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1- Material vegetal

A colheita das amostras foi realizada na zona davento Algarvio (Figura 15)
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Figura 17- Mapa de localizag&@o dos locais de colheita dassaas
(http://www.monterosa.pt, 2006)

(Concelho de Tavira e Concelho de Alcoutim), teedaseleccionado em cada local de
recolha da amostra cerca de 20 plantas difereatesrés no caso dérbutus unedd..

e arbustos no caso deubus fruticosué&\gg.). Foram colhidos cerca de 2 Kg de frutos
das plantas seleccionadas. No caso dos frutodrdetus unedoL., a colheita de
amostras foi feita de Setembro de 2004 a Dezemdr2005. Para os frutos @Rubus
fruticosusAgg. a colheita de amostra foi realizada em Ago&t®005, como se pode

verificar no Quadro VI.

Quadro VI.
Cédigo das amostras do fruto dérbutus unedo L. edo fruto de Rubus fruticosus Agg..
Fruto Cadigo de Local de Ano de Dia de colheita
amostra colheita Colheita
. LMy Larache 2004 02 de Novembyo
§ % LM Larache 2005 05 de Novembyo
< 5 VM, Vale de Odres 2005 19 de Janeiro
§ RA; Ribeiro 2005 15 de Agosto
g8 4 MA Monte do 2005 15 de Agosto
g 2 2 Cravo

[i}
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Os frutos recolhidos em cada amostragem (cerca Hg)2foram macerados num
almofariz de porcelana, tendo sido retirado aléatoente 4 aliquotas de 100 g cada
para a realizacao de analises fisico quimicas®Btik, teor de humidade, teor em cinza
total, do teor de ibes (calcio, magnésio, sodidagmio), teor de matéria seca, teor de
sélidos totais, teor em azoto total e em protetotal, acucares (frutose, glucose e
sacarose) e identificacdo de antocianinas [deifini@-glucose (Dp3- glu), delfinidina
3,5-diglucose (Dp3,5- glu), cinidina 3-glucose (€ybu), cinidina 3,5-diglucose (Cy
3,5- glu), pulgonidina 3-glucose (Pg 3-glu) e muglina 3,5-diglucose (Pg3,5-glu)].

A amostra LM (Recolhida em Larache em Novembro de 2003) foi caala a
fermentar, determinando-se ao longo da fermentpe@@metros fisico quimicos [pH,
°Brix, teor de humidade, acucares (frutose, glucesesacarose) e etanol] e
microbiolégicos (contagem de leveduras, bactérieétiGas e bactérias lacticas e
isolamento de leveduras para posterior identificaca

De acordo com os diferentes tipos de ensaios &aeassim as amostras sofreram

tratamentos diferentes, como é descrito posteriotene
2- Métodos

2.1-Determinacao do residuo seco soluvel (°Brix)
O residuo seco soluvel foi determinado de acordo Norma Portuguesa 785 (1985).
Colocou-se 1 gota de amostra filtrada no centrgrikma principal do refractdmetro
Abbe (Atago type 1 T, 4T de 1985) e fez-se entdeitara do indice de refraccédo a
20°C.

2.2-Determinacéo do pH
Apos calibracdo com duas solugbes tampédo a pHH &, foi determinado o valor de

pH dos macerados com o auxilio do potenciometracrdpH 2002 da Crison, USA
1997) equipado com um eléctrodo de pH (Crison 222004).
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2.3-Determinacéo da cor (refraccdo L a e b )

Utilizando o colorimetro (NeurteK spectro- colorjopedeu-se de acordo com as
especificacdes do aparelho calibrando o colorimattes da utilizagcdo, com o padréo
preto (LZM 268; x= 84,60; y= 89,46; z= 93,85) erwa (LZM 268; x= 4,12; y= 4,38;
z= 4,71). Colocou-se a amostra no porta amostrasdiu-se a refraccdo La e b no
espaco CIE.

2.4-Determinacado dos acgucares

O teor em acucares foi determinado ap0ds centriiggde macerado a 15000 rpm a 10
°C durante 20 min. utilizando uma centrifuga Sig®aK 20 (USA, 1990).
Posteriormente, as amostras foram filtradas utitiaum filtro Millipore 0,45um de

13 mm.

