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RESUMO

A macd, uma das frutas mais produzidas no mundo, tem sido consumida de diferentes formas,
como em frutas in natura, sucos, produtos fermentados como sidras, bebidas destiladas,
vinagres, além de geleias e frutas desidratadas. O aumento da escala de producdo de sucos e
sidras leva ao incremento da geracdo do bagaco. Este residuo caracteriza como sendo uma
fracdo rica em fibras, aclcares e compostos fenolicos com atividade antioxidante que nao séo
totalmente extraidos durante o processamento. Portanto, o bagaco apresenta potencial para ser
utilizado no melhoramento da qualidade de alimentos e bebidas. O objetivo deste trabalho foi
estudar a extracdo de compostos fenolicos do bagaco de macd imobilizado durante a
fermentacao de sidras, bem como, a evolucao destes compostos no decorrer da fermentacgéo e
seu impacto na qualidade sensorial. Foram utilizadas macas da cultivar Fuji para produzir 20
sidras, as quais foram divididas em dois grupos: sidra I, controle ou sem adi¢cdo de bagaco
imobilizado, e sidra Il, com adicdo de bagaco imobilizado. A fermentacdo das sidras foi
interrompida, em duplicata, nos dias 1, 4, 7, 11 e 15 de fermentacéo, obtendo duas fracdes: as
sidras e os bagacos fermentados, os quais foram submetidos a extracfes consecutivas em
metanol e acetona para analise da composicdo fendlica. Foram realizadas analises de
nitrogénio total, cor, pH, acidez total, composic¢do fenodlica total, atividade antioxidante, além
de composicdo fenodlica individual, composicdo de acglcares, etanol e sorbitol por CLAE.
Também foi realizada analise sensorial com 8 julgadores conhecedores do produto, onde
foram avaliados os atributos de acidez, amargor, adstringéncia, cor e qualidade do odor por
meio de escalas estruturadas. Foi observado uma reducdo do pH e aumento da acidez das
sidras no decorrer da fermentacdo. Durante a fermentacdo foi observado um decréscimo de
40% dos compostos fenolicos totais da sidra I, 0 que pode estar relacionado a adsor¢do dos
compostos na parede celular de leveduras e a bioconversdo de compostos. No entanto, a sidra
Il apresentou 93 mg/L a mais de compostos fendlicos totais do que a sidra I, devido a
extracdo desses compostos do bagaco, e por conseqliéncia, maior atividade antioxidante.
Flavonoides, especialmente os flavondis (quercetina-3-rutinosideo, quercetina-3-D-
galactosideo, quercetina-3-pB-D-glucosideo, quercetina-3-D-xilosideo, quercetina-O-a-L-
arabinofuranosideo e quercetina-3-O-raminosideo) foram a principal classe de compostos
extraida. Além disso, ocorreu uma extracdo de agucares, no inicio da fermentacao da sidra Il,
0 que impactou no seu teor alcoolico que foi mais alto do que na sidra I. Foi observado um
residual de frutose nas sidras, o qual foi 0,3 g/L superior na sidra Il. A cor de ambas as sidras
foi amarela (h° proximo 90°), porém, a sidra Il apresentou maior luminosidade. Segundo os
resultados da analise sensorial, a sidra Il foi mais amarga e menos &cida e a cor foi mais clara.
A adstringéncia das duas bebidas ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05). A
qualidade do odor foi avaliada por método afetivo, sendo que ambas as sidras receberam notas
entre “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”. NoOS bagacos residuais, apos a
fermentacdo, como esperado houve uma reducdo da quantidade de fendis e da atividade
antioxidante. Também foi observado um aumento na quantidade de nitrogénio no residuo,
devido a retencdo de leveduras e também pela extracdo de compostos como agucares, 0 que
pode concentrar outros constituintes. Portanto, a utilizacdo do bagago imobilizado na
fermentacao pode melhorar a qualidade sensorial de sidras, diminuindo a percepcao da acidez,
aumentando o amargor e melhorando a cor da bebida, sem alterar a percepgdo da
adstringéncia, além de aumentar a sua composicao fendlica e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Sidra, subproduto, atividade antioxidante, CLAE.



ABSTRACT

The apple, one of the fruit more produced in the world, has been consumed in different ways,
such as in raw fruits, juices, fermented products such as cider, distilled beverages, vinegar, as
well as jams and dried fruits. The increase of the production scale of juices and ciders leads to
increase of apple pomace production. This by-product characterizes as a fraction rich in
fibers, sugars and phenolic compounds with antioxidant activity which are not totally
extracted in the process. Therefore, the apple pomace shows potential to be used to improve
the quality of foods and beverages. The aim of this work was to study the extraction of
phenolic compounds from apple pomace immobilized during the fermentation of ciders. As
well as, the evolution of this compounds during the fermentation and their impact on sensorial
quality. It was used apples from Fuji variety to make 20 ciders, which were divided in 2
groups: cider I, control or without apple pomace addition, and cider I, with addition of apple
pomace immobilized. The ciders fermentation were stopped, in supplicate, in the 1%, 4" 7t
11" and 15" days of fermentation, obtaining 2 fractions: the ciders and the fermented apple
pomace, which were submitted to two consecutive extractions of methanol and acetone to
phenolic composition analysis. It were carried out analysis od total nitrogen, color, pH, total
titratable acidity, total phenolic composition, antioxidant activity, as well as individual
phenolic composition, sugars, ethanol and sorbitol by HPLC. It was also carried out sensory
analysis with 8 judges that knew the product, where it was evaluated the attributes of
sourness, bitterness, astringency, color and odour quality by structured scales. It was observed
a decrease of pH and an increase of titratable acidity of the ciders during fermentation. During
the fermentation it was observed a reduction of 40% of total phenolic compounds of cider I,
which can be relationed with the adsorption of compounds on cell wall of yeasts and the
bioconversion of compounds. However, the cider Il showed 93mg/L more total phenolic
compounds than cider I, due the extraction of this compounds from apple pomace, and
consequently, higher antioxidant activity. Flavonoids, especially flavonols (quercetin-3-
rutinoside, quercetin-3-D-galactoside, quercetin-3-p-D-glucoside, quercetin-3-D-xyloside,
quercetin-O-a-L-arabinofuranoside e quercetin-3-O-rhaminoside) was the main class of
compounds extracted. Furthermore, occurred a extraction of sugars, in the beginning of
fermentation of cider Il, which impacted on their alcoholic degree which was higher on than
cider I. It was observed a residual of fructose on ciders which was 0.3 g/L higher on cider II.
The color of both ciders were yellow (h°® near 90°), however, cider Il showed higher lightness.
Second the sensorial analysis results, the cider Il ware more bitter and less sour, and their
color was more light. The astringency for both beverages did not show significative difference
(p > 0.05). the odour quality was evaluated by affective method, being the both ciders
received notes between “ I liked quickly” and “I liked moderately”. In the residual apple
pomaces, after fermentation, as expected had a reduction of the quantity of phenols an
antioxidant activity. It was also observed an increase of total nitrogen, due the yeasts cell
retention and also by extraction of sugars, which can concentrate other constituents.
Therefore, the use of immobilized apple pomace on fermentation can improve the sensorial
quality of ciders, reducing the perception of sourness, increasing the bitterness e improving
the color of the beverage, without modify the perception of astringency, futhermor uncrease
their phenolic composition and antioxidant activity.

Keywords: Cider, by-product, antioxidant activity, HPLC.
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INTRODUCAO

A produgdo de maga em escala comercial no Brasil vem se desenvolvendo desde
1969, quando os primeiros pomares foram plantados, na cidade de Fraiburgo, em Santa
Catarina. A quantidade de macds produzidas supre o mercado interno e também as
exportacGes, compreendendo um segmento importante da fruticultura brasileira. Devido ao
clima, a producdo se concentra principalmente nos estados da regido Sul do pais. Entre as
cultivares plantadas no Brasil, a maior parte da producdo se divide entre Gala e Fuji.
Entretanto, pesquisas tém sido realizadas entre universidades em parceria com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) visando a producdo de cultivares menos
exigentes ao clima (macés Eva e Princesa), em S&o Paulo e no Nordeste.

Aproximadamente 30% da producdo de macés néo atende as exigéncias do mercado
para 0 consumo in natura. Desse modo, as frutas acabam sendo destinadas ao processamento
industrial (sucos e produtos fermentados como a sidra). A sidra corresponde a uma bebida
elaborada a partir da fermentacdo de mostos de macés, que pode ser gaseificada ou néo,
adocada e diluida para padronizacdo. Essa bebida tem sido valorizada no Brasil e no mundo.
Entretanto, o consumo no Brasil ainda é limitado, ocorrendo principalmente em festas de fim
de ano.

O principal residuo do processamento da macd, o bagaco, corresponde a fracédo
obtida da torta de prensagem de macés raladas para obtencdo do suco/mosto. Este apresenta
uma alta taxa de umidade e grande quantidade de agUcares residuais que proporcionam um
ambiente favoravel a proliferacdo microbiana, dificultando o seu armazenamento até mesmo
em um curto periodo em condi¢cdes ambientais. Além disso, o material apresenta grande
quantidade de compostos fendlicos, os quais conferem atividade antioxidante.

A utilizagdo do bagago geralmente ocorre como inser¢do na alimentagdo animal ou
na disposicao direta no solo como adubo orgéanico. O armazenamento deste residuo umido por
tempo prolongado pode provocar uma fermentacdo esponténea, da qual o etanol e outros
compostos produzidos podem ser prejudiciais a saude dos animais. A disposicdo deste
material no solo desperdica grande quantidade de compostos bioativos que poderiam ser
aproveitados de outra maneira. Portanto, o bagaco apresenta potencial para ser utilizado no
aumento da composicdo de compostos bioativos, especialmente fenois, de outros alimentos e
bebidas.
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Os compostos fenolicos, metabolitos secundarios das plantas, apresentam fungéo de
protecdo contra adversidades como infecgdes, ferimentos e radiagdes ultravioleta. Nos seres
humanos, a ingestdo destes compostos pode reduzir os riscos de varias doencas como
Alzheimer, cancer e diabetes, sendo este o fator responsavel pelo aumento do consumo destes
produtos. Nas macds, as principais classes de compostos fendlicos encontrados compreendem
os flavonoides e os acidos fendlicos. A primeira pode ser subdividida em flavanois ((+)-
catequina e (-)-epicatequina), flavonois (glucosideos de quercetina) e dihidrochalconas
(floretina 2’-xiloglucosideo e floretina 2’-B-D-glucosideo), ao passo que a segunda apresenta
os &cidos 5-cafeoilquinico, cafeico e p-cumarico como principais representantes do grupo.

Em busca de alternativas para o reaproveitamento deste subproduto, o uso do bagaco
desidratado e imobilizado na fermentacdo de mostos pode consistir na recuperacdo e
valorizagdo dos compostos retidos, melhorando os fermentados em termos de
quantidade/qualidade de sua composicéo.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a extracdo dos compostos
fenolicos durante a fermentacdo do mosto de maca utilizando bagaco de macd imobilizado
durante a fermentacdo, bem como a evolucdo dos compostos extraidos e seu impacto na

qualidade sensorial da sidra.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

- Determinar o impacto da utilizacdo do bagaco de maca para aplicacdo em sidras

reincorporadas com compostos fenolicos por meio da imobilizacdo do bagaco durante a

fermentacao alcodlica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a viabilidade da utilizacdo do bagago imobilizado durante a fermentacdo de
sidras.

- Determinar diferencas nos parametros fisico-quimicos das sidras fermentadas com

bagaco e controle.

- Avaliar diferengas na composicdo fenolica e atividade antioxidante entre sidras

fermentadas com bagaco desidratado e sidras controle.

- Analisar o perfil fendlico individual bem como sua evolucéo nas sidras no decorrer da

fermentagdo alcodlica.

- Utilizar anélise sensorial com equipe selecionada para descrever as sidras.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA
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1.1 MACA

A maca (Malus domestica Borkh.), uma das frutas mais produzidas e consumidas no
mundo, apresenta frutos médios, de coloracdo amarela, verde ou vermelha, dependendo da
cultivar, textura crocante, sabor doce e acidez equilibrada para o consumo in natura. Na
Franca, algumas cultivares foram aprimoradas para producédo de sucos e sidras, entretanto, no
Brasil, as macds utilizadas pela indastria sdo provenientes do descarte comercial
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

A macieira se adapta bem nas regiGes mais frias, como no Sul do Brasil, Argentina e
Uruguai. Por este motivo, o primeiro plantio comercial Brasil ocorreu em 1969, na cidade de
Fraiburgo (Santa Catarina), com mudas provenientes da Franca (ABPM, 2015). Nessa época,
a producdo era menor que 15 ton por ano, entretanto, no ano de 2014 a producgéo atingiu
aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2016). A producdo se concentra nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e Parand, os quais representaram, em 2015,
52,6%, 43,9% e 3,5% do total da producéo, respectivamente (ABPM, 2015).

Estudos tém sido realizados a fim de implantar o cultivo de magés em regides que
ndo apresentam clima favoravel, como na China (LIU et al., 2008), Etiopia (ASHEBIR et al.,
2010) e Kenia (NJUGUNA et al., 2010), tornando-se possivel devido ao emprego de
cultivares adaptadas a essas condi¢es. No Brasil, a producdo se expandiu a regides Sudeste e
Nordeste, cujo clima difere muito da regido Sul. De acordo com a EMBRAPA (2014), o
excesso de chuvas, que prejudica a floragao e a colheita na regido Sul, bem como a ocorréncia
de granizo e geadas, séo praticamente inexistentes no Nordeste. Sobretudo, a baixa incidéncia
de doencas e pragas pode permitir até duas safras por ano na mesma planta. As cultivares
utilizadas para este fim, Eva e Princesa, apresentam baixa exigéncia ao frio e se adaptam bem
a regides com inverno suave, 0 que viabiliza sua producdo no Pernambuco e na Bahia
(LOPES et al., 2013; MIRANDA et al., 2015), Em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2014) e
em Sdo Paulo (CHAGAS et al.,, 2012). Em 2013, no terceiro ano de cultivo, as areas
estudadas no Nordeste pela EMBRAPA apresentaram produtividade de macas de 28 ton/ha,
quase o dobro da producéo no Sul do pais (15 ton/ha) (FABIO, 2013).

Magcés Fuji e Gala correspondem as principais cultivares produzidas. Estudos em
termos de melhoramento genético, hibridizacdes, selecdo de mutagdes e clones fazem com

que o numero de cultivares de macés diferentes produzidas no mundo cresca cada vez mais
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(CETNARSKI FILHO; CARVALHO; MARTINS, 2008). No Brasil, as principais cultivares
produzidas correspondem a Fuji e a Gala.

A Fuji, uma das cultivares mais produzidas no mundo no ano de 2014 (YE; YUE;
YUAN, 2014), teve origem no Japdo, como resultado do cruzamento de duas outras
cultivares, Ralls Janet e Red Delicious. Os frutos sdo muito apreciados pelos consumidores
devido a sua suculéncia, sabores acido e doce equilibrados e textura crocante. A aparéncia
com coloracdo vermelha rajada com fundo esverdeado, e o tamanho dos frutos, que varia de
médio a grande também se considera como atrativos. A cultivar Gala por sua vez, tem origem
na Nova Zelandia, entre o cruzamento das cultivares Kidd, Orange Red e Golden Delicious.
Essa cultivar apresenta frutos de tamanho médio e coloragdo vermelha com fundo amarelo
(CETNARSKI FILHO; CARVALHO; MARTINS, 2008).

Do total de magés produzidas no Brasil, por volta de 70% se destinam ao consumo in
natura. A outra parte (30%) compreende magds com defeitos (coloracdo, tamanho e
uniformidade das frutas fora do padréo, presenca de injurias mecanicas e/ou podriddes), as
quais sdo tratadas como descarte comercial, sendo aproveitadas pela industria e processadas
principalmente como sucos e sidras, além de purés, geleias e frutas secas em uma menor
escala (LAVELLI; KERR, 2012).

1.2 SIDRAS

A sidra, bebida alcodlica de macd, esta cada vez mais popular no mundo (YE;
YUE; YUAN, 2014). Essa bebida pode ser caracterizada por fermentado do mosto de maca,
podendo ser gaseificada ou ndo, e de teor alcodlico baixo, entre 2,0 e 7,0 °GL
(SYMONEAUX et al., 2014; SANTOS et al., 2015). O teor alcodlico pode variar de acordo
com a legislacdo de cada pais, como Alemanha e Franca legalizaram um valor minimo,
enquanto outros paises, como a Inglaterra, estimaram um teor alco6lico maximo para as sidras
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012) (Tabela 1).

Tabela 1.1: Teor alcoolico de sidras segundo a legislacdo de cada pais.

