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RESUMO

A macad apresenta alta concentracdo de compostos fendlicos, distribuidos em
diferentes classes as quais apresentam capacidade antioxidante. Além disso,
conferem efeito positivo na formacéo do sabor, cor e aroma em bebidas derivadas
da fruta. No entanto, durante o processamento, parte da composicao fendlica fica
retida no bagaco, principal subproduto da agroindustria da magéa. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos
presentes no bagagco da maca utilizando solvente de grau alimenticio, visando sua
aplicacdo em sidras a fim de melhorar as caracteristicas tecnologicas, nutricionais e
sensoriais do produto final. Nos ensaios de extracao foram avaliados os efeitos da
concentracdo de solvente (etanol), temperatura e razdo soélido/liqguido sobre o
rendimento e atividade antioxidante dos extratos, utilizando o método de superficie
de resposta (MSR). Além disso, foi estudada a cinética da extracdo, bem como a
estabilidade do extrato. A andlise de regresséo linear multipla acoplada ao MSR
sugeriu que a extracdo seja efetuada utilizando etanol 60%, a 50 °C, na razédo
sélido/liquido de 1:20 (m/v). Por meio de um modelo cinético de primeira ordem
foram avaliados os efeitos do tempo e da temperatura sobre a concentracdo de
equilibrio da extracdo, a qual foi atingida aproximadamente aos 50 minutos,
independente da temperatura, com teores de 1852,77; 1728,35 e 1265,29 mg
CAT/kg para as temperaturas de 50, 35 e 20 °C, respectivamente. A partir desses
resultados, a energia de ativacdo necessaria para que ocorra a transferéncia do
soluto foi 9,01 kJ/mol. Em geral, os flavonoides apresentaram boa estabilidade
durante periodo de 90 dias, sendo sugerido armazenamento ou aplicacdo sob
temperatura de 10 °C em pH de aproximadamente 3,5. O extrato obtido nas
melhores condi¢gbes foi adicionado ao mosto antes do indculo de levedura e a
fermentacdo foi monitorada por meio do estudo cinético. Os mostos e pontos da
fermentacao (1, 4, 7, 11 e 15 dias) foram avaliados quanto aos fendis individuais,
acucares e etanol em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso, foi
avaliada a composicdo fendlica total, flavonoides totais, flavandis, flavondis e
atividade antioxidante, bem como, o teor de acidez total titulavel, pH e cor. Os
produtos finais foram analisados sensorialmente quanto a intensidade de cor, acidez,
adstringéncia e amargor por meio de uma escala estruturada, e quanto a qualidade
do odor em escala heddnica de aceitagdo. A adicdo do extrato aumentou cerca 40%
a concentracdo de flavonoides totais, apresentando glicosideos de quercetina,
compostos presentes apenas no epicarpo da macgd, os quais foram um dos
compostos relacionados com o aumento da atividade antioxidante na sidra com
adicdo de extrato. A adicdo do extrato também resultou em maior intensidade de cor
e percepgcdo do amargor e adstringéncia. Apesar das alteracfes na composi¢ao
fendlica, a adicdo do extrato ndo prejudicou a qualidade do odor do produto final.
Portanto, o extrato fendlico obtido com etanol em condi¢des otimizadas foi capaz de
reincorporar parte dos compostos bioativos retidos no bagaco, aumentando a
capacidade antioxidante e alterando caracteristicas sensoriais responsaveis pela
aceitabilidade da bebida.

Palavras chave: Método de superficie de resposta (RSM); cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE); atividade antioxidante; analise sensorial; subproduto.



ABSTRACT

Apple has high amounts of phenolic compounds, distributed in different classes
which show antioxidant capacity. In addition, the phenolic compounds contribute to
flavor, color and aroma in apple beverages. However, most of the phenolic
compounds, especially the flavonoids, are retained in the apple pomace, during
processing. In this way, this work aimed to optimize the flavonoids extraction from
apple pomace using food grade solvent, and to apply the extracts in ciders in order to
improve the technological, nutritional and sensorial characteristics of the final product.
In the extraction experiments, the effects of solvent concentration (ethanol),
temperature and solid/liquid ratio on process yield and antioxidant activity of the
extracts were evaluated using response surface methodology (RSM). In addition, the
extraction kinetics as well as the stability of the extract were studied. The multiple
linear regression analysis coupled to RSM suggested that the extraction be
performed using ethanol 60% at 50 °C and with solute-solvent ratio of 1:20 (w/v). The
effects of time and temperature on the equilibrium concentration of the extraction
were evaluated, which was reached at approximately 50 minutes with contents of
1852.77; 1728.35 and 1265.29 mg CAT/kg for the temperatures of 50, 35 and 20 ° C,
respectively. The activation energy required for solute transfer to occur was
determined, 9.01 kJ mol™. In general, the flavonoids showed good stability during the
period of 90 days, being suggested its storage or application under a temperature of
10 °C and pH about 3.5. The extract obtained under the best conditions was added
to the must prior to addition of the yeast inoculum and the fermentation was
monitored by kinetic study. The musts and ciders (1, 4, 7, 11 and 15 days) were
evaluated as to the individual phenols and sugar and ethanol contents were
quantified in high performance liquid chromatography (HPLC). In addition, the total
phenolic composition, total flavonoids, flavanols, flavonols and antioxidant activity, as
well as total titratable acidity, pH and color were evaluated. The final products were
sensorially analyzed for color intensity, acidity, astringency and bitterness by means
of a structured scale. The odor quality was evaluated in a hedonic scale of
acceptance. The addition of the extract increased about 40% in the total flavonoid
content. Quercetin glycosides, compounds present only in the apple epicarp, were
found, being one of the compounds associated for the increase in antioxidant activity.
The cider with the extract addition showed higher intensity of color and perception of
the bitterness and astringency. Despite the changes in phenolic composition, the
addition of the extract did not affect the odor quality of the final product. Therefore,
the phenolic extract obtained with ethanol under optimized conditions was able to
reincorporate bioactive compounds retained in the pomace, increasing the
antioxidant capacity and changing sensorial characteristics responsible for the
acceptability of the beverage.

Keywords: Response surface method (RSM); high performance liquid
chromatography (HPLC); antioxidant activity; sensory analysis; by-product.
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INTRODUCAO

Macéas e seus produtos podem ser considerados boas fontes de antioxidante
devido a concentracdo e composicdo de compostos fendlicos. Esses compostos
apresentam capacidade de atuar contra o efeito oxidativo o que esta relacionado ao
envelhecimento precoce e certas doencas, tais como cardiacas, coronarias,
neurodegenerativas, diabetes e céancer. Além disso, estdo implicados na
adstringéncia, amargor, cor e formacgéo de aromas, critérios sensoriais envolvidos na
definicdo dos padrdes de qualidade de sucos e sidras.

Durante o processamento, a concentracdo fendlica diminui, principalmente,
devido as reacbes de oxidacdo enzimética e retencdo no bagacgo, principal
subproduto obtido apds a etapa de prensagem para obtencdo do suco ou mosto, o
qual representa mais de 25% do total de maca processada e pode conter cerca de
50% do conteudo fendlico da fruta intacta. Dessa forma, esses compostos podem
ser recuperados do bagaco, por meio de ensaios de extragdo. Para que o extrato
possa ser utilizado em produtos alimenticios, durante a escolha do solvente deve-se
levar em conta que seja permitida a sua adicdo em alimentos, uma vez que a etapa
de evaporacdo ndo elimina totalmente o solvente. Além disso, a otimizacdo das
condicBes do processo se faz necesséaria a fim de obter o melhor rendimento
possivel.

No Brasil, a producdo de maca esta voltada ao consumo in natura. Os frutos
gue apresentam caracteristicas fora dos padrdes destinam-se ao processamento.
Dessa forma, as sidras, um dos principais produtos derivados dessa fruta, séo
elaboradas com macas de mesa, resultando em caracteristicas diferentes das sidras
provenientes de macas industriais especificas, as quais apresentam, entre outros
aspectos, alta concentracdo de compostos fendlicos. Dessa forma, os flavonoides
recuperados podem ser reincorporados ao mosto a fim de aumentar a capacidade
antioxidante da bebida e alterar caracteristicas sensoriais.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo otimizar e estudar a cinética
de extracdo de compostos fendlicos do bagaco da macd, utilizando solventes de
grau alimenticio, a fim de aplicar no mosto e avaliar seus efeitos durante o processo

fermentativo para a producao de sidra.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Otimizar a extracdo dos compostos fendlicos do bagaco da maca e avaliar o efeito

da sua adicdo na fermentacéo alcoolica e nos aspectos sensoriais da sidra.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a concentracdo de solvente, temperatura e razdo solido-liquido no
processo de extracdo de compostos fendlicos do bagaco da maca utilizando
etanol como solvente;

e Estudar a cinética de extracdo dos compostos fenélicos do bagaco de macé;

e Verificar a estabilidade do extrato fendlico durante o0 armazenamento;

e Avaliar o efeito da adicdo de extrato fendlico do bagaco na cinética de
fermentacao alcoodlica do mosto de magé;

e Monitorar a capacidade antioxidante bem como o perfil fendlico durante a
fermentacao alcodlica;

e Avaliar o efeito da adicdo do extrato na qualidade sensorial da sidra.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

12
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1.1 MACA

A maca (Malus domestica Borkh), pertencente a familia Rosaceae, atingiu
produgdo mundial de 89,3 milhdes de toneladas no ano de 2016, sendo cultivada
principalmente na China, a qual abrange cerca de 49% da producdo (FAOSTAT,
2017). No Brasil, o primeiro cultivo comercial foi registrado em 1969, em Fraiburgo-
SC, com mudas vindas da Franca (ABPM, 2016). A producéao brasileira, concentrada
na regido sul do pais (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), atinge cerca de
1,2 milhdes de toneladas, o que coloca o Brasil como terceiro maior produtor da
Ameérica do Sul, atrds apenas do Chile e da Argentina (FAOSTAT, 2017). O estado
de Santa Catarina produziu 611,78 mil toneladas na safra de 2014/15 (ABPM, 2016),
correspondendo a 51% da producao brasileira. Segundo a Associagao Brasileira de
Produtores da Macad (ABPM, 2016), a maior parte da producdo brasileira esta
voltada para as cultivares Gala e Fuji, as quais, juntas, compreendem mais de 90%
da producéo total de maca. No entanto, variedades com menor exigéncia ao frio vém
sendo produzidas por meio de novas tecnologias de irrigacdo e manejo no nordeste
brasileiro (EMBRAPA, 2014).

O consumo de maca vem aumentando a nivel mundial (BRASIL, 2013),
provavelmente devido ao aumento populacional associado aos habitos mais
saudaveis dos consumidores em geral, as caracteristicas sensoriais e nutricionais
dessa fruta e as novas tecnologias para sua conservacdo (BRAGA et al., 2013;
ALBERTI et al., 2014b). Na safra 2012/13, o consumo mundial in natura foi de 55,15
mil toneladas (BRASIL, 2013). Em 2014, o consumo brasileiro foi de 6,10
kg/habitante, no entanto, considera-se esse indice como baixo uma vez que o
consumo europeu esta entre 15 a 60 kg/habitante/ano (ABPM, 2016).

No Brasil, a maior parte da producgéo, cerca de 70%, esta voltada para o
consumo domeéstico, na forma in natura (ABPM, 2016). O restante destina-se ao
processamento, principalmente, de suco e sidra, 0s quais geram o bagaco de maca,
principal subproduto (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).
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1.2 AGROINDUSTRIA DA MACA

O primeiro passo para o beneficiamento das frutas, a colheita, ocorre
quando a fruta pode ser desprendida da arvore com facilidade e apresenta
pigmentos coloridos caracteristicos. No Brasil, esse periodo pode variar de
novembro a maio. A colheita manual garante uma boa qualidade das frutas in natura,
porém, pomares industriais, geralmente, realizam colheita mecanizada em duas
etapas. A primeira consiste em balanco da &arvore com objetivo de derrubar as
macas maduras e a segunda, de colhimento das frutas do solo. O contato com o
solo pode aumentar a carga microbiana da maca, por esse motivo, existem
maquinas que realizam as duas etapas sem que o fruto atinja o solo. As macas sao
armazenadas cuidadosamente em bins, caixas de madeiras apropriadas, onde serdo
transportadas as unidades de processamento. Efetua-se o carregamento de maca a
granel apenas para as macas industriais (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).

Segundo a ABPM (2016), tecnologias em nivel de campo, beneficiamento e
armazenamento tém sido utilizadas na producédo brasileira visando a obtencao de
macas com alta qualidade, quantidade e regularidade. Em particular, tecnologias
avancadas para a conservacao dessa fruta como o uso de atmosfera controlada
com sistema de refrigeracdo com etileno glicol, o qual ndo agride o meio ambiente,
objetivam oferta-la com qualidade em qualquer época do ano.

As frutas destinadas ao processamento apresentam caracteristicas fora do
padrdo para o consumo in natura tais como defeitos fisioldégicos (escaldadura
superficial, senescéncia, danos por deficiéncias minerais), morfolégicos (tamanho
pequeno, ma distribuicdo de cor, formas inadequadas, marcas de cicatrizes, injurias
mecanicas) e fitossanitarios (podriddes, doencas pré-colheita) (NOGUEIRA;
WOSIACKI, 2012).

1.2.1Suco

Para a obtencdo do suco, a maca recepcionada na indastria pode passar
pelas etapas de selecdo, lavagem, sanitizacdo, trituracdo, prensagem ou
centrifugacéo, despectinizacao, filtracdo, concentracéo e pasteurizacdo (NOGUEIRA;
WOSIACKI, 2012). Além disso, segundo a legislacéo brasileira, pode haver a adicéo

de aclcares (maximo de dez por cento em peso) e didxido de carbono, sendo
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proibida a adicdo de aromas e corantes artificiais. Outra etapa aceita pela legislacao
€ a desidratacdo parcial ou concentracdo (BRASIL, 2009).
De acordo com o decreto n°® 6.871, de 4 de junho de 2009, suco é definido

como.

“Bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida, destinada ao
consumo, obtida da fruta madura e s&, ou parte do vegetal de origem, por
processamento tecnolégico adequado, submetida a tratamento que
assegure a sua apresentacao e conservagdo até o momento do consumo
(Brasil, 2009)".

O suco nao deve ser confundido com néctar ou refresco. O néctar pode ser
obtido pela diluicdo da parte comestivel do fruto ou seu extrato, adicionado de
acucares, enquanto que o refresco pode ser definido como bebida ndo fermentada
obtida pela diluicdo do suco de fruta, polpa ou extrato vegetal da sua origem com ou
sem adicdo de acucar (BRASIL, 2009). O suco destinado a fermentacdo passa a ser

denominado mosto.

1.2.2 Sidra

A legislacéo brasileira define sidra como:

“Bebida com graduacéo alcodlica de quatro a oito por cento em volume, a
vinte graus Celsius, obtida pela fermentacé@o alcodlica do mosto de maca
fresca, s e madura, do suco concentrado de mag¢a ou ambos, com ou sem
a adicdo de agua podendo ser gaseificada, desalcoolizada, adicionada de
aclcares (em quantidade ndo superior aos acUcares da fruta), agua
(condicionada, exclusivamente, a padronizacdo da graduagédo alcodlica do
produto final) e outros aditivos (BRASIL, 2008; BRASIL, 2009)".

O processamento da sidra e/ou fermentado, basicamente, consiste na
despectinizacdo do mosto com adicdo de enzimas pectinoliticas, seguido de
precipitacdo e trasfega. Na sequéncia, inicia-se a fermentacdo do mosto de forma
natural, com as leveduras naturalmente presentes na macé, ou por meio da adi¢ao
de inoculo de levedura (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

Apos o periodo de fermentagéo, a sidra bruta obtida é filtrada e pode, ou néo,
ser transferida a tanques para o periodo de maturacdo para que ocorram as
fermentacdes secundarias. A proxima etapa consiste em adicdo de sacarose (75-
100g/L), &cido latico para correcdo de acidez, se necessario, e demais aditivos

permitidos (NOGUEIRA et al., 2003a), tais como ativadores de fermentagcdo como
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sais de amonio, vitaminas, ergosterol, acidos graxos insaturados, conservantes
como &cido sorbico e didxido de enxofre e os acidulantes, &cido citrico e acido latico
(BRASIL 1988; BRASIL, 1994; BRASIL, 2009). Em seguida, pode-se realizar o
processo de clarificacdo por meio da utilizacdo de gelatina e/ou bentonite e as
Ultimas etapas consistem na adicdo de CO, e pasteurizacdo (NOGUEIRA et al.,
2003a).

1.2.2.1 O processo fermentativo

A fermentacdo para obtencdo da sidra pode ocorrer em duas etapas,
fermentacdo principal e fermentacdo secundaria ou malolatica. A fermentacéo
principal pode ser subdividida em oxidativa, responsével pela formacdo dos aromas
e fermentativa, transformacao dos agucares em etanol (NOGUEIRA, 2003).

A fermentacéo oxidativa, ocorre apenas quando ha a presenca de leveduras
de baixa acdo fermentativa, especialmente Metschnikowia pulcherrima e
Hanseniaspora valbyensis, antes do in6culo da levedura comercial. Nessa
fermentacdo ocorre o aparecimento de aroma frutado representado pelos ésteres,
como acetato de etila e fenil-etila (NOGUEIRA, 2003).

A fermentacdo alcodlica, realizada predominantemente por leveduras do
género Saccharomyces, basicamente consiste na transformacdo de acUcares
fermentesciveis em CO, e etanol. Essa transformacéo ocorre por meio de reacdes
oxidativas anaerobicas, nas quais os acgucares fornecem energia (ATP, adenosina
trifosfato) a levedura para que esta possa realizar as reacdes metabdlicas
necessarias para sua sobrevivéncia, crescimento e multiplicacdo. Os principais
subprodutos desta fermentacado, etanol e gas carbbnico, sdo formados durante a
sequéncia de reacdes oxidativas (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Além das fontes de carbono, representadas principalmente pelos acucares
soltveis (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010), a atividade da levedura esta associada a
outros nutrientes, tais como nitrogénio disponivel e oxigénio dissolvido (DRILLEAU,
1990; NOGUEIRA, 2003; ALBERTI et al.,, 2011). A quantidade de nitrogénio
presente influencia o crescimento da levedura, alterando a taxa de fermentacéo e
formacdo de aroma (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010). Ao passo que 0 Oxigénio,

utilizado na respiracao celular, biossintese de esterdis e outras oxidases, influencia a
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viabilidade e vitalidade das leveduras além de afetar a producdo de aromas
(SALMON; FONAIRON; BARRE, 1998; ALBERTI et al., 2014a).

A fermentacdo secundaria ou malolatica ocorre no periodo de maturacéo,
tendo como objetivo a melhoria do sabor da sidra, por meio da diminuicdo da acidez,
convertendo o acido malico em latico por meio de bactérias acido laticas (RUIZ-
BABA et al., 1994; DRILLEAU, 1995, NOGUEIRA, 2003).

1.2.2.2 Metabolismo fermentativo da levedura Saccharomyces

Os acucares simples (frutose e glucose) sdo metabolizados no interior do
citoplasma, penetrando por meio de difusdo facilitada, a qual pode realizar o
transporte de substancias para o interior das células através da membrana com
auxilio de um transportador acelerado de natureza proteica. A sacarose, no entanto,
pode ser hidrolisada pela invertase no exterior da levedura. A agua, dioxido de
carbono e oxigénio sdo absorvidos e secretados por simples difusdo (NOGUEIRA,;
WOSIACKI, 2012).