Para a determinacao do teor de sacarose, gludos®mse foi hecessario preparar uma
recta de calibracdo com as seguintes concentrg@¢de<,3 e 0,7 g/100 ml) utilizando
padrdoes adequados (Sigmaaldrich Portugal). A keitias amostras foi feita por HPLC
num cromatografo (Beckman — Sistem Cold Analogrfate Modue 406 (USA, 1991)
equipado com um detector de indice de refraccdscdJa RI -1530 Intelligent RI
Detector) (USA, 1991) e com uma coluna PolyspheH@®Aa Merck (USA ). A fase
movel utilizada foi agua com &cido sulfarico (99(®387) com um fluxo de 1 ml/min. A

corrida teve a duracdo de 20 min.

2.5-Determinacéo das antocianinas
Para a determinacgéo das diferentes antocianings @ Dp3,5- glu; Cy 3- glu; Cy3,5
- glu; Pg 3- glu e Pg 3,5 - glu) retirou-se umacgo de macerado que foi centrifugada
a 15000 rpm a 10 °C durante 20 min. utilizando wmeatrifuga Sigma 3 K 20
(USA,1990). Posteriormente, as amostras foranadiis utilizando um filtro millipore
0, 45um de 13 mm.
Para a determinacdo das diferentes antocianinasefmssario preparar uma recta de
calibracdo com as seguintes concentracdes (00@2e0),08 mg/ ml) utilizando padrdes
adequados (APIN Chemicals LTD, UK). A leitura @asostras foi feita utilizando um
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HPLC (Beckman — Sistem Cold Analog Interface ModQ6, 1991) equipado com um
detector UV- Visivel(Beckman — Sistem cold Programable Detector Modéle de
1991) e com uma coluna Lichocart 250- A HPLC Caggidla Merck (USA). A fase
movel utilizada foi acido formico 5 % (Merck)(A)reetanol (B) num gradiente linear
que teve inicio com 15 % de B para 35 % de B dardst minutos e com um fluxo
isocratico durante 15 min. com um fluxo de 1 ml/mAncorrida teve a duragéo de 30

min..
2.6-Determinacéo do teor em humidade

A determinagé&o do teor de humidade foi realizadacdedo com a AOAC (Association
of Analytical Chemists, 2005).
Secavam-se as placas de Petri em estufa (P- Sded@90) a 80 °C durante 15 min,
sendo posteriormente transferidas para um exsicddovidro onde permaneceram
durante uma hora, sendo determinada a sua massabalam¢a analitica (Modelo AE
240 Delta Range, Metter Instruments AG, Switerlanti985). Colocou-se
aproximadamente 10 g de amostra na placa, seraloésiduzida na estufa cerca de 48
horas a 60+1 °C. Retirou-se a amostra da estuéaxewdse arrefecer no exsicador cerca
de uma hora, determinando a massa de amostra. uvalt@olocar-se na estufa,
transferiu-se para o exsicador e pesou-se novaraghtemassa se manter constante. O
teor em humidade foi determinado por gravimetrednendo a seguinte expressao:

oaH :mo{w]

mf

% H— Percentagem de humidade (%)
my - Massa de material vegetal fresco (Q)

ms — Massa de residuo seco (g)



MATERIAIS E METODOS

2.7-Determinacéo do teor em proteina total
2.7.1-Digestéo

Pesaram-se aproximadamente 2 gramas de amositeatisa num papel de filtro sem
cinzas e transferiu-se para o tubo de digestacidwiram-se reguladores de ebulicdo
(pérolas de vidro), uma pastilha de Kjeldhal (Mg¢relk5 ml de acido sulfurico 93-98%
(Merck). Colocaram-se os tubos de digestdo no sei@mropriado, e procedeu-se de
acordo com as instrucdes do aparelho (aquecimento A 100-150°C até a libertacdo
de vapores, seguido de acréscimos de 100 °C atgr ats 420 °C). Deixou-se a amostra
a digerir durante 2 horas e meia. Removeram-sabms tdo digestor e colocaram-se a
arrefecer. Quando os tubos atingiram a temperaomaiente (<25°C), adicionou-se
cuidadosamente 50 ml de agua destilada. Deixos-$ebws arrefecer novamente até a

temperatura ambiente.
2.7.2- Destilacéo

Adaptou-se os tubos de digestdo ao condensadaegtitador de proteinas. Introduziu-
se no recipiente colector 60-100 ml de uma soluigiécido boérico (Merck) a 3 % e 3

gotas de indicador. Procedeu-se a destilacdo atdhex um volume de destilado

superior a 150 ml no Erlenmaeyet {5 minutos) — A coloracdo da solucdo do
Erlenmeyer devera mudar de cor (de mangenta pade)veTitulou-se o destilado

obtido com uma solucao de &cido cloridrico 0,1 N.

