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Resumo

A aguardente de medronho € uma bebida destilada produzida a partir de frutos fermentados
da espécie Arbutus unedo L (medronheiro). Esta bebida é produzida, na Serra do Caldeirdo -
Algarve, em pequena escala e de uma forma artesanal, podendo o produto final possuir
caracteristicas variaveis em termos de qualidade. O processo fermentativo do fruto de Arbutus
unedo L. foi estudado através de pardmetros microbiologicos e fisico-quimicos de trés
fermentacdes diferentes, de forma a comparar a sua evolucdo ao longo do tempo. Em relagdo aos
parametros microbiolégicos, estudou-se a evolucdo da microbiota total e da populacdo de
leveduras nas fermentagdes. Os parametros fisico-quimicos analisados foram o pH, a acidez
total, os acidos organicos (oxalico, tartarico, malico, acético, lactico, galico, citrico, succinico), o
°Brix e o teor de frutose, glucose e sacarose. A formacdo dos compostos volateis, etanol, acetato
de etilo e isopentandis foi acompanhada durante as fermentacGes. A quantificacdo dos compostos
volateis no fermentado foi realizada pelo método da adicdo de padrdo utilizando a micro
extraccdo em fase solida, com fibra de poliacrilato e analise em cromatdgrafo gasoso (HS-
SPME-GC). Ao longo do estudo foram isoladas leveduras e identificadas por analise de
polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP) e sequenciacdo da regido D1/D2 do gene 26S
rRNA. Os isolados principais pertenciam aos géneros Aureobasidium, Candida, Cryptococcus,
Dioszegia, Dothichiza, Hanseniaspora, Lachancea, Issatchenkia, Metschnikowia, Pichia,
Saccharomyces, Rhodotorula, Sporidiobolus e Torulaspora. Apds as fermentacdes, os destilados
obtidos foram analisados e as suas caracteristicas foram estudadas de acordo com o Decreto de
Lei 283/2000 de 26 de Setembro.

O objectivo do presente trabalho foi estudar o processo de producdo da aguardente de
medronho (Arbutus unedo L.) da Serra do Caldeirdo e analisar as caracteristicas dos destilados
obtidos.

Palavras Chave: Medronho (Arbutus unedo), Aguardente de Medronho, Leveduras, Fermentagéo,
Compostos volateis, PCR-RFLP
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Abstract

“Aguardente de Medronho” is a traditional spirit produced in the South of Portugal, much
appreciated due to its sensory characteristics. It is manufactured by fermenting the berries of the
Mediterranean shrub Arbutus unedo L. (strawberry tree). Historically this product has been a
complement to farmers’ income, and on account of that fact, over the last years efforts have been
made to improve the quality of the production process and of the final product. The present study
investigated the fermentation process and its influence in the quality of the distillate. The
evolution of the total viable counts and of the yeast populations during the fermentation process
was followed. The changes of pH, °Brix, reducing sugars, acids, ethanol, ethyl acetate and
isopentanols were also monitored. Fruits were harvested during the month of November, mixed
with water in 450 | stainless steel vessels that were immediately closed and then allowed to
ferment over a specific period of time. This process, took place at room temperature, during
Autumn and Winter, relying on the natural microbiota initially present on the fruits and on the
surrounding environment. Total viable counts were determined using acidified Plate Count Agar
and yeasts were counted on acidified Malt Extract Agar. Yeasts were also isolated during the
fermentative process. The isolated yeasts were identified by the Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) technique. Some of the isolated that shown a doubtful pattern, were later
confirmed using the 26S rRNA gene sequencing. The identified isolates belong to the genus
Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Dioszegia, Dothichiza, Hanseniaspora, Lachancea,
Issatchenkia, Metschnikowia, Pichia, Saccharomyces, Rhodotorula, Sporidiobolus and
Torulaspora. Sugars and acids were measured by High-performance liquid chromatography
(HPLC) and the volatile compounds (ethanol, ethyl acetate and isopentanols) in the musts were
studied by headspace-solid-phase microextraction-gas chromatography (HS-SPME-GC) with a
polyacrylate fiber. During the fermentation period, yeasts grew exponentially reached stationary
phase and remained on this phase for the rest of the study. The levels of sugars and acids
increased during the first days and decreased thereafter. The quality parameters of one of the
distillates obtained after the fermentation period were in accordance with both the European
Directive (Regulation (EC) N° 110/2008 of the European Parliament and of the Council of 15
January 2008) and the specific Portuguese “medronho” distillate legislation (Decreto-Lei n°
238/2000 of 26 September 2000).

Keywords: Medronho (Arbutus unedo), Medronho Spirit, Yeasts, Fermentation, Volatile compounds,
PCR-RFLP
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I- Introducéao

A optimizagdo da qualidade da aguardente de medronho estd dependente dos
conhecimentos obtidos relativamente a evolucao dos parametros fisico-quimicos e bioldgicos ao
longo de todo o processo de producéo e aos seus efeitos no produto final. A fase da fermentacao
do medronho é, certamente muito importante na qualidade do produto final. Assim, a
monitorizacdo de um processo fermentativo desde o seu inicio, controlando os parametros
quimicos, fisicos e microbioldgicos serd Util para os varios produtores de aguardente de

medronho.

A fermentacdo do medronho, actualmente, € levada a cabo pela sua microbiota epifitica. Se
se conhecer as espécies responsaveis pelo processo fermentativo torna-se possivel providenciar
as melhores condic¢des para que a fermentacdo progrida, de forma a optimizar o processo de
producdo. Durante a fermentacdo natural do medronho, para além das leveduras responsaveis
pela producdo de etanol, estdo presentes no fruto, outros microrganismos que podem originar
subprodutos indesejados. Estes microrganismos incluem bactérias e varias estirpes de leveduras
que podem dominar durante a primeira fase da fermentacao e ter efeitos negativos na aguardente
que se reflectirdo nas suas caracteristicas quimicas e organolépticas. Para além disto, estas

espécies causam um consumo desnecessario de agucares.

O presente trabalho teve como principal objectivo o estudo da fermentacdo do medronho
(fruto de Arbutus unedo L.), através da monitorizacdo de parametros microbiolégicos e fisico-
quimicos de trés fermentacBes independentes ao longo do tempo. Foi ainda objectivo deste
trabalho identificar as leveduras isoladas ao longo do processo de fermentacéo e a analisar 0s
destilados obtidos de acordo com os parametros referenciados no Decreto-lei 238/2000 de 26 de

Setembro.

1. O medronheiro (Arbutus unedo L.)

O medronheiro (Arbutus unedo L.) € um arbusto abundante na regido mediterranica que
pertence ao género Arbutus e a familia Ericaceae. Atinge normalmente entre os trés e seis
metros, podendo, no entanto, crescer até aos 10 metros de altura. Possui ramos sinuosos e folhas

persistentes, serradas simples e verdes, sendo uma boa opgdo como arvore ornamental (Figura 1).
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Os troncos sdo verdes quando jovens e tornam-se avermelhados quando a planta envelhece
(Gilman e Watson, 1993; Mereti et al., 2002; Soufleros et al., 2005).

Figura 1 - Frutos e folhas do medronheiro (A. unedo L.).

Este arbusto adapta-se a humerosos tipos de solos, acidos, basicos, arenosos, rochosos e
argilosos. Resiste a secas moderadas e cresce bem com exposi¢do total ou parcial a luz solar
(Gilman e Watson, 1993).

Possui flores brancas ou verdes e por vezes rosadas, em forma de guizo (Figura 2), que se
encontram nas arvores em cachos. As arvores em floracdo possuem em simultaneo os frutos da
floragdo anterior (Gilman e Watson, 1993; Ozcan e Haciseferogullari, 2007).



Figura 2 - Flores de medronheiro (A. unedo L.).

Os frutos sdo esféricos de dimensdes variaveis e podem ir de um centimetro a quatro
centimetros de diametro. A cor vermelha/laranja (Figura 3), caracteristica do estado final de
maturacgdo, ocorre um ano apds a fecundacdo. Os frutos sdo carnudos com saliéncias piramidais e

contém sementes (de 20 a 25 sementes) (Gilman e Watson, 1993; Soufleros et al., 2005).

Figura 3 - Medronhos maduros depois de colhidos.

1.1. Composicao nutricional do fruto do medronheiro (A. unedo L.)

O fruto do medronheiro (A. unedo L.) é composto na sua maior parte por agua, agucares,

acidos, proteinas e minerais como indicado na Tabela 1 (Ozcan e Haciseferogullari, 2007). O
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estado de maturagdo dos frutos interfere na composicdo dos mesmos como se pode observar na
Tabela Il (Alarcdo-E-Silva et al., 2001).

Tabela I - Propriedades quimicas do fruto do medronheiro (A. unedo L.) (Ozcan e Haciseferogullari, 2007).

Propriedades Valores
Humidade (%) 53,72 +2,10
Proteinas (%) 3,36 +0,12
Gorduras (%) 2,1+0,10
Fibras (%) 6,4 +1,10
Valor energético (kcal/g) 327 + 13,00
Cinzas (%) 2,824 £0,12
pH 4,6 +£0,10
Acidez (%) 0,4+0,10
Extracto soltvel em agua (%) 35,6 +2,30
Extracto soltvel em alcool (%) 19,16 + 3,20
Extracto soltvel em éter (%) 3,0+0,40
Sulfito de diemetilo (g/kg) 5,3+ 0,60
Oleos essenciais (%) 0,02 + 0,00
Compostos minerais (mg/kg)

Al 20,11 + 2,69
As 10,58 + 6,47
B 16,03 £2,12
Ca 4959,02 + 150
Cd 0,19 + 0,05
Cr 2,41+ 0,96
Cu 1,65 +0,41

Fe 12,15+1,11
Ga 0,47 £0,43

K 14909,08 + 1687
Li 0,94 +£0,15
Mg 1315,57 £ 129,19
Mn 4,44 + 0,55
Na 701,26 + 80
Ni 0,13+0,14

P 3668,56 + 339,69
Pb 0,51+ 0,04

Sr 5,10 +0,80

Ti 0,16 + 0,26

\Y 16,63 + 4,27
Zn 8,09 + 0,96




Tabela Il - Caracteristicas do fruto do medronheiro (A. unedo L.) em dois estados de maturagéo (Alarcao-E-Silva et al.,
2001).

Nutriente Composto Fruto verde Fruto maduro
Agucares (%/peso) Sacarose 8,77 £ 0,06 8,68 £ 0,03

Glucose 3,95+0,23 12,5+0,30

Frutose 2,33+0,04 20,8 +0,20
Acidos orgénicos (g/100 g) Malico 1,95+0,16 2,63+0,23

Quinico 7,35+0,16 5,99 + 0,05

Fumarico Néo detectado Vestigios
Vitaminas (mg/100 g) Niacina 49+170 9,1+0,60

Acido Ascorbico 542 +11 346+ 7

B-caroteno 38,1+0,37 70,9 £5,20
Proteinas (%) 46 +0,40 3+0,10
Fenois (mg/g) Taninos 3,13+ 0,06 1,75 +0,02

Antocianinas 0,25+ 0,02 1,01 +£0,01
Fendis Totais (mg/qg) 15,5+ 0,60 14,6 £ 0,90
Cor L* 81,75 59,82

a* -4,40 18,75

b* 36,49 38,11

Cc* 36,49 42,47

he 96,87 63,80

Os frutos possuem dimensdes que se encontram resumidas na Tabela 11 (Ozcan e

Haciseferogullari, 2007).

Tabela I11 - Propriedades dimensionais do fruto de medronheiro (Ozcan e Haciseferogullari, 2007).

Propriedades Valores
Peso (g) 0,70 £ 0,027
Diametro (mm) 10,70 £ 0,111
Comprimento (mm) 8,561 +0,134
Diametro geométrico médio (mm) 9,91 + 0,027
Esfericidade 1,17 + 0,006

1.2. Subprodutos do medronheiro

Os frutos do medronheiro podem ser utilizados para a produgdo de produtos alimentares
tradicionais como compotas, geleias, vinagre, produtos fermentados, aguardente e licores ou

apenas consumidos frescos (Galego, 1995; Soufleros et al., 2005).



1.2.1. Aguardente de medronho

A aguardente de medronho € um destilado produzido a partir dos frutos fermentados do
medronheiro (Arbutus unedo L.). Esta bebida € produzida em Portugal em algumas zonas da
Serra Algarvia, Baixo Alentejo, Bugaco e na Serra da Estrela. E um destilado reconhecido pela
comunidade Europeia desde 1989 (Regulamento (CEE) n° 1576/89). Conhece-se ainda a
existéncia do seu fabrico noutros paises como na Grécia, onde é apelidado de Koumaro (termo
grego para designar medronho), no sul de Itdlia (apelidado de Corbezzolo) e na Turquia
(Soufleros et al., 2005; Alberti et al., 2007).

O inicio da producéo deste destilado no Algarve, ndo é conhecido, mas estima-se que seja
uma prética deixada pelos Arabes que chegaram ao Baixo Alentejo e Algarve entre 712/713 e

governaram a provincia por 5 séculos (Catarino, 1999).

As referéncias escritas relativas a producdo de aguardente de medronho praticamente sé
surgem com as primeiras monografias de varias localidades Algarvias, escritas nos principios do
século XX, dando uma indicagdo da importancia que esta actividade tinha na regido. No vasto
concelho de Loulé, segundo F. X. d’Athaide Oliveira (1905), existiam 61 fabricas de aguardente
(Oliveira, 1998), em Sédo Bras de Alportel 5 (Louro, 1996) e em Monchique, em 1938, estavam
registadas 55 industrias de producdo de aguardentes (Gascon, 1993), para citar algumas das

zonas onde ainda continua a existir producao de destilados.

Esta actividade continuou a ter grande importancia econémica para o0s habitantes da serra
até aos anos 60 do ultimo século, depois com o desenvolvimento do turismo e a emigracao a
producdo foi decrescendo. Segundos os relatdrios internos da Cooperativa Agricola dos
Olivicultores de Santa Catarina da Fonte do Bispo em 1965, s6 aquela organizacdo, produziu 20
342 | de aguardente de medronho. Em 1970 ja se verificava uma queda de quase 50 % (11 742 1)
e no século XXI esta organizacao ja tinha deixado de produzir aguardente de medronho (Galego
& Almeida, 2007). A reducdo de producdo, o encarecimento da méo-de-obra e a procura por
alguns turistas levaram a que o preco deste destilado tivesse aumentado consideravelmente de
cerca de 5800/1 (0,025 €) nos anos 60 para 25 €/1 no presente.

No inicio dos anos 90, quando comecaram a ser planeados trabalhos com vista a ndo

desertificagdo das zonas de serra foram feitos estudos que indicaram ser a aguardente de
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medronho, a par do queijo de cabra e do mel as trés actividades mais importantes para a
economia dos habitantes da serra do Caldeirdo, (INDE, 1993). Na sequéncia deste estudo
iniciaram-se varios projectos com vista a valorizagdo destes produtos. No caso da aguardente de
medronho o final dos projectos subsidiados coincidiu com a criagdo do Decreto-lei 238/2000
onde se define a aguardente de medronho no Art® 2 "entende-se por aguardente de medronho a
aguardente de frutos obtida exclusivamente por fermentacdo alcodlica e destilagdo do fruto

carnudo do Arbutus unedo L. ou do seu respectivo mosto™ e quais as suas caracteristicas no Art°

3 n° 2 —“Na aguardente de medronho o teor maximo admissivel de cobre é de 15 mg/l”. No

anexo que se refere ao artigo 2 encontram-se as restantes caracteristicas (Tabela IV).

Tabela 1V - Especificages dos parametros fisico-quimicos e organolépticos para a comercializagdo da aguardente
de medronho (Anexo do artigo 3° do Decreto Lei 238/2000 de 26 de Setembro de 2000).

Parametros

Especificacoes

Caracteristicas organolépticas

Titulo alcoométrico a 20 % em volume
Extracto seco

Acidez total (em acido acético)
Substancias volateis (*)

Etanal

Acetato de Etilo

Metanol

2-butanol

1-propanol

Isobutanol

1-butanol

Isopentanois

Alcoois superiores totais
Isobutanol/propanol

Aspecto - Limpido

Cor - Incolor; Topéazio (no caso de aguardente velha).
Aroma - a medronho e etéreo.

Sabor - a medronho e alcodlico.

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

<20 g/hl

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

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

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

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

>10 <40 (g/hl de alcool a 100 % vol.)
>30 <70 (g/hl de alcool a 100 % vol.)
<3 (g/hl de alcool a 100 % vol.)

>80 < 185 (g/hl de alcool a 100 % vol.)

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

(*) Né&o incluem os &lcoois etilico e metilico, de acordo com a definicéo constante da alinea k) do n.° 3 do artigo 1.0 do Regulamento (CEE) n.°

1576/89, do Conselho, de 29 de Maio.

A comercializagdo dessas bebidas depende dos teores de determinados compostos
indicados no Decreto Lei 238/2000 de 26 de Setembro de 2000 e Regulamento CE n.° 110/2008
do Parlamento Europeu e do Conselho de 15 de Janeiro de 2008 .



No presente sdo mais de 50 pequenos produtores que se tém legalizado na regido em
conformidade com a novas regras, todos com HACCP implementado ou em fase de
implementacdo, mas com produces médias inferiores a 1000 I/ano. Alguns destes produtores
aplicam esta aguardente na producéo de licores. Ja em 2010 foram legalizados dois produtores
em Monchique para a preparagdo e engarrafamento da “Melosa”, o mais tradicional licor

produzido naquela localidade. Esta é preparada adicionando mel, canela e liméo a aguardente.

Em 2009 tinha surgido no mercado regional um licor de medronho e uma mistura de
aguardente de medronho e mel, na qual os consumidores poderdo ou ndo adicionar a canela e o

limdo a gosto se pretenderem obter a tradicional melosa.

A aguardente de medronho é utilizada ainda em temperos de carnes, na confeccdo de

molhos, na preparacao de algumas compotas e cocktails (Galego, 2006).

2. Fermentacao alcodlica

O fabrico de alimentos dependentes da actividade de leveduras tais como a producao de
pdo e bebidas fermentadas esteve sempre presente ao longo da histéria da humanidade,
remontando a antiguidade (Ribéreau-Gayon, 2006).