O metabolismo da glucose inicia na respiracdo da levedura, na qual os
substratos de carbono passam pelas etapas de glicolise, ciclo de Krebs e
fosforilacdo oxidativa, formando gliceraldeido-3-fosfato o qual € convertido em
piruvato. Na proxima etapa, em anaerobiose, o piruvato € descarboxilado em aldeido
pela enzima piruvato descarboxilase e, em seguida, reduzido a etanol pela enzima
alcool desidrogenase, formando NAD". No final desse processo sdo formadas duas
moléculas de ATP, duas de etanol e duas de gas carbdnico por molécula de glucose
(WALKER, 1998).

As leveduras também utilizam o ciclo de Krebs para sintetizar os
aminoacidos e lipideos necessarios ao crescimento. A S. cerevisiae obtém
aminoacidos por meio da incorporacdo de compostos nitrogenados presentes no
meio e realiza a transaminagéo entre aminoacidos a acidos a-cetdnicos (NOGUEIRA;
WOSIACKI, 2012).

1.2.3 Bagacgo

O bagaco de macéa, primariamente tratado como residuo agroindustrial,

obtido apés a etapa de prensagem para a obtencdo do suco (NOGUEIRA;
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WOSIACKI, 2012), consiste no epicarpo e parte do mesocarpo (94,5%), sementes
(4,4%) e endocarpo (1,1%) (KENEDY et al., 1999) apresentando 78-87% de agua
em sua composicao e 13-22% de matéria seca a qual compreende, principalmente,
acidos carboxilicos, agucares, fibras e compostos fenélicos (NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012).

Segundo Sato et al. (2010), a estabilizacdo do bagaco, pode ser realizada
por meio da secagem a 60 °C, sendo esse, provavelmente, o método mais viavel
economicamente. A secagem (60 °C, por 10 horas) resulta em rendimento de
aproximadamente 50,0 g/kg, ou seja, 5%. Dessa forma, além do bagaco tornar-se
biologicamente estével, facilita o transporte.

Por ter amplo potencial de aplicacdo, o bagaco passou a ser visto como um
subproduto industrial. No Brasil, esse subproduto pode ser utilizado como adubo
organico ou como ragcdo animal, no entanto, os acglcares fermentesciveis podem
prejudicar a saude dos ruminantes (KENNEDY et al., 1999). O bagaco € uma boa
fonte para producdo de etanol e acido acético (PAGANINI et al., 2005; PARMAR,;
RUPASINGHE, 2013), obtencdo de fibras alimentares (PAGANINI et al., 2005) e
compostos fendlicos (WIINGAARD; BRUNTON, 2009; CARRANZA et al., 2016;
LOHANI; MUTHUKUMARAPPAN, 2016). Além disso, esse subproduto ja foi aplicado
em produtos panificados (COELHO; WOSIACKI, 2010), biscoitos (PROTZEK;
FREITAS; WASCZYNSKJ, 1998) e cereal extrusado (CORRAL et al., 2016).

1.3 COMPOSTOS FENOLICOS

As plantas, de uma maneira geral, apresentam a capacidade de metabolizar
compostos de baixo peso molecular, os quais sdo denominados metabdlitos
secundéarios e ndo fazem parte das reacdes de sintese principais (DE LUCA e
PIERRE, 2000). Por algum tempo acreditou-se que esses metabdlitos fossem os
produtos finais das reacdes e/ou erros do metabolismo e, dessa forma, ndo teriam
funcéo especifica. No entanto, esses compostos contribuem com as caracteristicas
morfoldgicas, principalmente a pigmentacdo, e fisioldgicas como crescimento e
reproducdo dos vegetais além de fornecerem resisténcia a patdogenos e predadores
(BRAVO, 1998).
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Um exemplo de compostos formados por meio das reagbes metabolicas
secundéarias dos vegetais sdo os compostos fendlicos (SPANOS; WROTSTAD,
1992), derivados da fenilalanina e tirosina (SHAHIDI; NACZK, 2004) e obtidos,
principalmente, pelas vias do chiquimato e do acetato (BRAVO, 1998). De forma
simplificada, esses compostos podem ser definidos, quimicamente, como
substancias que apresentam anel aromatico com, pelo menos, um substituinte
hidroxilico além de seus grupos funcionais, Figura 1.1 (ANGEL; GONZALEZ, 1999;
ANGELO; JORGE, 2006).

0
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Figura 1.1 - Estrutura do Acido clorogénico, principal composto fenélico presente em magcas.

Macds e seus produtos contém um alto teor de compostos fendlicos
divididos em diferentes classes (KHANIZADEH et al., 2008; XU et al., 2016). O
aumento do interesse pelo estudo desses compostos se deve a capacidade de atuar
contra o efeito oxidativo o qual estad relacionado ao envelhecimento precoce e
algumas doencas cardiacas, hepaticas, neurodegenerativas, diabetes e cancer
(BRAVO, 1998; BEHELIN et al., 2004; ARON; KENNEDY, 2008; SHAHIDI, 2012 e
FERRETTI; TURCO; BACCHETTI, 2014, YASSIN et al., 2017).

Além de apresentar beneficios a salde do consumidor, os fendis
desempenham consideravel influéncia nas caracteristicas sensoriais de bebidas
derivadas de macéa, alterando aspectos como cor, sabores amargos e adstringentes
e formacdo de determinados aromas (ZARDO et al., 2008). No entanto, boa parte
desses compostos pode ser perdida durante o processo tecnoldgico (GUYOT et al.,
2003; DEVIC et al., 2010). Dessa forma, a manutencdo desses compostos e/ou a

sua reincorporacao pode trazer beneficios a esse setor produtivo.
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1.3.1 Composicao fendlica da maca

Os compostos fendlicos foram classificados de acordo com o numero de
anéis fendlicos e a estrutura dos demais elementos que fazem a ligacdo entre eles
(IGNAT; VOLF; POPA, 2011). A maior parte dos compostos fendlicos da maca,
cerca de 70%, encontra-se nos vacuolos celulares (NICOLAS et al., 1994), os quais
pertencem a duas classes principais, acidos fendlicos e flavonoides, demonstrados
na Figura 1.2. Os &cidos hidroxicindmicos representam a principal subclasse dos
acidos fendlicos e, entre os flavondides, as principais subclasses podem ser
representadas pelos flavonadis (glicosideos de quercetina), flavan-3-0is (epicatequina,
catequina e procianidinas), antocianinas e dihidrochalconas (floretina e floridzina)
(TSAO et al., 2005; KHANIZADEH et al., 2008, ALBERTI et al., 2014b). O teor e a
composicado dos compostos presentes podem variar, principalmente, de acordo com
a cultivar, estadio de maturacéo e disponibilidade de nutrientes (BOYER; LIU, 2004,
ALBERTI et al., 2017).

Os compostos fendlicos estdo distribuidos de forma diferente na casca e
polpa da macga. No epicarpo (casca), o teor desses compostos pode ser 3 a 10
vezes maior que o encontrado no mesocarpo (polpa) (CARBONE et al., 2011). De
acordo com Alberti et al. (2017), o epicarpo (casca) de macads maduras da cultivar
Gala, por exemplo, contém epicatequina (268,6 mg/kg), procianidina B2 (222,4
mg/kg), acido clorogénico (78,6 mg/kg), floridzina (57,3 mg/kg), catequina (29,7
mg/kg) e, em maior quantidade, glicosideos de quercetina (341,8 mg/kg), 0os quais
sdo encontrados apenas no epicarpo. No mesocarpo (polpa), em maior quantidade,
encontra-se o0 acido clorogénico (34,6 mg/kg) além de catequina (10,6 mg/kg) e
floridzina (5,3 mg/kg). O endocarpo (centro) apresenta floridzina (98,9 mg/kg) e
acido clorogénico (78,6 mg/kg).
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I — Acido Clorogénico Il — Acido Cumarico

VI — Procianidina B2

VIl — Floridzina

IX — Floretina X — Cianidina 3-galactosideo

Figura 1.2 - Estrutura dos principais compostos fenolicos presentes em magcéas. Nota: acidos fendlicos
(I e ) e flavonoides — flavan-3-6is (lll, IV, V, VI), flavonéis (VIII), dihidrochalconas (VIIl e X) e
antocianina (X). Fonte: Pubchem (2016).
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1.3.2 Efeito do processamento na composicéao fendlica

Durante o processamento de suco e mosto pelo método de prensagem, os
compostos fendlicos sdo transferidos dos vacuolos para o0 suco, no entanto, muitos
ficam retidos nas paredes celulares. Dessa forma, principalmente, os fendis
presentes no epicarpo da macd permanecem no bagago uma vez que esses
interagem com as paredes celulares por meio de pontes de hidrogénio e interacbes
hidrofébicas (GUYOT et al., 2003).

Entre os compostos fendlicos presentes no bagaco de maca, destacam-se
0s pertencentes as classes de flavonoides, especialmente os glicosideos de
qguercetina, 0s quais representam a subclasse dos flavonois, seguidos dos
compostos pertencentes as subclasses dos flavandis (procianidina e epicatequina),
dihidrochalconas (floridzina) e antocianinas. Além dos flavonoides, o bagaco
também apresenta o0s acidos fendlicos, tendo os derivados de acidos
hidroxicindmicos em maiores concentracbes que os de hidroxibenzdicos (CAM,
AABY, 2010; LU; FOO, 1997; REIS; RAI; ABU-GRANNAM, 2012). Sendo assim, 0s
acidos fendlicos e epicatequinas sdo o0s principais compostos transferidos para o
suco (LE BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2004; VAN DER SUITS et al., 2001).
No entanto, a composi¢cado do bagaco pode variar de acordo com a cultivar, grau de
maturacdo das macas (ALBERTI et al., 2016) e tipo de processamento realizado
(ZARDO et al., 2008).

Parte dos compostos que sdo extraidos no suco, em presenca de oxigénio
molecular, oxida por meio de reacles catalisadas pela enzima polifenoloxidase
(PPO). Resumidamente, ocorre a hidroxilacdo de monofendis para o-difendis,
seguido de oxidacdo destes em o-quinonas. As 0-quinonas condensam, dando
origem a pigmentos escuros insoluveis, comumente conhecidos como melanoidinas
(SOLOMON; SUNDARAM; MACHONKI, 1996; TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).
Dessa forma, o processamento de macgas resulta em um suco/mosto com menor
concentracdo fendlica e atividade antioxidante que o fruto intacto (DEVIC et al.,
2010).

No entanto, a utilizacdo de aditivos antioxidantes tais como dioxido de
enxofre e acido ascoérbico pode diminuir as perdas de compostos fendlicos no
produto final uma vez que estes podem bloquear a oxidagéo enzimatica por meio da

inibicdo da enzima ou interacdo com 0s compostos intermediarios e/ou agentes
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redutores, reconvertendo as quinonas aos compostos fenodlicos originais
(NOGUEIRA et al., 2003b; BILLAUD et al., 2004).

A utilizacdo de enzimas de liguefacdo, além de aumentar o rendimento
durante o processamento do suco ou mosto, pode proporcionar aumento na
concentracdo de compostos fendlicos devido a incorporagdo, principalmente, de
guercetinas e dihidrochalconas presentes na casca (WILL; BAUCKHAGE; DIETRICH,
2000; ZIELINSKI et al., 2014). Nogueira et al. (2003b) relataram que 0S processos
de despectinizacao, clarificacao e filtracdo do suco também estéo relacionados com
a diminuicdo dos teores de compostos fendlicos, eliminando cerca de 47%, 60% e
2%, respectivamente.

Segundo um estudo realizado por Nogueira et al. (2008), a composi¢ao das
principais classes fendlicas do mosto apos a fermentacdo, apresentou diminui¢ao
apenas para flavan-3-0is, provavelmente, devido a interacdes com as leveduras. No
entanto, Zardo et al. (2008) ndo observaram perda de compostos fendlicos e
atividade antioxidante durante a fermentacdo. A diminuicdo desses compostos foi
atribuida, principalmente, as reacfes de escurecimento enzimatico e operacao de

despectinizagao.

1.3.3Influéncia dos compostos fendlicos na qualidade dos produtos

A cor, utilizada como parametro de qualidade de bebidas derivadas de fruta,
pode ser alterada por meio de reacbes oxidativas dos compostos fendlicos
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). A fim de obter uma bebida mais clara, semelhante
a champanha, a formacdo de cor pela reacdo de escurecimento enzimatico foi
eliminada durante o processamento da sidra por meio de adi¢bes de sulfito na etapa
de trituracdo, o que preserva a quantidade de compostos fendlicos no produto e
afeta diretamente a formacdo de aromas durante a fermentagcdo oxidativa
(CARVALHO et al., 2010).

Alguns compostos fendlicos, como os acidos hidroxicinamicos, podem ser
precursores de compostos volateis, contribuindo para a formacdo do aroma das
sidras (SIMOES, WASZCZYNSKYJ; WOSIACKI, 2009; NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012). Os compostos fendlicos volateis geralmente sdo produzidos por
microrganismos presentes no produto (RODRIGUEZ et al. 2009). Em sidra, as

bactérias &cido laticas, Lactobacillus collinoides e Lactobacillus mali, sdo as
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principais responsaveis pela conversédo de &cidos fendlicos em compostos volateis,
principalmente, etilfendis (4-etilfenol, 4-atilcatecol e 4-etilguaiacol). A reacdo pode
ocorrer por meio de duas vias distintas. Na primeira, o acido fendlico é
descarboxilado por acdo da enzima acido fendlico descarboxilase (RAD) e reduzido
a etilfenol pela vinilfenol redutase (VPR). A outra via de conversédo consiste na
reducdo do &cido fendlico em reacao catabolizada pela acido fendlico redutase (PAR)
seguida de descarboxilacdo por acdo da hidroxifenilpropiénica descaboxilase (HPR)
(BURON et al., 2011; SILVA et al., 2011).

Entretanto, alguns fendis volateis estdo relacionados com perda de notas
aromaticas frutadas, prejudicando a qualidade de bebidas fermentadas de frutas
(BURON et al., 2011). Além disso, altas concentracbes de compostos fendlicos
podem gerar efeitos tecnoldgicos negativos relacionados a estabilidade coloidal de
bebidas derivadas de frutas por serem capazes de interagir com proteinas. Em
macds, compostos fendlicos como taninos e antocianinas realizam ligacdes de
hidrogénio com proteinas, formando complexos insolluveis, denominados haze que
podem ser retirados por filtracdo (SIEBERT; CARRASCO; LYNN, 1996;
KAWAMOTO; NAKATSUBO, 1997; CARVALHO et al., 2011).

Considerando os efeitos dos polifendis em bebidas derivadas de macés, a
alteracdo do processo visando a manutencao destes poderia melhorar a qualidade
do produto final. Dessa forma, a extracéo e reincorporacdo dos compostos fendlicos
do bagaco pode se tornar uma alternativa de melhoria. Entretanto, a quantidade de
polifendis adicionada deve ser avaliada devido aos efeitos tecnolégicos negativos
gue a alta concentracdo desses compostos pode gerar no produto final.

1.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

As reacbes do metabolismo celular aerébico formam substancias pro-
oxidantes, as quais podem induzir danos oxidativos em varios alvos bioldgicos. Os
principais compostos pro-oxidantes formados, os radicais livres, definidos como
atomos ou moléculas altamente reativos por apresentarem numero impar de
elétrons em sua Ultima camada eletrbnica, em sua maioria se apresentam como
especies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; MAGALHAES et al., 2008). Em condi¢fes normais, o estresse
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oxidativo causa minimos efeitos uma vez que os radicais livres podem ser
eliminados ou inativados pelo sistema de defesa enddgeno constituido
principalmente por glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSH-Rd), vitamina E e acido
ascorbico (BENZIE; STRAIN, 1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

No entanto, quando as ERO’s e ERN’s s&o produzidas em excesso,
principalmente devido a fatores externos, tais como exposi¢cdo a poluicdo do ar,
tabaco, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacbes, o sistema de
defesa enddgeno nao € suficiente para impedir os efeitos oxidativos (ARON;
KENNEDY, 2008). Assim sendo, essas espécies causam modificacbes em
biomoléculas, principalmente lipideos e proteinas do DNA, desencadeando reacdes
gue supostamente desenvolvem o envelhecimento, doencas coronarias e cancer
(ARON; KENNEDY, 2008; BENZIE; STRAIN, 1996).

Os antioxidantes, compostos naturais ou sintéticos capazes de sequestrar
ou impedir a formacédo das ERO’s e ERN’s (MAGALHAES et al., 2008), podem ser
obtidos por meio da dieta a fim de diminuir o estresse oxidativo (BRAVO, 1998).
Estes podem ser classificados de acordo com o modo de atuacdo, em primarios e
secundarios. Os primarios interrompem a cadeia de oxidacdo doando elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres tornando-os estaveis ou formando um complexo
lipideo-antioxidante, o qual pode reagir com outro radical livre. Ao passo que 0s
secundarios retardam a iniciacdo da autoxidacdo por meio de diferentes
mecanismos tais como complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperoxidos formando espécie ndo radical, absorcdo da
radiacdo ultravioleta ou desativacdo do oxigénio singlete (ANGELO; JORGE, 2006).

Os compostos fendlicos, principais antioxidantes presentes na maca, atuam
de maneiras diferenciadas, de acordo com sua estrutura quimica. Dessa forma,
podem interromper a cadeia de oxidacdo agindo como aceptores de radicais livres
por meio da transferéncia de atomos de hidrogénio e/ou elétrons ou podem retardar
a iniciacdo das reacfes, atuando como quelantes de ions metalicos, por meio
transferéncia de elétrons (SHAHIDI; NACZK, 2004; APAK et al., 2016a).

A atividade antioxidante dos diferentes compostos fenodlicos se deve ao alto
potencial redox que estes apresentam além da sua estrutura molecular,
principalmente, devido a posi¢cdo de substituicdo e numero de grupos hidroxilicos,

pelas propriedades de outros grupos que compde o composto e pela possibilidade
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de formacéo de ligagdes de hidrogénio. Em anéis que apresentam heteroatomos de
nitrogénio ou oxigénio além do grupo hidroxila substituido nas posi¢cdes para e/ou
orto, a atividade antioxidante aumenta devido ao efeito de ressonancia entre o par
de elétrons do heteroatomo e do radical fenoxil formado. Além disso, fendis com
duas ou trés substituicbes hidroxilicas apresentam maior acado antioxidante que os
compostos monohidroxilados (PANNALA et al., 2001, CHENG et al., 2002).

A efetividade da atividade antioxidante por meio da captura de radicais esta
relacionada, principalmente, com a presenga da estrutura o-dihidroxi (catecol) no
anel B. Além disso, ligacdes nos carbonos 2 e 3, principalmente a presenca do
grupo 3-hidroxil, conjugadas a funcdo 4-oxo no anel heterociclico C aumentam a
efetividade do composto. A presenca de grupos hidroxil ou metoxil nas posices 5 e
7, em menor grau, também podem aumentar a atividade antioxidante (PANNALA et
al., 2001; PIETTA, 1999). O grupo catecol ainda esté relacionado com a atuacao dos
compostos como quelantes metélicos, sendo o principal local onde esta reacéo
ocorre. Os locais entre o grupo 4-oxo e 3-hidroxil no anel heterociclico (anel C) e
grupo 5-hidroxil e 4-oxo entre o anel C e A também estdo relacionados com essa
forma de atividade (VAN ACKER et al., 1996; PIETTA, 1999, FIRUZ| et al., 2005).
Contudo, o grupo dos flavonoides apresenta alta capacidade antioxidante com base
em seus substituintes hidroxilicos nos anéis benzénicos. A Figura 1.3 representa a
estrutura de um flavonoide, com numeracdo dos carbonos de acordo com a sua

posicdo além da nomenclatura dos anéis.

