 6 meses Apds 12 meses

Elagitaninos 296,3+ 15,4 161,4 £5,5 86,3 7,0

Antocianinas 1355+8,0 114+£1.2 53+£0,7

No sentido de aumentar o teor em polifendis do licor e uma vez conhecidas as
propriedades dos extratos de mesocarpo e membranas carpelares, prepararam-se licores a
partir de macerados contendo pé preparado com mesocarpo e membranas carpelares de
romd, ap6s desidratacdo. Foram preparados quatro licores com frutos provenientes de
quatro pomares diferentes, nomeadamente dos concelhos de Faro, Loulé, Tavira e Silves.
Os macerados foram preparados com sumo, aguardente de medronho e por adigdo 5 g/L
de p6é de mesocarpo e membranas carpelares de roma. Neste caso o tempo de maceragédo
foi um dia, ap6s o qual se adicionou xarope de acucar. Os principais resultados estdo
resumidos na tabela 3.20.

A adicdo de p6 preparado com 0 mesocarpo e membranas carpelares aumenta o
teor em polifendis pelo menos 3 vezes. O valor de b* é superior nos licores frescos
preparados com mesocarpo e membranas carpelares porque esta presente a contribuicao
dos elagitaninos que tém cor amarela. Seis meses de maturacdo colocam a luminosidade
do licor preparado com mesocarpo e membranas carpelares, semelhante a do licor sem
adicdo de mesocarpo e membranas carpelares, apds um més de preparacdo. Também apds
seis meses de maturagdo, as componentes a* e b* se tornam semelhantes nos licores
preparados com ou sem adi¢ao de p6 de mesocarpo e membranas carpelares. Este po torna

os licores ligeiramente menos &cidos.
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Tabela 3.20 - Teor em polifendis, parametros da cor e pH dos licores de roma.

Licor sem Licor com 5 Licor sem Licor com 5
casca g/L de casca casca g/L de casca
(1 més) (1 més) (6 més) (6 més)
Polifendis 0,42* + 0,05 1,468 + 0,07 0,39* +0,07 1,23v+ 0,09
totais (g/L)
L* 30,7*+ 0,43 27,280 +0,14  32,07"+0,76 30,65*+ 0,17
a* 1,08* + 0,32 1,448 + 0,18 1,727 + 0,467 2,10 £ 0,47
b* 3,72*+ 0,48 5,15 + 0,76 1,34v+ 0,48 1,417+ 0,66
pH 3,81+ +0,03 3,83F+0,02 3,80*+ 0,03 3,84*+ 0,03

Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo de 8 amostras analisadas em cada caso. Em cada
linha 0 mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia 95
% (p < 0,05).

3.2.1.6 — Compostos volateis dos licores preparados com aguardente de medronho

Numa bebida espirituosa os compostos volateis sdo a primeira percecdo do
consumidor antes de a colocar na boca. Bebidas a base de sumo da roma sdo pobres em
aromas, embora possam conter um elevadissimo teor em compostos fenolicos. Para tornar
o licor de romd mais aromatico, o uso de um alcool aroméatico como a aguardente de
medronho, como agente macerante pode ser uma solugédo. A figura 3.19 mostra o perfil
dos compostos volateis de um licor de roma preparado com aguardente de medronho.
Para comparacdo foi também incluido o perfil dos compostos volateis da aguardente de
medronho utilizada na sua preparacdo, antes da concentracdo e nas mesmas unidades
(mg/L).
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Figura 3.19 - Perfil dos compostos volateis de um licor de roma e da aguardente de
medronho utilizada na sua preparacdo, obtidos por HS-SPME-GC-FID. Coluna de
polietileno glicol (BP 20 M 30 m x 0,32 mm 1.D. X 1,0 um). Temperatura inicial 40 °C
durante 5 min, seguida de aumento de temperatura a 5 °C/min até 210 °C onde permanece
6 min.

O perfil dos compostos volateis do licor mostra que a maior parte dos compostos
aromaticos provém da aguardente, embora em concentracdes mais baixas. A tabela 3.21
apresenta os teores dos diferentes compostos volateis determinados no licor de roméa e na
aguardente de medronho e sumo utilizados. Apresentam-se ainda os valores dos limiares
de percecdo reportados na literatura.

A aguardente de medronho, antes de ser utilizada na preparacéo dos licores, foi
primeiro concentrada em destilador enoldgico, com o objetivo de reduzir o metanol
(Coldea et al., 2011) e outros compostos de cabeca, principalmente o acetato de etilo. O
método de andlise dos compostos volateis no caso da aguardente foi a injecdo em
natureza. No caso dos licores, os alcoois foram determinados apds destilacdo em
destilador enoldgico e os outros compostos volateis por HS-SPME-GC. Os sumos foram
analisados por HS-SPME-GC e HS-SPME-GC-MS.
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Tabela 3.21 - Teor em compostos volateis de um licor de romé e da aguardente e sumo
utilizados na sua preparagao.

Compostos Concentracao

Aguardente Licor Limiares Sumo

(mg/L (a.p) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Acetaldeido 80 +10 2504 102 -
Acetato de etilo 370 +40 21,8+1,9 32,6° -
Metanol 6370 £640  161,4 £50.5 6682 -
1-propanol 130 £10 3,6 £0,7 830? -
2-butanol <0,2 - 12 -
2-metil-1-propanol 260 £30 89+10 28,3P -
1-butanol <05 - 0,822 -
Limoneno - 0,03+£0,01 0,034° 0,008 + 0,004
Isopentanois 970 + 100 232+11 179° -
Cis-3-hexeno-1-ol - <0,007 0,4 < 0,007
1-Hexanol <0,8- 5,58 + 0,38 5,4 1,14 + 0,36
Hexanoato de etilo <0,8 - 0,055° -
Octanoato de etilo 24 +2 1,0 +0,2 0,013° -
Furfural 35+4 0,5 0,1 44° -
VitispiranosT 59+6 1,2+0,5 - -
Trans-cariofileno - 0,005 + 0,002 0,064¢ 0,06 £ 0,01
Decanoate de etilo <0,8 - 1,12° -
1-nonanol <09 - na -
Succinato de etilo 57+6 0,5+0,1 1002 -
Dodecanoato de etilo 83+8 - -
Hexanal - <0.008 0,026° < 0,008
Tetradecanoato  de 42 £ 4 - na -
etilo

T, quantificagdo usando um fator de resposta unitario -, ndo detetado; na, ndo avaliado. ®Moreno et al., 2005,
em solugdo com 14 % vol. etanol; °Gao et al., 2014 em solucdo com 46 % etanol °Seideneck & Schieberle,
2011, em agua (mg/kg) Guth, 1997, em solugdo com 10 % vol. de etanol °Cui et al., 2010, em solugéo
aquosa (mg/kg);

Embora sejam varios 0os compostos volateis reportados nos sumos de roma, tais
como o 1-hexanol, o limoneno ou o trans-cariofileno, sé este Gltimo apresenta teores

semelhantes aos dos limiares de percecdo reportados na literatura. O 1-hexanol é o
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composto existente no sumo que apresenta maiores teores no licor. Este composto
também esta presente na aguardente mas em teor abaixo de 0,8 g/hL (a.p.). Na mistura
do sumo com a aguardente o teor deste composto e do trans-cariofileno sdo mais elevados,
provavelmente potenciados pelo efeito do alcool. Os sumos de roméa sdo considerados
essencialmente ndo aromaticos. O perfil dos compostos volateis do sumo de rom3,
variedade “Assaria”, estdo em linha com os resultados reportados para sumos de outras
variedades (Mayuoni-Kirshinbaum & Porat, 2014; Melgarejo, et al., 2011; Vazquez-
Araujo et al., 2011). Confirma-se que o sumo de roma pouco contribui para o aroma dos

licores com ele preparados.