A fermentacdo alcodlica é um processo de obtencdo de energia por parte dos
microrganismos, com producdo de etanol (CH3CH,OH) e diéxido de carbono (CO,), utilizando
como fonte de energia os aclcares. Estes sdo os dadores iniciais de electrdes sendo o receptor o
acetaldeido, o qual origina os produtos finais, etanol e dioxido de carbono (Fleet, 1993;
Ribéreau-Gayon, 2006).

A glicélise além de fornecer energia também fornece precursores metabélicos e poder
redutor para as vias biossintéticas. Na fermentacdo alcodlica o piruvato é descarboxilado por
acgdo da enzima piruvato descarboxilase e transformado em acetaldeido. Este vai ser reduzido a
etanol, por uma reaccdo catalisada pela enzima &lcool desidrogenase. Durante esta reacgéo,
ocorre a reoxidacdo da coenzima NADH a NAD®. Sem esta regeneracio a manutencdo do
balango redox das células das leveduras estaria comprometido e a glicélise cessaria (Walker,
2000; Ribéreau-Gayon, 2006).



A producdo em pequenas quantidades de outros metabolitos durante a fermentacéo
alcoolica (acetato de etilo, acido citrico e succinico, alcool isoamilico entre outros) varia de
acordo com os microrganismos envolvidos na fermentacéo, mas estes compostos sdo de extrema
importancia e conferem caracteristicas organolépticas especificas, as bebidas alcodlicas e outros
produtos fermentados (Walker, 2000). Oliveira et al. (2005) detectaram a capacidade de
producdo de compostos volateis por parte de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae e de
outros generos (Pichia, Schizosaccharomyces, Hanseniaspora, Lachancea, Candida,
Saccharomyces), isoladas de fermentados de cana-de-agucar destinadas & producéo de cachaca
(aguardente de cana-de-acgucar). Por outro lado, Nova et al. (2009) reforcam a importancia das
diferentes estirpes de levedura isoladas nas caracteristicas do sabor e aroma de cachacga. Por
exemplo diferentes estirpes de Saccharomyces cerevisiae contribuem de forma diferente para a
producdo de alguns metabolitos, tais como o acetaldeido, &lcool isoamilico, acetato de etilo, e
alcool amilico. Culturas puras de Pichia guilliermondi e Lachancea fermentati conseguem
produzir grandes quantidades de acetaldeido. A producdo destes compostos indesejaveis na
cachaca conduziu a que estas estirpes fossem consideradas contaminantes de uma fermentagéo.
Algumas estirpes de Pichia sp. e a estirpe Hanseniaspora occidentalis produzem também
grandes quantidades de alcool isoamilico e isobutanol, sendo que outras estirpes de Pichia sp.
também conseguem produzir isopropanol em grandes quantidades. Estes metabolitos contribuem
para sintese de aromas e sabores no produto final, alguns esteres como o etil-isobutirato (aroma a
meldo e maca verde) e o acetato de isoamil (sabor a frutos vermelhos) (Nova et al., 2009).

3. Leveduras

As leveduras sdo organismos eucariotas incluidos no dominio Eucarya, no Reino Fungi.
Possuem uma organizacdo somatica unicelular, pelo menos numa fase do seu ciclo de vida, séo
destituidos de plastos e possuem uma parede celular formada essencialmente por manano,
glucano e quitina. Ndo formam conidios aéreos nem o0rgaos de locomocgdo. Na maior parte dos
casos sao saprotroficos mas conhecem-se espécies associadas a parasitismo. A reproducdo pode
ser sexuada ou assexuada. A reproducdo assexuada ocorre por gemulacdo na maior parte das
leveduras, no entanto em algumas espécies ocorre a biparticdo. A reproducdo sexuada, quando
conhecida leva a formacdo de ascos (Filo Ascomycota) ou a diferenciacdo dos basidios que
originam os basidiosporos (Filo Basidiomycota). As espécies em que ndo estd descrita a
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reproducdo sexuada estdo agrupadas na categoria ndo filogenética Deuteromicetes (form
phylum) (Deacon, 2006).

A presenca de leveduras nos alimentos pode revelar-se extremamente importante e com
elevado interesse econdmico como € o caso da panificacdo, producao de alcool a nivel industrial,
vinificacdo, producdo de bebidas alcodlicas (destiladas e ndo destiladas). Contudo, a sua
presenca pode também estar associada a alteracGes indesejaveis (deterioracdes) nos alimentos e
bebidas, sendo responsaveis por avultadas perdas econdmicas (Loureiro e Malfeito-Ferreira,
2003, Ribéreau-Gayon, 2006).

No caso das fermentacOes de frutos, as leveduras podem ter origem nos frutos, nas
superficies dos equipamentos utilizados para a fermentagdo e atraves de inoculacdo de culturas
iniciadoras (starter) (Fleet, 1993). Dependendo das condicGes de disponibilidade de oxigénio, a
utilizacdo dos agucares pode ser realizada de duas formas: através da fermentacdo ou atraves da

respiracdo (Ribéreau-Gayon, 2006).

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

aspectos podem resultar em enormes prejuizos para os produtores a nivel econémico.

Existem diversos géneros de leveduras associados a fermentacbes de matéria-prima
utilizada na producdo de destilados, sendo 0 mais estudado o género Saccharomyces, existem
ainda outros como Schizosaccharomyces, Candida, Pichia, Hansenula, Rhodotorula,

Metschnikowia,  Torulaspora, = Hanseniaspora,  Zygosaccharomyces,  Brettanomyces,
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Kluyveromyces, Dekkera entre outras (Lachance, 1995; Fahrasmane e Ganou-Parfait, 1998;
Oliveira et al., 2005; Nova et al., 2009; Gomes et al., 2009).

Lachance (1995) identificou as seguintes leveduras durante o processo de fermentacdo de

agave com o objectivo de produzir tequila:

-Candida

intermedia,

Candida krusei,

Brettanomyces anomalus,

Kluyveromyces

marxianus, Pichia membranaefaciens, Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora sp., Candida sp,

Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala, Issatchenkia sp., Pichia sp., Saccharomyces

ludwigii,

Zygosaccharomyces rouxii.

Zygosaccharomyces

bailii,

Candida milleri,

Brettanomyces

bruxellensis e

Durante a fermentacdo de cana-de-agUcar, com vista a obtencdo de cachaca tém sido

identificadas numerosas leveduras, resumidas na Tabela V.

Tabela V - Leveduras isoladas de diversas fermentacdes de cachaca artesanal (Oliveira et al., 2005; Nova et al.,

2009; Gomes et al., 2009).

Autores Nova et al. (2009) Oliveira et al. (2005) Gomes et al. (2009)
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Rhodotorula lactosa
cerevisiae cerevisiae cerevisiae
Zygosaccharomyces Candida Kluyveromyces Kluyveromyces lactis
fermentati apicola marxianus
Candida sp. Candida famata Pichia kluyveri Candida bentonensise
Candida drosophilae Candida Pichia Candida akabanensise

guilliermondii membranaefaciens
Candida milleri Hanseniaspora Hanseniaspora Dekkera hanseniie
occidentalis guilliermondii

Leveduras Candida ubatubenisis Pichia subpelicullosa  Pichia guilliermondii Metschnikowia reukaufii

Pichia caribbica

Pichia guilliermondii

Zygosaccharomyces sp.

Schizosaccharomyces
pombe

Pichia japonica

Zygosaccharomyces
rouxii

Saccharomyces
unisporus

Candida sorboxylosa
Dekkera bruxellensis

Zygosaccharomyces
fermentati

Candida tropicalis

Hanseniaspora
occidentalis

Candida xylopsoci

Cryptococcus sp.
Rhodotorula minuta

Candida gropengiesseri

Fahrasmane e Ganou-Parfait, (1998) identificaram as espécies Saccharomyces cerevisiae,

Saccharomyces chevalieri,

Saccharomyces rouxii,
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microellipsodes, Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces carlsbergensis,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia membranaefaciens, Hansenula minuta, Hansenula
anomala, Candida krusei, Candida pseudotropicalis, Candida tropicalis, Torulopsis candida,
Torulopsis globusa, Torulopsis glabrata e Torulopsis stellata durante a fermentacdo de cana-de-

acucar para obtencao de rum.

O papel de cada espécie de levedura na fermentacao é de extrema importancia. No caso da
producdo de bebidas alcodlicas destiladas, existem diversos parametros fisico-quimicos

incluindo os compostos volateis cujos limites estdo legislados (Tabela IV).

Algumas leveduras podem contribuir para aumentar em valores significativos os niveis de
determinados compostos volateis (acetato de etilo, acetaldeidos, isobutanol, isopropanol, &lcoois
isoamilicos entre outros), tornando a bebida ndo conforme para ser comercializada (Galego,
1995; Oliveira et al., 2005; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Nova et al., 2009).

3.1. Identificacéo de leveduras

A identificacdo da microbiota presente na fermentacdo é de extrema importancia, pois

permite conhecer melhor e justificar as altera¢6es ao longo do processo fermentativo.

A identificacdo através de testes bioquimicos torna-se muito complexa e morosa, visto que
normalmente sdo necessarios cerca de 60-90 testes. Apesar da existéncia de alguns Kits rapidos,
estes apresentam a desvantagem de estarem restritos na identificacdo de apenas algumas espécies
(40-60). Existem outros métodos utilizando cromatografia gasosa, que consistem na analise dos
lipidos totais das células e dos &cidos gordos de cadeia longa. Estes métodos apresentam
problemas relacionados com reprodutibilidade e dependem do estado fisioldgico das células
(Esteve-Zarzoso et al., 1999).

Os progressos na biologia molecular possibilitaram o desenvolvimento de novas técnicas
na identificacdo de leveduras. A amplificacdo de sequéncias especificas de acidos nucleicos por
reaccOes de polimerizacdo em cadeia (PCR), veio contribuir para facilitar as analises efectuadas
com pequenos fragmentos ou pequenas quantidades de DNA e permitir a tipagem rapida de

muitos microrganismos. Mais recentemente a sequenciagdo de zonas especificas do DNA veio
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contribuir para tornar mais rapida a identificacdo de espécies microbianas (Kurtzman e Robnett,
1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Boulton e Quain, 2001).

3.1.1. Identificacdo por analise de polimorfismos de fragmentos de restricédo (RFLP)

As regides ITS1 e ITS2 (Internal transcribed spacer) sdo regides ndo codificantes e
variaveis e 0 gene 5.8S rRNA (Figura 4) é uma regido codificante e conservada. Estas regides,
sdo em conjunto, muito Uteis porque permitem distinguir espécies distintas. Os genes
ribossomais apresentam um polimorfismo intraespecifico baixo mas uma variedade

interespecifica alta (Esteve-Zarzoso et al., 1999).

ITS1 ITS2 I651 I6S2
— I—|\ i } \ ] \
185 5.85 265 55

Figura 4 - Representacdo esquematica do locus rDNA nas leveduras, localizagdo da regido I1TS1 e ITS2
(Sugita et al., 2002).

No presente trabalho utilizou-se a amplificacdo da regido 5.8S — ITS e posterior restricdo
para distinguir os isolados de leveduras obtidas a partir das fermentacdes de medronho. Através
do uso de primers, para amplificacdo por PCR, é possivel aceder a qualquer zona da unidade de
rDNA, simplificando, deste modo, o estudo de um grande nimero de amostras (Fell et al., 2000).
A anélise por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) de DNA consiste em cortar a
amostra de DNA em fragmentos, pela accdo de enzimas de restricdo. Os fragmentos séo entdo
separados por uma electroforese em gel, de acordo com o seu tamanho, dando origem a padrdes
de restricdo especificos, tipicos de cada espécie (Boulton e Quain, 2001; Spencer e Spencer,
2001).
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3.1.2. Sequenciacao parcial do gene 26S rRNA

Os ribossomas sdo estruturas homdlogas do ponto de vista funcional e evolutivo, que se
encontram presentes em todos 0s organismos, apresentam uma origem evolutiva comum, apesar
da sua conservacdo, apresentam diferentes niveis de evolucdo. Os genes do rRNA ndo
apresentam variacOes entre individuos da mesma espécie e a totalidade de mais de 6.000
nucleotidos contidos nas sequéncias dos genes de rRNA (26S, 18S, 5,8S e 5S) é suficientemente
elevada para distinguir filogenias. Assim, é possivel verificar que a utilizacdo de rRNA na

identificacdo molecular apresenta varias vantagens (Kurtzman e Robnett, 1998; Fell et al., 2000).

Um dos métodos moleculares utilizados em estudos de taxonomia para a identificacdo de
leveduras baseia-se na comparacdo de sequéncias da regido D1/D2 do gene rRNA 26S ou do
gene do rRNA 18S. Outras regifes da unidade de rDNA também tém sido analisadas, como as
regibes ITS (Internal Transcribed Spacer) e IGS (InterGenic Spacer). Ao longo das Ultimas
décadas diversas investigacdes tém sido desenvolvidas evidenciando que a regido D1/D2
(Figura 5) exibe diferencas suficientes entre leveduras de forma a efectuar-se avaliagdes entre as
relacOes intra- e inter-especificas (Kurtzman e Robnett, 1998; Fell et al., 2000).

ITS1 ITS2 I651 I6S52
D1/D2
sy
| [ |
—L 1 H | — ]
185 5.85 265 55

Figura 5 - Representagdo esquematica do locus rDNA nas Leveduras, localizagdo da regido D1/D2 (Sugita et
al., 2002).

4. Compostos volateis

Durante os processos fermentativos, as leveduras presentes sintetizam diversos compostos
volateis, responsaveis pelo flavour. A actividade das leveduras durante a fermentacéo transforma
0 aglcar em etanol, mas também ocorre a formagdo de outros metabolitos como alcoois

superiores, acidos gordos e ésteres. A nivel de caracteristicas organolépticas é possivel distinguir
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uma bebida alcoodlica, quanto ao seu flavour, pois a variacdo entre os metabolitos confere-lhe
uma "identidade™ propria. A presenca de compostos organicos volateis e ndo volateis nas bebidas
fermentadas e destiladas, permite avaliar qualitativamente as mesmas (Pereira et al., 2003;
Oliveira et al., 2005; Querol e Fleet, 2006; Domizio et al., 2007).

Durante a fermentacéo, o metabolismo das leveduras conduz a formacéo de determinados
compostos, relacionados com os diferentes géneros e espécies de leveduras envolvidos nos
processos e com as condi¢bes em que decorrem (temperatura, pH, presenca de oxigeénio assim

como a natureza e concentragdo do substrato) (Querol e Fleet, 2006).

O etanol (CH3CH,OH) é um élcool, resultante normalmente do processo fermentativo de
acucares, por leveduras, sendo este 0 maior responsavel pelo grau alcoolico de um fermentado e
pela sua conservacdo (Fleet, 1993; Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007;
Sangorrin et al., 2007). Nas bebidas fermentadas o teor alcoodlico pode representar ente 8% a
17% do seu volume total (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Querol e Fleet, 2006; Martorell et
al., 2007; Sangorrin et al., 2007; Navarre, 2008). Nas bebidas destiladas de frutos e de acordo
com o Regulamento (CE) n.° 110/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho o teor alcodlico é

pelo menos de 37,5 %.

Os ésteres representam um enorme grupo de compostos responsaveis pelo flavour de
bebidas destiladas e a sua presenca nos fermentados revela informacdes acerca da qualidade do
produto final. Estes compostos volateis conferem um odor caracteristico e sdo de grande
importancia para o aroma das bebidas alcodlicas.

No caso dos fermentados e das aguardentes (destilados) existe um composto que € obtido
por reac¢Oes de esterificacdo entre o etanol e o acido acético, o acetato de etilo (CH;COOC;Hs)
(Vera-Guzman et al., 2010), o qual quando em concentracfes até 120 mg/100 ml de alcool puro
contribui positivamente para o aroma do destilado (Versini et al., 1995). Concentragdes
superiores induzem nos fermentados o aroma caracteristico a colas ou verniz, contribuindo
negativamente para as caracteristicas aromaticas do produto final (Vera-Guzman et al., 2010). A
presenca deste composto pode ser um indicativo de contaminacdo (leveduras formadoras de véu,
ou bactérias do género Glucanobacter) ou de uma fermentacdo que ndo foi bem realizada devido

ao contacto com o oxigénio e a problemas de higienizacdo do material utilizado (Fleet, 1993;
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Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Martorell et al., 2007; Sangorrin et al., 2007). No caso dos
fermentados de medronho, o excesso de acetato de etilo € potenciado principalmente, pelo

contacto entre a massa em fermentacao e o oxigénio (Versini et al.,1995).

Os isopentanois, sdo alcoois superiores encontrados nos fermentados, a sua importancia
deve-se ao seu odor caracteristico, e também a sua accdo solvente sobre outras substancias
aromaticas que interferem com o grau de volatilidade. S&do formados pelas leveduras quando os
meios carecem de compostos nitrogenados assimilaveis (Fleet, 1993; Gomez, 1998; Loureiro e
Malfeito-Ferreira, 2003; Souza, 2006; Martorell et al., 2007; Sangorrin et al., 2007).

4.1. Analise de compostos volateis por microextrac¢ao em fase sélida

A micro-extraccdo em fase solida (SPME) é uma técnica que surge descrita primeiramente
por Delardi e Pawliszyn em 1989 para a analise de um variado conjunto de volateis e semi-
volateis em aguas ou extractos aquosos tendo-se posteriormente generalizado a sua aplicacdo a
amostras das mais diversas naturezas. Basicamente consiste na extraccdo de compostos
directamente da amostra ou do espaco de cabeca dessa amostra num recipiente fechado por um
septo, que permite a introducdo de um tubo hipodérmico que protege uma fibra de silica
revestida com uma fase polimérica. Apds a perfuracdo do septo a fibra € exposta durante um
intervalo de tempo especifico para cada caso em estudo. Terminada a exposicao a fibra é retraida
no tubo de proteccdo e transportada para o injector de um cromatografo gasoso (Pawliszyn,
1999).