Pais Minimo (% v/v) Maximo (% v/v)
Alemanha 5 nd
Brasil 4 8
Franca 4 nd
Inglaterra Nd 8

Nota: nd: valor ndo determinado.
Fonte: Adaptado de Nogueira e Wosiacki (2012).
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No Brasil, a legislacdo vigente, Decreto n° 6.871 de 04 de junho de 2009, que

regulamenta a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, regulamenta a sidra como:

Bebida com graduacdo alcodlica de quatro a oito por cento em volume, a vinte graus
Celsius, obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto de macé fresca, sa e madura, do
suco concentrado de macé ou ambos, com ou sem a adicdo de agua. A sidra podera
ser gaseificada, sendo proibida a denominacdo sidra-champanha, espumante ou
expressdo semelhante. A sidra poderd ser desalcoolizada por meio de processo
tecnoldgico adequado e, neste caso, devera ser denominada de sidra sem &lcool,
desde que o teor alcodlico seja menor ou igual a meio por cento em volume. A sidra
pode ser adicionada de aglcares, somente para adogamento, e de outros aditivos.
(BRASIL, 1994; BRASIL, 2009).

1.2.1 QUALIDADE DAS SIDRAS

A sidra brasileira ndo apresenta um padrdo alto de qualidade. Na década de 70 a
producéo dessa bebida foi modificada, a fim de obter uma bebida similar a champagne, a qual
é consumida principalmente em festas de final de ano. Para isso, as macés raladas passaram a
ser adicionadas de dioxido de enxofre (sulfito), o que inibe o escurecimento enzimatico,
mantendo a cor clara nas bebidas, além de atuar contra possiveis contaminagdes por micro-
organismos (CARVALHO et al., 2010).

As magcés utilizadas para producdo de sidras no Brasil podem apresentar defeitos
morfolodgicos e fisiologicos, tamanho, uniformidade da coloragdo da casca e forma fora do
padrdo, bem como injurias mecéanicas, podridGes e estadios de maturacdo inadequados
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; BRAGA et al., 2013; GOMES et al., 2014). De maneira
geral, essas frutas apresentam a mesma composi¢do de macas de mesa, entretanto, o uso de
frutas com problemas fitossanitarios pode influenciar negativamente na qualidade do produto
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

Praticas como adicdo de agua e de acUcares sdo permitidas para corre¢do da
graduacdo alcodlica das sidras (entre 4 e 8 °GL), segundo a legislacdo brasileira vigente
(BRASIL, 2009). Por consequéncia, essa operacdo dilui os compostos fendlicos e compostos
aromaticos, 0s quais exercem papel importante na qualidade sensorial dessas bebidas.

Na Europa, porém, a sidra é consumida e apreciada durante todas as épocas do ano.
As macds utilizadas no processamento da sidra francesa s@o conhecidas como magcéas
industriais, as quais foram selecionadas devido a sua quantidade de taninos, compostos que
conferem maior acidez e adstringéncia as bebidas, tornando-as refrescante (NOGUEIRA et
al., 2008; CARVALHO et al., 2010; LOS et al., 2017).
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1.2.2 PROCESSAMENTO DAS SIDRAS

A producdo de sidras envolve duas operacdes unitarias principais: a extracdo do
mosto e a fermentacdo (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). A extragdo do mosto (Figura 1.1)
inicia com a recepgéo das frutas, as quais passam por um processo de selecdo, retirando frutos

que apresentam contaminacéo por fungos ou partes deterioradas (NOGUEIRA et al., 2003).

’ Macas ‘

Recepcao

Selegéo

Trituracdo

Adicéo de sulfito (70-100 mg/L)
Extracdo do mostos

Mosto de maca ‘

Despectinizacéo

Trasfega

Adicéo de sulfito (30-80 mg/L)
Inéculo de leveduras
Fermentag&o alcodlica
Fermentacdo malolatica
Trasfega

Fermentado de maca

Adicdo de agucares

Adicdo de aditivos/Sulfitagem
Clarificagéo

Engarrafamento

Gaseificagédo

Pasteurizacdo

Sidra ‘

Figura 1.1: Teor alcodlico de sidras segundo a legislacdo de cada pais.
Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2003); Nogueira; Wosiacki (2012).

Na sequéncia, essas frutas devem passar por uma etapa de higienizacao por imersao
ou aspersdo de agua, e em seguida, uma sanitizacdo com cloro ativo, para garantir a qualidade
microbiologica. Gomes et al. (2014) indicam que as macas devem ser imersas em solucdo de
cloro na concentracdo de 200 ppm, a 10 °C, durante 10 min. A proxima etapa, trituragéo,
reduz a matéria prima em fragdes menores, aumentando a area superficial e melhorando a
extracdo (CARVALHO et al., 2010). A massa obtida deve ser entdo submetida a extragcdo do
mosto, que pode ser realizada em prensas de pistdo ou em esteiras. Esta etapa gera o principal
subproduto desta agroindustria, o bagaco de maca, representado por uma fragdo rica em
fibras, acucares e compostos fendlicos com atividade antioxidante. O mosto entdo pode ser

tratado com enzimas pectonoliticas para a clarificacdo e receber a primeira adi¢do de sulfito
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(30 - 80 mg/L), o qual age como conservante nestas bebidas (NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012). Ap6s a decantagdo, o mosto deve ser trasfegado com auxilio de mangueiras
devidamente higienizadas, submetido a fermentacdo anaerobia, que pode ser espontanea ou
por meio de indculo de levedura comercial. Com esse processo se obtém o fermentado de
macd, liquido que pode ser usado como base para fabricacdo de outros produtos, como sidras
ou vinagres de macé. Quando o fermentado de maca se destina a producédo de sidras, pode ser
diluido para a padronizacdo do teor alcodlico e adicionado de agucares (BRASIL, 2009). A
bebida também pode ser adicionada de aditivos como sulfito, o qual atua como conservante.
As sidras podem ser entdo engarrafadas e gaseificadas. A pasteurizacdo pode ser realizada
caso as sidras ndo sejam adicionadas de conservante (sulfito) durante o processamento. Essa

etapa visa a garantia microbioldgica das bebidas.

1.2.2.1 FERMENTACAO

A fermentacdo alcodlica € um processo anaerobio, realizado por meio de
microrganismos, no qual o acucar é degradado em etanol e gas carbénico, produzindo energia.
O sucesso da fermentacdo depende da quantidade de acUcares, e das concentracdes de
nitrogénio e oxigénio no meio (RETTORI; VOLPE, 1999). Estudos mostram que o nitrogénio
em concentracdes de nitrogénio acima de 75 mg/L evitam fermentacGes lentas (ALBERTI et
al., 2011; SANTOS et al., 2015).

Durante a fermentacdo ocorrem diversas rea¢fes bioquimicas fundamentais para a
producdo de bebidas (ROZA et al., 2003). O processo fermentativo pode ser subdividido em
duas etapas: a fermentacdo principal ou fermentacédo alcodlica, e a fermentacdo secundaria ou
malolatica, a qual nem sempre ocorre.

A fermentacdo alcoolica, por sua vez, pode ser subdividida em duas fases: a fase
oxidativa, onde se formam alguns aromas, e a fase fermentativa, onde os aclcares se
transformam em alcool etilico e gas carbonico pelo metabolismo de leveduras (NOGUEIRA,
2003). No inicio dessa fermentacdo, parte dos agucares € utilizada para o desenvolvimento da
biomassa. A fermentagdo da glucose (Equacdo 1), ocorre por meio da via glicolitica, onde
cada molécula de glucose reage com 2 ADP, sendo transformada em duas moléculas de acido
piravico, liberando hidrogénio e energia. As moléculas de acido piravico sdo reduzidas entéo
em etanol, liberando duas moléculas de CO. e 2 ATP (RETTORI; VOLPE, 1999, BASSO et
al., 2011).
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CeH1206 + 2 ADP + 2 Pi — 2 HO-CH2CHz + 2 CO2 + 2 ATP (1)

O término da fermentacao alcodlica ocorre apds o consumo total dos acglcares pelas
leveduras. Entretanto esse processo pode ser interrompido um pouco antes do consumo total
destes compostos, por meio da centrifugacdo da sidra, visando a retirada das células de
leveduras, mantendo agUcares residuais na sidra (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

A fermentacao secundaria, denominada fermentacdo malolatica, nem sempre ocorre.
O objetivo desta segunda fermentacdo ¢ melhorar o sabor das sidras. Para isso, as bactérias
laticas acidificam o meio através da reacdo de descarboxilacdo, onde ocorre a transformacao
de um acido dicarboxilico (acido malico) em &cido monocarboxilico (&cido l&tico)
(HERRERO et al., 2005).

1.2.3 BAGACO DE MACA

Como apresentado, o processo de prensagem de macds raladas para obtencdo de
sucos gera o bagaco, o principal residuo desta agroindustria. A quantidade de bagaco
produzido depende de alguns fatores, como a variedade da macéa e seu estadio de maturacao,
tipo de prensagem e uso de tratamentos enzimaticos diferentes (MADRERA; VALLES,
2011). Entretanto, estima-se que o bagaco contém entre 20 e 30% do peso inicial das macas
(MADRERA et al., 2017), o qual € composto por partes da fruta como epicarpo e mesocarpo
(94,5%), sementes (4,4%) e endocarpo (1,1%) (KENNEDY et al., 1999; SATO et al., 2010).
As cascas das macas, principal componente do bagaco, apresentam maior quantidade de
compostos fendlicos do que a polpa e o centro da fruta, especialmente acidos fendlicos: acido
5-cafeoilquinico, &cido p-cumaroilquinico e é&cido p-cumarico; flavandis: catequina,
epicatequina, procianidina B2 e outras procianidinas ndo identificadas; flavonois: quercetina
3-O-rutinosideo, quercetina 3-O-galactosideo, quercetina 3-O-glucosideo, quercetina 3-O-
xilosideo, quercetina 3-O-arabinosideo e quercetina 3-O-raminosideo; dihidrochalconas:
floretina 2’-O-xiloglucosideo ¢ floretina 2’-O-glucosideo; além de antocianinas: cianidina 3-
O-galactosideo (SCHIEBER et al.,, 2003; LAVELLI; CORTI, 2011). Esses compostos
apresentam atividade antioxidante e devido a isto este residuo tem ganhado atencdo
(PAMAR; SHARMA; VASANTHA RUPASINGUE, 2015). O bagago também contéem
acucares (frutose, glucose e sacarose), o que aliada a alta umidade, pode gerar instabilidade
microbioldgica, levando a fermentacdo do subproduto (GASSARA et al., 2012). Desse modo,

a desidratacdo deste material pode ser uma alternativa para facilitar seu armazenamento.Além
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disso, 0 bagaco apresenta uma fracdo rica em fibras, que poderiam ser incorporadas na
fabricacdo de outros alimentos e bebidas.

Na Europa, as principais aplicacdes do bagaco de maca incluem a disposicdo direta
no solo e a recuperacdo da pectina (REIS; RAI; ABU-GHANNAM, 2014). No Brasil, o
principal destino deste residuo tem sido a disposi¢do direta em solos agricultaveis para
adubacdo, ou utilizado como complemento da alimentagdo animal (MAGYAR et al., 2016). O
destino inadequado do bagaco de macd pode causar problemas ambientais (SATO et al.,
2010). Contudo, o aproveitamento e a valorizacdo do bagacgo auxiliam na reducgéo da poluicao
do ambiente, além de proporcionar a utilizacdo de fontes naturais para elaboragdo de
alimentos melhorados do ponto de vista nutricional e/ou recuperacdo de biomoléculas
funcionais (BUSHAN et al., 2008).

A partir do aumento de volume de bagaco de macd produzido a cada ano, surge a
necessidade de novas aplicagbes para o aproveitamento do mesmo (REIS; RAI; ABU-
GHANNAM, 2014). Assim, o bagaco deixa de ser tratado como residuo e passa a ser tratado
como subproduto. Entre as aplicacGes destacam-se: extracdo de compostos fendlicos (BAI,
ZHANG; REN, 2012; PAMAR; SHARMA; VASANTHA RUPASINGUE, 2015), extracao
de complexos naturais de sabores (BOSSE; FRAATZ; AZORN, 2013), e desenvolvimento de
novos alimentos funcionais (REIS; RAI; ABU-GHANNAM, 2014).

O bagaco de macd também pode ser usado com finalidade de aumentar a composicéao
nutricional e modificar propriedades dos alimentos (LAVELLI; KERR, 2012). Por conter
carboidratos, pectina, fibra bruta e minerais, pode ser considerado um étimo substrato para
fermentacdo (SHALINI; GUPTA, 2010).

Alguns estudos da fermentacdo do bagaco de macgé para a obtencdo de diferentes
produtos tém sido realizados. Ajila et al. (2012) estudaram a fermentacao sélida de bagaco de
maca, e algumas reacdes bioquimicas que ocorrem durante este processo. A composicao
fendlica total aumentou até o sétimo dia de fermentagdo, de 15,53 para 29,28 mg GAE/g
(miligrama de acido galico equivalente por grama de amostra) em base seca nos extratos
obtidos com solvente acetona. Esse aumento foi atribuido a acdo de enzimas utilizadas no
metabolismo de carboidratos, que rompe paredes celulares, liberando compostos fendlicos do
interior da célula. Apos o sétimo dia o teor de compostos fenolicos diminuiu de 29,28 para
15,14 mg GAE/g, fendmeno atribuido a polimerizacdo e lignificacdo dos polifenois. Da
mesma forma, a atividade antioxidante apresentou um aumento até o sétimo dia com posterior

declinio, devido a variagdo na composicao fenolica.
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Madrera et al. (2013) elaboraram aguardente a partir do bagaco de maca desidratado
e leveduras selecionadas. Foram utilizadas cepas de Saccharomyces cerevisiae e
Hanseniaspora uvarum, e enzimas comerciais (Pectina metil esterase, B-galactosidase, p -
xilosidase e a-L-arabinofuranosidase) combinadas com as leveduras descritas anteriormente.
O tratamento enzimatico com pectina metil esterase apresentou bebidas com excessivas
concentragcdes de metanol (acima de 1500 g/hL), ndo podendo ser indicado para este fim. O
uso de diferentes cepas proporcionou diferenca na composicdo aromatica e a utilizacdo do
bagaco desidratado proporcionou maior estabilidade de armazenamento, permitindo a
disponibilidade da matéria prima em épocas ndo sazonais para elaboracdo de destilados de
macé.

Como apresentado, o bagaco de macd contém importantes compostos fenolicos
oriundos da fruta, os quais podem ser aproveitados para melhoria da qualidade de alimentos e
bebidas como a sidra. Semelhante & producdo de vinhos, onde as cascas das uvas passam pelo
processo de maceragédo, a imobilizacdo do bagaco de magé durante a fermentacdo de sidras
pode ser uma alternativa para o aproveitamento destes compostos. Na maceracdo, as cascas
das uvas fermentam juntamente com o mosto, visando a extracdo de compostos fendlicos.
Essa extracdo ocorre primeiramente por dissolucdo, e posteriormente por difuséo (RIZZON;
MIELE; MENEGUZZO, 1999). Portanto, a fermentacéo de bagacos de maca juntamente com
0s mostos apresenta potencial para a extracdo de compostos fendlicos e aumento da atividade

antioxidante.

1.3 COMPOSTOS FENOLICOS

A estrutura basica de um composto fenolico apresenta um anel aroméatico com uma
hidroxila substituinte. Compostos mais complexos apresentam mais de uma hidroxila
substituinte e outros derivados funcionais, os quais os diferenciam em termos de reatividade e
estrutura quimica (SHAHIDI; NACZK, 2004). Nas plantas, os fendis sdo metabolitos
secundarios que se formam devido a exposicao a adversidades como infeccGes, ferimentos e
irradiacdo UV (KAMARAN et al., 2010).

O interesse pelos compostos fenolicos encontrados em frutas e hortaligas, como em
macas e seus produtos, tem aumentado, principalmente devido ao seu potencial antioxidante,
o0 qual pode proporcionar beneficios a saide (PAEPE et al., 2011) e propriedades sensoriais
(adstringéncia, cor e sabor) aos produtos alimenticios (RENARD; DUPONT; GUILLERMIN,
2007). Estudos apresentam que compostos fenolicos podem ser Uteis na reducéo dos riscos de
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desenvolvimento de vérias doengas, como Alzheimer, cancer e diabetes (BOYER; LIU, 2004;

LINK; BALAGUER; GOEL, 2010; YASSIN et al., 2017).

O teor de compostos fendlicos totais (determinado pelo método de Folin-Ciocalteu)

em macds comercializadas no Brasil pode variar entre 456 e 1583 mg/kg de catequina
equivalente (ZARDO et al., 2015).
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Figura 1.2: Estruturas quimicas dos principais compostos fenélicos encontrados em macas.
Fonte: Adaptado de Kamaran et al. (2010).
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As principais classes de compostos fendlicos encontrados em macas compreendem
os flavonoides e os acidos fendlicos (ZIELINSKI et al., 2014). As classes predominantes
encontradas no mesocarpo (polpa) compreendem as procianidinas, 0s acidos
hidroxicinamicos, os flavan-3-0is em formas monomeéricas e as dihidrochalconas. Enquanto,
no epicarpo (casca) encontram-se quase que exclusivamente os flavonois e as antocianinas
(RENARD; DUPONT; GUILLERMIN, 2007; DEVIC et al., 2010; ALBERT]I et al., 2017).
As estruturas dos principais compostos fendlicos encontrados em macéas estao apresentadas na
Figura 1.2.

