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Efeito do processamento no teor de compostos fenolicos e na
atividade antioxidante em fermentados de maca

Effect of the processing in the phenolic compounds content and
antioxidant activity in apple wine

Danianni Marinho Zardo'"; Aline Alberti*; Ana Paula Campos Dantas?;
Sylvain Guyot?®; Gilvan Wosiacki?; Alessandro Nogueira®

Resumo

No processamento de maga, os compostos fenodlicos desempenham papel fundamental em aspectos
sensoriais, como cor ¢ sabor, e em aspectos funcionais em virtude da atividade antioxidante. O trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito das operagdes unitarias ¢ da fermentagao alcoolica no teor de fenois e
na atividade antioxidante de fermentados de maga. Os teores de fendis do mosto apds a prensagem, sem
oxidac@o enzimatica, foram 1085+265; 958+94 e 787+64 mg.L"! para as cultivares Gala, Joaquina e Fuji,
respectivamente. Apds a despectinizagio e filtragdo, com oxidagdo enzimatica, os valores diminuiram
para 451+6,4; 408+4,2 ¢ 255+9,5 mg.L"!. As perdas foram observadas até 9 horas de fermentacéo, apos
este periodo os valores de fenodis permaneceram estaveis até o final do processo (360 horas). A atividade
antioxidante apresentou efeito semelhante, os teores iniciais no mosto sem oxidagdo enzimatica foram
10807+1530; 8473+853 e 6449+1272 uM para Gala, Fuji e Joaquina, respectivamente. Porém, apos a
despectinizacdo ¢ filtragdo com oxidacdo enzimatica, os valores diminuiram para 4376+63; 1909+84 ¢
2889+55 uM para as trés cultivares respectivamente e, apos 360 horas de fermentagdo, os valores nao
apresentaram modificagdes significativas. As principais perdas de compostos fenolicos e de atividade
antioxidante no processamento de fermentado de macd ocorreram pela reagdo de escurecimento
enzimatico e pelas operagdes de despectinizagao e filtragdo.

Palavras-chave: Suco de magd, operagdes unitarias, fermentagdo alcodlica, fendlicos, oxidagdo
enzimatica, antioxidante

Abstract

In the apple processing the phenolic compounds play a remarkable role in sensorial and functional aspects
like color and flavor, and antioxidant activity, respectively. This work was done aiming to evaluate the
effect of the different operations and the alcoholic fermentation in the phenol content and the antioxidant
activity in apple wine processing. The phenol content of apple must without enzymatic oxidation was
10854£265; 958+94 and 787+64 mg.L! for the varieties Gala, Joaquina and Fuji, respectively. After
the despectinization and filtration step, with total oxidation, the values had been reduced for 451+6.4;
40844.2 and 25549.5 mg.L". The losses were observed up to 9 hours of fermentation and after this
period the values of phenols remain steady until the end of the process (360 hours). The antioxidant
activity showed similar effect, with an initial content in apple must without enzymatic oxidation of
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10807+1530; 8473+853 and 6449+1272 uM for Gala, Fuji and Joaquina, and after the despectinizagao
and filtration with enzymatic oxidation, the values decreased to 4376+63; 1909+84 and 2889455 uM.
The main losses of phenolics compounds and antioxidant activity in the fermentation processing of
apple must occurred during the reaction of enzymatic browning within the operations of depectinization

and filtration.

Key words: Apple juice, unitary operations, alcoholic fermentation, phenolics, enzymatic oxidation,

antioxidants

Introduciao

A procura de alimentos benéficos para a saude
e bem-estar vem aumentando, devido as evidéncias
cientificas sobre o papel de frutas e vegetais na
prevengdo de doengas cronicas nao-transmissiveis
e em declinios funcionais associados ao
envelhecimento (SHAHIDI; HO, 2000; SHAHIDI;
FINLEY, 2001). Os polifendis
atividade antioxidante e vem despertando interesse

desempenham

de consumidores e produtores de alimentos.