Sem utilizacdo de solventes, a extraccdo dos compostos é efectuada de forma nédo
exaustiva. A utilizagdo da fibra pode ser efectuada de duas formas, em contacto com a amostra
(sistema de duas fases) ou introduzida no seu espaco de cabeca ("headspace™ num sistema de trés
fases). Num sistema de duas fases a particdo de analitos ocorre entre a amostra e a fase
estaciondria da fibra, num sistema de trés fases ocorre entre a amostra, 0 espago de cabeca e a
fase estacionaria. Com a utilizacdo de um cromatografo de fase gasosa (GC), € possivel separar
0s compostos sorvidos pela fase estacionaria. As fases estacionérias da fibra utilizada no SPME
podem ser de diferentes tipos (TabelaV1), a escolha da mais adequada é relacionada com a

composicdo volatil da amostra solida, liquida ou gasosa (Pawliszyn et al., 1999; Valente e
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Augusto, 2000; Rouessac e Rouessac, 2000; Bortoluzzi et al., 2006; Queiroz e Lancas, 2005;

Dorea et al., 2008).

Tabela VI - Propriedades e aplicagbes de diferentes tipos de fibras e das suas fases estacionarias disponiveis

comercialmente (Valente e Augusto, 2000; Alpendurada, 2000).

Espessura  Temperatura

Tipo Fase estacionaria Interaccéo do filme maxima do Aplicacdo
(um) injector (°C)
Né&o polares Polidimetilasiloxano Absorgéo 100 280 Compostos  organicos apolares, hidrocarbonetos
(PDMS) 30 280 arométicos  policiclicos,  benzeno/tolueno/xileno,
7 340 pesticidas organoclorados. é possivel usar com polares
Polares Poliacrilato (PA) Absorcéo 85 320 Compostos medianamente e altamente polares, fendis,
pesticidas organofosforados.
Carbowax/divinilbenzeno ~ Mista 65 260 Compostos organicos polares tais como cetonas,
(CW-DVB) alcoois, nitro aromaticos. Volateis de média e alta
polaridade
Bi-polares  Carboxen-PDMS Mista 75 270 Voléteis, hidrocarbonetos
PDMS-DVB Mista 65 270 Volateis e ndo volateis de baixa polaridade a alta
60 270 polaridade.  Hidrocarbonetos —aromaticos, aminas
aromaticas.

O funcionamento das fases estacionarias ¢ semelhante ao de uma esponja, 0s compostos da
amostra sdo absorvidos/adsorvidos, para o seu interior. A capacidade de absorver/adsorver de
determinado composto depende da espessura do filme, caracteristicas e do tamanho do
composto. A porosidade das fases estacionarias também é um factor que influencia a capacidade
de absorver/adsorver de determinadas quantidades dos compostos analisados. Estes factores
podem de certa forma provocar competicdo entre os analitos visto que os locais de
absorcdo/adsorcdo séo limitados (Valente e Augusto, 2000; Rouessac e Rouessac, 2000;
Alpendurada, 2000).

Uma das desvantagens do método de adsorcdo é que em determinados casos, quando
existem concentracfes muito elevadas de alguns compostos a analisar, vdo saturar as fases
estaciondrias e a sua resposta deixa de ser linear. Contudo a interacgdo por adsor¢do é mais
sensivel (Valente e Augusto, 2000; Alpendurada, 2000; Ribeiro et al., 2007).
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Quando a anélise é realizada utilizando uma fase estacionaria que funciona por absor¢édo
permite uma maior linearidade, pois ndo satura tdo rapidamente, embora a sua sensibilidade seja

mais reduzida (Valente e Augusto,2000; Rouessac e Rouessac, 2000; Alpendurada, 2000 ).

Na utilizagdo de fases mistas, como o caso da CW- DVB, existe um efeito sinergético de
adsorcdo e absorgédo, que potencia uma elevada capacidade de retencdo de analitos pela fase

estacionaria (Valente e Augusto, 2000; Alpendurada, 2000).

A técnica de SPME apresenta alguma sensibilidade a alguns parametros experimentais
como a temperatura de extraccdo, o tempo de extraccdo, a agitacdo da amostra, 0 volume e o
modo de apresentacdo da amostra. A temperatura a que a extraccdo é realizada, em caso de
aumento pode promover a libertacdo de compostos para o espaco de cabeca, aumentando assim a
sua volatilidade, mas pode também desfavorecer e contribuir para 0 aumento da solubilidade nas

amostras liquidas (Valente e Augusto, 2000; Rouessac e Rouessac, 2000).

O tempo de exposicdo deve ser escolhido de acordo com a forma como se pretende
trabalhar, antes ou depois de se estabelecer o equilibrio entre as fases do sistema. Este é atingido
quando a concentragdo dos compostos € homogénea e constante em cada uma das fases do
sistema. O tempo de equilibrio que uma amostra demora a atingir estd relacionado com a
composicdo da amostra, bem como a volatilidade dos compostos. Compostos menos volateis
necessitam, normalmente, de tempos de exposicdo maiores (Valente e Augusto, 2000; Rouessac
e Rouessac, 2000; Alpendurada, 2000).

Num tipico sistema de trés fases de forma a tornar o sistema dindmico é necessaria a
presenca de agitacdo, homogeneizando a fase aquosa e permitindo uma convecgao no espaco de
cabeca ("headspace™). A existéncia deste sistema dinamico favorece a extraccdo de compostos
semi-volateis. Varios factores podem contribuir para melhorar o limite de deteccdo de um
determinado composto tais como, a diminui¢do do volume do seu espaco de cabeca, a adicdo de
agua e/ou sal e os referidos aumentos de temperatura e agitagéo, porque permitem libertar mais
facilmente os analitos de uma matriz (Valente e Augusto, 2000; Rouessac e Rouessac, 2000;
Alpendurada, 2000) .

A capacidade de separacéo e repetibilidade da cromatografia em fase gasosa permite, com

a utilizacdo de padr@es, identificar alguns dos compostos presentes bem como quantifica-los.
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Ap0s a extraccdo da amostra com a fibra, esta € colocada num injector do cromatografo, onde
sofre uma desorcdo térmica. Com o auxilio de um géas de arraste (hélio), a amostra atravessa uma
coluna revestida na parte interior por uma fase estacionaria, onde os componentes da mistura séo
separados. O modo de injeccdo pode ser "split" ou "splitless”, o primeiro permite que apenas
uma parte da amostra atravesse a coluna, o segundo permite que toda a amostra injectada
atravesse a coluna do cromatografo. A separacdo dos componentes presentes numa amostra
(mistura) € determinada pela distribuicdo de cada componente entre o gas de arraste (fase movel)
e a fase estacionéria. Compostos de baixa afinidade com a fase estacionaria eluem rapidamente.
Através do tempo de retencdo na coluna é possivel identificar o composto, em estudo (Galego,
1995; Skoog et al., 1992; Neves e Freitas, 1996; Bortoluzzi et al., 2006; Ouyang e Pawliszyn,
2008).
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I1- Materiais e Métodos

1. A destilaria

O trabalho descrito no presente relatério decorreu em colaboragdo com um produtor de
aguardente de medronho, o Sr. Manuel de Sousa Martins, legalizado desde 2001 mas que desde
muito cedo acompanhou a producdo de aguardente de medronho com o seu pai e com o seu avoé.
No periodo de pré-legalizacdo este produtor seguiu e colaborou nos projectos de estudo de
aguardente de medronho que decorreram no Algarve (PAMAF n° 4057 — Investigacdo-Acgéo
sobre aguardente de medronho e PAMAF n° 8005- Estudo do envelhecimento da aguardente de
medronho (12 fase)). A destilaria situa-se na Serra do Caldeirdo, no Azinhalinho. E uma pequena
destilaria (estatuto de producéo até 1000 | de alcool a 100 % vol. por ano) que produz para além
de aguardente de medronho, licores tradicionais da Serra do Caldeirdo (Figura 6) com sistema
HACCP implementado. O proprietario e produtor Sr. Manuel Sousa Martins tem procurado
introduzir inovagdes na destilaria com vista a obter produtos finais com a melhor qualidade,

preservando os metodos artesanais.

Figura 6 - Vista frontal da destilaria.

O alambique (Figura 7), os fermentadores e outros utensilios sdo todos em inox,

apresentando as vantagens de permitir uma facil higienizagdo e uma dificil degradac&o.
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O alambique é de aquecimento indirecto encontrando-se a caldeira imersa num banho de
parafina liquida. Este tipo de caldeira apresenta algumas vantagens em relacdo as caldeiras de
aquecimento directo, nomeadamente, o facto de o fermentado ndo se queimar tdo facilmente
durante a destilagdo como ocorreria numa caldeira de aquecimento directo. A destilacdo efectua-

se utilizando fogo de lenha (pinho, cepas de urze, azinho, estevas, entre outras).

Figura 7 - Alambique e zona de destilagdo de Manuel Sousa Martins.

1.1. Processo de producéo de aguardente de medronho

A colheita dos frutos tem inicio em finais do més de Setembro e, dependendo das
condicOes climatéricas, pode prolongar-se até Dezembro. O fruto é colhido manualmente, sendo
seleccionados apenas os frutos maduros (vermelhos/alaranjados). A colheita é feita com o
méaximo de cuidado de forma a evitar a presenca de folhas, ramos e pedunculos junto aos frutos.
Estes sdo colocados em baldes de plastico, proprios para alimentos, que possibilitam o transporte
para a destilaria sem que ocorra a perda de fluidos dos frutos. Durante a pesagem sao
examinados para que nao existam nenhuns contaminantes fisicos (folhas, ramos e pedunculos) e
depois de determinada a massa, estes sdo colocados nos depdsitos de inox e fechados de forma a
evitar o contacto com o ar e a oxidagéo dos frutos. Nos fermentadores (capacidade — 450 [) os

frutos sdo cobertos com cerca de 80 litros de agua. Estes recipientes ndo devem ficar
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completamente cheios, pois durante a fermentacdo, com a ocorréncia da producdo de gas, ocorre

elevacao da massa.

A fermentacdo do medronho é realizada em fermentadores de inox fechados (Figura 8) a
temperatura ambiente, durante cerca de 130 a 150 dias. Ao longo do periodo de fermentacg&o,

regista-se a evolugdo dos agucares no mosto.

Os factores que podem influenciar o tempo de fermentagdo sdo Vvarios, tais como a
temperatura ambiente, a humidade, a disponibilidade de oxigénio, o teor de aclcares e a
microbiota dos frutos. A forma de fermentacédo varia de produtor para produtor, dependendo dos
factores mencionados anteriormente incluindo a natureza dos recipientes utilizados (plastico,
cerdmica, inox ou madeira). Por outro lado, a fermentacdo é levada a cabo pelas leveduras
epifiticas do fruto e pela microbiota associada aos equipamentos, ao ambiente da destilaria e aos
manipuladores. O resultado final é uma série de aguardentes de medronho com caracteristicas
especificas para cada produtor. Por vezes essas caracteristicas traduzem-se em aromas
desagradaveis e excesso de acidez, tendo como causa a forma como é efectuada a fermentacao,

tal como tem sido referido (Galego, 1995; Cavaco et al., 2007).

Figura 8 - Fermentadores de inox da destilaria de Manuel Sousa Martins.

Em geral, o processo de producdo de aguardente de medronho é realizado de acordo com o

diagrama da Figura 9.
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Figura 9 - Diagrama de producgéo de aguardente de medronho.
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Quando a fermentacdo termina, procede-se a destilacdo do fermentado no alambique de
inox (Figura 7). Em cada destilagdo é colocada uma placa de cobre dentro do alambique durante
a destilacdo de forma a facilitar as reaccdes de precipitacdo dos compostos sulfurosos formados
durante a fermentacdo, é facilmente higienizada, ao contrario do que acontece quando o
alambique é em cobre (Labanca et al., 2006). E ainda adicionado o frouxo ou cauda da destilacéo
anterior de forma a aumentar o rendimento alcoolico da destilacdo. Durante a destilacdo sé@o

recolhidas trés fraccdes do destilado (separadas por 2 cortes). A primeira fraccdo corresponde a




cabeca (é uma fraccdo de destilado rica em acetato de etilo), a segunda fraccdo corresponde ao
coracdo (é a parte importante da destilacdo pois constitui a aguardente para consumo) e a terceira
parte corresponde a cauda ou frouxo (um destilado com menor grau alcodlico) (Soufleros e
Bertrand, 1990; Cantagrel et al., 1990; Galego, 1995). O destilado obtido para consumo
(coracdo) tem um grau que varia entre 0s 50 e os 60 % de volume alcodlico e pode ser,
posteriormente, sujeito a um envelhecimento em madeira de carvalho.

A aguardente da destilaria Manuel Sousa Martins é comercializada com um grau de 45 %
de volume alcoodlico. Assim, torna-se necessario proceder ao acerto do grau alcoodlico, o qual é
efectuado utilizando &gua de nascente engarrafada. Posteriormente, a aguardente é engarrafada

em garrafas de vidro de 0,5 | (Figura 10) e comercializada.

Figura 10 - Aguardente de medronho envelhecida.
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1.2. Caracterizacéo e localizacdo da zona em estudo

Os frutos utilizados nas fermentacdes estudadas foram recolhidos na freguesia de S.

Bartolomeu de Messines, Concelho de Silves, Distrito de Faro.

Esta freguesia com cerca de 8500 habitantes € a mais extensa do Algarve, estendendo-se
numa &rea com cerca de 254 km?, com 18 km de norte para sul, abrangida por Serra e Barrocal,
tendo a oeste a Serra do Caldeirdo. E uma regido fundamentalmente agricola, onde ainda se
pratica a agricultura em pequena escala ou de subsisténcia. As arvores com mais impacto neste
tipo de subsisténcia sdo as oliveiras, alfarrobeiras, figueiras, amendoeiras, medronheiros,

laranjeiras (Oliveira, 1987; Globalgarve, 2003).

Foram estudados trés processos fermentativos independentes na destilaria Manuel de Sousa

Martins (Azinhalinho). Para cada processo os frutos foram recolhidos em trés zonas diferentes:
Fermentacéo 5 - Azinhalinho;
Fermentacdo 7 - Zebro Este;

Fermentacdo 10 - Zebro Oeste.

1.2.1. Azinhalinho

O Azinhalinho (Figura 11) é uma pequena povoacdo situada a cerca de 5 km de S.
Bartolomeu de Messines. O medronhal aqui existente possui uma extensdo de 9800 m?
(37°15°52.63” N. 8°14°00.70” W. elevacdo 232 m) (Figura 12). E também nesta regido que se

situa a destilaria (Oliveira, 1897; Google Earth, 2009).
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Figura 12 - Fotografia de satélite da zona de colheita do Azinhalinho (Google Earth, 2009).
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1.2.2. Zebro de Cima

O Zebro de Cima (Figura 13) € uma povoacdo situada a cerca de 10 km de S. B. Messines,
com cerca de 20 habitantes onde apenas vao permanecendo 0s mais idosos devido a
desertificacdo. Os medronheiros da zona Oeste, estdo plantados no sope de uma parte
montanhosa (37°1845.35”N. 8°11°54.66” W eclevacao 200 m) (Figura 14). O outro ponto de
apanha, a zona Este (37°18°49.92”N 8°11°33.25”W elevacao 345 m) (Figura 15) situa-se na parte
superior (topo) da parte montanhosa. As duas zonas englobam uma area total com cerca de
296800 m®. Trata-se de uma zona acidentada e de dificil acesso (Oliveira,1987; Google Earth,
2009).

- GO0gle

Figura 13 - Fotografia de satélite da zona de colheita do Zebro de Cima (Google Earth, 2009).
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Figura 15 - Fotografia de satélite da zona de colheita do Zebro de Cima, zona Oeste (Google Earth, 2009).
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2. Preparacédo do processo fermentativo

A colheita realizou-se manualmente a partir do més de Outubro, tendo-se seleccionado
apenas os frutos maduros, ou seja aqueles que apresentavam uma coloracdo vermelha. No

mesmo dia os frutos foram transportados para a destilaria, onde decorrem as fermentacoes.

Apos colheita, na destilaria, os frutos foram pesados e inspeccionados visualmente de
forma a retirar folhas ou pedunculos, como descrito acima, tendo sido colocados 300 kg de fruto
em cada fermentador de inox com uma capacidade de 450 |. Posteriormente, foram cobertos com
cerca de 80 | de &gua proveniente de uma captacdo de superficie, tratada com radiacdo ultra-
violeta. O volume de &gua adicionado esta relacionado com o teor de acUcares presente nos

medronhos.

As fermentacfes decorreram a temperatura ambiente na sala de fermentacdo, por um
processo natural dependendo da microbiota presente nos frutos, no ambiente e no equipamento
da destilaria, ndo tendo sido adicionado nenhum tipo de starter microbiano. Estudaram-se trés
processos fermentativos independentes designados por Fermentacéo 5 (F5), Fermentacao 7 (F7)
e Fermentacéo 10 (F10).

2.1. Recolha de amostras

Com o objectivo de estudar a evolucdo do processo de fermentacdo do medronho no que
diz respeito a parametros microbioldgicos e fisico-quimicos, acompanharam-se trés fermentacoes
independentes (F5, F7 e F10). As amostras de fermentado (120 ml) foram recolhidas dos
fermentadores para dentro de frascos de vidro Durham estéreis. O procedimento de recolha de

amostras de cada fermentador foi o seguinte:

- No topo do fermentador foi retirada uma amostra com uma espatula estéril contendo

frutos e liquido de trés pontos diferentes e equidistantes entre si de cerca de 15 cm;

- A 35 cm do topo foi retirada apenas uma amostra liquida, devido as dimensdes das

torneiras existentes nesse ponto;

- A 75 cm do topo, recolheram-se liquido e frutos, através de uma segunda torneira de

dimensdes superiores a anterior;

-29-



- No fundo dos fermentadores foi recolhido liquido e fruto atraveés de uma torneira de

decantacdo.

Antes e apds a obtengdo das amostras as torneiras foram desinfectadas com etanol e
flamejadas. Apds a recolha os fermentadores foram imediatamente fechados permanecendo

assim até a recolha de amostras seguinte.

As amostras foram recolhidas em intervalos de tempo regulares (Tabela VII) de forma a
acompanhar as alteracfes ao longo do processo de fermentacdo. O procedimento de recolha foi
idéntico para todos os fermentadores. As amostras foram depois transportadas para o laboratério

(Instituto Superior de Engenharia) em condicdes de refrigeracdo (x5 °C).

Tabela VII - Recolha de amostras nas Fermentagdes 5, 7 e 10.

