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RESUMO

Sidra é uma bebida fermentada, gaseificada, obtida a partir de macd. Esta fruta é rica em
compostos nitrogenados, sendo que 0s aminoacidos sd0 0s maiores contribuintes.
Estesncompostos tém sido relatados como precursores diretos ou intermediarios na producao de
compostos aromaticos em sidras. Desta forma, este trabalho avaliou a influéncia de aminoacidos
na producdo de compostos volateis em sidra, com énfase na formacdo de aromas frutados e
florais. Foi verificado que, a sidra produzida com mosto de baixo teor de nitrogénio, teve
fermentacdo lenta e producdo mais baixa de compostos volateis quando comparada com mosto
com alto teor. Os aminoacidos aspartato, asparagina e glutamato sdo essenciais para a producao
de alcoois superiores e ésteres. Foi avaliada a influéncia de cada aminoacido majoritario da maca
sobre a formacdo de ésteres (principais responsaveis pelo aroma frutado e floral da bebida) a
partir de um mosto sintético. Foi verificado que a complementagdo de um mosto com baixo teor
de nitrogénio para 120,00 mg/L com 43,44% de aspartato e 56,67% de glutamato produz um teor
de ésteres mais elevado, resultando em aroma mais agradavel com notas de frutado e floral. O
efeito destes aminoacidos foi avaliado para 13 amostras de magas produzidas no Brasil para
conhecer o perfil das variedades para producdo de sidra. A presenca e o teor inicial de
aminoacidos foram analisados, sendo comprovado que aspartato, asparagina, glutamato e serina
sdo 0s majoritarios. Ainda, ao avaliar os diferentes estadios de maturacao verificou-se que nas
variedades Gala e Fuji o estadio verde apresentou a concentracao total mais alta de aminoéacidos,
ja na variedade Lisgala foram as frutas maduras que apresentaram 0s maiores teores. Isto posto,
este estudo revelou que o aroma frutado e floral em sidra podem ser aumentado com adi¢éo de
aminoacidos (em um total de 120 mg/L), com destaque para a adicdo simultdnea de aspartato
(43%) e glutamato (57%).



ABSTRACT

Cider is a fermented beverage, carbonated, obtained from apple. This fruit is rich in nitrogen
compounds, and amino acids are the largest contributors. These compounds have been reported
as direct precursors or intermediates in the production of aromatic compounds ciders. Thus, this
study evaluated the influence of amino acids in the production of volatile compounds in cider,
with emphasis on training of fruity and floral aromas. It was found that the cider produced with
low nitrogen content must, presented slow fermentation and lower production of volatile
compounds when compared to cider with high content. The amino acid aspartate, asparagine and
glutamate are essential for the production of higher alcohols and esters. The influence of each
major apple amino acid on the formation of esters (primarily responsible for the floral and fruity
aroma of the beverage) was evaluated from a synthetic must. It was found that supplementation
of a must with a low nitrogen content to 120.00 mg/L to 43.44% of aspartate and 56.67% of
glutamate produces a higher ester content, resulting in more pleasant smell to the notes fruity and
floral. The effect of this amino acid was evaluated for 13 samples of apples produced in Brazil to
know the profile of varieties for cider production. The presence and the original proportions of
amino acids were analyzed, and it was verified that aspartate, asparagine, glutamate and serine
are the majority. Still, when evaluating the different stages of maturation was found that the
varieties Gala and Fuji green stadium had the highest total concentration of amino acids, as in the
variety Lisgala were ripe fruit that had the highest levels. Thus, this study revealed that the fruity
and floral aroma cider can be increased with the addition of amino acids (for a total of 120

mg/L), highlighting the simultaneous addition of aspartate (43%) and glutamate (57%) .
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INTRODUCAO

Compostos volateis sdo responsdveis pelo sabor caracteristico dos alimentos,
caracterizando o aroma (sensacdo percebida pelo sentido do olfato), sendo um dos mais
importantes atributos dos alimentos e bebidas. Algumas pesquisas afirmam que estes compostos
podem ser sintetizados em todas as etapas de producéo dos alimentos, estar na matéria prima, ser
produzidos nas etapas tecnolédgicas do produto ou ainda podem ser produzidos durante o
armazenamento destes alimentos.

A anélise aromatica de um alimento é uma fonte valiosa de informacdo, podendo ser
usada no sentido de reconhecer 0os compostos responsaveis pelo aroma e também para verificar
pardmetros para a melhoria no produto. As técnicas analiticas mais comumente empregadas para
determinar perfil volatil sdo cromatograficas, em especial cromatografia a gés.

Existem estudos sendo realizados sobre os precursores destes compostos e como eles sdo
formados, assim como também sobre as condi¢cBes que maximizem esta producdo. Com estas
informacdes seria possivel intensificar esta producdo, mediante procedimentos tecnoldgicos
(temperaturas de processo, sele¢do de leveduras, adicdo de precursores) que valorizam os aromas
mais desejados.

As pesquisas atuais tém demonstrado que 0s aminoacidos sao compostos que podem ser
considerados precursores dos aromas. Alguns autores afirmam que enriquecendo 0 mosto com
aminoacidos, a formacdo de compostos volateis é influenciada significativamente com relacéo a
ésteres e alcoois superiores, compostos responsaveis pela sensacdo de aroma frutado e floral em
bebidas fermentadas de frutas.

A magd, fruta com elevado consumo / producdo no Brasil, tem uma taxa de descarte de 10
a 30% em virtude de defeitos fisicos e/ou microbioldgicos, que sdo encaminhadas ao setor
agroindustrial de processamento a fim de agregar valor em produtos nobres como sucos, produtos
fermentados ou produtos destilados. As sidras tém um consumo restrito a festas de final de ano
devido principalmente a baixa qualidade da bebida, resultado de um produto doce e pouco
aromatico. Assim, a iniciativa de melhorar a qualidade aromatica da sidra a fim de se obter um
produto com caracteristicas singulares e atrativas ao paladar brasileiro, torna-se necessaria, ja que
a matéria prima é disponivel e a pesquisa nacional tem condi¢fes para se chegar a resultados

excelentes.
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Em algumas pesquisas ja foram encontrados mais de 80 compostos volateis diferentes em
maca e produtos derivados, responsaveis pelo aroma caracteristico, comprovando que esta
matéria prima tem potencial para se chegar a um produto fermentado de qualidade superior ao
existente atualmente se um processo que realce a formagdo destes compostos for valorizado.

Desta forma, considerando a necessidade de melhorar e padronizar a qualidade aromatica
da bebida produzida no Brasil e a necessidade de informacg6es sobre condicdes de processo que

permitam esta padronizacao justifica-se este trabalho.
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OBJETIVOS

Obijetivo Geral
Determinar os amino&cidos presentes no suco de macd e analisar a sua influéncia na

formacdo de compostos volateis em sidras.

Obijetivos especificos

- Analisar o perfil de aminoécidos em sucos de diferentes cultivares de macas brasileiras;

- Analisar a influéncia de leveduras fermentativas no perfil aromatico de sidras;

- Formular um mosto sintético com comportamento de fermentacdo semelhante ao mosto
de macg;

- Avaliar no mosto sintético de maca a formacdo de compostos volateis por leveduras
fermentativas testando diferentes aminoacidos de forma isolada;

- Determinar o teor de aminoacido especifico para a maxima formacdo de aroma em
mosto sintético de macg;

- Enriquecer um mosto de magd com amino&cidos e verificar a influéncia na formagéo de
compostos volateis na sidra.

- Fornecer informacdes sobre a padronizacdo do teor inicial de aminoacidos no mosto de
maca para maximizar a formacdo de compostos volateis responsaveis por sensacdo de aroma

frutado e floral na sidra.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

14
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1. AMINOACIDOS E COMPOSTOS VOLATEIS EM SIDRAS

1.1 Macas e seus volateis

A macé €, dentre as frutas de clima temperado cultivadas no Brasil, aquela que apresentou
maior expansdo em area plantada e em volume de produgdo nos ultimos vinte anos. Na safra
2012/2013 foram produzidas 1.375.512 toneladas de frutas correspondendo a 39.154 ha de area
plantada. A maior concentracdo do cultivo estd na Regido Sul, sendo Santa Catarina 0 maior
produtor, com aproximadamente 49,10% do total da area plantada. O Rio Grande do Sul e o
segundo estado produtor, com aproximadamente 45,90% do total da &rea plantada, sendo seguido
pelo Parand com 4,60%. A maior parte da producdo provém de duas cultivares: Gala e Fuji,
representado 55% e 40% da producéo, respectivamente (ABPM, 2014).

No inicio, o plantio da macé no Brasil teve como primeiro objetivo suprir o mercado
interno para consumo in natura, contudo hoje apresenta perspectiva favoravel também para sua
exportacdo e para a producdo e exportacdo de suco concentrado. Além do suco, a macé pode ser
aproveitada na elaboracdo de sidra, vinagre, destilado e extracdo de pectina (RIZZON;
BERNADDI; MIELE, 2005).

A maca brasileira é um produto bem apreciado pelo mercado europeu, em razdo de sua
qualidade e também pela época diferente de sua colheita. No ano de 2012, o Brasil exportou mais
de 72,3 mil toneladas de mag¢a (BRASIL, 2013). Entre fruta in natura e suco, a maca ja agregava
mais de US$ 30 milhdes anuais a receita cambial brasileira, segundo a Associacdo Brasileira dos
Produtores de Macad (JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003).

A matéria prima disponivel para ser processada pela industria de transformacdo provém
de macas de descarte, oriundas do rigoroso processo de selecdo e classificagdo comercial das
macds de mesa, necessdrio para satisfazer as exigéncias do consumidor brasileiro.
Aproximadamente 70% dos frutos rejeitados nestes processos de sele¢do e classificagdo, séo
adequados para o processamento industrial, recebendo o nome de magcés industriais, sendo que
estas mantém suas propriedades intrinsecas com relagdo a parametros de qualidade como teor de
acucares, acidos e compostos fendlicos (ABPM, 2014; WOSIACKI, 2001; WOSIACKI;
KAMICOGA; NEVES, 1991).

Segundo Gatfield (1995) e Pinheiro e Pastore (2003), 0s compostos quimicos

responsaveis pelos aromas caracteristicos sdo: alcoois, acidos, ésteres, cetonas, lactonas, aldeidos
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e outras moléculas complexas. A percep¢do dos aromas na macé é o resultado de uma mistura
complexa de, principalmente, alguns destes compostos: etanoato de butila, etanoato de 2-metil-
butila, etanoato de hexila e hexanoato de hexila, sendo identificados como 0s maiores
responsaveis pelo perfil aromético de muitos cultivares (PLOTTO; MCDANIEL; MATTHEIS,
1999; YOUNG et al., 1996).

O efeito do cultivar é significativo para a maioria das caracteristicas sensoriais da fruta,
inclusive para o perfil aromatico. As diferencas sdo atribuidas principalmente a mudangas
estruturais, composi¢do quimica e atividade enzimatica, que difere de uma cultivar para outra
(HUBER, 1983).

Young et al. (1996) identificaram na macd Royal Gala 30 compostos volateis
aromaticos, e Mattheis et al. (1998) encontraram na macd intacta do cultivar Gala 20 ésteres
volateis, entretanto somente uma pequena parte destes compostos tem efeito na qualidade
sensorial aromatica da fruta. J& no suco do cultivar Gala foi encontrado que 0s compostos
majoritarios deste cultivar sdo butanoato de etila, etanoato de butila, etanoato de 2-metil-butila,
butanol, hexanoato de etila e hexanol (YOUNG et al., 1999). Segundo Janzantti, Franco e Langas
(2000), na maca do cultivar Fuji sdo encontrados 84 compostos arométicos, sendo que 0S
predominantes sdo os ésteres. O cultivar Golden Delicious possui uma intensidade aromatica que
aumenta do periodo pré-colheita ao pos-colheita, enquanto que, a cultivar Fuji atinge um maximo
de compostos volateis no periodo de maturidade comercial (MEHINAGIC et al., 2006).

A Tabela 1.1 apresenta 0os compostos volateis encontrados em macds de diferentes

cultivares.



Tabela 1.1 Compostos volateis encontrados em algumas cultivares de maca.
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Gala

Maca Rosa

Fuji

Golden Delicious

Etanoato de butila
Etanoato de etila

Etanoato de propila
Etanoato de pentila
Etanoato de hexila

Acido acético

Benzaldeido

Butanal

Butanoato de butila
Butanoato de hexila
Butanoato de metila
Butanoato de etila
Butanoato de pentila
Butanoato de 1,2-dimetila
Butanoato de 2-dimetil butila
Butanoato de 2-metil hexila
Butanoato de 2-metil butila
1-butanol

Butanoato de 2-metil butila
Decanal

Etanol
2-furancarboxaldeido
1-hexanol

Heptanal

Hexanal

Hexanoato de butila
Hexanoato de etila
Hexanoato de propila
Hexanoato de hexila
1-metoxi-4(2-propenil)benzeno
2-metil-1-butanol
2-metil-1-propanol
2-metilbutil acetato
2-metilpropil acetato
6-metil-5-heptano-2-ona
Nonanal

Octanoato de etila

Octanal

1-pentanol

Pentanal

Pentanoato de etila
Propanoato de butila
Propanoato de hexila
Propanoato de propila
1-propanol

2-propanol

Acido tridecanéico

Acido fenilacético

(E)-Alcool cinamilico

Acido acético

Alcool benzilico

Acido decandico (ou  &c.
caprico)

Acido hexanéico (ou A&c.
capraico)

Acido octandico (ou  Ac.
Caprilico)

Acido  3-fenil -2- &cido
propendico (ou &c. cinamico)
Acido heptanéico

Acido isopropilacético (ou ac.
isovalérico)

Acido dodecanéico (ou ac.
laurico)

Acido nonandico

Acetato de 2-fenil etila

Alcool de 2-fenil etila
Benzotiazol
2-(2-Butoxietoxi)etanol
Dodecano

3,7-dimetil —octa- 1,6- dien- 3- ol (ou
Linalol)

(E)-Epoxi linalol

2-Etil hexanol

Etanol

3-fenil propenal (ou (E)-
cinamaldeido)

Heptano

Hexadecano

Hexanal

Hexanol

(2)-3-Hexen-1-ol

3- Metilbutanol

Metanol

(E)-cinamato de metila
2-Nonanol

2-Octan-1-ol

7-Octan-4-ol

Octanoato de metila
3-Penten-2-one

Pentadecano

Tetradecano

Tolueno

Etanoato de pentila
Etanoato de isobutila
Etanoato de 2-metil butila
Etanoato de butila
Etanoato de hexila
Etanoato de ciclohexila
Butanoato de butila
Butanoato de etila
Butanoato de hexila
Butanoato de metila
Butanoato de propila
a-Farnesene

Hexanal

Hexanoato de butila
Hexanoato de etila
Hexanoato de isopentila
Hexanoato de hexila
Hexanoato de propila
Hexanoato de metila
2-metil butanoato de etila

2-metil butanoato de metila
2-metil butanoato de propila
2-metil butanoato de butila
2-metil butanoato de pentila
2-metil butanoato de hexila

Propanoato de hexila
Propionato de propila
Propionato de butila
Octanoato de isopentila
Pentanoato de etila

Etanoato de butila
Etanoato de 2-metil butila
Etanoato de hexila
Etanoato de 2-metil propila
Butanoato de 2-metil etila
Butanoato de 2-metil butila
Butanoato de etila
Butanoato de butila
Canfora

Hexanal

(2)- hexen-3-ol

Hexanol

(E) 3-hexen-1-ol
Hexanoato de etila

2-metil propanol

Octanol

Propionato de butila

Fonte: MATTHEIS; BUCHANAN; FELLMAN (1998); GUEDES et al. (2004); JANZANTTI; FRANCO;
WOSIACKI, (2003) e MEHINAGIC et al. (2006).

1.2 Sidra

Sidra, bebida frisante obtida da fermentacdo alcodlica do mosto de macas, consiste em um

dos principais produtos da industria de processamento da maca em paises da Europa como a

Franca, pais que recebe o titulo de melhor produtor mundial. A diferenca mais expressiva do

produto francés esta na valorizacdo da fermentagdo oxidativa (devido a grande contribuicéo desta

etapa em termos de compostos aromaticos gerados). Esta etapa é realizada mediante a aplicacéo
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de temperaturas menores durante o processo (reduzindo a velocidade de fermentacdo) e na
qualidade tecnoldgica das frutas utilizadas (NOGUEIRA et al., 2008; NOGUEIRA; LEQUERE;
BULDIN, 2003).

Segundo legislacdo brasileira, “Sidra é a bebida com graduagdo alcodlica de 4 a 8% vl/v, a
20 °C, obtida pela fermentacao alcodlica do mosto de maca, podendo ser adicionada de suco de
pera, em proporcdo maxima de 30%, sacarose ndo superior aos agucares da fruta e agua potavel”
(BRASIL, 2009).