Figura 1.3 - Estrutura béasica de um flavonoide. Fonte: Cook e Samman (1996).

Tsao et al. (2005) classificou a atividade antioxidante média de cinco grupos
fendlicos da macd em ordem decrescente: cianidina-3-galactosideo > procianidinas
(B1, B2) > glicosideos de quercetina (quercetina-3-galactosideo, quercetina-3-
rhamnosideo, quercetina-3-glucosideo, , quercetina-3-xilosideo) > acido clorogénico

> floridzina, pelo método de FRAP (poder de reducédo do ferro). Lobo et al. (2009),
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por semelhante modo, ordenaram o poder antioxidante de compostos fendlicos da
sidra por meio do método de poder de reducdo do radical DPPH: procianidina B2 >
epicatequina > catequina > quercetina (quercitrina) > &acido cafeico / &acido
clorogénico. Entretanto, a ordem apresentou algumas modificagcbes quando os
compostos foram classificados de acordo com o método de FRAP: procianidina B2 >
> 4cido cafeico / acido clorogénico > quercetina (quercitrina) > epicatequina /

catequina.

1.4.1 Determinacédo da capacidade antioxidante total

Segundo Apak et al. (2016a), a ‘atividade antioxidante’ esta relacionada com
a eliminacdo de espécies reativas, podendo ser expressa em taxas de reacdo ou
porcentagens eliminadas por unidade de tempo, enquanto que ‘capacidade
antioxidante’ pode ser definida como a eficiéncia da conversdo de espécies reativas
em estaveis pelos antioxidantes, geralmente, expressa em numero de mols de
espécies convertidas por 1mol de antioxidante durante um periodo de tempo fixo. No
entanto, a maioria dos métodos ndo faz distincdo entre ‘atividade antioxidante’ e
‘capacidade antioxidante’, portanto o termo ‘capacidade antioxidante total’ (TAC)
vem sendo utilizado pela maioria dos pesquisadores como parametro para analisar
amostras complexas, como alimentos e plasma sanguineo, uma vez que indica a
acdo sinérgica de todos os antioxidantes presentes.

A determinacdo da atividade antioxidante em uma amostra estd baseada
reacao de oxi-reducdo entre o oxidante e as espécies alvos (antioxidantes presentes
na amostra), denominadas sondas, levando a alteracdo nas propriedades
espectroscopicas do oxidante tais como absorbancia, fluorescéncia e luminescéncia
(APAK et al., 2016b). Os métodos para esta determinagdo podem ser classificados
de acordo com a forma de atuacao do antioxidante (Figura 1.4) podendo ser pela
transferéncia do atomo de hidrogénio (TAH), como, por exemplo, os métodos de
captura de radicais livres, ORAC e TRAP, ou pela transferéncia de elétrons nao
competitivos (TE), representados, principalmente, pelos métodos de CUPRAC e
FRAP (reducdo dos ions de cobre e ferro, respectivamente). Em alguns métodos,
como o de captura do radical DPPH e descoloracéo do radical ABTS, podem ocorrer
as duas formas de atuacédo (TAH/TE) (BARTOSZ, 2010; APAK et al., 2016a e b).
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Reacgbes TAH
X®+ AH? - XH + AH®

Reacgbes ET
X*+ AH > X~ + AH**
AH** + H,0 - A® + H;0*
X~ + H;0% & XH + H,0
M™ + AH > MO+ + AH*

Figura 1.4 - Esquema das reacdes ocorridas pelas diferentes formas de atuacéo de antioxidantes.
Nota - Xe: radical livre, AH: antioxidante, M: metal. Fonte - Bartosz (2010).

O fato dos antioxidantes exercerem seu efeito por meio de diversos
mecanismos além de alguns deles poderem agir em sinergismo levou ao
desenvolvimento de uma grande variedade de testes e grande divergéncia de
resultados. Portanto, os métodos para determinacdo da atividade antioxidante
devem ser escolhidos de acordo com o efeito avaliado (NIKI; NOGUCHI, 2000),
sendo que a determinacdo por apenas um método ndo é confidvel (APAK et al.,
2016a).

1.5 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO BAGACO DA MACA

A obtencdo de compostos fendlicos a partir do bagaco da maca vem sendo
alvo de pesquisas. O primeiro trabalho encontrado com tal objetivo, publicado em
2003, reporta a recuperacdo combinada de compostos fendlicos e pectina deste
subproduto. Os autores utilizaram resina Amberlite XAD 16 HP a fim de remover os
compostos fendlicos por meio da adsorcdo, a qual se mostrou mais eficiente em
banho de agua a 60 °C. Apés o periodo de adsorcao, os compostos fendlicos foram
eluidos em metanol, evaporados a vacuo e liofilizados. O composto fenolico obtido
em maior quantidade foram a floridzina (40,4 mg/g), seguido de acido clorogénico
(14,3 mg/g), quercetina-3-galactosideo (11,4 mg/g), epicatequina e procianidina B2
(9,3 mg/g), floretina xiloglucosideo (8 mg/g) e quercetina (6,5 mg/g), aléem de outros
em menores quantidades (SCHIEBER et al., 2003).

Estudos apontam que o método de maceracdo vem sendo muito utilizado
para obtencdo dos compostos fendlicos do bagaco de magéd. Carranza et al. (2016)

realizaram extracdo com agua variando a temperatura (20, 40 e 60 °C) e tempo (0,5,
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1, 3, 6 e 12 horas) mantendo agitacao constante. Os autores quantificaram os teores
de vitamina C, flavonoides totais e compostos fendlicos totais e concluiram que as
melhores extracfes foram realizadas em maiores temperaturas por curtos periodos
de tempo.

Reis, Rai e Abu-Gnhannam (2012) realizaram a extracdo do bagaco em trés
etapas. Na primeira, foi utilizado apenas agua como solvente, a temperatura
ambiente e tempo variando de 10 a 40 minutos. O residuo desta extracdo foi
reconstituido com solucdo aquosa de metanol, em concentracdes de 20 a 100%,
mantendo as mesmas condi¢Bes. Por fim, o residuo da segunda extracdo foi
reconstituido com acetona (20-100%), procedendo da mesma maneira. Os principais
compostos obtidos apenas com agua como solvente foram o &cido clorogénico (7,28
pg/mL), procianidina dimero B (6,99 pg/mL) e epicatequina (5,39 pg/mL). O metanol
utilizado como solvente foi eficiente na extragdo de rutina (8,92 pg/mL), além de
acido clorogénico (5,32 ug/mL) e quercetina (3,96 pg/mL), enquanto que a acetona
se mostrou eficiente sob os flavanois, extraindo, principalmente, procianidina dimero
B (5,6 pg/mL), epicatequina (4,3 pg/mL) e procianidina trimero C (3,15 pg/mL).

Outros trabalhos mostram que metanol e acetona, tém sido muito utilizados
(LOHANI e MUTHUKUMARAPPAN, 2016; RAZAEI et al., 2013; SUARES et al.,
2010), no entanto, esses apresentam toxicidade e ndo séao totalmente eliminados
durante a etapa de eliminacdo do solvente, geralmente realizada por evaporacao.
Portanto, se o objetivo da extracdo fendlica for a sua aplicacdo em produtos
alimenticios ou farmacéuticos, solventes como metanol e acetona ndo sao
recomendados.

Soares et al. (2008), realizaram extracdo utilizando 3 g de bagaco seco em
solucbes aquosas de metanol, etanol e acetona nas concentra¢des de 0, 25, 50, 75
e 100% (v/v). Os resultados mostraram a acetona na concentracdo de 75%
apresentou o0 maior teor de compostos fendlicos totais. O extrato com etanol
apresentou maiores rendimentos que o metanol nas concentragcbes de 25 e 50%.
Segundo Wijngaard e Brunton (2010), o etanol pode ser utilizado em processos de
extracdo de compostos fendlicos do bagaco de maca e, comparado a acetona, nao
ha diferencas significativas. No entanto, o gasto energético pode ser maior, uma vez
que a temperatura 6tima de extracdo para acetona foi 25 °C enquanto para o etanol,
80 °C, além disso, como o ponto de ebulicdo da acetona é menor, a energia utilizada

para remové-la do extrato fendlico também seria menor.
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Recentemente, novas tecnologias tém sido utilizadas com o objetivo de
aumentar a quantidade e qualidade dos compostos extraidos com etanol, bem como,
diminuir o tempo e energia de processo, tais como liquido pressurizado
(WIINGAARD; BRUNTON, 2009), micro-ondas (BAI; ZHANG,; REN, 2013;
CHANDRASEKAR et al., 2015) e ultrassom (BAI et al., 2010; VIROT et al., 2010;
GRIGORAS et al., 2013).

1.5.1 Cinética da extracao

O estudo cinético, uma ferramenta da engenharia, vem sendo utilizado a fim
de facilitar a otimizacéo, simulacéo, planejamento e controle de processos, por meio
do ajuste dos resultados a um modelo matemético. A modelagem pode também
contribuir para melhor utilizacdo da energia, tempo e solvente (AMENDOLA; DE
FAVERI; SPIGNO, 2010).

Muitas equacfes vém sendo propostas a fim de modelar compostos
extraidos de plantas, permitindo a obtencao de informacdes sobre 0 processo como
a concentracdo maxima, denominada concentracdo de equilibrio e a constante da
transferéncia de massa, a qual pode ser utilizada para calcular a energia de ativacao,
sendo esta a energia requerida para que o composto de interesse seja transferido
para o solvente (SANT'ANNA et al.,, 2012; SANT'ANNA; MARCZAK; TESSARO,
2013). Amendola; De Faveri e Spigno (2010) verificaram que a equacao cinética de
primeira ordem aparente representou bem o processo de extracdo de compostos

fendlicos da semente de uva.

1.5.2 Otimizacao da extracao

A eficiéncia da extracdo solido/liquido depende do solvente utilizado,
relacionado, principalmente, a sua polaridade, densidade, viscosidade e ligacédo de
hidrogénio  (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; KAJDZANOSKA;
PETRESKA; STEFOVA, 2011). Os solventes organicos adicionados de agua tem
mostrado boa eficiéncia durante a extragdo desses compostos uma vez a adicédo de
agua pode aumentar a taxa da extragcdo uma vez que a solubilidade dos diferentes
compostos pode ser melhorada por meio da mistura de solventes (SPIGNO;
TRAMELLI; DE FAVERI, 2007). Além do tipo de solvente utilizado, outros
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parametros como tempo, temperatura, razao solido/liquido, agitacdo, entre outros
tém sido estudados e otimizados em processos de extracdo (WIINGAARD;
BRUNTON, 2009; WIINGAARD; BRUNTON, 2010; ALBERTI et al., 2014b).

A quimiometria vem sendo utilizada para a otimizacdo de processos
analiticos devido a necessidade de obter resultados com numero reduzido de
experimentos, a fim de diminuir o consumo de reagentes, tempo e custo de processo.
Modelos matematicos permitem a verificacdo da relevancia estatistica dos fatores
avaliados, a importancia dos seus efeitos, bem como, a interacdo entre os eles. O
primeiro passo para a otimizagdo multivariada em ensaios complexos de extragéo é
a combinacdo dos fatores, por meio de um planejamento fatorial completo ou
fracionado (FERREIRA et al., 2007; CALLAO, 2014). O planejamento fatorial
fracionado de trés niveis fornecendo 15 experimentos proposto por Box-Behnken
(1960) vem sendo amplamente utilizado em processos de extracdo (FERREIRA et
al., 2007; ALBERTI et al., 2014b; ZIELINSKI; HAMINIUK; BETA, 2016).

O método de superficie de resposta (RSM) acoplado a multipla reagresséo
linear, utilizado para otimizacdo de processos, avalia o0s parametros e suas
interacdes obtendo um modelo matematico, o qual define as relagbes entre as
respostas (concentracdes dos compostos extraidos) e os fatores independentes
(BAS; BOYACI, 2007; BEZERRA et al., 2008; FARRIS; PIERGIOVANNI, 2009,
ZIELINSKI; HAMINIUK; BETA, 2016).

1.6 ESTABILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A estabilidade de uma matéria-prima ou de um composto de interesse pode
ser entendida como o tempo pelo qual as caracteristicas apresentadas na data de
fabricacdo sdo mantidas (BILIA et al., 2001; SILVA et al., 2009).

Silva et al. (2010) avaliaram a estabilidade da antocianina obtida da casca
de jabuticaba em solucdo de etanol (70%) adicionada de carboidratos (maltodextrina,
maltodextrina/ goma arabica e goma arabica) por meio da verificacdo da degradacao
dos pigmentos e compostos bioativos. As amostras foram armazenadas por 21 dias
em placa de petri sob incidéncia de luz fluorescente a temperatura de 25 °C ou
protegida da incidéncia de luz a 10 °C. Foi possivel verificar que a maltodextrina

propiciou maior retencédo de antocianinas durante o0 armazenamento e que tanto as
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antocianinas quanto os compostos responséveis pela atividade antioxidante s&o
sensiveis a luz e ao calor.

Nishiyama et al. (2010) determinaram a estabilidade de chas avaliando o
conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante imediatamente apds o
preparo e apos 24 horas de estocagem a 25 e 8 °C. Os principais compostos
fendlicos determinados foram cafeina, catequina, epicatequina e epigalocatequina
galato os quais, ap0s o periodo de armazenamento, ndo apresentaram alteracdes
aparentes nem perda de atividade antioxidante nas temperaturas avaliadas.

Contudo, fatores ambientais como temperatura, umidade, luz, presenca de
oxigénio bem como as propriedades fisico-quimicas do produto, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem, entre outros, podem influenciar o tempo de
estabilidade de compostos bioativos (SILVA et al., 2009; NISHIYAMA et al., 2010;
SILVA et al., 2010; YATSU; BORGHETTI; BASSANI, 2011). Dessa forma, a
estabilidade dos extratos fendlicos deve ser avaliada a fim de garantir que o produto
reincorporado com esses compostos apresente as caracteristicas funcionais e

sensoriais desejadas durante todo periodo de armazenamento.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E ESTUDO CINETICO DA EXTRACAO E ESTABILIDADE DO
EXTRATO FENOLICO DO BAGACO DA MACA UTILIZANDO ETANOL COMO
SOLVENTE
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RESUMO

O bagaco da maca, subproduto gerado durante o processamento da fruta, retém boa
parte da composi¢cdo fendlica da maca intacta. Os polifendis, compostos bioativos
presentes em macas e seus produtos, além de conferirem beneficios a saude do
consumidor, podem influenciar positivamente a qualidade sensorial dos produtos
derivados dessa fruta. Portanto, o presente capitulo teve como objetivo a otimizacéo
e estudo cinético do processo de extracdo dos compostos fendlicos do bagaco da
maca utilizando uma solucdo hidroalcoolica como solvente. Além disso, a
estabilidade do extrato obtido foi avaliada. O experimento visando a otimizacao foi
realizado por meio de um planejamento fatorial Box-Behnken. As variaveis avaliadas
foram concentracdo de solvente (40, 60 e 80% v/v), temperatura (20, 35, 50 °C) e
razdo solido/liquido (1:10, 1:20 e 1:30, m/v). O tempo de extracdo foi padronizado
em 20 minutos. O rendimento foi verificado com base na concentracdo de
flavonoides totais, principal classe presente no bagaco da maca. Além disso, foi
determinada a capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e ABTS.
Através da analise de regressao linear multipla acoplada ao método de superficie de
resposta (MSR) foi possivel definir as condi¢gdes 6timas para o processo de extracao,
sugerindo que seja realizado utilizando etanol 60%, a 50 °C, na razao sélido/liquido
de 1:20 (m/v). O modelo foi validado externamente, uma vez que o valor predito se
aproximou do observado em um intervalo de 95% de confianca. Por meio de um
modelo cinético de primeira ordem foi possivel definir a concentracdo de equilibrio
da extracdo para cada temperatura, sendo 1852,77; 1728,35 e 1265,29 mg CAT/kg
para as temperaturas de 50, 35 e 20 °C, respectivamente. O tempo necessario para
que o equilibrio fosse atingido foi 0 mesmo independente da temperatura. A partir
desses resultados, a energia de ativacdo necessdria para que ocorra a transferéncia
do soluto foi 9,01 kJ/mol. A estabilidade do extrato obtido foi avaliada com base no
conteudo de flavonoides totais pelo periodo de 90 dias em diferentes condi¢des de
temperatura e pH do meio. Em geral, os flavonoides apresentaram boa estabilidade
e a condicdo sugerida para armazenamento ou aplicacdo desse extrato foi a 10 °C
em pH de aproximadamente 3,5.

Palavras-chave: Método de superficie de resposta (MSR); Box-Behnken, regresséo
linear multipla; estabilidade.
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2.1INTRODUCAO

A maca (Malus domestica Borkh) apresenta alto teor de compostos fendlicos
de diferentes classes, podendo ser considerada boa fonte de antioxidantes
(KHANIZADEH et al., 2008; XU et al., 2016). Esses compostos podem aumentar a
vida de prateleira dos alimentos bem como conferir beneficios a saude do
consumidor devido a capacidade de atuar contra o efeito oxidativo, podendo diminuir
ou retardar os efeitos das reacgdes que levam ao envelhecimento e algumas doencas
cardiacas, neurodegenerativas, diabetes e cancer (SHAHIDI, 2012; FERRETTI;
TURCO; BACCHETTI, 2014; COSTA et al.,, 2017). Além disso, podem estar
relacionados com aspectos essenciais para a determinagéo da qualidade de bebidas
derivadas da macd (CARVALHO et al., 2010). Entretanto, durante o processamento,
boa parte desses compostos fica retida no bagaco ou passa por reacbes de
oxidacdo enzimatica, diminuindo sua concentracdo no produto final (GUYOT et al.,
2003; DEVIC et al., 2010).

O bagaco, subproduto da agroindustria da maca (NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012), retém cerca de 50% dos compostos fendlicos da fruta intacta (VAN DER
SLUIS et al., 2002). De acordo com Waldbauer, McKinnon, e Kopp (2017), o bagaco
representa mais de 25% do total de maca processada, sendo gerado cerca de 8,9
milhdes de toneladas, uma vez que, dependendo da regido, estima-se que até 40%
da macéa produzida destina-se ao processamento e, no ano de 2016, a producéo
mundial atingiu cerca de 89 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2017). A maior parte
dos compostos fendlicos retidos no bagaco de macd pertence a classe de
flavonoides, a qual abrange 85% do conteudo fendlico total (CAM, AABY, 2010;
REIS; RAI; ABU-GRANNAM, 2012). Por esse motivo, alternativas que visam a
manutengdo ou reincorporacdo desses compostos podem trazer melhorias na
gualidade nutricional e sensorial dos produtos da maca.