3.2.1.7 - Estabilidade das antocianinas

As antocianinas sao polifendis importantes nos licores de roma pois, além do seu
elevado poder antioxidante (Tezcan et al, 2009; Gil et al. 2000) determinam também a
cor dos licores, parametro importante para o consumidor (Alighourchi & Barzegar, 2009;
Alighouchi et al., 2008). Foi decidido fazer um estudo de longo prazo da estabilidade das
antocianinas nos macerados e nos licores para avaliar o papel do teor alcodlico e do teor
em acucar na eventual estabilizacdo destes compostos. Para comparacdo foi seguido
também durante algum tempo o teor em antocianinas nos sumos. O estudo foi feito com
oito sumos preparados com romas colhidas em 4 pomares (concelhos de Faro, Loulé,
Silves e Tavira), e respetivos macerados e licores, estes Ultimos preparados diretamente
com o sumo e sem periodo de maceracdo. A tabela 3.22 apresenta os resultados da
evolugdo no tempo do teor em antocianinas totais e do teor em cianidina-3,5-diglicosido
e em cianidina-3-O-glicésido, representantes das antocianinas diglicosadas e
monoglicosadas, respetivamente. Os sumos foram estudados durante apenas uma semana
uma vez que comegam a fermentar e alguns ganharam fungos. O teor em antocianinas
totais é mais elevado do que o encontrado para sumos preparados no estudo anterior,
refletindo diferentes estados de maturacéo dos frutos e armazenamento (Miguel et al.,
2004). Apo6s a primeira semana o teor em antocianinas do sumo decresce em cerca de 40
%. No entanto a velocidade de degradacdo ndo é igual para todas as antocianinas, sendo
as diglicosadas bastante mais estaveis. Este comportamento ja foi reportado para sumos
de roma de outras variedades (Mena et al., 2014; Gil et al., 2000). Nos macerados as
antocianinas sdo mais estaveis sugerindo um efeito estabilizador do etanol (ver resultados

apos um més). Passados 4 meses o teor total em antocianinas diminui cerca de 50 % do

125



valor inicial. No entanto, enquanto que a antocianina diglicosada apresenta sensivelmente
0 mesmo teor, a monoglicosada reduziu-se a cerca de 20 % do valor inicial. Apos 26
meses apenas se detetam vestigios de antocianinas nos macerados. Nos licores o teor em
antocianinas totais e nas duas individuais selecionadas permanece essencialmente
constante no primeiro més, sugerindo algum efeito estabilizante adicional por parte do
acucar, resultado ja reportado por outros investigadores (Nikkhal et al. 2007). No entanto,
e tal como nos macerados, apds 26 meses apenas se detetam vestigios de antocianinas.
Estudos de estabilizacéo feitos em macerados e licores em presenca de extratos de casca
de roma, revelam resultados semelhantes (dentro do erro experimental). Estes resultados
indicam que os licores de romé, tal como preparados, sofrerdo alteracdes significativas

no teor em antocianinas e na cor durante a maturagdo e o tempo de prateleira.
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Tabela 3.22 - Teor em antocianinas totais e em cianidina-3,5-diglicosido (Ant B) e cianidina-3-glicésido (Ant E), em mg/L, dos sumos, macerados

e licores de roma ao longo do tempo.

Sumo Macerado Licor
Tempo apos
preparacdo Total Ant B Ant E Total Ant B Ant E Total Ant B Ant E
Fresco 386% + 88 86* +12 177> 51 178* +£30 39* + 6 84% + 24 90> + 28 22% +10 39 +10
1 semana 2258 +76  81* +29 51PF + 26 a a a a a a
1 més a a a 1204 +20  37* +£12 48* + 20 78 + 28 21* +9 31* +11
4 meses a a a 841+ 15 37*+9 177 +9 67° + 19 24%+ 8 21F + 5
26 meses a a a 05°+03 0,3F+02 ®0,0 15t+0,7 1,0°+04 ®0,0

Os resultados séo expressos como média e desvio padrao de o0ito sumos oite macerados e oito licores. Em cada coluna o mesmo simbolo indica a ndo existéncia de diferenca

significativa com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05). *N&o determinado; Pinferior ao limite de dete¢do (~ 0,2 mg/L).
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3.2.2 - Licor de bagas de murta

A murta (Myrtus communis L.) € um arbusto que cresce espontaneamente por todo
o Algarve, principalmente junto a pequenas ribeiras. Floresce entre maio e junho e a
maturacdo dos seus frutos, bagas, ocorre entre dezembro e janeiro. No Algarve o licor de
bagas de murta era tradicionalmente produzido para combater constipagOes e problemas
digestivos (Galego & Almeida, 2007). Este licor é produzido em larga escala na ilha
italiana da Sardenha (Tuberoso et al., 2013; Tuberoso et al., 2008; Tuberoso et al, 2007;
Tuberoso et al., 2006; Montoro et al., 2006a; Montoro et al., 2006b; Vacca et al., 2003;
Franco et al., 2002) e na ilha francesa da Corsega, tendo desempenhado um papel
importante no desenvolvimento socioecondmico destas ilhas (Mulas, 2012; Barboni et
al., 2010).

3.2.2.1 - Processo de producéo do licor de bagas de murta

O licor de bagas de murta é normalmente produzido por maceracgdo das bagas em
solucdo hidro-alcodlica (Tuberoso et al., 2013; Tuberoso et al., 2008; Tuberoso et al.,
2007; Tuberoso et al., 2006; Montoro et al., 2006a; Montoro et al., 2006b; Vacca et al.,
2003; Franco et al., 2002). No Algarve a maceragdo também é o processo de preparagdo
seguido, mas sdo normalmente utilizadas aguardentes da regido como alternativa as
solucdes hidro-alcoolicas. As bagas de murta utilizadas na preparacdo dos licores
estudados neste trabalho foram colhidas em dezembro e submetidas de imediato ao
processo de maceracdo. A maceragdo decorreu em aguardente de figo com teor alcodlico
de 44 =+ 1 % vol. ou em aguardente de figo concentrada e parcialmente desodorizada com
10 g/L de carvéo ativado e um teor alcodlico de 70 + 2 % vol. ApGs o periodo de
maceracao as bagas foram separadas e foi adicionado xarope de acUcar de modo a obter

licor com 240 + 5 g/L de agUcar e teor de alcool de 20 + 2 % vol.

3.2.2.2 - Caracterizacgéo das bagas de murta

Foram selecionadas 3 amostras de 25 bagas para determinar a massa, 0 diametro
equatorial, o grau Brix, o pH e o teor em fenois totais da pelicula (Tabela 3.23). A massa
média das bagas de murta € 0,44 g, semelhante a encontrada por Tuberoso e colaboradores
(2007) (massas entre 0,19 e 0,49 g). O pH médio é 5,4, também semelhante ao de algumas

bagas de murta italianas, cujo pH varia entre 3,5 e 5,45 (Franco et al. (2002) ou de bagas
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de murta tunisinas (pH de 5,35 a 5,58) (Snoussi et al., 2012). O valor encontrado é, no
entanto, mais baixo do que o das bagas de murta turcas (6,57) (Aydin & Ozcan, 2007). O
°Brix é em média 13, muito menor do que o das bagas de uva, avaliado no mesmo
laboratdrio ou reportado na literatura, que é sempre superior a 20 (Filippetti et al., 2015;
Bindon et al., 2013; Puertdlas et al., 2010). Nao foram encontrados valores de °Brix para

bagas de murta reportados na literatura.