No produto brasileiro existem inimeras etapas durante o processo de fabricacdo que
diferem do produto francés, primeiramente as frutas utilizadas sdo consideradas de descarte, ou
seja, ndo apresentam aspectos desejaveis para 0 consumo in natura, e ocorre o procedimento de
sulfitagem do mosto eliminando assim as leveduras oxidativas ou ndo-Saccharomyces que séo
conhecidas pela contribuicdo aos compostos volateis aromaticos. No Brasil o produto é suave,
pouco aromatico e com baixa acidez, faltando uma padronizacdo da bebida (NOGUEIRA,;
WOSIACKI, 2012). Ja as sidras francesas sdao caracterizadas pelo sabor suave, adstringente
(taninicos) e aromas frutados (MANGAS et al., 1998; LEA, 2004; LEA; DRILLEAU, 2003;
NOGUEIRA; LEQUERE; BULDIN, 2003).

O processo de obtencdo da sidra se inicia com a selecdo da fruta para eliminacéo das que
se encontram contaminadas ou deterioradas, lavagem com agua por aspersdo ou imersao e
posteriormente a trituracdo. Apds a trituracdo é realizada a extracdo do suco através da
prensagem, e o0 suco obtido é beneficiado pela adi¢do de enzimas pectinoliticas nas proporgdes
indicadas pelos fabricantes. Logo ocorre a primeira sulfitagem pela adicdo de 30 — 50 mg/L de
anidrido sulfuroso. Apds a despectinizacdo e precipitacdo, em cerca de 24 horas, 0 mosto €
trasfegado e a borra encaminhada para nova prensagem (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

No Brasil, existe a pratica de, apés a clarificacdo, adicionar até 80% de agua, com 0 uSo
de uma solucdo contendo agucar liquido, ativadores de fermentacdo, como sais de amonio,
vitaminas, ergosterol, &cidos graxos insaturados e acido citrico. Esta adi¢do tem como principal
objetivo aumentar o rendimento de sidra. Esta pratica & permitida pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2009), mas acaba por de descaracterizar e prejudicar a qualidade do produto final.

Em seguida ocorre a fermentagdo, que pode ser com a acdo das leveduras existentes
naturalmente nas frutas ou através da adicdo de in6culo com levedura seca ativa, na proporcao

que corresponda a uma populacgdo inicial de 2,0 X 10° ufc/mL. Quando ocorre totalmente a
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conversao de acucares a dioxido de carbono e etanol, finaliza-se a fermentacéo e o fermentado €
filtrado e transferido para outros tanques onde permanecerdo durante a maturacdo
(aproximadamente 30 dias). Ao final da maturagéo, adiciona-se sacarose em proporgdes de 75 —
100 g/L e se necessario corrige-se a acidez com &cido latico. Para a conservacdo do produto
utiliza-se metabissulfito de potéassio, em uma propor¢éo que corresponda a 20 — 80 mg/L de SO,
livre e 0 sorbato de potassio (WOSIACKI, 2001).

As etapas seguintes sdo clarificacdo com gelatina e bentonita, estabilizacdo por tratamento
térmico, adicdo de CO, no produto a baixa temperatura, engarramento em garrafas de vidro,
colocacdo da rolha e rotulagem (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).

1.3 Compostos aromaticos em sidras

Com relagdo aos metabdlitos secundarios de fermentacéo, normalmente é descrito que 0s
ésteres sdo os melhores contribuintes para caracteristicas de odor frutado no bouquet do vinho e
podem ser formados em concentracfes relativamente altas por leveduras oxidativas (ROJAS et
al., 2003; VIANA et al., 2008).

Apesar de a fermentagdo com culturas puras de S. cerevisiae prover vantagens de
facilidade de controle e fermentacdes homogéneas, a producdo de vinhos com estas monoculturas
puras resultam em falta de complexidade nos aromas e de novidade no produto final, 0 aroma
acaba sendo descrito como neutro ou pouco tipico. A inclusdo de leveduras oxidativas como
parte de culturas mistas juntamente com S. cerevisiae tem sido sugerida como uma maneira de se
aproveitar uma fermentacdo espontanea e melhorar as caracteristicas de flavour ao produto final
(LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000; ROMANO et al., 2003; JOLLY; AUGUSTYN;
PRETORIUS, 2003; ROJAS et al.,, 2003; CIANI; BECO; COMITINI, 2006; XU; ZHAO,;
WANG, 2006).

Outra forma de valorizar a formacdo de compostos aromaticos como ésteres e &lcoois
superiores € a adicdo de precursores destes compostos. Tem-se estudado o efeito dos aminoacidos
e outros compostos nitrogenados na formacdo de volateis (GAMERO et al., 2011;
HERNENDEZ-ORTE et al., 2012).

Os compostos volateis contribuintes para 0 aroma que sdo mais encontrados em
fermentado de maca e sidra sdo alcoois isoamilicos, 2-fenil-etanol, alcool isobutilico, etanoato de

etila, etanoato de 2-fenil-etila, etanoato de hexila, etanoato de isopentila, butanoato de etila,
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lactato de etila, octanoato de etila, succinato de dietila, decanoato de etila, dodecanoato de etila,
acido butandico, acido octanoico, acido 2-metil butandico, 2-metil-butanoato de etila, (XU; FAN;
QIAN, 2007; MADRERA et al., 2008; XU; ZHAO; WANG, 2006; JANZANTTI; FRANCO;
WOSIACKI, 2003).

1.4 Influéncia dos aminoacidos nos compostos aromaticos

O suco de magd contem todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento das leveduras,
sendo que a principal fonte de carbono e energia para este fim é proveniente de acglcares soluveis.
Entretanto, como o nitrogénio € um nutriente limitante para o crescimento das leveduras, quando
existe a deficiéncia deste composto ocorrem fermentacGes interrompidas e/ou lentas
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; CRUZ; CILLI; ERNANDES, 2002; DRILLEAU, 1990). Na
fermentacdo alcodlica, o contedo de nitrogénio disponivel para a levedura é utilizado em 80%
de seu total durante a fase estacionaria, com o intuito de estimular a producdo de proteinas, que
séo importantes no transporte de agucares (BELY; SALMON; BARRE, 1994).

A porcédo de nitrogénio do suco de magd é representada de 86 a 95% pelos aminoécidos
asparagina, glutamina, &cido aspartico, acido glutdmico e serina, e estes sdo rapidamente
metabolizados pelas leveduras (LEQUERE; DRILLEAU, 1998). O teor de nitrogénio total nas
frutas pode variar de menos de 75mg/L (baixos teores) até maior que 150 mg/L (alto teor), essas
variagcdes ocorrem principalmente devido ao grau da maturidade da fruta e da quantidade de
fertilizantes utilizadas (NOGUEIRA; LEQUERE; BULDIN, 2003).

Os aminodcidos livres e a amonia contribuem com a maioria do nitrogénio de importancia
para a fermentacdo alcodlica. Concentracdes de aminoacidos livres e seus perfis na maca variam
dependendo da cultivar, da quantidade de fertilizantes, da localizacdo da fruta na arvore, do grau
de maturidade, da época da colheita e da idade do pomar (YE; YUE; YUAN, 2014; NOGUEIRA
et al., 2003).

A composigéo do suco e a cepa de levedura utilizadas podem afetar a assimilagcdo dos
compostos nitrogenados (COLOMBIE; LATRILLE; SABLAYROLLES, 2007; JULIEN et al.,
2000; MANGINOT; ROUSTAN; SABLAYROLLES, 1998), assim como o metabolismo dos
aminoacidos, a velocidade de fermentacdo, a cinética de produgdo de aromas e,
consequentemente interferindo na qualidade do produto final (SALMON; FORNAIRON;
BARRE, 1998; GARDE-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2008; GONI; AZPILICUETA,



21

1999; INGLEDEW; KUNKEE, 1985; NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; OUGH; HUANG,;
STEVENS, 1991; PEREZ-ZUNIGA; ABAD; CARTAGENA, 1997).

Durante a fermentacdo alcoolica as leveduras sintetizam um grande nimero de compostos
aromaticos, sendo a maior parte alcoois superiores, &cidos graxos e ésteres. Estes compostos sao
normalmente formados a partir de aminoacidos, quando estes se encontram em altos teores no
mosto ou utilizando a quebra de agucares (WALKER, 1998). Riberau — Gayon et al. (1975)
reportaram que 10% do total de &lcoois superiores sdo sintetizados a partir de aminoacidos
correspondentes, 65% de outros aminoacidos e 25% de agUcares.

A concentracdo de aminoacidos no mosto pode influenciar o bouquet do fermentado de
uma forma decisiva, ja que estes compostos sdo essenciais para 0 metabolismo das leveduras na
producdo de sidra, afetando diretamente a cinética de fermentagdo e participando do
desenvolvimento de aromas na bebida final (KUNKEE, 1991; ANCIN-AZPILICUETA;
TORREA GONI).

O catabolismo dos aminoacidos para se obter seus ceto-acidos e alcoois correspondentes
sdo um exemplo da importante relacdo entre o metabolismo do nitrogénio e seus grupos de
compostos volateis. Estudos tém sido realizados com relacdo ao efeito da adicdo de ambnia sobre
0s compostos volateis, mas poucos estudos focam diretamente no impacto da adicdo de
aminoacidos sobre os volateis da fermentacdo (GARDEN-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA,
2008).

Varios compostos volateis, de diferentes classes, tém sido identificados em sidras, sendo
que a maioria correspondem a ésteres e alcoois superiores. Alguns destes compostos sao
derivados da propria fruta e outros tipicos de cada cultivar, mas, a maioria é formado na
fermentacdo alcodlica como metabdlitos secundarios (XU; FAN; QIAN, 2007; PENG; YUE;
YUAN, 2009; RITA et al., 2011; FAN; XU; HAN, 2011; BRAGA et al., 2013; YE; YUE;
YUAN, 2014; HAIDER et al., 2014; XU; ZHAO; WANG, 2006; MADRERA; MANGAS 2011).

No caso dos vinhos, a maioria dos compostos sdo acumulados na uva sob a forma de
precursores inodoros, o que implica que a sensacdo aromatica sO sera efetivamente liberada
(percebida) apos a transformacdo da molécula precursora. Algumas leveduras séo capazes de
liberar as moléculas aromaticas por clivagem das moléculas precursoras, ou muitas vezes sao
capazes de sintetizar novas moléculas aromaticas, com isso pode-se afirmar que a levedura tem a

capacidade de melhorar o aroma dos vinhos (GAMERO et al., 2011).
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Beltran et al. (2005) estudaram a influéncia do tempo de mistura da amonia e dos
aminoacidos durante fermentacdo de mosto sintético sobre a formacao de compostos volateis e
consumo de compostos nitrogenados. Estes autores observaram que um alto consumo de amonia
em algumas fermentaces foi correlacionado com uma maior sintese de glicerol, etanoato de etila
e etanal, mas uma menor sintese de alcoois superiores. Hernandez-Orte et al. (2005) estudaram o
efeito da adicdo de aminoacidos (dobrando o nivel de aminoacidos no mosto) para mosto de uva
Airen, sobre a composicdo de volateis de vinho. Suas conclusdes foram que a adi¢do de
aminoécidos ao mosto reduziu o conteudo de 2-feniletanol, metionol e alcool isoamilico, e
aumentou o conteudo de acido propanoico, y-butirolactona e isobutanol (GARDEN-CERDAN;
ANCIN-AZPILICUETA, 2008). Por todas essas raz0es, sabe-se que existe relacdo entre a
quantidade de nitrogénio do mosto e os volateis formados, sendo assim necessario compreender
mais desta relacéo.

Sabe-se que uma adi¢do excessiva de fontes inorganicas de nitrogénio resulta em niveis
residuais excessivos deste composto, 0 que pode ocasionar instabilidade microbiol6gica
(JIRANEK; LANGRIDGE; HENSCHKE, 1995).

A via metabdlica de Ehrlich (Figura 1.1) est4 frequentemente envolvida na formagéo de
compostos aromaticos, € uma via predominante no metabolismo secundéario das leveduras e se
encontra ativa principalmente se 0s aminoacidos sdo a Unica fonte de nitrogénio para as leveduras
(HAZELWOOD et al. 2008). O aminoacido é transaminado e descarboxilado para o respectivo
aldeido correspondente que € entdo reduzido ao alcool superior. Se existe a atividade da enzima
alcool acetil-transferase o alcool pode ser parcialmente trans-esterificado para o éster acetato. Os
produtos da via Ehrlich para os precursores leucina, valina e isoleucina sdo 3-metil butanol

(&lcool isoamilico), isobutanol e 2-metil butanol (alcool amilico), respectivamente.

CQOOH transaminase COOH descarbo%ilase 0 desidrogenase OH Aalcool-acetiltransferase

— e o —_— _-'_'T\"' R
R)\\ NH2 2-ce/t-g;l—utarato h Hﬁ 0 \ HJ‘L‘ H 4 ™~ HJJ A /:| CoA  CoA HO’JQO
L-glutamato €O, NADH+H* NAD* cetil-CoA  Co

aminoécido aldeido alcool éster acetato

Figura 1.1 Via metabolica de Ehrlich, partindo de um aminoécido para o alcool superior com subsequente
esterificacdo para o acetato.
Fonte: Walker, 1998.
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Os ésteres sdo formados quando um composto de funcéo alcool reage com um composto
de funcdo acida e uma molécula de agua é eliminada. Esta reacdo é reversivel, limitada pela
reacdo inversa de hidrolise do éster. Em bebidas fermentadas de frutas existe uma ampla
variedade de alcoois e acidos, com isso 0 numero de ésteres que podem ser formados é muito
variavel. Nestas bebidas fermentadas a origem dos ésteres pode ser de duas formas distintas: por
esterificacdo enzimatica durante o processo de fermentacdo ou por esterificacdo quimica durante
o0 periodo de envelhecimento da bebida. Em geral, a quantidade de ésteres aumenta durante o
periodo de envelhecimento (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

As leveduras sdo capazes de diferenciar fontes boas e ruins de nitrogénio, quando uma
fonte boa esta presente (aménia, aspartato, asparagina, glutamato), as fontes ruins acabam sendo
reprimidas (prolina) (PRETORIUS, 2000).

Os compostos volateis produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo sdo variados
(Figura 1.2). A concentracdo dos ésteres depende do cultivar da macd, do grau de maturidade da
fruta, da cepa de levedura inoculada, da temperatura de fermentacdo, dos métodos de
processamento, do pH do mosto, da quantidade de SO, adicionado, dos aminoacidos presentes e
da fermentacdo malolatica (PRETORIUS, 2000).

Sulfato
Sulfito

S b

Piruvato Aceto-lactato Aminodcidos

Acetaldeido ),

Acetaldeido Acetil-CoA Ceto-acidos

Acidos graxos CoA

Alcoois
superiores

Figura 1.2 Uma representacdo esquematica do metabolismo dos compostos volateis pelas leveduras.
FONTE: Adaptado de Henschke e Jiranek, 1993.

.Alcoois
Acidos graxos superiores

Acidos graxos
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A caracteristica de aroma frutado deve-se principalmente devido aos compostos etanoato
de hexila, hexanoato de etila, octanoato de etila (aroma de macd), etanoato de isopentila (aroma
de banana) e etanoato de 2-feniletila (notas de aroma floral e mel) (STYGER; PRIOR; BAUER,
2011).
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CAPITULO 2

PERFIL DE AMINOACIDOS DA MACA E CEPAS DE LEVEDURAS NA

FORMACAO DE ALCOOIS SUPERIORES E ESTERES NA PRODUCAO DA SIDRA

O contetdo desse capitulo faz parte do artigo publicado na revista “Journal of Food

Science” (Anexo I).
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PERFIL DE AMINOACIDOS DA MACA E CEPAS DE LEVEDURAS NA
FORMAGCAO DE ALCOOIS SUPERIORES E ESTERES NA PRODUCAO DA SIDRA

RESUMO

O perfil de aminoacidos em macds de mesa e seu efeito sobre a sintese de alcoois
superiores e ésteres foi estabelecido por analises instrumentais. Os dados foram analisados
usando “Analise de Componentes Principais (ACP)” e “Andlise Hierarquica de Grupos (AHG)”.
O perfil de aminoécidos foi verificado em nove diferentes mostos de macga. Dois mostos de maca
com alto (> 150 mg/L) e baixo (< 75 mg/L) teor de aminoacidos, e quatro cepas de leveduras
com capacidade de fermentacdo foram usadas para fermentacdo da sidra. Os aminoacidos
aspartato, asparagina e glutamato foram majoritarios em todos os sucos analisados, representando
de 57,10 a 81,95% do total. Estes trés amino&cidos tiveram um alto consumo (> 90%) durante a
fermentacdo de todas as sidras. A ACP explicou 81,42% da variabilidade dos dados e foi
verificada uma separacao em trés grupos de amostras. As sidras produzidas com baixo contetdo
de nitrogénio mostraram uma fermentagéo lenta e com uma producéo 50% a menos de composto
volateis (independente da cepa de levedura utilizada), que foram principalmente 3-metil-1-
butanol (&lcool isoamilico) e ésteres. Entretanto, na presenca de teores mais elevados de
aminoacidos (asparagina, aspartato, glutamato e alanina) houve uma clara diferenca entre as
cepas na producdo de alcoois superiores e ésteres etilicos. Compostos como 3-metil-1-butanol, 2-
feniletanol, 2-hexanol, etanoato de etila, etanoato de 3-metilbutila, octanoato de etila, butanoato
de etila, decanoato de etila e etanoato de hexila, podem ser considerados como parte da estrutura
de aroma da propria fruta para as sidras produzidas a partir de macas de mesa. Altos contetudos de
aspartato, asparagina, glutamato e alanina séo essenciais para a producdo de alcoois superiores e

ésteres para as leveduras aromaticas durante a fermentacgdo da sidra.