Fermentacdo 5 Fermentacdo 7 Fermentacdo 10
Dia Data Dia Data Dia Data
0 20-0Out-08 0 27-0ut-08 0 10-Nov-08
2 22-0ut-08 2 29-0Out-08 2 12-Nov-08
4 24-0ut-08 4 31-0Out-08 4 14-Nov-08
7 27-0ut-08 7 3-Nov-08 7 17-Nov-08
9 29-0ut-08 9 5-Nov-08 9 19-Nov-08
11 31-0Out-08 11 7-Nov-08 11 21-Nov-08
14 3-Nov-08 14 10-Nov-08 14 24-Nov-08
18 7-Nov-08 18 14-Nov-08 18 28-Nov-08
23 12-Nov-08 23 19-Nov-08 23 3-Dez-08
28 17-Nov-08 28 24-Nov-08 30 10-Dez-08
32 21-Nov-08 32 28-Nov-08 39 19-Dez-08
34 28-Nov-08 39 5-Dez-08 42 22-Dez-08
51 10-Dez-08 44 10-Dez-08 51 31-Dez-08
58 17-Dez-08 51 17-Dez-08 74 23-Jan-09
63 22-Dez-08 56 22-Dez-08 94 12-Fev-09
72 21-Dez-08 65 31-Dez-08 107 25-Fev-09
95 23-Jan-09 88 23-Jan-09 142 1-Mar-09
115 12-Fev-09 108 12-Fev-09 - -

128 25-Fev-09 121 25-Fev-09 - -
135 4-Mar-09 150 26-Mar-09 - -

No laboratorio, cada amostra, depois de bem homogeneizada foi dividida em diferentes

porgoes:
2 porcdes de 15 ml para dois tubos Falcon (estéreis);

1 porc¢éo de 50 ml para um tubo Falcon (estéril);
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1 porc¢édo de 25 g para um saco de polietileno estéril.

As trés primeiras foram congeladas a -20 °C para realizacdo de andlises fisico-quimicas
posteriormente [pH, % acidez, °Brix, acucares (frutose, glucose e sacarose), &cidos organicos
(oxalico, tartérico, acético, lactico, citrico, succinico e galico) e compostos volateis (acetato de
etilo, etanol, isopentanois)]. A amostra de 25 g foi utilizada para realizar analises
microbioldgicas (contagem de leveduras, contagem da microbiota aerdbia total e isolamento de

leveduras para posterior identificagéo).

3. Metodologias de analise dos fermentados
3.1. Parametros microbiologicos dos processos fermentativos

Para realizar as analises microbioldgicas as amostras dos fermentados, misturaram-se 25 g
de massa da amostra com 225 ml de solugéo de Ringer (Merck). Esta mistura foi posteriormente
homogeneizada, durante 1 minuto em sacos de polietileno estéreis adequados a um
homogeneizador (Blender, Stomacher 400). Apds a homogeneizacdo efectuou-se uma série de
dilui¢bes sucessivas com solucdo de Ringer (Merck). Posteriormente, procedeu-se a inoculagao
nos meios de cultura adequados.

3.1.1. Contagem da microbiota aerdbia total

Procedeu-se a inoculacdo por espalhamento de 0,1 ml de cada uma das dilui¢cbes, em
duplicado, na superficie do meio de cultura Plate Count Agar, pH 5 (PCA- Scharlau). As placas

foram incubadas a 25 °C, durante 5 dias.

3.1.2. Contagem de leveduras

Procedeu-se a inoculacdo por espalhamento de 0,1 ml de cada uma das diluicdes, em
duplicado, na superficie do meio de cultura Malt Extract Agar, pH 5 (MEA - Scharlau). As

placas foram incubadas a 25 °C, durante 5 dias.
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3.1.3. Isolamento de leveduras

Ap0s contagem das leveduras nas placas de MEA, seleccionaram-se as colonias isoladas e
repicaram-se para placas com Potato Dextrose Agar (PDA- Scharlau). Apds 2 dias a 25 °C foram
observadas ao microscopio para verificar se se tratavam de leveduras e se eram col6nias puras.

Sempre que necessario, repicou-se novamente para assegurar a pureza das culturas.

3.1.4. Manutengéo das culturas de leveduras

As culturas de leveduras foram crescidas em 2 ml de meio YM (0,5 % peptona, 0,3 %
extracto de levedura, 0,3 % malte, 1% glucose) a 25 °C numa incubadora orbital (IKA KS
4000i). Apos cerca de 16 h, as culturas (0,6 ml) foram colocadas em criotubos contendo 0,4 ml
de glicerol (100 %) e congeladas a -80 °C.

3.2. Identificacéo de leveduras
3.2.1. Extraccdo de DNA

As leveduras cresceram em meio de cultura YM (0,5 % peptona, 0,3 % extracto de
levedura, 0,3 % malte, 1% glucose), a 25 °C durante 16 h com agitacdo numa incubadora orbital
(IKA KS 4000i). As culturas foram centrifugadas a 12 000 rpm a 4 °C durante 5 minutos numa
centrifuga (Eppendorf 5415 R). Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 2 ml de
agua destilada ultra pura estéril. Procedeu-se novamente a uma centrifugacdo a 12 000 rpm a 4
°C durante 5 minutos. Adicionou-se ao pellet 500 pl de uma solucéo de sorbitol 0,9 M, e 35 ul de
uma solucdo de Zymolyase 1 mg/ml. Apds agitacdo, incubou-se a 37 °C durante 60 minutos,
posteriormente centrifugou-se novamente a 12 000 rpm a 4 °C durante 5 minutos. Substituiu-se o
sobrenadante por 500 pl de uma solucdo de 50 mM Tris HCI, 20 mM EDTA e adicionou-se
ainda 13 pl de uma solugdo SDS (dodecil sulfato de sodio) a 10 %. Posteriormente, agitou-se e
incubou-se durante 5 minutos a 65 °C. Adicionou-se 200 pl de acetato de potassio 5 M e
colocou-se no gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se 15 minutos a 13 000 rpm a 4 °C. Retirou-
se 0 sobrenadante para um novo microtubo contendo 700 pul de isopropanol (-20 °C) Incubou-se
novamente a temperatura ambiente (cerca de 20 °C) durante 10 minutos. Apds uma centrifugacdo

durante 15 minutos a 4 °C a 12 000 rpm, retirou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com etanol
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a 70 %. Efectuou-se uma nova centrifugacédo durante 3 minutos a 4 °C a 12 000 rpm e retirou-se
cuidadosamente o etanol e o0 seu excesso com um papel absorvente. Deixou-se evaporar o etanol
a 37 °C. Ressuspendeu-se 0 DNA em 50 pl de dgua destilada ultra pura estéril e armazenou-se a -
20 °C. Esta solucdo foi diluida de 1:4 quando utilizada nas reacgdes de PCR.

3.2.2. Reaccédo em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo da regido 5.8S-ITS realizou-se de acordo com Esteve-Zarzoso et al. (1999).
Para tal utilizaram-se os primers ITS1 (0,5 uM) (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
05 uM) (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC.3’) (White et al., 1990). Prepararam-se as
reaccGes de PCR num volume de 100 ul de acordo com a Tabela VIII. Distribuiu-se 97 pl da

Mix em cada tubo de PCR e adicionou-se 3 pl de solugdo de DNA de cada isolado a cada um.

Tabela V111 - Reagentes utilizados na mistura para PCR (Mix).

Reagentes Volume (ul) Concentracéo
Primer Forward ITS 1 2 1uM

Primer Reverse ITS 4 2 1uM
Desoxiribonucleétidos (Promega) 10 250 uM
MgCl, (Promega) 10 1,5 mM
DNA Polimerase (Promega) 1 5 unidades
Tampado correspondente ao enzima 20 1x

Agua ultra pura estéril 52 -

DNA 3

Total 100

As condigdes em que decorreram as reacgdes de PCR estdo referidas na Tabela IX.

Tabela IX - Condig¢des da amplificagéo atravées de PCR.

Etapa Temperatura Tempo
(°C) (minutos)
Desnaturacéo Inicial 95 5
Desnaturacao 95 1
Annealing 55 1
Extenséo 72 2
Extenséo final 72 10

A amplificagdo decorreu num termociclador (Thermo Electron’s Px2 Thermal Cycler)
atraves de um passo de desnaturagéo inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C durante 1 minuto, annealing a 55,5 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 °C

durante 2 minutos. No final, ocorreu um passo de extensdo a 72 °C durante 10 minutos. Os
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produtos de PCR foram separados num gel de agarose (1 %) preparado com TAE (1X) contendo
uma concentracdo final de 0,5 pl/ml de brometo de etidio. Os tamanhos dos fragmentos de DNA
obtidos foram estimados por comparacdo com um marcador de DNA (100 bp Ladder, Biorad).
Apos a electroforese (100 V), os géis foram visualizados no sistema G-Box Syngene- Genesys
10 UV Scanner.

3.2.3. ldentificacdo por andlise de polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP)

Os produtos resultantes das reaccGes de PCR (uma aliquota constituida por 13 pl) foram
digeridos com as endonucleases de restricdo Cfol, Haelll e Hinfl (Bioron) (Tabela X). As
misturas foram incubadas 12 h horas, a 37°C e os fragmentos de restricdo foram separados em
géis de agarose 3% em tampdo TAE (1x). Apos electroforese (130 V) os géis foram corados com
brometo de etidio (1,5 mg/l) e visualizados no sistema G-Box Syngene- Genesys 10 UV Scanner.
Os tamanhos dos fragmentos de DNA resultantes da restricdo foram estimados por comparacgéo
com um marcador de DNA (100 bp Ladder, Biorad). Os perfis de restricdo obtidos foram
gravados e comparados com os publicados (Guillamoén et al., 1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999;
Sabate et al., 2002; Arias et al., 2002; Esteve Zarzoso et al., 2003; de Llanos-Frutos et al., 2004;
Arroyo-Lépez et al., 2006).

Tabela X - Reagentes utilizados na preparacéo das solugdes para as reacgdes de restricdo com endonucleases.

Reagentes Volume (pl)
Quantidade de enzima 0,8
DNA amplificado 13
Agua ultra-pura estéril 2
Tampdo do enzima 2
Total 17,8

3.2.4. Sequenciacao parcial do gene 26S rRNA

Para os isolados em que se obteve padrGes de restricdo pouco conclusivos e para a

confirmacgéo de espécies cujos padrdes ndo estavam descritos, procedeu-se a amplificacéo parcial
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do gene 26S rRNA, nomeadamente os dominios D1 e D2, utilizando os primers NLI1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)
descritos por Kurtzman e Robnett (1998). A mistura para a reac¢éo de PCR realizou-se de acordo
com a Tabela XI.

Tabela XI - Reagentes utilizados na mistura para PCR (Mix).

Reagentes Volume (pl) Concentragédo
Primer Forward NL 1 2 1uM

Primer Reverse NL 4 2 1uM
Desoxiribonucleétidos (Promega) 10 250 uM
MgCl, (Promega) 10 1,5mM
DNA Polimerase (Promega) 1 5 unidades
Tampdo correspondente ao enzima 20 1x

Agua ultra pura estéril 51 -

DNA 4

Total 100

A amplificagdo decorreu num termociclador (Thermo Electron’s Px2 Thermal Cycler)
através de um passo de desnaturacdo inicial a 94 °C durante 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacédo a 95 °C durante 1 minuto, annealing a 55.5 °C durante 2 minutos e extensdo a 72 °C
durante 2 minutos. No final, ocorreu um passo de extensdo a 72 °C durante 10 minutos. Os
produtos de PCR foram separados num gel de agarose (1 %) em TAE (1X) contendo 5 ul de
brometo de etidio. Os tamanhos dos fragmentos de DNA obtidos foram estimados por
comparacdo com um marcador de DNA (100 bp Ladder, Biorad). Os produtos resultantes da
amplificagdo foram sequenciados. As sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas
na base de dados http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

3.3. Parametros fisico-quimicos dos fermentados
3.3.1. Doseamento do residuo seco soltvel (°Brix)

A determinacéo do residuo seco soluvel foi efectuada de acordo com a Norma Portuguesa
785 (1985).

De cada amostra foi retirado 1 ml e distribuido por microtubos, os quais foram
centrifugados a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4 °C (Eppendorf 5415 R). Em seguida, com uma

micropipeta foi retirada uma gota sem tocar na massa solida da amostra, de forma a obter apenas
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liquido que foi espalhado no centro do prisma principal do refractémetro Abbe (Atago type 1T,

4T), apds o que foram feitas as leituras dos indices de refrac¢do a 20 ° C para cada amostra.

3.3.2. Doseamento da acidez total

Pesaram-se 10 g de massa de fermentado adicionaram-se 50 ml de agua destilada e
procedeu-se a titulacdo com uma solucdo de NaOH 0,1 N, utilizando como indicador, uma
solucéo de fenolftaleina a 1 % p/v.

3.3.3. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada utilizando um potenciémetro Crison Micro pH 2000
equipado com um eléctrodo de pH. Antes da determinacdo do valor de pH de cada amostra o

aparelho foi calibrado utilizando duas soluc6es padrdo, uma com pH 4 e outra com pH 7.

3.3.4. Monitorizacdo das temperaturas ao longo do processo fermentativo

A medicdo da temperatura da sala de fermentacdo ao longo do tempo de fermentacéo, foi

realizada utilizando um termometro digital (P400) com uma sonda (Pt 400).

3.3.5. Identificacdo e quantificacdo de acidos organicos

Os é&cidos organicos das amostras de fermentado foram identificados e quantificados
utilizando um sistema de cromatografia liquida (HPLC). Para quantificar os &cidos organicos
(oxalico, tartérico, acético, lactico, citrico, succinico, malico, galico) prepararam-se rectas de
calibracdo utilizando padrdes (Sigma Adrich, Portugal) para os diferentes acidos, com as
seguintes concentrac@es: 0,005; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6 e 1 g/100 ml.

Os &cidos organicos foram determinados apos centrifugacdo das amostras a 12 000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C utilizando uma centrifuga Eppendorf 5415 R. Posteriormente, 0
sobrenadante foi filtrado utilizando um filtro Millipore de 0,45 um e um diametro de 13 mm. A
analise das amostras foi realizada num cromatografo liquido Jasco (HPLC) equipado com uma
bomba Jasco PU-2080 e um detector Jasco de fotodiodo (PDA). Na andlise das amostras

utilizou-se uma coluna de fase reversa Lachrospher 100 RP-18 (Merck) com 25 cm x 4 mm X
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5um. Como eluente, utilizou-se tampao de fosfato (KH,PQ4, 0,2 M) a pH 2,4, com um fluxo de
0,8 ml/min (o pH foi ajustado com &cido fosforico (H3PO,)). O volume de amostra injectado foi
de 20 pl, tendo a deteccdo dos &cidos sido realizada a 214 nm. O tempo de corrida de cada
amostra foi de 30 minutos.

Os resultados foram expressos em gramas de acido organico por 100 ml de amostra de

fermentado. Cada determinacdo foi realizada em triplicado.

3.3.6. Identificacdo e quantificacdo de acUcares

Para a determinacdo do teor de aglcares foram seleccionados seis pontos de amostragem
de cada fermentacdo com base na variacdo do crescimento microbiano. Cada amostra foi
colocada em microtubos de 2 ml com ajuda de uma espétula e centrifugada a 12 000 rpm a 4 °C
durante 15 minutos utilizando uma centrifuga Eppendorf 5415 R. Posteriormente as amostras
foram filtradas utilizando um filtro Milipore com uma porosidade de 0,45 pum e um didmetro de

13 mm.

Para a determinacdo do teor de sacarose, glucose e frutose nas amostras foi necessario
preparar uma recta de calibracdo utilizando padrées adequados (0,1; 0,3 e 0,7 g/100 ml) (Sigma-
Aldrich Portugal). A analise das amostras foi feita por HPLC num cromatografo (Jasco)
equipado com um detector de indice de refraccdo (Jasco — RI- 1530 Intelligent RI Detector) e
com uma coluna Polyspher OAHy (Merck). A fase movel utilizada foi uma mistura acetonitrilo e

agua (75:25 V/V) com um fluxo de eluicdo de 1 ml/min. Cada analise teve a duracao de 20 min.

3.3.7. Doseamento dos compostos volateis ao longo da fermentacgdo: acetato de etilo,

etanol e isopentandis

Ao longo do periodo de fermentagdo foi estudada a evolucdo dos seguintes compostos
volateis: acetato de etilo, etanol e isopentandis, recorrendo a técnica de cromatografia gasosa,

usando a microextraccao em fase gasosa.
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3.3.7.1. Extraccdo e analise de compostos volateis dos fermentados por micro

extraccdo em fase solida

Com o objectivo de avaliar os compostos volateis na massa em fermentacdo, testaram-se
fibras utilizadas em SPME com diferentes revestimentos: polimetilsiloxano-divinilbenzeno
(PDMS-DVB) 65 um; polidimetilsiloxano (PDMS) 100 um;
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 50/30 um e a fibra de
poliacrilato 85 um. A fibra seleccionada foi a de poliacrilato 85 um porque permitia utilizar uma
quantidade de massa superior reduzindo erros inerentes a heterogeneidade dos fermentados. Na
analise qualitativa de identificacdo de compostos encontrados em menores quantidades, foi usada
a fibra DVB/CAR/PDMS.

Quer na quantificacdo quer na andlise qualitativa as fibras foram expostas no espaco de
cabeca de um vial de 20 ml contendo 2 g de amostra do fermentado e 5 ml de &gua destilada ultra
pura. A extraccdo decorreu a temperatura do laboratorio (20 £ 2 °C) e com agitacdo magnética
(900 rpm), durante 20 minutos. Depois a fibra foi recolhida e transferida para o injector de um
cromatdgrafo gasoso munido de um detector FID, onde permaneceu durante 6 minutos. O
método usado para a quantificacdo foi o da adicdo de padrdo (Miller, 2005). Para cada amostra
realizaram-se pelo menos 5 analises adicionando em cada uma, quantidades crescentes de uma
mistura dos padrBGes de acetato de etilo, etanol e isopentandis (2-metil-1-butanol+ 3-metil-1-

butanol).