Os compostos fendlicos localizam-se nos
vacuolos (97%), sendo que nas células da epiderme
e sub-epiderme, as concentragdes sdo superiores
as quantidades dos tecidos internos. Em diferentes
cultivares, a relagdo casca/polpa de concentracdo
de fendis pode ser de 3 a 10 vezes superior
(NICOLAS et al., 1994). Em suco, fermentado e
sidra, estes compostos apresentam consideravel
interesse tecnologico devido a sua influéncia nas
caracteristicas sensoriais do produto final (cor,
sabores amargos e adstringentes, aromas € na

claridade).

A elaboracdo de fermentados, como matéria-
prima para a fabricacgdo de sidra, destilados ou para
vinagres, constitui um dos principais processos da
agroindustria da maga. No processamento de sucos,
as caracteristicas de cada cultivar e fatores regionais
(solo e clima), adubacgdo e tratamentos fitossanitarios
podem interferir no produto final (JANZATTI;
FRANCO; WOSIACKI, 2003). Para elaboragdo
de suco, as frutas com teores elevados de agucar
e acidos s3o adequadas, contudo, os compostos
fenodlicos estdo também sendo observados, devido
a sua capacidade antioxidante, que colabora para a
protecdo dos efeitos prejudiciais ocasionados pelo

stress oxidativo sobre a saude (LEE; SMITH, 2000;
MANGAS et al., 1999; NOGUEIRA, 2003; LEA;
DRILLEAU, 2003).

Em maca, a composi¢do fendlica compreende
5 principais classes: [1] os flavan-3-6is incluindo
as formas monoméricas (catequinas) e poliméricas
(procianidinas) constituidas por unidades de
(-)-epicatequinas; [2] 4cidos hidroxicinamicos, com
destaque aelevadosteores de acidos S-cafeoilquinico
e 4-p-coumaroilquinico; [3] dihidrochalconas, sendo
os principais representantes a floretina glucosideo
e a floretina xiloglucosideo, classe especifica de
magas; [4] flavonois e [5] antocianinas na epiderme
da fruta (GUYOT et al., 1998; ALONSO-SALCES
et al., 2001; ALONSO-SALCES et al., 2004). Em
média, a atividade antioxidante apresentada por estes
compostos segue a ordem decrescente cianidina-3-
galactosideo > procianidinas > quercetina > acido
clorogénico > floridzina (TSAO et al., 2005).

Durante o processamento, a concentracdo de
fenois pode ser modificada pelo escurecimento
enzimatico, devido a acdao da polifenoloxidase,
formandoprecipitados(LEA; TIMBERLAKE, 1978;
CLIFF; DEVER; GAYTON, 1991). A oxidagdo
enzimatica pode ser bloqueada pela utilizagdo de
inibidores como o diéxido de enxofre e o acido
ascorbico, que podem ou atuar sobre a enzima ou
interagir com intermediarios do processo oxidativo
ou mesmo como agentes redutores, revertendo
as quinonas aos compostos fendlicos originais
(SHAHIDI; NACZK, 1995; SAYAVEDRA-SOTO;
MONTGOMERY, 1986; NICOLAS et al., 1994).

Além da oxidag@o que ocorre durante e apos a
operagdo de trituracdo, o processo de clarificagdo
do suco também contribui para as perdas de fenois
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durante o processamento de magas (SHAHIDI;
NACZK, 1995). Na elaboragdo de fermentados,
outro fato a se considerar € a condensagao de alguns
compostos fendlicos com o acetaldeido produzido
pela  Saccharomyces cerevisiae, alterando cor,
adstringéncia e atividade antioxidante do produto
(LOPEZ-TOLEDANO et al., 2004).

No trabalho, foi analisada a influéncia das
etapas de transformagdo de maca em fermentado
sobre o teor de compostos fenolicos e a atividade
antioxidante, visando avaliar o produto final e
identificar as etapas que sido responsaveis pela maior
perda destes compostos.

Material e Métodos
Material

Amostras de 15 kg das cultivares Gala, Fuji e
Joaquina (safra 2006/2007), foram cedidas pela
Estagdo Experimental de Cacador da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e de Extensdo Rural de
Santa Catarina — Epagri.