Palavras-chave: mosto de macgd, bio-aromas, quimiometria, compostos nitrogenados.

1 INTRODUCAO

Sidra (teor alcodlico de 2,0 a 7,0 °GL, gaseificada) e vinho de maca (7,1 a 12 °GL) séo

bebidas obtidas pela total ou parcial fermentacdo alcodlica de mostos de misturas de macas de
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mesa ou industriais. A matéria prima e a tecnologia de processamento podem variar dentro dos
mais de 20 paises produtores da sidra (LEA; DRILLEAU, 2003; NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012). Entretanto, tanto com relacdo a matéria prima ou tecnologia usada, o aroma frutado é a
principal qualidade sensorial da bebida (XU; ZHAO; WANG, 2006; RITA et al., 2011,
PIETROWSKI et al., 2012).

Véarios compostos volateis de diferentes classes tém sido encontrados na sidra,
principalmente alcoois superiores, ésteres e &cidos graxos (XU; FAN; QIAN, 2007; PENG; YUE;
YUAN, 2009; RITA et al., 2011; FAN; XU; HAN, 2011; BRAGA et al., 2013; YE; YUE;
YUAN, 2014; HAIDER et al., 2014). Alguns destes sdo derivados da fruta e tipicos do cultivar
(butanoato de etila e etanoato de hexila) porém, a maioria sdo formados durante a fermentacao
alcodlica como metabdlitos secundéarios (XU; ZHAO; WANG, 2006; MADRERA; MANGAS,
2011).

Os volateis alcoois isoamilicos, 3-metil-1-butanol (< 200 mg/L), 2-feniletanol, etanoato
de etila, etanoato de 2-feniletila, hexanoato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila,
butanoato de 2-metil etila, butanoato de etila, &cido butanoico, acido hexandico, &cido octandico,
acido 2-metil butanoico, acetato de 2-feniletila, 4-etil guaiacol e 4-etil fenol sdo os principais
responsaveis pelo aroma frutado na sidra (XU; FAN; QIAN, 2007; SAERENS et al., 2008;
PENG; YUE; YUAN, 2009; ANTON et al., 2014).

A producdo de aromas na sidra pode ser influenciada por varios fatores, pode-se citar o
ambiente, o cultivar da macd, a maturidade da fruta, as técnicas de processamento, a cepa de
levedura e as condi¢bes de fermentacdo (LEA; DRILLEAU, 2003; BRAGA et al., 2013,
HAIDER et al., 2014). Entretanto, o tipo de levedura utilizada e a presenca e concentracdo de
intermediarios e precursores de volateis no mosto de macd, sdo os principais fatores que podem
influenciar na producdo de compostos volateis que contribuem com o aroma (SWIEGERS et al.,
2006). Existem poucos estudos que identificam e avaliam a concentracdo de compostos
intermediarios na producéo de compostos aromaticos na sidra.

A producdo de compostos volateis pode variar de acordo com a cepa de Saccharomyces
selecionada para a producdo da sidra (SUAREZ VALLES et al., 2007). Em paises Europeus
(Inglaterra, Irlanda, Franga e Espanha), a producdo de sidra segue métodos tradicionais, com
fermentacdo oxidativa (leveduras ndo-Saccharomyces), fermentagdo alcodlica e transformacao

malolatica pelos micro-organismos nativos das frutas (SUAREZ VALLES et al., 2007;
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PIETROWSKI et al., 2012). Em paises onde a producdo da sidra comegou recentemente, e onde
a bebida é feita a partir de frutas de mesa colhidas e processadas a 20 °C (paises do hemisfério
sul), € comum o uso de leveduras comerciais com aptiddo aromaética.

Os aminodcidos encontrados no mosto incial de macgds sdo o0s principais precursores e
intermediarios na biossintese dos principais compostos volateis (ARDO, 2006). Alcoois
superiores sdo 0s compostos majoritarios em bebidas fermentadas. Eles sdo formados pelo
catabolismo dos aminoacidos na via metabdlica de Erhlich. Estes &lcoois podem ser os
intermediarios na formacdo dos ésteres através do processo de esterificacdo durante a
fermentacdo alcoodlica (YE; YUE; YUAN, 2014). Quando desaminados, o principal produto da
quebra destes aminoacidos sdo os alcoois superiores, e este se torna o mediador do processo de
esterificacdo durante a fermentacdo (GARDEN-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2008).

O conteudo de nitrogénio inicial em macas (27 — 574 mg/L) é diretamente relacionado
com o contetdo de aminoacido, especialmente aspartato, glutamato, asparagina, serina e prolina,
que juntos representam 86 — 95% e sdo os mais facilmente assimilaveis pelas leveduras
(LEQUERE; DRILLEAU, 1998). O nitrogénio é considerado um fator limitante de crescimento
para a levedura Saccharomyces. O nitrogénio assimilavel afeta a velocidade de fermentacédo, e
uma concentracdo superior a 75 mg/L pode prevenir fermentacdes lentas ou interrompidas
(ALBERTI et al., 2011). Estes compostos quando presentes no mosto de magé podem ser usados
na biossintese de proteinas, metabolizados em outros compostos e usados para outros processos
metabolicos que influenciam o crescimento e 0 metabolismo das leveduras, dado que o nitrogénio
constitui 10% de sua matéria seca (ARIAS-GIL; GARDE-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA,
2007). A identificacdo das leveduras com aptiddo para a producdo de aromas e 0os aminoacidos
usados como precursores, torna possivel a padronizacdo da qualidade aromatica das sidras
atraves de correc@es nos mostos iniciais de magcas.

Consequentemente, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar a variabilidade dos aminoéacidos
em mostos de magcé, e identificar quais destes amino&cidos estdo diretamente relacionados com a

producdo de compostos do aroma de sidras.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

O perfil de aminoacidos foi determinado em nove variedades de macds de mesa (Gala,
Fuji, Granny Smith, Red Delicious, Eva, Caricia, Royal Gala e Lisgala), as quais foram doadas
pela Empresa Estacdo Experimental de Extensdo Agricultura e Rural (EPAGRI — SC / Brasil) e
pela Agricola Agricultural (PR / Brasil).

As variedades Gala e Royal Gala, com indice de maturacdo de 3,0 — 3,5 (teste de indice
de iodo) (Llorente et al., 2012), foram usadas como mostos de magas para fermentagdo. Foram
avaliadas trés cepas de leveduras comerciais enoldgicas Saccharomyces cerevisiae: Aréme Plus
(Fermol Aréme Plus, ref. PB 2010, AEB Group, Bréscia, Italia); Bouquet (Fermol Bouquet, ref.
PB 2004, AEB Group, Breéscia, Italia) e Aromatic (Fermol Aromatic, ref. PB 2540, AEB Group,
Bréscia, Italia). A cepa UFLA CA-11 (LNF Latino América, RS, Brasil), comumente usada para
a producdo de bebidas destiladas, também foi avaliada neste trabalho.

Etanal, propanoato de etila, butanoato de etil 3-metila, etanoato de propila, etanoato de 2-
metil propila, butanoato de etila, hexanona, 2-heptanona, 2-metil-1-butanol, 2-hexanol, 2-
octanona e hexanoato de etila foram adquiridos pela Interchim (Montlugon, Franca). Etanoato de
etila, etanoato de butila, etanoato de 3-metilbutila, etanoato de hexila, propoanoato de 2-hidroxi
etila, 1-hexanol, octanoato de etila, decanoato de etila, 4cido butanoico, butanedioato de dietila,
2-feniletanol, dodecanoato de etila e &cido octandico foram adquiridos pela Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). 3-metil-1-butanol foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos
0s reagentes quimicos usados neste estudo foram de grau analitico. As solug¢bes aquosas foram

preparadas usando agua ultra-pura (Millipore, Sao Paulo, Brasil).

2.2 Processamento do mosto de maca

As magcés foram selecionadas, lavadas e prensadas em microprocessador (Metvisa CPU,
tipo MPA, SC, Brasil) (GOMES et al., 2014). A massa moida foi acondicionada em pacotes
pléasticos porosos, que foram superpostos e pressionados a de 3,0 kgf/cm? em prensa hidraulica
(Eureka, Hoppe Ind. Ltda, RS, Brasil) por 5 minutos. O mosto de maca foi despectinizado
(Pectinex Ultra SP, Novozymes, PR, Brasil) com um contetdo de enzima de 3,0 mL/hL (120

minutos a 20 — 25 °C); depois da sedimentacdo, o sobrenadante foi trasfegado, filtrado em papel
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filtro qualitativo, armazenado em garrafas de vidro de 600 mL, lacrados com tampa metélica e
pasteurizados a 80 — 85 °C por 20 minutos (PIETROWSKI et al., 2012).

2.3 Processamento da sidra

O mosto de maca despectinizado (cultivares Gala e Royal Gala, escolhida devido ao teor
de nitrogénio total do mosto de macgd) foi colocado em fermentadores de vidro de 1200 mL
(previamente esterilizados em autoclave a 121 °C / 15 min). As quatro cepas na forma seca ativa
foram reidratadas de acordo com a instrucdo do fabricante e inoculadas, com uma populacéo
inicial ao redor de 3,0 — 5,0 x 10° ufc/mL. A fermentacdo alcodlica foi realizada por 10 dias em
anaerobiose a 20 + 1 °C (tempo necessario para manter a média de 10 g/L acgUcares residuais). O
dioxido de carbono liberado causa uma reducdo da massa dos fermentadores e isto torna possivel
calcular os parametros de cinética como tempo de fermentacdo (até peso constante) e velocidade
de fermentacdo (dCO,/dt) (BELY; SABLAYROLLES; BARRE,1990; ALBERTI et al., 2011). A
fermentacdo foi interrompida por centrifugacdo a 10200 g a 5 °C (Centrifuga Hitachi Himac
CR21Gll, Tokyo, Japdo) por 20 minutos e depois trasfegado, engarrafado e congelado a -18 °C

até analises posteriores.

2.4 Andlise cromatografica dos aminoéacidos
Os aminoacidos foram extraidos a partir de 3 mL de amostras e 2 mL de norleucina 0,25
mmol/L (usada como padrdo interno para taxas de recuperacdo). A mistura foi centrifugada a
13000 g, 4 °C por 20 minutos (Centrifuga Hitachi Himac CR 21 GlI, Japdo) e o sobrenadante foi
filtrado em seringa de nylon de 0,2 um (Waters, EUA). Os aminoacidos foram derivatizados
usando um Kit de reagente AccQ Tag ™ da Waters (frasco 1: 200 mmol/L de tampéo borato, pH
8,8; frasco 2: carbamato de 6-aminoquinolil-N-hydroxysuccinimidil, AQC; frasco 2B:
acetonitrila). A identificacdo e quantificacdo foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) usando um equipamento Alliance 2695 (Waters, MA, EUA) equipado com
detector de fluorescéncia Alliance 2475 (Waters, USA) e uma coluna Pico Tag (4 pum, 3.9 x 150
mm).
As analises foram realizadas de acordo com a metodologia AccQ Tag™ usando um Kit
completo da Warters (USA). Um sistema de eluicdo binario foi usado, que consistiu de Fase
Movel A (140 mmol/L de acetato de sodio e 17 mmol/L de trietanolamina) e Fase Movel B
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(Acetonitrila 60%). O gradiente usado foi 0% B (0 min), 2% B (0.5 min), 7% B (15 min), 9% B
(19 min), 12% B (22 min) e 30% B (33 min) seguido pela lavagem e recondicionamento da
coluna. No detector de fluorescéncia foram usados comprimentos de onda para excitagéo no valor
de 250 nm e para emissdo no valor de 395 nm. Os picos foram identificados por comparacgao do
tempo de retencdo com os cromatogramas dos padrdes de aminoacidos, e a quantificacdo dos
aminoacidos individuais foi feita baseada em area do pico das curvas de calibracdo destes

padrdes (em pelo menos cinco concentraces).

2.5 Analise cromatogréfica dos compostos volateis

Amostras (6 mL) de suco de maca ou sidra foram colocadas em frascos de vidro de 20
mL. Apos, foi adicionado 50 pL de padrdo interno (&cido heptandico). Antes da injecdo, as
amostras foram mantidas a 60 °C por 10 minutos sob agitacdo no forno do injetor automatico
(Cromatografo a Gas Young Lin Instrument, Anyang, Korea). A captura dos compostos foi feita
por headspace direto, de acordo com o0 método descrito por Pietrowski et al. (2012). A analise de
compostos aromaticos foi feita por cromatografia a gas, usando o equipamento Young Lin
Instrument — (YL 6100 GC, Anyang, Korea) equipado com FID, coluna capilar (30 m x 25 mm,
0,25um de espessura e filme ZB-WAX; Phenomenex, CA, EUA) e detector por ionizacdo de
chama. A temperatura de injecao foi 220 °C e a temperatura de deteccao foi de 230 °C. O gas de
arraste foi nitrogénio, com um fluxo de 2,5 mL/min, e a técnica de injecdo foi Split 1:1,2. As
condicOes de analise foram programadas com uma temperatura inicial de 40 °C por 5 minutos,
com um aumento de 10 °C/min até 150 °C, mantendo esta temperatura por 10 minutos. A
temperature foi entdo aumentada por 10 °C/min até 200 °C por 5 minutos e finalmente aumentou
em 10 °C/min até 220 °C, onde foi mantida por 16 minutos. O método de injecdo automatica do
CG foi usado com um volume de 1500 pL. (CORDENTE et al., 2012). A quantificagdo foi

realizada por curva de calibracdo de padrdes, e as determinagdes foram feitas em triplicatas.

2.6 Analises fisico-quimicas

As amostras de suco de macé e sidra foram analisadas com relagdo ao teor de aglcares
redutores totais (ART) em triplicata usando o método tradicional de Somogyi-Nelson (TANNER;
BRUNNER, 1985). O &cido malico foi determinado por titulacdo (expresso em g/L), a acidez

volatil foi expressa como acido acético (g/L) (IAL, 2008), e nitrogénio total foi determinado pelo
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método de Kjeldhal (mg/L) (BARON; BOHUON; DRILLEAU, 1977). O teor de alcool foi

analisado por ebuliometria.

2.7 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + DP ou PSD, quando apropriado. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada usando o teste Kolmogorov-Smirnov e a
variancia foi analisada fazendo-se teste F (dois grupos) ou teste de Levene (trés ou mais grupos).
As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelas médias do teste t-Student para amostras
independentes (dois grupos) ou one-factor ANOVA seguido do teste LSD Fisher. P-valores
abaixo de 0,05 foram usados para confirmar a hipotese de similaridade / igualdade. Uma analise
multivariada composta de analise hierarquica de grupos (AHG) foi aplicada para analisar os
resultados experimentais e tentar associar os aminoacidos com os compostos volateis. Para esta
proposta, as variaveis foram autoescaladas usando o método z-score, onde cada elemento da
matriz de dados foi centrado na média e escalados para uma variancia um (BRAGA et al., 2013).
Uma matriz de dados composta por amostras (n = 8) e varidveis (n = 34) foi usada, totalizando
272 pontos de dados. AHG foi baseada no método de Ward e a escala métrica euclidiana foi
usada para formar os grupos. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando software
Statistica 7.0 (Statsoft Inc.).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Poucas informacdes estdo disponiveis com relacdo a variabilidade de aminoacidos em
mosto de macas de mesa (ALBERTI et al., 2011). Dezessete aminoacidos foram identificados e a
variacao de teor foi entre 192,38 e 430,60 mg/L, com uma média de 341,37 = 73 mg/L (Tabela
2.1). Diferencas significativas foram observadas entre os aminoacidos de cada cultivar (p < 0,05).
Os aminoacidos aspartato, asparagina e glutamato foram os majoritarios em todos os sucos de
macas, representando de 57,10 a 81,96% do total. Resultados similares foram encontrados por
Ye, Yue e Yuan (2014) e Garai-lbabe et al. (2013). Lequéré e Drilleau (1998) verificaram
resultados similares em variedades industriais de magés, mas com contetdos maiores de serina.
Suarez Valles et al. (2005) encontraram como aminoacidos predominantes no suco de macé o

aspartato e as asparagina.