Fendis podem ser encontrados em diferentes concentracfes em vérias partes dos
frutos de forma heterogénea (LE DEUN et al., 2015). Nas magcés, a maior porcentagem de
compostos fenolicos se encontra na casca (ALBERTI et al., 2017), a qual pode ser entre 3 e
10 vezes maior do que na polpa. Entretanto, este valor pode ser considerado baixo quando se
compara a proporcdo casca:polpa (LATA; TRAMPCZYNSKA; PACZESNA, 2009;
ALBERTI et al., 2017). Além disso, a variacdo da composi¢cdo fendlica nos frutos pode ser
atribuida a diversos fatores, tais como a cultivar, as partes do fruto que sdo submetidas a
analise, a area de cultivo, origem dos frutos, a colheita e o tempo de colheita (KHANIZADEH
et al., 2008; ZARDO et al., 2013; ZARDO et al., 2015).

Cerca de 97% dos compostos fendlicos, encontram-se protegidos em estruturas
denominadas vacuolos (NICOLAS et al., 1994), os quais tendem ao rompimento durante 0s
processos de moagem e prensagem, para obtencdo de sucos/mostos. Entretanto, nem todos os
vacuolos sdo rompidos nesse processo, permanecendo grande parte destes compostos retidos
no bagaco. A Tabela 1.2 apresenta a variagdo da composicao fendlica em derivados de maca
segundo a literatura.

As classes de compostos fendlicos presentes no bagaco de macd sdo as mesmas
encontradas nos frutos frescos, porém em concentracdes diferentes, dependendo da
composicdo do bagaco (BAI; ZHANG; REN, 2012). A recuperacdo destes compostos tem
sido estudada por vérios autores nos ultimos anos (BUSHAN et al., 2008; REIS; RAI; ABU-
GHANNAM, 2012; KAMMERER et al., 2014; CHANDRASEKAR et al., 2015). Portanto, a
valorizacdo deste subproduto como matéria-prima para obtengdo de compostos fenolicos visa
a obtencdo de biomoléculas com alto valor agregado, que incorporadas como ingredientes

funcionais em alimentos e bebidas tem o intuito de aumentar a atividade antioxidante.



Tabela 1.2: Variagdo da composicao fendlica de derivados da maga.
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Composto fendlico

Suco /Mosto (mg/L)

Sidra (mg/L)

Bagaco (mg/kg)

Referéncia

Quercetina

Querctina 3-rutinosideo

(-)-Epicatequina

(+)-Catequina

Floretina 2’-B-D-glucosideo

Acido 5-cumaroilquinico

Acidocafeico

Procianidina B1

Procianidina B2

Antocianinas totais

Fenoistotais (Folin-
Ciocalteu)*

2,14

0,08 - 66,76

9,00 - 115,00

0,52 - 29,00

9,00 - 226,00

3,00 - 79,00

2,00-19,70

0,00 - 118,00

131,00 - 180,00

228,00 - 438,00

1,84

0,07 - 95,30

24,37

5,98

0,00 - 8,27

4,20

0,00 - 95,00

46,70- 131,78

211,00 - 477,00

24,00 - 173,00

17,00 - 127,00

7,00 - 380,05

2,84 -176,00

0,13 - 87,00

24,60

65,67 - 161,00

141,00 - 482,00 4220,00 - 8670,00

Suéarez et al. (2010);
Bai; Zhang; Ren
(2012)

Cetkovic et al.
(2008); Ye; Yue;
Yuan (2014)
Veberic et al. (2005);
Cetkovic et al.
(2008); Nogueira et
al. (2008); Karaman
et al. (2010); VYe;
Yue; Yuan(2014)
Veberic et al. (2005);
Cetkovic et  al
(2008); Kamaran et
al. (2010); Ye; Yue;
Yuan (2014)
Veberic et al. (2005);
Cetkovic et al.
(2008); Kamaran et
al. (2010); Suarez et
al. (2010); Zielinski
et al. (2014); Ye;
Yue; Yuan (2014)
Veberic et al. (2005);
Cetkovic et  al
(2008); Nogueira et
al. (2008); Torres et
al. (2011); Bai;
Zhang; Ren (2012);
Zielinski et al.(2014);
Ye;  Yue;  Yuan
(2014)

Cetkovic et al
(2008); Karaman et
al. (2010); Torres et
al. (2011); Bai;
Zhang; Ren (2012),
Ye;  Yue;  Yuan
(2014)

Oszmianski et al.
(2011); Zielinski et
al. (2014)

Nogueira et al.
(2008); Suarez et al.
(2010); Oszmianski
et al. (2011);
Zielinski et al. (2014)
Erkan-Ko¢ et al.
(2015)

Cetkovic et al
(2008); Suaréz et al.
(2010); Zielinski et
al. (2014a); Zucoloto
etal. (2015);

Alberti et al. (2016)

Nota: - Valor ndo encontrado na literatura. *: Valores expressos em catequina equivalente.
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1.3.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides apresentam estrutura formada por dois anéis aromaticos,
denominados A e B, ligado por meio de uma cadeia carbdnica que forma um terceiro anel
oxigenado e heterociclico, denominado anel C (Figura 1.3). A posicdo das hidroxilas
dispostas nos aneis diferencia os compostos ndo somente em termos de estrutura, mas também

de capacidade antioxidante.

Figura 1.3: Estrutura basica de um flavonoide.
Fonte: PubChem (2017).

Essa grande classe de compostos fendlicos foi estimada em 6000 compostos
diferentes, provenientes de diferentes frutas e vegetais (BABU et al., 2013). Estes, podem ser
subdivididos em subclasses como flavonois, flavanois, flavonas, flavononas, antocianidinas,
isoflavonas, dihidroflavonois e chalconas. Entretanto, as principais subclasses encontradas em
macds pertencem aos flavanois, flavonois e algumas chalconas. Entre os flavandis, se
destacam a catequina, epicatequina e procianidinas, enquanto que entre os flavondis se
destacam os glucosideos de quercetina. A principal dihidrochalcona encontrada em macas, a
floridzina, também ¢é considerada um biomarcador, uma vez que é encontrada quase

exclusivamente em macas e seus produtos (ALBERTI et al., 2017).

1.3.2 ACIDOS FENOLICOS

Os éacidos fendlicos compreendem a segunda classe mais abundante de fendis nas
macés (LE DEUN et al., 2015). Apresentam grupo funcional carboxila, o que os caracteriza
como &cidos. Em geral, acidos fenolicos sdo derivados do acido quinico e podem ser
subdivididos em duas subclasses: &cidos hidroxicindmicos e 4&cidos hidroxibenzoicos
(OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Acido clorogénico, acido cafeico e &cido cumarico
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representam os principais acidos fendlicos encontrados em magds e seus produtos. A
esterificacdo do acido quinico com um acido trans-cindmico (acido cafeico, ferdlico, sindpico
ou p-cumarico) forma o é&cido clorogénico (OLIVEIRA; BASTOS, 2011), também
considerado como principal substrato da polifenol oxidase (PPO), enzima que catalisa a
reacdo de escurecimento enzimatico. Basicamente, os monofendis passam por uma
hidroxilacdo que forma o-difenois. Na sequéncia, os o-difendis sdo oxidados, originando as o-
quinonas, compostos escuros também conhecidos por melaninas. A oxidacdo dos acidos
fenolicos pode favorecer a reacdo com demais compostos presentes no meio (NICOLAS et
al., 1994).

1.4 RADICAIS LIVRES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres representam espécies quimicas com um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; FERREIRA; MATSUBARA,
1997), caracterizando espécies reativas ao oxigénio (ROS). Esses radicais livres estdo
presentes no corpo humano e naturalmente fazem parte do metabolismo como mediadores da
transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas, como geracdo de energia (ATP),
fertilizacdo do dvulo, ativacdo de genes e participagdo nos mecanismos de defesa contra
infeccbes. Porém, quando estdo em quantidades excessivas podem gerar estresse oxidativo em
células, e para combater isso, o organismo produz antioxidantes como mecanismo de defesa
(BARBOSA et al., 2010).

Os antioxidantes podem ser caracterizados por substancias naturais ou artificiais que
apresentam capacidade de prevenir ou retardar danos causados pelo estresse oxidativo nas
células (APAK et al., 2016a). Quimicamente, podem ser descritos por compostos capazes de
doar hidrogénio e/ou transferir elétrons (CRAFT et al., 2012). Tanto animais quanto vegetais
produzem antioxidantes como mecanismo de defesa a reagdes adversas.

Em condicGes normais os danos gerados pelo estresse oxidativo s&o minimos, uma
vez que o proprio organismo apresenta mecanismos de defesa. Entretanto, quando ha um
desbalango na quantidade de ROS e antioxidantes, pode ocorrer oxidacdo de biomoléculas,
perdendo sua funcéo bioldgica e/ou gerando desequilibrio homeostatico, o qual atinge celulas
e tecidos (BARBOSA et al., 2010). As principais biomoléculas susceptiveis a oxidacdo por
ROS sdo lipidios e proteinas do DNA, as quais supostamente sdo potenciais causadores do

envelhecimento precoce, doengas corondrias e cancer (BENZIE; STRAIN, 1996). Uma das
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formas de evitar este desbalanco é a ingestdo de alimentos que contenham compostos com
atividade antioxidante, como é o exemplo dos compostos fendlicos encontrados em vegetais.

A atividade antioxidante é uma forma de mensurar a capacidade de um composto
reduzir radicais livres, evitando a propagacéo de reacOes de oxidacédo, e quelar ions metalicos.
Esta medida é positivamente correlacionada a composi¢do fendlica total (ZARDO et al.,
2015; ZUCOLOTO et al., 2015).

Os produtos de macas, bem como a fruta in natura, como mencionado anteriormente
apresentam quantidades de compostos fenolicos responsaveis pela atividade antioxidante.
Cada composto fendlico apresenta uma atividade antioxidante diferente (Tabela 1.3), devido a

conformagdo de sua molécula.

Tabela 1.3: Atividade antioxidante de compostos fendlicos determinada por diferentes métodos.
Método de Atividade Antioxidante

Composto fendlico ABTS* FRAP* CUPRAC*
Acido ascorbico 1,02 - 1,14
Acido 5-cafeoilquinico 0,98 8,38 3,15
Acido galico 2,52 - 2,99
Sirigina - 4,53 -
Procianidina B2 - 9,11 7,11
Acido cafeico 1,05 5,19 3,12
Acido cinamico - 2,32 -
Floridzina 0,12 1,13 1,47
Quercetina 3-p-D- glucosideo - - 3,54
Quercetina 2,89 7,25 4,64
Quercetina 3-D-xilosideo - 7,63 -
(+)-Catequina 1,44 - 3,46
Quercetina 3-rutinosideo 0,93 - 3,24
Referéncia Kamaran et al. (2010) Bai; Zhang; Ren (2012 Kamaran et al. (2010)

Nota: *: micromol de trolox equivalente por quilograma(umol TE/Kg). FRAP: determinacdo da
atividade antioxidante pela redugdo do ion férrico; ABTS: determinagdo da atividade antioxidante pela
descoloragdo do cétion ABTS (acido 2,2- azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6- sulfénico); CUPRAC:
determinacdo da atividade antioxidante pela reducéo do cobre; - valor ndo determinado.

A principal forma de mensurar a atividade antioxidante dos compostos fenolicos em
alimentos sdo os métodos quimicos ou também denominados in vitro. A maioria deles
apresenta 0 mesmo principio, com compostos sintéticos, 0s quais podem ser tanto um radical
colorido ou um composto redox-ativo, monitorando a eliminagdo do radical ou reducdo do

composto redox-ativo, por meio da absorbancia obtida da leitura em espectrofotbmetro
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(FLOEGEL et al., 2011). A atividade antioxidante pode ser entdo determinada por meio de
uma curva de calibracdo do método, determinada a partir de um padrdo de concentracdo
conhecida.

Alguns métodos de determinacdo de atividade, tais como parametros de
aprisionamento do radical peroxil total (TRAP), capacidade de absorbancia do radical
oxigénio (ORAC) e capacidade de captura de oxiradical total (TOSC) antioxidante atuam com
transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT), ou seja, estes compostos medem a
capacidade de um antioxidante eliminar os ROS por meio da doacdo de um atomo de
hidrogénio, enquanto que outros métodos como a captura do radical DPPH e descoloragéo do
cation ABTS mensuram a capacidade antioxidante de um composto antioxidante
principalmente por meio da transferéncia de elétron (ET), podendo também atuar como
doadores de hidrogénio (APAK et al., 2016a, APAK et al., 2016b).

Os métodos que serdo aplicados para determinar a atividade antioxidante das sidras
neste estudo incluem a captura do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995); a
reducdo do ion férrico, pelo método de FRAP (BENZIE; STRAIN, 1996); pela descoloracéo
do cétion ABTS (RE et al., 1999) e; pela reducdo do cobre, CUPRAC (APAK et al., 2008).
H& uma dificuldade de interpretar mecanismos e os padrdes de reatividade de alguns métodos,
devido a falta de informac&o das estruturas dos antioxidantes testados (APAK et al., 2016b).
Esses métodos ndo resultam igualmente na mesma medida de capacidade antioxidante de um
composto, por esse motivo essa determinacdo ndo deve ser realizada apenas por um Unico
método (CAMPOS et al., 2009).

1.5 ANALISE SENSORIAL

Por definicdo, a analise sensorial € uma ciéncia usada para medir caracteristicas de
produtos (alimentos, bebidas, cosméticos e até mesmo materiais), percebidas pelos sentidos
humanos (ROSSINI et al., 2012). Atrelados, os parametros fisico-quimicos, microbiologicos e
sensoriais podem dizer a respeito da qualidade de um produto (DUTCOSKY, 2015). Além
disso, a analise sensorial pode ser utilizada para avaliar a expectativa, aceitacdo e intencao de
compra do consumidor frente a determinado produto.

Todos os sentidos (paladar, olfato, tato, visao e audi¢do) sdo utilizados para avaliacéo
sensorial de um produto. Entretanto, por vezes um desses pode ser reprimido, como por
exemplo, quando se utilizam lampadas coloridas para mascarar a diferenca de cor das

amostras durante uma avaliacdo.
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Os métodos sensoriais podem ser classificados de duas maneiras: afetivos
discriminativos ou descritivos. Testes discriminativos indicam diferencas ou ndo de duas
amostras que estdo sendo analisadas, enquanto que testes descritivos caracterizam uma
amostra, semelhante a uma analise quimica, o que permite a utilizacdo de ferramentas
estatisticas para analisar os resultados (TESFAYE et al., 2009).

A andlise sensorial realizada com julgadores treinados possibilita melhores
resultados. O tempo de treinamento e a maneira como se conduz a analise dependem das
caracteristicas do produto e das variaveis utilizadas (DUTCOSKY, 2015). A selecdo dos
julgadores pode ser realizada por meio de questionarios e ou entrevistas, 0os quais auxiliam na
avaliacdo do perfil de cada um. Porém, a selecdo de julgadores familiarizados com o tipo de
amostra permite reduzir o tempo de treinamento.

A andlise sensorial de produtos como vinagres por exemplo, exige uso de painel
julgadores treinados, pois 0 produto apresenta pungéncia, atributo que pode ser incomodo
para alguns julgadores (TESFAYE et al., 2009). No caso de sidras secas, bebidas que podem
apresentar acidez, amargor e adstringéncia, também se faz necessario treinar os julgadores.

No planejamento de painéis sensoriais, a determinacdo dos atributos a serem
avaliados compreende de grande importancia (ROSSINI et al., 2012). Em sidras, 0s principais
atributos identificados pela maioria dos julgadores compreendem odor, dogura, acidez,
amargor e adstringéncia (SYMONEAUX et al., 2014). A interagdo harmoniosa entre estes
atributos compde o flavor, sensacdo identificada na via retro nasal. A composicdo fisico-
qguimica (acgucar, acidez, etanol e polifendis) da sidra influencia diretamente na percepcao
sensorial da mesma, entretanto, poucos estudos na area de sidras correlacionam a qualidade
fisico-quimica com a sensorial (SYMONEAUX et al., 2015).

Os polifendis apresentam grande importancia nas caracteristicas sensoriais do
produto, podendo influenciar na cor, amargor e adstringéncia dos produtos. Malec et al.
(2016) observaram relagdo entre a composi¢do fendlica e a cor de sidras. De acordo com
Symoneux et al. (2014), a presenca de procianidinas em concentracdo acima de 750 mg/L
influencia diretamente nos atributos de adstringéncia e amargor das sidras, porém nao
apresenta relagdo direta com docgura e acidez.

Odor caracteriza importante atributo, pois remete a qualidade das sidras. Trata-se de
uma mistura complexa de compostos volateis, provenientes da fruta e/ou formados no
decorrer da fermentagéo. Os principais aromas descritos em sidras sdo caracterizados como
frutado, floral, &cido, aceto balsamico, baunilha (MADRERA et al., 2010).
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As sidras podem ser adogadas (BRASIL, 2009), o que favorece a dogura deste
produto. Além disso, como mencionado, algumas sidras podem apresentar residual de
acucares ao final da fermentacdo (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012), o que também contribui
para a sua qualidade sensorial.