O doseamento dos compostos volateis decorreu num cromatdgrafo gasoso Hewlett Packard
5890 Série 1l equipado com detector FID. O gas de arraste utilizado foi o hélio. Os compostos
foram separados numa coluna DB-Wax (J & W Scientific) de 30 m x 0,32 mm i.d. com 0,25 pum
de espessura de filme. A temperatura do injector foi 250 °C no modo split (split, 30:1). A
temperatura inicial da coluna foi de 40 °C durante 5 minutos, depois a temperatura aumentou a
uma taxa de 5 °C/min até 240 °C, temperatura onde permaneceu por 5 minutos. A temperatura do
detector FID foi de 270 °C.
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4. Metodologias de analise dos destilados
4.1. Processo de destilacao

A destilacdo foi efectuada a uma escala piloto. Retirou-se uma amostra de cada
fermentador, com cerca de 8 | e estas massas fermentadas foram transportadas para o laboratério
(Instituto Superior de Engenharia) em condicdes de refrigeracdo (£ 5 °C). Procedeu-se a
destilacdo de cada uma em separado, num alambique artesanal de cobre com uma capacidade de

4 1, aquecido por uma resisténcia eléctrica.

A primeira parte do destilado (cabega), com um aroma forte a acetato de etilo foi separada,
em seguida recolheu-se o “corag¢do” do destilado (aguardente) até este atingir um grau alcoolico
de 40 %, por fim recolheu-se o “frouxo” até atingir um baixo grau alcodlico (cerca de 10 %)
separadamente. Ao longo das destilagdes monitorizou-se a temperatura de forma a controlar o
aquecimento durante a destilag&o.

4.2. Doseamento dos compostos volateis

As condigdes de analise cromatogréfica foram semelhantes as usadas para a quantificacdo
dos compostos volateis do fermentado. Neste caso, 0 método de andlise utilizado foi o da
injeccdo directa de 2 pl de destilado contendo um padréo interno (4 metil-2-pentanol) com base

na Norma Portuguesa 3263 (1990). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

4.3. Doseamento do grau alcodlico

Determinou-se o teor alcoolico (volumétrico) das aguardentes destiladas com base na
Norma Portuguesa 2143 (1987) utilizando alcoometros graduados na escala Gay-Lussac DENIS
classe Il (F 80 01 851) e um termémetro DENIS n° C 660 graduado de -1 a + 31 °C + 0,1 °C.

4.4. Doseamento da acidez

Determinou-se a acidez na aguardente pela titulagdo da mesma com uma solugdo de NaOH
0,1 N utilizou-se como indicador uma solucdo de fenolftaleina a 1% p/v, com base na Norma
Portuguesa NP 2139 (1987).
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4.5. Doseamento do teor de cobre

Utilizou-se um espectrofotometro UV-Vis (Cintra 101) para o doseamento do teor de cobre
nos destilados. Prepararam-se cinco soluc¢des padrdo com as concentracgdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e
10,0 mg/l de cobre a partir de uma solucdo padrdo (Panreac). O procedimento de analise foi
realizado de acordo com o descrito na NP 2441 (1998). As amostras que apresentassem um teor
de cobre superior ao teor de cobre das solucdes padrdo foram diluidas. Todas as amostras foram

analisadas em triplicado.

5. Analise estatistica de resultados

A elaboracdo de gréaficos e o processamento estatistico foi realizado recorrendo ao

programa informético da Microsoft Office Excel 2007 (V.12) em ambiente Windows 7.

No caso da analise de volateis por cromatografia em fermentados, foram testadas as
diferencas entre os trés processos fermentativos para cada um dos volateis estudados, para tal, foi
efectuada uma analise de variancia (ANOVA) aos resultados obtidos. Com uma variavel
independente (tempo em dias) e como variaveis dependentes os resultados obtidos para 0s
volateis (acetato de etilo, etanol, isopentandis). Recorrendo a formulacdo de hipoteses é possivel
testar se Hop: pi=po=H3 [0 comportamento é igual] versus H;: Pelo menos um é diferente.
Utilizando a estatistica de teste F é possivel testar as duas hipdteses e verificar qual delas se

aplica neste caso, com um intervalo de confianca de 95 % (p<0,05).
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I11- Resultados

Durante a fermentacdo do medronho foi possivel observar diversas alteracGes
microbiolodgicas e fisico-quimicas, ao longo do tempo, em trés fermentacGes independentes

(Fermentacdo 5, Fermentacdo 7, Fermentacdo 10, respectivamente F5, F7, F10) as quais serdo

descritas nos capitulos seguintes.

1. Parametros microbiolégicos

A evolucdo da microbiota aerobia total e da contagem de leveduras nas Fermentacdes F5,

F7, F10 esta representada nos graficos da Figura 16 (A - F5; B - F7; C - F10).
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Figura 16 - Dindmica da populagdo de leveduras () e da microbiota aerdbia total (™) na Fermentagcdo 5 (A), na
Fermentagdo 7 (B) e na Fermentagdo 10 (C) (os pontos representados sdo as médias dos resultados observados em duplicado com

0 desvio padrdo correspondente).
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A populacdo microbiana aumentou exponencialmente até ao quarto dia nas trés
fermentacOes estudadas, a partir dai manteve-se em fase estacionaria durante grande parte do
periodo em que decorreu o estudo, tendo sofrido uma reducédo na fase final. Pode verificar-se que
a populacdo de leveduras apresentou valores muito préoximos dos da microbiota aerébia total,
tendo variado entre 3,7 e 5,2 log UFC/g de fermentado no inicio da fermentacéo e 5,9 e 6,9 log
UFC/g, no final do estudo. Resultados semelhantes foram obtidos por Cavaco et al. (2007) no
que diz respeito a contagem de leveduras. Embora os frutos utilizados nas trés fermentacoes
tivessem sido colhidos em locais diferentes, o padréo de crescimento da microbiota estudada foi

semelhante.

2. Identificacdo de leveduras por andlise de polimorfismos de fragmentos de restricédo
(RFLP)

No decurso dos processos estudados, obtiveram-se 63, 58 e 51 isolados de leveduras das
Fermentacbes F5, F7 e F10, respectivamente, correspondendo a um total de 172 isolados.
Algumas leveduras ao longo do estudo tornaram-se invidveis, ndo sendo possivel identificé-las,

pelo que se obteve no final 164 isolados de leveduras.

Os isolados das trés fermentacdes foram identificadas por RFLP. A amplifica¢do da regido
5,8S rRNA-ITS permitiu obter bandas com tamanho compreendido entre 390 bp (Metschnikowia
sp.) e 850 bp (Saccharomyces cerevisiae). A identificacdo de cada isolado estd registada na
Tabela XII, onde € possivel consultar o tamanho em (bp) dos amplificados e os fragmentos
obtidos pelas endonucleases de restricdo (Cfol, Haelll e Hinfl). Os perfis de restricdo obtidos
foram comparados com os publicados (Guillamén et al., 1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999;
Sabate et al., 2002; Arias et al., 2002; Esteve Zarzoso et al., 2003; de Llanos-Frutos et al., 2004;
Arroyo-Lopez et al., 2006).

Das 164 estirpes isoladas foi possivel identificar 18 perfis de restricdo diferentes que
corresponderam as espécies Aureobasidium pullulans, Candida apicola, Candida zemplinina,
Cryptococcus tepherensis, Dothichiza pithyophila, Dioszegia zsoltii, Hanseniaspora uvarum,
Issatchenkia orientalis, Lachancea thermotolerans (redefinicdo de Kluyveromyces

thermotolerans), Metschnikowia aff. fructicola, Pichia membranaefaciens, Rhodotorula

-42 -



nothofagi, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, e aos

géneros Cryptococcus sp., Metschnikowia sp., Sporidobolus sp..

Tabela XII - Tamanho em bp (pares de bases) dos produtos de PCR, dos fragmentos resultantes da actividade de
trés endonucleases de restricéo e percentagem de isolados das diferentes espécie das trés Fermentagdes.

Espécies isoladas % de isolados ~ Amplificado (bp)  Cfol (HspA I) Haelll (bsur I) Hinfl
Aureobasidium pullulans 4,1 600 190+180+100 450+150 290+180+130
Candida apicola 0,6 750 340+310+100 730 390+195+160
Candida zemplinina 2,3 475 215+110+80+60 475 235+235
Cryptococcus sp. 0,6 590 250+180+90 490+100 305+285
Cryptococcus tepherensis 1,2 540 270+230+40 400+50+50+30 240+240+60
Dioszegia zsoltii 1,2 550 290+260 525 280+210
Dothichiza pithyophila 1,2 600 290+180+100 450+150 290+180+130
Hanseniaspora uvarum 134 775 320+310+105 775 385+200+160+80
Issatchenkia orientalis 2,3 480 180+170+70+60 380+90 200+200+90
Lachancea thermotolerans 6,4 700 310+280+90 300+210+95+95 340+340
Metschnikowia aff. fructicola 2,9 390 200+100+90 290+100 390
Metschnikowia sp. 9,9 390 205+95+90 280+90 200+190

Pichia membranaefaciens 14,5 500 175+110+90+75 330+90+50 275+200
Rhodotorula mucilaginosa 1,2 640 320+240+80 425+215 340+225+75
Rhodotorula nothofagi 1,2 640 320+240+80 425+215 340+225+75
Saccharomyces cerevisiae 30 850 375+325+150 325+230+170+125  375+365+110
Sporidiobolus sp. 1,7 600 280+220+100 600 260+150+120+90
Torulaspora delbrueckii 0,6 800 330+220+150+100 800 410+380

As seguintes figuras (Figuras 17, 18 ,19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25) apresentam as fotografias

dos 18 perfis, obtidos dos géis de RFLP ap6s a coloracdo com brometo de etidio (1,5 mg/l).

A)

m 1 2 3 4 m

B)

m 1 2

3 4 m

Figura 17 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Aureobasidium pullulans (A) e Candida

apicola (B). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).
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C) D)

Figura 18 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Candida zemplinina C) e Cryptococcus
tepherensis (D). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).

m 1 2 3 4 m m 1 2 3 4 m

E) F)

Figura 19 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido ITS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos

amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Cryptococcus sp. (E) e Dothichiza
pithyophila (F). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).
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G) H)

Figura 20 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Dioszegia zsoltii (G) e Hanseniaspora
uvarum (H). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).

m 1 2 3 4m M 123 4m

1) J)
Figura 21 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.8S rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos

amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Issatchenkia orientalis (I) e Lachancea
thermotolerans (J). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).
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m 1 2 3 4 m m 1 2 3 4 m

K) 'L l

Figura 22 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Metschnikowia sp. (K) e Metschnikowia
aff. fructicola (L). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).

m 1 2 3 4 m m 1 2 3 4 m

M.NI

Figura 23 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido ITS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Pichia membranifaciens (M) e
Rhodotorula nothofagi (N). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).
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m 1 2 3 4 m m 1 2 3 4 m

OIP '

Figura 24 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.8S rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Rhodotorula mucilaginosa (O) e
Saccharomyces cerevisiae (P). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).

m 1 2 3 4m m 12 3 4m

QIR'

Figura 25 - Tamanho em bp (pares de bases) da regido 1TS-5.85 rRNA amplificada por PCR (1) e restricdo dos
amplificados de PCR com endonucleases Cfol (2), Haelll (3) e Hinfl (4) das espécies Sporidiobolus sp.(Q) e Torulaspora
delbrueckii (R). As bandas m correspondem ao marcador de DNA (100 bp DNA ladder, Biorad).
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Ao longo da fermentacdo observou-se uma sucesséo de espécies de leveduras, registada na
Figura 26. Em geral, os isolados ndo pertencentes ao género Saccharomyces apareceram durante
as primeiras fases da fermentacdo, sendo subsequentemente substituidos por S. cerevisiae. A
espécie Pichia membranaefaciens foi também detectada nas fases finais dos processos estudados.

Espécies

Linha de tempo da fermentacio

Intermédia Fase final

Aureobasidium pullulans

Candida apicola

Candida zemplinina

Criptococeus sp.

Criptococeus tephrensis

Dioszegia zsoltii

Dothichiza pithyophila

Hanseniaspora uvarum

Issatchenkia ovientalis

Lachancea thermotolerans

Meztschmikowia sp.

Metschnikowia fructicola

Pichia membranifaciens

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula nothafagi

Saccharomyces cerevisiae

Sporidiobolus sp.

Torulaspora delbrueckii

Figura 26 - Cronograma da sucesséo das espécies de leveduras ao longo das Fermentagdes.

3. Sequenciacéo parcial do gene 26S rRNA

A sequenciacdo da regidao D1/D2 do gene 26S rRNA permitiu confirmar algumas das
identificacbes efectuadas anteriormente por RFLP, nomeadamente em alguns casos em que a
andlise dos fragmentos de restricdo ndo se revelou, numa primeira abordagem, conclusiva. Na
Tabela XIII registou-se a percentagem da identificacdo das espécies estudadas por sequenciacao
parcial do rRNA.
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Tabela X111 - Percentagem de identificagdo por sequenciagdo da regido D1/D2 das espécies isoladas nas trés

fermentagoes.
Espécies isoladas % de identifica¢do por sequenciagéo
(D1-D2)
Aureobasidium pullulans 100
Candida apicola 99
Candida zemplinina 100
Cryptococcus sp. 99
Cryptococcus tepherensis 100
Dioszegia zsoltii 100
Dothichiza pithyophila 98
Hanseniaspora uvarum 100
Issatchenkia orientalis 100
Lachancea thermotolerans 99
Metschnikowia aff. fructicola 99
Metschnikowia sp. 99
Pichia membranaefaciens 99
Rhodotorula mucilaginosa 100
Rhodotorula nothofagi 99
Saccharomyces cerevisiae 100
Sporidiobolus sp. 100
Torulaspora delbrueckii 100

4. Parametros fisico-quimicos do processo fermentativo
4.1. Doseamento do residuo seco soltvel (°Brix)

A evolucao do residuo seco soltvel ou °Brix ao longo das Fermentagdes F5, F7, F10 esta

representado no gréfico da Figura 27.

18 +
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Figura 27 - Evolucéo do ° Brix na Fermentacéo 5 (¢), Fermentacdo 7 (A) ¢ Fermentagéo 10 (e).
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O valor dos solidos soluveis totais aumentou nas trés Fermentacfes durante os primeiros
sete dias, atingindo valores de 13 a 15,5 °Brix, seguindo-se uma diminui¢do acentuada deste
parametro durante cerca 12 dias. Posteriormente, observou-se uma ligeira diminuigéo no final do
periodo estudado, tendo-se obtido valores finais de 4 a 5 °Brix. O aumento observado durante a
primeira fase da fermentagdo resulta, provavelmente, da hidrdlise enzimatica dos carbohidratos
complexos presentes nas estruturas celulares dos frutos. A subsequente diminuicdo, deve-se a

utilizacdo dos agUcares pelos microrganismos presentes em particular, as leveduras.

4.2. ldentificacdo e quantificacdo de acidos organicos

Os acidos organicos pesquisados durante os trés processos foram o0s seguintes: acido
malico, &cido acético, &cido lactico, acido citrico, acido succinico e acido gélico. Na Tabela XIV
esta representada a evolugdo dos referidos acidos na Fermentagédo 5 (F5).

Tabela X1V - Evolucdo dos acidos organicos na Fermentacao 5.

Concentragéo (g/l)

Tempo
(dias) Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Oxalico Tartarico Malico Acético Léctico Citrico Succinico Galico
0 ND ND 78:15 5431123 ND 3,5x10° 05%0,2 3912
+2,5x10°
4 ND ND 252+15 586+92 ND 51+2,1 103+0,2 ND
9 ND ND 32+6,5 625 + 82 ND 09+0,7 1,1+0,9 3,706
28 ND ND ND 892 +104,9 ND 5,1x10°® ND 3,7+0,1
+1,3x10"
72 ND ND 78+15 543 +12,3 ND 3,5x10° 05%0,2 39+1.2
+2,5x10°

ND- Néo detectado

O é&cido oxalico, o &cido tartarico e o acido lactico ndo foram detectados ao longo da F5
com o método utilizado. O &cido existente em maior quantidade foi o acido acéetico o qual
aumentou ao longo do periodo de fermentag&o, a sua concentracéo variou de 543 + 12,3 g/l a 892
+ 104,9 g/l no final da fermentacdo. O &cido malico foi o &cido com a segunda maior
concentragdo, presente no processo em estudo. O &cido citrico foi o0 acido presente em menor
quantidade. O acido succinico esteve presente numa baixa concentragdo. O acido galico também

foi detectado embora em pequenas concentracoes.
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Na Tabela XV esta representada a evolucdo dos referidos acidos na Fermentagéo 7 (F7).

Tabela XV - Evolugéo dos acidos organicos na Fermentacéo 7.

Concentracao (g/l)

Tempo
(dias) Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Oxalico Tartarico Malico Acético Lactico Citrico Succinico Galico
0 4+0,2 44+ 35 4+0,3 72+6,6 ND 5+0,1 68+95 11+1
4 27+6,4 11+8,1 4+0,9 190+7,7 12+0,2 ND 9+18 ND
9 35+6,4 14+2,3 48+0,9 ND 14+0,2 ND 7+18 ND
32 8+0,8 ND 43+34 79+1 138,6+2,3 0,6+ 1x10° 14+2,3 4+05
51 39+5.2 18+34 468 + 85 ND 960+89,1 ND 65+9,6 ND
110 8+0,8 ND 43+34 7+0,8 147+215 0,3+0,1x10° 14 +4x10° 3+0,1

ND- Nao detectado

Na Fermentacdo 7 identificou-se os acidos oxalico, tartarico, malico, acetico, lactico,
citrico, succinico e galico. O 4cido acético atingiu o valor maximo, 190 + 7,7 g/l ao fim de 4 dias
tendo a sua concentracdo diminuido até ao final. Os acidos oxalico, tartarico, galico e citrico
foram detectados em pequenas concentracdes ao longo da fermentacdo, em alguns periodos do
processo. Observou-se um aumento da concentracdao de acido lactico até ao dia 51, tendo

diminuido no ponto seguinte. Observou-se um comportamento idéntico no caso do &cido malico.

O doseamento de acidos organicos ao longo da Fermentacdo 10 (F10) esta representado na
Tabela XVI.

Tabela XVI - Evolugao dos acidos organicos na Fermentagao 10.