Tabela 2.1 Média de contelido dos valores de aminoacidos em mostos de macéd de diferentes cultivares de mesa.
Variedades de mostos de maca

Aminoécidos o

Gala® Gala™ Fuji Gsﬁrimy del?si?)us Eva Caricia RG(ZZI Lisgala Média  DP
Aspartato 249,00° 150,00° 168,00 173,00° 173,00 77,30° 80,40° 49,70° 141,00 140,00 62,00
Serina 9,40° 6,16" 7,93 10,30¢ 7,69° 21,60° 22,70* 556  12,60° 1150 6,37
Asparagina 22,40° 69,30  103,00° 149,00°  98,50°  62,60° 66,10° 9,82  3290" 6820 43,90
Glutamato 4530° 51,709  32,60° 2580 24,000 5250° 64,50° 5040° 10500*° 50,20 24,50
Glicina nd nd nd nd nd nd 8,18  7,31° nd 1,72 342
Histidina nd 8,93° 4,22° 4,51° 4,07° nd nd nd 12,30° 3,78 4,43
NH; 2,11° 1,26% 0,75' 3,56" 1,26° 1,080 422 067 1,14% 1,78 1,27
Arginina 11,90° 7,96¢ 6,26 7,07 7,12 nd 23,50° 17,60° nd 9,05 7,66
Treonina 13,70  10,30°  10,10° 9,92° 8,68" 14,80° 15,80° 13,70° 20,20° 13,00 3,67
Alanina 19,50° 12,50 11,70  15,20° 13,10  19,50° 16,20° 15,60° 21,90* 16,10 3,52
Cisteina nd 4,40 4,85 4,07° 4,28" nd nd nd nd 1,96 2,33
Valina nd 2,97° nd 3,04 3,08 nd nd nd nd 1,01 1,52
Metionina 10,807 9,75 8,71° 9,16% 5,907 835  9,19° 899 10,70° 9,06 1,44
Lisina 6,80° 5,78 6,05° 7,58 5,21" 6,60° 6,32  545° 6,28° 6,23 0,72
Isoleucina nd 3,20° 2,65° 3,96° 1,77¢ nd nd nd nd 1,29 1,63
Leucina 6,06° 3,17¢ 3,60 4,25° 3,86° nd nd 501°  17,70° 4,85 5,23
Fenilalanina 2,15° nd nd nd nd 1,72 350*  257° 1,68° 1,29 1,33

> de
aminoécidos 400,00 348,00 371,00 431,00 362,00 266,00 320,00 192,00 384,00 341,00 73,10

Nota: conteldo de aminodcidos (mg/L); Gala *,**: diferentes produtores; nd = ndo detectado; resultados sdo médias de trés replicatas.
DP = desvio padrdo; Diferentes letras na mesma linha representam diferenga estatistica entre os resultados (p<0,05). Prolina néo foi
determinada devido dificuldades em sua separacdo durante a fase de extracéo.
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O perfil de aminoacidos parece estar associado com o cultivar (ZHANG; LI; CHENG,
2010), mas isto pode variar de acordo com a idade da planta, fatores climaticos e fertilizacdo feita
com nitrogénio (LEA; DRILLEAU, 2003).

As variedades Gala* e Royal Gala com alto (> 150.00 mg/L) e baixo conteldo de
nitrogénio (< 75.00 mg/L) (ALBERTI et al., 2011), respectivamente (Tabela 2.2), foram
utilizadas para avaliar o efeito da concentragéo inicial de aminoacidos na formacdo de compostos
volateis durante a fermentagdo da sidra.

O conteldo de acidez classifica os mostos de Gala e Royal Gala como doce ou com baixa
acidez (< 4.50 g/L) (Tabela 2.2) (LEA, 2004). O conteudo de agucar estd em concordancia com o
estddio de maturacdo (aceitavel para consumo como fruta fresca). O valor da razdo entre
acucar/acidez (ART/AT) foi 33,20 (mosto Gala) e 46,15 (mosto Royal Gala), confirmando que as
frutas estdo aceitaveis para consumo (PAGANINI et al., 2004).

O tempo de fermentacdo de 12 dias para sidra € suficiente para o consumo total de
acucares pela levedura a uma temperatura superior a 20 °C e contetido de nitrogénio ao redor de
75 mg/L (ALBERTI et al., 2011; BRAGA et al., 2013). Entretanto, todos os tratamentos com
fermentacdo alcoodlica foram interrompidos antes do completo consumo dos agUlcares para evitar
alteracdes no perfil volatil e na liberacdo de aminoacidos pela autdlise das leveduras (ALCAIDE-
HIDALGO et al., 2007).
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Tabela 2.2 Pardmetros de rotina determinados em mosto de macéd (variedades Gala* e Royal Gala) e sidras produzidas com diferentes cepas comerciais de
Saccharomyces cerevisiae (com 10 dias de fermentacdo).

Cepas de leveduras e sidras varietais **

Analise 3
s Mosto de maga Bougquet Arome Plus Aromatic UFLACA-11

GA RG GA RG GA RG GA RG GA RG
Nitrogénio 153,70 +0,02 62,48+175 6564+6,54% 24,18+0,00° 63,79+0,01° 27,20+0,00° 64,57 +534% 2872+214° 62,87+1,30° 24,18+0,00"
(mg/L)
AT (g/L) 340+004  272+000 330£001* 342+001° 350+001° 337+000° 340+0,01* 3,03+000° 260+0,01° 3,0%0,00"
AV (g/L) 020+001  020+000 050+001* 050+000 030+001° 030+000 040+001* 040000 030+0,01* 0,380,00
ART (g/L)  112,90+0,09 12552+0,77 13,80+0,04% 6517+0,02% 18,90+0,05° 69,47 +0,74° 11,00+0,02° 47,79+0,23° 7,90+0,05° 69,49 +0,21°
Etanol (% nd. nd. 5,40 3,80 5,10 3,70 5,60 4,20 5,80 3,30
VIV)

Nota: GA = variedade de mac¢d Gala; RG = variedade de macd Royal Gala. Diferentes letras na mesma linha e mesma variedade representam resultados
estatisticamente diferentes (p < 0,05). AT = acidez total; AV = acidez volatil; ART = agUcares redutores totais; Sidra** apds 10 dias de fermentag&o alcodlica.
Resultados sdo médias de trés replicatas; nd = ndo detectado.
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Os resultados mostram a influéncia do conteddo inicial de nitrogénio sobre a velocidade
de fermentacdo (Tabela 2.2). Este efeito do nitrogénio incial sobre a velocidade de fermentacéo
em sidras e vinhos foi estudado anteriormente (JULIEN et al., 2000; BELTRAN et al., 2005;
ALBERTI et al., 2011). Isto indica que o contetdo de alcool no produto final foi, principalmente,
devido ao conteudo de nitrogénio inicial no mosto, que variou de 3,3 a 5,8% (v/v). O conteudo
residual de acucar para o fermentado feito com a variedade Royal Gala permaneceu alto (ao redor
de 50% do total) e o tempo para o consumo total dos agUcares seria possivelmente de 20 dias ou
mais. Esta fermentacdo lenta pode ser explicada pelo contetdo de nitrogénio consumido, que foi
ao redor de 90 a 40 mg/L para a sidra com Gala e Royal Gala, respectivamente.

A variacao na acidez total (2,6 a 3,5 g/L) foi devida a producdo de acidos organicos pelas
leveduras. A acidez volatil aumentou para todas as cepas analisadas nas duas sidras varietais
(Tabela 2.2), o que pode ter acontecido devido a sintese de acido acético e acetato de etila
(CSOMA,; SIPICZKI, 2008) porque estes valores estdo abaixo dos indicados para contaminacao
por bactérias (1,2 g/L) (CORDENTE et al., 2012).

A média de consumo de aminoécidos foi de 286,55 e 154,90 mg/L, nas sidras produzidas
com Gala* e Royal Gala, respectivamente (Tabela 2.3). O consumo de nitrogénio por S.
cerevisiae no processamento de sidras ocorre dentro de dois ou trés dias de fermentacdo, o que

corresponde a fase de crescimento ou fase log das células (ALBERTI et al., 2011).
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Tabela 2.3 Média * desvio padrdo (DP) valores de conteldo de aminoéacidos em sidras (mostos de macd Gala* e
Royal) preparados com diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae ap6s 10 dias de fermentacdo alcodlica.

Aminodcidos Cepas de leveduras e sidras varietais Média DP
Bouquet Arome Plus Aromatic UFLA CA-11

GA RG GA RG GA RG GA RG GA RG GA RG
Aspartato 10,60° 4,89 10,10° 5,33* 12,00° 4,58° 1250° 456° 11,30 4,84 1,15 0,36
Serina 5,34 nd 5,36 nd 5,37 nd 533" 2,66 535 266 0,02 0,00
Asparagina 0,58° nd 0,65° nd 0,73 nd 0,57° 0,27 063 027 007 0,00
Glutamato 9,88¢ 6,85  18,30° nd 16,30° nd 17,60° nd 1550 6,85 3,85 0,00
Glicina nd nd 6,01° nd 7,017 nd 6,88° nd 4,98 - 3,35 -
Histidina nd nd 10,20° nd 10,60° nd 12,20° nd 8,26 - 5,57 -
NH, 0,10° 0,06 nd nd 0,33 nd 0,77 0,06 030 003 034 001
Arginina 11,50° 582° 12,30° 563° 10,50° 5,99° 10,50° 5,07 1120 516 0,90 1,02
Treonina nd nd nd nd 7,347 nd 7,16° nd 3,62 - 4,19 -
Alanina 6,87° 11,10° 8,43* 1380* 7,06° 6,72° 6,92°  4,69° 7,32 886 0,74 381
Cisteina 8,55  7,92° nd 6,34° 808 594¢ 844° 951° 6,27 743 418 1,63
Valina nd nd 5,94° nd 6,24° 2,83  569° nd 4,47 1,89 2,99 0,00
Metionina 8,75¢ nd 8,89 nd 8,86" nd 8,81° nd 8,83 - 0,06 -
Lisina 9,85" nd nd nd 9,81° 508 9,922 4,95 739 417 493 1,10
Isoleucina 3,09¢ nd 10,90° nd 8,81° nd 12,90° nd 8,92 - 4,24 -
Leucina 6,96 3,53 8,68° 3,52 8,49° 355 10,30° 3,52 862 353 138 0,01
Fenilalanina nd 2,85% nd 2,84% nd 3,05% nd 1,86° - 2,65 - 0,54
Y de 81,90 43,00 10500 34,70 127,00 35.10 137,00 37,10 113,00 37,50 24,40 3,82
aminoacidos

Nota: conteldo de aminodcidos (mg/L); Gala = variedade de maca Gala; RG = variedade de macd Royal Gala; nd =
ndo detectado; resultados sdo medias de trés replicatas. Diferentes letras na mesma linha representam diferenca
estatistica entre os resultados (p<0,05).

O conteudo de aminoéacidos nas sidras com a variedade Gala* indicou a presenca de
aminoacidos assimilaveis ap6s a fermentacdo (Tabela 2.3). Nestas sidras, foi observado que o
consumo de aminodacidos variou de 262,92 a 317,59 mg/L, dependendo da cepa de levedura. Nas
sidras com Royal Gala, o conteido de aminoacido residual correspondeu aos compostos que ndo
foram assimilados porque as cepas ndo mostraram diferenca significativa no consumo destes
compostos.

A falta de nitrogénio no mosto da maca Royal Gala foi responsavel por uma fermentagéo
lenta (Tabela 2.2). Baseado no nivel de aminoacido consumido durante a fermentacdo da sidra
(mosto Gala*), e no baixo conteddo de nitrogénio incial no mosto Royal Gala, uma correcdo de
130 a 150 mg/L de nitrogénio total poderia prevenir a fermentagdo interrompida (Tabela 2.2). Os
aminoacidos aspartato, asparagina, glutamato, alanina e arginina corresponderam a 87,23%
(348,48 mg/L) do total destes compostos no mosto de macé Gala, e 74,38% (143,09 mg/L) do

total de aminoacidos no mosto Royal Gala. A média de consumo destes aminoacidos na sidra
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com mosto Gala foi aspartato (95,49%), asparagina (97,18%), glutamato (65,71%), arginina
(6,24%) e alanina (61,55%). Com o mosto de ma¢d Royal Gala foi aspartato (90,25%),
asparagina (99,35%), glutamato (96,60%), arginina (68,10%) e alanina (41,79%). Com isso, uma
corregdo com aspartato, asparagina e glutamato nas proporcdes de (3,0:0,4:1,8) poderia ser
suficiente para evitar fermentacao interrompida.

Os aminoacidos histidina, cisteina, valina e isoleucina ndo foram identificados nos dois
mostos de macd, mas estavam presentes em algumas das sidras. Isto pode indicar que eles podem
ser sintetizados ou liberados durante a fermentacdo pelo metabolismo das leveduras (YE; YUE;
YUAN, 2014).

Dezessete compostos volateis (n = 17) foram identificados e quantificados nas sidras
varietais. O total de compostos volateis foi 860 mg/L e 2178 mg/L para as variedades Gala* e
Royal Gala, respectivamente. Estes compostos correspondem a ésteres, aldeidos e alcoois. O
principal composto no mosto Gala* foi etanal (53,2%), etanoato de etila (18,53%), 3-metil-1-
butanol (10,80%) e dodecanoato de etila (6,14%). No mosto Royal Gala os principais compostos
foram etanoato de etila (77,35%), etanal (17,83%) e 1-hexanol (3,75%) (Tabela 2.4). Estes
compostos diferiram entre as amostras (p < 0,05) devido a influencia das cepas de leveduras.

O total de volateis produzidos nas sidras com a variedade Gala variou de 3276,20 a
4929,00 mg/L, para S cerevisiae UFLA CA-11 e Bouguet, respectivamente, indicando o efeito da
cepa de levedura sobre a producdo de compostos volateis. Nas sidras preparadas com o cultivar
Royal Gala, a concentracdo de compostos volateis produzida foi menor, variando de 204,25 a
402,29 mg/L, para S. cerevisiae Arome Plus e Bouquet, respectivamente. A cepa UFLA CA-11
obteve uma concentracao final de compostos volateis menor que o mosto original. Esta cepa foi
desenvolvida para produzir baixas quantidades de compostos volateis e € indicada para a
producdo de bebidas destiladas (ALCARDE; MONTEIRO; BELLUCO, 2012). As sidras
preparadas com a cepa UFLA CA-11 mostraram a mesma quantidade de ésteres nas duas

amostras (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4 Média + desvio padrao (DP) valores de contelido de compostos volateis em mostos de maca (variedades Gala* e Royal Gala) e sidras produzidas com
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae ap6s 10 dias de fermentacdo alcoolica.

Sidras produzidas com diferentes S. cerevisiae

\C/Z;)Iréntgz)sstos Mosto de macé Bouquet Arome Plus Aromatic UFLA CA-11

GA RG GA RG GA RG GA RG GA RG
Etanoato de
etila 159,00 £ 2,00 1685,00 £ 108,00 980,00 + 17,00° 352,00 + 23,000 617,00 +20,00° 352,00 + 10,00 623,00 + 2,00° 303,00 + 2,00% 199,00 + 0,60° 272,00 + 28,00°
Etanoato de 2-
metilpropila 10,60 + 1,00 nd nd nd nd nd 30,20 + 0,40° nd 18,00 £ 0,40° nd
Butanoato de
etila nd nd 20,20 +0,70° nd nd nd 15,10 + 0,20° nd nd nd
Etanoato de
butila 22,70 +0,20 nd 19,00 +0,07? nd 13,20 + 1,00° nd 14,20 +0,10° nd 7,65 +0,03° nd
Etanoato de 3-
metilbutila 27,00+ 0,30 nd 110,00 + 3,00* nd 59,00 + 3,00° nd 82,80 + 2,00° nd 31,00 +0,07¢ nd
Etanoato de
hexila 13,50 £ 0,30 nd 39,70 + 2,00° 13,60 + 0,06° 14,60 £ 0,30° 11,80 + 0,60° 25,70 + 1,00° 10,70 £ 0,20° 12,70 £0,07° 9,92 +£0,01°
Octanoato de
etila nd nd 66,6 + 2,00 20,00 + 0,407 23,70 + 2,00 18,50 + 0,60° 42,40 + 0,30 18,70 + 0,20® 28,50 + 0,90° 17,90 +0,70°
Decanoato de
etila nd nd 41,20 + 3,00° 12,10 £ 0,10° nd 9,81 +0,20° 11,70+0.,1° 11,40 £ 0,02° 9,05 +0,10° 9,02 + 0,10
Dodecanoato
de etila 52,80+ 0,70 23,4+0,00 51,70 + 0.60* 22,60 +1,00° 45,50 + 0,30 nd 40,70 + 0,40° 25,80 + 0,00 39,40 + 0,20° 35,30 + 0,60*
2-heptanona nd nd 23,20 £ 0,01 nd nd nd nd nd nd nd
2-octanona nd nd nd nd nd nd nd nd 21,60 £0,30 nd
2-hexanol nd nd 210,00 + 4,00 nd 84,90 + 0,50 nd 213,00 + 2,00 nd 73,10 + 6,00° nd
3-metil-1- 2490,00 +
butanol 92,90 + 2,00 nd 2153,00 + 8,00° 179,00 + 0,00 44,00* 124,00 +0,10° 2581,00 + 31,00° 127,00 + 6,00 2314,00 + 39,00° 93,70 + 6,00°
1-hexanol 23,60+ 1,00 81,60 £ 0,00 nd 85,40 + 0,00° 6,92 +1,00° 105,00 + 5,00 14,20 + 4,00° 88,80 + 8,00 11,30 + 7,00° 117,00 + 0,00*
2-feniletanol nd nd 800,00 + 5,00° nd 694,00 + 19,00° nd 972,00 + 1,007 nd 771,00 + 70,00™ nd
Hexanona nd nd nd 30,80 + 1,00 nd 28,70 +0,60° nd 21,90 £ 0,20° nd 32,60 + 2,007

1865,00 = 1733,00 £

Etanal 458,00 £ 30,00 388,00 £ 30,40 1275,00 £ 12,00° 114,00° 724,00 + 13,00° 100,00 816,00 + 4,00° 1922,00 + 18,00* 600,00 + 1,00 1569,00 + 0,00
> de volateis 860,00 2178,00 5789,00 2581,00 4773,00 2383,00 5482,00 2530,00 4136,00 2157,00

Nota: concentracdo de compostos volateis identificados (mg/L); Gala = variedade de mac¢d Gala; RG = variedade de mag¢d Royal Gala; nd = ndo detectado;
resultados sdo médias de trés replicatas. Diferentes letras na mesma linha representam diferenca estatistica entre os resultados (p<0,05).
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A levedura S. cerevisiae produziu a concentracdo mais alta de ésteres (1328,49 mg/L) na
sidra preparada com o cultivar Gala. Na sidra com Royal Gala a producéo foi de apenas 420,54
mg/L (31,60%). Nas sidras produzidas com as cepas Arome Plus e Aromatic a producdo de
ésteres correspondeu a apenas 50,68% e 41,72% da producdo nas amostras com a mesma cepa,
mas usando a variedade Gala na preparacdo do mosto. As sidras preparadas com UFLA CA-11
apresentaram os mesmos valores para os ésteres em ambas as fermentagdes (Tabela 2.4).