Meétodos
Processos

Processamento do suco. As frutas foram
selecionadas, lavadas e trituradas (Processador
Metvisa, Tipo: MPA). O suco foi extraido com
duas prensagens
Hoppe Ind. Ltda, Brasil) uma com 1 min a 1 kgf.
cm? e outra com 3 min a 4 kgf.cm?. Enquanto o

(Prensa hidraulica Eureka,

suco era extraido, ainda ndo oxidado, foram feitas
as analises programadas. Uma parte (500 mL) foi
mantida por 10 min em contato com o oxigénio do
ar por agitagdo com barra magnética e analisada
(suco oxidado por 10 min). O mosto restante foi
despectinizado, Pectinex 3XL (Novozymes do
Brasil) a uma concentragdo de 3 mL.hL" e, apds
duas horas a temperatura ambiente (20 — 25°C), o
sobrenadante foi trasfegado e filtrado.

Processamento do fermentado de maca. O

suco clarificado de cada cultivar (3150 mL) foi
dividido e transferido para cinco erlenmeyers de
500 mL, constituindo cada frasco um momento
especifico da fermentagdo. Cada suco foi inoculado
com 2,0x10° Saccharomyces
cerevisiae (Uvaferm CK — Danstar Ferment GAC,
Denmark) e a fermentagdo foi monitorada pela

células.mL! de

contagem de células vivas em camara de Neubauer
(LEE; ROBINSON; WANG, 1981) ¢ pela perda de
peso dos fermentadores devida a liberagdo de gas
carbonico (BELY; SABLAYROLLES; BARRE,
1990; ROGER; STEYER; MAUREL, 2002). Os
cinco momentos de fermentagdo foram 0 (zero), 9,
18, 42 e 360 h; atingindo este tempo, o contetdo do
frasco era centrifugado e analisado.

Extracdo dos compostos fendlicos da fruta

Asmacas foram analisadas inteiras na presenca do
inibidor enzimatico, cisteina-HCI, na concentracdo
de 2,0 mM (C-7880 — SIGMA). As frutas foram
trituradas em processador de alimentos (Modelo:
METVISA — Tipo: MPA) e rapidamente colocada
em contato com o inibidor enzimatico e adicionada,
na propor¢ado de 1:1 (p/v), a uma solucdo extratora
constituida de alcool 70%: agua: acido férmico
3% (80:20:1), conforme metodologia descrita
por McGhie, Hunt e Barnett (2005). Em seguida
a amostra foi homogeneizada e fragmentada em
mixer vertical (Black & Decker — Modelo: SB40),
até se obter uma pasta; mantida a —16°C durante
24 h. Apds o tempo de extragdo, as amostras foram
centrifugadas (CELM — Modelo COMBATE — Série
3548) por 20 min a 2000g para analise.

Analises

Analises fisico-quimicas. Os teores de glucose
foram determinados por método enzimatico e
os agucares redutores pelo método classico de
Nelson (1944) e Somogyi (1945), expressos em
2.100 mL!: a frutose foi calculada por diferenca.
A sacarose, para ser analisada por esta técnica,
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foi previamente hidrolisada com HCI concentrado
(5 mL de amostra/ImL de &cido). A acidez total
titulavel, calculada com o fator do acido malico,
foi determinada com NaOH 0,1 M, utilizando
fenolftaleina 1 % como indicador (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - IAL, 1976). O teor de alcool
etilico foi determinado por ebuliometria e o teor de
nitrogénio total foi analisado pelo classico método
de Kjedhal, segundo Julien, Trioli e Dulau (2001).

Fenois totais. Os compostos fendlicos foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Em um tubo de
ensaio foram adicionados 8,4 mL de 4gua destilada,
100 pL de amostra ou padrio de catequina,
devidamente diluida, e 500 pL do reativo de Folin-
Ciocalteau. Apds 3 min de reacdo foi adicionado 1,0
mL de carbonato de sodio saturado em cada tubo,
que foram agitados e depois de 1 h foi feita a leitura
da absorbancia em espectrofotometro (Shimadzu —
Mod. UV-Mini 1240) a 720 nm, tendo como branco
uma solu¢do contendo os reativos da andlise e o
inibidor enzimatico. Os resultados foram expressos
em mg.L" de fendlicos totais, utilizando catequina
como padrdo (200 mg.L1).