Como apresentado, a utilizacdo do bagaco de maca imobilizado durante a fermentagéo
da sidra pode melhorar a qualidade desta bebida. A quantidade de compostos fendlicos pode
ser aumentada por meio da extracdo desses compostos presentes no bagaco, o que influencia
diretamente na atividade antioxidante dos produtos. Dessa forma, compostos encontrados
quase exclusivamente na casca das magés, principal fracdo da fruta que comp6em o bagaco,
podem ser adicionados ao produto final. Além disso, caracteristicas sensoriais, como cor,
amargor, acidez, adstringéncia, bem como qualidade do odor também podem ser aprimoradas.
Portanto, a utilizacdo deste subproduto pode ser uma alternativa para o aproveitamento desses

compostos.
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CAPITULO 2

EVOLUCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE A FERMENTACAO DA
SIDRA COM BAGACO IMOBILIZADO
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Evolucéo dos compostos fendlicos durante a fermentacdo da sidra com bagaco
imobilizado

Resumo

O bagaco de macd, subproduto da fabricacdo de sucos e mostos, contém fibras e agucares,
além de uma quantidade interessante de compostos bioativos, os quais conferem atividade
antioxidante. Este subproduto apresenta potencial para ser utilizado na obtencdo de alimentos
e bebidas adicionados de fibras e/ou compostos fendlicos. Dessa forma, o objetivo deste
capitulo foi avaliar a evolugdo dos compostos fenolicos provenientes do bagaco imobilizado
durante a fermentacdo de sidras, além de verificar a influéncia desta extracdo na qualidade
sensorial dessas bebidas. As magés (cv. Fuji) foram processadas e 0 mosto foi fermentado
com cepa de S. cerevisiae por 15 dias. Foram utilizados 20 fermentadores contendo 200 mL
de mosto, os quais foram separados em dois grupos, sendo que um deles controle (sidra I) e 0
outro, adicionado de bagaco imobilizado (sidra Il). A fermentacdo foi acompanhada por meio
de andlises de composicao fendlica (total e individual por CLAE), atividade antioxidante in
vitro, cor, composicdo de acglcares e etanol realizadas nos 1°, 4°, 7°, 11° e 15° dias de
fermentacdo. Além disso, foi realizada a andlise sensorial do produto final, com 8 julgadores
conhecedores do produto, utilizando uma escala estruturada para atributos de cor, acidez,
amargor, adstringéncia e qualidade do odor. A composicdo fendlica decresceu durante a
fermentacdo da sidra I, enquanto que, na Sidra 1l, a extracdo de fendis do bagago aumentou
esse parametro, o que também influenciou na atividade antioxidante. A quantidade de
glucose e frutose na sidra Il aumentou até o quarto dia de fermentacdo, devido a extracdo
desses compostos do bagaco, o que influenciou na producdo de etanol. A cor das sidras | e Il
foi descrita como e amarelas, e de luminosidade alta (L > 90), entretanto a sidra Il apresentou
maior luminosidade. Os flavonoides, principalmente flavondis (quercetina 3-rutinosideo,
quercetina 3-D-galactosideo, quercetina 3-B-D glucosideo, quercetina 3-D xilosideo,
quercetina O-a-L arabinofuranosideo e quercetina 3-O raminosideo), foram os principais
compostos extraidos durante a fermentacdo. Segundo a analise sensorial, a sidra Il foi mais
clara, mais amarga e menos &cida, ao passo que a adstringéncia foi igual para ambas as sidras.
A qualidade do odor, avaliada por método afetivo, apresentou notas entre ‘“gostei
ligeiramente” ¢ “gostei moderadamente” para ambas sidras. Portanto, a utilizacdo do bagaco
imobilizado no decorrer da fermentagdo aumenta a composicao fenolica de sidras, bem como
a atividade antioxidante, e melhora a sidra em termos de qualidade sensorial.

Palavras-chave: atividade antioxidante, CLAE, flavonoides.
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Abstract

The apple pomace, by-product of juices and musts making, have fibers and sugars, further a
great amount of bioactive compounds, which confer antioxidant activity. This by-product
shows potential to be used in the getting of foods and beverages added with fibers and
phenolic compounds. The use of apple pomace during the fermentation of ciders can permit
the extraction of phenolic compounds, which potentialize the antioxidant activity of these
beverages. Therefore, the aim of this chapter was to evaluate the evolution of the phenolic
compounds from immobilized apple pomace during the ciders fermentation, in addition to
verify their influence on sensory quality of the ciders. The apples (cv. Fuji) were processed
and the must was fermented with S. cerevisiae for 15 days. It was used 20 fermenters with
200 mL of must, which were separated in 2 groups, being one of them the control (cider 1) ans
the other, added with apple pomace immobilized (cider 1l). The fermentation was
accompanied by analysis of phenolic composition (total and individual by HPLC), antioxidant
activity, cor, sugar and ethanol content carried out in the 1%, 4" 7% 11" and 15" days of
fermentation. Furthermore, it was carried out sensory analysis of the final product, with 8
judges that knew about ciders, using structured scale to the attributes of color, sourness,
bitterness, astringency and odor quality. The phenolic composition decreased during the
fermentation of cider I, whereas, on cider Il, the extraction of phenols from apple pomace
increased this parameter, which also influenced on antioxidant activity. The glucose and
fructose contents on cider Il increased until 4™ day of fermentation, due the extraction of these
compounds from apple pomace, which influenced on increasing of ethanol production. The
color of the ciders was described as yellow, and hifh lightness (L > 90), however, cider Il
showed higher lightness than cider 1. The flavonoids, mainly flavonols (quercetin 3-
rutinoside, quercetin 3-D-galactoside, quercetin 3-B-D glucosde, quercetin 3-D xyloside,
quercetin O-a-L arabinofuranoside and quercetina 3-O rhaminoside), were the main
compounds extracted during the fermentation. Second the sensory analysis, the cider 11 were
lightest, more bitter and less sour, whereas the astringency was equal for both ciders. the odor
quality, evaluated by affective method, showed notes between “I liked quickly” and “I liked
moderately” for both ciders. Therefore, the use of immobilized apple pomace during the
fermentation increases the phenolic composition of ciders, as well as the antioxidant activity

and improve the cider in terms of sensorial quality.

Keywords: antioxidant activity, HPLC, flavonoids.
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2.1 INTRODUCAO

Macas e seus produtos tém despertado interesse tanto para industria de alimentos e
bebidas quanto para os consumidores em virtude da sua composi¢do quimica. Os compostos
fendlicos presentes nos produtos da macgd conferem atividade antioxidante (CRAFT et al.,
2012; ALBERTI et al., 2016; ALVAREZ et al., 2017) e podem melhorar aspectos sensoriais
(SYMONEAUX et al., 2014; MALEC et al., 2014). Esta atividade bioldgica é responsavel
por inibir certas reacdes no organismo humano, entre elas reducdo da taxa de envelhecimento,
0 risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares (BLUMBERG et al., 2015),
depressdo (PATHAK et al., 2013), varios tipos de cancer (BOYER; LIU, 2004, LINK;
BALAGUER; BOEL, 2004) e diabetes (YASSIN et al., 2017).

O suco de macd e as sidras sdo 0s principais produtos desta agroindustria. A
prensagem de macas visando a obtencdo destes produtos gera o bagaco, principal subproduto.
Por ser composto por partes da fruta, o bagaco de maca apresenta as mesmas classes de
compostos fendlicos da matéria-prima. Entretanto, sua concentracdo pode variar em funcao da
proporcdo das partes das macas (LE DEUN et al., 2015; ALBERTI et al., 2017), e pelo
escurecimento enzimatico que causa a oxidacao de parte destes compostos, o qual ocorre logo
no inicio da trituracdo das frutas (YE; YUE; YUAN, 2014). A principal fracdo que compde o
bagaco, o epicarpo (casca), contém importantes classes dos compostos fenélicos, destacando-
se os flavonois (quercetinas glicosiladas), pouco extraidos para 0 mosto durante a prensagem
(ALVAREZ et al., 2017; MADRERA et al., 2017). Além disso, outras classes de compostos
como as dihidrochalconas (floretina 2’-B-D-glucosideo), os flavandis ((+)-catequina, (-)-
epicatequina e procianidinas) e os &cidos fendlicos (&cido 5-cafeoilquinico, acido cafeico e
acido p-cumarico) também podem ser encontrados em diferentes propor¢des (BAI; ZHANG,;
REN, 2012; PAMAR; SHARMA; VASANTHA-RUPASHINGHE, 2015; MADRERA et al.,
2017).

Apesar do bagaco de maca conter grande quantidade de compostos bioativos (por
exemplo: (+)-catequina, (-)-epicatequina, &cido 5-cafeoilquinico, floretina 2’-f-D-glucosideo e
guercetinas glicosiladas), este € subvalorizado pelas industrias (SATO et al., 2010). O destino
deste material geralmente é inadequado, sendo depositado diretamente no solo para adubacgéo
organica ou na alimentacdo de animais (BUSHAN et al., 2008). Essas praticas podem trazer
sérias consequéncias, como a poluicdo do meio ambiente e prejuizos a satde dos animais. No

entanto, o bagaco de macéd pode ser utilizado para enriquecer alimentos e bebidas, como
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biscoitos a base de arroz integral (MIR et al., 2017), e de bebidas como aguardente
(MADRERA et al., 2013).

Na producéo de vinhos, as cascas das uvas sdo submetidas a fermentagédo juntamente
com 0 mosto, 0 que consiste em um processo denominado maceracdo. Este processo visa a
extracdo de compostos fendlicos, os quais podem influenciar nas caracteristicas do produto
final (OLEJAR; FEDRIZZI; KILMARTIN, 2015a, 2015b, 2016; LUKIC; LOTTI;
VHROVSEK, 2017). Da mesma forma, a utilizacdo do bagaco de maca imobilizado durante a
fermentacdo das sidras pode aumentar a concentracdo de compostos fenolicos na bebida.
Portanto, o objetivo deste capitulo foi avaliar a evolugdo dos compostos fendlicos
provenientes do bagaco imobilizado durante a fermentacdo de sidras e sua influéncia na

qualidade sensorial de sidras.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 MATERIAIS

As macas (cv. Fuji) foram adquiridas no comércio local de Ponta Grossa, Parana,
Brasil (25 ° 05 ' 42 " S 50 ° 09 ' 43" O). Os reagentes de Folin-Ciocalteu usado para
determinacdo da composicdo fendlica total, TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina) usado
para determinacdo da atividade antioxidante pelo método de FRAP, bem como os solventes
metanol, acetona, &cido acético e acetonitrila, e o padrdo Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2- carboxilico) usado para determinacdo das curvas de atividade
antioxidante, foram adquiridos da JT Baker (EUA). Os reagentes: neucuproina (2,9-Dimetil-
1,10-fenantrolina hidratado) utilizado para determinacdo da atividade antioxidante pelo
método de CUPRAC, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS (acido 2,2- azino-bis-3-
etil-benzotiazolina-6- sulfénico), e os padrdes de acido 5-cafeoilquinico, acido cafeico, acido
p-cumarico, floretina-2’-B-D- glucosideo, quercetina-3-D-galactosideo, quercetina-3-p-D-
glucosideo, quercetina-3-O-raminosideo, quercetina-3-a-L-arabinofuranosideo, quercetina-3-
rutinosideo, utilizados para determinacdo da composi¢do fendlica individual, bem como
sacarose, D-glucose, D-frutose usado para determinacdo de aclcares foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Etanol usado como solvente foi obtido da empresa
Merck (Brasil). Agua deionizada e 4gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Brasil) foram usadas no

preparo de solucdes.

2.2.2 PROCESSAMENTO DO MOSTO E OBTENCAO DOS BAGAGOS

O processamento do mosto (Figura 2.1) iniciou com a sele¢do das macas, retirando
as frutas inadequadas para o processamento (frutas com podriddes). As macds selecionadas
foram higienizadas em agua corrente para retirada superficial de sujidades e em seguida,
imersas em solugéo de cloro a 200 mg/L durante 10 min (GOMES et al., 2014). Na sequéncia,
as macés foram trituradas (Processador Metvisa, Tipo MPA) e entdo acondicionadas em telas
plasticas (polietileno) e submetidas a prensagem de 3 kgf/cm? (Prensa Hidraulica Eureka,
Hoppe, Ind. Ltda., Brasil) por 5 min, obtendo o mosto bruto de maga. O qual foi adicionado
de enzima pectinolitica (PECTINEX 3XL, Novozymes do Brasil, pH 6timo 3,5) na proporcao

de 3mL/hL, sendo mantido a 45°C por 1 h. Na sequéncia, o mosto foi trasfegado, com auxilio
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de uma mangueira devidamente higienizada, obtendo uma fracdo mais limpida. Esse mosto
foi congelado -18°C até a sua utilizagdo na fermentacdo da sidra.

O bagaco, subproduto obtido do processamento, foi recuperado para a utilizagédo
durante a fermentacdo das sidras. Para isso, foi submetido a desidratagdo em estufa com
circulacdo de ar (Marca MARCONI, Modelo MAO035/5, Piracicaba, SP, Brasil) em
temperatura ao redor de 60 °C, até atingir massa constante. O bagaco desidratado foi triturado
em moinho de facas (Marca IKA WERKE, Modelo M20, EUA), e peneirado a fim de obter a
fracdo retida entre 40 e 20 Mesh (0,42 e 0,82 mm). Ambos os produtos foram usados nas

posteriores etapas descritas a seguir:

Macas

Selegédo

Higienizacao (agua corrente e imersdo em cloro (200 mg/L)
Trituragao

Prensagem (3 Kgficm?)

Bagaco
[ ——
@E Desidratagdo (60°C)

Depectinizagéo (3 mL/hL, 1 h, 45°C)

Trasfega Bagaco
desidratado
‘ Mosto despectinizado ‘ Moagem

Peneiramento (20 — 40 mesh)

Inoculagdo (S. cerevisiae, 20 g/hL) o
Imobilizagao (47,3 g/L)

Fermentagéo
(20 ° C; 15 dias)

Sidra | Sidra |l

Figura 2.1: Fluxograma do processamento das Sidras.
Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2003); Nogueira; Wosiacki (2012).

2.2.3 FERMENTACAO DAS SIDRAS

Conforme apresentado na Figura 2.1, o mosto foi dividido em duas fracbes para
fermentacdo, sendo uma delas adicionada de bagaco imobilizado (sidra Il1) e a outra, sem
adicdo como sidra controle (sidra I). A fermentacdo das sidras foi realizada em fermentadores
(erlenmeyers de 250 mL), munidos de batoque (Figura 2.2). Em cada fermentador foram
adicionados 200 mL de mosto. Previamente ao indculo, as leveduras na forma seca ativa
(Saccharomyces cerevisiae, Fermol Reims Champagne, Ref. PD 2002 AEB Group, San Polo,
Brescia, Italia) foram pesadas na concentragdo de 20 g/hL (1 a 2 x 10° UFC/mL) e
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adicionadas de 10 mL de mosto, para sua rehidratacdo, sendo apds 15 min, adicionadas aos

190 mL de mosto.

A imobilizacdo do bagaco (Figura 2.2) foi
acondicionamento em sachés confeccionados com tecido sintético (voil branco), previamente
fervidos durante 30 min, na proporcdo de 47,3 g de bagaco para 1 L de mosto, quantidade
determinada em experimentos prévios (NOGUEIRA et al., 2011), a qual corresponde a
quantidade media de bagaco produzido (em matéria seca) na producdo de um litro de mosto.

Foram utilizadas esferas de vidro para manter o saché imerso no mosto. A fermentacédo

realizada por meio do seu

ocorreu por aproximadamente 15 dias a temperatura de 20 £ 1 °C, em cdmara incubadora

(BOD Labor, SP — 500, Presidente Prudente, SP, Brasil).

Mangueira Metabissulfito de

potassio

Seringa

Rolha CO,

Agulha

Headspace

2

~——
-~

.

Sidra 1l

Figura 2.2: Desenho dos fermentadores das sidras | e 11.
Fonte: O Autor.

224 CINETICA DA FERMENTACAO

A quantidade de CO: produzida foi monitorada por meio da perda de massa dos
fermentadores, a qual foi mensurada de trés a cinco vezes ao dia, por aproximadamente 15
dias. Os parametros cinéticos foram determinados a partir de uma equacao polinomial, obtida

em um gréafico tempo vs. perda de massa de CO>, a qual foi ajustada para quarta ordem.

2.2.5 EVOLUCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
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A evolucdo dos compostos fendlicos foi estudada em 20 fermentadores, 0s quais
foram divididos em dois grupos de acordo com o tipo de processamento: sidra I, sem adigéo
de bagaco; e sidra Il com adicdo de bagaco imobilizado. A fermentacdo dessas sidras foi
interrompida, em duplicata para cada grupo (Figura 2.3), em tempos diferentes da
fermentacdo (1°, 4°, 7°, 11° e 15° dias). Ao interromper a fermentagdo, as amostras foram
submetidas a contagem de leveduras, centrifugadas e posteriormente congeladas até a
realizacdo das demais andlises. Os bagacos das sidras Il foram secos novamente em estufas

(60 °C, até peso constante) e entdo submetidos as analises.

Sidra 11

Figura 2.3: Fermentacdo das sidras para andlise da evolucdo dos compostos fendlicos.
Fonte: O Autor.