A recuperacdo dos compostos fendlicos retidos no bagaco pode ser
efetuada por meio de ensaios de extracdo. A extracdo por meio de solventes
organicos aquosos fornece bons rendimentos (SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI,
2007). Fatores como natureza e concentragcdo do solvente, tempo, temperatura,
razdo solido/liquido, agitacdo, entre outros vém sendo utilizados como parametros
em ensaios de extracdo (LOHANI e MUTHUKUMARAPPAN, 2016; RAZAEI et al.,
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2013; REIS, RAI E ABU-GHANNAM, 2012; WIINGAARD; BRUNTON, 2010;
ALBERTI et al., 2014). Portanto, a otimizagao da extragcdo desses compostos se faz
necessaria a fim de conhecer as melhores condi¢cdes para obter o maior rendimento
possivel em menor tempo e custo de processo.

Recentemente, métodos de extracdo que minimizem o uso de materiais
perigosos para a saude humana e ao ambiente, diminuam a energia e quantidade de
agua e ainda, busquem a maxima eficiéncia do processo vém sendo alvo de
interesse (CHEMAT et al. 2015). Novas tecnologias como a extracdo assistida com
liquido pressurizado (ELP) (WIJNGAARD; BRUNTON, 2009), assistida por micro-
ondas (EAM) (BAI et al. 2010; BAI; ZHANG; REN, 2013; CHANDRASEKAR et al.,
2015) e assistida por ultrassom (EAU) vém sendo utilizadas a fim de atingir tais
objetivos em extratos de bagaco de maca (VIROT et al., 2010). De acordo com
Grigoras et al. (2013), a tecnologia EAM fornece melhor rendimento, no entanto, o
perfil fendlico apresentou semelhanca entre a extracdo realizada por meio da
maceracao utilizando etanol e as tecnologias ELP e EAU.

Dessa forma, considerando o0 investimento necessario, a extracado
sélido/liquido utilizando etanol como solvente em condi¢des otimizadas por meio do
método de superficie de resposta (MSR) acoplado a multipla regressao linear, os
quais avaliam a importancia dos fatores, suas interacdes e relevancia estatistica
(BAS; BOYACI, 2007; ZIELINSKI; HAMINIUK; BETA, 2016), pode ser uma
alternativa de extracdo economicamente vantajosa.

Portanto, o presente capitulo visa a otimizacdo da extracdo de compostos
fendlicos retidos no bagaco da maca utilizando etanol e agua como solventes, a fim
de obter um extrato que possa ser utilizado em produtos alimenticios, com objetivo
de melhorar a qualidade nutricional e sensorial. Além disso, o trabalho visa avaliar a
extracdo por meio de um modelo cinético e verificar a estabilidade dos compostos
obtidos.
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2.2 MATERIAS E METODOS
2.2.1 Materiais

Foram utilizadas macéds da cultivar Fuji adquiridas no comércio local,
municipio de Ponta Grossa (25 ° 05 '42 " S 50 ° 09 ' 43" O), Parana, Brasil. Os
reagentes utilizados Trolox (6 -hidroxi - 2,5,7,8 - tetrametilcromano - 2-acido
carboxilico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) e DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil),
ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-acido sulfénico) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) . Etanol 99,5% (ANIDROL, S&ao Paulo, Brasil)
foi utilizado como solvente no processo de extragdo. Como padrdes para o perfil
fendlico foram utilizados acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico), acido p-
cumarico, acido cafeico, floridzina, quercetina-3-D-galactosideo (hiperosideo),
quercetina-3-B-D-glucosideo (isoquercetina), guercetina-3-O-ramnosideo
(quercitrina), guercetina-3-rutinosideo (rutina) e guercetina-0O-a-L-
arabinofuranosideo (avicularina), adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultra-pura (Milli-Q,
Millipore, Brasil).

O sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizado,
Waters Alliance 2695 (Milford, MA, EUA), possui uma bomba quaternaria,
desgaseificador e injetor automatico. O detector utilizado foi o de arranjo de
fotodiodos Waters PDA 2998 (Milford, MA, EUA) e a coluna de separacao (Waters,
Milford, MA, EUA) foi a Symmetry C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um).

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Obtencéo do bagaco

O bagaco foi obtido a partir da elaboracdo de suco de maga por meio do
método de prensagem, de acordo com Alberti et al. (2016). Primeiramente, as
macas obtidas passaram pela etapa de selecdo, sendo eliminadas as frutas
inadequadas, principalmente, por apresentarem podriddées. Em seguida, foram
lavadas em agua corrente e sanitizadas em solucédo de cloro a 200 mg/L por 10
minutos a 4 °C (GOMES et al., 2014). A remocao do cloro foi efetuada em seguida,

utilizando agua corrente. As frutas devidamente higienizadas foram trituradas em um
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multiprocessador (Metvisa MPA, Brusque, SC, Brasil), acondicionadas em telas
plasticas e prensadas (Hoppe Ind. Ltda, Gravatai, SP, Brasil) & pressdo de 3,0
kgf/cm? durante 5 minutos, obtendo o suco e o subproduto de interesse, o bagaco.

O volume de bagaco gerado representou aproximadamente 42% do total de
maca processada, o qual foi desidratado em estufa a 50 °C (MARCONI MA-03),
triturado em moinho de facas (IKA WERKE, M20, USA) e padronizado por meio de

tamisacao entre 20 e 40 mesh, obtendo particulas com diametros de 0,42 a 0,84 mm.

2.2.2.2 Extracdo dos compostos fenélicos

Foram realizados ensaios de extracdo utilizando 2 g de bagaco desidratado
(2,42% de umidade), variando a concentracdo de solvente (40, 60 e 80%),
temperatura (20, 35 e 50 °C) e razao sélido/liquido (1:10, 1:20 e 1:30 m/v) segundo
um planejamento fatorial proposto por Box e Behnken (1960) com quinze
experimentos (Tabela 2.1). SolucBes aquosas de etanol foram utilizadas como
solvente, as quais sdo permitidas para finalidades alimenticias. Apés o periodo de
extracdo, o bagaco foi imediatamente retirado e o extrato foi centrifugado (HITACHI
KOKI Co. Ltda., CR21Gll, Japao) a 8500 x g a 4 °C por 20 minutos para completa
remocao das particulas. O sobrenadante coletado foi rotaevaporado (TECNAL, TE-
211, SP, Brasil) a 50 °C por 20 minutos a fim de remover o solvente, seguido de
ajuste do volume final em todas as amostras. O extrato obtido foi armazenado para
ser utilizado nas andlises quimicas e instrumentais. Para quantificacdo dos
compostos fendlicos individuais, a amostra foi congelada a -86 °C (NUAIRE, NU-
9668GC, MN, USA), liofilizada (TERRONI, LS3000, SP, Brasil) e reconstituida em
solucdo de &cido acético e metanol 2,5% na proporcdo de 3:1 (v/v). O extrato
reconstituido foi filtrado em filtro seringa (Waters, Milford, MA, USA) com porosidade
de 0,22 um (Nylon).
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Tabela 2.1 - Planejamento fatorial Box-Behnken aplicado para a extragao dos compostos fenélicos do
bagaco da maca.

Fatores

Experimentos Concentracéo Temperatura Raz4o soluto:

de solvente (%) °C solvente (m/V)
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
Valores reais*
-1 40 20 1:10
0 60 35 1:20
+1 80 50 1:30

Nota: *: valores adotados para cada fator nos experimentos de extracao fendlica.

2.2.2.3 Caracterizacdo dos extratos

Flavonoides totais:

A concentracdo de flavonoides totais dos quinze experimentos foi
determinada de acordo com o método descrito por Zhishen, Mengeheng e Jianming
(1999) com pequenas adaptagdes. Em tubos de ensaio foram adicionados 250 pL de
amostra de extrato, 2 mL de agua deionizada e 120 uL de nitrito de sédio (NaNO5)
0,5 mol/L. Os tubos foram agitados em vortex (Vortex Mixer KMC — 13000V, Vision
Scientific, Yuseong-Gu, Daejeon-Si, Coréia) e permaneceram em repouso em
auséncia de luz durante cinco minutos. Apos esse periodo, foi adicionado 120 uL de
cloreto de aluminio (AICI3.6H,0) 10%, os tubos foram novamente agitados e
mantidos em repouso por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 800 pL de
hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L. Foram transferidos 300 pL do contetdo dos

tubos para microplacas de 96 pocos de fundo chato onde foram realizadas as



40

leituras das absorbancias a 510 nm em leitor de microplacas (Epoch microplate
spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, USA). As absorbancias dos
extratos foram comparadas com uma curva de calibracdo de catequina (FT =
568,18X absorbancia; R?= 0,998). Os resultados foram expressos em miligrama de

catequina equivalente por quilograma de bagaco seco (mg CAT/Kg).

Atividade antioxidante in vitro:

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelos métodos de
FRAP, poder antioxidante de reducao do ferro, descrita por Benzie e Strain (1996);
pelo método da captura do radical livre DPPH, de acordo com Brand-Willams;
Cuvelier e Berset (1995) e pelo método de descoloracéo do cation ABTS (RE et al.,
1999), adaptados para o leitor de microplacas. Para o método de FRAP, uma
aliqguota de 10 pL de amostra foi colocada em microplaca de 96 poc¢os seguido de
290 uL do reagente FRAP previamente preparado. A mistura foi agitada e, depois de
transcorrido o tempo de trinta minutos no escuro, a leitura foi efetuada a 593 nm. No
método de DPPH, foi utilizado 50 pL de amostra acrescido de 250 pL do radical
DPPH (125 pmol/L), realizando a leitura a 517 nm ap6s o periodo de trinta minutos
em auséncia de luz. Por fim, para o método de ABTS, 20 uL de amostra acrescida
de 280 uL do reagente ABTS, anteriormente preparado, permaneceram em repouso
no escuro durante trinta minutos. Em seguida, a leitura foi efetuada a 734 nm. As
absorbancias obtidas nos trés meétodos realizados foram comparadas com uma
curva de calibracdo de trolox (FRAP = 1111,11 x absorbancia; R?= 0,991; DPPH =
3,57 x absorbancia; R?> = 0,996 e ABTS = 5,29 x absorbancia R® = 0,997) e os
resultados foram expressos em miligrama de trolox equivalente por quilograma de

bagaco (mg TE/KQ).
2.2.2.4 Otimizacéo da extragcao

As condicbes da extracdo foram otimizadas utilizando o método de
superficie de resposta (RSM) juntamente com analise de regressao linear multipla
por meio de uma equacao polinomial de segunda ordem, demonstrada na equagao

(1), onde y é a resposta predita, Bo, Bi,, Bii € Bij coeficientes de regresséo intercepto,
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linear, quadratico e interacdo de termos e Xx; e X;j, as variaveis independentes
(BRUNS; SCARMINO; BARROS NETO, 2006).

y = Bo— Yi1 Bixi + Xisq Buxi + Zi2=1213=i+1:8ijxij (1)

As variaveis independentes avaliadas foram denominadas x;: concentragéo
de solvente, x,: temperatura e xs: razdo solido/liquido. A significAncia estatistica das
variaveis avaliadas na equacéao de regressao foi verificada por meio do teste ANOVA,
sendo que as variaveis nao-significativas foram excluidas e o modelo foi reajustado
apenas com as significativas (p < 0,05). A condicdo 6tima simultdnea para as
variaveis avaliadas foi determinada por meio da funcdo desejavel proposta por
Derringer e Suich (1980). A adequacéo e a qualidade de ajuste dos modelos foram
avaliadas por meio do p-valor (falta de ajuste), coeficiente de determinacdo (R?) e
seu R? ajustado. A validade do modelo foi verificada por meio da repeticdo da
extracao utilizando as condi¢des 6timas. Os valores experimentais de cada variavel
resposta foram determinados e comparados com as respostas previstas visando

avaliar o poder de predicdo do modelo utilizado.
2.2.2.5 Compostos fendlicos individuais

O extrato fendlico obtido em condi¢cdes otimizadas foi analisado quanto a
composicao fendlica individual por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) segundo Alberti et al. (2014), nas seguintes condi¢des: sistema de eluicdo
binaria seguindo o seguinte gradiente: 3-9% B (0-5 min.), 9-16% B (5-15 min.), 16-
36,4% B (15-33 min.), seguido de limpeza (100% B por 5 min.) e recondicionamento
da coluna (3% B por 10 min.), sendo o solvente A, solucdo de acido acético 2,5% e o
solvente B, acetonitrila. A taxa de fluxo utilizada foi de 1 mL/min.; volume de injecéo:
10uL; temperatura da coluna: 20 °C e faixa de deteccao: espectro de 200 a 400 nm.
A identificagdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas por meio da
comparacao dos tempos de retencdo e espectro das amostras com curvas de
calibracdo previamente preparadas com padrdes (Tabela 2.2). As corridas foram
monitoradas a 280 nm (flavan-3-6is e dihidrochalconas), 320 nm (acidos

hidroxicinamicos) e 350 nm (flavonais).
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Tabela 2.2 - Parametros cromatogréaficos dos padrées fendlicos utilizados.

Composto fendlico TR (min.) Banda UV (nm) Regressao linear R® LOD* LOQ*
Acido Clorogénico 9,21 326,2 y=25239x-13321 0,997 0,59 1,80
Acido Cumarico 15,52 310,7 y=61187x-85345 0,998 0,52 1,59
Acido Cafeico 10,92 323,8 y=39960x+80223 0,984 0,07 0,20
Floridzina 24,50 285,8 y=17194x-30986 0,997 1,28 3,86
Rutina 18,73 354,9 y=14303x-72994 0,998 0,50 1,52
Hiperosideo 18,99 354,9 y=14225x-2367,6 0,999 0,29 0,89
Isoquercetina 19,55 354,9 y=22090x-59247 0,998 0,03 0,08
Avicularina 21,16 353,7 y=19875x-29203 0,998 0,29 0,89
Quercitrina 21,90 348,9 y=20504x-34187 0,989 0,15 0,46

Nota: TR: tempo de retencao; LOQ: limite de quantificacdo; LOD: limite de detecc¢éo, *: ug/mL.

2.2.2.6 Estudo cinético

A cinética do processo de extracdo foi estudada apds a otimizacdo das
condicdes do processo. A extracdo foi repetida utilizando os pontos 6timos
referentes a concentracéo do solvente (etanol 60%) e razéo sélido/liquido (1:20 m/V),
nas temperaturas de 20, 35 e 50 °C. As amostras foram coletadas sob o tempo apos
o periodo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos. O rendimento da
extracdo foi determinado em cada ponto coletado por meio da quantificacdo do teor
de flavonoides totais, uma vez que esta representa a principal classe de compostos
fendlicos presentes no bagaco da maca. Os dados obtidos foram ajustados em um
modelo cinético ndo linear de primeira ordem (Equacédo 2) descrito por Weibull e
Sueden (1951).

Ce = Coq (1 — D) (2)

Onde k é o coeficiente de transferéncia de massa global (min.™), Ceq € a
concentracéo de equilibrio do soluto na interface solido-liquido (mg do soluto/kg do
material) e C;€é a concentracdo de soluto no tempo t (mg do soluto/kg do material).

A variacdo da constante de transferéncia de massa (k) em funcdo da
temperatura foi ajustada na equacédo de Arrhenius (Equacédo 3) e a energia de

ativacdo da reacao foi calculada.
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Eq

Ink =Ink,— =2 (3)

Sendo In ko: frequéncia de colisdo, E;: energia de ativacdo (kJ/ mol), R:

constante dos gases (8,3145 J/mol.K) e T: temperatura (K).

2.2.2.7 Estabilidade

O extrato obtido em condic¢des 6timas foi armazenado durante o periodo de
90 dias em diferentes temperaturas (10, 20, 35, 62 °C) e pH’s (3,5, 4,5, 5,5 e 6,5),
corrigidos como proposto por Li et al. (2012) mediante a adicdo de NaOH 1 mol/L e
HCI 2 mol/L, sendo que o pH natural do extrato estava em 5,3. A concentragcéo de
flavonoides totais foi determinado em aliquotas coletadas sob o tempo de

armazenamento.

2.2.2.8 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como média e desvio padréo.
A homogeneidade das variancias de cada variavel foi verificada pelo teste de
Levene (p = 0,05). As diferencas entre as amostras foram avaliadas por meio do
teste t-Student ou pela analise de variancia (ANOVA, fator Unico), seguido de teste
de médias de Fischer. A significancia estatistica dos modelos cinéticos de extracao
foi examinada pela analise de ANOVA e a qualidade e adequacao dos ajustes, pelo
coeficiente de determinacéo (R?) e seu R? ajustado e a raiz do erro médio quadrético
(RMSE). As analises estatisticas e os estudos cinéticos foram realizados no software
STATISTICA v. 13.2 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, USA).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 Caracterizacéo dos extratos

Os resultados apresentaram diferenca significativa entre os experimentos (p
< 0,05),

temperatura e razao solido liquido) influenciaram no rendimento da extracdo (Tabela

indicando que as variaveis utilizadas (concentracdo de solvente,

2.3). O experimento numero 4 apresentou os melhores resultados, o qual foi
realizado com etanol 80%, na razdo 1:20, mantido a 50 °C. Em contrapartida, o
experimento 8 (etanol 80%, razdo 1:30 a 35 °C), em geral, apresentou 0s menores

resultados.

Tabela 2.3 - Concentrac@o de flavonoides totais e atividade antioxidante pelos métodos de DPPH,
FRAP e ABTS nos quinze experimentos de extragao.

Flavonoides
(mg CAT/Kg)

DPPH
(umol TE/Kg)

FRAP
(umol TE/Kg)

ABTS
(umol TE/Kg)

1 905,46° + 47,79 11791,98° + 94,93 8340,74" + 325,52 12232,19° + 702,77
2 622,55%+ 27,44 6747,21°+ 137,90 4637,04%" + 115,65 8825,96 Y+ 483,64
3 1485,1°+ 49,2 13693,82%+ 282,18  10744,44°+ 588,73 15759,53" + 630,13
4 1715,91%+ 10,65 13418,02°+ 34,47  14970,37%+ 707,73 17296,11%+ 428,69
5 631,63+ 17,52 6149,66’+ 156,41 2785,2'+ 128,3 7501,32" + 421,95
6 1017,52%+ 20,17 6787,43 + 114,77 4914,8° + 262,54 9806,20' + 306,69
7 805'+ 41 7528,63"+ 162,92  4025,92"+ 378,16 9686,35' + 308,24
8 536,93"+ 22,18 5483,15"+ 210,64 254444 + 200,31 6405,31'+ 1763,32
9 855,3%+ 21,7 8051,509 + 26,33 3655,55' + 111,11 8626,64%+ 174,81
10 1657,12% + 79,42 12176,94°+ 120,66  12100,00° + 192,45 15835,22° + 464,61
11 1215,2°+ 12,8 9867,15"+ 124,29 7785,18'+ 178,59 11831,01°+ 177,52
12 1698,15° + 34,97 12763,0°+ 209,7 9405,55° + 386,23 15413,86%" + 257,62
13 1253,08°€ + 50,39 11464,5'+ 71,7 8419,4'+ 2285 15530,55% + 221,49
14 1447,21° £ 48,47  11510,44%+ 23529  9877,78% + 96,22 16153,13" + 520,58
15 1491,00° £ 30,62  12659,59°+ 356,19  10507,4°" + 1291,39 15161,54% + 684,39

Nota: ®° — letras diferentes entre as colunas indica diferenca significativa entre os experimentos (p <
0,05).