Atividade antioxidante. Para a determinacdo da
atividade antioxidante foi utilizada a metodologia
de FRAP, descrita por Benzie e¢ Strain (1996) e
Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000). O reagente
de FRAP foi preparado misturando (a) tampao
acetato de sodio 300mM a pH 3,6; (b) solugdo de
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10mM em HCI
40 mM; (c) solucao de cloreto férrico 20mM. Para
obter o reativo FRAP os reativos a, b e ¢ foram
misturados na propor¢ao de 10:1:1 no momento da
analise. Como padrao foi utilizado o reativo acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico
(TROLOX). Em um tubo de ensaio foram
adicionados 3 mL do reagente FRAP e 100 pL do
padrédo e a leitura da absorbancia foi feita a 593 nm,

utilizando o reagente FRAP como branco (P1). As
leituras foram monitoradas durante 6 min (P6), a
cada 15 s. A variagdo de absorbancia entre P6 e P1
foi calculada para cada amostra, sendo traduzida em
um valor de FRAP por proporcionalidade com a de
uma solug¢do de concentra¢ao conhecida— TROLOX
—testada em paralelo. O resultado foi expresso como
pmol de redugdo de ferro/poder antioxidante (valor
de FRAP).

Resultados e Discussao

Caracteristicas dos mostos e da fermenta¢do
alcoolica

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados
médios de componentes dos mostos despectinizados
das trés cultivares. Segundo a classificagdo de
Beech (1972) com base no teor de agucar, 0 mosto
da cultivar Fuji ¢ classificado como regular
(1047-1056 m.v'") e o mosto das cultivares Gala
e Joaquina como médias (1057-1064 m.v!). A
acidez dos mostos ¢ considerada baixa, por ser
inferior a 0,45 g.100mL"' (DRILLEAU, 1991). O
nitrogénio consiste em um importante elemento
para o crescimento das leveduras e os trés mostos
apresentam teores considerados elevados (>150
mg.L") para o processamento do fermentado de
ma¢d (NOGUEIRA; LEQUERE; BUDIN, 2003).
A cultivar Fuji apresentou o maior teor de fenois
totais, considerada como amarga (>200 mg.L")
segundo Lea e Drilleau (2003) porém, ainda ¢ um
valor muito baixo quando comparada aos teores
de mostos de magds industriais européias que
podem alcangar até 5000 mg.L!. A ma¢a utilizada
pelo setor industrial brasileiro consiste em frutas
do descarte da classificagdo comercial, ou seja,
sd0 macas selecionadas com baixos teores de
compostos fenodlicos, principalmente de compostos
adstringentes pois
destinadas ao consumo in natura.

(taninos), sdo cultivares
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos mostos despectinizados das cultivares de mag¢as Gala, Fuji e Joaquina.

Mostos varietais

Parametros quimicos

Gala Fuji Joaquina
Acgucar redutor total, g.100mL"! 11,41 £ 0,51 10,63 £ 0,61 12,46 £ 0,55
Frutose, g.100mL"! 7,87 +£0,77 7,09 + 0,54 8,01 £0,88
Glucose, g.100mL"! 1,43 £0,26 1,84 £ 0,80 1,87 £0,72
Sacarose, g.100mL™! 2,10+ 1,09 1,69 £ 0,68 2,57 £0,54
Acidez total, g.100mL"! 0,25 +0,01 0,20 +£0,02 0,26 £0,01
Nitrogénio total, mg.L™! 150,49 + 3,65 149,48 + 1,67 213,97 £5,57
Fenois totais, mg.L"! 451+6 255+9 408 £4