2.2.6 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO BAGACO PARA ANALISES

Com o intuito de verificar a quantidade de compostos fendlicos extraidos do bagacgo
durante a fermentacdo, foram analisados os extratos fendlicos do bagaco in natura (nédo
fermentado) e dos bagagos que foram submetidos & fermentagdo. Para tanto, apos o periodo
final de fermentacdo, o bagaco foi recuperado e desidratado a 60°C, sendo em seguida moido
manualmente e tamisado entre 40 e 20 mesh (0,420 a 0,841 mm). Na sequéncia, ambos 0s
bagacos desidratados, foram submetidos a duas extracdes consecutivas em metanol (84,5%

v/v) e acetona (65% v/v), conforme descrito por Alberti et al. (2014).
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2.2.7 CARACTERIZACAO DAS SIDRAS E DOS BAGACOS DE MACA

22.7.1 ANALISES COLORIMETRICAS

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados pelo método de Singleton e
Rossi (1965), com modificacbes. Em tubos, foram adicionados 8,4 mL de agua, 0,5 uL da
amostra previamente diluida e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (0,20 N), sendo agitada em
agitador para tubos (Vision Scientific, Modelo KMC — 1300 V). Ap6s 3 min, foi adicionado 1
mL da solugdo de carbonato de célcio saturada, sendo agitados novamente e mantidos no
escuro por 1 h para a completa reacdo. Entdo, a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro (Modelo Mini UV, 1240, Shimadzu, Japdo) a 765 nm, e os resultados
foram expressos em mg de acido 5-cafeoilquinico por litro de mosto ou sidra ou kg de bagaco
desidratado (mg ACF/L ou mg ACF/L), calculado por meio da curva de calibracdo [CFT =
1597,1 x absorbancia — 1,2887; R? = 0,993].

A concentracdo dos flavonoides totais (FT) foi determinada segundo Herald; Gadgil
e Tilley (2012). Em tubos de ensaio foram adicionados 250 pL da amostra previamente
diluida, 2 mL de &gua deionizada e 120 pL de nitrito de sédio (0,5 mol/L). Entdo, os tubos
foram agitados e mantidos em repouso durante 5 min. Na sequéncia, foram adicionados 120
uL de cloreto de aluminio (10% m/v), sendo novamente agitados e mantidos em repouso por
5 min. Por fim, foram adicionados 800 pL de hidroxido de sédio (1 mol/L), agitados e
submetidos a leitura em espectrofotometro a 510 nm. A curva padrdo de (+)-catequina foi
plotada [FT = 418,62 x absorbancia - 72,981; R? = 0,998], e os resultados expressos em
miligrama de (+)-catequina equivalente por litro de mosto/sidra ou quilograma de bagaco (mg
CAT/L ou mg CAT/Kkg).

A determinacdo dos flavanodis totais (FLA) foi realizada de acordo com a
metodologia de Broadhurst e Jones (1978). Em tubos de ensaio foram adicionados 0,25 mL da
amostra diluida quando necessério, 1,25 mL de solucdo de vanilina (4% em metanol, m/v) e
0,75 mL de acido cloridrico P.A. (HCI). Os tubos foram mantidos em auséncia de luz durante
15 min para a reagdo completa. Entéo, a absorbancia foi medida em espectrofotmetro a 500
nm. A curva de calibragéo de (+)-catequina foi plotada [FLA = 610,72 x absorbéancia — 5,7511,
R? = 0,998] e os resultados expressos em miligramas de (+)-catequina equivalente por litro ou
quilograma (mg CAT/L ou mg CAT/kg).
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A andlise de atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH, foi
realizada de acordo com Brand-Williams et al. (1995), com poucas modificacfes. Em que,
0,05 mL de cada amostra (sem diluicdo) foram dispostas em tubos de ensaio com 1,95 mL do
reagente DPPH (125 pmol/L). As misturas foram agitadas e deixadas reagindo por 30 min, no
escuro. Na sequéncia, as absorbancias foram medidas em espectrofotometro a 517 nm. A
curva padrdo [DPPH = 3,558 x absorbéncia; R? = 0,996] foi determinada a partir do padréo
trolox.

O método ABTS tambeém foi utilizado para determinar o sequestro dos radicais livres
conforme proposto por Re et al. (1999) e modificado por Alvarez et al. (2017).
Primeiramente, a solucdo do radical ABTS" foi preparada com a mistura de 3 mL da solucédo
ABTS (7 mmol/L) com 3 mL da solucdo de persulfato de potassio (2,45 mmol/L), deixando
reagir por 16 h na auséncia de luz. Apos este periodo, 4 mL da mistura foram diluidos em 250
mL de &gua. Entdo, a solucdo de ABTS teve a sua absorbancia corrigida para uma
absorbancia préxima a 0,70 (734 nm). Assim, em tubos foram adicionados 100 pL da amostra
e 1,4 mL da solucdo de ABTS. A reacdo foi deixada reagir por 30 min na auséncia de luz,
sendo posteriormente submetidas a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 734 nm. A
curva de calibracdo [ABTS = 5,290 x absorbancia; R? = 0,997] foi determinada a partir do
padrdo Trolox.

A atividade antioxidante total foi medido pelo método FRAP segundo a metodologia
de Benzie e Strain (1996), com modificacdes propostas por Alvarez et al. (2017). Os
antioxidantes presentes na amostra reduzem o ion Fe3*, o qual passa a Fe?*, que apresenta
coloragdo azul devido a sua interagdo com o reagente TPTZ. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 0,05 mL das amostras e 1,5 mL do reagente de FRAP e agitados por 5 min. A
reacdo ocorreu durante 30 min no escuro, sendo por fim submetidas a leitura em
espectrofotdbmetro a 593 nm. O padrdo trolox foi utilizado para o desenvolvimento da curva
de calibragdo [FRAP = 1114 x absorbancia; R = 0,991].

A atividade antioxidante pela reducdo do cobre (CUPRAC) foi determinada segundo
Apak et al. (2008), com minimas modificagdes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100
puL da amostra diluida ou do padrdo trolox previamente diluidos e 1 mL de cada uma das
seguintes solugdes: CuCl, (1 10”2 mol/L), solugéo alcodlica de neocuproina (7,5 x 107 mol/L),
solucéo tampéo de NH4Ac (1 mol/L a pH 7.0), e agua destilada, completando o volume final
de 4,1 mL. O branco foi realizado substituindo a amostra por 4gua ultrapura. A reacdo ocorreu

durante 30 min na auséncia de luz. A leitura da absorbancia foi realizada em
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espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm. A curva padrdo [CUPRAC = 4691,8
x absorbancia — 72,981; R?=0,991] foi obtida a partir do padréo trolox.

Os resultados de atividade antioxidante in vitro foram expressos em micromol de
Trolox equivalente por litro ou quilograma de amostra (umol TE/L ou pumol TE/Kg).

A andlise de cor foi realizada em colorimetro (Konica Minolta, Modelo CM-5,
Japdo), o qual fornece os pardmetros de L* (luminosidade) variando de O (preto) a 100
(branco); a*, que varia de verde (-60) a vermelho (+60); e b* que varia de azul (-60) a
amarelo (+60). A cromaticidade (C*), o angulo hue (h) e a diferenca total da cor (AE) foram

determinados por meio das seguintes equagoes:

C' = J@n’+ b+ )

0= <tana) 2)

AE = /(AL)? + (4a %) + (4b *)?

3)

Os resultados do angulo hue (h°) que ficaram abaixo de zero foram somados a 180°.

2.2.7.2  ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A acidez do mosto e dos fermentados foi realizada segundo a metodologia da AOAC
(2005). Em erlenmeyers, foram adicionados 5 mL das amostras e gotas de fenolftaleina e
completados para 50 mL de agua deionizada. Entdo, a mistura foi titulada com hidréxido de
sodio (0,1 N) até o ponto de viragem (pH 8,5).

A quantidade de nitrogénio total foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl
(AOAC, 2005).

O pH do mosto e das sidras foi mensurado atraveés de pHmetro portatil (Marca
Tecnal, Modelo Tec-3MP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) previamente calibrado com tampdes
7,0 e 4,0.

2.2.7.3  ANALISES INSTRUMENTAIS

A analise de acucares (frutose, glucose e sacarose), etanol e sorbitol foi realizada
segundo Zielinski et al. (2014), com poucas modificagdes. As amostras foram primeiramente
diluidas 1:10 (mL/mL) com agua ultrapura (Milli-Q, Milipore, Brasil). Na seqiiéncia, as

amostras foram filtradas em filtro seringa de 0,20 um (Nylon, Macherey-Nagel, Diren,
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Germany). O volume de injecdo da amostra foi de 10 pL. A coluna Sugar Pak™1 (300 x 6,5
mm) foi mantida a 80°C, com fluxo de 0,5 mL/min da solucéo de cloreto de calcio (0,0016
mg/L), em condicdo isocratica. A deteccdo dos picos foi realizada em detector com indice de
refracdo (Waters, Modelo 2414, Miliford, MA, EUA) a 50°C, por comparacdo do tempo de
retencdo dos padrdes de aclcares e alcool (APENDICE A).

A determinagdo dos compostos fenolicos individuais foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Alberti et al. (2016). Em que, 10 mL das amostras foram
centrifugados durante 20 min, 8500 x g, a 4°C (Hitachi Himac CR21GlI, Toquio, Japéo),
ultracongelados a -40°C (Ultrafreezer NUAIRE, Modelo NU-9668GC, MN, EUA) e
liofilizadas (LiofilizadorTerroni, Modelo LS 3000, SP, Brasil). Na sequéncia, os liofilizados
foram dissolvidos com 2 mL de solucdo de metanol (99,9%) e acido acético (2,5%) (1:3 v/v).
Dessa forma, as amostras foram concentradas 5 vezes, possibilitando a deteccdo e
quantificacdo de compostos em menores quantidades. As amostras dissolvidas foram filtradas
em filtro seringa de 0,20 um (Nylon, Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) antes da analise. A
fase mdvel consistiu em &cido acético 2,5% (A) e acetonitrila (B), em gradiente variando de
3-9% de B (0-5 min); 9-16% de B (5-15 min); 16-36,4% de B (15-33 min) com posterior
lavagem e recondicionamento da coluna. Para a separacdo dos compostos fendlicos
individuais foi usada uma coluna cromatografica Symmetry C18 (Waters, EUA; 4,6 x 150
mm; 3,5 um) e a deteccdo foi realizada em um detector de arranjo de fotodiodos (PDA 2998,
Waters, EUA), respectivamente. A identificacdo e a integracdo dos picos foram realizadas a
280 nm (floretina 2’-B-D-glucosideo), 320 nm (&cidos 5-cafeoilquinico, cafeico e p-cumaérico)
e 350 nm (quercetina-3-rutinosideo, quercetina-3-D-galactosideo, quercetina-3-p-D-
glucosideo, quercetina-3-D-xilosideo, quercetina-O-a-L-arabinofuranosideo e quercetina-3-O-
raminosideo). A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparacao dos tempos
de retencdo e dos comprimentos de onda de absorcdo maxima dos padrdes. O célculo da
concentracdo foi realizado por meio da equagdo das curvas de calibracdo dos padrdes
(APENDICEB).

228  ANALISE SENSORIAL

A anélise sensorial das sidras foi realizada segundo Madrera et al. (2010) com
modificacOes, apos a aprovacdo do projeto CAAE 62047516.3.0000.0105 pelo Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Estadual de Ponta Grossa. A analise

compreendeu-se de 5 etapas, tais como definicdo dos atributos, preparo das escalas,
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familiarizacdo dos julgadores com as escalas, andlise sensorial das amostras e analise de
dados.

O painel de julgadores foi composto por 8 pessoas, sendo 2 homens e 6 mulheres,
entre 23 e 41 anos, que consomem e/ou trabalham com sidras. Em uma primeira reuniao, as
amostras foram apresentadas aos julgadores, os quais provaram e definiram os atributos
relevantes a serem avaliados: COR, AMARGOR, ACIDEZ, ADSTRINGENCIA e
QUALIDADE DO ODOR.

Foram preparadas escalas com nove pontos, para cada atributo, exceto qualidade do
odor, que foi avaliada por teste afetivo. Os pontos da escala estruturada foram denominados
como 1, 3, 5, 7 e 9, correspondendo a muito fraco, fraco, moderado, forte e muito forte,
respectivamente. Para cada atributo foi preparada uma escala separadamente, com o cuidado
de manter as amostras entre os pontos. A sidra base (elaborada conforme a Sidra 1) foi
adicionada de diferentes quantidades das seguintes soluc@es: &cido citrico 50%, acido tanico
0,5% e cafeina 0,2% para atributos de acidez, adstringéncia e amargor, respectivamente. A
escala de cor foi realizada por meio da diluicdo de suco de maca, apresentado em tubos de
ensaio (5 mL).

Foi realizada previamente a familiarizacdo dos julgadores com as escalas. Para tanto,
eles receberam, em dois momentos diferentes do dia a escala para degustagéo, codificada de 1
a 9, sendo direcionados a provar as amostras do menos intenso ao mais intenso, para o
conhecimento do atributo. Foram oferecidos agua e biscoitos de base neutra para 0s
julgadores limparem o palato entre as amostras. Na sequéncia, os julgadores receberam as
amostras da escala aleatoriamente codificadas, sendo solicitado que eles ordenassem do
menor para 0 maior (APENDICE C).

Apbs o periodo de familiarizacdo, os julgadores credenciados receberam duas
amostras de sidra codificadas, Sidra | (controle) e a Sidra Il (fermentada com adicdo de
bagaco imobilizado). Assim, foi solicitado que os julgadores provassem as amostras e
marcassem na escala estruturada a posicéo destas em relacdo a escala utilizada anteriormente.
Para todos os atributos avaliados, cada julgador realizou a analise trés vezes em dias
diferentes. A ficha de avaliacdo contendo a escala estruturada utilizada esta exemplificada no
APENDICE D.

Para avaliar a qualidade do odor dos produtos, 5 mL de cada amostra (Sidra | e Sidra
I1), em temperatura ambiente (20 °C) foram dispostas em tubos de ensaio com tampa,
envoltos em papel aluminio, codificados com 3 digitos aleatérios. Os julgadores foram

orientados a abrir o tubo, agitar levemente em forma circular e inspirar profundamente
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proximo a boca do tubo. Depois, deveriam atribuir nota, conforme escala hedénica de 9
pontos, variando de 1- desgostei muitissimo, 2- desgostei muito, 3- desgostei moderadamente,
4- desgostei ligeiramente, 5- indiferente, 6- gostei ligeiramente, 7- desgostei moderadamente,

8- gostei muito, 9- gostei muitissimo.

2.2.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos por meio de média + desvio padrdo. Os dados
foram submetidos ao teste de Levene ou Hartley, os quais medem a homogeneidade das
variancias. Os dados que apresentaram p > 0,05 no teste anterior foram consideradas como
paramétricas, o que permite a aplicacdo de outros métodos estatisticos como 0s descritos a
seguir. Os resultados foram entdo analisados por meio do teste de ANOVA, a qual mede a
diferenca significativa entre as médias e determina se estes dados apresentam alguma
influéncia sobre alguma variavel dependente. Na sequéncia foram realizados os testes de
Fisher, que estima diferenca entre todas as amostras para 0 mosto e as sidras, e o teste t de
student que estima diferencas em amostras aos pares, para 0s extratos dos bagacos. Foi
considerado diferenca significativa quando as amostras apresentaram p < 0,05. Para verificar
a correlacdo entre os dados obtidos em diferentes analises, foi aplicado o teste de Correlacao
de Pearson. Todos os calculos estatisticos foram realizados por meio do software Statistica v.
13.2 (STATSOFT Inc., Tulsa, OK, EUA). Os dados obtidos na analise sensorial foram
analisados por meio da média das respostas dos candidatos. Foi utilizado um grafico tipo
aranha para mostrar as diferencas entre as amostras padréo, e grafico em barras para expressar

os resultados da analise de odor.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 EFEITO DA UTILIZACAO DO BAGACO NA FERMENTACAO DE SIDRAS

Os parametros cinéticos determinados podem variar por influéncia de vérios fatores,
dentre eles a quantidade inicial de agUcares e nitrogénio (ALBERTI et al., 2011; SANTOS et
al., 2015). As sidras fermentadas com adi¢cdo de bagaco apresentaram uma maior liberacao de
CO2 (80,3 g/L) comparada a sidra controle (71,3 g/L). A velocidade maxima de producédo de
CO. foram préximas, sendo 22,3 g/L.dia e 22,9 g/L.dia, para as sidras | e |l, respectivamente.
Porém, essa velocidade foi atingida em diferentes tempos de fermentagdo, 0,5 dias para a
sidra | e 0,25 dias para sidra I, indicando que a segunda fermentou mais rapidamente.

As quantidades de sacarose, glucose e frutose das sidras, que foram determinadas por
CLAE, decresceram durante a fermentacdo, conforme apresentado na Tabela 2.1. No mosto
(dia 0 de fermentacdo), a frutose foi o aglcar mais abundante, seguido da glucose e da
sacarose, totalizando 13,4 g/100mL de acUcares. Estes resultados estdo de acordo com Alberti
et al. (2016) e Braga et al. (2013), que encontraram quantidades de 9 a 13 mg/L de agucares
em mostos de macas Fuji Suprema em diferentes estadios de maturacao.