Concentracao (g/l)

Tempo (dias)

Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Oxélico Tartarico Maélico Acético Léctico Citrico Succinico Galico
0 ND ND 177+0,4 635+ 28 8,7+0,1 28+1 11+ O,GX].O'2 4+ O,GX].O'2
4 ND ND 28+1,3 972 +£34,2 190 + 23 12+1 0,7+15x102 ND
11 ND ND 212 +44,1 263 +31,6 66+17,1 2+0,2 34+5 3,3+0,2
30 ND ND 47+ 4,6 36+11,6 95+1,2 11+0,2 2+05 3+04
51 ND ND 29+1,6 9+0,6 1+0,3 1+0,1 1+05 3,605
96 ND ND ND 112 +13,4 ND 1+0,1 4+0,7 ND

ND- Nao detectado

O é&cido oxalico e o &cido tartarico ndo foram detectados ao longo da Fermentagdo 10. O

acido acético aumentou até ao quarto dia e depois observou-se uma reducdo seguida de um
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aumento no fim do processo. Ao longo do periodo de fermentacdo o &cido citrico foi o acido
presente em menor quantidade. O acido galico esteve presente numa baixa concentracdo e nao
foi detectado no periodo final da fermentacgdo. O &cido lactico e o succinico foram detectados em
pequenas concentracdes ao longo do processo. O acido maélico apresentou a segunda maior
concentracdo no inicio, no processo em estudo, este foi diminuindo ao longo do processo, nao

sendo detectado na fase final.

4.3. Determinacéo do pH e doseamento da acidez total

A evolucdo dos valores de pH e da acidez total nas Fermentagcdes F5, F7, F10 esta
representada nos graficos da Figura 28 (A-F5; B-F7; C-F10).
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Figura 28 - Evolucédo dos valores de pH (m) e da % de acidez expressa em &cido lactico (®) na Fermentagdo 5 (A), na
Fermentacdo 7 (B) e na Fermentacdo 10 (C).
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No inicio das fermentagdes 0 mosto apresentou valores de pH de 3,4 naF5 e na F7 e de 3,6
na F10. Durante os sete primeiros dias o pH diminuiu, tendo-se registado valores minimos de 3,2
(F5, F7, F10). A acidez total no inicio das fermentacdes apresentou valores diferentes para cada
fermentag8o. A acidez inicial foi de 0,8 %, de 0,3 % e de 0,2 % expressa em &cido lactico nas
Fermentacbes F5, F7 e F10, respectivamente. Apesar de algumas oscilacdes ao longo dos
processos, todos eles apresentaram um aumento da percentagem de acidez ao longo do tempo
tendo-se obtido valores finais de acidez de 1,2 % na F5, 1,3 %, na F7 e um valor de 1,4 % na
F10.

4.4. ldentificacdo e quantificacdo dos aclcares

A evolucéo dos agUcares presentes ao longo da Fermentacdo 5 esta representada na Tabela

XVII.
Tabela XVII - Evolucao dos agucares (frutose, glucose, sacarose) na Fermentagéo 5.
Tempo . Tempo (dias)
retencdo (min) AT 0 4 9 28 72 115
6,5 Frutose (g/l) 159 + 27,8 473+149 483+49,7 69%1,2 50+2,2 48 £5,7
79-8,1 Glucose (g/l) 149 +7,1 11221 94 +14 61+145 145+34 ND
10,782 Sacarose (g/l) ND ND ND ND ND ND

ND- Néo detectado

No processo F5 ndo foi detectada sacarose com o método utilizado e o agucar presente em
maior concentracdo foi a frutose 483 g/l. A concentracdo de glucose foi diminuindo mais

rapidamente quando comparada com a de frutose.

A Tabela XVIII representa a evolucdo dos aglcares ao longo da Fermentacao F7.

Tabela XVIII - Evolugdo dos aglcares (frutose, glucose, sacarose) na Fermentacao 7.

Tempo Acticares Tempo (dias)
retencdo (min) 'Y 0 4 9 32 51 110
6,5 Frutose (g/l) 67+1,2 307+97,3 82+123 64+31 ND 24+15
79-81 Glucose (g/) ND 99+35 ND ND ND ND
10,782 Sacarose (g/l) ND ND ND ND ND ND

ND- Nao detectado
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No processo F7 ndo foi detectada sacarose com o metodo utilizado e o agucar presente em
maior concentracdo foi a frutose 307 + 97,3 g/l. A glucose sé foi detectada ao quarto dia, ndo

sendo mais detectada ao longo do processo.

A evolucdo dos agUcares ao longo da Fermentagdo F10 esta representada na Tabela IXX.

Tabela IXX - Evolugéo dos agulcares (frutose, glucose, sacarose) na Fermentagao 10.

retezsgp(?nin) AT 0 4 11 — (:(;aS) 51 %
6,5 Frutose (g/l) 1419+8413 394+297 89+12 57121  41+23 123+7,3
79-81 Glucose (g/l) 62+1,2 102 £ 82,7 ND ND 42 £15,2 ND
10,9 Sacarose (g/l) ND ND ND ND ND ND

ND- Nao detectada

No processo F10 também ndo foi detectada sacarose com o método utilizado e o acUcar
presente em maior concentracdo foi a frutose 1419 + 841,3 g/l. A glucose foi diminuindo mais

rapidamente em relacdo a frutose.

4.5. Doseamento dos compostos volateis ao longo da fermentacdo: acetato de etilo,

etanol e isopentandis

A concentracdo de acetato de etilo ao longo do periodo de fermentacdo nos trés processos

(F5, F7 e F10) esta representado no gréafico da Figura 29.
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Figura 29 - Evolucéo da formagao de acetato de etilo nas FermentacBes: F 5 (X), F7 (H) e F 10 (A).

No inicio da fermentacdo ndo se detectou a presenca de acetato de etilo, com a

metodologia usada, em nenhum dos processos estudados. Posteriormente, a concentracdo deste
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composto aumentou ao longo do tempo nos 3 processos fermentativos, tendo-se detectado
valores de 6,2, 3,6 e 2,6 g/kg de massa de fermentado no final das fermentacdes F5, F7 e F10,

respectivamente.

Atraveés da andlise de variancia (ANOVA) a um factor (ANEXO 1), obtivemos Fqc=2,07
e o valor de Fpoos:3-1;18-37=3,68, pode entdo afirmar-se que nédo se rejeita Ho, verifica-se que
atraves do teste de F o comportamento das trés fermentacfes em relacdo a formacédo do acetato

de etilo é semelhante.

A concentracdo de etanol ao longo do periodo de fermentacdo nos trés fermentadores (F5,
F7 e F10) esta representada no gréfico da Figura 30. O etanol é o principal produto resultante da
actividade das leveduras.

A concentracdo de etanol aumentou ao longo do periodo de fermentacdo nos trés processos
fermentativos estudados. No final das fermentac6es detectaram-se valores de etanol de cerca de

740 £ 20 g por kg de massa de fermentado nos trés processos.
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Figura 30 - Evolucéo da formagao de etanol nas FermentagBes: F 5 (X), F7 (l) e F 10 (A).

Através da analise de variancia (ANOVA) a um factor (ANEXO 1I), obtivemos para
Fcac=0,16 € o valor de Fpoos:3-1:18-3=3,68, ndo se rejeita Ho, através do teste de F podemos

afirmar que a formacao do etanol apresenta comportamento semelhante nas trés fermentacdes.
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A concentracdo de isopentandis ao longo do periodo de fermentacdo nos trés processos
(F5, F7 e F10) estd representado no grafico da Figura 31. Os isopentandis resultam de
actividades metabolicas das leveduras presentes ao longo da fermentacdo. Este tipo de

compostos tem um papel de relevo no aroma que conferem aos destilados.
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Figura 31 - Evolucéo dos isopentandis nas Fermentacdes: F 5 (X), F 7 () e F 10 (A).
Tal como os outros compostos volateis ndo foi detectado inicialmente com a técnica usada.

A sua concentracdo também sofreu algumas variacdes ao longo do periodo de fermentacdo nos

trés processos estudados.

Utilizando a andlise de variancia (ANOVA) a um factor (ANEXO IIl), obtivemos para
Fcac=1,48 e o valor de Fpos:3-1:18-37=3,68, aplicando o teste de F, ndo se rejeita Ho, assim e
possivel afirmar que a formacgdo dos isopentanois apresenta um comportamento que € comum

nas trés fermentacdes.

4.6. Monitorizacdo das temperaturas do processo fermentativo

A temperatura ambiente do interior da sala de fermentacgéo foi registada regularmente ao

longo do tempo e a sua variagao esta representada na Figura 32.
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Temperatura (°C)

1L 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161 171 181 191
]

Tempo (dias)

Figura 32 - Variagdo das temperaturas maximas () e minimas (- - - -) da sala de fermentagdo no periodo em que
decorreram as fermentacdes: Fermentacdo 5 (w), Fermentagdo 7 () e Fermentagdo 10 (=).

Ao longo dos processos fermentativos estudados a temperatura da sala de fermentag&o sofreu véarias
oscilagbes. Durante o periodo em que decorreu a Fermentagdo 5 o valor mais baixo das temperaturas
minimas foi de - 0.7 °C no dia 101. O valor mais alto das temperaturas maximas foi de 27,6 °C no dia 9.
Para a Fermentacdo 7 o valor mais baixo das temperaturas minimas foi - 0,7 °C no dia 93 de fermentacdo.
O valor mais alto das temperaturas maximas foi de 27,6 °C no dia 2. Na Fermentacdo 10 o valor mais
baixo das temperaturas minimas foi de -0,7 °C. Sendo que o mais alto das temperaturas maximas foi de
25,2 °C no primeiro dia (dia 0).

5. Anélises fisico-quimicas no destilado

De acordo com o Decreto-Lei 238/2000 de 26 de Setembro os destilados de medronho para
poderem ser consumidos tém que cumprir determinadas especificacdes no que diz respeito a

algumas caracteristicas quimicas indicadas na Tabela IV.

Realizaram-se duas destilagdes para cada fermentado. A anélise dos volateis das
aguardentes em estudo foi realizada imediatamente apds as destilagBes, deste modo foi
rapidamente observado que varios compostos estavam claramente alterados pelo contacto com o
oxigeénio e pelas variagdes de temperatura, razdo pela qual se optou por colocar no frigorifico a
massa do segundo fermentado de amostra do fermentador F7, enquanto aguardava que se fizesse
a primeira destilacdo, o que ndo tinha sido feito com a primeira Fermentacdo (F5). Para reduzir

os efeitos de espera, foi decidido fazer as duas destilagcbes do terceiro fermentador em anélise
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(F10) na destilaria e ndo no laboratorio (a cerca de 100 km da destilaria). Os resultados obtidos

dos varios parametros analisados nos destilados, resultantes das Fermentagdes 5, 7 e 10, estdo

registados na Tabela XX.

Tabela XX - Caracteristicas da aguardente resultante da Fermentagdo 5 (F5A e F5B), da Fermentacdo 7 (F7A e
F7B) e da Fermentacéo 10 (F10A e F10B).

Determinagdes Método  Unidades Especificacdes Resultados

F5A F5B F7A F7B F10A F10B
Teor alcodlico NP 2143 % vol >42 52,7+0,1 491+01 460+01 468+01 450+01 515+01
Acidez total NP 2139 g/ hl&lcool puro <200 1016 £0,2 1084+0,2 193002 1851+0,2 1353+02 1375+0,2
(&cido acético)
Substancias g/ hl &lcool puro  >200 531,4+53,1 6195+62,0 747,0+74,7 547,7 +54,8 580,1+58,0 428,3+428
volateis***
Etanal * NP 3263 g/ hlé&lcool puro >5<40 422+42 606+61 800+80 529+53 430+43 293+29
Acetato de EtiloNP 3263 g/ hl alcool puro <300 340,3+34,0 610,5+61,1 4146 +41,5 286,1+28,6 349,3+34,9 2554+ 255
+
Metanol * NP 3263 g/ hl alcool puro > 500 < 1000 826,8 +82,7 861,1+86,1 895,7 +89,6 853,1+853 785,6+78,6 7639+ 764
2-Butanol * NP 3263 g/ hl alcool puro <2 - - - - -
1-propanol © NP 3263 g/hléalcool puro >10<40  129+13 159+16 204+20 189+19 14515 132+13
Isobutanol © NP 3263 g/hlalcoolpuro >30<70  416+42 58158 770+77 653+65 534%53 385%39
Isopentandis © NP 3263 g/ hlalcoolpuro >80<185 944+94 1246+125 141,6+142 1246+125 119,9+12,0 93,3+93
Total de alcoois g/ hlélcool puro >130<300 208,8+20,9 139,0+13,9 2389+23,9 208,8+20,9 187,8+18,8 1449+ 14,5
superiores *
Lactato de Etilo g/ hl &lcool puro - ND ND ND ND ND ND
+
Isobutanol/ g/hléalcoolpuro >15<4,0 32%03 37+04 3804 35+04 3704 31%03
(1—propanol)
Cobre NP 2441 mg/l de bebida <15 79+002 39+002 44+002 46+002 32010 21010

* De acordo com o Decreto-Lei 238/2000 de 26 de Setembro para a Aguardente de medronho.

** Ndo incluem os alcoois etilico e metilico, de acordo com o Regulamento (CE) n.°110/2008, do Concelho de 15 de Janeiro.

* As analises de cromatografia gasosa para determinagéo de volateis podem apresentar um erro de 10 % inerente & técnica usada.

Deve realcar-se uma duplicacdo no teor de acetato de etilo do 2° destilado do fermentador

F5 (F5B) comparativamente com o teor deste composto na 12 destilagcdo (F5A). A refrigeracao

imediata da massa F7B conduziu a uma reducao de compostos volateis.

Por outro lado, quando se retira da zona mais interior do fermentador também apresenta

melhores caracteristicas como ja tinha sido observado nos trabalhos efectuados no ambito do
Projecto PAMAF 4057 (Galego, 2006).

A aguardente obtida através da destilagdo da amostra F10A apresentou um valor de

349,3+34 g/hl alcool puro, para o acetato de etilo, este facto pode ser explicado pela origem da

massa utilizada nesta destilacdo ser proveniente da parte superior do fermentador. O contacto da

massa fermentada com o oxigenio (devido as sucessivas colheitas de amostras) pode potenciar o
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aparecimento deste composto. Apesar disso, verifica-se uma melhoria significativa nos restantes
parametros analisados.

O destilado F10B esta conforme o Decreto-Lei 238/2000 de 26 de Setembro, pois cumpre
com todas as especificacGes. A destilacdo F10B é das que apresentou os melhores resultados,
pelo facto de a amostra ter sido retirada directamente da parte inferior do fermentador para o
destilador.
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6. Discussao

As fermentacdes dos frutos de medronheiro (Arbutus unedo L.) foram estudadas em trés
processos independentes (Fermentagdo 5, Fermentacdo 7 e Fermentacdo 10 designadas por F5,

F7 e F10, respectivamente).

As leveduras foram os microrganismos responsaveis pela fermentacdo dos aclcares
presentes nos frutos. A predominéncia deste tipo de microbiota foi, certamente, favorecida pelas
condicdes iniciais do mosto no que diz respeito ao pH (3,35 a 3,62) e a concentracdo de agucares
(4,5 a 13 °Brix).

A identificacdo dos 164 isolados de leveduras recolhidas ao longo dos trés processos
fermentativos permitiu verificar que as espécies encontradas em cada uma das trés fermentacdes
sdo muito semelhantes. Foram identificadas 15 espécies (Aureobasidium pullulans, Candida
apicola, Candida zemplinina, Cryptococcus tepherensis, Dothichiza pithyophila, Dioszegia
zsoltii, Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia orientalis, Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia aff. fructicola, Pichia membranaefaciens, Rhodotorula nothofagi, Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii) e em relagéo a trés grupos de
isolados apenas se conseguiu chegar ao género (Cryptococcus sp., Metschnikowia sp. e
Sporidobolus sp.). Dos grupos (espécies e géneros) encontrados, verificou-se que 6 pertenciam

ao Filo Basidiomycota e 12 ao Filo Ascomycota.

As leveduras pertencentes ao Filo Basidiomycota estdo normalmente associadas a
microbiota existente na superficie das plantas, solos e meios aquéticos, apresentando colénias
com coloragdes rosa, salméo, laranja ou brancas (Fell et al., 2001; Renker et al., 2004; In4cio et
al., 2005). Das leveduras isoladas das trés fermentacdes 7,1 % encontram-se incluidas neste Filo,
estando associadas as fases iniciais da fermentacdo correspondendo as espécies, Cryptococcus
sp., Cryptococcus tephrensis, Dioszegia zsoltii, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
nothofagi e Sporidiobolus sp.. Estas leveduras foram sendo substituidas por espécies

fermentativas nas fases de fermentacdo mais avancadas

Durante as fases iniciais da fermentacdo também foi possivel encontrar algumas espécies
pertencentes ao Filo Ascomycota, incluidas no género Metschnikowia (M. fructicola e

Metschnikowia sp.) e Hanseniaspora (H. uvarum). As espécies do género Metschnikowia sdo
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caracterizadas pelas suas propriedades oxidativas enquanto que as do género Hanseniaspora pela
sua fraca fermentacdo. Estes géneros estdo referidos como sendo 0s mais comuns associados
normalmente as fases iniciais de fermentacdo de maca e uva (Sipiczki et al., 2001; Valles et al.,
2007; Sangorrin et al., 2007; Ocon et al., 2010). O género Metschnikowia estéa representado nas
fermentacdes de medronho por 12,8 % e o género Hanseniaspora por 13,4 % do total de espécies
isoladas. As leveduras apiculadas Hanseniaspora uvarum foram reportadas como sendo comuns
na microbiota epifita das uvas assim como nas fases iniciais das fermentac6es de vinho (Sabate
et al., 2002; Sangorrin et al., 2007; Ocon et al., 2010) e tém sido associadas a aspectos de

deterioracéo, através da producéo de acetatos (Romano et al., 2003).

Na Fermentacdo 7 foi possivel isolar a espécie Torulaspora delbrueckii (0,6 % das
espécies totais isoladas) e algumas espécies de Torulaspora possuem aplicacdes biotecnoldgicas
na produgdo de péo e vinhos (Oshima et al., 1987; Oda et al., 1997). A utilizagdo desta espécie
na fermentacdo de vinhos esta associada a producdo de aromas em vinhos brancos, capaz de um
enriquecimento em termos organolépticos, esta levedura apresenta uma fraca tolerancia ao etanol
cessando a sua funcdo antes da fase intermeédia da fermentacdo (Konig et al., 2009). Esta espécie

foi também identificada em estudos de fermentacdo de azeitona (Romo-Sanchez et al., 2010).