Tabela 3.23 — Alguns parametros fisico-quimicos das bagas de murta.

Massa Diametro pH °Brix Polifenois
(9) equatorial totais
(mm) Pelicula
(mg/g)*

Amostral 0,44 +0,17 9,10+1.3 539+£0,05 129+25 89+5
Amostra2 045+0,11 9,26+0,77 554+006 131+19 97+ 6

*massa de polifendis por grama de pelicula desidratada, expresso em acido galhico

Os polifendis totais das peliculas de bagas de murta sdo em média cerca de 90
mg/g de pelicula seca, semelhantes aos encontrados por Barboni e colaboradores (2010)
para as bagas de murta da Corsega (81,3 ou 77,6 mg/g de matéria seca - toda a baga).
Teores semelhantes foram também reportados por Fadda & Mulas, 2010, com resultados
de 20,3 a 27,3 mg/g, para o fruto fresco. Considerando que o teor em humidade varia

entre 66,8 e 0s 67,1 %, 0s teores por peso seco sdo da ordem de 80 mg/g.

3.2.2.3 - Determinacéo dos compostos fendlicos em macerados e licores

No sentido de otimizar o processo de producéo do licor de bagas de murta foram
determinados os teores em polifendis totais e antocianinas totais nos extratos alcoolicos
durante os 7 primeiros dias de maceracdo. Neste estudo foi utilizada aguardente de figo,
parcialmente desodorizada, com 10 g/L de carvédo ativado e concentrada até um teor
alcoolico de 70 £ 2 % vol. Numa primeira fase foram testadas diferentes quantidades de
bagas de murta (120, 160, 200 e 240 g) por litro de aguardente (Figura 3.20).

O teor em polifenois totais aumenta ao longo dos 7 dias de maceracdo, ndo se
atingindo, um valor maximo durante este periodo. O teor em antocianinas totais, por outro
lado, atingiu 0 maximo passados 4 a 5 dias, independentemente da quantidade de bagas

utilizada por litro de aguardente. Resultado semelhante foi obtido por Tuberoso e
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colaboradores (2007). Em qualquer dos casos, quanto maior a quantidade de bagas de
murta por litro de aguardente maior é a quantidade de polifendis extraidos.

Para avaliar o efeito do tipo de processamento prévio da aguardente no teor em
polifendis e antocianinas do licor foram realizados estudos utilizando 300 g/L de bagas
de murta maceradas em aguardente de figo, com 44 % de alcool (vol.), e com 70 % de
alcool (vol.) ndo desodorizada e desodorizada com 5 g/L (Desod5), e 30 g/L (Desod30)
de carvao ativado (Figura 3.21). As analises foram realizadas durante os primeiros 10 dias
de maceracdo. Para 0 mesmo tempo de extracdo todos os macerados preparados com
aguardentes de maior teor alcodlico (70 % vol.) apresentam teor em polifendis
aproximadamente o dobro do encontrado em macerados preparados com a aguardente de
menor teor alcodlico. As diferentes aguardentes concentradas a 70 % vol. apresentam
comportamento semelhante, independentemente do processo de desodorizacdo. Tal como
nos estudos anteriores, 0 maximo teor em antocianinas € atingido passados 4 a 5 dias. O
maximo teor em polifendis atinge-se entre 0s 8 e os 10 dias de extracdo. No caso das
antocianinas, a capacidade de extracdo das aguardentes com maior teor alcodlico é ainda
mais evidente. De facto, passados dois dias o0 teor em antocianinas nos macerados
preparados com aguardentes contendo 70 % de alcool (vol.) é pelo menos quatro vezes
superior ao obtido com a aguardente de menor teor alcodlico.

O perfil das antocianinas nos macerados e licores foi estudado por HPLC com
detecdo a 520 nm. A identificacdo foi feita por comparacdo dos resultados obtidos com
os publicados (Montoro et al., 2006b). As antocianinas mais abundantes nos macerados
e nos licores preparados com bagas de murta colhidas no concelho de Faro séo a
delfinidina-3-O-glic6sido, a cinidina-3-O-glicdsido, a petunidina-3-O-glicésido e a
malvidina-3-O-glicosido (Figura 3.32). A analise posterior dos macerados e licores por
LC-MS permitiu confirmar a identificacdo das antocianinas mais abundantes. Com base
nos resultados de LC-MS foram atribuidos os sinais com m/z = 465, 449, 479 e 493, a
delfinidina-3-O-glicésido,  cianidina-3-O-glicésido,  petunidina-3-O-glicésido e
malvidina-3-O-glicésido, respetivamente (tabela 3.24). Estudos realizados por Franco e
colaboradores (2002) mostraram que estas sdo também as antocianinas mais abundantes
em extratos preparados com 120 g de bagas de murta da Sardenha por litro de solugéo

hidro-alcoodlica (etanol 4gua 80:20).
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Figura 3.20 - Evolucdo dos teores em polifendis totais, a), e antocianinas, b), nos
macerados ao longo do tempo. —e— 120 g/L de bagas; —s— 160 g/L de bagas; —a- 200
g/L de bagas; 240 g/L de bagas.
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Figura 3.21 - Evolucdo dos teores em polifendis totais, a), e antocianinas, b), nos
macerados ao longo do tempo. . aguardente com 44 % de alcool (vol.); —m-
aguardente com 70 % de alcool (vol.) ndo desodorizada; —a-aguardente com 70 % de
alcool (vol.) desodorizada com 5 g/L de carvéo ativado; —¢— aguardente com 70 % de
alcool (vol.) desodorizada com 30 g/L de carvéo ativado.

132



120000 -

Delfinidina- Petunidina-
3-O-glicosido 3-0-glicosido Malvinina-
3-O-glicosido
80000 -
=
£
“ Cianidina-
3-0-glicosido
40000 Parcialmente desodorizada e
concentrada
0 Aguardente natural
35 40 45 50 35 60

Tempo/minutos

Figura 3.22 - Perfil de antocianinas de dois licores preparados com 120 g/L de bagas de

murta e aguardente natural (—) e parcialmente desodorizada e concentrada (—), apés 5
meses de maturacdo. Coluna Chromopac, 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro
com didmetro de particula 5 um.

Tabela 3.24 - 130 tipico e padrdo de fragmentagdo das varias antocianinas identificadas
nas bagas de murta e nos licores com elas preparados.