A concentragao de flavonoides totais variou de 536 a 1715 mg CAT/kg. O
resultado esta de acordo com Cetkovic et al. (2008), os quais apresentaram
concentracdes de flavonoides entre 450 a 1190 mg/kg, expresso em equivalentes de
rutina, em extratos realizados em um processo assistido com ultrassom em bagacgos
de seis cultivares de macas. Tais resultados indicam que a extragdo com etanol em

condic¢des ideais pode resultar em um bom rendimento.
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A atividade antioxidante pelo método de DPPH apresentou concentracfes
variando de 5483 a 13693 umol TE/kg, pelo método de ABTS, 6405 e 17296 pmol
TE/kg e pelo método de FRAP entre 2544 e 14970 umol TE/kg. Wijngaard e Brunton
(2010) realizaram vinte ensaios de extracdes do bagaco de maca utilizando etanol e
agua e encontraram capacidade antioxidante semelhante ao presente estudo pelo
método de DPPH, com teores variando de 7750 a 17259 pumol TE/kg. No entanto, o0s
resultados determinados pelos métodos de ABTS e FRAP estdo abaixo do
encontrado por Soares et al. (2008), os quais determinaram a atividade antioxidante
em bagaco de macd Gala, obtendo concentracbes de 25460 pmol/kg e 39150
umol/kg nos métodos de ABTS e FRAP, respectivamente. Possivelmente, a maior
atividade antioxidante encontrada por esses autores em comparacao ao presente
estudo se deve a diferenca entre os solventes uma vez que estes utilizaram acetona
75%. De acordo com Kajdzanoska, Petreska, Stefova (2011), o solvente utilizado
influencia o tipo de compostos extraidos, principalmente, devido a sua polaridade,
densidade, viscosidade, ligacdo de hidrogénio, podendo dissolver diferentes classes
fendlicas que apresentem maior ou menor atividade antioxidante. Além disso,
segundo Alberti et al. (2016), a cultivar e o grau de maturacao influenciam o teor
fendlico presente na fruta. No presente estudo, as macas utilizadas estavam em
inicio de senescéncia, de acordo com o teste iodo-amido proposto por Reid et al.
(1982).

2.3.2 Otimizacéo e validacéo

Os modelos para cada variavel resposta propostos pela andlise de
regressao linear multipla foram significativos (p < 0,01) e ndo apresentaram falta de
ajuste (P faita de ajuste > 0,05). Tais modelos foram capazes de explicar, no minimo,
81% da variancia dos dados e apresentaram R? ajustado maior que 0,75 (Tabela
2.4). As variaveis independentes que apresentaram significancia (p < 0,05) constam
na Tabela 2.4.

Em relacdo a concentragéo de solvente, pardmetro mais significativo sobre a
concentracdo de flavonoides totais, apresentou coeficientes de regresséo
quadraticos com efeito negativo, indicando que a concentracdo intermediaria (60%)
podera resultar em melhores rendimentos. Alberti et al. (2014) notaram melhor

rendimento na extracdo de compostos fenolicos da macd com metanol 85% em
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relacdo ao 99,9%, indicando que uma solucdo proveniente da mistura do solvente

com agua é mais eficaz que a utilizacdo apenas do solvente. Ajila et al. (2011)

concluiram que a extracdo de compostos fendlicos utilizando etanol a 60%

apresenta melhor rendimento em comparacdo ao etanol 70 e 80%. Esse fato

provavelmente ocorre uma vez que a utilizagcdo de mistura de solventes aumenta a

taxa inicial da extracdo desses compostos devido a melhoria na solubilidade de
alguns compostos (SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007).

Tabela 2.4 - Efeitos das variaveis independentes (concentracdo de solvente, temperatura e razao
soluto/solvente) sobre a concentracdo de flavonoides totais e atividade antioxidante (DPPH, FRAP,

ABTS).
Variaveis Coef. de Erro -95% de  +95% de
Fatores ~ . t- valor p-valor ; .
Respostas Regresséo padrédo confianca Confianca
Flavonoides = Constante 1397,09 114,66 12,18 <0,0001 1132,69 1661,50
(mg CAT/Kg) X, -411,73 103,35 -3,98 <0,003 -650,07 -173,40
Xo 369,71 70,21 5,26 <0,0007 207,79 531,62
X3 -252,68 106,14 -2,38 <0,04 -486,29 -19,06
R’ 0,76
ajustado
p-valor* <0,01
p-valor** 0,28
DPPH Constante 11878,17 697,38 17,03 <0,0001 10270,00 13486,33
I‘l o g X3 - ’ ’ ] < ] - ’ - y
(uMol T/Kg) : 3044,53 628,61 4,84 0,002 4494,11 1594,94
X -2346,42 628,61 -3,73 <0,006  -3796,00 -896,84
X2 1949,24 427,05 4,56 <0,002 964,45 2934,04
xz,z 1881,01 628,61 2,99 <0,02 431,43 3330,60
R® 0,85
R? 0,79
ajustado
p-valor * <0,01
p-valor** 0,19
FRAP Constante 9601,54 1201,26 7,99 <0,0001 6831,42 12371,67
IJ' (¢ g X3 - ’ ’ I, < ’ - ’ - y
(uMol T/Kg) . 3735,26 1082,80 3,45 0,009 6232,22 1238,31
Xz 2850,23 735,62 3,87 <0,005 1153,89 4546,58
2
R’ 0,82
R? 0,75
ajustado
p-valor* <0,01
p-valor** 0,29
ABTS Constante 15615,08 912,36 17,11 <0,0001 13511,16 17718,99
(uMol T/Kg) X3 -3933,52 822,39 -4,78 <0,002 -5829,97 -2037,08
X -3331,76 822,39 -4,05 <0,004 -5228,20 -1435,31
Xz 2848,61 558,71 5,10 <0,001 1560,23 4136,99
2
R 0,86
R® 0,82
ajustado
p-valor* <0,01
p-valor** 0,08

Nota - X;: concentracdo de solvente, Xx,: temperatura, Xs:

ajuste.

razdo solido/liquido, *: modelo e **: falta de
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Os coeficientes de regresséao linear ou quadrético significativos para variavel
temperatura apresentaram efeito positivo, ou seja, a maior temperatura avaliada
deve ser utilizada a fim de obter o melhor rendimento do processo. O aumento da
temperatura favorece a solubilidade dos compostos e o coeficiente de difusédo do
solvente, facilitando a extragcdo. No entanto, esta ndo deve ser muito elevada uma
vez que pode favorecer reacdes de decomposicdo dos polifendis, tais como
oxidacdo, hidrélise, clivagem e polimerizacdo, diminuindo a capacidade antioxidante
(SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007; THOO et al.,, 2010; AJILA et al., 2011,
PEAPE et al., 2014).

O parametro razdo solido/liquido exerceu a maior influéncia sobre a
atividade antioxidante apresentando coeficientes de regressdo quadraticos com
efeito negativo, sugerindo a utilizacdo da razéo intermediaria, 1:20 (m/v). De acordo
com Yan et al. (2011), a razdo soélido/liquido influencia positivamente na
concentracéo final de compostos em um ensaio de extragdo. No entanto, se a razéo
sélido/liquido for alta o suficiente para que a concentracdo de saturacdo do solvente
nao seja atingida, o rendimento maximo do processo sera definido como a
concentragcdo de equilibrio entre a matriz sélida e o solvente (PINELO et al., 2005).
Dessa forma, de acordo com os dados experimentais e com 0 modelo obtido, havera
solvente em excesso ao utilizar razdes superiores a 1:20 (m/v).

Foi possivel prever a condicdo 6tima simultanea de todas as variaveis,
denominado ponto 6timo, de acordo com Derringer e Suich (1980). A obtencéo do
ponto Gtimo visa determinar um nivel para cada variavel que, simultaneamente,
apresentem o melhor desempenho do sistema (BEZERRA et al., 2008). Foi sugerido
gue o melhor resultado deve ser obtido utilizando concentracdo de solvente e razéo
sélido/liquido intermediarias, ou seja, etanol a 60% na razéo 1:20 (m/v). Em relacéo
a temperatura, os maiores rendimentos foram observados com a maior temperatura
utilizada, 50 °C.
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Figura 2.1 - Superficie de resposta e graficos de contorno mostrando os efeitos das variaveis
independentes sobre a concentracdo de flavonoides totais. Nota: A - relagdo entre temperatura e
concentracao de solvente, B - entre razdo sélido/liquido e concentracdo de solvente e C - entre razdo
sélido/liquido e temperatura.

Os valores preditos para cada parametro avaliado em condi¢cdes o6timas
estdo dispostos na Tabela 2.5, assim como os teores experimentais. Mediante os
dados apresentados, 0 modelo foi validado uma vez que 0s teores experimentais se
aproximaram dos preditos em um intervalo de 95% de confianga. As condi¢des
Otimas do planejamento realizado por esses autores apresentam maior gasto

energético uma vez que foi sugerido que seja realizada utilizando etanol 56%, a 80°



49

C por 27 minutos. Além disso, foi utilizado maior quantidade de solvente, 25 mL para
0,25 g de bagaco em po liofilizado, ou seja, uma razdo soluto/solvente de 1:625 m/v.

Tabela 2.5 -Valores preditos e experimentais das varidveis obtidas no ponto 6timo de extracao.

Valores
Variavel resposta
Predito - 95% de confianca + 95% de confiangca Experimental
FT (mg CAT/Kkg) 1887,97 1619,42 2156,524 1735,24 + 665,47
FA (mg RU/KQ) 1688,64 1354,90 2022,37 1954,95 + 137,22
FO (mg CAT/kg) 1072,68 905,99 1239,37 1039,52 + 11,14
DPPH (umol TE/kg)  14984,96 12775,35 17194,56 13402,96 + 407,98
FRAP (umol TE/kg)  13910,42 10959,97 16860,86 14657,80 £ 1194,67
ABTS (umol TE/kg)  19229,92 17172,33 21287,52 19853,63 + 810,82

Nota: FT: flavonoides totais, FA: flavanois, FO: flavonais.

2.3.3 Compostos fendlicos individuais

Analisando os fendis individuais monomeéricos (Tabela 2.6), a extracdo
realizada nas condi¢cfes otimizadas se mostrou eficiente na extracdo de glicosideos
de quercetina (371,2 mg/kg), compostos detectados principalmente no epicarpo da
macd, os quais geralmente ndo séo transferidos para o suco (KARAMAN et al.,
2012). Segundo Grigoras et al. (2013) os derivados de quercetina sdo 0s principais
fendis individuais dentre os flavonoides detectados em extratos alcodlicos do bagaco
de maca. Além disso, foram quantificados teores de acido clorogénico e floridzina,
0S quais sdo os principais fendis monoméricos encontrados em macas (ALBERTI et
al., 2017).

Tabela 2.6 - Perfil fendlico do extrato obtido nas condi¢des otimizadas.

Classes fendlicas Concentracéo (mg/kg)
Acidos fendlicos
Acido Clorogénico 212,39 £ 0,22
Flavonoides
Flavonéis
Hiperosideo 188,58 + 0,17
Rutina 102,40 £ 0,10
Isoquercetina 2,64 + 0,07
Reinoutrina 1,72+ 0,01
Quercitrina 61,4+0,1
Avicularina 67,74 £ 0,01

Dihidrochalconas
Floridzina 262,99 + 0,07
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Portanto, parte dos compostos fendlicos que permanece no bagaco durante
0 processamento pode ser recuperada por meio de uma extragdo utilizando uma
solucéo hidroalcodlica em condicdes ideais. Tal extrato podera ser uma alternativa a
fim de aproveitar esse subproduto industrial além de melhorar as caracteristicas

sensoriais e nutricionais de produtos derivados da maca.

2.3.4 Cinética da Extracao

Os resultados referentes aos teores de flavonoides nos ensaios de extracéo
a 20, 35 e 50 °C das amostras em funcao do tempo (Figura 2.2) indicam que o
rendimento de extracdo aumenta com o passar do tempo até atingir a concentragao
maxima, quando o sistema entra em equilibrio. Segundo Pinelo; Zornoza e Meyer
(2008), os quais estudaram a cinética da extracao fendlica do epicarpo da maca, o
processo pode ser dividido em trés fases. Na primeira fase, nos primeiros segundos
da extracdo, 40 a 50% dos compostos fendlicos sdo rapidamente difundidos no
solvente, devido a sua penetracdo facilitada pelos poros da matriz sélida. A
velocidade de difusdo passa a ser constante, caracterizando a segunda fase, na
qual, provavelmente, ocorre liberacdo dos fendis com a passagem do solvente nas
condigbes da extragdo. Por fim, na terceira e Ultima fase, a difusdo ocorre
lentamente seguindo uma curva exponencial até atingir o rendimento maximo,
provavelmente, atribuido ao momento em que as concentracfes do sdlido e do
solvente se igualam, uma vez que o gradiente de concentracdo é a forgca motriz
durante a transferéncia de massa (PINELO et al., 2005).

De acordo com Amendola, De Faveri e Spigno (2010), aparentemente, a
concentracdo de equilibrio da extracdo ocorre independente das condicbes de
extracdo. Pode ser observado, no presente estudo (Figura 2.2), que 0 ponto maximo
em todas as temperaturas avaliadas ocorreu em aproximadamente 50 minutos. No
entanto, a extragcdo em condi¢gBes otimizadas foi realizada durante o periodo de 20
minutos. Segundo os dados obtidos no estudo cinético, em 20 minutos a
concentracdo foi de 1732,96 mg/kg enquanto que a concentracdo de equilibrio,
cerca de 50 minutos, foi de 1852,77 mg/kg, 6,46% maior. Portanto, tendo em vista o
custo de processo, o tempo de extracdo de 20 minutos, como apresentado no

planejamento utilizado, seria economicamente mais vantajoso.
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Figura 2.2 - Efeito das variaveis tempo e temperatura no rendimento da extragéo de flavonoides totais
do bagago de maga.Nota: e: 50 °C, A:35°C e m: 20 °C.

Os dados foram bem ajustados ao modelo cinético ndo linear de primeira
ordem (Tabela 2.7), com valores de R? variando de 0,88 a 0,98 e erro percentual
meédio menor que 0,95%. As concentracdes de equilibrio (Ceq), bem como as
constantes de transferéncia de massa (k) foram determinadas para cada
temperatura utilizada. A extracao realizada a 50 °C apresentou valor de k 52,29%
maior que o obtido a 20 °C, uma vez que o0 aumento da temperatura facilita a
permeabilidade do solvente na parede celular da matriz sélida devido ao aumento do
coeficiente de difuséo, favorecendo a solubilidade dos compostos (AL-FARSI; LEE,
2008; THOO et al., 2010).

O aumento da taxa de transferéncia de massa resultou em diferencas
significativas entre as temperaturas avaliadas no tempo de rendimento maximo (p <
0,05), o qual apresentou concentracdes mais elevadas quanto maior a temperatura,
segundo o teste de Fisher. No entanto, o rendimento final da extracdo nao
apresentou diferencas significativas entre as temperaturas de 35 e 50 °C. Tal
resultado esta de acordo com Linares et al. (2010), os quais realizaram a cinética da
extracdo fendlica da erva mate a 40, 50, 60 e 70 °C e verificaram que aumento da
temperatura acelera a taxa inicial da extracdo, no entanto, nao altera
significativamente o rendimento final. Apesar dos efeitos positivos que a utilizacao
de temperaturas elevadas confere ao rendimento da extracdo, a temperatura nao

pode ser aumentada indefinidamente neste tipo de processo, uma vez que a
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estabilidade dos compostos pode ser comprometida em temperaturas acima de 50
°C (CACACE; MEZZA, 2003; PINELO et al., 2005).

Tabela 2.7 -Parametros obtidos no modelo cinético de primeira ordem.

Parametros cinéticos

T (°C) Ceq (mg/kg) k (min 'l) R? ajustado RSME E (%)
20 1265,29 0,109 0,88 166,45 0,95
35 1728,35 0,117 0,98 94,96 0,67
50 1852,77 0,166 0,95 154,24 0,22

Nota: T: temperatura, Ceq: concentracao de equilibrio, k: constante de transferéncia de massa, RSME:
desvio médio quadratico, E (%): erro percentual médio absoluto.

Os valores de In k e 1/T foram utilizados para tracar uma reta e seus dados
foram ajustados na Equacao de Arrhenius (Equacédo 3) para obtencédo da energia de
ativacdo. O processo de extracdo utilizado apresentou valor de 9,01 kJ mol™, sendo
essa a quantidade de energia requerida pela molécula para que ocorra a
transferéncia do soluto para o solvente. A energia de ativacdo depende do tipo
composto de interesse, da matriz do alimento, dos procedimentos realizados antes
da extragdo, entre outros fatores (SANT'ANNA, MARCZAK E TESSARO, 2013).
Bucic-Kojic et al. (2007) verificaram que 8 kJ mol™ seria suficiente para extrair

polifendis em semente de uva que apresentavam particulas maiores que 0,65 mm.

2.3.5Estabilidade

Houve diferencas significativas (p < 0,05) entre as concentracdes dos
compostos nas diferentes condicdes de pH’s e temperaturas as quais os extratos
foram expostos durante o periodo de 90 dias de armazenamento (Figura 2.3). Esse
fato pode ocorrer, em partes, devido ao aumento da taxa de oxidacdo com o
aumento do pH (ROGISKI; ALEGRIA, 2005). Além disso, o0 aumento da temperatura
de armazenamento, geralmente, favorece as reacdes de degradagdo dos polifendis
(PEAPE et al., 2014).
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O efeito do tempo sob o teor de flavonoides totais gerou uma pequena
variagdo durante os noventa dias de armazenamento, provavelmente, devido as
multiplas rea¢des envolvidas, tais como oxidacao, isomeriza¢do e clivagem, como
descritas em estudos de degradacéao de polifendis presentes em cha (LI et al., 2013)
e em suco de maca (VAN DER SLUIS; DEKKER; VAN BOEKEL, 2005). Esses
altimos autores discutiram que as reacdes responsaveis pela degradacdo se
diferenciam de acordo com a classe e/ou subclasse dos polifendis. O &cido
clorogénico, principal substrato da polifenoloxidase, passa por reacdes oxidativas.
No entanto, reacfes ndo oxidativas também podem ser responsaveis pela
degradacdo desses compostos. Quanto aos glicosideos de quercetina, nao
apresentaram degradacdo oxidativa. As reacOes responsaveis pela degradacao
foram atribuidas ao somatério das taxas de reacfes ndo oxidativas e de hidrélise, a

qual ocorreu independente da temperatura na faixa de 70-100 °C. Em relacdo a
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floridzina, composto mais estavel durante o armazenamento, as reagfes envolvidas
foram apenas né&o oxidativas.