O isolamento de Candida apicola na Fermentacdo 10, correspondeu a 0,6 % do total de
isolados. Algumas leveduras do género Candida estdo associadas a processos fermentativos,
tendo sido isoladas da superficie de frutos (uvas) e a sua moderada tolerancia ao etanol permite
que se mantenham até a fase intermédia da fermentacdo. Isto acontece quando o processo
fermentativo é realizado a temperaturas que se situem entre 0s 15 e 20 °C. A sua presenca esta

relacionada com a producédo de flavours desejaveis nos vinhos (Querol e Fleet, 2006).

Outras espécies oxidativas como Aureobasidium pullulans e Dothichiza pithyophila
também foram encontradas nos primeiros dias das fermentacGes correspondendo a 5,3 % dos
isolados. A. pullulans ndo foi isolada na Fermentagdo 7 enquanto que D. pithyophila ndo foi
isolada nas outras duas fermentagdes (F5 e F10). Ambas pertencem a familia Dothideaceae e
estdo associadas a plantas. A. pullulans trata-se de uma levedura com enorme potencial
biotecnologico, que apresenta uma coloracdo preta, pode ser encontrada em ambientes com
bastante humidade assim como habitats pouco ricos em agua (sendo extremamente adaptativa a

ambientes que oferecem factores de stress para as células) e na superficie de folhas e de frutos
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(Schoch et al., 2006; Zalar et al., 2008). Diversos trabalhos tém reportado A. pullulans como
uma levedura presente no ambiente vinicola, tendo sida isolada da superficie de uvas assim como
do mosto do vinho nas fases iniciais de fermentacdo (Sabate et al., 2002; Fleet, 2003; Renouf et
al., 2005)

Lachancea thermotolerans (6,4 %) e Candida zemplinina (2,3 %) foram duas das
leveduras, comuns nas trés fermentac6es que apareceram na fase intermédia. Em 2003 Cletus P.
Kurtzman sugeriu a alteracdo do nome da espécie Kluyveromyces thermotolerans para L.
thermotolerans com base na classificacdo através da andlise da sequéncia de multigenes
(Kurtzman, 2003). Esta espécie foi isolada previamente em alimentos (Senses-Ergul et al., 2006)
frutos, plantas e geleias de frutos (ameixa), (Kurtzman e Fell, 1998) bem como em fermentagdes
vinicas (Vilela-Moura et al., 2008). Candida zemplinina é mais uma das espécies isoladas que se
encontra relacionada com a vinificacdo, presente nas uvas e no vinho durante a sua fermentacao
(mosto) (Baleiras-Couto et al., 2005; Csoma e Sipiczki, 2008) mas também foi relatada a sua
presenca durante a fermentacdo das sementes de cacau (Theobroma cacao) (Nielsen et al., 2007).
C. zemplinina trata-se de uma levedura com propriedades osmotolerantes bem como capacidade
de crescer a baixas temperaturas (Sipiczki, 2003), é uma espécie que se revela um pouco
controversa quanto a sua presenca e a forma como pode afectar a qualidade de um fermentado ou
contribuir para 0 mesmo, os diferentes isolados obtidos em laboratério possibilitaram observar a
producdo de &cido acético, glicerol e acido succinico associado a estas leveduras, a sua inibicao

ocorre quando as quantidades de etanol aumentam (Sipiczki, 2003; Csoma e Sipiczki, 2008).

Uma das espécies isolada nas trés fermentacdes que prolongou a sua presenca desde a fase
inicial até ao fim da fase intermédia foi a espécie Issatchenkia orientalis representando 2,3 % dos
isolados. Esta espécie tem sido associada a vinificagdo (Océn et al., 2010; Clemente-Jimenez et
al., 2004). A sua utilizacdo na producdo de vinhos tém vindo a ser estudada devido a sua
capacidade de degradar o acido maélico e a sua tolerancia ao etanol (Seo et al., 2007; Kim et al.,
2008). A sua presenca durante a fermentacdo alcoolica sugere uma contribuicdo significativa no
processo fermentativo a nivel da qualidade do produto final.

Nos trés processos fermentativos (F5, F7 e F10) a espécie Saccharomyces cerevisiae
proliferou a partir do inicio da fase intermédia de fermentacdo tendo-se mantido até ao fim da

fase final dos processos, representando 30,2 % dos isolados. Trata-se de uma levedura com
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elevada tolerancia ao etanol, presente num meio com elevada concentracdo de aglcar e pouco
oxigeénio. Estes factores permitiram que S. cerevisiae adquirisse um papel de grande importancia
no processo fermentativo, tornando-se uma das espécies predominantes assim como a
responsavel pelo processo. A sua predominancia tem sido referida em numerosos processos
fermentativos de frutos ou mostos ricos em acgucar (macd, cana-de-agUcar, agave, uva)
(Lachance, 1995; Fahrasmane e Ganou-Parfait, 1998; Sabate et al., 2002; Oliveira et al., 2005;
Combina, 2005; Coton et al., 2006; Valles et al., 2007; Sangorrin et al., 2007; Nova et al., 2009;
Gomes et al., 2009).

Em geral, detectou-se, em paralelo com S. cerevisiae, uma espécie com capacidade de
formacdo de biofilmes, Pichia membranaefaciens (14,5 %). O aparecimento desta levedura esta
associado a fermentacdes longas de agave (Lachance, 1995). E também associada a producdo de
acetaldeidos, acetato de etilo, acetato isoamilico, em vinhos, possuindo uma boa toleréncia ao
etanol mas sensivel o dioxido de enxofre livre (Rankine, 1966).

Durante os processos foi possivel verificar que nos trés fermentadores a microbiota total
possuiu valores idénticos aos da contagem de leveduras. Assim, podemos depreender que a

microbiota geral era composta na sua maioria por leveduras.

No Fermentador 7 e no Fermentador 10 verificou-se um ligeiro decréscimo na parte final
no crescimento de leveduras em relacdo a microbiota aerdébia total. Apesar de ser pouco
significativa, a diferenca pode ser explicada pelo aparecimento de outros microrganismos que
estariam a desenvolver-se neste periodo para além das leveduras. Por vezes nesta fase final
podem comecar a desenvolverem-se bactérias produtoras de &cido acético. Este factor revela-se
como um indicador de contaminacdo. Sera de predizer que a recolha das amostras podera ter sido
um factor que despoletou esta contaminacdo, devido a entrada de oxigénio no sistema de
fermentacdo (Konig et al., 2009).

A fermentacdo do medronho é um processo complexo a nivel da microbiota, visto que
envolve ao longo do tempo uma sequéncia de diversas espécies de leveduras, contribuindo assim
para numerosas reac¢fes microbianas. A sucessdo de diferentes espécies de leveduras foi
previamente constatada por outros autores em fermentacOes naturais, no mosto de uvas com vista

a obtencédo de vinho (Jemec et al., 2001), no mosto da cana-de-aglcar com vista a producgéo de
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destilados (cachacga) (Morais et al., 1997; Pataro et al., 1998; Schwan et al., 2001; Nova et al.,

2009) e no mosto da agave com o propasito de obter tequila (Lachance, 1995).

Durante o estudo efectuado as elevadas concentracGes de agUcares, as alteraces na acidez,
a producdo de etanol bem como de outras substancias, podem ter actuado em conjunto, de forma
a seleccionar leveduras resistentes a estes factores de stress, que foram capazes de levar a cabo o
processo fermentativo, provocando também o desaparecimento de outras espécies mais sensiveis
a estas condicdes de stress. A producdo de um fermentado com base na sua microbiota epifitica
dificulta a obtencdo de produtos homogéneos quanto as suas caracteristicas, devido a varios
factores que podem influenciar a proliferacdo de uma ou outra espécie. E de referir também o

risco que apresenta uma fermentacéo deste tipo a nivel econémico.

A presenca das leveduras isoladas numa fermentacdo possibilita formular explicacGes para
0 aparecimento de determinados compostos volateis ao longo do processo, assim como 0S
compostos volateis presentes nos destilados. Estudos futuros poderiam contribuir para
seleccionar uma mistura de espécies, provenientes do processo fermentativo do medronho, com o
objectivo de produzir e obter um perfil organoléptico e aromatico tipico da regido e evitar a
presenca de aromas, sabores e compostos, ndo permitidos por lei, no produto final. Desta forma,
serd possivel obter um produto com maior qualidade bem como minimizar o risco a nivel

econémico.

Ao longo da fermentacdo a andlise do teor de residuo seco sollvel, revelou-se com
resultados semelhantes nos trés processos estudados. Verifica-se para as trés fermentacbes um
aumento inicial que pode ser explicado pelo rebentamento da pelicula que envolve a polpa do
fruto (rica em aclcares) (Ozcan e Haciseferogullari, 2006) e a sua dissolucdo no liquido existente
no fermentador. Outro factor podera ter sido a hidrélise enzimatica dos carbohidratos complexos
presentes nas estruturas celulares dos frutos, em agUcares mais simples (Sumerly e Alvarez,
1997). No final das fermentagdes verificou-se que ndo existiu um consumo total dos agucares
soluveis. Estas situagcbes podem ser explicadas pela incapacidade das leveduras em degradar
alguns acucares ou pela inibi¢do causada pelo etanol produzido durante a fermentacdo (Querol e
Fleet, 2006).

-64 -



A diminuicdo dos acucares nas fermentacdes decorreu como observada em trabalhos
anteriores (Galego, 1995; Cavaco et al., 2007), pois através do metabolismo das leveduras ocorre
a utilizacdo dos acucares como fonte de carbono (Najafpour e Kang, 2002; Querol e Fleet, 2006;
Konig et al., 2009). Em nenhuma das fermentagdes foi detectada a presenca de sacarose. Durante
a fermentacdo verifica-se uma preferéncia pelo consumo de glucose, sendo a frutose o ultimo

acucar a ser utilizado.

A acidez da massa fermentada nos trés ensaios experimentais, aumentou ao longo do
tempo, tendo apresentado algumas oscilagdes, que poderdo ser explicadas pelo facto da massa
ndo ser homogeénea possuindo sementes e granulos solidos proprios do fruto.

Este trabalho possibilitou também analisar a progressdo da formagdo de compostos volateis
(acetato de etilo, etanol e isopentandis) durante a fermentacdo do medronho. No caso das
fermentacGes estudadas regularmente, estes compostos apenas sdo analisados no produto final,
ou seja no destilado, ndo existindo ao longo do processo uma quantificagdo destes compostos,
esta foi uma primeira tentativa de o fazer, embora com um erro superior a 10 % h& uma
indicacdo da evolucdo do teor de &lcool e da ligacdo que isso vai ter com a inibicdo de actividade
de algumas estirpes de leveduras (Aureobasidium pullulans, Cryptococcus sp., Cryptococcus
tephrensis, Dioszegia zsoltii, Dothichiza pithyophila, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
nothofagi e Sporidiobolus sp). Os compostos estudados apresentam um perfil semelhante nas trés
fermentacdes, verificando-se, que embora as fermentagdes tenham decorrido durante mais de trés
meses, no final do primeiro més (meados de Novembro) os compostos volateis estavam a atingir

0s teores proximos dos maximos encontrados no final.

As caracteristicas dos destilados finais analisadas estdo conformes com o regulamento o
Regulamento (CE) n.°110/2008, do Concelho de 15 de Janeiro, contudo apresentam algumas ndao
conformidades relativamente ao Decreto-Lei 283/2000 de 26 de Setembro, como seja o caso do
etanal e do acetato de etilo das amostras F5B e F7A. Na F7A apenas o etanal ndo estd conforme
com o referido regulamento. O etanal é um composto que pode ter origem nas partes verdes dos
frutos ou pode ser produzido devido a fendmenos oxidativos (Versini et al., 1995; Ribéreau-
Gayon et al., 2006). Atendendo ao cuidado com que se prepararam as fermentacGes e aos

resultados obtidos na destilagéo industrial, s6 os fendmenos oxidativos justificam este aumento.
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Previamente a destilacdo, a massa fermentada ndo deve ser exposta ao ar, em recipientes
nédo cobertos enquanto aguardam a colocagdo no alambique, para evitar os fendmenos oxidativos
que originam principalmente o excesso de etanal e aumento de acidez. Estas tarefas devem ser
realizadas a temperaturas baixas e deve-se evitar aberturas desnecessarias dos tanques de

fermentacao.

Os resultados apresentados neste estudo constituem uma contribuicdo para compreender
melhor a base do processo fermentativo do medronho, com o objectivo de produzir aguardente
de medronho. Esta bebida tradicional, produzida essencialmente nas &areas serranas do sul de
Portugal, revela-se como um produto Unico com elevada importéncia tanto a nivel econémico
como social, como tal, justifica-se cada vez mais o crescente interesse em preservar esta bebida,
assim como, em melhorar e garantir a sua qualidade. Nos ultimos anos, produtores,
investigadores, técnicos e associagdes locais tem apostado em trabalhar em conjunto de forma a
contribuir cada vez mais para o conhecimento sobre este produto e do seu processo produtivo.
Para melhorar a qualidade desta bebida espirituosa, tem sido especialmente dedicada atencédo a
qualidade da matéria-prima e a fase fermentativa do processo. O presente estudo realca a
importancia das leveduras inerentes ao processo e da complexa microbiota associada a
fermentacdo dos frutos. Contudo, os estudos deveriam prosseguir de forma a compreender
melhor a relacdo da populagdo de leveduras e da sua actividade fisiologica com a qualidade do

produto final.
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7. Considerac0es finais

No presente trabalho foram estudados trés processos fermentativos diferentes utilizando
frutos provenientes da Serra do Caldeirdo, do Azinhalinho (S.B. Messines, Concelho de Silves,
Distrito de Faro.). Foi efectuada uma caracterizagdo fisico-quimica e microbiol6gica das

fermentacOes e uma identificagéo das leveduras envolvidas nos processos.

A fermentacdo de frutos de Arbutus unedo é uma pratica comum no sul de Portugal e
noutras regides do mediterraneo para produzir uma bebida destilada tipica designada por
aguardente de medronho. Os resultados obtidos permitiram constatar o envolvimento de diversas
espécies de leveduras, que se foram sucedendo ao longo do periodo de tempo estudado,

culminando com a predominancia de S. cerevisiae nas fases finais.

A natureza da populagdo microbiana é um pardmetro determinante na qualidade dos
alimentos fermentados e das bebidas destiladas, uma vez que espécies adaptadas a determinados
substratos e climas ddo origem a produtos com caracteristicas especificas. Nesta perspectiva
pretende-se futuramente preparar uma cultura iniciadora composta por estirpes isoladas no
presente trabalho, que possuam caracteristicas que contribuam para a definicdo do perfil
organoléptico do produto final, garantindo assim a uniformidade das caracteristicas de diferentes

lotes e diferentes producgdes evitando perdas econdémicas.
Assim propdem-se 0s seguintes trabalhos futuros:

- Estudar diferentes propriedades tecnoldgicas dos principais grupos de microrganismos

isolados (tolerancia de baixo pH, tolerancia e formacéo de etanol).
- Estudar a producgéo de metabolitos dos principais grupos de microrganismos isolados.
- Estudar a actividade "killer" dos isolados obtidos.

-Testar o efeito de diferentes misturas de leveduras com objectivo de preparar uma cultura

iniciadora (“starter").

- Acompanhar a formagao de um maior nimero de compostos volateis;
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- Colaborar com outros produtores de outras zonas do Algarve, para comparar se as
espécies de leveduras nas fermentacGes naturais sdo idénticas, de forma a mapear a variedade da

microbiota na regido.

Uma producdo de aguardente de medronho com a utilizacdo de culturas iniciadoras
(starter), seria uma estratégia. O facto de ser mais facil controlar a fermentacao, sem que exista o
risco de proliferarem outras leveduras que podem colocar em risco 0 processo fermentativo
torna-se uma vantagem. Como foi verificado, a levedura Saccharomyces cerevisiae, € uma das
espécies que resiste até ao fim da fermentacdo. O estudo da associagdo desta levedura com outras
espécies bem como a sua inoculacdo no processo inicial, seria uma forma de aumentar a
rentabilidade e qualidade do produto final e evitar o consumo desnecessario de aclcares por
outras leveduras que entram em competicdo no inicio do processo fermentativo. Desta forma

poder-se-ia prevenir a formacdo de alguns metabolitos indesejaveis.

A producdo de aguardente de medronho, realizada por destilacdo do fermentado do fruto
de Arbutus unedo, aplicando o controlo adequado permite obter um produto de qualidade. A
obtencdo de produtos de elevada qualidade contribuirdo para a valorizacdo da aguardente de
medronho enquanto produto regional tradicional e consequentemente constituem uma mais valia

para a regido e para os produtores.
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ANEXO |

Analises de variancia para o0 comportamento do acetato de etilo nas trés fermentacdes.

Tabela I - Quadro de anélise de variancia (ANOVA).

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F
Variacéo Liberdade Quadrados
Tratamentos k-1 _vk TP _ T SSu MSy
SSWRicty TN MSi=p=y Py,
Erro N-k SSE:SST'SSH _ SSE
- ; T?
Total N-1 SST:ZF:l Z;'l:ll y12] -5

Formulagdo de hipoteses para o teste de F
Hy: uy = Uy = pus - Nao existem diferencas significativas entre os comportamentos
Hy:u; # uj - Existem diferencas significativas entre os comportamentos

Feaie < F(a; k-1, N-k)

Aceita-se Hy se <=>
p —value > «a

Para o acetato de etilo obtivemos os seguintes valores em na Tabela Il

Tabela Il - Valores em g de acetato de etilo/kg massa de fermentado.

Fermentacéo 5 Fermentacéo 7 Fermentagdo 10
1,25 0,27 1,49
4,40 1,36 3,77
7,37 3,02 10,97
5,54 3,95 5,36
10,49 3,63 3,34
6,16 3,63 2,61

Efectuando a analise de variancia obtivemos a tabela Ill.
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Tabela Il - Quadro de analise de variancia para o comportamento do acetato de etilo nas trés fermentacoes

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F

Variagdo Liberdade Quadrados

Tratamentos 2 SS=31,66 MSy = 15,83 F =12,06
Erro 15 SSg=115,45 MSg =7.70

Total 17 SSt=147,11

Sendo assim, aceita-se Hy pois {2,06 < 3,68

Podemos dizer entdo que as trés fermentac6es ndo apresentam diferencas significativas na
formacédo do acetato de etilo.