Na Figura 1 A pode ser observado o consumo de
nitrogénio pela S. cerevisiae durante a multiplicacao
celular. A levedura teve um tempo de adaptagdo
ao meio de aproximadamente 24 h e a populagdo
maxima de 6,0x107 ufc.mL™' foi alcancada nos
trés mostos varietais apds 5 dias. Como os teores
de nitrogénio dos 3 mostos eram elevados, houve
um residual nos produtos, mais acentuado no caso
da cultivar Joaquina, porém nao houve influéncia

108 7295
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células.mL’
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Nitrogénio, mg

—a— Inaguing
108 | . . ]

0 48 965 144 192 240 288 3% 34

A Tempo, h

na populacdo maxima de leveduras. O consumo
dos acucares e a producdo de alcool durante a
fermentagdo alcodlica podem
na Figura 1 B. A diferenga do teor alcodlico esta
diretamente relacionado ao teor de agucar inicial,

ser observados

sendo a cultivar Joaquina com maior teor alcoolico
7,8 % (v/v) enquanto os fermentados de Gala e Fuji
ficaram com 6,5 e 6,9 % (v/v) ao final de 360 h (15
dias) de fermentacdo alcoodlica.
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Figura 1. Fermentagao alcodlica de S. cerevisiae Uvaferm CK nos mostos varietais das cultivares Fuji, Gala e Joaquina:
(A) crescimento das leveduras e utilizagdo do nitrogénio e (B) evolugdo dos agucares ¢ producdo de etanol.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 29, n. 4, p. 829-838, out./dez. 2008

833



834

Zardo, D. M. et al.

Efeito do processamento de fermentado de maga

O teor de polifenodis no produto final depende
da concentragdo e da atividade de polifenoloxidase
e do teor dos seus substratos, os acidos fenolicos,
além do pH, da temperatura e da concentracdo de
oxigénio dissolvidono suco (MURATA, 1995). Estes
compostos participam da cor, flavor e adstringéncia
dos mostos (LEA; DRILLEAU, 2003) e podem
influenciar diretamente no consumo de oxigénio
dissolvido através da reagdo de escurecimento
enzimatico (NICOLAS et al., 1994). Entretanto,
em razdo de trasfegas e da filtracdo do mosto, pode
ter sido dissolvido oxigénio, considerado limitante
no processamento de fermentado de maga, porém
influéncia no crescimento

ndo foi observada

das leveduras, que se mantiveram acima da

populacdo média de 5,0x107ufc.mL' (WOSIACKI;
NOGUEIRA, 2005). Ap6s o indculo das leveduras,
o desenvolvimento da fermentagao alcoolica dos trés
sucos despectinizados nao apresentou diferencas
expressivas nos teores finais de fenois.

Os teores de compostos fenodlicos e atividade
antioxidante nas frutas, no suco despectinizado ¢ nos
produtos de fermentacdo das cultivares Gala, Fuji
e Joaquina podem ser observados na Tabela 2. Nas
cultivares analisadas, o teor de compostos fendlicos
variou de 1165 a 2049 mg.L"!, caracterizando um
efeito varietal para as cultivares Fuji e Joaquina,
respectivamente, com valores considerados baixos
quando comparados as frutas européias, que podem
alcangar até 7000 mg.L"' (NOGUEIRA et al., 2004;
SANONER et al., 1999).

Tabela 2. Teores de compostos fenélicos e atividade antioxidante em diferentes produtos da maca.

Cultivar Produtos Fendis totais (mg.L") Atividade antioxidante (uM)

Fruta inteira* 1219 + 53 15850 + 460

Gala Suco despectinizado 451+ 6 4376 £ 63
Fermentado de maca 397 +£2 3594 + 66
Fruta inteira* 1165 +29 12706 + 428

Fuji Suco despectinizado 255+9 1909 + 84
Fermentado de maga 257+9 1853 £+ 60
Fruta inteira* 2049 + 66 14722 + 106

Joaquina Suco despectinizado 408 +4 2889 + 55
Fermentado de maga 402 + 10 2781 + 152

Nota: (*) sem oxidagdo enzimatica.