Sendo assim, os flavonoides presentes no extrato podem permanecer
estaveis se este for adicionado em alimentos ou bebidas que apresentam baixo pH
(aproximadamente 3,5). Cabe ainda ressaltar que a conservagao sob temperaturas
em torno de 10 °C (refrigeracdo) pode retardar a degradacdo desses compostos.
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2.4 CONCLUSAO

Foi possivel otimizar as condicGes das variaveis simultaneamente por meio
do método de superficie de resposta o qual sugeriu que a extracdo seja conduzida
utilizando etanol 60% como solvente, a 50 °C e razdo sélido/liquido 1:20 (m/V). O
estudo cinético permitiu a determinacdo do rendimento maximo, quando ocorre o
equilibrio do sistema, aproximadamente aos 50 minutos. No entanto, foi observado
gue o tempo de 20 minutos pode ser vantajoso no ponto de vista econdémico, uma
vez que rendimento foi 6,46% menor. Com relacdo aos fenois individuais, os
glicosideos de quercitina, compostos presentes no epicarpo da fruta, foram os
principais flavonoides detectados. Dessa forma, o extrato fendlico obtido em
condi¢cbes otimizadas pode ser uma alternativa para incorporar compostos retidos no
bagaco em produtos alimenticios, sendo sugerido que este seja adicionado em
alimentos e bebidas que apresentam baixo pH, armazenados em temperatura de

refrigeracdo a fim minimizar a degradacao dos flavonoides.
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CAPITULO 3

EFEITO DA REINCORPORACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO BAGACO
DA MACA NO PROCESSO FERMENTATIVO DA SIDRA
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RESUMO

A composicao fendlica da maca além de conferir beneficios a saide do consumidor
influencia algumas caracteristicas sensoriais das bebidas derivadas dessa fruta. No
entanto, 42 a 58% desses compostos ficam retidos no bagaco, o qual apresenta a
classe de flavonoides como a principal. Por esse motivo, 0 objetivo do presente
capitulo foi reincorporar flavonoides retidos no bagaco por meio de um extrato
hidroalcodlico e avaliar seus efeitos durante o processo fermentativo da sidra. O
extrato do bagaco foi obtido nas condi¢cdes otimizadas (etanol 60%, temperatura de
50 °C e razdo sdlido/liquido 1:20, m/v). O mosto foi dividido em duas partes,
denominados mosto | e Il. Ao mosto Il foi adicionado o extrato liofilizado,
aumentando cerca de 40% da composicdo de flavonoides totais. Os mostos foram
inoculados com levedura, sendo fermentados sob as mesmas condi¢cdes durante 15
dias. A fermentacao foi monitorada por meio da perda de massa devido a liberacao
de gas carbbnico e contagem de células viaveis. O processo foi interrompido nos
dias 1, 4, 7, 11 e 15 a fim de avaliar os efeitos da adicdo de extrato. Os teores dos
compostos fenolicos individuais, acucares e etanol foram quantificados por CLAE em
cada ponto. Além disso, foi determinada a composicdo fendlica total, flavonoides
totais, flavondis, flavandis e atividade antioxidante in vitro pelos métodos de DPPH,
ABTS, FRAP e CUPRAC, bem como pH, acidez titulavel e cor das amostras durante
o0 processo fermentativo. Além disso, foi avaliada a intensidade dos atributos
sensoriais: cor, amargor, adstringéncia, acidez e qualidade de odor das sidras sem e
com adicdo de extrato. Os compostos fendlicos individuais variaram durante o
processo fermentativo. A sidra Il apresentou teores de glicosideos de quercitina,
compostos presentes apenas no epicarpo da maga. A adicdo do extrato resultou em
aumento na atividade antioxidante, com média de 41,87% em relacdo ao controle. A
adicdo do extrato ndo prejudicou a qualidade do aroma e influenciou atributos
sensoriais, resultando em uma sidra com maior intensidade e menor tonalidade de
cor, maior percepgcdo de amargor e adstringéncia e menor percepcao de acidez.
Portanto, a adicdo do extrato melhorou a caracteristica funcional da sidra,
aumentando sua capacidade antioxidante além de alterar as caracteristicas
sensoriais responsaveis pela aceitabilidade da bebida.

Palavras-chave: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); compostos
bioativos; analise de componentes principais (ACP); atividade antioxidante; analise
sensorial.
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3.1INTRODUCAO

A sidra, bebida obtida por meio da fermentacédo alcodlica total ou parcial dos
acucares fermentesciveis presentes no mosto da mac¢a (BRASIL, 2008), pode ser
considerada um dos principais produtos agroindustriais desta fruta (NOGUEIRA,;
WOSIACKI, 2012). A composicdo das macas destinadas a esse fim influencia a
qualidade do produto final (GUYOT et al., 1998). As sidras produzidas a partir de
cultivares industriais especificas, as quais apresentam teor médio de 2707 mg/kg de
compostos fendlicos totais, podem apresentar diferencas em comparacao a sidra
proveniente de macéas de mesa, com teor médio de 1022 mg/kg (NOGUEIRA, 2003;
VERDU et al., 2014; ZARDO et al., 2015). O conteudo fendlico pode ser responsavel
por alteracbes nas caracteristicas sensoriais como cor, acidez, adstringéncia e
formacdo de certos compostos aromaticos (ZARDO et al., 2008; YE; YUE; YUAN,
2014, LAAKSONEN et al., 2017).

Durante o processamento, 42 a 58% da composicdo fendlica da maca
permanecem no bagaco, subproduto gerado apds a prensagem para obtencdo do
suco ou mosto (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; VAN DER SLUIS et al., 2002).
Principalmente os fendis presentes na casca ndo sao transferidos para o suco
devido a interacbes moleculares como pontes de hidrogénio e interacbes
hidrofébicas que estes realizam com as paredes celulares (GUYOT et al., 2003, LE
BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2004; VAN DER SUITS et al., 2001). Dessa
forma, o bagaco da maca apresenta, em média, 85% de compostos pertencentes a
classe de flavonoides em sua composicao fendlica total (CAM, AABY, 2010; REIS;
RAI; ABU-GRANNAM, 2012). Estes compostos se destacam em relacdo a
capacidade antioxidante devido ao elevado potencial redox (TSAO; YANG, 2003).

Sendo assim, a reincorporagdo dos compostos retidos no bagaco pode
aumentar a capacidade antioxidante do produto final além de melhorar as
caracteristicas sensoriais da sidra elaborada com macas de mesa. Portanto, o
presente capitulo tem como objetivo adicionar o extrato fendlico obtido nas
condicbes otimizadas ao mosto de macd e avaliar seu efeito no processo

fermentativo e na qualidade sensorial da sidra.
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3.2 MATERIAS E METODOS
3.2.1 Materiais

Foram utilizadas macéas das cultivares Gala e Fuji adquiridas no comércio
local, municipio de Ponta Grossa (25° 05' 42” S 50° 09' 43" O), Parana, Brasil. A
levedura Saccharomyces cerevisiae Reims (Fermol Reims Champagne, ref. PB
2002, AEB Group, San Polo, Brecia, Itdlia) foi o microrganismo utilizado como
inoculo para a fermentacao alcodlica do mosto na forma seca ativa.

Os reagentes, padrdes e sistema de Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia

(CLAE) utilizados foram os mesmos apresentados no capitulo 2.

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Obtencédo do mosto e bagaco

A obtencdo do mosto e bagaco seguiu 0 mesmo procedimento descrito no
Capitulo 2 (item 2.2.2.1). O mosto foi despectinizado por meio da adicdo da enzima
pectinase (Pectinex 3XL, Novozymes do Brasil) na concentracdo de 3,0 mL/hL,
durante 60 minutos a 45 °C, sendo trasfegado apos sedimentacdo. O bagaco gerado

nesse processo foi desidratado, triturado e tamisado conforme a Figura 3.1.

3.2.2.2 Extracdo dos compostos fenélicos

A extracdo dos compostos fendlicos do bagaco foi realizada conforme as
condicdes otimizadas do Capitulo 2 (item 2.3.2) etanol 60%, temperatura de 50 °C e
razdo solido/liquido 1:20 (m/v) durante o periodo de 20 minutos. Apos esse periodo
de tempo, o bagaco foi imediatamente removido por filtragdo. Em seguida, o0s
extratos foram centrifugados (HITACHI KOKI Co. Ltda.,, CR21Gll, Japéao)
rotaevaporados a 50 °C (TECNAL, TE-211, SP, Brasil), seguido de
ultracongelamento a -86 °C (NUAIRE, NU-9668GC, MN, USA) e liofilizagdo
(TERRONI, LS3000, SP, Brasil).
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3.2.2.3 Elaboracao das sidras com e sem adicdo de extrato

De acordo com a Figura 3.1, o mosto despectinizado foi dividido em duas
porgdes, mosto | e mosto Il. O extrato fendlico liofilizado foi adicionado apenas ao
mosto Il, com base na concentracdo de flavonoides totais, principal classe fendlica
presente no bagaco. O calculo para a quantidade adicionada foi efetuado
considerando a concentracdo extraida nas condi¢cdes avaliadas e a quantidade de
bagaco gerado. Tendo a concentragéao de flavonoides de 1735,24 mg/kg de bagaco
seco, 0 qual continha 90% de umidade e representava 40% do total de maca
processada, foi verificado que a adicdo deveria visar a um aumento de
aproximadamente 40%. O mosto |, portanto, foi o controle, sem adicao de extrato.

Os mostos foram fermentados nas mesmas condicbes, de acordo com
Nogueira et al. (2007), por meio de in6culo de levedura Saccharomyces cerevisiae
na concentracdo de 20 g/hL, reidratada conforme indicacdo do fabricante. Apds a
adicao do in6culo, o contetdo dos fermentadores passou a se chamar sidra | e sidra
II, sem e com adicdo de extrato, respectivamente. A fermentacdo foi conduzida a
temperatura ambiente (20 °C) em uma B.O.D. (LABOR SP-500, SP, Brasil) por um
periodo de quinze (15) dias. Dez (10) fermentadores (erlenmeyers) foram utilizados,
sendo cinco (5) para cada um dos experimentos, com capacidade volumétrica total
de 500 mL e volume util de 450 mL, munidos de batoque com solucdo de

metabissulfito de potassio na concentracéo de 300 mg/L (Figura 3.2).
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Macas

*Selecdo

*Lavagem

* Sanitizacdo (solucdo de doro - 200 ppm, 10min., 4 °C)
* Trituracdo

*Prensagem (3 kgficm2)

* Despectinizacio (Pectinex- 3 mLhL, 1h., 46°C) J,
*Trasfega Bagaco

| Maosto | + Secagem (50°C)

*Reducio detamanho (0,42 a0,84mm)

| | *Extracio
Mosto | | | Mosta Il |<_ Concentragiio (50%)

Temperstum (507 C)
Razdo solidofliquida(1:20 mhv)

*Adicdo do inoculo + Rotasvaporagio (50 °C)

A1 iy P0G - Adicio * Ultracong damento (-86 °C)
0% 10F céulas/mL), )
(40% deflavonoides) + Liofilizagio
Sidral Sidrall ali
(sem extrato fandlica) (comextrate fendico) - Extrato Fendlico |

Figura 3.1 - Fluxograma da elaboracao do mosto de maca, extrato fendlico do bagaco e sidra com e
sem adicéo de extrato fendlico.

O processo fermentativo para obtencdo das sidras | e Il foi monitorado por
meio de uma cinética de fermentacdo utilizando como parametro a diminuicdo da
massa em fun¢éo do tempo, devido a liberacdo de gas carbbnico. Além disso, nos
dias 1, 4, 7, 11 e 15 a fermentacdao foi interrompida, sendo retirado um fermentador

de cada experimento.

Figura 3.2 - Esquema do sistema de fermentacdo demonstrando os dias em que a fermentacéo foi
interrompida para monitoramento dos efeitos da adi¢cdo do extrato fenélico.
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3.2.2.4 Amostragem e caracterizacao das sidras

Foi realizada a contagem de células viaveis em camara de Newbauer
imediatamente apds a interrupcdo da fermentagcdo em cada ponto por meio da
contagem direta em microscopio Optico, utilizando o corante azul de metileno (XB-K-
25, SMIC, China), de acordo com Bonneu et al. (1991). Em seguida, o conteudo dos
fermentadores foi centrifugado (HITACHI KOKI Co. Ltda., CR21Gll, Jap&o) a 7980 x
g, a 4° C por 15 minutos objetivando a separacao da sidra e biomassa de levedura.
Na sequéncia, as amostras de cada ponto foram armazenadas a -18 °C (Metalfrio
DA 550, SP, Brasil) até o0 momento das andlises. Uma aliquota de 10 mL de cada
amostra foi ultracongelada a -86 °C (NUAIRE, NU-9668GC, MN, USA), liofilizada
(TERRONI, LS3000, SP, Brasil) e reconstituida por meio da adicdo de 5 mL de
solucdo de acido acético e metanol 2,5% (3:1 v/v) para a analise dos compostos
fendlicos individuais em CLAE. Em seguida, cada amostra foi filtrada por meio de um
filtro seringa (Waters, Milford, MA, USA) com porosidade de 0,22 um. O pH das
sidras foi determinado utilizando potenciometro de bancada (Tecnal, TEC 3- MP, SP,
Brasil) e a acidez total titulavel de acordo com a AOAC (2016), expressa em teor de

acido malico (g/100mL).

3.2.2.4.1 Andlise colorimétrica

A analise colorimétrica foi realizada em espectofotometro (Konica Minolta,
CM 5, Japéao) o qual fornece os valores de L*, a* e b*, utilizados para calcular o valor
de Chroma (intensidade de cor) e angulo hue (tonalidade), de acordo com as

Equacbes 1 e 2.

C* = J(@)?+ (b*)2 (1)
h* = tan"1(b*/a*) quandoa* > 0 (2)
h* = tan"!(b*/a*) + 180° quandoa* < 0 (2)
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3.2.2.4.2 Composicao fendlica

Compostos fendlicos totais: Quantificados de acordo com o método descrito
por Singleton e Rossi (1965), com adaptacbes. A leitura das absorbancias foi
efetuada em espectrofotometro (SHIMADZU, UVmini-1240, SP, Brasil) a 720 nm. As
concentracdes foram calculadas a partir de uma curva padréo de acido clorogénico
(CFT = 1612,90 x absorbancia; R?= 0,9932) previamente preparada e os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes de acido clorogénico por litro (mg
EACI/L).

Flavonoides totais: Determinados de acordo com Zhishen, Mengeheng e
Jianming (1999), com adaptacdes, sendo efetuada a leitura da absorbancia a 510
nm. A concentracdo foi obtida a partir de uma curva padréo de catequina (FT =
420,17 x absorbancia; R? = 0,9981) e os resultados foram expressos em miligramas
equivalentes de catequina por litro (mg ECATI/L).

Flavanodis: Determinada por meio do método adaptado descrito por
Broadhurst e Jones (1978), com leitura em espectrofotbmetro a 510 nm. Foi
calculada a concentracdo por meio de uma curva padrao de catequina (Flavanois =
625 x absorbancia; R = 0,9978), obtendo os resultados em miligramas equivalentes
de catequina por litro (mg ECATI/L).

Flavondis: De acordo com Kumaran; Karunakaran (2007), com adaptacoes,
sendo procedida a leitura da absorbancia a 440 nm. A concentracao foi expressa em
miligramas equivalentes de Quercetina-3-rutinosideo por litro (mg EQRU/L) em
relacdo a uma curva padrdo previamente preparada (Flavondis = 232,56 x
absorbancia; R = 0,9981).

Compostos fendlicos individuais: Quantificados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) segundo Alberti et al. (2014), nas mesmas condi¢des citadas

no capitulo 2.

3.2.2.4.3 Determinacao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada por meio dos métodos
espectrofotométricos de FRAP, poder antioxidante de reducéo do ferro, descrita por
Benzie e Strain (1996); CUPRAC, poder de reducédo do cobre (APAK et al., 2008);

captura do radical livre DPPH, de acordo com Brand-Willians; Cuvelier e Berset
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(1995) e método de descoloracdo do cation ABTS (RE et al., 1999). As leituras das
absorbancias foram efetuadas nos comprimentos de 593, 450, 517 e 765 nm,
respectivamente para cada método, apés o periodo de 30 minutos de incubacao sob
auséncia de luz.

Os resultados referentes a capacidade antioxidante foram todos expressos
em micromols equivalentes de Trolox por litro (umol TE/L) em relagdo a uma curva
padrdo preparada para cada método (FRAP = 1041,66 x absorbancia; R? = 0,9986;
CUPRAC = 3333,33 x absorbancia; R? = 0,9969; DPPH = 22,72 x absorbancia; R* =
0,9946 e ABTS = 4,48 x absorbancia, R? = 0,9944).

3.2.2.4.4 Determinacao das concentracdes de acucares e etanol

Os teores de acucares e etanol foram quantificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia associada a um detector de indice de refracdo (CLAE - IR)
mantido a 50 °C. Para a determinacdo dos acucares, foi utilizado um sistema de
eluicdo isocrético, sob fluxo de 0,5 mL/min. de uma solu¢do aquosa de acetato de
célcio 0,016 g/L. A separacdo dos compostos ocorreu na coluna Sugar Pak™ (300 x
6,5 mm i.d.), mantida a 80 °C, exceto para a quantificacdo de etanol, quando a
temperatura da coluna permaneceu em 64 °C (ZIELINSKI et al., 2014). A deteccéo
das amostras foi realizada por comparacao com os tempos de retencao dos padrdes
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Parametros cromatogréficos dos padrdes de aclicares e etanol utilizados.

Composto TR (min.) Equacdes R’ LOD* LOQ*
Etanol 14,61 y = 317019x + 56005 0,989 0,583 1,767
Sorbitol 19,10 y = 827900x + 47355 0,999 0,189 0,572
Sacarose 8,00 y = 943272x + 24168 0,999 0,085 0,256
Glucose 9,70 y = 962786x — 2742 0,999 0,009 0,028
Frutose 12,18 y = 925797x — 66006 0,999 0,235 0,713

Nota: TR: tempo de retencdo; LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacéo; *: pg/mL.
3.2.2.5 Analise sensorial

A andlise sensorial foi iniciada ap6s a aprovacdo do projeto CAAE
62047516.3.0000.0105 pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP), sendo realizada
de acordo com o meétodo proposto por Madrera, Lobo e Alonso (2010), com
adaptacdes. As amostras foram avaliadas por oito (8) julgadores selecionados e
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treinados, sendo dois (2) homens e seis (6) mulheres com idade entre 23-41 anos.
Os julgadores selecionados apreciavam e consumiam esse tipo de bebida com
frequéncia. Além disso, receberam informacdes sobre a elaboracdo do produto e
nao apresentavam problemas de saude nem faziam uso de medicamentos que

impecam o consumo de bebida alcodlica.

Nome Data:

Wocé esta recebendo amostras codificadas de fermentado de macd. Por favor, prove-as e ordene-as
conforme escala apropriada quanto a intensidade de

Amostra
@® ® ® @ ©)
Muito Fraco Moderado Forte Muito
fraco forte
.
MNome Data:

Vocé esta recebendo duas amostras codificadas de fermentado de maca. Por favor, prove as amostras e
avalie na escala apropriada quanto a intensidade de

Amostra:
@ @ € @ & ® @ ®
Muito Fraco Moderado Forte Muito
fraco forte
Amostrac
@ @ € @ ) ® @ ®
Muito Fraco Moderado Forte Muito
fraco forte
11
Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra codificada de fermentado de macd. Por favor, avalie a gualidade do odor e atribua
nota conforme a escala hedénica apresentada

Amostra: Desgostei muitissimo
Desgostei muito
Mota: Desgostei moderadamente

Desgostei ligeiramente
Indiferente

Gostei ligeiramente
Gostei moderadamente
Gostei muito

Gostei muitissimo

DO=~OUEWN =

Figura 3.3 - Fichas para avaliagdo sensorial. Nota: I.: Familiarizagdo e ordenac¢do das escalas de
referéncia; IlI: Avaliacdo da intensidade dos atributos cor, amargor, adstringéncia e acidez e lll.
avaliacdo da qualidade do odor.