O 3-metil-1-butanol (&lcool isoamilico) é um composto comum produzido por leveduras
S. cerevisiae (GARDEN-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2006) e nas sidras produzidas com
a variedade Gala apresentou valores acima de 2152 mg/L. Entretanto, a producédo deste composto
foi influenciada na sidra produzida com a variedade Royal Gala, e uma média de apenas 131
mg/L foi produzida (Tabela 2.4). De acordo com Fan, Xu e Han (2011), 3-metil-1-butanol é
considerado 0 mais importante composto, quantitativamente, em sidras, e contribui com notas
aromaticas de malte no produto final.

O etanoato de 3-metilbutila foi identificado em todas as sidras produzidas com cultivar
Gala, mas ndo foi observado nas sidras preparadas com Royal Gala. Octanoato de etila foi
encontrado em todas as sidras, mas com teores mais baixos nas sidras com Royal Gala (Tabela
2.4). De acordo com Cortes e Blanco (2010) estes dois compostos influenciam o vinho com notas
de aroma frutado. A maior produtora destes compostos foi a cepa S. cerevisiae Bouquet.

Analisando o perfil de volateis das sidras feitas em diferentes paises (China, estados
Unidos e Espanha) na literatura percebe-se que existe uma similaridade nos compostos
aromaticos. Os compostos identificados neste estudo, e também nas sidras internacionais, foram
butanoato de etila, etanoato de 3-metilbutila, 3-metil-1-butanol, etanoato de hexila, 2-octanona,
propanoato de 2-hidroxi etila, 1-hexanol, octanoato de etila, decanoato de etila, 2-feniletanol e
dodecanoato de etila (XU; ZHAO; WANG, 2006; YULIANTI; REITMEIER; BOYLSTON,
2004; FAN; XU; HAN, 2011; MADRERA; LOBO; ALONSO, 2010; MADRERA et al., 2005).

A producdo de compostos volateis e o consumo de aminoécidos das diferentes sidras
foram analisados usando analise de componentes principais (ACP) com o objetivo de verificar as
diferencas entre as cepas e cultivares com relacdo a producdo de compostos, com uma variagdo
no perfil inicial de aminoacidos. A Figura 2.1 mostra um grafico (PC1 X PC2) para todas as

variaveis (34 fatores). Os resultados foram autoescalados antes de serem submetido a ACP. PC 1
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explicou 60,55% da variancia total dos dados, enquanto a PC 2 explicou 20,87%, com isso a ACP
explicou um total de 81,42% da variancia dos dados.
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Figure 2.1 Scatter plot PC1 vs. PC2 para identificar as varidveis influenciadas pelas cepas de leveduras e
cultivar de macd. GA 1: sidras da cultivar Gala cultivar produzidas com as cepas Arome Plus, Aromatic e

UFLA CA-11. GA 2: sidra da cultivar Gala produzidas com a cepa Bouquet. RG: sidras da cultivar Royal Gala
produzidas com todas as cepas usadas.

As amostras foram separadas ao longo da primeira componente por diferencas observadas
na maioria das variaveis, exceto para consumo de isoleucina e producdo de etanoato de hexila e
de decanoato de etila.

A similaridade das amostras foi avaliada usando analise hierarquica de grupos (AHG), o
que corroborou com os resultados obtidos no ACP, onde as amostras foram agrupadas em trés
principais grupos: [1] sidras com a variedade Gala a partir das cepas S. cerevisiae Arome Plus,
Aromatic e UFLA CA, [2] sidra com a variedade Gala com a cepa S. cerevisiae Bouquet, e [3]
sidra com a variedade Royal Gala a partir das quatro cepas estudadas (Figura 2.1). Estes

resultados indicam que os compostos volateis produzidos com a cepa S. cerevisiae Bouquet
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difere na presenca de altas quantidades de aminoacidos das outras cepas com 0 mesmo mosto.
Além disso, todas as sidras produzidas com um conteudo inicial menor de aminoacidos ficaram
agrupadas juntas, mostrando que nestas condi¢des as cepas ndo exercem influéncia. Nas sidras
feitas com a variedade Royal Gala, um alto contetdo de etanal foi observado (Tabela 2.4) e o
mesmo grupo de sidras foi identificado no ACP. Este composto demonstra ter uma relacao direta
em sidras preparadas com mostos de maca contendo baixo teor de nitrogénio total.

Os aminodcidos que apresentaram uma influéncia positiva na quantidade e diferenciacéo
de compostos volateis, principalmente na producdo de alcoois superiores (2-feniletanol e 3-metil-
1-butanol) e ésteres etilicos (etanoato de etila), entre as cepas estudadas foram aspartato,
asparagina, glutamato e alanina (Figura 2.1). Compostos como 3-metil-1-butanol, 2-feniletanol,
2-hexanol, etanoato de etila, etanoato de 3-metilbutila, octanoato de etila, butanoato de etila,
decanoato de etila e etanoato de hexila podem ser considerados como parte da estrutura do aroma
da fruta em sidras produzidas com macas de mesa.

As variaveis que ndo diferenciaram (p > 0,05) entre 0s grupos, e que com isso ndo
influenciaram na separacdo dos grupos, foram justamente aquelas que permaneceram separadas
dos trés grupos, foram elas: o consumo de treonina, lisina e cisteina; e a producao de etanoato de
2-metilpropila, dodecanoato de etila e 2-octanona. Além destes, apenas trés variaveis, butanoato
de etila, etanoato de hexila e arginina, permeneceram agrupadas, mas ndo diferenciaram dos

outros grupos e com isso, ndo influenciaram na separacao.

4 CONCLUSAO

No perfil de aminoacidos analisado neste trabalho, aspartato, asparagina e glutamato
foram os principais compostos encontrados nos nove mostos de maca estudados. O conteldo total
de aminoacidos mostrou variabilidade. Foi avaliado o efeito do conteudo de aminécidos em
mosto de macé sobre a formacdo de compostos volateis. Sidras produzidas com baixo teor de
nitrogénio ou de aminodcido mostraram fermentacdo interrompida / lenta e ao redor de 50%
menor producdo de compostos volateis (independente da cepa de levedura utilizada),
principalmente 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico) e ésteres. AHG separou as amostras em trés
diferentes grupos, o que corroborou com o resultado da ACP, e sugeriu que aspartato, asparagina,

glutamato e alanina foram os compostos que mais diferenciaram entre as cepas na producdo de
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alcoois superiores e ésteres etilicos. Compostos como 3-metil-1-butanol, 2-feniletanol, 2-hexanol,
etanoato de etila, etanoato de 3-metilbutila, octanoato de etila, butanoato de etila, decanoato de
etila e etanoato de hexila podem ser considerados como parte da estrututa da propria fruta na
contribuicdo com aroma frutado em sidras preparadas com macgéds de mesa. Este estudo foi
eficiente em indicar que uma alta concentracdo de aspartato, asparagina e glutamato em mosto de
maca € essencial para a producao de alcoois superiores e ésteres por leveduras aromaticas durante

fermentacédo da sidra.
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PERFIL DE AMINOACIDOS DE SUCOS E SIDRAS EM DIFERENTES
CULTIVARES E ESTADIOS DE MATURACAO DA MACA

RESUMO

A composicdo de aminoacidos da macd € considerada essencial para a alimentacao
humana. Estes compostos tém inumeros beneficios para a saude e para as aplicacdes tecnoldgicas
da fruta. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do estadio de maturacéo de frutas na
composicao de aminoacidos de sucos de diferentes cultivares de macé e o efeito da fermentacao
sobre estes compostos. Foram avaliados 13 diferentes sucos de maca com relacdo ao teor de
nitrogénio total e suas composi¢cBes em aminoacidos, e 3 diferentes cultivares em diferentes
estadios de maturacdo (verde, madura e senescente) com relacdo ao teor de aminodcidos. A
analise de aminodacidos foi feita por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Com
relacdo ao teor de nitrogénio total foi possivel verificar que a média de teor das cultivares é
superior a 100 mg/L. Os aminodcidos aspartato, asparagina, glutamato e serina S0 0s
majoritarios em todas as cultivares avaliadas e considerando os diferentes estadios de maturagdo
inclui-se também nos majoritarios 0 aminoacido alanina. Foi verificado ainda que 0s sucos em
estadios de maturacdo verde apresentam a maior somatéria de aminoacidos em relacdo aos outros

dois estadios.

Palavras-chave: cultivar, maturacdo, aminoacidos.

1 INTRODUCAO

A macd, dentre as frutas de clima temperado cultivadas no Brasil, foi aquela que
apresentou maior expansdo em area plantada e em volume de producgéo nos altimos trinta anos.
Na safra 2012/2013 foram produzidas 1.375.512 toneladas de frutas correspondendo a 39.154 ha
de area plantada. A maior concentracdo do cultivo estd na Regido Sul, sendo Santa Catarina o
maior produtor, com aproximadamente 49,10% do total da area plantada. O Rio Grande do Sul, o
segundo estado produtor, contribui com cerca de 45,90% do total da area plantada, seguido pelo
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Parana com 4,60%. A maior parte da producdo provém das cultivares Gala e Fuji, representado
55% e 40% da producdo, respectivamente (ABPM, 2014).

Fruta altamente nutritiva, contém carboidratos, proteinas e &gua, fontes indispensaveis
para a alimentacdo. Em termos praticos, as proteinas sao representadas sob a forma de
aminoacidos, sendo constituidas na maca principalmente por aspartato, asparagina, glutamato e
serina, compostos fundamentais para a saide humana e manutencdo da qualidade das frutas
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). O consumo desta fruta esta relacionado com a reducédo de
riscos de desenvolvimento de cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e asma (HERFORTH,
2000; MARCHAND et al., 2000).

O suco de maca contem todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento das leveduras,
sendo que a principal fonte de carbono e energia para este fim é proveniente de aclcares soluveis.
Entretanto, como o nitrogénio é um nutriente limitante para o crescimento das leveduras, quando
existe a deficiéncia deste composto ocorrem fermentagbes interrompidas e/ou lentas
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; CRUZ; CILLI; ERNANDES, 2002; DRILLEAU, 1990).

A composicdo do suco e a cepa de levedura podem afetar a assimilagdo dos compostos
nitrogenados (COLOMBIE; LATRILLE; SABLAYROLLES, 2007; JULIEN et al., 2000;
MANGINOT; ROUSTAN; SABLAYROLLES, 1998), assim como o metabolismo dos
aminoacidos, a velocidade de fermentacdo, a cinética de producdo de aromas e,
consequentemente interferindo na qualidade do produto final (SALMON; FORNAIRON;
BARRE, 1998: GARDE-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2008; GONI; AZPILICUETA,
1999; INGLEDEW; KUNKEE, 1985; NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012; OUGH; HUANG,;
STEVENS, 1991; PEREZ-ZUNIGA; ABAD; CARTAGENA, 1997).

Muitos métodos ja foram utilizados para determinacdo de aminoacidos em bebidas,
incluindo cromatografia a gas por ionizacdo de chama (KAMMERER; KAMMERER; CARLE,
2010), analisador de aminoacidos (YE; YUE; YUAN, 2014; LEI et al., 2013) e cromatografia de
troca ionica (FALLON; BOOTH; BELL, 1987; RODWELL, 1996). Na atualidade, as técnicas
utilizando CLAE superam estes métodos, (BELTRAN et al., 2007; GOMEZ-ARIZA,
VILLEGAS-PORTERO; BERNAL-DAZA, 2005).

Estudos tém enfatizado que o uso de CLAE é uma técnica segura para determinagdo de
varios componentes dos alimentos, devido seu alto grau de precisdo e seletividade. Dentre este

componentes pode-se citar acidos organicos (LIMA et al., 2010), acucares (ZIELINSKI et al.,
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2014), compostos fendlicos (ALBERTI et al., 2014), vitaminas (RODRIGUEZ et al., 2012),
corantes (MA et al., 2006) e aminoacidos (ZHANG; LI; CHENG, 2010; GARAI-IBABE et al.,
2013).

Diferencas sdo observadas no conteudo de amino&cidos entre os estadios de maturacéo da
maca. Conhecer estas diferencas pode ser importante para determinar o grau de maturidade
tecnoldgica da fruta e a qualidade dos produtos derivados da mesma, como na sidra em que o teor
de amino&cidos influencia a qualidade aromética da bebida, ou nos sucos e concentrados de
frutas em que os aminodcidos participam da Reacdo de Maillard e do escurecimento enzimético
(SANTOS et al., 2015; BLANCO et al., 1988).

O perfil de aminoacidos das frutas pode ser util para o conhecimento de aspectos
fisioldgicos, nutricionais e tecnoldgicos. Com isso, 0 objetivo do presente capitulo foi avaliar a
influéncia do estadio de maturacdo e do cultivar no perfil de aminoécidos de sucos de maca e

sidras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

O kit para analise de aminoacidos foi adquirido pela Waters (USA), o qual contempla
além dos agentes derivatizantes e coluna cromatografica, os padrGes de aminoacidos para
identificacdo e quantificacéo.

As variedades de macad Gala, Red Delicious, Royal Gala e Grain Smith foram obtidas no
mercado local de Ponta Grossa. As amostras de maca Fuji Suprema, Lisgala, Eva e Caricia foram
adquiridas pela Estacdo Experimental Companhia de Extensdo Rural e Agricola (EPAGRI —SC /
Brasil). A segunda variedade da macé Gala foi adquirida pela Agricola Boutin (PR / Brasil).

As amostras de maca se apresentavam no estadio maduro, e para as variedades Gala, Fuji
Suprema e Lisgala também foram analisadas amostras nos estadios verde, madura e senescente.

As leveduras utilizadas para as fermentagGes foram Saccharomyces cerevisiae Bouquet
(Fermol Bouquet, ref. PB 2004, AEB Group, Bréscia, Italy).
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2.2 Processamento de suco de maca

As frutas foram selecionadas e lavadas, depois fragmentadas em um microprocessador
(Metvisa, SC / Brasil). A massa ralada foi acondicionada em telas plasticas sobrepostas e
submetida a uma pressdo de 3 kgf/cm? por 5 min (Prensa hidraulica Eureka, Hoppe Ind. Ltd.,
Brazil). O suco foi tratado com pectinase (Pectinex_ Ultra Clear, Novozymes, Brazil) a uma
concentracdo de 3 mL/hL (25 °C, 2 h) (ALBERTI et al., 2011).

2.3 Processamento do fermentado de maca

O mosto de maca despetinizado (450 mL) foi colocado em cinco fermentadores, os quais
consistiam de frascos tipo Erlenmeyers com volume de 500 mL, munidos de um sistema de
batoque para liberacdo do dioxido de carbono em uma garrafa contendo solugdo de metabissulfito
de potassio. A cepa de Saccharomyces cerevisiae Bouquet, em sua forma seca ativa, foi
reidratada e inoculada segundo recomendacdes do fabricante. No décimo segundo dia, a
fermentacdo foi interrompida e amostra foi centrifugado a 10200 g a 5 °C ( Centrifuga Hitachi
Himac CR21GlIl, Tokyo, Japan) por 20 min e entdo foi engarrafado e mantido a baixas

temperaturas (-18 °C) até analises.