A percentagem de azoto total presente na amostta per determinado a partir da
seguinte expressao:

. L4007
m

00N = [, %N,)- . )]

V- Volume de HCI gasto na titulacdo do branco (ml)
V- Volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (ml)

N;e N;- Normalidade da solucédo de HCI (N)
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A percentagem de proteina total presente na ampstta ser determinado a partir da

seguinte expressao: % proteina =% N x 6,38

2.8-Determinacéo do teor de matéria seca

Secou-se as placas de Petri em estufa (P- Sel®&&@) a 80 °C durante 15 min., sendo
posteriormente transferidas para um exsicador deowwnde permaneceram durante
uma hora, e de seguida pesadas com rigor utilizandobalanca analitica (Modelo AE
240 Delta Range, Metter Instruments AG, Switerlanti985). Colocou-se
aproximadamente 10 g de amostra na placa, seralnéstduzida na estufa cerca de 48
horas a 60+1°C. Retirou-se a amostra da estufaeudse arrefecer no exsicador cerca
de uma hora, pesando rigorosamente a amostra. Wsdtoa coloca-la na estufa,
transferi-la para o exsicador e pesa-la novamdegte anassa se manter constante. O

teor de matéria seca foi determinado por graviae&torrendo a seguinte expressao:

%MS = 100x %]
mf

% MS-— Percentagem de matéria seca (%)

my - Massa de material vegetal fresco (Q)

ms — Massa de residuo seco (g)

A determinacgéo do teor de matéria seca foi detertinrem relacdo a 100 g de amostra

seca.
2.9-Determinacéo do teor em cinza total

Dois gramas de cada amostra seca, foram colocadoa apsula de porcelana e
incinerados, a 550 °C em mufla (P- Selecta, 199@rde 12 h. Retirou-se entdo os
cadinhos para exsicador até que estes arrefecelsgsante cerca de 2 h, e procedeu-se a
respectiva pesagem numa balanca analitica (Mod&0240 Delta Range, Metter
Instruments AG, Switerland de 1985), estimou-salorvde cinzas totais em relagcéo a

100 g de matéria seca de amostra inicial.

%CT = 100x(ij
mRS
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% CT- Percentagem de cinza total (%)

m. - Massa de cinza (g)

ms — Massa de residuo seco (g)

A determinacéo do teor de cinza total foi determinam relacdo a 100 g de amostra

Seca.

2.10-Determinacdo do teor sédio (N3, potassio (K), magnésio (Mg") e
célcio (C&H

O teor dos diferentes minerais foi realizado a ipatas cinzas obtidas para a
determinacdodo valor de cinza total. As cinzas foram adiciorsadoml de &cido
cloridrico (HCI) diluido (1:1). Esta solucédo foi wgida até libertacdo de vapores
correspondentes ao HCI em excesso. ApGs o arredatimma solucdo foi filtrada e
diluida para 50 ml num bal&o volumétrico.

Para a determinacdo de NaK" retirou-se 1 ml da amostra preparada anteriormente
para um baldo de 50 ml, adicionou-se 1 ml de acidddrico (HCI) diluido (1:1) e
perfez-se o volume para 50 ml. Para a determindeddd* e C&" retirou-se 1 ml da
amostra preparada anteriormente para um baldo del,5@dicionou-se 1 ml de &cido
cloridrico (HCI) diluido (1:1) e 5 ml de cloreto dstroncio e perfez-se o volume para
50 ml.

Os teores N K*, Mg®* e C&" foram medidos no espectrofotémetro de absorcédo
atomica (Perking- elmer model 3100, USA, 1991) pado com uma lampada de
catodo oco. As solucdes utilizadas para obtencaoed@ de calibracdo para estes
minerais foram preparadas por diluicdo de uma &olyadrao de 100 ppm. No caso
dos iBes sodio e potassio, para a elaboragdo thadeccalibracdo foram utilizadas as
seguintes concentragfes: 0,25; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0,@ No caso dos iBes magnésio e
calcio, para a elaboracdo da recta de calibracdiamfoutilizadas as seguintes
concentragoes: 0,25; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0.

A determinacdo do teor dos diferentes mineraisos{i&), potassio (K), magnésio

(Mg?") e célcio (C&) foi determinada em relac&do a 100 g de amoste sec
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2.11- Alteracdes fisico-quimicas e microbiolégicakirante a fermentacéo do
fruto de Arbutusunedo L.