-80 -



ANEXO I

Analises de variancia para o comportamento do etanol nas trés fermentacoes.

Tabela IV - Quadro de andlise de variancia (ANOVA).

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F
Variacéo Liberdade Quadrados
Tratamentos k-1 _vk TP _ T SSu MSy
SSWRicty TN MSi=p=y Py,
Erro N-k SSE:SST'SSH _ SSE
- ; T?
Total N-1 SST:ZF:l Z;'l:ll y12] -5

Formulacdo de hipoteses para o teste de F
Hy:pq = uy = U3 - Nao existem diferencas significativas entre os comportamentos
Hy:u; # p; - Existem diferencas significativas entre os comportamentos

Feaie < Fa; k-1, N-k)

Aceita-se Hy se <=>
p —value > «a

Para o etanol obtivemos os seguintes valores em na Tabela V

Tabela V - Valores em g de etanol/kg massa de fermentado.

Fermentacdo 5 Fermentacéao 7 Fermentagdo 10
95,78 42,71 14,58
370,93 92,39 180,70
683,21 634,32 701,12
432,27 377,37 526,57
830,49 666,96 480,72
723,65 774,61 786,40

Efectuando a analise de variancia obtivemos a tabela V1.
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Tabela VI - Quadro de analise de variancia para o comportamento do etanol nas trés fermentacdes

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F
Variagdo Liberdade Quadrados
Tratamentos
2 SSK{=28320,83 MSy = 14160,41 F=0,16
Erro 15 SSg=1302875,31 MSg; = 86858,35
Total 17 SSy=1331196,13

Sendo assim, aceita-se Hy pois {0,16 < 3,68

Podemos dizer entdo que as trés fermentacdes ndo apresentaram diferencas na formacao de
etanol ao longo das fermentagoes.
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ANEXO 11

Analises de variancia para o0 comportamento dos isopentandis nas trés fermentacoes.

Tabela VII - Quadro de andlise de variancia (ANOVA).

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F
Variacéo Liberdade Quadrados
Tratamentos k-1 _vk TP _ T SSu MSy
SSWRicty TN MSi=p=y Py,
Erro N-k SSE:SST'SSH _ SSE
- ; T?
Total N-1 SST:ZF:l Z;'l:ll y12] -5

Formulagdo de hipoteses para o teste de F
Hy:pq = Uy = g - Nao existem diferencas significativas entre os comportamentos

Hy:u; # pu; - Existem diferencas significativas entre os comportamentos

FCalc < F(a; k—1; N—k)
Aceita-se Hy se <=>
p —value > «a

Para os isopentandis obtivemos os seguintes valores em na Tabela VIII

Tabela VIII - Valores em g de isopentandis/kg massa de fermentado.

Fermentacdo 5 Fermentacéao 7 Fermentagdo 10
0,31 0,65 0,20
0,92 0,06 0,40
0,50 1,11 0,57
0,66 0,39 0,17
0,98 0,46 0,37
5,84 0,42 0,75

Efectuando a analise de variancia obtivemos a tabela IX.
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Tabela IX - Quadro de andlise de variancia para o comportamento dos isopentandis nas trés fermentacdes

Origem da Graus de Soma de Quadrados Média da soma de F

Variagdo Liberdade Quadrados

Tratamentos 2 SSy=4,63 MSy = 2,31 F =148
Erro 15 SSg=23,44 MSg =1,56

Total 17 SSt=28,07

Sendo assim, aceita-se Hy pois {1,48 < 3,68

Podemos dizer entdo que as trés fermentacGes apresentam comportamentos semelhantes na
formacdo dos isopentanois.
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ANEXO IV
Poster apresentado no encontro MICROBIOTEC de 28 a 30 de Novembro de 2009 em Vilamoura,
Portugal

Characterization of the natural fermentation of
Medronho (Arbutus unedo L.) .

Santo, D.; Cavaco, T. ; Quintas, C.; Galego, L.
Instituto Superior de Engenharia, Universidade do Algarve, Campus da Penha, Faro, Portugal

a23235@ualg.pt; tcavaco@ualg.pt; cquintas@ualg.pt; lgalego@ualg.pt

Table |- Acetic acid and lactic acid levels on F5, F7 and F10.

Introd & Day Aceic Lactic Day Acetic Lactic Day  Aceic Lactic
ntroauc n Add  Acid Add  Add Add  Add
. 0 o5 WD 0 0022 ND o 0635 00087
38 .o it 00065 00280 400000
Y s osms  ND 4 0490 00122 4 0972 019
‘Aguardente de Medronho” is a traditional spirit produced in the South of Portugal, much . b A o el
appreciated due to its sensory characteristics. It is manufactured by fermenting the berries of = 28 065 ND 9 ND 001 m 0263 0066
e 0.0002 00316 00171
s e - o oF5 0.0820 g 2
the Mediterranean shrub Arbutus unedo L (strawberry tree). Historically this product has been a 32 - s 5 opms  ND 32 007 0136s 30 0036+ 00%5s
. 00010 0,0023 00mts 00012
complement to farmers’ income, and on account of that fact, over the last years efforts have =F10 0,10436
9 7 o 51 ND 0S0: 51 0000 0001
been made to improve the quality of the production process and of the final product. o @ e e o 0 el e
. . : L i 0 s o 0 0007+ 0M7: g5 012 ND
The present study investigated the fermentation process and its influence in the quality of Time (day) 00008 00215 40,0134

the distillate. The evolution of the total viable counts and of the yeast populations during the Blgli=s Evnllioniott ol p el onbo B and 10

Table Il Frutose (F), Glucose (G) and Sacarose (S) levels on F5, F7 and
F10

ferr ion process were . The changes of pH, Brix, reducing sugars, acids, ethanol, P
ethyl acetate and isopentanols were also monitored. Fruits were harvested during the month of
= Dy F G S Dy F G S Dy F G s
November, mixed with water in 500 | stainless steel vessels that were immediately closed and 2
- : : ; 308 0 N0 0067 MO WD o o ow: WD
then allowed to ferment over a specific period of time. This process, took place at room g | 14195 0062+ 0.0012 oj27s 00071
2 0Bt 00012
. - . L S 4 ND 4 0307+ 0099: ND 4 0473: 012+ ND
temperature, during autumn and winter, relying on the natural microbiota initially present on the £ _f\.) o oz b e Dk M
fruits and on the surrounding environment. The objective of this work was to study three 3 - — A 2 2 ND 9 0082: ND ND 11 0483+ 0094x ND
& » = 7 0,089+ 00123 00497 00140
independent semi-industrial fermentations carried out on a traditional way (F5, F7 and F10) Boo Mea oo o of =F10 T p—
00570+ 00031 00012 00145
o 00121 ND
0 50 100 150 200 2 Np 51 ND ND WD g1 005+ 00145: ND
00112 00122 00022 0.0034
Time (day) 00023 00152
Figure 4- Evolution of the reducing sugers on F5, F7 and F10. S o (NDR FTIORC 02471 FRNDES) (NI BEGH 0/0AoT i D
000725 ND
250 =
£ 0 .
£ 150
Figure 1 — Aspects of the Arbutus unedo L. tree, flowers and fruits & .
e i Tofe oes
e S F7
Ze. =F10 El
Methodology o % w0 =10
£
Samples were collected on a regular period of time and were analyzed according to the "o
ok D i 2oy 0 50 100 150 200
following diagram: Time (day) Time (day)
Figure 5- Evolution of Brix® value on F5, F7 and F10. Figure 6- Ethanol evolution on F5, F7 and F10
Fermentation 7 (F7) Fermentation 10 (F10) 7 oA
.
§ 3 = . E o3
£ & .
k3 3 “
952 2802 -
23 . . N = . . .
si . or 3 . ors
IR . B pie £ 01" . s
Microbiological Physicocherical g - H - N
parametsrs Parameters £ =F10 H =F10
& o ; * 0 -
0 50 100 150 200 o &0 100 150 200
5 g sample + Time (day) Time (day)
225 mi Ringer Y Y
<oluton Figure 6- Ethyl acetate evolution on F5, F7 and F10 Figure 7- Isopentanols evolution on F5, F7 and F10
Table lll- Results of the analysis of the desilates from F5, F7 and F10.
e o < Reducing sugars_> | S E R | -7 i =1 O St |
Reducing sugars
tinger solufion Alcoholic degres  NP2143  %volume z42 508401 464401  483+01
L U :Z::" acldity (Acetle \p2139 g/ hi pure alcohol <200 1050402 1891402 1364402
[ [ ——] \:::::':un . g/ hl pure alcohol 2200 57554575 647,44647 5042504
MEA plates (pHS, 120 h at 25 °C)  PCA plates (pHS, 120 h at 25 °C)
ploae (el ) Pstee (nl ) Ethanal NP3263 gl hlpure alcohol 25540 514451  665:67 362:36
Ethyl Acetate NP3263 gl hl pure alcohol <300 AT54+AT5  3504+350 3024302
Sugars and acids were evaluated by High-performance liquid chromatography (HPLC). Methanol NP3263 |g/hlpure alcohol 25001000 8440844 8744+874 TT48:775
k % 2.Butanol NP3263 gl hipure alcohol <2 E L 3
Volatile compounds (ethanol, ethyl acetate and isopentanols) were studied by headspace-
e b T s q & Melermiee T i 1-propanol NP3263  gihlpure alcohol 21040 144414 19720 139214
solid-phase microextraction-gas chromatography (HS- -GC) with a TRey Isobutanol NP3263 g/ hlpure alcohol 230 <70 49950  T12+71  460+48
Divinylb: Poly ylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). The SPME fiber was Isopentanols NP3263 g/ hlpure alcohol  280<185 1095+110 13314133 1066+107
exposed for fixed time (20 minutes) in the head-space of the vial at laboratory temperature (20 + Superior alcohols g1 hl pure alcohol 130 <300 1739 +174 22394224 1664+166
2 °C) with magnetic stirring. The fibber was then withdrawn into the needle and transferred to the Ethyl Lactate 9/ hl pure alcohol - E £ =
injector of the GC. techutanoll (s gl hl pure alcohol  >15 <40 35404 37+04 34303
propanol)
Copper NP2441  mgll of destilate <15 59+06 45105 26403

Final con i

The starting conditions of the must (pH 3.3-3.6) may have favored the growth of yeasts.
The initial yeast population varied between 3,7 e 52 log CFU/g in the 3 fermentations.
o During the first 4 days, the number of yeasts grew exponentially to log 7-8 CFU/g, and from then onwards,
a slight decrease of those numbers was observed (5,9 e 6,9 log UFC/g ). This reduction in the yeast
. population may be explained by the level of ethanol attained during the fermentation (217 +10 gkg of
s fermented must). Additionally, the presence of sugars which were not degraded at the end of the
Processes could be due to the stress caused by ethanol, thus inhibiting the yeasts.
In Processes 5 and 7, 90% of the total ethanol was produced during the first month, while in Process
oF5 10, only 50% of the ethanol was produced during the same period of time
2 F7 Ethyl acetate, probably resulting from the yeasts activity, reached a value of 1,18 + 0,05 g/kg of
A fermented must. On the other hand the level of the isopentanols (including isoamyl alcohol) increased
u during the course of alcoholic fermentation, reaching values of 0,17 + 0,05 g/kg of fermented must. These
0 o Ti mi 10 0 compounds are responsible for the distillate’s flavor.
me (d2y) The quality parameters of the distillate obtained after the fermentation period were in accordance with
Figure 2- Yeast growth evolution on F5, F7 and F10. both the European Directive (Regulation (EC) N° 110/2008 of the European Parliament and of the Council
of 15 January 2008) and the specific Portuguese “medronho” distillate legislation (Decreto-Lei n® 238/2000
of 26 September 2000).
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ANEXO V

Poster apresentado no IFT (Institute of Food Technologists) Annual Meeting & Food Expo, 17 a 20

Julho, Chicago, U.S.A. 2010.

Abstract g

“Aguardente de medronho” is a distilled beverage produced in the south of Portugal from the
fermentation of Arbutus unedo’s fiuits (Mediterranean shrub). Yeasts were the predominant group on this
alcoholic fermentation and may contribute to the sensory attributes of the final product cither in the positive

¥ flavour or negative (off-fl; way. Therefore, the aim of this work
was to study the evolution of yeast population, asse: isolation and identification of the yeasts
species obtained during three ind d i | incustrial i Isolates were
identified through the 5.88 rRNA-ITS region restriction analysis and by sequencing D1/D2 region of the
268 IRNA gene. From the 164 yeast isolates, 18 ITS-RFLP different profiles were obtained. A representative
strain of each profile. known or unknown was identified by sequencing the D1/D2 region of the 265 rRNA
gene and the obtained sequences were compared to the NCBI Gene bank database using Blast. The yeas

ssed through the
e

species identified were fivm pullulans, wvarum, Lach thermotolerans
(formerly Ki the . Pichia b Rhodotorula mucilaginosa, R.
nothofagi, ; Cr Dioszegia zsoltii, Doth

Metschnikowia fructicola , Cr- p.. Metschmikowia sp., Sporidiobolus sp

A great diversity of non-Saccharomyces yeasts was observed in fresh must. However, as the
fermentation progressed the species diversity was reduced with
Dbecoming the dominant yeast at the end of fermentation.

Figure 1~ Aspects of the Arbutus wieds L. tree, flowers and fruits

Introduction

Arbutus unedo L., strawberry free, is an evergreen shrub that belongs to the Ericacae family and is a
typical specie from the Mediterranean region. The strawberry tree fiuits are berries rich in sugars, vitamins,
Grganic acids, phenolics, but they are rarely consumed as fiesh fruit being used to produce jams or jellics o

used in the traditional medicine. However, the fiuits’ main application is in the production of distilled
In Portugal this beverage is an artisanal product made on

beverage named “Aguardente de medronho”
small or semi-industrial scale between September and January.

Is production is done according to the following diagram:

| Fruit Harvesting

‘Transpor tation

Weighting Leaves and small
branches

co,

Fermentation

ol

— Head

Distillation

Heart

Maturation

| Akconoticon
correction

Bottling

Objectiv

The aim of this work was to study the diversity of the yeast population, a
and identification of the yeasts species obtained during three
industrial fermentations.

ed through the isolation
diumeseal

|

Yeast population dynamics during the natural fermentation
of the Portuguese spirit “Aguardente de Medronho”

*Santo, D.: *Galego, L.: *Gaspar, N.: **Gongalves. T. ; *Quintas, C.
*Instituto Superior de Engenharia, Universidade do Algarve, Campus da Penha, Faro, Portugal
**Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra, Rua Larga 3004-504, Coimbra. Portugal

a23235(@ualg pt: lgalego@ualg pt: mngaspar@ualg pt: tinfog@ci.uc. pt; cquintas@ualg. pt

Methodology

Yeasts were identified according to the following diagram:

Fermentation

= 1
105 265
unknow profiles
L s rvsa
Sequence analysis
P l
}
(Bsteve-Zarzozo et al, 1999, Kurtzman and Robnett, 1998) 8s 589 —zes
Tsolated species Aplified Cro1 Hae I HinfT Tsolates %0 of the
product sequence.
(®p) identificati
Aureobasidium pullulans 600 290+180+100 450+150 290+180+130 43 % 100
Candida apicola 750 34043104100 730 300+195+160  0,6% 9
Candida zemplinina 475 215+110+80+60 475 2.4% 100
Cryptococcus sp. * 590 50+150+90 490+100 0.6% 9
Cryptococcus tepherensis™ 540 270+230+40 400+50+50+30 12% 100
Dioszegia zsoltii* 550 290+260 525 12 % 100
Dothichiza pitlyophila * 600 200+180+100 450+150 129% o8
Hanseniaspora uvarum 775 32043104105 5 140 % 100
Issatchenkia orientalis* 480 180+170+70+60 380+90 24% 100
Lachancea thermotolerans™ 700 310+280+90 300+210+95+95 6.7 % 99
Metschnikowia fiucticola* 390 200+100+90 290+100 3.0% 99
Metschnikowia sp. * 390 205495190 280490 200+190 85% 9
Pichia membranifaciens 500 175+110490+75 330490450 2754200 17,1 % 99
Rhodotorula mucilaginosa 640 320+240+80 4254215 340+225+75 1.2% 100
Rhodotorulanothofagi * 640 320+240+80 4254215 3404225475 1,2% 99
Saccharomyces cerevisiae 550 375+325+150  325H230+170+125 3754365110 317 % 100
Sporidiobolus sp. * 500 280+220+100 500 260+150+120+90  15% 100
Torulaspora delbrueckii 500 330+220+150+100 500 410+380 0.6% 100

© m D)

RFLP profiles of the species Dioszegia zeolti (&), Rhodotorula nothefagi (B), Metschnikowia fruticola (C) and Dothickiza. pithyophila (D).Size of the PCE-
amplificd region (1) and restriction analysis of these PCR produsts with the endonucleases bl (2), Hinfl (3) and Haelll (4). Lancs m correspond to molccular
size standards (100.bp DINA ladder)

Final considerations

A wide varicty of yeasts species, included in the phyla Ascomycota and Basidiomycota were identified throughout the

I Asthe evolvesa of microbial species took place
The earlier fermentation samples. corresponding to the first two days. contained a rich mixture of species including
Aureobasidium pullulans (yeast-like fungus). Craprococcus sp.. C. tephrensis. Dioszegia zsoltii, Dothichiza pithyophila,

wvarum, A ia sp. M fructicola, Rhodotorula mucilaginosa, R nothofagi and Sporidiobolus
As ethanol concentration increases and oxygen availability decreases, the majority of those species

disappeared with
the exception of 7 wvarum. Further on, Candida i and henli
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In the final stages of the fermentation, before the distillation, S cerevisiae became the dominant species in the three
processes studied. The film producer Pichia membranaefaciens was also found in the intermediate and later stages of the
fermentation associated to a film produced at the surface of the must

In all cases studied S iae took over the processes in the intermediate and final stages of the
fermentation, representing 32.9% of the isolates.

In the future, we intend to select native strains to replace natural/spontaneous fermentations by mixtures of strains
isolated from wild fermentations. Using defined starters may be a way to obtain a more reliable and better quality
alcoholic and distilled beverages.
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