2.4 Analise cromatogréfica dos aminoacidos

Os aminoécidos foram extraidos a partir de 3 mL de amostra com 2 mL de norleucina
0.25 mmol/L e centrifugadas a 13000 g por 20 min (Hitachi Himac CR 21 Gll, Japdo), o
sobrenadante foi filtrado em seringas de nylon de 0,2 um (Waters, USA). Os aminoacidos foram
derivatizados usando um kit reagente Waters AccQ Tag'™ (frasco 1: 200 mmol/L tampéo borato,
pH 8.8; frasco 2A: AQC 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato; frasco 2B:
acetonitrila). A identificacdo e quantificacdo foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) usando equipamento Alliance 2695 (Waters, MA, USA) equipado com
detector de fluorescéncia Alliance 2475 (Waters, USA) e coluna Pico Tag (4 um, 3.9 x 150 mm).

As analises foram realizadas de acordo com a metodologia AccQ Tag™ usando Kit
completo da Waters (EUA). O sistema de eluicdo binario que foi usado consistiu de fase movel A
(acetato de sodio a 140 mmol/L e trietanolamina 17 mmol/L) e fase mdvel B (60% acetonitrila).

O gradiente usado foi 0% B (0 min), 2% B (0,5 min), 7% B (15 min), 9% B (19 min),

12% B (22 min) e 30% B (33 min) seguido de lavagem e recondicionamento da coluna. Foram
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usados na deteccdo por fluorescéncia comprimentos de onda para a excitagdo de 250 nm e para a
emissdo de 395 nm. Os picos foram identificados por comparacdo com tempo de retencdo dos
padrBes auténticos, e a quantificagdo dos aminoécidos individuais foi feita baseada na area dos
picos e nas curvas de calibracdo dos padrdes puros (no minimo em cinco concentracdes

diferentes).

2.5 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + DP ou PSD, quando apropriado. A
normalidade da distribui¢do dos dados foi verificada usando o teste Kolmogorov-Smirnov test e a
igualdade de variancias foi analizada pelo teste F (dois grupos) ou teste de Levene (trés ou mais
grupos). As diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste t-Student para amostras
independents ou por ANOVA (fator Unico). Os valores p abaixo de 0,05 foram usados para
rejeitar a hipotese nula de similaridade / igualdade. Todas as analises estatisticas foram realizadas

com software Statistica 7.0 (Statsoft Inc.).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil de aminoacidos e nitrogénio em macas

Foi possivel avaliar que existe grande diferenca no contetdo dos aminoacidos nas
diferentes amostras de maca (Tabela 3.1). Essas diferencas sdo mais expressivas nos aminoacidos
considerados majoritarios da maca, aspartato, asparagina, glutamato e serina.

Asparagina, aspartato e glutamato foram, em média, as maiores fontes de nitrogénio total
da fruta (Tabela 3.1). Contribuem com 71,10% do total de teor médio aminoacidos da maca
(Figura 3.1), valores que corroboram outras pesquisas realizadas (DRILLEAU, 1993; SANTOS
et al., 2015; LEQUERE; DRILLEAU, 1998).



Tabela 3.1 Estatistica descritiva de 13 variedades de maga.

Aminoacidos (nl\w/lglll:l_) (ng/E) ('\nﬂ@i() DP CV (%) AN (F;V A
Aspartato 49,65 164,54 417,59 88,48 53,78 <0,05
Serina 5,56 21,39 156,53 37,77 176,54 <0,05
Asparagina 9,82 85,12 506,81 122,80 144,27 <0,05
Glutamato 24,03 62,93 149,07 34,32 54,53 <0,05
Glicina 7,31 9,8 13,92 3,59 36,64 <0,05
Histidina 4,07 9,75 17,31 5,06 51,86 <0,05
NH; 0,62 1,53 4,22 1,04 68,41 <0,05
Arginina 6,26 12,74 24,17 6,88 53,96 <0,05
Treonina 8,68 14,55 20,89 3,84 26,40 <0,05
Alanina 11,71 21,13 49,29 10,42 49,30 <0,05
Cisteina 4,07 44 4,85 0,33 7,49 <0,05
Valina 2,97 3,26 3,94 0,46 14,04 <0,05
Metionina 5,9 9,46 12,74 1,54 16,24 <0,05
Lisina 5,21 7,03 14,23 2,2 31,27 <0,05
Isoleucina 1,77 2,9 3,96 0,92 31,89 <0,05
Leucina 3,17 7,06 17,67 4,23 59,89 <0,05
Fenilalanina 1,42 2,07 35 0,62 29,91 <0,05
Y de aminoacidos 192,38 431,99 1183,84 233,41 54,03 -
Nitrogénio total 59,72 140,78 283,24 72,64 51,60 <0,05

Os teores médios de nitrogénio total (Tabela 3.1) considerando todas as variedades
estudasas foram maiores que 100 mg/L. Este valor poderia ser suficiente para produzir uma
bebida fermentada instavel com alto teor de nitrogénio residual, ja que a levedura S. cerevisiae
ndo é capaz de assimilar todo este contetdo na fase de crescimento (NOGUEIRA; WOSIACKI,
2012). Estes valores elevados podem ser devido a adubacdo excessiva da fruta no campo
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). Por outro lado, este valor pode ser favoravel a formacao de

compostos volateis em sidras, dependendo de sua composi¢do em aminoacidos (SANTOS et al.,

2015).
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Figura 3.1 Gréfico de Pareto do perfil de aminoacidos de 13 (treze) diferentes cultivares de maca.

Influéncia do estadio de maturacéo no teor de aminoacidos.

Para esta andlise foram utilizadas as variedades Gala, Fuji Suprema e Lisgala nos estadios
verde, madura e senescente, esta escolha foi feita com base na contribuicdo destas variedades
para o cultivo brasileiro (96% do total) (ABPM, 2014). Foi possivel avaliar o perfil de
aminoacidos das diferentes cultivares e também o comportamento destes com a evolugdo do
estadio de maturacdo (Tabela 3.2).

O cultivar Gala possui a maior somatéria de aminoécidos nos trés estadios de maturacéo,
sendo no estadio verde a maior concentracdo (1183,84 mg/L), apresentando quase trés vezes o
valor da cultivar Lisgala, que possui a menor somatdria (351,89 mg/L) (Tabela 3.2).

Nos trés estadios avaliados neste trabalho os aminoacidos majoritarios sdo aspartato,
asparagina e glutamato, resultado similar ao relatado por Blanco et al. (1988), Lequéré e Drilleau
(1998) e Ye, Yue e Yuan (2007). As pequenas diferencas observadas em relacdo & outras
referéncias podem ser atribuidas as diferentes areas de producdo, idade dos pomares, cultivares e
estadios de maturacdo (YE; YUE; YUAN, 2014; NOGUEIRA; LEQUERE; BULDIN, 2003).



Tabela 3.2 Concentracéo de aminoécidos em amostras de suco de macé feitos com as variedades de maga Fuji

Suprema, Lisgala e Gala nos estadios verde, madura e senescente.
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Aminoacidos Gala Fuji Lisgala
(mg/L) Verde  Madura Senescente Verde Madura Senescente Verde Madura Senescente PSD

Aspartato 188,54° 350,14° 41759 1 138,90° 91,60' 140,15° = 97,75" 14147° 222,09° 1 109,68
Serina 156,53  18,38° 17,70 |  14,88° 11,03® 9,85° | 11,58% 1256° 6,46" | 46,18
Asparagina 506,81  52,02° 4977° | 40,48° 27,82% 2394° | 2962¢ 32,87 12,79 | 152,02
Glutamato 149,07*  84,02° 7507 | 102,88° 38,75 32,789 | 7403" 104,79 58,68° | 34,62
Glicine 13,92 nd nd | nd nd nd nd nd nd -
Histidina nd 13,77° 17,31 1 9,77°  10,91° 16,83° 1 nd 12,30° 9,85° | 6,09
NH3 1,04% 1,79° 1,45 1 0,62 1,09° 1,066 1 1,788  1,14° 091 | 038
Arginina 24,172 nd nd | 7,73 1338° nd 1 nd nd 14,06° 1 8,52
Treonina 20,89°  16,97° 16,39¢ | 1217"  1847° 1562 1 19,36° 20,21 16,65 | 2,60
Alanina 49,29*  27.31¢ 2348° | 1445  16,96' 37,36° 1t 29,75  21,91° 1735" | 10,99
Cisteina nd nd nd nd nd nd nd nd nd -
Valina nd nd nd 3,94 nd nd nd nd nd -
Methionine 10,48°  12,10° 12,74% 1 8,42° 7,56 9,02 1 9,04 10,65 10,79 1 1,65
Lisina 14,23°  6,28° 752 | 6,93° 5,74° nd | 738 6,28¢ 6,25 | 347
Isoleucina nd nd nd nd nd nd nd nd nd -
Leucina nd 6,84¢ 6,04° | 6,84  11,49° 12,66° 1 7,865 17,67 7,66° = 4,72
Fenilalanina nd 2,492 2,29° | 1,49f 1,48f 1,99 1 142f 1,68° 1,85¢ 1 0,69
TOTAL 1183,84 639,06 690,07 396,71 301,23 351,06 351,89 449,60 433,93 .

Nota: nd = ndo detectado; diferentes letras na mesma linha representam diferenga estatistica entre os resultados (p <
0,05); dados sdo médias de trés replicatas.

Os sucos em estadios de maturacdo verde apresentaram a maior somatdria de aminoacidos
em relacdo aos outros dois estadios, com excecdo da variedade Lisgala (Tabela 3.2). Os
aminoacidos que foram consumidos com o avanco da maturacdo nos diferentes cultivares de
macas analisados foram serina, asparagina, glutamato e lisina. Alguns aminoacidos apresentaram
comportamento diferenciado dependendo do cultivar analisado. No cultivar Gala os seguintes
aminoacidos também tiveram seus teores reduzidos com o aumento do estadio de maturacdo
arginina, treonina, alanina, leucina e fenilalanina. No cultivar Lisgala os aminoacidos NHs,
treonina e alanina, tiveram seus teores reduzidos. Os Unicos aminoacidos que mantiveram 0s
teores durante a maturagdo foram aspartato e leucina nos cultivares Fuji e Lisgala,
respectivamente. No trabalho realizado por Blanco et al. (1988), no qual avaliaram o teor de
aminoacidos em diferentes cultivares e em diferentes estadios de maturacédo, foi verificado que
somente 0s aminoacidos asparagina e fenilalanina diminuiram seus teores com a evolucdo da

maturacdo. Kuneman, Braddock e McChesney (1988) concluiram que este comportamento de
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reducdo geral dos aminoacidos com o avan¢o da maturacdo poder ser devido ao processo de
sintese protéica ou ainda ao efeito de diluicdo dos aminoacidos. Na variedade Lisgala , 0 aumento
geral dos aminoécidos durante a evolugdo da maturacdo pode estar relacionada com a sintese de
antocianinas e fendis (BLANCO et al., 1988)

A asparagina possui uma atividade de sintese proteica na desaminacdo e transaminagéo do
nitrogénio total, o que explica a sua reducdo durante o amadurecimento da fruta, comportamento
que n&o foi observado para a variedade Lisgala (YIP; YANG, 1988). A persistente reducdo deste
aminoacido no final da maturacdo, para a maioria da variedades, pode ocorrer devido a atividade
da asparaginase, com consequente acumulo de aspartato neste periodo, justificando assim o
aumento deste durante a maturacao.

Os aminoécidos que apresentaram a mesma tendéncia de comportamento com 0 avanco
da maturidade nos trés cultivares analisados foram serina, asparagina, glutamato, lisina e
metionina. Portanto estes aminoacidos possuem potencial para serem usados como marcadores de
maturagcdo nas macas.

A diminui¢do dos aminoacidos com o avanc¢o da maturacao pode ser atribuida a atividade
proteolitica que ocorre na fruta, producdo de antocianinas e fendis (no caso do aminoécido
fenilalanina), ou na producdo de compostos volateis como os ésteres (BLANCO et al., 1988;
ALCAIDE-HIDALGO et al., 2007).

Aspectos nutricionais dos aminoacidos

Os aminoéacidos possuem papel fundamental na dieta humana, estdo relacionados com a
manutenc¢do da saude e dos tecidos e possuem uma estreita relagdo com a reducdo de doencas de
pele (MCCONATHY; GOODMAN, 2008).

Avaliando os aminoécidos majoritarios encontrados nas veriedades de macad estudadas
neste capitulo, pode-se verificar que estes apresentam importantes fun¢des para a manutengéo da
saude humana. O aspartato esta associado a regulacdo do crescimento de celulas nervosas,
melhorando memdria e aprendizagem, e regulacdo da atividade reprodutiva (KIM et al., 2010;
MACCHIA et al., 2006). A asparagina € usada no tratamento da leucemia (PIETERS et al.,
2011).
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O glutamato tem um importante papel no metabolismo celular, na transmisséo neural e na
oxidacdo celular, este € o neurotransmissor mais importante no cérebro. A maior parte deste
aminoacido ¢ metabolizada no intestino sendo utilizado como fonte para producdo de outros
amino&cidos no organismo (JANECZKO et al., 2007; REEDS et al., 2000; HAWKINS, 2009;
HUANG; DU, 2009).

A serina possui papel bioguimico no corpo humano, sendo relacionada como um agente
terapéutico para doencas neuroldgicas (esquizofrenia, Alzheimer e perda de memdria devido ao
avanco de idade) (LABRIE et al., 2009; HASHIMOTO et al., 2004; MOTHET et al., 2006),
assim como tem sido associada como um agente que melhora a dor e transtornos de ansiedade
(MUTH-SELBACH et al., 2004; MATSUDA et al., 2010).

A associacdo do consumo dos aminodcidos serina, aspartato, asparagina e treonina esta
relacionada com uma reducdo de problemas relacionados a opacidade na visdo (HOOI;
TRUSCOTT, 2010).

Influéncia da fermentacao sobre os aminoacidos

As leveduras S. cerevisiae sdo capazes de distinguir entre fontes boas e fontes ruins de
nitrogénio para a fermentacdo. Dentre os aminoacidos identificados nos sucos analisados,
aspartato, glutamato e asparagina sdo consideradas fontes rapidamente assimilaveis pela levedura
S. cerevisiae (PRETORIUS, 2000). Estes aminoacidos estdo justamente entre 0s majoritarios, e a
presenca deles reprime o efeito que fontes ruins poderiam ter sobre o processo fermentativo
(PRETORIUS, 2000).

Analisando os valores finais de aminoacidos das amostras de sidra é possivel observar, de
forma geral, vérios niveis de consumo destes compostos pela levedura S. cerevisiae (Tabela 3.3).
Nas amostras verdes o percentual de consumo médio durante a fermentacdo foi de 92,33%, ja
para as maduras foi 90,24% e para as senescentes foi de 90,64%. Isso pode indicar que 0s
aminoacidos se encontram na forma disponivel para as leveduras em qualquer estadio de

maturacéo.
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Tabela 3.3 Concentracdo de aminoacidos das sidras feitas com macéas das variedades Fuji Suprema, Lisgala ou Gala
nos estagios de maturacdo verde, madura ou senescente.

Aminoacidos Gala Fuji Lisgala

(mg/L) PSD

Verde Madura Senescente Verde Madura Senescente Verde Madura  Senescente

Aspartato 6,04 nd nd nd nd nd nd nd nd -
Serina 2,78 2,70° 2,80 2,66¢ nd nd nd 2,75° 2,66 1,31
Asparagina 0,66° 0,38¢ 0,78° 0,28° nd nd nd 0,55° 0,26" 0,28
Glutamato nd 5,66° 9,512 nd nd nd nd nd nd 3,38
Glicina 5,152 3,13° 4,41° 2,874 nd nd nd nd nd 2,07
Histidina 5,28° 4,89°f 7,58° 447" 5,86¢ 6,23° nd 13,772 nd 3,97
NH, 0,78 0,45° 0,20¢ 0,10f 0,27 0,16° 0,17¢ 0,08f 0,22¢ 0,21
Arginina 6,56 6,33 5,88°" 6,00°  5,97¢ 5,76% nd 5,669 501" 1,93
Treonina 4,09 nd 4,00 nd nd nd nd nd nd 1,71
Alanina 8,012 3,26¢ 7,86° 3,00° nd nd 2,99° 4,76° 3,03 2,76
Cisteina nd nd nd 4,25° nd nd nd nd 4,10° 1,77
Valina 3,708 nd 3,19° 2,82° nd nd nd nd 2,77 1,60
Metionina 5,46% 4.47° 476" 4,351 nd nd nd nd nd 2,43
Lisina 5,26 nd nd nd nd nd nd nd 508° 2,19
Isoleucina 14,63° 4,40° 28,77% 1,96° nd nd nd nd 253 941
Leucina 555°  10,66° 5,35 7,16°  19,05% 3,559 6,849 3,659 3599 4,77
Fenilalanina 1,13? nd 1,03° nd nd nd nd nd nd 0,46
TOTAL 88,40 51,90 94,10 4396 38,40 23,13 15,84 37,81 34,11 -

Nota: nd = ndo detectado; diferentes letras na mesma linha representam diferenca estatistica entre os resultados (p <

0,05); dados sdo médias de trés replicatas.