N° Antocianina M* Fragmentos e abundancia
(%)
1 Delfininida-3-O-glicdsico 465 MS?[465]: 303 (100)
2 Cianidina-3-O-glicdsido 449 MS?[449]: 287 (100)
3 Petunidina-3-O-glicosido 479 MS2[479]: 317 (100)
4 Malvidina-3-O-glicésido 493 MS?[493]: 331 (100)

Os resultados mostram que as caracteristicas dos licores, nomeadamente o seu teor
em polifendis em geral e antocianinas em particular depende das propriedades da
aguardente utilizada na maceracdo. A aguardente concentrada apresenta melhor
desempenho, tanto na extracdo de polifendis como de antocianinas. A desodorizagédo
depois da concentracdo ndo tem efeito claro sobre qualquer destes dois parametros. O
perfil das antocianinas nos licores depende também da aguardente utilizada na maceracéo.
Enguanto que na aguardente com menor teor alcoolico (44 % vol.) a malvidina-3-O-
glicosido é a antocianina mais abundante, com outras aguardentes mais concentradas as

antocianinas que apresentam maiores teores sdo a delfinidina-3-O-glicésido e a
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petunidina-3-O-glicosido. O perfil obtido com a aguardente de menor teor alcodlico é
semelhante ao reportado por Montoro e colaboradores (2006b), por utilizag&o de misturas
hidro-alcodlicas com 70:30 de etanol/agua e um periodo de maceracdo de 40 dias. O
mesmo foi verificado por Snoussi e colaboradores (2012) com bagas de murta tunisinas
maceradas em 70 % de etanol durante 40 dias. De salientar que as antocianinas se
degradam durante a maturacéo (figura 3.21). De facto, o teor maximo é atingido passados
4-5 dias, e depois decresce. A degradacdo das antocianinas associada, ao longo periodo
de maceracdo, pode estar na origem das diferencas observadas entre os licores preparados
no Algarve e na Sardenha. De acordo com Nikkhah e colaboradores (2007), o agUcar tem
um efeito estabilizante nas antocianinas. A adi¢do de aclcar na preparacdo dos licores
estabilizou as antocianinas, o que contribuiu também para as diferencas entre os perfis
obtidos experimentalmente e os reportados por Montoro e colaboradores (2006a). A
malvidina-3-O-glicdsido é também a antocianina mais abundante nos extratos preparados
por Franco e colaboradores (2002). No mesmo trabalho, Franco e colaboradores (2002),
avaliaram a percentagem de antocianinas em 11 licores comerciais e verificaram que, em
média, a malvidina-3-O-glicdsido corresponde a 79,9 % do total de antocianinas dos
licores.

Foi avaliada também a eventual presenca de trans-resveratrol nos extratos hidro-
alcodlicos, nas peliculas e nas grainhas das bagas de murta. Os resultados obtidos por LC-
MS indicam a presenca deste composto, mas em quantidades baixas, cerca de 0,08 mg/L
em extratos de pelicula. Ndo foi detetada a presenca de stilbenos em extratos hidro-

alcodlicos de murtas da Sardenha (Tuberoso et al., 2013).

3.2.2.4 — Compostos volateis do licor de murta

O aroma dos licores de murta preparados com solucdes hidro-alcodlicas provém
das bagas de murta. Estes frutos sdo bastante aromaticos e por isso aromatizam os licores
com eles preparados. Entre os compostos aromaticos das bagas de murta contam-se
principalmente os monoterpenos. A preparacdo de licores de murta com aguardentes de
frutos, tal como no caso dos licores de romd, introduz também compostos volateis da
aguardente no aroma do licor. A figura 3.23 apresenta o perfil dos compostos volateis das
bagas de murta e de um licor com elas preparado (aproximadamente um ano de
maturacgao), ambos obtidos por HS-SPME-GC-FID.
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Figura 3.23 - Perfil dos compostos volateis (HS-SPME-GC-FID) de bagas de murta e de
um licor de murta, preparado com aguardente de figo concentrada e parcialmente
desodorizada, com um ano de maturagéo. 1 — acetato de etilo; 2 — etanol; 3 — a-pineno; 4
- limoneno; 5 — eucaliptol; 6 — isopentandis; 7 — hexanoato de etilo; 8 — octanoato de etilo;
9 — linalol; 10 - decanoato de etilo; 11 — acetato de mirtenilo; 12 — o-terpineol; 13 —
mirtenol. Coluna de polietileno glicol ZB WAX de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um.
Temperatura inicial 40 °C, durante 5 min, seguida de aumento de temperatura a 5 °C/min
até 210 °C.

Os compostos volateis mais abundantes das bagas de murta sdo 0 a-pineno, o
limoneno, o eucaliptol e o acetato de mirtenilo. O mirtenol, bem como o acetato de
mirtenilo, sdo compostos volateis caracteristicos da murta e por isso podem ser utilizados
como marcadores dos licores preparados com este fruto.

O terpeno maioritario nos licores de bagas de murta € o eucaliptol, composto com
origem nas bagas. A aguardente enriquece o perfil com os ésteres, nomeadamente o
octanoato de etilo e o decanoato de etilo, conferindo um aroma adicional frutado aos
licores. No entanto o perfil dos compostos volateis de licores recém preparados apresenta
algumas diferencas. Dos 5 monoterpenos representativos dos licores de murta, 0
eucaliptol é o composto mais abundante (Tabela 3.25). Os outros terpenos incluem o a-
pineno, o limoneno, o linalol, o acetato de mirtenilo e o mirtenol.

Os 11 licores comerciais estudados por Franco e colaboradores apresentam
também o eucaliptol como composto maioritario e as concentracbes variam entre 3,86
mg/L e 61,01 mg/L. Os extratos hidro-alcoolicos estudados por Tuberoso e colaboradores
(2006) apresentaram diferencas significativas relativamente aos por nos preparados. Na

maior parte dos extratos estudados por Franco e colaboradores (2006) o a-pineno é o
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composto volatil dominante. O mirtenol apresenta teores abaixo do 0,3 mg/L (Franco et
al. 2002).

Tabela 3.25 - Quantificacdo dos monoterpenos maioritarios em licores de bagas de murta
recém preparados com aguardente de figo dos produtores Coop-A e MSM.

Compostos Licor 1 Licor 2 Licor 3 Licor 4
(mg/L) Coop — A* MSM* MSM** MSM***
o-pineno 0,51+0,42 0,15+ 0,04 0,23 £ 0,06 0,54 +0,30
Limoneno 0,26 + 0,28 0,38+0,11 0,27+ 0,11 0,28 + 0,16
Eucaliptol 47,67 +£13,34 57,19+13,34 9404+1530 4284+17,19
Linalol 3,16 + 0,86 3,75+1,19 2,10 £ 0,96 1,78 £ 1,65
Mirtenol 1,36 £ 0,30 1,47 +0,31 0,46 + 0,32 0,33+0,25

*Licores preparados com 200 g/L de bagas de murta
**Licores preparados com 200 g/L de bagas de murta mas colhidas trés semanas antes
***|_jcores preparados com 100 g/L de bagas de murta colhidas trés semanas antes
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3.3 - Vinhos licorosos do Algarve

Os vinhos licorosos do Algarve sdo preparados utilizando uvas de varias castas e
com periodos de estagio em recipientes de madeira de 2 a 10 anos. Embora muito
apreciados sdo pouco conhecidos, mesmo pelos algarvios. No decorrer deste trabalho
foram iniciados estudos com vinhos licorosos tipicos da regido. No entanto, a
reestruturacdo das adegas locais e as varias dificuldades associadas ndo permitiram o
desenvolvimento deste topico tanto quanto desejado. E, no entanto, uma area com
potencial no Algarve e deve ser explorada no futuro. Sao primeiro apresentados resultados
de avaliacdo das caracteristicas fisicas de uvas de castas autorizadas na regido, a Castelao,
a Touriga Nacional, a Siria, a Aragonés, a Trincadeira, a Syrah ou Shyraz e a Cabernet
Souvigon. Segue-se a determinagdo do teor em antocianinas da casta Casteldo, também
conhecida por Periquita ou Jodo de Santarém (Sun et al., 2011; Neves et al., 2010), e de
alguns vinhos preparados com essa casta. Posteriormente é apresentado um método para
quantificacdo do resveratrol por LC-MS e sua aplicacdo na quantificacdo deste composto

em Vvarios vinhos da regido.