A sacarose (Tabela 2.1) passa primeiramente por um processo de hidrélise, sendo
hidrolisada em glucose e frutose, por meio da reacdo com enzimas exogenas (hidrolases)
liberadas pelas leveduras (RETTORI; VOLPE, 1999). Assim, a sacarose foi hidrolisada no
primeiro dia, ndo sendo detectada nas sidras apds o primeiro dia de fermentacdo. Na Sidra I,
foi observado no primeiro dia de fermentacdo (Tabela 2.1) uma extracdo de aglcares do
bagaco, 0 que resultou no aumento das concentracdes de glucose e frutose. A quantidade de
glucose diminuiu mais rapidamente que a frutose, sendo consumida totalmente até o 7° dia de
fermentacdo. A frutose apresentou decrescimento até o 11° dia de fermentacdo para ambas as
sidras, permanecendo um residual no produto final. A sidra | apresentou residual de frutose
mais baixo comparado a Sidra Il (p < 0,05) de acordo com o teste t.



Tabela 2.1: Caracteristicas fisico-quimicas do mosto e das sidras.

Dias Amostra Sacarose Glucose Frutose Etanol Sorbitol Nitrogénio oH Acidez
(g/100mL) (g/200mL) (g/200mL) (g/200mL) (g/L) (mg/L) (g/200mL)

0 Mosto 19+01 31°+0,1 8,4°+0,1 - 6,8%+0,1 1752+ 0,1 38 0,25+ 0,01
10 Sidra | - 21°+0,1 6,09£0,1 149£0,4 52/+0,1 36,9+ 7,8 38 0,25'£0,01
Sidra Il - 3,9:%0,6 9411 1,89+0,1 8,5% + 1,4 58,1% + 3,9 3,7 0,31°+ 0,01
40 Sidra | - 0,3¢+0,1 3,8¢+0,2 6,1°+0,1 6,7%+0,1 38,7+ 3,5 3,7 0,34% + 0,01
Sidra Il - 0,7¢+0,2 6,6°%0,7 6,6™ +0,1 8,12+0,1 52,5 +2,9 3,6 0,45+ 0,01
70 Sidra | = - 0,67+0,1 6,6 + 0,6 6,99+ 0,6 34,1°+25 3,7 0,35° + 0,01
Sidra Il - - 0,60+0,1 8,2¢+0,1 8,90+0,1 58,9% + 4,9 3,7 0,482+ 0,01
11° Sidra I - - 0,39+0,1 5,9+ 0,2 6,4°+0,2 34,1°+25 3,7 0,32% + 0,04
Sidra Il - - 0,50+0,1 8,00+ 0,1 8,72+0,1 63,6" + 3,9 37 0,472+0,01
15° Sidra | - - 0,39+0,1 7,1%+0,1 7,5°+0,1 38,7¢+0,1 3,7 0,37°+0,01
Sidra Il - - 0,60+0,1 8,505 9,0°+0,4 58,1° +3,9 3,6 0,47°+0,01

Nota: 2¢: Letras diferentes a mesma coluna indicam que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os resultados segundo o teste de ANOVA. Sidra I: sidra
fermentada sem  adicdlo de  bagaco  imobilizado.  Sidra  Il:  sidra  fermentada com adicdo de  bagaco  imobilizado.
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A concentracdo de etanol (Tabela 2.1) foi diferente para as sidras (p < 0,05), onde a
sidra 11 apresentou 1,4 g/100mL a mais de etanol que a sidra I. A maior concentragéo de
etanol na sidra Il ocorreu, provavelmente, devido a presenca e transformacdes de acucares do
bagaco.

A concentracdo de sorbitol (Tabela 2.1) no mosto (6,8 g/L) esta préximo ao
determinado por Alberti et al. (2016) em mostos de maca Fuji Suprema (7,2 g/L). No primeiro
dia de fermentacédo, a sidra | apresentou menor concentracdo de sorbitol comparada ao mosto.
O decréscimo da concentracdo de sorbitol no inicio da fermentacdo pode estar relacionado a
enzima sorbitol desidrogenase, a qual converte o sorbitol em frutose (GOMIS et al., 1988).
Apo6s a fermentacdo foi observado um aumento da quantidade deste polidlcool. De acordo
com Fedor, Millar e Accola (1960), esse composto pode ser formado a partir da reducédo da
glucose e da frutose, o que provavelmente resultou no aumento da quantidade deste composto
apos a fermentacdo. Na sidra 11, a quantidade de sorbitol aumentou logo no primeiro dia de
fermentacdo, o que pode ter ocorrido pela adicdo do bagaco. Além disso, o bagaco
acrescentou acucares no meio, o que possivelmente influenciou na maior quantidade de
sorbitol no produto final.

A quantidade de nitrogénio em sucos pode variar de um lote para outro de acordo
com a area de cultivo das macas, idade do pomar, a quantidade de fertilizantes nitrogenados
utilizados e a estacdo do ano (ALBERTI et al., 2011). O alto contetdo inicial no mosto (175
mg/L) foi rapidamente assimilado pelas leveduras na fase de crescimento (Tabela 2.1). Este
valor foi maior que 163,64 mg/L, quantidade de nitrogénio total determinada por Alberti et al
(2011) em mostos de magé Fuji.

As bebidas fermentadas como as sidras normalmente apresentam baixa quantidade
residual de nitrogénio (MAINENTE et al., 2016; VILLAR et al., 2017). O teor de nitrogénio
total do mosto foi consumido no inicio da fermentacdo de fermentacdo, se mantendo
constante para ambas as sidras apds este periodo. O nitrogénio residual na sidra | foi de 38,7
mg/L. No entanto, na sidra Il essa quantidade foi significativamente superior (p < 0,05),
chegando a 58,1 mg/L ao final da fermentacdo. De acordo com Nogueira et al. (2008), a
quantidade de nitrogénio residual apds a fermentacdo do mosto de macé varia entre 20 e 35
mg/L, sendo que valores acima podem indicar que ha nitrogénio assimilavel residual na sidra.
Esse residual, porém, pode ser indesejado, uma vez que pode causar instabilidade
microbioldgica (ALBERTI et al., 2011). Além disso, o residual de nitrogénio na sidra pode

proporcionar a formacgéo do haze, precipitado formado pela interacdo de compostos fendlicos
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e compostos nitrogenados, por meio de interacBes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
(MANGAS et al., 1999; ALONSO-SALCES et al., 2001)

Parametros como pH e acidez influenciam na conservacéao e na percepcao sensorial,
principalmente em atributos como a cor e o sabor (MALEC et al., 2014; SYMONEAUX et
al., 2014). O mosto apresentou pH 3,8 e acidez 0,25 g/100mL (expresso em acido malico, o
principal em macds e seus produtos). A sidra Il apresentou maior acidez (p < 0,05),
apresentando também pH mais baixo do que a sidra I. Estes resultados estdo préximos aos
determinados por Ye, Yue e Yuan (2014) para pH (3,78) e acidez titulavel (0,28 g/100mL)
para mostos de maca Fuji.

A cor, considerada como importante parametro de qualidade em sucos e sidras pode
influenciar na aceitabilidade e na intencdo de compra desses produtos (CLYDESDALE, 1993;
MALEC et al., 2014). Usando os valores dos parametros a* (variacdo de verde a vermelho) e
b* (variacdo de azul a amarelo), foram determinados os parametros como o angulo hue (h°) e
a cromaticidade (C*). O h° indica a tonalidade de uma amostra em um plano cartesiano, o
qual apresenta as cores vermelho, amarelo, verde e azul dispostas nos angulos de 0°, 90°,
180° e 270°, respectivamente, ao passo que C* indica a saturacdo da cor, a qual varia de 0 em
amostras acinzentadas a valores maiores que 60 em amostras de cor intensa (MALEC et al.,
2014). Também foi mensurada a diferenca total da cor (4E), que utiliza os parametros L, a* e
b* para indicar o0 quanto uma amostra é diferente de um padréo.

Sucos e mostos de macd tendem a apresentar coloracdo mais escura, onde o
parametro L* é menor e 0s parametros a* e b* sdo maiores, devido ao escurecimento
enzimatico (LE DEUN et al.,, 2015; HEINMAA et al., 2017). O mosto apresentou
luminosidade menor do que as sidras (Tabela 2.2), o que segundo Le Deun et al. (2015), pode
estar atrelada a quantidade de compostos fendlicos oxidados, que formam pigmentos marrons,
denominados melaninas. Nas sidras, de acordo com Nogueira et al. (2008), observa-se a
clarificacdo do produto durante a fermentacdo, a qual pode estar relacionada a retengéo
compostos fendlicos na parede celular de leveduras. Desse modo, a luminosidade (L*) tende a
aumentar nas sidras (Tabela 2.2). Os valores de a* e b* tendem a diminuir, devido a coloragéo
amarela das mesmas. Na sidra I, a luminosidade aumentou de 65,06 (mosto) para 91,21. A
sidra Il apresentou uma luminosidade maior que a sidra controle (93,43). A diferenca total das
cores (4E), que indica o quanto a cor de uma amostra é diferente da cor de uma amostra
referencial, foi calculada tendo 0 mosto como padréo. Essa equacdo foi desenvolvida devido a
necessidade de obter respostas mais proximas as percebidas pelo olho humano (GHINEA et

al., 2010). A sidra fermentada com adi¢cdo de bagago apresentou uma maior diferenca total



o1

(66,39) ap6s 0 15° dia de fermentagdo, valor 15,4% maior que a sidra controle. O h° indicou
que as sidras apresentam cor amarela (h® = 90,82° e h® = 93,40° para as sidras | e II,
respectivamente) e o mosto (h° = 75,44°) cor em uma regido intermediéria entre laranja (h® =
45°) e amarelo (h® = 90°). Foi observada uma reducdo da intensidade da cor das sidras
durante a fermentacéo, uma vez que o valor de C* diminuiu durante os 15 dias. Dessa forma,
pode-se dizer que a cor do mosto foi mais intensa.

Por fim, a cor do mosto pode ser descrita como amarelo alaranjada, intensa, e de
luminosidade meédia, caracteristica que indica oxidacdo de compostos fendlicos (LE DEUN et
al., 2015), ao passo que as sidras podem ser descritas como amarelas, de cor menos intensa
que o mosto e de alta luminosidade, devido a retengdo de parte dos compostos fendlicos na
parede celular das leveduras (NOGUEIRA et al., 2008). A cor da sidra Il apresentou maior
luminosidade e menor intensidade que a sidra I, provavelmente devido a interacdo do mosto

com o bagaco.



Tabela 2.2: Parametros de cor do mosto e das sidras.
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Dias Amostra L* a* b* AE C* h°
0 Mosto 65,06" + 0,04 20,27 £ 0,08 78,042 £ 0,12 - 80,63%+ 0,12 75,441 + 0,05
T Sidra | 87,019+ 0,08 -1,93° + 0,02 51,89+ 0,17 40,731+ 0,16 51,93+ 0,17 92,13"+ 0,03
Sidra Il 88,147+ 0,13 -2,829" + 0,03 50,96 + 0,14 42,42"+ 0,16 51,04+ 0,14 93,179+ 0,04
2 Sidra | 90,43+ 0,16 -2,60¢ + 0,02 32,97+ 0,19 56,559+ 0,17 33,07+ 0,19 94,50°" + 0,06
Sidra Il 92,25°+ 0,13 -2,95" + 0,06 26,377+ 0,22 62,849 +0,14 26,537 +0,22 96,38¢ + 0,07
— Sidra | 90,41° £ 0,01 -2,35°+ 0,02 31,439+ 0,48 57,687+ 0,39 31,529+ 0,47 94,277+ 0,09
Sidra Il 92,97+ 0,11 -2,64° + 0,13 22,849+ 0,29 65,97¢ £ 0,23 22,999+ 0,31 96,59¢ + 0,25
110 Sidra | 90,65% + 0,05 -2,41% + 0,04 29,2+ 0,46 59,61¢ + 0,34 29,31°+ 0,46 94,71% + 0,03
Sidra Il 93,242+ 0,16 -2,761 + 0,014 21,74+ 0,34 67,04%+ 0,18 21,917+ 0,35 97,23+ 0,25
o Sidra | 90,82% +0,45 -2,55% + 0,13 29,48° + 0,45 59,52¢ + 0,40 29,59¢ + 0,44 94,99+ 0,42
Sidra Il 93,402 £ 0,07 -3,311+ 0,27 22,839+ 0,85 66,39 + 0,63 23,079 +0,88 98,252 + 0,36

Nota: 2¢: Letras diferentes a mesma coluna indicam que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os resultados segundo o teste de ANOVA. Sidra I: sidra fermentada sem
adicdo de baga¢o imobilizado. Sidra Il: sidra fermentada com adi¢do de bagaco imobilizado. L: Luminosidade. AE: Diferenca total da cor. C*: Cromaticidade. h®: Angulo hue.
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2.3.2 EFEITO NA COMPOSICAO FENOLICA E NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN
VITRO DAS SIDRAS

A composicdo fendlica em sucos e mostos de macé pode variar em funcédo da cultivar
da maca, do estadio de maturacdo (ALBERTI et al., 2016), da origem geogréafica (ALVAREZ
et al., 2017), da oxidacdo dos compostos, da utilizacdo de enzimas pectinoliticas antes da
prensagem das macas raladas (ZIELINSKI et al., 2014) e da clarificacdo do suco/mosto bruto
(ZARDO et al., 2008). O mosto de maca Fuji apresentou em torno de 485 mg/L de compostos
fendlicos totais. Este valor estd acima de 255 mg/L, quantidade determinada por Zardo et al.
(2008) de compostos fendlicos totais para mostos da cultivar Fuji.

Durante o processo fermentativo de bebidas alcodlicas como as sidras, muitas
reacOes bioquimicas ocorrem, como o consumo de aclcares gerando etanol, gas carbdnico e
outros produtos, tais como os &cidos organicos (YE; YUE; YUAN, 2014; VILLAR et al.,
2017), os compostos volateis (PIETROWSKI et al., 2012; SANTOS et al., 2015) e, ainda,
provocando mudancas na composicdo dos compostos fenolicos (YE; YUE; YUAN, 2014).
Foi observado, que a composicdo fendlica total da sidra | diminuiu cerca de 40% apds a
fermentagdo. Em um estudo realizado com magas cultivadas na China, Ye; Yue e Yuan
(2014) observaram flutuagdes no teor de fendis individuais durante a fermentacdo da sidra
(cv. Fuji), sendo que ao final do processo, a maioria dos compostos apresentaram menor
guantidade comparado ao mosto, exceto o acido protocatecuico que se formou quando
catequinas foram metabolizadas. Esse fendmeno pode estar relacionado, segundo 0s mesmos
autores, a polimerizacdo de procianidinas; a sensibilidade de alguns compostos ao
escurecimento enzimatico e, ainda, a bioconversdo de compostos, realizado pelas leveduras.
De acordo com Morata et al. (2003) as leveduras S. cerevisiae podem adsorver compostos
fenolicos durante a fermentacdo alcoodlica, contribuindo também para a reducédo da quantidade
de compostos fendlicos. Esse fendmeno ocorre devido aos polimeros polares, formados por
manoproteinas ligadas a glucanas e quitinas, que compdem a parede celular das leveduras e
possuem capacidade de atrair outros compostos. Sobretudo, a membrana celular das leveduras
apresenta porosidade, o que também facilita a retengdo de compostos (BOIVIN et al., 1998;
NOGUEIRA et al., 2008). Zardo et al. (2008) observaram que a composi¢do fenolica de
sidras elaboradas com magés das cultivares Gala, Fuji e Joaquina diminuiu nas primeiras 9 h
de fermentagdo, permanecendo constante a partir deste ponto até o final da fermentacao (360

h). Da mesma forma que ocorreu com os compostos fenolicos totais, foi observado que a
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quantidade de flavonoides totais e flavandis 46% e 79%, respectivamente, apds a
fermentacéo.

Objetivando o reaproveitamento e a valorizacdo do bagaco da maca, sidras foram
produzidas com a adicdo de bagaco imobilizado durante a fermentacdo (sidra II). Foi
observada a extracdo dos compostos fenolicos do bagaco logo no primeiro dia de
fermentagdo, atingindo 14,19% a mais que o encontrado no mosto. AsSim COmMO NO Processo
de maceracgdo que ocorre na producdo do vinho, a extracdo dos compostos do bagaco para o
mosto de maca ocorre por dois mecanismos principais, primeiramente por dissolucéo e depois
por difusdo (R1IZZON; MIELE; MENEGUZZO, 1999).

Assim como observado para a sidra I, a sidra Il também apresentou decréscimo da
guantidade de compostos fendlicos durante a fermentacdo. Entretanto, no final da fermentagéo
a sidra Il apresentou 31,81% mais compostos fendlicos totais comparada a sidra . Para
flavonoides totais e flavandis, foram mensurados valores 18% e 56% maiores,
respectivamente, no final da fermentacdo da sidra Il. Assim como observado nas sidras,
Lukic; Lotti e Vrhovsek (2017) verificaram uma maior concentracdo de compostos fendlicos
em vinhos brancos fermentados com cascas de uva, comparados aos vinhos que nao
receberam esse tipo de tratamento. Os autores ainda mencionam que o efeito da adicdo das
cascas de uva foi claramente evidenciado nos vinhos logo no primeiro dia de fermentagé&o.
Assim, a extracdo dos compostos fendlicos do bagaco faz com que ocorra um aumento dos
fenois na sidra suplementada (sidra Il) em relacdo a sidra I.