E possivel perceber que o consumo de aminoacidos ocorre de forma aleatéria durante o

processo fermentativo (Tabela 3.3). Este comportamento é também observado quando se usam
cepas de leveduras diferentes (VALLES et al., 2005). O aminoéacido aspartato foi totalmente
consumido em praticamente todas as amostras, permanecendo um residual apenas na amostra
Gala verde. Os aminodacidos serina, asparagina, glutamato, NHjs, treonina, alanina, metionina e
lisina foram consumidos em todas as amostras fermentadas, sendo estes junto com o aspartato 0s
maiores contribuintes para as necessidades de nitrogénio das leveduras e para 0 metabolismo
secundario.

Os aminoacidos com maiores indices de consumo durante a fermentacdo foram aspartato,
asparagina e glutamato. Sendo que, estes compostos estavam também entre 0s majoritarios do
suco, o que demonstra que existe uma relacdo direta entre o teor inicial de aminoacidos e o
consumo deste (GARDEN-CERDAN; ANCIN-AZPILICUETA, 2008).
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O consumo destes componentes ocorre por duas razdes principais, para o crescimento das
leveduras e para o metabolismo secundario na producédo de compostos volateis (VALLES et al.,
2005; GAMERO et al., 2011).

Na amostra de sidra de Gala verde foram produzidos os seguintes aminodcidos histidina,
valina, isoleucina e fenilalanina (Tabela 3.3). Na amostra de sidra de Gala madura foram
produzidos os seguintes aminodacidos glicina, arginina, isoleucina e leucina. Na amostra de sidra
feita com Gala senescente os aminoacidos produzidos foram glicina, arginina, cisteina e valina.
Na sidra de Fuji verde os aminoacidos produzidos foram glicina, isoleucine e leucine. A sidra
com Fuji madura produziu apenas o aminoacido leucina, e neste cultivar senescente a arigina. A
sidra com Lisgala madura produziu arginina e a sidra com Lisgala senescente produziu cisteina,
valina e isoleucina. Estes aumentos nos teores de aminoacidos podem ter ocorrido pela conversao
que é possivel entre estes compostos ou pela autélise das células que ocorre nos estagios finais de
fermentacdo (YE; YUE; YUAN, 2014).

Foi feita uma correlacdo dos dados de consumo de aminoacidos durante a fermentacéo
(AA suco - AA sidra) para verificar se existe tendéncia de comportamento destes compostos
durante a fermentacdo. Foi possivel observar que as correlacbes mais altas (r > 0.70 e p < 0.05)
foram entre: [1] aspartato com isoleucina de forma inversa, ou seja, o aspartato foi
extensivamente consumido pela levedura, e ocorreu pequena producdo de isoleucina; [2] serina
com asparagina, glutamato, glicina e arginina; [3] asparagina com glutamato, glicina e arginina;
[4] glicina com arginina; [5] histidina com fenilalanina e inversamente com lisina, glutamato e
glicina; [6] NH3 de forma inversa com arginina; [7] valina com isoleucina; [8] isoleucina com
aspartato e valina; [9] e a fenilalanina se correlacionou inversamente com o consumo dos
seguintes aminoacidos, serina, asparagina, glutamato, glicina e arginina. Estes dados sugerem que
0 consumo destes aminoacidos ndo ocorre de forma aleatéria, e sim que o consumo de um
favorece o consumo do outro.

Uma aplicagdo seria, em mostos de macd, com baixos teores de nitrogénio total,
suplementar com estes aminoacidos, que séo correlacionados entre si, 0 que favorece 0 consumo
durante o processo fermentativo, evitando fermentacdes interrompidas e favorecendo a producéo
de compostos volateis (VALLES et al., 2005; KELKAR; DOLAN, 2012; BISSON; BUTZKE,
2000). E possivel observar também que a demanda de nitrogénio em condices de excesso deste

nutriente, ndo necessariamente resultard em condi¢des diferente de fermentacdo. Por exemplo, o
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mosto de Gala verde, com teor mais elevado de aminoacidos, ndo apresentou cinética de
fermentacdo diferente do mosto Fuji madura, com menor teor de aminoacidos (velocidade de
fermentacdo de 12,00 + 0,01 g/L.dia e liberacdo de CO, de 60,00 £ 0,01 g/L), isto porque o teor
de nitrogénio total das duas amostras foram suficientes (ao redor de 100 mg/L) para o bom
andamento da fermentacdo (ALBERTI et al., 2011).

4 CONCLUSAO

Foi possivel perceber que existe diferenca nos conteidos de aminodcidos entre diferentes
cultivares de macd. Estas diferencas ndo se limitam a apenas um aminoacido, mas sim a
combinacdo entre eles, sendo que os aminoacidos majoritarios em todas as amostras analisadas
foram aspartato, asparagina e glutamato.

Estes aminoacidos majoritarios possuem importantes caracteristicas nutricionais e
tecnoldgicas. E possivel usar esta informacdo sobre os aminoacidos disponiveis na magé para
procedimentos de correcdo de mosto ou suco, favorecendo a qualidade da sidra assim como 0s
aspectos nutricionais dos sucos.

Estas diferencas no conteldo dos aminoacidos também acontecem entre os estadios de
maturacdo, sendo que os aminoacidos apresentaram diferentes comportamentos nos cultivares.
Aspartato, asparagina, serina e metionina tiveram evolucdo semelhante durante o
desenvolvimento da maturacdo para os trés cultivares avaliados.

Durante a fermentacédo foi possivel verificar que o consumo dos aminoacidos ndo ocorre
de forma aleatéria, e sim que o consumo de um favorece o consumo do outro. Os aminoécidos
serina, asparagina, glutamato, NHjs, treonina, alanina, metionina e lisina foram consumidos em

todas as amostras fermentadas.
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CAPITULO 4

ADICAO DE AMINOACIDOS EM MOSTOS DE MACA PARA PADRONIZACAO DE

COMPOSTOS VOLATEIS EM SIDRAS

O conteudo desse capitulo faz parte do resumo apresentado no “16th World Congresso of
Food Science and Technology ” (Anexo II).



59

ADICAO DE AMINOACIDOS EM MOSTOS DE MACA PARA PADRONIZACAO DE
COMPOSTOS VOLATEIS EM SIDRAS

RESUMO

O aroma frutado em sidras € um importante fator de qualidade para a bebida, porém nao
existe uma padronizacdo na producdo destes compostos. Sabe-se que 0s ésteres tém relacéo direta
sobre a formacgédo de aromas com notas frutais e florais em bebidas fermentadas de maca. Esta
pesquisa objetivou verificar a influéncia dos aminoécidos na producdo de ésteres, assim como
utilizar um mosto sintético para otimizar a producdo destes compostos volateis. Foi utilizado
planejamento de misturas “simplex centroid” com 10 ensaios. Na superficie de resposta foi
verificado que existem duas regides de maximizacdo na producdo de ésteres, porém a
combinacdo de aspartato e glutamato predisse uma producdo mais elevada. As concentragdes
Otimas foram sugeridas com 43,44% de aspartato e 56,67% de glutamato. Na aplicacdo préatica do
modelo proposto, um mosto de macd com baixo conteudo de nitrogénio total foi suplementado
com as condi¢des sugeridas e submetido a fermentacdo. Apos este processo foi verificado uma
producdo de quatro vezes mais ésteres do que no mosto sem a suplementacdo e submetido as
mesmas condi¢cdes de fermentacdo. Esta alternativa apresenta-se como uma proposta pratica

viavel para a industria de processamento de sidras na padronizacdo de formacdo de aromas.

Palavras-chave: mosto sintético, aminoacidos, ésteres, aroma.

1 INTRODUCAO

Sidra é uma bebida gaseificada obtida pela fermentacdo alcodlica de mostos de macés de
mesa ou magcas industriais. Esta bebida possui diversos atributos sensoriais que podem variar
entre produtores e paises de producdo como cor, turbidez, acidez, adstringéncia, dogura,

carbonatagéo e espuma. Entretanto o aroma frutado € um dos mais significativos indicadores de
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qualidade, e ndo existe uma padronizacdo destes compostos (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012;
XU; ZHAO; WANG, 2006; LEA; DRILLEAU, 2003; DRILLEAU, 1993; LEQUERE, 1992).

Algumas classes de volateis como ésteres (78 a 92% do total), alcoois superiores (6 a 16%
do total), &cidos carboxilicos, cetonas e aldeidos sdo formados pelas leveduras durante a
fermentacao da sidra, e favorecem a producdo de aroma frutado (RITA et al., 2011; GAMERO
et al., 2011; HERRERO GARCIA; DIAZ, 2006). Os aminoacidos encontrados no mosto inicial
de macd sdo os precursores intermedidrios mais relevantes na biossintese da maioria dos
compostos volateis (ARDO, 2006).

Nitrogénio é encontrado nas macds principalmente na forma de aminoacidos, como
asparagina, glutamina, aspartato, glutamato e serina, que junto somam de 86 a 95% da porc¢éo de
nitrogénio do suco (LEQUERE; DRILLEAU, 1998; SANTOS et al., 2015). De acordo com
Alberti et al. (2011), o contetido de nitrogénio disponivel para as leveduras em sucos de maca é,
em média, 120 mg/L, sendo este nutriente considerado um nutriente limitante para o crescimento
das células e para as atividades fermentativas durante os estagios iniciais da fermentacdo
alcodlica (BARBOSA; MENDES-FAIA; MENDES-FERREIRA, 2012).

Durante a fermentacéo, eles sdo absorvidos pelo sistema de transporte da membrana das
células (GAP — geral permeasse aminoacido), e estes sdo usados principalmente pela via
metabolica de Ehrlich, através da qual muitos compostos volateis sdo formados. Nesta via
metabdlica a levedura produz &lcoois superiores a partir dos aminoacidos e uma parte destes
alcoois € esterificado ou produzido a partir de vias enzimaticas (STYGER; PRIOR; BAUER,
2011; WIPF et al., 2002; PRETORIUS, 2000). A velocidade de assimilacdo destes compostos é
varidvel, dependendo do funcionamento dos sistemas de transportes e dos aminoacidos em si,
alguns sdo assimilados mais facilmente (aspartato e asparagina, por exemplo) (RIBEREAU-
GAYON; DUBOURDIEU; LONVAUD, 1998).

Santos et al. (2015) relatou que sucos de macd com uma concentracdo mais elevada de
aminoacidos submetidos a fermentacdo com S. cerevisiae Bouquet produzem concentra¢cdo mais
elevada de compostos volateis que contribuem para aroma frutal e floral na sidra. Na sidra, os
aminoacidos aspartato, asparagina e glutamato apresentam correlacdo na producéo de 3-metil-1-
butanol, 2-feniletanol, 2-hexanol, etanoato de etila, etanoato de 3-metilbutila, octanoato de etila,
butanoato de etila, decanoato de etila e etanoato de hexila (SANTOS et al., 2015).
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Os esteres possuem uma relacdo direta com a formacdo de aroma frutado em bebidas
fermentadas (STYGER; PRIOR; BAUER, 2011; GAMERO et al., 2013; YE; YUE; YUAN,
2014). A concentragdo destes compostos volateis apds o processo fermentativo depende de varios
fatores, entre eles a cepa de levedura e a quantidade de aminoécidos do mosto inicial (COLE;
NOBLE, 1995). Os ésteres responsaveis pela formacao de aroma frutado nas sidras sdo etanoato
de etila, etanoato de 2-feniletila, hexanoato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila,
butanoato de 2-metiletila e butanoato de etila (SAERENS et al., 2008; PIETROWSKI et al.,
2012; SANCHO; RAO; DOWNING, 1997; BRAGA et al., 2013).

A influéncia de cada aminoacido, de forma isolada, sobre a formacdo de aromas na sidra
tem sido pouco estudada, e também se percebe a necessidade de padronizacdo dos aromas na
sidra visando melhorar a qualidade da bebida. Com isso, o objetivo deste capitulo foi identificar
0s aminodcidos que estdo relacionados com a producdo de aroma frutado em sidras através do

uso de mosto sintético, e otimizar a producdo de ésteres.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

As macds Gala e Fuji foram adquiridas da Estacdo Experimental de Extensdo Rural e
Agricola (EPAGRI, SC — Brasil) (safra 2011 / 2012).

A cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae Bouquet (AEB Group, Itéalia) foi utilizada
na forma seca, ativa, reidratada e inoculada com uma populacgo inicial de 2.0 x 10° ufc/mL.

As vitaminas (mioinositol, &cido nicotinico, acido pantoténico, tiamina, piridoxina e
biotina) e os aminodacidos (aspartato, asparagina, glutamato e serina) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Alemanha), e os sais da Vetec Quimica Fina LTDA (Brasil). Os &cidos malico e os
acucares foram adquiridos da Biotec Quimica LTDA (Brasil).

Os padrdes de compostos volateis etanal, propanoato de etila, butanoato de etil 3-metila,
etanoato de propila, etanoato de 2-metil propila, butanoato de etila, hexanona, 2-heptanona, 2-
metil-1-butanol, 2-hexanol, 2-octanona e hexanoato de etila foram adquiridos pela Interchim
(Montlugon, Franca). Etanoato de etila, etanoato de butila, etanoato de 3-metilbutila, etanoato de
hexila, propoanoato de 2-hidroxi etila, 1-hexanol, octanoato de etila, decanoato de etila, acido

butanoico, butanedioato de dietila, 2-feniletanol, dodecanoato de etila e acido octandico foram
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adquiridos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). 3-metil-1-butanol foi adquirido da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes quimicos utilizados neste estudo foram de grau
analitico. As solucGes aquosas foram preparadas utilizando agua ultra-pura (Millipore, Sdo Paulo,
Brasil).

2.2 Formulacao do mosto sintético e do fermentado sintético

O mosto foi produzido de acordo com Salmon; Fornairon; Barre (1998), com algumas
modificacbes: 89,63 g de glucose, 38,97 g de frutose, 2,43 mg de acido maélico, 20 mg de
mioinositol, 2 mg de acido nicotinico, 1,5 mg de acido pantoténico, 0,25 mg de tiamina, 0,25 mg
de piridoxina, 0,1 mg de biotina (as vitaminas foram adicionadas sem agitar a mistura), 750 mg
fosfato de potéssio di-hidratado, 252 mg of sulfato de potéssio, 99 mg de sulfato de magnésio
heptahidratado, 155 mg de cloreto de célcio di-hidratado, 200 mg de cloreto de célcio, 4 mg de
sulfato de manganés monohidratado, 4 mg de sulfato de zinco heptahidratado, 1 mg de sulfato de
cobre pentahidratado, 1 mg de iodeto e potassio, 0,5 mg de cloreto de cobalto hexahidratado, 1
mg de acido bdrico, 1 mg de molibdato de amonio, 120 mg de nitrogénio na forma de
aminoacidos (aspartato, glutamato, asparagina e serina — a adi¢do foi baseada na quantidade de
nitrogénio em cada molécula de aminoéacido, e agua destilada para completar 1 litro de mosto
(LEQUERE; DRILLEAU, 1998; WOSIACKI et al., 2008; ALBERTI et al., 2011). O mosto
sintético padrdo com os quatro aminoacidos adicionados ao mesmo tempo recebeu a sigla de
identificacdo SSM, e serd assim denominado durante todo o trabalho.

Os aminoéacidos aspartato (Asp), asparagina (Asn), glutamato (Glu) e serina (Ser) foram
adicionados de forma isolada no mosto sintético (correspondendo a 120 mg/L de nitrogénio total)
para avaliar a influéncia de cada um sobre a formacdo de compostos volateis. A escolha destes
aminoacidos foi baseada em referéncias prévias sobre o conteido de aminoacidos em macas
(LEQUERE; DRILLEAU, 1998; GARAI-IBABE et al., 2013; SANTOS et al., 2015).

Para a fermentacdo, utilizados frascos tipo Erlenmeyers de 250 mL equipados com uma
borracha e inoculados com Saccharomyces cerevisiae Bouquet, com volume de mosto de 200
mL. A temperatura ambiente foi de 20 + 1 °C. O didxido de carbono liberado causa uma redugéo
da massa dos fermentadores e isto torna possivel calcular os parametros de cinética como tempo
de fermentacdo (até peso constante) e velocidade de fermentacdo (dCO./dt) (BELY;
SABLAYROLLES; BARRE,1990; ALBERTI et al.,, 2011). A populagcdo de leveduras foi
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monitorada com o uso de camara de Neubauer (XB-K-25, SMIC, China) (LEE; ROBINSON;
WANG, 1981).

Os fermentados foram centrifugados a 10200 g em 4 °C por 20 minutos (Hitachi Himac
CR 21 GlI, Japéo) e o sobrenadante foi separado, armazenado em garrafas de 500 mL e estocados

a -18 °C até futuras analises.