3.3.1 - Caracteristicas dos bagos de uva de castas autorizadas na regido do Algarve

No sentido de avaliar as carateristicas das uvas mais utilizadas na regido
demarcada Algarve para a producdo de vinhos, foram feitos contatos com varios
produtores. Todos os produtores manifestaram interesse na participacdo. Foi iniciada a
colaboragdo com a Quinta Morgado da Torre (MT) de Portimao, Quinta dos Vales (QV)
de Estdmbar e Quinta dos Correias (QC) de Luz de Tavira.

As uvas foram colhidas na primeira semana de setembro de 2011, entre as 7 e as
8 h da manhd, de forma aleatoria e em diferentes videiras e cachos em diferentes
posi¢des/orientacdes geogréficas (Orts et al., 2005; Esteban et al., 2001). As uvas foram
transportadas para o laboratdrio a temperaturas entre 0s 4 e 0s 5 °C. A tabela 3.26 resume

os resultados obtidos.
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Tabela 3.26 - Caracteristicas fisico-quimicas de uvas de diversas castas autorizadas no

Algarve.
Amostras Massa Diametro pH Brix Densidade
(9) equatorial sumo
(mm) (g/cm®)
CastelaoQV  3,2¢+06 16,9°+1,3 3,64°+0,04 24,3*+0,3 1,102*+ 0,004
CastelaioQC 2,1P+0,7 146°+0,2 3,63*+0,04 24,1°+04 1,101*+ 0,003
Trincadeira  25'+0,7 153v+05 3517+0,03 22,9'+0,3 1,099"+ 0,003
QC
Trincadeira  24v+0,7 148v+06 350Y+0,02 23,77+0,3 1,105° + 0,002
MT
Siria QV 21"+09 140°%£0,2 3,22°+0,04 21,3*+0,4 1,090° £ 0,006
Siria MT 2,1'+09 140°+0,2 323°+0,03 21,1°+04 1,089"+ 0,005
Aragonés 2,1+05 146+01 349+£003 225+04 1,096+0,004
QC
TourigaQVv  19+04 137+14 345+0,02 225+05 1,095+ 0,005
Syrah MT 13+04 118+0,2 369+002 260+04 1,115+0,003
Cabernet MT 1,7+ 0,5 130+0,2 329+003 215+04 1,092+0,004

Os resultados da massa e do diametro sdo a média e o desvio padrao de 25 bagos. Os resultados dos restantes
parametros sdo a média de trés amostras. Em cada coluna, para a mesma casta, 0 mesmo simbolo indica a
ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05).

Das castas estudadas, as uvas de menor dimens3o sio as da casta Syrah. E também
esta a casta que apresenta maior teor em solidos sollveis (grau Brix) e consequentemente
maior densidade do sumo. Numa analise estatistica da dimensdo do conjunto de todas as
bagas ndo ha diferenca significativa, mas comparando casta a casta, a Syrah apresenta
diferencas em relacdo a todas as outras exceto a Touriga-Nacional e a Cabernet
Souvignon. As uvas da casta Casteldo da Quinta dos Vales sdo as que apresentam maiores
dimensOes e sdo estatisticamente diferentes das das uvas da mesma casta colhidas na
Quinta dos Correias. As amostras de uvas da casta trincadeira ndo apresentam diferencas
significativas ao nivel das dimensdes, mas apresentam diferencas ao nivel do pH, sélidos
sollveis e densidade do sumo. As amostras da casta Siria, a Unica casta branca estudada,
apresentam o pH mais baixo.

3.3.2 - Teor em polifenois totais

Foi feito um estudo comparativo do teor em polifendis totais da pelicula e das
grainhas de uvas tintas das castas Casteldo e Trincadeira e de peliculas de uvas brancas
da casta Siria. A extragdo dos compostos fendlicos foi feita em metanol com 25 bagos

por 25 ml. Os resultados estdo resumidos na tabela 3.27.
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Tabela 3.27 - Polifendis da pelicula e das grainhas de varias castas, em mg/g de pelicula
desidratada e de grainha respetivamente.

Amostras Pelicula Grainha
Casteldao QV 25,7+ 0,8 48,8"+ 0,6
Casteldo QC 30,8 +0,9 50,6+ 0,7
Trincadeira QV 19,87+ 0,8 43,7°+0,9
Trincadeira QC 21,3+ 0,9 44,85+ 0,6
Siria QV 7,5¥+£0,5 -
Siria MT 9,16+ 0,7 -

Os resultados sdo a média e o desvio padrdo de 3 amostras. Em cada coluna, para a mesma casta, 0 mesmo
simbolo indica a ndo existéncia de diferenca significativa com um nivel de significancia 95 % (p < 0,05).

Os teores em polifendis reportados para diversas castas mediterranicas, por grama
de pelicula, sdo em geral superiores aos encontrados, variando entre 71,8 e 196,7 mg/g
de pelicula desidratada, com extracdo em agua, e entre 173,6 a 224,9 mg/g de pelicula
desidratada, quando a extracéo é feita com etanol a 70 % etanol (Ky & Tiessedre, 2015).
Os mesmos autores determinaram também maiores teores em polifendis totais nas
grainhas (128 e 215 mg/g de massa seca em agua e 195 a 215 mg/g de massa seca em 70
% de etanol). Noutro estudo com uvas de diversas castas da Galiza, Ortega-Regules e
colaboradores (2006) também encontraram maiores teores em polifendis nas peliculas,
valores entre 73,3 e 106,6 mg/g de matéria seca. Estudos em uvas da casta Muscadine
cultivadas na Fldrida revelaram teores em polifendis totais entre 13 e 30 mg/g de pelicula
seca (Sandhu & Gu, 2010), valores préximos dos encontrados para as castas do Algarve.

Foram também avaliados os teores em polifendis totais de 3 vinhos licorosos, 4
vinhos tintos, um vinho branco e um vinho rosé, estes dois Gltimos preparados apenas

com a casta Casteldo. A tabela 3.28 resume os resultados obtidos.

139



Tabela 3.28 - Polifendis totais em diversos vinhos licorosos e ndo licorosos da regido do
Algarve.

Amostras Tipo de vinho Polifendis totais
(mg/L)
Algar seco Licoroso 955+8
Muska doce Licoroso 118+ 3
Terras do Infante Licoroso 206 £ 5
Lagoa 2007 Tinto 1549 + 8
Terras da Luz 2010 Tinto 2278 £ 4
Tapada da Torre 2010 Tinto 2692 + 12
Marqués dos Vales Selecta 2009 Tinto 818+8
Marqués dos Vales Selecta 2010 Rosé 130+5
Marqués dos Vales Selecta 2010 Branco 81+5

Os resultados sdo a média e o desvio padrdo de 3 amostras de cada vinho.