No suco despectinizado, os teores de fendis totais
diminuiram nas cultivares analisadas, comparado
as frutas in natura (Tabela 2). Estas perdas estdo
relacionadas principalmente com a reacdo de
escurecimento enzimatico e com a operagao
de despectinizagdo (NOGUEIRA; LEQUERE;
BUDIN, 2003). Segundo Shahidi e Naczk (1995)
a principal perda de compostos fendlicos durante o
processamento de magas ocorre devido a oxidacao
enzimatica durante a trituragdo da fruta, mas, as
etapas de prensagem e clarificagdo também podem
contribuir.

Root e Barrett (2004), analisando

Sucos

produzidos por trituragdo e prensagem da
cultivar Jonagold, também verificaram uma perda
significante nos niveis de polifendis, com redugdo
aproximada de 50%, comparada a concentracdo da
fruta in natura. A atividade antioxidante também
teve seus valores reduzidos na ordem de 10%, o que
demonstra que polifenois antioxidantes podem ficar

retidos no bagago, ndo sendo extraidos com o suco.

Os teores de compostos fenolicos encontrados no
fermentado de maga para as trés cultivares analisadas
foram semelhantes aos encontrados por Heinonen,
Lehtonen e Hopia (1998), os quais apresentaram
valores oscilando entre 160 e 470 mg.L!.
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A atividade antioxidante da fruta apresentou uma
diminui¢@o significativa, quando dela foi obtido
0 suco; isto também foi observado para o teor de
compostos fenolicos. Durante e apos a fermentagao
alcoolica a atividade antioxidante apresentou valor
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semelhante ao do suco despectinizado. Entretanto,
os valores finais foram diferentes para as cultivares
analisadas, podendo ser proveniente da composi¢ao
fendlica de cada uma das frutas.
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Figura 2. Efeito do processamento de fermentado de maca nos teores de compostos fenoélicos e atividade antioxidante de
trés mostos varietais: (A) cultivar Fuji; (B) cultivar Gala e (C) cultivar Joaquina
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Na Figura 2 pode ser verificado que a oxidacdo
enzimatica, em temperaturaambiente (25 °C), causou
perdanos teores de fenois, concordando com o relato
de Shahidi e Naczk (1995). Apds a despectinizacdo
e filtracdo os valores diminuiram ainda mais e,
apés 9 h de fermentagdo, os valores de fenois
estabilizaram até o final do processo (360 horas). O
tempo para despectinizar e filtrar correspondeu em
aproximadamente 2 h e, até o processo de filtracao,
as perdas foram devido a reagdo de escurecimento
enzimatico. De acordo com Guyot et al. (2003) a
classe de acidos hidroxicindmicos, substratos da
polifenoloxidase, apresenta um elevado rendimento
(65 %) no processamento de suco de maga. Além
disso, a celulose do papel filtro utilizado pode
reter os compostos fenolicos e contribuir na sua
diminui¢do (NOGUEIRA et al., 2004).

A atividade antioxidante apresentou efeito
semelhante. Nos mostos os teores iniciais foram
108071530 para a Gala, 84734853 para a Fuji
e 6449+1272 uM para a Joaquina. No inicio da
fermentagdo, apos a despectinizagdo e filtragdo, os
valores diminuiram e, ap6s 360 h de fermentagao,
mantiveram-se constantes para as trés cultivares,
conforme demonstrado na Tabela 2. Paixdo et al.
(2007), demonstraram valores de poder redutor em
amostras de vinho branco que oscilaram entre 440 e
670 uM, baixos quando comparados ao fermentado
de maca.

Conclusao

As amostras de macas das cultivares Gala,
Fuji e Joaquina apresentaram elevado teor de
compostos fenodlicos e atividade antioxidante. No
processamento de suco de maca foram observadas
perdas importantes de compostos fendlicos, com
conseqiiente diminui¢cdo da atividade antioxidante
devido a reacdo de escurecimento enzimatico e ao
processo de despectinizagdo. Em contraste, durante a
fermentagdo alcoolica nao foram observadas perdas
de compostos fendlicos e de atividade antioxidante.
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