A atividade antioxidante in vitro foi determinada por meio de quatro métodos
diferentes, tais como a captura do radical (ABTS e DPPH) e a reducdo de ions (FRAP e
CUPRAC). A atividade antioxidante do mosto foi de 705 umol TE/L, 851 umolTE/L, 4398
umolTE/L e 693 pumolTE/L para os métodos de DPPH, FRAP, CUPRAC e ABTS,
respectivamente (Tabela 2.3). Os compostos fendlicos estdo entre 0s principais compostos
bioativos responsaveis pela atividade antioxidante em macés (TSAO et al., 2005; CRAFT et
al., 2012). Desse modo, a reducgédo da quantidade de compostos fenolicos apos a fermentacéo
acarretou na reducdo da atividade antioxidante, cuja reducdo foi de 3,7% (FRAP) a 32,1%
(CUPRAC) ap0s a fermentacdo da sidra .

O processo de maceracdo em vinhos aumenta a atividade antioxidante das bebidas
(OLEJAR; FEDRIZZI; KLIMARTIN, 2015a). Da mesma forma, a extragdo dos compostos
fendlicos durante a fermentacdo da sidra Il influenciou positivamente na atividade
antioxidante (Tabela 2.3). A qual foi aproximadamente 30% maior na sidra I, estimada pelo
método de ABTS, 47% pelo método de CUPRAC e 45% pelo método de FRAP. Dessa forma,
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a sidra foi melhorada em relacdo ao potencial antioxidante, o que favoreceu a suplementacéo
do produto e atribuiu a este uma caracteristica funcional. Os métodos usados para
determinacédo de atividade antioxidante apresentaram correlagdo com os compostos fenolicos
totais, flavonoides totais e sua subclasse, flavandis (p < 0,01). A atividade antioxidante
determinada pelos métodos de ABTS, CUPRAC e FRAP apresentaram correlagdo com o0s
fendis totais (rastsxcrr = 0,67; rcupracxcrt = 0,61 e rerapxcrr = 0,36), 0s flavonoides totais
(ragTsxrt = 0,74, rcupracxet = 0,76 e rerapxet = 0,49) e os flavandis (rastsxrea = 0,79,
rcupracxrLA = 0,80 e rrrarxrLa= 0,49), ao passo que a atividade antioxidante pelo método de
DPPH apresentou correlacdo apenas com os flavonoides totais (roppHxrr = 0,47) € 0s flavanois
(rorrHxFLA = 0,36) A atividade antioxidante pode ser influenciada pela estrutura do composto
fenolico. Desta forma, os flavonoides podem apresentar transferéncia de hidrogénio,
resultando em uma maior atividade antioxidante conforme a disposi¢éo das hidroxilas no anel
B (PANNALA et al., 2001), o que justifica a maior correlagdo com os métodos de atividade
antioxidante utilizados. Além disso, os métodos de atividade antioxidante utilizados podem
atuar de maneira diferente, tais como transferéncia simples de elétrons (TSE), transferéncia de
hidrogénio (TAH), ou pelos dois mecanismos combinados (CRAFT et al., 2012). Nos
métodos de ABTS e DPPH a variacdo da cor ocorre devido a transferéncia de um elétron e a
transferéncia de um atomo de hidrogénio, que acontecem simultaneamente. Os radicais ABTS
e DPPH séo reduzidos, sendo isto mensurado por meio da perda de cor da solucdo (CRAFT et
al., 2012). Nos ensaios de FRAP e de CUPRAC a reducéo dos ions Fe3* e Cu?* (transferéncia
de elétrons), respectivamente, sdo responsaveis pela mudanca de coloracdo do meio (APAK et
al., 2016).



Tabela 2.3: Composicao e atividade antioxidante in vitro do mosto e das sidras durante a fermentagéao alcodlica.
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Compostos fenolicos

Atividade antioxidante in vitro

Dias Amostra

CFT* Flavonoides** Flavanois** ABTS*** CUPRAC*** DPPH*** FRAP***

0 Mosto 485° + 22 150,82+ 5,8 134,32+ 54 693% + 31 4399 + 108 706% + 69 8529+ 13
10 Sidra | 427 + 8 71,79+ 4,6 335/+2.2 500 + 41 2854¢ £ 71 645" + 9 742¢ + 18

Sidra Il 5542 + 24 104,6% +4,1 72,6%+4,3 6632+ 17 3938° + 133 613" + 27 8459 + 7
4 Sidra | 3587+ 25 76,67+ 6,5 31,6W+1,7 479 + 51 31429+ 339 659 + 23 826% + 79
Sidra Il 490° + 32 106,8°+ 3,7 755+ 34 686% + 53 4135% + 404 672 + 15° 1202° + 81

2o Sidra | 3347+ 13 84,9+ 3,8 31,7M+24 483 + 12 3067¢ £ 53 659 + 8 8839 + 54
Sidra Il 447°+ 14 111,9°+ 45 76,5+ 2,6 7108 £ 12 44882 + 132 672 +18° 12592 + 48

11 Sidra | 2819+ 24 71,37+35 27,8"+0,9 5570+ 7 41089+ 117 603 * 24f 8439+ 12
Sidra Il 416+ 13 106,9° + 4,2 70,5¢+25 696% + 12 4440% + 163 654 + 14 1364° + 83
150 Sidra | 2929+ 13 82,1°+2,6 28,69+ 1,6 471°+10 2988° + 169 668 + 18° 820% + 35
Sidra Il 385+ 35 100,19+ 1,6 65,1¢+5,2 680% £ 9 4389% + 165 637 + 26 1270° + 52

Nota: 2¢; Letras diferentes representam que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras pelo teste de ANOVA. Sidra I: sidra controle. Sidra Il: sidra fermentada
com bagaco imobilizado. CFT: Composicdo fendlica total. TE: Trolox equivalente. *: Expresso em miligrama de &cido 5-cafeoilquinico equivalente por litro de mosto ou
sidra (mg ACQ/L). **: Expresso em miligrama de catequina equivalente por litro de mosto ou sidra (mg CAT/L). ***: Expresso em micromol de trolox equivalente por litro
de mosto ou sidra (umol TE/L).
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2.3.3 EFEITO DA UTILIZACAO DO BAGACO IMOBILIZADO NA EVOLUCAO DOS
COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

As sidras apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) em termos dos compostos
fendlicos individuais (Tabela 2.4). As principais classes de compostos fenodlicos estdo
dispostas em diferentes partes da fruta, como endocarpo, mesocarpo e epicarpo (ALBERTI et
al.,, 2017), das quais algumas sdo, em sua maior parte, transferidas para o mosto
(principalmente acido 5-cafeoilquinico, floretina 2’-B-D-glucosideo, (-)-epicatequina e (+)-
catequina) durante o processamento, e outras retidas no bagago de maca (principalmente os
glucosideos de quercetina) (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). Dessa forma, alguns
compostos que ficaram retidos no bagaco foram recuperados na fermentacdo da sidra Il.

A quantidade de compostos fendlicos determinada por Folin-Ciocalteu diminuiu no
decorrer da fermentagdo (Tabela 2.3). Entretanto, nem todos os compostos seguiram esta
tendéncia, sendo que alguns aumentaram em relagdo ao ponto inicial (mosto), provavelmente
devido az processos de bioconversdo, realizado pelas leveduras (MADRERA et al., 2006; YE;
YUE; YUAN, 2014).

A floretina 2’-B-D-glucosideo (Tabela 2.4), também conhecida por floridzina, € uma
dihidrochalcona considerada um biomarcador em macas e seus produtos, visto que se
encontra em quantidade muito pequena em outras plantas, como morangos por exemplo
(ZIAULLAH et al., 2013; ALBERTI et al., 2017). Dessa forma, produtos que contém
quantidades significativas deste composto provavelmente contem magcés na sua formulacdo. A
floretina 2’-B-D-glucosideo foi encontrada no mosto e na sidra I, nas quantidades de 2,72 e
4,81 mg/L, respectivamente. Na sidra II a quantidade final de floretina 2’-B-D-glucosideo foi
cerca de 3 vezes superior a sidra I (15,55 mg/L).

O écido 5-cafeoilquinico foi o principal acido fendlico determinado nas bebidas
(Tabela 2.4). No mosto foram quantificados 18,96 mg/L deste composto. Na sidra 11, este foi
extraido do bagaco até o 7° dia de fermentagéo, chegando a 29,37 mg/L. Porém, a partir deste
ponto apresentou comportamento decrescente em ambas as sidras. Esta reducdo pode estar
atrelada a clivagem deste composto, que forma acido cafeico e acido quinico (MADRERA,;
LOBO; VALES, 2006; YE; YUE; YUAN, 2014). Deste modo, o acido cafeico, um &cido
cinamico livre, ndo foi detectado no mosto, porém formado durante a fermentacgéo das sidras,

chegando a 269 mg/L na sid.a | e 386 mg/L na sidra Il



Tabela 2.4: Composicao fendlica individual das sidras.
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Compostos fenélicos (mg/L)

Dias Amostra
FLZ ACQ ACF AC QRU QGAL QGLU QXI QAF QRA
Mosto 2,721+ 0,01 18,96/ + 0,02 nd Nd 2,689+0,01 0,73'+001 1,41'+0,01 nd nd 0,921+ 0,01
1 Sidra | 481"+0,01 24,31'+0,01 051'+0,01 1,419+0,01 2,83¢+0,01 1,067+001 1,63¢2+0,01 nd nd 1,197+ 0,01
Sidra Il 8,34°+0,02 26,17'+ 0,01 nd 1,25"+0,04 3,899+0,01 4,66°+0,01 2,139+0,01 nd 0,90°+0,01 1,45¢+0,01
4 Sidra | 5509+0,01 24,11"+0,11 0,70"+0,05 1,68°+0,01 2,73"+0,02 0,799+0,08 1,589+ 0,03 nd nd 1,169+ 0,03
Sidrall  14,50°+0,08 27,487+0,22 1527+0,01 2,032+0,07 4,65°+0,03 7,46°+0,04 3,09°+0,01 1,62¢+0,02 1,34°+0,01 2,57¢+0,01
7 Sidra | 576'+0,11 24,019 +051 1,429+0,05 1,74°+0,03 2,709+0,01 0,809+0,01 1,617+0,01 nd nd 1,18+ 0,03
Sidrall 11,519+0,03 29,37 +0,19 1,83¢+0,34 1,83°+0,10 4,49°+0,24 9,758+0,01 3,458+002 254°+0,01 0,85°+0,01 3,372+0,01
11 Sidra | 5877+0,04 2260°+050 2,239+0,01 1,31"+0,06 2,709+0,04 0,779+0,01 1,56"+0,02 nd nd 1,13"+0,01
Sidrall  13,01°+0,43 26,85°+0,04 250°+0,10 1,459+0,07 4,13°+0,04 7,099+001 2,86°+0,01 204°+0,01 0,889+0,01 2,87°+0,01
15 Sidra | 591f+0,05 2062°+0,32 2,70°+0,08 1,16'+0,04 2,699+0,04 0,73"+0,01 1,599+ 0,02 nd nd 1,187 + 0,06
Sidrall 15552+ 0,09 23,592+0,29 3,872+0,03 1,50°+0,04 7,92°+0,07 7,92°+0,07 3,10°+0,01 2,36°+0,03 0,99°+0,01 3,27°+0,01

Nota: °: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras segundo teste de ANOVA. Sidra I:

Quercetina-3-rutinosideo.

QGAL: Quercetina-3-D-galactosideo.
arabinofuranosideo. QRA: Quercetina-3-O-raminosideo.

QGLU: Quercetina-3-p-D-glucosideo.

QXI:

! C sidra controle. Sidra I1: Sidra fermentada
com bagago imobilizado. nd: ndo determinado. FLZ: Floretina-2’-B-D-glucosideo. ACQ: Acido-5-cafeoilquinico. ACF: Acido cafeico. AC: Acido p-cumadrico. QRU:
Quercetina-D-xilosideo.

QAF: Quercetina-O-a-L-
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Assim como o &cido caféico, o acido p-cumarico, ndo identificado no mosto, foi
formado durante o processo fermentativo até o 4° dia. A formacgdo deste composto pode estar
relacionada a hidrdlise do acido p-cumaroilquinico (MADRERA; LOBO; VALLES, 2006), o
qual ndo foi estudado neste experimento, porém esta presente a maioria das sidras estudadas
(MADRERA,; LOBO; VALLES, 2006; ZURRARIAN et al.,, 2014; LAAKSONEN et al.,
2017). A partir do sétimo dia, a quantidade de &cido p-cumarico passou a decrescer. Salameh
et al. (2008), analisaram a evolugdo deste composto na fermentacdo de vinhos e observaram
que, em meio &cido e na presenca de etanol, o &cido p-cumarico pode ser esterificado,
formando flavonoides.

Alguns compostos como os flavondis, especialmente os glucosideos de quercetina,
estdo concentrados na casca das macas (ALBERTI et al., 2017), principal fragdo que compde
0 bagaco. Os flavonois foram, em geral, constantes na sidra I, contudo, a sidra Il apresentou
uma quantidade significativamente superior (p < 0,05), devido ao contato do mosto com as
fracbes da casca presentes no bagaco. A quercetina-3-rutinosideo foi encontrada na
concentracdo de 3 mg/L na sidra I, enquanto que na sidra Il esse valor foi de 4 mg/L (Tabela
2.4). A quercetina 3-D-galactosideo foi principal flavonol extraido (Tabela 2.4). Na sidra I, a
quantidade de quercetina 3-D-galactosideo se manteve constante (em torno de 1 mg/L), porem
na sidra 1, a concentracdo deste composto chegou a aproximadamente 10 mg/L no 7° dia de
fermentacdo, decrescendo novamente apds este periodo, chegando a 8 mg/L. A quercetina-3-
B-D-glucosideo apresentou 0 mesmo comportamento que a quercetina-3-rutinosideo, porém
sua concentracdo foi mais baixa (cerca de 2 mg/L na sidra | € 3 mg/L na sidra 1I). A
quercetina-3-D-xilosideo foi extraida exclusivamente do bagaco, uma vez que ndo foi
identificada nos pontos da fermentacdo da sidra I, chegando a aproximadamente 2 mg/L na
sidra 11. A quercetina-O-a-L-arabinofuranosideo apresentou variagdo nas sidras, sendo que no
final da fermentacdo este composto ndo foi identificado na sidra I, ao passo que a sidra Il
apresentou apenas 2 mg/L. A quercetina-3-O-ramnosideo também apresentou 0 mesmo
comportamento da quercetina-3-rutinosideo. De acordo com Monagas, Bartolomé e Gomez-
Cordovéz (2007) e Bimpilas et al. (2015), o perfil de flavondis em vinhos, especialmente
glucosideos de quercetina, pode ser modificado devido a hidrélise de quercetinas glicosiladas,

a qual ocorre devido a presenga de enzimas como a B-glucosidase liberadas pelas leveduras.
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2.3.4 EFEITO DA FERMENTACAO NA COMPOSICAO DO BAGACO DE MACA

A composicao do bagaco varia de acordo com caracteristicas da matéria prima, como
cultivar, estadio de maturacdo, condi¢cbes ambientais de producdo, e do processamento, tais
como eventual processo de branqueamento, grau de separacgdo da casca e da polpa, presenca
ou ndo de pedunculos e sementes, e ainda, condi¢des do processo de secagem (MADRERA,;
VALLES, 2011; LAVELLI; CORTI, 2011; NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). O contetdo de
nitrogénio dos bagacos de maca Fuji foi de 0,3 g/100g de bagaco seco (Figura 2.4). Durante a
fermentacdo foram observadas algumas alteragdes na composigéo do bagaco. Foi observado o
aumento (p < 0,05) da quantidade de nitrogénio (Figura 2.6) em até 5 vezes a quantidade
inicial, efeito que pode estar relacionado a retencdo de leveduras e/ou atrelado a reducéo da
guantidade de outros compostos, como 0s agucares, 0 que concentra 0s demais constituintes

da amostra.
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Figura 2.4: Nitrogénio nos bagacos de macé fermentados.

A quantidade de fendis totais do bagaco foi de 7188 mg/kg de bagago seco. Essa
quantidade foi superior ao determinado por Ito et al. (2016) para o bagaco da mesma cultivar
(5626 mg/kg). Os flavonoides foram mensurados em 2676, mg/kg de bagaco desidratado. As
subclasse, flavandis, foi determinada em 2741 mg/kg de bagaco desidratado. Apesar da
subclasse flavandis apresentar valor maior do que a classe dos flavonoides, os resultados ndo
apresentam diferencga significativa (p > 0,05).

O bagaco de maca apresentou reducédo da quantidade de fendis totais, flavondides e
flavanois (p < 0,05) no decorrer da fermentacdo, devido a extragdo dos compostos fendlicos



61

para a sidra. Essa extracdo dos fendis do bagaco implicou na reducdo da atividade
antioxidante in vitro do subproduto (Tabela 2.5).