Os resultados indicam que o vinho branco apresenta o teor mais baixo em
polifendis totais, resultado esperado, ja que na producdo deste vinho se utiliza apenas o
sumo da uva. O vinho licoroso Muska apresenta teor em polifendis igualmente baixo.
Neste caso a razdo prende-se com a utilizagdo de uvas brancas da casta Moscatel na sua
preparacdo. Na Quinta do Lopes, em Lagos, o vinho Muska é preparado com uvas
produzidas em agricultura bioldgica e os vinhos estagiados em madeira de carvalho, por
um periodo minimo de 2 anos. O vinho licoroso Terras do Infante, que ap6s a unido das
adegas do Algarve se passou a designar Algarmoscatel, é igualmente preparado com uvas
da casta Moscatel, mas permanece um periodo minimo de 8 anos em casco de madeira de
carvalho. Neste vinho o teor em polifendis é aproximadamente o dobro do encontrado no
vinho Muska. O Algarseco € o vinho licoroso estudado que apresenta maior teor em
polifendis totais. Este vinho é feito com uvas brancas da casta Siria, e € envelhecido em
madeira de carvalho, seguindo um processo de envelhecimento dinamico.

As amostras de vinho rosé analisadas também apresentam teores em polifendis
totais relativamente baixos, resultado da tecnologia prépria de producéo, com maceragao
pelicular pré-fermentativa apenas durante 2 a 4 horas. As amostras de vinho tinto da
Quinta dos Vales apresentam o teor em polifendis totais mais baixo. A maior dimensao
das uvas da casta Casteldo pode ser um dos fatores responsaveis por este resultado,

embora este vinho ndo seja monocastico. Na sua produgdo sdo utilizadas também as castas
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Aragonez, Syrah e Trincadeira. Os outros vinhos sdo preparados com castas diferentes.
O vinho Tapada da Torre é feito com as castas Aragonez, Touriga-Nacional, Syrah e
Cabernet-Sauvignon. O vinho tinto Lagoa é feito com as castas Trincadeira, Casteldo e
Negra-Mole. O vinho Terras da Luz é feito com Casteldo e Touriga-Nacional. A
tecnologia de preparagédo é também diferente. Na Quinta dos Vales as uvas para producéo
de vinho tinto, depois de esmagadas, sofrem um processo de maceracao refrigerada nos
primeiros 3 dias (fase pré-fermentativa), com o objetivo de potenciar a extracdo das
antocianinas (De Santis & Frangipane, 2010; Gomez-Miguel & Herédia, 2004; Gomez-
Plaza et al., 2000). S6 ap0s esta fase € iniciada a fermentacdo turbulenta, na presenca das
peliculas e grainhas, por um periodo de 4 a 6 dias. Nas outras quintas, ndo é feita a
maceracdo refrigerada, iniciando-se a fermentacdo logo ap6s o esmagamento das uvas.
As peliculas e as grainhas sdo mantidas durante os primeiros 8 a 15 dias de fermentacao.
Em todas as quintas cada casta € fermentada e maturada em separado e s6 no final se
preparam os lotes de vinho com as misturas desejadas.

A comparagdo dos resultados obtidos para os polifendis totais dos vinhos do
Algarve com os polifendis totais avaliados em 54 vinhos espanhois (minimo de 1194
mg/L até um maximo de 2523 mg/L) (Pérez-Trujillo et al., 2011) e 11 vinhos da Croéacia
(minimo de 1012 a um maximo de 3204 mg/L) (Seruga et al., 2011), mostra que os teores
encontrados nos vinhos do Algarve se situam no intervalo dos teores encontrados para
outros vinhos, com exce¢do do Marqués dos Vales, que apresenta um teor em polifendis

menor.

3.3.3 - Caracterizacdo do perfil de antocianinas da casta Casteldo

As amostras de uvas da casta Casteldo, colhidas na primeira semana de setembro
de 2011, e de vinhos brancos, rosé e tintos feitos com essa casta, foram disponibilizados
pela empresa Quinta dos Vales, de Estombar.

O perfil das antocianinas da pelicula de uva da casta Casteldo ¢ dominado pela
malvidina-3-O-glicésido. Outras antocianinas identificadas na pelicula incluem a
delfininida-3-O-glicésico, a petunidina-3-O-glicésido, a peonidina-3-O-glicésido, a
malvidina-3-O-acetilglicdsido e a malvidina-3-O-coumaroilglicosido. A identificacéo foi
feita com base nos tracos de LC-MS, nos padrfes de fragmentacdo (Tabela 3.29) e em
resultados ja publicados para estes compostos (Sun et. al., 2011; Kammerer et al., 2004;
Dallas & Laureano, 1994).
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Tabela 3.29 - 130 tipico e padrdo de fragmentagdo das varias antocianinas identificadas
nas peliculas de uvas da casta Casteldo e nos vinhos com ela preparados.

N° Antocianina M* Fragmentos e abundancia
(%)
1 Delfininida-3-O-glicdsico 465 MS?[465]: 303 (100)
2 Petunidina-3-O-glicosido 479 MS2[479]: 317 (100)
3 Peonidina-3-O-glicésido 463 MS?[301]: 433 (100)
4 Malvidina-3-O-glicosido 493 MS?2[493]: 331 (100)
5 Malvidina-3-O-acetilglicosido 535 MS2[535]: 331 (100)
6  Malvidina-3-O-coumaroilglicésido 639 MS?[639]: 331 (100)

O perfil de antocianinas obtido para o vinho rosé monocéastico é praticamente

equivalente ao das peliculas, sugerindo a eventual utilizacdo do perfil das antocianinas

como verificacdo da autenticidade de vinhos monocésticos da casta Casteldo. O perfil das

antocianinas tem sido sugerido como indicador de origem das variedades de uvas usadas

na producdo dos vinhos, embora seja necessario ter em conta a sua degradagdo (Gomez-

Ariza et al., 20006; Revilla et al., 2001).

A quantificagdo das antocianinas foi feita a partir do tragco de HPLC-DAD obtido

a 520 nm, utilizando como padrdo a malvidina-3-O-glicésido. A quantificagdo das outras

antocianinas foi feita utilizando também este padrdo. Foi assumido que todas as

antocianinas apresentam o mesmo coeficiente de absorcéo a este comprimento de onda.

A peonidina-3-O-glicésido aparece como um ombro da malvidina-3-O-glicosido

(compostos 3 e 4 da Figura 3.24).
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Figura 3.24 - Perfil de antocianinas obtido por HPLC-DAD a 520 nm de um extrato
metanolico de peliculas de uvas da casta Casteldo e de um vinho rosé com elas preparado.
Os inserts mostram a estrutura molecular das antocianinas identificadas. 1 - delfininida-
3-0-glicosico; 2 - petunidina-3-O-glicosido; 3 - peonidina-3-0O-glic6sido; 4 - malvidina-
3-O-glicosido; 5 - malvidina-3-O-acetilglicésido; 6 - malvidina-3-O-coumaroilglicésido.
Coluna polimérica PRP-1, Hamilton, tipo C18, de 15 cm de comprimento, 2,1 mm de
didmetro, 5 um de didmetro média de particula, estabilizada 25 °C.