2.11.1- Condicdes de fermentacao

Com o objectivo de estudar o processo de fermem@dgdnedronho, adicionou-se agua
aos frutos maduros (1 parte de agua para 10 d® ftabtro de um fermentador de PVC
(Policloreto de vinilo) para alimentos com capadalde 250 Kg (altura 90 cm e largura
30 cm). O fermentador foi fechado e mantido a teatpea ambiente durante 36 dias.
As amostras para analise foram recolhidas de 3 edia8 durante o periodo de
fermentacéo (36 dias). A colheita da amostra nmdatador foi realizada em 4 pontos
diferentes, distantes entre si de 15 cm e a unfarptmlade de 45 cm. Em cada colheita
foram recolhidos aproximadamente 100 g de amosfrajuais foram colocados em
sacos de PVC esterilizados e transportados parabordtério em condi¢cdes de
refrigeracdo. Foram determinados varios paramegudsiicos (pH, °Brix, acucares e

etanol) e microbiologicos (leveduras, bactériaidas e bactérias acéticas).
2.11.2- Determinagdes fisico-quimicas

As determinac¢des dos parametros quimicos foramueaaas de acordo com 0s
métodos descritos anteriormente para as analiaszagas aos frutos. A determinacao
do °Brix foi realizada de acordo com a descricaesgntada no ponto 2.1.. A medigcao
do valor de pH foi realizada de acordo com a de&crapresentada no ponto 2.2.. A
determinacdo do teor de acUcares e etanol foi ftaacordo com a descricao

apresentada no ponto 2.4..



MATERIAIS E METODOS

2.11.3- Parametros microbiol6gicos

Para a determinacdo dos parametros microbiolégicosturou-se 25 g de massa
fermentada de medronho, com cerca de 225 ml de @@ptanada tamponada (0,1 %).
Esta mistura foi homogeneizada num homogeneizatlwgnte 3 minutos e utilizada

para preparar uma série de diluicbes sucessivasagoim peptonada. Posteriormente,

procedeu-se a inoculacdo nos meios de cultura adequ

2.11.4- Contagem de leveduras
Procedeu-se a inoculacao, por espalhamento, dmlOde cada uma das diluicbes na
superficie do meio de cultura “Malt Extract AgaMEA) (pH 3,6) (Anexo I). As placas
foram incubadas a 25 °C durante 5 dias.

2.11.5- Contagem de bactérias lacticas
Procedeu-se a inoculagdo, por incorporagéo, dedernada uma das diluicdes no meio
de cultura Man Rogosa e Sharp Agar (MRS) com 0,a@fe%icloheximida (inibidor de
fungos e leveduras). As placas foram incubadas®& 2iurante 5 dias.

2.11.6- Contagem de bactérias acéticas
Procedeu-se a inoculacao, por espalhamento, dmlOde cada uma das diluicbes na
superficie do meio de cultura para bactérias atjextracto de levedura (10 g),
carbonato de calcio (20 g), etanol (20 ml) e a@ér ) (meio preparado para um
volume final de 1000 ml)]. As placas foram incubmd&5 °C durante 5 dias.

2.11.7- Isolamento de leveduras

Apés contagem das leveduras fizeram-se varias agpins das mesmas, utilizando
MEA (pH 3,6) (Anexo |) até isolar as leveduras doam posteriormente congeladas
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em criotubos com meio de cultura e glicerol, a80As leveduras isoladas serdo para

identificadas posteriormente.
2.12- Procedimento estatistico

A elaboracéo de graficos, de matrizes, tabelagnassmo o processamento estatistico
foi feita com o auxilio do programa informético Ekw 7,0 da Microsoft Corp, em
ambiente Windows XP.

Com o objectivo de se testarem diferencas entréubes (medronho) de dois anos
diferentes e entre dois frutos (amoras silvestresedronho) de locais diferentes, foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA) a todss resultados, utilizando o
programa informatico SPSS 12.0., duas variaveispaddentes (ano de colheita e local
de colheita) e os varios parametros testados (°Pik cor, acucares, antocianinas,
humidade, proteina total, matéria seca, mineraishoc variaveis dependentes. As
associagfes entre os diferentes parametros forardaess por andlise de regressao,
assumindo-se a hipdtese formulada valida quandqQOp<@Para além, deste estudo,
utilizando SPSS, ainda foi feita uma analise dereta¢do bivariada utilizando o
coeficiente de correlagcdo de Pearson para verifsgaros parametros testados se

relacionam entre si.