O experimento durou cerca de trés (3) meses, incluindo as sessdes nas
quais os julgadores se familiarizaram com as amostras até chegar a um consenso
dos atributos a serem avaliados. O treinamento foi realizado com uma escala de

referéncia para cada atributo pré-definidos pelos julgadores - cor, amargor, acidez e
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adstringéncia - variando de menos para mais intenso, sendo 1-muito fraco, 3-fraco,
5-moderado, 7-forte e 9-muito forte. A amostra controle (sem adi¢ao) foi utilizada
como base para elaboracédo das escalas de referéncia. Solucdes iniciais de cafeina
0,2%, acido citrico 50% e acido tanico 0,5% foram adicionadas a base, obtendo-se
as escalas de amargor, acidez e adstringéncia, respectivamente. As escalas finais
variaram de 20 a 100 mg/100mL para amargor, de 3 a 40 mg/100mL para acidez e
de 0 a 0,9 mg/100mL para adstringéncia. A escala de cor foi realizada por meio da
diluicdo e adicao de suco de maca. Os julgadores provaram e se familiarizaram com
a escala numerada e, posteriormente, receberam a escala codificada, a qual deveria
ser colocada em ordem (Figura 3.3). Os julgadores foram considerados aptos para
avaliar as amostras quando acertavam a ordem em duplicata.

ApoOs o periodo de treinamento, os atributos foram avaliados, em duplicata,
por meio da escala estruturada de nove (9) pontos. No momento da avaliacéo, cada
avaliador recebeu, além das amostras, a escala de referéncia ao atributo em
guestdo. Além disso, a qualidade do odor foi avaliada por meio de uma escala
hedbnica de aceitacdo com nove (9) pontos, variando de 1-desgostei muitissimo a 9-

gostei muitissimo (Figura 3.3).

3.2.2.6 Estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. A
homogeneidade das variancias de cada variavel foi verificada pelo teste F ou de
Levene (p = 0,05). As diferencas entre as amostras foram avaliadas por meio do
teste t-Student ou pela analise de variancia (ANOVA, fator Unico), seguido de teste
de médias de Fischer LSD. Os produtos de Pearson (r) foram utilizados para avaliar
a forca de correlagéo entre os parametros analisados. Foi considerado significativo
p-valor abaixo de 0,05. Os dados obtidos na avaliagdo sensorial foram submetidos a
analise quimiométrica, relacionando os tratamentos utilizados com os atributos
sensoriais das sidras por meio da andlise dos componentes principais (ACP). Todas
as analises estatisticas foram realizadas no software STATISTICA v. 13.2 (Stat-Soft
Inc., Tulsa, OK, USA).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1 Cinética da fermentacao

A partir dos dados obtidos pelo monitoramento da perda de massa dos
fermentadores no decorrer do periodo de fermentagdo, bem como da contagem de
células viaveis, foi possivel obter alguns parametros cinéticos. A velocidade méaxima
do processo fermentativo foi de 19,35 e 19,74 (g/Ld), respectivamente para 0s
tratamentos | e Il. A sidra | apresentou taxa maxima de producdo de CO,de 19,35
g/Ld e a sidra Il, 19,74 g/Ld. A populacdo méaxima de leveduras, no final do processo
fermentativo, apresentou contagem de 7,8 x 10’ UFC/mL na sidra | e 6,3 x 10’
UFC/mL na sidra Il, ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos. Desta forma, a adicdo do extrato ndo influenciou a cinética do processo
fermentativo.

Os teores de etanol nos tratamentos | e I, sem e com adi¢cdo de extrato, ndo
apresentaram diferencas significativas até o quarto dia de fermentacao (Figura 3.4).
Ao passo que as concentracbes de acucares e sorbitol diferenciaram
significativamente entre os dois tratamentos durante todo o processo fermentativo;
exceto o teor de sacarose, que se igualou a partir do 4° dia. De acordo com Gomis
et al. (1988), os teores de acucares, etanol, sorbitol e glicerol podem exercer
influéncia na formacdo do aroma e algumas percepcdes sensoriais durante o
processo fermentativo.

O mosto Il apresentou maiores teores de glucose e frutose, com valores de
17,60 e 8,65%, respectivamente (Figura 3.4). Tal fato provavelmente ocorreu devido
a presenca de acUcares no extrato, uma vez que o solvente utilizado solubiliza o
conteldo de acgucares do bagaco durante o processo de extracdo. Os agucares
presentes no mosto foram reduzidos durante o periodo de fermentacdo, uma vez
gue estes fornecem energia para a ocorréncia das reacdes metabdlicas necessarias
ao crescimento e multiplicacdo das leveduras, as quais apresentam o etanol e 0 gas
carbbnico como principais produtos do processo (NOGUEIRA; WOSIACKI 2012).
Dessa forma, a maior producdo de etanol na sidra Il a partir do quarto dia,
resultando em maior teor alcodlico final (7,67%) em comparacéo a sidra | (7,18%),

pode ser atribuida a diferenca na concentracdo de acucares.
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As concentracdes de frutose, sacarose e sorbitol em ambos os mostos, estao
de acordo com Alberti et al. (2016), os quais detectaram teores de 73,7, 409 e 7,2
g/L aos respectivos compostos para a cultivar Fuji suprema. O teor de sacarose
decresceu desde o inicio da fermentacdo, ndo sendo mais detectada a partir do
primeiro dia de fermentagcdo. Os teores de glucose e frutose, no entanto, comegaram
a ser reduzidos apdés o primeiro dia de fermentagédo. Esse fato ocorre uma vez que
apenas 0s acuUcares simples (glucose e frutose) podem ser metabolizados pela
levedura, portanto, seus teores aumentam no inicio da fermentacao devido a reacao
necessaria de hidrolise da sacarose por acdo da invertase, enzima produzida pela
levedura (NOGUEIRA; WOSIACKI 2012). A sidra Il, com adicdo de extrato,
apresentou concentracdo remanescente de frutose no final dos quinze dias de
fermentacao, com teor 0,32 g/L.
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Figura 3.4 - Teores de acguUcares (sacarose, glucose e frutose), etanol e sorbitol durante os dias da
fermentacdo com e sem adigcdo de extrato fendlico. Nota: » - Sidra | (sem adi¢do de extrato), e - Sidra
Il (com adicdo de extrato); abc: letras mindsculas indicam diferengas significativas entre os dias da
fermentacéo das sidras | e Il.
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Os teores de sorbitol foram 6,66 e 7,45 (g/L) nos mostos | e I,
respectivamente. No entanto, a fermentacgao resultou em teores de 7,38 e 7,96 (g/L)
no 15° dia. Esse composto, polialcool com poder edulcorante presente em algumas
frutas, pode ser formado durante a fermentacdo por meio da reducédo de acucares
como a glucose e frutose (FEDOR; MILLAR; ACCOLA, 1960). O decréscimo da
concentracdo de sorbitol no primeiro dia de fermentacdo possivelmente pode ter
ocorrido por meio da acdo da sorbitol dehidrogenase, uma vez que esta enzima
pode converter esse composto em frutose (GOMIS et al.,, 1988). Ambas as
concentracbes detectadas no presente trabalho encontram-se dentro do intervalo
verificado por Madrera, Lobo e Alonso (2010), entre 6,08 e 8,04 (g/L), os quais
avaliaram quinze sidras experimentais em diferentes niveis de maturacéo.

A adicdo do extrato ndo alterou o pH do mosto. Entretanto, durante o
periodo de fermentacao, houve diferenca entre os experimentos | e Il no 7° e 11° dia,
de acordo com o teste t. Além disso, foi observada variacdo significativa entre os
dias da fermentacéo (p < 0,05), com valores entre 3,58 e 3,83. O pH ao final no 15°
dia de fermentacdo, em ambos o0s experimentos, pode ser comparado a sidra
elaborada a partir de macas industriais, pH de 3,8, de acordo com Madrera, Lobo e
Alonso (2010).

Tabela 3.2 -Valores referentes ao pH e acidez durante o periodo de 15 dias de fermentacéo.

Dias Sidra | Sidra Il
Ph Acidez (g/100mL) pH Acidez (g/100mL)

0 3,79°+ 0,01 0,27° + 0,01 3,80°+ 0,01 0,28°+ 0,01

1 3,63°+ 0,01 0,28° + 0,01 3,63°+ 0,01 0,28° £ 0,01

4 3,68" + 0,01 0,39°+ 0,01 3,71°+ 0,01 0,40°+ 0,01

7 3,62°+ 0,01 0,40%° + 0,01 3,66 + 0,01 0,42% £ 0,01

11 3,58°+ 0,01 0,40° + 0,01 3,71°+0,01 0,41%° + 0,01

15 3,80%+ 0,01 0,40 + 0,01 3,83+ 0,01 0,41°+ 0,01
Nota: Sidra I: sem adicdo de extrato, sidra Il: com adicéo de extrato, *: letras diferentes na mesma

coluna indicam diferenca significativa entre os dias de fermentagéo, p < 0,05, segundo teste t.

Em relacdo aos teores de acidez total titulavel (Tabela 3.3), ambos os
experimentos apresentaram teores considerados baixos (< 0,45 ¢/100mL),
caracteristicos de sucos obtidos a partir de macéas destinadas ao consumo in natura
(PAGANINI et al., 2004). Essa concentracao variou significativamente (p < 0,05)
durante o periodo de fermentacdo. Os experimentos | e Il mostraram-se

semelhantes no decorrer desse periodo, aumentando a concentragdo com o passar
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dos dias até o sétimo dia, quando se mantiveram constantes. A partir do 4° dia de
fermentacdo, os teores comecaram a apresentar diferenca significativa (p < 0,05)
entre 0s experimentos. Entretanto, o aumento observado foi de apenas 0,01
g/100mL no teor da sidra Il em relacdo a |. Cabe ressaltar que os teores de acidez
total das sidras encontra-se dentro do limite definido pela legislacdo brasileira, 0,3 a
0,8 g/100mL (BRASIL, 2008).

3.3.2 Composicgéao fendlica e atividade antioxidante

De acordo com a Tabela 3.4, o mosto com adi¢do de extrato obtido a partir
do bagaco da maca apresentou aumento de 22,99% na composi¢cao fendlica total,
aproximadamente 40% no teor flavonoides totais e um valor médio de 41,87% na
atividade antioxidante. A concentracdo de fendis totais e suas classes foram
reduzidas durante a fermentacdo tanto na sidra | quanto na sidra Il, uma vez que
esses compostos passam por alteracdes devido a reacfes oxidativas, esterificacdo e
hidrélises, no decorrer do processo fermentativo (YE; YUE; YUAN, 2014). Tal
resultado esta de acordo com Alberti et al. (2016), os quais verificaram que, em geral,
a sidra apresenta menor concentracao fendlica e menor atividade antioxidante que o
mosto. Além disso, verificaram que a cultivar Fuji Suprema apresenta menores
teores em comparagcdo as cultivares Gala e Lis Gala. Entretanto, 0 mosto sem a
adicdo de extrato obtido no presente estudo apresentou teores mais elevados de
fendis totais (406,89 mg/L) em comparacdo a maior concentracdo detectada na
cultivar Fuji Suprema (279 mg/L).

Em relacdo a concentracdo de flavonoides totais, a sidra |, ao final dos 15
dias de fermentacdo, apresentou concentracdo de 57,03 mg/L, proximo ao teor
minimo detectado por Alberti et al. (2016) em sidra elaborada com maca Fuji
Suprema, 63 mg/L. No entanto, a sidra Il apresentou maiores concentragdes de
compostos pertencentes a essa classe fenélica em todo processo fermentativo e, ao
final dos 15 dias, apresentou teor 56,54% mais elevado que a sidra I. A adicdo do
extrato permitiu ainda que o teor de flavandis no 4° dia de fermentacdo fosse
equivalente ao teor encontrado no dia 0 (mosto) do tratamento |, sem adi¢ao. A sidra

Il apresentou maiores teores de flavondis totais durante todo processo fermentativo.
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Dias  Amostras CFT FT FA FO DPPH FRAP ABTS CUPRAC
(mg EACIL) (mg ECATIL) (mg ECATIL) (mg ERU/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L)

0 Mosto| 406,89°+9,86 107,17°+1,28  90,33°+ 1,15 0,90' + 0,01 466,6™ + 38,5 1160,76'+ 18,29  718,90°+9,48 3298,78% + 163,58
Mosto Il 500,44% + 6,72 148,90+ 0,63 111,00%+ 1,10 6,60 + 0,01 802,6% + 79,5 1336,11° + 24,06 979,13+ 27,39 3421,00%° + 57,74

1 Sidral 37356°+11,11 69,13 +0,74  59,33%+1,37 1,07" £ 0,01 541,56 + 56,66  1207,64" + 38,51 605,1" + 14,7 3107,11% + 388,07
Sidrall  457,97°+8,35 96,46°+1,32 97,0°+1,1 13,36% + 0,01 791,50% + 55,24 1417,3°+ 14,4 927,51 +74,80 3132,11° + 138,51

4 Sidra | 343,9°+ 9,6 55,89+ 1,1 58,00+0,89  1,129+0,01 558,16° + 53,59 1183,33" + 38,13 649,7"+ 19,3 3162,67°% + 150,09
Sidrall 421,41°+12,40 86,44°+0,63 91,75°+1,17 12,00°+0,08  820,61%+ 49,46 1439,8™ + 40,2 918,0° + 20,3 3379,33% + 185,52

. Sidral  295,60"+7,75 54,729+1,04 57,83°+147 1,05" + 0,01 489,87 +6518  1171,18" + 58,53 640,6' + 10,4 2734,89% + 214,84
Sidrall  373,56°+6,01 89,95%+ 1,84 90°+1 11,26°+0,04  777,56%+42,74  1482,81°+38,94 972,81+ 42,14 3429,3% + 4483

1 Sidral 316,579+16,66 60,25 +1,91 56,179+0,75  1,04"+0,01 483,80+ 116,71 1262,33°+77,49 643,16'+26,54  2984,89° + 205,59
Sidrall 337,54 +6,58 91,42°+1,12  90,25°+0,76 8,29 + 0,02 761,772+ 39,49  1656,42%+ 48,68  1154,0%+ 84,7 3532,11% + 456,15

15 Sidral 298,83"+23,03 57,039+1,56 55,75°+0,76 1,07" £ 0,01 479,0° + 86,8 1183,77 + 63,84 630,6' + 24,1 2890,44° + 221,21
Sidrall 327,32 + 7,36 89,37+ 0,5 90,50° + 0,45 7,71° £ 0,02 758,4% + 57,6 1445,49" + 2977 1057,79° + 28,88  3302,9%° + 276,1

Nota: I: sidra sem adicao de extrato, Il: sidra com adi¢do de extrato, CFT: compostos fendlicos totais, FT: flavonoides totais, FA: flavandis, FO: flavondis.
diferenca significativa entre amostras na mesma coluna, p < 0,05.

abc,
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Com relagdo aos teores dos compostos fendlicos individuais determinados
por CLAE (Figura 3.5), pode ser observado que a adi¢do do extrato ndo aumentou
significativamente (p > 0,05) a concentracao de acido clorogénico, a qual apresentou
teores de 15,14 mg/L no mosto | e 16,27 mg/L no mosto Il. Durante a fermentacéao,
houve diminuicdo nos dois experimentos, resultando em uma concentracao final de
4,52 e 6,40 mg/L nas sidras | e Il, respectivamente. Tal variagdo provavelmente
ocorreu devido a reacfes de hidrolise, formando os acidos quinico e cafeico durante
o processo fermentativo (GONTHIER et al., 2003; MADRERA; LOBO; VALLES,
2006). Dessa forma, o &cido cafeico, um acido cindmico livre, aumentou durante a
fermentacdo, assim como relatado por Mangas et al. (1997). Os tratamentos | e |l
apresentaram concentracdes semelhantes, havendo diferenga significativa (p < 0,05)
apenas no sétimo dia de fermentacéao.

O acido cumarico apresentou diferenga significativa (p < 0,05) durante o
processo fermentativo, exceto no primeiro dia de fermentacdo, quando os teores
referentes as sidras | e Il se igualaram. No inicio da fermentacdo, observa-se um
aumento nos teores desse acido, o qual, provavelmente, foi liberado juntamente com
o acido quinico durante o processo fermentativo devido a hidrolise do acido p-
cumaroilquinico, de acordo com Madrera, Lobo e Valles (2006). O acido p-
cumaroilquinico nao foi avaliado no presente estudo, no entanto, as sidras, em geral,
apresentam guantidades significativas deste composto (MADRERA; LOBO; VALLES,
2006; MARKS; MULLEN; CROZIER, 2007; ZURIARRAIN et al., 2014; LAAKSONEN
et al., 2017).

A partir do sétimo dia de fermentag¢do, houve um decréscimo significativo
nos teores de acido cumarico, provavelmente, devido a adsor¢cédo pelas leveduras
durante o periodo fermentativo e atuacdo na formacdo de outros polifendis
(flavonoides como flavonas e flavonadis) por meio de reacdes de esterificagcdo em
presenca de etanol (SAMALEH et al., 2008). Além disso, a presenca de outros
acidos hidroxicinamicos, especialmente o acido cafeico, induz a sintese da
descarboxilase e redutase, estimulando o consumo do acido p-cumarico, o qual
pode ser precursor de alguns compostos aromaticos (SAMALEH et al., 2008; SILVA
et al., 2011; YE; YUE; YUAN, 2014). Os teores finais foram de 1,78 e 1,96 mg/L,
respectivamente para as sidras | e Il

A adicéo do extrato proporcionou aumento de 58,64% sobre a concentracao

de floridzina no mosto, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) entre as sidras
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| e Il. Em ambos 0s experimentos, a concentracdo desse composto aumentou
durante o processo fermentativo. No final da fermentagdo o teor na sidra Il foi de
13,33 mg/L e 7,81 mg/L na sidra I. A concentracdo abundante desse flavonoide
pertencente a subclasse dihidrochalcona pode ser interessante uma vez que esse
composto pode diminuir a glicemia e bloquear a absor¢do da glucose, podendo ser
associada ao tratamento de diabetes tipo 2, hiperglicemia e perda de peso
(EHRENKRANZ et al., 2005; MASUMOTO et al., 2009).

A sidra Il apresentou teores de glicosideos de quercetina, 0s quais sao
praticamente inexistentes na sidra |. Esses compostos séo flavonoides pertencentes
a subclasse dos flavonadis, encontrados quase exclusivamente no epicarpo da maca
(KARAMAN et al.,, 2012). O somatério de todos os glicosideos de quercetina
detectados foi de 0,90 mg/L para o mosto |, valor pouco inferior ao detectado por
Laaksonen et al. (2017), 1,2 mg/L. A adicéo de extrato resultou em teor de 6,60 mg/L
no mosto I, um aumento de 83%. Durante a fermentacédo, houve aumento no teor
desses flavonoides, resultando em teores de 1,07 e 7,70 mg/L para sidras | e II,
respectivamente. Laaksonen et al. (2017), também verificaram aumento significativo
nos teores de glicosideos de quercetina durante o processo fermentativo. Segundo
Binpilas et al. (2015), as variacbes dos glicosideos de quercetina durante a
fermentacao pode ocorrer devido a reacfes de hidrolise catalisadas por enzimas tais
como a B-glucosidase, a qual pode ser liberada por algumas leveduras S. cerevisiae.