A quantificacdo destas duas antocianinas foi feita com base nos respetivos tragos
de LC-MS em modo de “single ion”, polaridade positiva, para os ides com m/z 463 ¢ m/z
493, respetivamente. Os resultados foram comparados com os de uma curva de calibracédo
obtida com a malvidina-3-O-glic6sido por monitorizacdo do ido com m/z 493. Neste caso
também foi assumido um fator de resposta a ionizacdo por ESI semelhante para as duas
antocianinas. Esta aproximacdo é razoadvel atendendo a que as moléculas apresentam
estrutura molecular semelhante e também carga positiva intrinseca, indicando esferas de
hidratacdo semelhantes. As curvas de calibracdo foram preparadas com padrdes de
concentragdes entre 0,5 mg/L e 50 mg/L. O limite de quantificacao foi cerca de 0,5 mg/L
no caso da detecdo por LC-DAD, a 520 nm, e uma ordem de grandeza inferior com

detecdo por LC-MS. Os resultados da quantificacdo sao apresentados na tabela 3.30.
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Tabela 3.30 - Teores em antocianinas das peliculas da casta Casteldo e do vinho rosé com
elas preparado.

Antocianina 1 2 3 4 5 6
Peliculas 0,14+002 0116+0,2 028+003 1,101 0,06+001 0,32+0,03
(mg/g de
pelicula)

Vinho rosé 1,4+0,1 16+02 05+005 7,2+07 1201 12,713
(mg/L)

Os resultados sdo a média e o desvio padrdo de 2 amostras

O teor em antocianinas no vinho rosé preparado com a casta Casteldo do Algarve
é inferior ao encontrado em vinhos tintos preparados com a casta Casteldo no Instituto
Superior de Agronomia de Lisboa (Dallas & Laureano, 1999), decorrente da propria
tecnologia de preparacdo do vinho rosé. No vinho Rosé, a antocianina que apresenta
valores mais préximos do dos vinhos tintos (16,3 mg/L) é malvidina-3-O-
coumaroilglicésido (12,1 mg/L). Pelo contrério, a peonidina-3-O-glicdsido e a malvidina-
3-O-glicosido apresentam teores inferiores em cerca de 27 vezes.

Relativamente ao teor em antocianinas da pelicula, no estudo ja referido sobre
varias castas da Regido Mediterranica (Ky & Teissedre, 2015), quer a extracdo seja feita
com agua quer com solucdo contendo 70 % de etanol, também é a malvidina-3-O-
glicésido a antocianina que apresenta teores mais elevados em todas as castas estudadas,
variando de 0,11 a 1,78 mg/g de pelicula desidratada em solucdo aquosa, e de 6,76 a 14,82
mg/g de pelicula desidratada em solugdo com 70 % de etanol. Os teores encontrados nas
peliculas de uva da casta Casteldo situam-se no intervalo dos resultados reportados nos
extratos aquosos, embora tivessemos utilizado metanol. Relativamente ao teor total em
antocianinas extraidas das peliculas de uvas da casta Casteldo (2,1 mg/g de pelicula
desidratada), os valores encontrados sé@o semelhantes aos obtidos por Ky & Teissedre
(2015), que se situam entre 0,24 e 7,32 mg/g quando obtidos em solucdo aquosa e entre
18,0 e 22,3 mg/g quando obtidos com solucdo com 70 % de etanol. Num estudo realizado
por Kammara e colaboradores (2004) para varias castas, utilizando metanol com 0,1 %
de HCI, tambem se verificou que a antocianina com maior teor ¢ a malvidina-3-O-
glicosido, com teores que variam entre 1,1 e 50,98 mg/g de casca seca. S6 num caso foi

encontrado um teor semelhante ao determinado na casta Casteldo estudada.
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3.3.4 - Quantificacéo do resveratrol

O resveratrol, apresenta dois isbmeros cis-resveratrol e o trans-resveratrol (Paulo
et al., 2011) e é um composto fendlico nao flavondide encontrado em varias espécies
vegetais incluido a videira e seus frutos (Di Stefano, & Flamini; 2008). A producao destes
compostos pelas plantas tem sido associada a resposta a diversos fatores externos de
stress, como por exemplo o desenvolvimento de fungos como, a Botrytis cinérea, e a
radiacdo ultravioleta (Stervbo, et al., 2007; Sun et al., 2006). Os fatores de producao
também influenciam o teor em resveratrol. O aumento do teor destes compostos pode
surgir devido ao aumento de temperatura, a niveis elevados de SO e/ou a decréscimo do
pH (Paulo et al., 2011; Stervbo, et al., 2007). S&o varios os estudos que indicam que este
composto apresenta beneficios para a saude, nomeadamente atividade anticancerigena,
antioxidante, inibidora da agregacdo das plaquetas, anti-inflamatoria e cardioprotetora
(Stervbo et al., 2007; Pignatelli, et al., 2006; Aggarwal et al., 2004). Na sequéncia destes
potenciais beneficios, tém sido desenvolvidos vérios trabalhos reportando métodos para
a sua quantificacdo (Paulo, et al., 2011; Sun et al., 2006; Urpi-Sarda et al., 2005). Estédo
também reportados varios estudos no sentido de induzir o aumento dos teores em
resveratrol, nomeadamente utilizando radiacdo ultravioleta (Wang et al., 2015; Cupri et
al., 2013; Guerrero et al., 2010) e ultrassons (Hasan et al., 2014; Gonzélez-Barrio et al.,
2009).

Foi desenvolvido um método de quantificacdo deste composto na gama de
concentra¢fes normalmente encontrada nos vinhos e que permite também a quantificacdo
em vinhos licorosos e outras bebidas. O método envolve a utilizacdo do equipamento de
LC-MS no modo de “Multi Reaction Monitoring” (MRM). Neste modo ¢ isolado o m/z
correspondente a molécula que se pretende quantificar, é fragmentado este ido e a
quantificacdo é feita com base num ou mais fragmentos ou ides-filho. Podem ainda fazer-
se fragmentacOes de ordem superior e quantificar com base nos fragmentos produzidos
pela fragmentacdo dos ides-filho. No entanto, a perda de sinal associada a cada etapa de
fragmentacdo, piora a razdo sinal/ruido em grande parte dos casos. O desenvolvimento
do método comegou com a obtencé@o de um espetro de fragmentacdo de primeira ordem
na polaridade em que o analito ioniza melhor. O resveratrol ioniza bem no modo negativo.

A figura 3.25 apresenta o espetro de fragmentacao obtido neste modo.
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Figura 3.25 - Espetro de fragmentacdo do resveratrol no modo negativo. A seta indica o
180 fragmentado, [M-H]". O insert mostra a estrutura molecular do resveratrol.

O espetro apresenta um pico base com m/z 185. A opcéo foi fazer a quantificagcéo
com base no sinal deste ido. Assim, depois de ser estabelecido 0 método cromatografico
para o resveratrol, foi escolhido o modo MRM e isolado o0 id0 com m/z 227 (Am/z = 2).
Foi feita a fragmentacdo com energia suficiente para fragmentar todo o resveratrol e
isolado o ido com m/z 185 (Am/z = 2). A mesma transigéo foi utilizada para quantificar
resveratrol e 0s seus metabolitos em amostras de origem bioldgica (Sun et al., 2006). O
limite de quantificacdo obtido (correspondente a razdo sinal/ruido na proporc¢éo 10:1) foi
de 0,02 mg/L, semelhante ao encontrado por outros autores em vinho utilizando LC-DAD
(Paulo et al., 2011) mas sem passo de concentragdo (20 vezes).

A tabela 3.31 resume os teores em trans-resveratrol encontrados em peliculas de

uvas de vaérias castas e em vinhos do Algarve.
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Tabela 3.31 - Teores em trans-resveratrol encontrados em peliculas de uva e vinhos do

Algarve.