A atividade antioxidante dos bagacos foi determinada por quatro métodos diferentes,
como a captura dos radicais livres DPPH e ABTS, e potencial de reducdo de ions como Ferro
(FRAP) e Cobre (CUPRAC). A atividade antioxidante do bagaco in natura foi de 59994 umol
TE/kg de bagaco seco para o0 método de ABTS, 15187 umol TE/kg para DPPH (redugédo =
20,10%), 28521 upmol TE/kg para FRAP e 60087 pmol TE/kg para CUPRAC. Estes
resultados foram menores que a atividade antioxidante determinada por Ito et al. (2016) pelos
métodos de FRAP (36190 umol TE/kg) e DPPH (redugdo = 30,99%) para bagacos de macas
da mesma cultivar. Os métodos ABTS e FRAP apresentaram correlacdo significativa entre
eles com DPPH e CUPRAC (r > 0,62, p < 0,05). Os métodos de DPPH e CUPRAC nao

apresentaram correlacdo significativa entre si (p > 0,05).
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Tabela 2.5: Caracterizagdo do bagaco de magé no decorrer da fermentacéo.

Dias Composicdo fendlica (mg/kg) Atividade Antioxidante (umol TE/kg)
CFT * Flavonoides** Flavanois** ABTS*** CUPRAC*** DPPH*** FRAP=***
0 71882 + 492 26762 + 85 27412 + 371 599942 + 1557 600872 + 1764 151872 + 1164 285212 + 1714
1 4420 + 283 1297¢ + 44 865° + 22 34545° + 641 46420° + 1886 13103° + 927 15083¢ + 1501
4 4514 + 167 1668° + 67 1053% + 43 34778° + 2416 52337° + 3360 8033% + 762 15917° + 1404
7 47420 + 341 1798° + 122 1241° + 98 36433° + 2265 52087° + 5126 10087¢ + 315 16615° + 1494
11 4688 + 150 1581°+ 36 1084°¢ + 43 35407° + 737 51531° + 3834 78659 + 534 15604° + 582
15 4393° + 433 14759+ 55 938% + 46 31399¢ + 1698 45309° + 3405 87769+ 741 13859°¢ + 1765

Nota: 2°: letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras. CFT: Composicdo fenolica total. TE: Trolox equivalente. *:
expresso em miligrama de acido 5-cafeoilquinico equivalente por quilograma de bagago desidratado (mg ACQ/Kkg). **: expresso miligrama de (+)-catequina equivalente por
quilograma de bagaco desidratado (mg CAT/Kg). ***: Expresso em micromol de trolox equivalente por quilograma de bagaco desidratado (umol TE/Kg).
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Os compostos fenolicos individuais identificados e quantificados através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no bagaco in natura pertencem as classes:
dihidrochalconas (floretina-2’-f-D-glucosideo), acidos fenolicos (&cido 5-cafeoilquinico) e
flavonois  (quercetina-3-rutinosideo,  quercetina-3-D-galactosideo e  quercetina-3-O-
ramnosideo) (Figura 2.5). Todos o0s compostos apresentaram 0 mesmo comportamento
decrescendo no primeiro dia de fermentagdo e se mantendo constante apos este periodo.
Provavelmente, apds o primeiro dia de fermentacdo, ocorreu a saturagdo do meio liquido, o
que cessou a extracdo dos compostos do bagaco. Dessa forma, mesmo mantendo o bagaco em
contato com a fase liquida por um tempo maior, a extracdo ocorreu apenas até atingir o
equilibrio entre a concentracdo fendlica da fase liquida (sidra) e da fase solida (bagaco).

Todos os compostos fendlicos individuais identificados no bagaco diminuiram no
decorrer da fermentacdo (p < 0,05), conforme apresentado na Figura 2.5. Neste experimento,
a floretina-2’-B-D-glucosideo foi o composto em maior destaque, na propor¢do de 283,05
mg/kg de bagaco desidratado. Apds a fermentacdo, a quantidade de floretina-2’-p-D-
glucosideo no bagaco foi de 92,74 mg/kg.

O acido 5-cafeoilquinico, considerado principal acido fendlico das macds, esteve
presente na quantidade de 196,06 mg/kg no bagaco desidratado. No final da fermentacéo, o
bagaco apresentou 85,59 mg/kg, o que resulta em uma extracdo de 5,22 mg para a sidra,
considerando a proporcédo de bagaco utilizado por litro de mosto. A sidra Il apresentou apenas
2,98 mg/L a mais de acido 5-cafeoilquinico comparado a sidra I, deste modo, o restante (2,24
mg/L) provavelmente esteve envolvido em reacGes quimicas, tais como a clivagem, que
forma o acido caféico e o acido quinico, por exemplo (MADRERA; LOBO; VALES,2006;
YE; YUE; YUAN, 2014).

Os flavonois determinados no bagaco foram a quercetina-3-rutinosideo, 144,42
mg/kg; quercetina-3-D-galactosideo, 91,01 mg/kg; e quercetina-3-O-ramnosideo, 48,98
mg/kg. Geralmente, os flavonois estdo em abundéancia na casca de magas (ALBERTI et al.,
2017), sendo pouco extraidos para sucos e mostos, 0 que faz com que se destaquem no
bagaco. Ito et al (2016), Suérez et al. (2010) e Lavelli e Corti (2011) também encontraram
flavondis como principal classe de compostos fendlicos no bagaco de magé. Dihidrochalconas
constituiram a segunda classe de maior importancia, segundo os mesmos autores. Apos a
fermentacdo esses valores diminuiram para 76,34 mg/kg, 12,52 mg/kg e 35,91 mg/kg de
guercetina-3-rutinosideo,  quercetina-3-D-galactosideo e  quercetina-3-O-ramnosideo,

respectivamente. Esses compostos foram recuperados uma vez que eram encontrados em
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quantidades muito pequenas no mosto, e foram extraidos do bagaco durante a fermentacéo da
sidra.

Os compostos fenolicos individuais apresentaram correlagdo com as atividades
antioxidante (Tabela 2.6) determinadas por ABTS, FRAP e DPPH (p < 0,01). Apenas o
método de CUPRAC para determinacdo da atividade antioxidante in vitro ndo apresentou
correlagdo com os compostos fenolicos individuais (p > 0,05). A floretina-2’-f-D-glucosideo,
0 &cido 5-cafeoilquinico e a quercetina-3-rutinosideo foram os compostos de maior correlagdo
com a atividade antioxidante (r > 0,72). Raudone et al. (2016) observaram que o acido 5-
cafeoilquinico é um dos principais compostos que contribuem (em até 36%) para o aumento
da atividade antioxidante de macas em pd, utilizando os métodos de FRAP e ABTS. A
correlacdo entre a concentracdo de &cido 5-cafeoilquinico e as atividades antioxidantes
determinadas pelos mesmos autores foi acima de 0,61. A floretina 2’-f-D-glucosideo, por sua
vez, ndo apresenta alta atividade antioxidante, entretanto sua alta concentracdo faz com que
tenha maior influéncia na atividade antioxidante em relacéo a outros compostos (ALBERTI et
al., 2017; ALVAREZ et al., 2017).

Os flavonois individuais, quercetina 3-rutinosideo, quercetina 3-p-D-glucosideo e
quercetina 3-O-raminosideo, identificados nos extratos do bagaco, apresentaram correlacao
com a atividade antioxidante (p < 0,05). A quercetina 3-rutinosideo e a quercetina 3-p-D-
glucosideo apresentaram correlacdo acima de 0,64, entretanto, a quercetina 3-O-raminosideo
apresentou menores valores de correlagdo (r > 0,43). A correlacdo mais baixa entre flavonois
e a atividade antioxidante ocorre devido as glicosilaces do radical hidroxila das quercetinas,
0 que diminui a atividade antioxidantes destes compostos (SHAHIDI; JANITHA,
WANASUNDARA, 1992; ALVAREZ et al., 2017).
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Figura 2.5: Composic¢do fendlica individual dos bagacos durante a fermentacéo.
Nota: FGLU: Floretina 2’-p-D-glucosideo. ACQ: Acido 5-cafeoilquinico. QRU:
Quercetina 3-rutinosideo. QGLU: Quercetina 3-pB-D-glucosideo. QRAM: Quercetina
3-O-raminosideo.

Tabela 2.6: Correlagdo de Pearson entre composi¢do fendlica individual e atividade antioxidante in vitro.
Atividade antioxidante in vitro

ABTS DPPH FRAP

r=0,97 r=0,95 r=0,72
p <0,01 p <0,01 p <0,01
r=0,95 r=0,91 r=0,72
p <0,01 p <0,01 p <0,01
r=0,96 r=0,95 r=0,74
p <0,01 p<0,01 p <0,01
r=0,88 r=0,89 r=0,70
p <0,01 p<0,01 p <0,01
r=0,76 r=0,81 r=0,57
p<0,01 p<0,01 p <0,01

Composto fenolico

Floretina 2’-B-D-glucosideo

Acido 5-cafeoilquinico

Quercetina 3-rutinosideo

Quercetina 3-B-D-glucosideo

Quercetina 3-O-raminosideo

2.3.5 IMPACTO NA ANALISE SENSORIAL DAS SIDRAS

Segundo a literatura, o processo de maceracéo das uvas pode proporcionar amargor e
adstringéncia, além de alteracbes indesejaveis na cor e no aroma dos vinhos, devido a
extracdo excessiva de compostos fendlicos (OLEJAR; FEDRIZZ; KILMARTIN, 2015g;
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2015b). Da mesma forma, a utilizagdo do bagaco imobilizado de magd pode influenciar na
percepcéo sensorial de sidras.

De acordo com a avaliagdo sensorial, a sidra Il foi mais amarga, o0 que
provavelmente esta relacionado ao aumento da composicéo fenolica da mesma (Figura 2.6).
Embora a sidra Il tenha sido caracterizada com maior acidez e pH mais baixo nas analises
quimicas, a percepcao da acidez foi menor para esta sidra, comparada a sidra I. Neste caso, a
percepcdo da acidez pode ter sido reduzida devido aos agucares residuais e a quantidade de
sorbitol, um poliacool de poder edulcorante, que foi produzido durante a fermentacdo. A
adstringéncia foi avaliada como igual para as duas amostras. Dessa forma, a utilizagcdo do
bagaco imobilizado nédo teve influéncia neste parametro. A cor, assim como observada na
andlise instrumental, foi mais clara na sidra I1.

Symoneaux et al. (2014) estudaram a influéncia das procianidinas nos atributos
sensoriais, observando que estes compostos influenciam no aumento do amargor e da
adstringéncia, porém ndo tem influéncia na acidez e dogura de sidras. Conforme observado no
item 2.3.2, os flavanois (possivelmente procianidinas ndo identificadas na composicéo
fenolica individual) compreenderam os flavonoides que mais aumentaram apos a fermentagéo
da sidra 11, o que pode ter influenciado no aumento do amargor. Olejar; Fedrizzi e Kilmartin
(2015b) também observaram diferencas sensoriais em vinhos Suavignon Blanc produzidos
pelo processo de maceracdo, os quais foram mais amargos e adstringentes, provavelmente

influenciado pela extracdo dos compostos fendlicos da casca, em especial os flavan-3-6is.

Acidez

= == Sjdrall

e Sidra |

Cor Adstringénci

a

Amargor

Figura 2.6: Diferencas nos atributos sensoriais descritivos das sidras | e 11.
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As quantidades de fendis e de etanol e glicerol produzidas influenciam diretamente
na formacdo de aromas dos vinhos Olejar; Fedrizzi e Kilmartin (2015b). A avaliacdo para o
atributo de qualidade do odor indicou que as sidras | e 1l tiveram boa aceitacdo, se mantendo
em um intervalo entre gostei ligeiramente e gostei moderadamente, com notas 6,2 e 6,7,
respectivamente. Isso indica que a fermentacdo com adicdo do bagaco imobilizado nédo

influenciou na percepcao do odor da bebida.

2.4 CONCLUSAO

A composicdo fendlica e a atividade antioxidante in vitro de sidras foi melhorada
com a adicdo de bagaco imobilizado durante a fermentacdo. Os principais compostos
extraidos foram os flavonois, principal fracdo retida no bagaco, os quais sdo responsaveis pela
coloracdo amarela das sidras. A sidra tende a ser mais clara que o suco, entretanto, a
fermentacdo com bagaco proporcionou uma clarificagdo maior ainda. O bagaco apresentou
menor quantidade de fendis totais e maior quantidade de nitrogénio total ap6s a fermentacéo,
devido a extracdo desses compostos e a retencdo de leveduras no meio. As sidras foram
sensorialmente bem aceitas em termos de qualidade de odor, uma vez que a média das notas
de ambas as sidras indicaram que os julgadores gostei ligeiramente a moderadamente dos
produtos. Dos atributos que distinguem as amostras, a cor da sidra Il foi mais clara, em
termos de gosto a sidra Il foi mais amarga, a acidez foi mascarada devido a presenca de
acucares residuais e sobitol, e as duas sidras ndo apresentaram diferencas termos de

adstringéncia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do bagaco de macd imobilizado durante a fermentacdo alcoodlica de
sidras foi eficaz na recuperacdo dos compostos fenolicos, o que além de reutilizar o
subproduto, aumenta a atividade antioxidante das bebidas.

Foi observado que no decorrer da fermentacdo alguns compostos foram formados,
como por exemplo os &cidos cafeico e p-cumarico, que provém da clivagem do acido 5-
cafeoilquinico e da acdo da enzima esterase nas leveduras, respectivamente. Outros
compostos, presentes tanto no bagago como na sidra, como floretina 2’-B-D-glucosideo, &cido
5-cafeoilquinico e quercetina 3-rutinosideo, aumentaram com a utilizagdo do bagaco
imobilizado, ao passo que outros glucosideos de quercetina foram extraidos exclusivamente
do bagaco.

A anélise do perfil sensorial das sidras indicou que a fermentacdo com bagaco
imobilizado modifica a cor da sidra, a qual teve maior luminosidade. Além disso, a sidra
fermentada com bagaco foi mais amarga e menos acida, ao passo que a adstringéncia foi igual
para ambas as sidras.

Portanto, este trabalho pode afetar o setor de producéo de sidras brasileiras, de modo
que melhora a composicdo destes produtos. Sobretudo, pode ser interessante para pesquisas
futuras e para desenvolvimento de outros produtos com compostos antioxidantes, visando um

apelo funcional ou melhoria da qualidade.
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APENDICE

APENDICE A: Parametros cromatograficos dos padrdes de aclcares e etanol.
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Padrao TR (min) Curva R? LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL)
Sacarose 8,001 Y=943272X+24168 0,996 0,085 0,256
Glucose 9,702 Y=962786X-2742,3 0,999 0,009 0,028
Frutose 12,180 Y=924363X+56060 0,999 0,235 0,713
Etanol 14,609  Y=317019X+56005 0,989 0,583 1,767
Sorbitol 19,10 Y=827900X+47355 0,990 0,189 0,256
Nota: TR: Tempo de retengdo (min). LOD: Limite de detecgdo. LOQ: Limite de quantificacdo.
APENDICE B: Pardmetros cromatograficos dos padrdes de compostos fendlicos.
Composto T? Banda UV Regressao linear R? Lob LoQ
(min) (nm) (Hg/mL) (ug/mL)
Acido 5-cafeolquinico 9,212 326,2 Y=25239X-13322 0,997 0,59 1,80
Acido p-cumérico 15,522 310,7 Y=61187X-85345 0,998 0,52 1,59
Acido cafeico 10,923 323,8 Y=39960X+80223 0,984 0,07 0,20
(+)-Catequina 8,713 279,8 Y=5599,4X-9084,7 0,999 0,99 2,99
(-)-Epicatequina 12,816 279,8 Y=5672,4X+23297 0,991 6,11 18,50
Floretina 2’-B-D glucosideo 24,502 285,8 Y=17194X-30986 0,997 1,28 3,86
Procianidina B2 Y=5684,6X+6661 0,998 0,52 1,58
Quercetina 3-rutinosideo 18,734 354,9 Y=14303X-72994 0,998 0,50 1,52
Quercetina 3-D galactosideo 18,992 354,9 Y=14225X-2367,6 0,999 0,29 0,89
Quercetina 3-B-D glucosideo 19,55 354,9 Y=22090X-59247 0,998 0,03 0,08
Quercetina O-a-L-
arabinofurancsideo 21,16 353,7 Y=19875X-29203 0,998 0,29 0,89
Quercetina 3-0O raminosideo 21,959 348,9 Y=20504X-34188 0,989 0,15 0,46

APENDICE C: Ficha utilizada para familiarizacdo dos julgadores com a escala do atributo

acidez.

Nome: Data:

apropriada gquanto 4 intensidade de acidez.

Amaostra:

Fraco Moderado Forte
fraco

Vocé estd recebendo amostras codificadas de fermentado de macgd. Por favor, prove-as e ordene-as conforme escala

Muito
forte




APENDICE D: Ficha de avaliacio sensorial para o atributo acidez.

Nome: Data:

Vocé esta recebendo duas amostras codificadas de fermentado de maga. Por favor, prove as amostras e avalie na escala

apropriada gquanto a intensidade de acidez.

Amostra:
Muito
fraco Fraco Moderado Forte Muito
forte
Amostra:

o o 66 ® 6 ® © & O

Muito
fraco Fraco Moderado Forte Muito
forte

Comentario (obrigatdria):
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