Dessa forma, a adicdo do extrato permitiu a aproximacao da concentracao
dos teores de floridzina e glicosideos de quercetina detectados em sidras naturais
elaboradas a partir da mistura de mostos de variedades de macéas industriais, as
quais apresentaram em torno de 14,85 mg/L de floridzina e teor maximo de 11,53
mg/L de glicosideos de quercetina (MADRERA; LOBO; VALLES, 2006).
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Figura 3.5 - Efeito da fermentacdo com e sem adicdo de extrato sobre os teores de compostos
fendlicos. Nota: - Sidra | (sem adigédo de extrato), e - Sidra Il (com adicao de extrato).
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Considerando os teores médios de todos os compostos fendlicos individuais
detectados, no final da fermentacao, a adicdo resultou em aumento de 35%. Cabe
ainda ressaltar que a adicdo do extrato resultou em um aumento na concentracao
final de compostos pertencentes a classe dos flavonoides de 2,4 vezes.

O aumento da atividade antioxidante nos teores finais da sidra Il em relag&o
a sidra |, determinada pelos diferentes métodos utilizados, variou entre 14,27 e
67,61%. Essa variacao ocorre devido as diferencas entre os principios dos métodos.
Enquanto FRAP e CUPRAC gquantificam o poder de reducdo, nos quais o0
antioxidante atua por meio da transferéncia de elétrons ndo competitivos (ET), os
métodos de DPPH e ABTS levam em conta tanto a ET como a transferéncia de
atomo de hidrogénio (HAT) para que ocorra a captura do radical (BARTOSZ, 2010;
APAK et al.,, 2016a e b). Portanto, esses Uultimos dois métodos apresentaram
maiores diferencas entre as sidras | e .

Zuriarrain et al. (2014) avaliaram sidras elaboradas a partir de seis diferentes
cultivares de macas industriais espanholas e verificaram que a atividade antioxidante
nos mostos, determinada pelo método de FRAP apresentou teores entre 1560 e
9800 upmol TE/L. As sidras, no final da fermentacdo, apresentaram teores de
1171,18 a 1658,42 umol TE/L. Como esperado, tanto 0s mostos quanto as sidras do
presente trabalho apresentaram menor atividade antioxidante que as macas
industriais. No entanto, o experimento com adicdo de extrato apresentou maior
atividade antioxidante, aproximando-se dos teores minimos determinados por esses
autores, referentes a cultivar Manttoni.

O teor de flavonoides totais apresentaram correlagbes (p < 0,05) com a
atividade antioxidante nos métodos utilizados nesse trabalho (r > 0,63), sendo que a
maior correlacdo foi observada no método de captura do radical ABTS (r = 0,82).
Portanto, a adi¢cdo de flavonoides no inicio da fermentag&o resultou em aumento da
atividade antioxidante da sidra Il devido ao alto potencial redox (TSAO; YANG, 2005)
e a estrutura da sua molécula, principalmente, pela presenca da estrutura o-dihidroxi
(catecol) no anel B, a qual tem se mostrado essencial para a efetividade da captura
do radical (FIRUZI et al., 2005). Em relacdo aos compostos individuais determinados
por cromatografia liquida, os glicosideos de quercetina, presentes em maiores
concentracbes no bagaco (KARAMAN et al, 2012), apresentaram correlacao
significativa (p < 0,05) com a atividade antioxidante. A maior influéncia foi atribuida

aos compostos isoquercitrina, reinoutrina e avicularina (rpppy > 0,80; ragrs > 0,82;
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rerap > 0,89 e reuprac > 0,58). Além disso, os compostos hiperosideo e quercitrina
correlacionaram-se (p < 0,05) com os métodos de DPPH, ABTS e FRAP (rpppy =
0,7480 e 0,7892, ragts = 0,5880 e 0,8091, rerap = 0,5909 e 0,9037) e a rutina
apresentou correlacdo com o método de DPPH (r = 0,7419, p < 0,05). Tais
compostos apresentam além do grupo catecol no anel B, a ligagédo 2,3-ligacdo dupla
conjugada com o grupo 4-oxo no anel heterociclico e presenca de duas hidroxilas no

anel A, favorecendo a atividade antioxidante desses compostos.

3.3.3 Cor

Os parametros da analise colorimétrica, Tabela 3.5, indicam que, em geral,
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos | e Il em todos os
parametros analisados, os quais também variaram no decorrer do periodo de
fermentacdo. O mosto Il apresentou menor luminosidade (L*) em relagcdo ao II,
apresentando-se como uma bebida mais escura. Tal resultado pode ser atribuido,
principalmente, a diferenca na concentracdo e composi¢cdo fendlica dos
experimentos. Quanto maior a concentracao fendlica, menor o valor de L*, ou seja,
mais escura a bebida (LE DEUN et al., 2015). Além disso, as reacdes enzimaticas,
outro fator que influencia a luminosidade das bebidas, devem ser consideradas.
Durante a etapa de trituragdo para o processamento da fruta, os compostos
fendlicos presentes nos vacuolos celulares sdo expostos ao oxigénio apés o
rompimento do tecido celular. A sequéncia de reacdes oxidativas catalisadas pela
enzima polifenoloxidase (PPO), gera o composto colorido o-quinona. Esse composto,
por ser muito instavel, pode envolver-se rapidamente em reacdes ndo enzimaticas
formando compostos secundarios, 0os quais podem ser incolores ou pigmentados
(GOUPY et al., 1995; LE DEUN et al., 2015). Provavelmente, parte da composi¢cao
fendlica do bagaco também passou por reacdes oxidativas durante as etapas do
processo, a qual pode ter influenciado cor do mosto e da sidra com adigcéo de extrato.

Com o inicio da fermentacdo, a luminosidade aumentou em ambos os
experimentos, provavelmente, devido as alteracbes na composicdo da bebida
durante a fermentagdo alcoodlica (ALBERTI et al., 2016) e a adsorcdo de alguns
compostos responsaveis pela pigmentacdo pela levedura (MORATA et al., 2003,
NOGUEIRA et al., 2008). No entanto, a diferenca entre os experimentos | e I
permaneceu significativa (p < 0,05) até o final dos 15 dias de fermentacéo.



Tabela 3.4 - ParAmetros da andlise colorimétrica durante os dias de fermentacao.
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Dias Amostras L* ax b* C he
0 [ 83,05 +0,02 6,05°+0,04 61,18°+0,01 61,47°+0,04 84,35+0,01"
I 81,56'+0,18 6,84°+0,12 64,08°+0,26 64,44*>+0,27 83,90 0,08
. | 94,64'+0,15 -4,51'+0,02 33,84°+0,06 34,14°+0,07 97,58 +0,06%
I 92,83"+0,30 -3,55'+0,09 38,56°+0,44 38,72°+0,40 95,26 +0,19
. | 95,68°+ 0,08 -2,71"+0,01 22,55'+0,04 22,71'+0,04 96,87 +0,01°
I 94,97°+ 0,10 -2,399+0,01 25,36°+0,13 25,47°+0,13 95,38 +5,94°
. | 96,18"+ 0,16 -2,12'+0,03 18,59'+0,47 18,71'+0,47 96,52 + 0,06°
I 95,23°+0,18 -2,11'+0,05 22,68'+0,01 22,78'+0,14 95,31 + 6,28
1 | 96,57+ 0,02 -1,95°+0,01 17,89 +0,18 18,00'+0,18 96,20 +0,11¢
I 95,84°+0,24 -1,89°+0,01 20,95°+0,14 21,03°+0,17 95,15+5,92¢
5 | 96,53*+ 0,11 -1,83°+0,01 16,89+2,90 16,99+0,17 96,18 + 0,06
I 94,79°+ 3,71 -1,82°+0,06 19,85"+0,05 19,93"+0,04 95,24 + 4,68
Nota: I: sidra sem adicdo de extrato, Il: sidra com adicdo de extrato, L*: luminosidade, a*:

cromaticidade vermelho/verde, b*: cromaticidade amarelo/azul, C: croma - intensidade, h°: &ngulo hue
- tonalidade. ®*: letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras
(p <0,05).

Os valores referentes ao parametro a*, relacionado a variacdo de vermelho a
verde, indicam que a coloracdo das sidras foi alterada com o inicio da fermentacéo,
passando de vermelha a esverdeada. Os resultados referentes ao parametro b*
indicam que ambos 0s mostos apresentaram coloragcdo amarela, sendo que 0 mosto
Il é significativamente mais amarelo (p < 0,05), provavelmente, devido a maior
concentracdo de flavonoides, principal classe de compostos extraidos do bagaco, 0s
quais apresentam essa coloracdo (MALEC et al., 2014). Além disso, os compostos
pertencentes a classe dihidrochalcona podem ser precursores de alguns compostos
de oxidacdo com coloracdo amarela, identificados como derivados de floretina
xiloglucosideo (LE DEUN et al., 2015). Durante a fermentacdo, os valores desse
parametro diminuiram, sempre havendo diferencas entre os experimentos | e Il.

De acordo com o parametro Croma (C), o mosto Il apresenta maior
intensidade de cor, com diferenca significativa (p < 0,05) em relagcéo ao I. Os valores
diminuiram com o inicio da fermentacdo, entretanto, o tratamento Il apresentou

maior intensidade de cor durante todo o processo fermentativo. Os valores do
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angulo hue (h°) indicam que ambas as amostras apresentaram valores proximos a
90°, o qual representa a tonalidade amarela. Com o inicio da fermentacdo, a
tonalidade foi alterada, passando de amarelo alaranjado para amarelo esverdeado,
uma vez que a partir do primeiro dia de fermentacdo atingiram valores maiores que
90°. De acordo com Guyot et al. (2007), os produtos da oxidac&o da floridzina, por
exemplo, apresentam coloragdo entre amarelo brilhante e laranja, conforme o
aumento do pH do meio. Os compostos pertencentes a essa subclasse podem atuar
juntamente com compostos como acido clorogénico e a catequina no
desenvolvimento da cor do suco e da sidra (LE GUERNEVE et al., 2004).

Contudo, a reincorporacdo dos compostos fendlicos retidos no bagaco da
maca pode influenciar a aparéncia do produto final, uma vez que alterou a cor dos
mostos e das sidras. A cor pode ser considerada um importante parametro sensorial
para a industria de alimentos, a qual pode definir a qualidade e ser responsavel
primeira impresséao do produto, interferindo diretamente na aceitabilidade e consumo
de alimentos e bebidas (LE DEUN et al., 2015).

3.3.4 Avaliacao sensorial

Os resultados da avaliacdo dos atributos sensoriais para cada julgador foram
submetidos a Analise dos Componentes Principais (ACP), a fim de estabelecer
relacdes entre as sidras | e Il e os atributos sensoriais avaliados (DEL CAMPO et al.,
2006; MADRERA; LOBO; ALONSO, 2010). A matriz de dados foi construida com
quatro variaveis e dezesseis objetos, sendo as variaveis os atributos sensoriais
amargor, adstringéncia, acidez e cor, e 0s objetos, as avaliacfes das sidras | e Il
pelos oito julgadores. Dois componentes principais foram projetados, os quais,
juntos, explicaram 88,47% dos dados. O componente 1 explicou a maior parte dos
resultados, 78,24%, apresentando correlagdo negativa em todos os atributos
avaliados, exceto para a acidez (radstringencia = -0,914, ramargor = -0,910, reor = -0,887,
lacidez = 0,82).

A ACP sugeriu a formagéo de dois grupos, indicando que houve diferencga
entre as sidras | e Il. O grupo 1, compreende os dados da avaliacao da sidra Il, com
adicdo de extrato, a qual apresenta maior intensidade de cor, amargor e
adstringéncia. Ao passo que os resultados referentes a sidra I, sem adicao,

pertencem ao segundo grupo, apresentando maior percepcéo de acidez (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Projecdo da avaliagdo dos atributos sensoriais formada pelos componentes 1 e 2. Nota:
Al | a A8 I: avaliagdo da sidra sem adi¢cdo de cada julgador e Al Il a A8 Il: avaliacdo da sidra com
adicéo de cada julgador.

Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as sidras sem e com adicdo de
extrato para todos os atributos sensoriais avaliados, de acordo com o teste t. O
grafico radar (Figura 3.7) indica que a adi¢do do extrato fendlico apresenta influéncia
sobre todos os atributos avaliados, aumentando a intensidade da cor, amargor e
adstringéncia, devido as influencias que esses compostos exercem durante o
processo fermentativo do mosto de macd. Guyot et al. (1998) sugeriram que
variedades de macéas ricas em polifendis apresentam maior aptiddo para producao
de sidras.

O resultado da avaliacdo da cor esteve de acordo com a analise
colorimétrica, ressaltando que o aumento no conteddo fendlico aumenta a
intensidade de cor. O impacto dos polifendis na percep¢do do amargor, acidez e
adstringéncia tem sido observado em outros estudos, bem como sua correlagdo com
o teor de etanol (DEL CAMPO et al., 2008; MADRERA; LOBO; ALONSO, 2010;
SYMONEAUX et al., 2014; SYMONEAUX et al., 2015). Hunfnagel e Hofmann (2008)
realizaram o teste sensorial threshold a fim de determinar os limites minimos e
maximos em diferentes classes fendlicas para a percepcdo de amargor e
adstringéncia em vinho. Os flavonoides foram identificados como a classe que

apresentou maior influéncia. A subclasse dos flavandis foi apresentada como
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responsavel pelo amargor do produto final. Os glicosideos de quercetina
apresentaram 0s menores limites inferiores para a percepgédo de adstringéncia,
sendo, portanto, a principal classe correlacionada com esse atributo,
desempenhando papel fundamental na qualidade sensorial das sidras
(LAAKSONEN et al., 2017). Além disso, a percepcédo da adstringéncia pode também
estar relacionada ao pH da sidra (SYMONEAUX et al.,, 2015). Entretanto, no
presente estudo, a diferenca na concentracao fendlica entre sidras | e Il foi mais
significativa que as diferencas no pH e teor alcodlico, portanto, sugere-se que a
adicdo do extrato fendlico foi o principal fator responsavel pelas alteracdes das

caracteristicas sensoriais da sidra Il.

Acidez

B R = I ]

ZATN

Cor 1 Adstringéncia

\

—Sidrall

Sidral
Amargor

Figura 3.7 - Gréfico radar mostrando as diferengas sensoriais das sidras | e 1.

Em relac&o ao atributo acidez, pode ser observado que a maior intensidade
foi percebida na sidra |, sem adicdo de extrato. Simoneaux et al., (2015) né&o
verificaram efeito significativo entre o teor fendlico e a percepcéo desse atributo.
Dessa forma, a maior percepcdo de acidez na sidra | pode ser atribuida a alta
percepcdo de amargor e adstringéncia na sidra I, o que pode ter mascarado a
acidez.

Os resultados da analise sensorial referente a qualidade do odor indicaram
gue ambas as sidras foram aceitas pelos julgadores, com nota média de 6,50 para

sidra | e 6,64 para a Il, correspondendo ao intervalo entre gostei ligeiramente e
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gostei moderadamente. De acordo com o teste t, ndo houve diferenga significativa
entre as duas amostras (p > 0,05). Portanto, a concentracdo fendlica adicionada por
meio do extrato ndo apresentou efeitos sobre a formacdo de aromas durante o
processo fermentativo. Esse resultado é satisfatério uma vez que, de acordo com
Buron et at. (2011), alguns fendis volateis podem prejudicar a qualidade do aroma
de bebidas fermentadas de fruta uma vez que podem estar relacionados com a
perda de notas aromaticas frutadas. A conversdo dos compostos fendlicos em fendis
volateis pode ocorrer por meio da atividade sequencial de duas enzimas, cinamato
descarboxilase e vinilfenol redutase, as quais podem ser liberadas por algumas
leveduras do género Saccharomyces. (CHATONET et al., 1992)

Portanto, apesar das provaveis alteracdes ocorridas durante a formacao do
perfil aromatico das sidras devido a adicdo do extrato fendlico, a qualidade e

aceitabilidade do odor da bebida ndo foram prejudicadas.
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3.4 CONCLUSAO

A adicdo do extrato fendlico obtido a partir do bagaco de maca resultou em
aumento de aproximadamente 40% no teor de flavonoides totais e um valor maximo
de 41% na atividade antioxidante nos mostos, sem prejudicar 0 processo
fermentativo. Durante a fermentacdo houve variacdo nos teores dos compostos
fendlicos individuais determinados por CLAE. No final do processo, a adicdo do
extrato resultou em aumento de 35% no teor desses compostos, permitindo a
reincorporacdo dos compostos retidos no bagaco durante o processamento, uma
vez que a sidra Il apresentou compostos presentes apenas no epicarpo da maca.
Além disso, a composicao da sidra Il pode ser comparada a sidras elaboradas com
variedades de macés industriais quanto a concentracdo de floridzina e glicosideos
de quercetina. Consequentemente, a adicdo aumentou a capacidade antioxidante da
sidra, sendo a classe dos flavonoides a principal relacionada com esse aumento. A
adicdo do extrato fendlico influenciou caracteristicas sensoriais importantes para a
determinacao da qualidade e aceitabilidade da bebida, aumentando a intensidade da
cor e dos sabores amargo e adstringente no produto final, sem prejudicar a

qualidade do odor.
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CONSIDERACOES FINAIS

O extrato fendlico do bagagco da macé utilizando etanol como solvente em
condi¢cdes otimizadas pelo método de superficie de resposta (MSR) se mostrou
eficaz na recuperacdo dos compostos retidos no subproduto do processamento
dessa fruta. A maioria dos compostos detectados no extrato pertence a classe de
flavonoides. Dentre os fendis monoméricos, os glicosideos de quercetina,
compostos presentes quase exclusivamente no epicarpo da fruta, foram os
principais detectados. Dessa forma, o extrato pode ser utilizado pela industria de
bebidas a fim de reincorporar esses compostos bioativos.

A avaliacdo da estabilidade durante o periodo de armazenamento em
diferentes pH’s e temperaturas sugeriu que o0 extrato armazenamento ou
incorporado em alimentos e bebidas que apresentam baixo pH e armazenados em
temperatura de refrigeracdo podem apresentar menor degradacdo dos compostos.
Entretanto, para melhor compreensdo da estabilidade do extrato durante o periodo
de armazenamento e aplicacdo, novos testes devem ser realizados utilizando
maiores temperaturas e determinando os fendis individualmente.

A incorporacdo do extrato fendlico no mosto antes do inicio da fermentacao
foi eficaz na reincorporacdo de parte da composicdo fendlica retida no bagaco
durante o processamento da fruta, aproximando ao teor fendlico das sidras obtidas a
partir de macas industriais. Além disso, a adicao do extrato resultou em aumento na
atividade antioxidante. As diferencas na composicdo fendlica das sidras elaboradas
com adicdo do extrato implicaram em diferencas nas percepc¢des dos atributos
sensoriais, aumentando a intensidade da cor, amargor e adstringéncia. Apesar das
alteracdes ocorridas, a qualidade e aceitabilidade do odor n&o foram prejudicadas.

Desta forma, essa pesquisa pode impactar o setor de processamento das
bebidas derivadas da maca. Além disso, pode despertar interesse em outros setores
da industria de alimentos que buscam o desenvolvimento de produtos com apelo
funcional devido a atividade antioxidante, a qual também pode conferir beneficios

tecnolégicos, aumentando a vida Gtil dos produtos.
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