Produto Unidade Trans-resveratrol
Pelicula Casteldo QV ug/g de casca seca 198+19
Pelicula Trincadeira QV ug/g de casca seca 439+ 4,2
Pelicula Syrah QMT ug/g de casca seca 8,6+0,9
Pelicula Cabernet QMT ug/g de casca seca 26,8+25
Pelicula Touriga QC ug/g de casca seca 140+14
Aragonez QC ug/g de casca seca 51+0,5
Vinho tinto Lagoa 2007 mg/L 16+0,2
Vinho tinto Terras da Luz 2010 mg/L 6,1+0,5
Vinho tinto Tapada da Torre 2010 mg/L 08+0,1
Vinho tinto Marques dos Vales 2009 mg/L 0,13 £ 0,02

Os resultados sdo a média e o desvio padrdo de 2 amostras

Os teores em trans-resveratrol encontrados nas peliculas de uvas da casta Casteldo
por Sun e colaboradores (2006) (abaixo de 20 mg/kg de pelicula) sdo semelhantes aos
encontrados nas peliculas das uvas da mesma casta no Algarve (19,8 mg/kg). O mesmo
trabalho reporta teores em resveratrol de peliculas de uvas da casta Syrah pelo menos
duas vezes superiores (> 20 mg/kg) aos encontrado nas amostras da mesma casta com
origem no Algarve.

No caso dos vinhos é o Terras da Luz que apresenta o teor mais elevado em
resveratrol. Estudos realizados em mais de 100 vinhos portugueses indicaram teores em
trans-resveratrol variando entre 0,6 g/L e 1,0 g/L (Ribeiro e Lima et al., 1999). Em vinhos

espanhois o teor em trans-resveratrol varia entre 0,06 e 36,13 g/L (Feijo et al., 2008).
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4 - Conclusoes

A producéo de bebidas espirituosas no Algarve continua a ser uma atividade com
elevado impacto socioecondmico. Além das bebidas produzidas tradicionalmente, a
producdo de novas bebidas € uma mais-valia para a valoriza¢do dos recursos bioldgicos
existentes, particularmente os excedentarios ou de fraca qualidade. Uma correta avaliagcdo
da qualidade dos recursos existentes, baseada no conhecimento detalhado das suas
caracteristicas fisico-quimicas, associada a metodologias de processamento otimizadas
com base no conhecimento e a uma caracterizacdo detalhada do produto final, potencia a
qualidade e a rentabilidade. Foi esta a abordagem seguida neste trabalho: caracterizagédo
dos materiais de partida, avaliacdo do processamento e caracterizacdo do produto final.
A melhoria da qualidade das aguardentes de medronho é paradigmatica. Nestas
aguardentes foi o conhecimento adquirido do processamento, aliado ao resultado das
analises de rotina, que mais contribuiu para a reducéo, quer dos teores em acetato de etilo,
quer da acidez total, os dois problemas mais graves apresentados por estes destilados. Os
produtores que ha mais tempo procuram analisar as suas aguardentes, seguem agora as
sugestBes de melhoria indicadas e apresentam melhores resultados. Foi também a analise
detalhada das aguardentes de medronho de véarias origens que permitiu identificar e
quantificar parametros que podem ser utilizados como marcadores geograficos. O cis-3-
hexeno-1-ol apresenta teores cerca de 3 a 4 vezes mais elevados nas aguardentes de
medronho da regido de Coimbra do que nas da regido do Algarve, apresentando por isso

potencial para vir a ser considerado um marcador geografico da aguardente de medronho.

A aguardente de batata-doce foi desenvolvida como resposta a solicitacdo de
valorizagéo das batatas-doces da variedade Lira que apresentavam calibres fora do fixado
pela IGP. E um produto novo e muito aromatico, de baixo teor em metanol, acetato de
etilo e acidez, que deve continuar a ser estudado no sentido de tentar aumentar o

rendimento alcoodlico e reduzir o teor em alcoois superiores, sem alterar 0s aromas.

A aguardente de figo apresenta grandes melhorias de qualidade se for
parcialmente desodorizada com carvéo ativado. O processo pode ser realizado aquando
da producdo ou posteriormente e reduz significativamente o teor em compostos volateis

de peso molecular mais elevado, o cobre e a acidez total. No Algarve a aguardente de figo
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é muitas vezes utilizada na producdo de licores. Se for valorizada por este processo

origina também licores de melhor qualidade.

Os produtos alimentares com base na roma sdo essencialmente ndo aromaticos. A
utilizacdo de aguardentes de frutos para produzir licores de roma origina bebidas
aromaticas. Os licores de roma sdo bastante ricos em polifendis. O teor destes compostos
pode ser ainda aumentado adicionando o mesocarpo e membranas carpelares do fruto
durante a maceragdo. O licor apresenta uma cor rosa bastante atrativa devida a presenga
de antocianinas. Estes compostos sdo mais estaveis nos licores devido a presenca de
alcool e acgucar. Passados dois anos as antocianinas sdo praticamente residuais sendo a
cor final da bebida, amarelo, originada pelos elagitaninos que se mantém estaveis. As
romés bravas conhecidas na regido por “da mata”, e pouco apreciadas por apresentarem
arilos mais pequenos e maior teor de casca, podem ter na producao de licor uma excelente

aplicacdo.

As bagas de murta sdo material vegetal, em geral, ndo aproveitado na regido. Ao
contrario do que se passa na ilha da Sardenha, onde sdo exaustivamente utilizadas quer
na producdo de licores, quer para a inddstria farmacéutica. No Algarve a producdo de
licores é feita pontualmente, mas tem grande potencial, porque estas bagas, ao contrario
dos arilos de roma, além de conterem elevado teor em antocianinas, apresentam também
elevado teor em eucaliptol e limoneno, que contribuem para um aroma duradouro dos
licores. Licores de murta preparados com aguardente de figo parcialmente desodorizada
constituem uma alternativa bastante interessante da melhoria dos recursos agricolas e

bioldgicos da regido.

Os vinhos no Algarve tém grande tradi¢do. No inicio do século XXI surgiu outro
conceito de producdo de vinhos, os vinhos de Quinta. Na classe das bebidas espirituosas
os vinhos licorosos tém sido essencialmente produzidos pelas adegas do Algarve, que tém
estado em fase de reestruturacao, o que tornou dificil um estudo sistematico destes vinhos.
As técnicas usadas na analise dos licores e dos produtos aromatizantes foram igualmente
eficazes na andlise de vinhos e de uvas. Das castas estudadas, a casta Trincadeira
apresentou o maior teor em resveratrol. O perfil de antocianinas das peliculas das uvas da
casta Casteldo mostrou ter potencial para a determinagdo da autenticidade de vinhos

preparados com esta casta. Em geral os vinhos licorosos estudados apresentam baixo teor
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em polifenois por serem preparados maioritariamente com castas brancas. Esta € uma

area com bastante potencial para desenvolver no futuro.

Atualmente estdo a ser desenvolvidos estudos no sentido da preparacdo de
aguardentes de alfarroba e de framboesa de elevada qualidade. Ira ser seguida a mesma
abordagem: valorizagdo dos recursos bioldgicos da regido, particularmente do material
vegetal agricola ndo aproveitado, para preparacdo de novas bebidas, processo apoiado em

analises fisico-quimicas detalhadas.
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