2.3 Processamento do mosto de maga e sidra

As variedades de maca Gala e Royal Gala foram usadas para o processamento de suco e
sidra. As frutas foram selecionadas e limpas e entdo fragmentadas em microprocessador
(Metvisa, Brasil). Esta massa foi embalada em telas plasticas, superpostas e submetidas a uma
pressdo de 3,0 kgf/cm? por 5 min (Hoppe Ind. Ltda., Brazil). O suco foi tratado com pectinase
(Pectinex, Novozymes, Brasil) a uma taxa 3,0 mL/hL (25 °C por 2 h). O processo de fermentacao
ocorreu conforme descrito para mostos sintéticos.

A amostra de sidra com a variedade Gala foi produzida a fim de comparar o
comportamento de fermentacdo com o mosto sintético, devido esta cultivar estar entre as cinco
mais produzidas no mundo (SHAO et al., 2010). Ja as amostras com a variedade Royal Gala
foram feitas para a aplicacdo dos resultados do planejamento fatorial em um mosto de maca com

baixo teor de nitrogénio.

2.4 Planejamento experimental

O delineamento experimental foi realizado para verificar a influéncia dos aminoacidos na
formacdo de compostos aromaticos. Os aminoacidos que apresentaram o maior teor de ésteres
(fator resposta) nas fermentagdes sintéticas foram aspartato, glutamato e asparagina, e por isso
foram utilizados no planejamento de misturas. A somatoria de ésteres foi definida como fator
resposta com base na importancia dos ésteres para a sensa¢do do aroma frutado e floral em
bebidas fermentadas de frutas (GAMERO et al., 2013).

Mostos de macé sintéticos foram preparados de acordo com um planejamento simplex-
centroid, contendo dez diferentes misturas (aminoacidos isolados, misturas binérias e ternérias)
(Tabela 4.1). A concentragdo dos aminoécidos nas misturas foi feita de modo que o teor de
nitrogénio total dos mostos ficasse igual a 120 mg/L. Este teor foi definido devido ser o teor

médio disponivel para as leveduras, sendo suficiente para 0 maximo crescimento de células e
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maxima atividade fermentativa, evitando fermentacdo lenta ou interrompida (ALBERTI et al.,
2011).

Tabela 4.1 Planejamento fatorial “simplex-centroid” aumentado para dez tratamentos de misturas de aspartato,
glutamato e asparagina.

Ensaios Proporg¢do de cada aminoacidos na Quantidades de cada aminoé&cido (g/200mL de
mistura mosto)
Aspartato Glutamato Asparagina
1 (1;0;0) 0,228 0,000 0,000
2 (0;1;0) 0,000 0,252 0,000
3 (0,0,1) 0,000 0,000 0,114
4 (0,5; 0,5; 0) 0,114 0,126 0,000
5 (0,5; 0; 0,5) 0,114 0,000 0,057
6 (0; 0,5; 0,5) 0,000 0,126 0,057
7 (0,33;0,33; 0,33) 0,076 0,084 0,038
8 (0.66; 0,17; 0,17) 0,152 0,042 0,019
9 (1/6; 0,66; 1/6) 0,038 0,168 0,019
10 (0,17; 0,17; 0,66) 0,038 0,042 0,075

2.5 Andlise cromatogréfica dos compostos volateis

Amostras (6 mL) de suco de macd ou sidra foram colocadas em frascos de vidro de 20
mL. Apds, foram adicionados 50 pL de padrdo interno (&cido heptandico). Antes da injecéo, as
amostras foram mantidas a 60 °C por 10 minutos sob agitacdo no forno do injetor automatico
(Cromatografo a Gas Young Lin Instrument, Anyang, Korea). A captura dos compostos foi feita
no headspace de acordo com o método descrito por Pietrowski et al. (2012). A analise de
compostos aromaticos foi feita por cromatografia a gas, usando o equipamento Young Lin
Instrument — (YL 6100 GC, Anyang, Korea) equipado com FID, coluna capilar (30 m x 25 mm,
0,25um de espessura e filme ZB-WAX; Phenomenex, CA, EUA) e detector por ionizacdo de
chama. A temperatura de injecao foi 220 °C e a temperatura de deteccao foi de 230 °C. O gas de
arraste foi nitrogénio, com um fluxo de 2,5 mL/min, e a técnica de injecdo foi Split 1:1,2. As
condicdes de analise foram programadas com uma temperatura inicial de 40 °C por 5 minutos,
com um aumento de 10 °C/min até 150 °C, mantendo esta temperatura por 10 minutos. A
temperatura foi entdo aumentada por 10 °C/min até 200 °C por 5 minutos e finalmente aumentou
em 10 °C/min até 220 °C, onde foi mantida 16 minutos. O método de injecdo automatica do CG
foi usado com um volume de 1500 uLL (CORDENTE et al., 2012). A quantificacao foi realizada

por curva de calibracdo de padrdes, e as determinacOes foram realizadas em triplicatas.
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2.6 Analise cromatogréfica dos aminoacidos

Os aminoacidos foram extraidos a partir de 3 mL de amostras com 2 mL de norleucina
0,25 mmol/L (usada para taxas de recuperacdo). A mistura foi centrifugada a 13000 g, 4 °C por
20 minutos (Centrifuga Hitachi Himac CR 21 GlI, Japdo) e o sobrenadante foi filtrado em seringa
de nylon de 0,2 um (Waters, EUA). Os aminoacidos foram derivatizados usando um Kit de
reagente AccQ Tag "™ da Waters (frasco 1: 200 mmol/L de tamp&o borato, pH 8,8; frasco 2:
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hydroxysuccinimidil, AQC; frasco 2B: acetonitrila). A
identificacdo e quantificacdo foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) usando um equipamento Alliance 2695 (Waters, MA, EUA) equipado com detector de
fluorescéncia Alliance 2475 (Waters, USA) e uma coluna Pico Tag (4 pum, 3.9 x 150 mm).

As anélises foram realizadas de acordo com a metodologia AccQ Tag™ usando um Kit
completo da Warters (USA). Um sistema de elui¢cdo binario foi usado, que consistiu de Fase
Movel A (140 mmol/L de acetato de sodio e 17 mmol/L de trietanolamina) e Fase Movel B
(Acetonitrila 60%). O gradiente de fase movel utilizado foi 0% B (0 min), 2% B (0.5 min), 7% B
(15 min), 9% B (19 min), 12% B (22 min) e 30% B (33 min) seguido pela lavagem e
recondicionamento da coluna. No detector de fluorescéncia foram usados comprimentos de onda
para a excitacdo de 250 nm e para a emissdo de 395 nm. Os picos foram identificados por
comparacdo do tempo de retencdo com 0s cromatogramas dos padrbes de aminoacidos, e a
quantificacdo dos aminoéacidos individuais foi verificada baseada em &rea do pico das curvas de
calibracédo destes padrdes (em pelo menos cinco concentragdes).

2.7 Analises fisico-quimicas
O é&cido malico foi determinado por titulacdo (expresso em g/L), acidez volatil foi
expressa como acido acético (g/L) (IAL, 2008), e nitrogénio total foi determinado pelo método de
Kjeldhal (mg/L) (BARON; BOHUON; DRILLEAU, 1977). As analises de acUcares redutores
totais (ART) foram realizadas segundo o método tradicional de Somogyi-Nelson (TANNER;
BRUNNER, 1985). Todas as analises foram realizadas em triplicatas.
O élcool foi destilado e determinado por Densimetria (Microviscosimetro, Lovis 2000 ME

— Anton Paar).
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2.8 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + DP ou PSD, quando apropriado. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada usando o teste Kolmogorov-Smirnov e a
variancia foi analisada fazendo-se teste F (dois grupos) ou teste de Levene (trés ou mais grupos).
As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelas médias do teste t-Student para amostras
independentes (dois grupos) ou one-factor ANOVA seguido do teste LSD Fisher. P-valores
abaixo de 0,05 foram usados para confirmar a hipotese de similaridade / igualdade.

Foi usada a metodologia de superficie de resposta (MSR) para modelar a soma de ésteres.
Para isto, uma equacdo polinomial de segunda ordem foi usada para ajustar os dados

experimentais. O modelo geral usado em MSR esta demonstrado na Equacéo 1:

Y ik (X) = D 3i=1 Dixi T 2 3i<1 3] bijxixj + bijkxixjxk (1)

Onde Y, € a resposta predita, b;, bj, e bjj sdo os coeficientes da regresséo para termos
lineares, quadraticos e cubicos, respectivamente, e X;, X; e Xx S0 as variaveis independentes. A
equacdo geral tem sua significancia estatistica examinada por ANOVA. O termo que nao foi
significativo pela ANOVA foi removido do modelo e o dado foi reajustado apenas para
parametros significativos (p < 0,05), e a superficie foi construida. A proximidade do modelo
ajustado foi avaliada pelo coeficiente de regressdo (R?) e seu valor ajustado. O modelo também
teve a normalidade residual avaliada pelo teste Shapiro-Wilk.

Depois da modelagem, foi realizada uma otimizacdo para maximizar a producdo de
ésteres usando a funcéo de preferéncia proposta por Derringer e Suich (1980). A fim de verificar
0 poder da previsdéo dos modelos pela comparacdo dos valores preditos com os dados
experimentais, foram realizados procedimentos experimentais e os resultados foram avaliados
pelos intervalos de predi¢do ao nivel de 95%. Todas as analises estatisticas foram realizadas
usando Statistica 7.0 (StatSoft Inc., EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises do mosto sintético e do mosto de macga
Analisando as diferencas entre 0s mostos iniciais, sabe-se que o sintético continha

inicialmente 128,60 g/L de agUcares totais e 120,00 mg/L de nitrogénio total, e o de mac¢é 106,25
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g/L de acucares e 134,92 de nitrogénio total. Estes valores do mosto sintético foram determinados
com base em concentracdes medias existentes em sucos de macd de diferentes variedades
(WOSIACKI et al., 2008; ALBERTI et al., 2011). A amostra de mosto sintético padrdo (SSM)
teve parametros de cinética de fermentagdo similares (p > 0,05) ao mosto de macé (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Parametros cinéticos de fermentacdo alcodlica de mosto de maga e mosto sintético de magca.

Parametros cinéticos Mn(zsat;ég € SsM™ PSD™  p(F-test)  p (Student-t test)
Tempo de fermentacéo (d) 11,33 10,67 0,58 0,25 0,06
Liberacdo de CO, (g/L) 61,77 60,41 0,56 0,14 0,59
(dCO2/dt)max (g/L.d) 11,48 13,12 0,56 0,09 0,61
Tmax (dias) 1,72 1,93 0,06 0,33 0,34
Xmax (cel/mL) 6,73 x 10’ 6,81 x 10’ 2,00x10° 0,87 0,90

Nota: (dCO2/dt)max = velocidade méxima de fermentacdo; Tn.x = tempo para velocidade méxima de fermentacéo;
Xmax = maxima populagdo de células. * Dados médios das variedades Gala e Fuji (n = 10); ** SSM = mosto sintético
padrdo. Os resultados expressos sdo médias de dados obtidos de diferentes fermentacGes em diferentes tempos (n =
8). ***PSD = desvio padrdo combinado.

Com os resultados das analises fisico-quimicas (Tabela 4.3) foi possivel verificar que o
consumo de aglcares apés 12 dias de fermentacdo (99,11%) e o consumo de nitrogénio total
pelas leveduras (73,04%) estdo em concordancia com valores obtidos para sidras feitas com

diferentes cultivares de leveduras Saccharomyces cerevisiae (ALBERTI et al., 2011).

Tabela 4.3. Analises fisico-quimicas de mostos e fermentados sintéticos e de sidras.

Parametros de Mostos Fermentados
fermentacéo Apple*** SSM** Apple*** SSM**
ART* (g/L) 106,25 + 0,65° 128,60 + 0,01° 1,78 + 0,032 0,13 +0,01°
Nitrogénio total (mg/L) 134,92 +5,13° 120,00 +0,01° 35,03+0,90° 35,55 + 0,018
Etanol (%, v/v) nd nd 7,200,102 7,20 £ 0,108

Nota: * ART = agUcares redutores totais; ** SSM = mosto sintético padrdo; *** Média de dados para variedades
Gala e Fuji (n = 10); ® © = letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas entre as amostras de
mostos e fermentados (p < 0,05); nd = ndo detectado.

Apos verificar que o mosto sintético teve comportamento de fermentacdo semelhante ao
mosto de macd (p > 0,05), foi possivel avaliar a influéncia de cada aminoacido sobre a formacgéo
de compostos volateis.

Os mostos sintéticos com aminoacidos adicionados isoladamente (aspartato, glutamato e
asparagina) apresentaram consumo de nitrogénio total médio de 87,29 + 2,06% durante a
fermentacdo, valor proximo ao observado para fermentados de maca (ALBERTI et al., 2011,
BRAGA et al., 2013).
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Compostos volateis

Os compostos volateis encontrados em maior concentracdo nas sidras e nos fermentados
sintéticos com diferentes fontes de nitrogénio foram etanoato de etila, etanal, 2-feniletanol e 3-
metil-1-butanol (Tabela 4.4). Todos estes foram identificados como compostos majoritarios em
sidras e, nas concentracOes detectadas (variando entre 12,71 e 3482,77 mg/L) eles contribuem
com notas florais e frutadas de aroma (CIANI; BECO; COMITINI, 2006; GARDEN-CERDAN;
ANCIN-AZPILICUETA, 2008).



Tabela 4.4 Concentracdo de compostos volateis, no headspace de amostras de mosto de maca, sidra e fermentados sintéticos com diferentes
aminoéacidos adicionados separadamente.

Aminodcidos avaliados de forma isolada

C/onflpostos Mosto~de Sidra Most_o _si_ntético SSM
volateis (mg/L) magca inicial Asp Asn Glu Ser

Etanal 457,73£29,64 1274,52+12,06 124,90 £30,81 1964,23+10,60° 552,99 + 131,42" 343,25 +29,12° 690,17 + 25,63° 3482,77 + 157,06
Etanoato de 2- 10,56+0,96 nd nd nd nd nd nd nd
metilpropila

Etanato de etila 159,38+1,54  980,43+17,43 nd 719,26 £7,20° 838,94 +53,70° 835,91 + 30,94° 762,64 £ 7,62 12,71 +0,24°
Butanoato de etila nd 20,18+0,86 nd 12,92 +1,90 13,37 £ 2,06 13,52 + 2,86 10,99 + 0,49 nd
Etanoato de butila 22,66+0,17 18,97+0,07 nd nd nd nd nd nd
Etanoato de 3- 27,02+0,32 109,75+3,44 nd 39,31 + 3,30° 56,92 + 3,77° 49,57 £2,77* 43,19 +7,57™ nd
metilbutila

Etanoato de hexila 13,53+0,27 39,71+1,78 nd nd nd nd nd nd
3-metil-1-butanol 92,87+2,39 2152,53+7,85 nd 1953,16 £ 19,16 2282,68 + 313,41 2045,87 = 2099,97 + 81,27 nd
2-hexanol nd 210,00+3,56 nd 93,40 +9,40° 147,32 +30,91° 136,73 1%8019% 90,46 + 3,97° 335,48 +17,55%
2-heptanona nd 23,17+0,01 nd nd nd nd nd nd
2-octanona nd nd nd nd nd 22,17 +0,00 nd nd
1-hexanol 23,55+1,08 nd 10,71 + 3,26 nd nd nd nd nd
Octanoato de etila nd 66,56+2,07 nd 54,40 + 5,04° 66,14 + 2,56° 55,55 +0,73" 40,55 +1,32° nd
Decanoato de etila nd 41,15+2,60 nd 66,50 + 6,05 58,76 + 0,73" 53,59 + 4,18° 28,06 + 0,44° nd
2-feniletanol nd 800,40+5,37 nd 724,07 +7,02° 799,38 + 64,72 798,26 + 0,00® 787,41 + 4,66® nd
Dodecanoato de 52,81+0,66 51,74+0,55 nd 73,85 + 7,08 102,64 + 25,29* 82,32 £3,02* 31,41 +3,80° nd
f)I'té;E:‘I'AL 860,11 5789,11 135,60 5701,11 4919,16 4705,70 4584,85 3830,95

Nota: nd = ndo detectado; diferentes letras na mesma linha representam diferenga estatistica entre os resultados (p < 0,05); dados sdo médias de trés

replicatas.

69



70

O nivel de compostos volateis formados durante a fermentacdo com aminoacidos isolados
(Tabela 4.4) foi diferente significativamente (p < 0,05), o que demonstra o efeito destes
compostos sobre 0 metabolismo dos aromas. Isto também foi reportado por Hernandez-Orte et al.
(2005), ao avaliar o efeito da adicdo de diferentes fontes de nitrogénio total (amoénia ou
aminoacidos) sobre a formacdo de compostos volateis em vinhos. Os resultados demonstraram
que a suplementacéo de nitrogénio interfere na producdo de alcoois e ésteres.

No mosto sintético inicial, antes do processo de fermentacao, foram identificados apenas
dois compostos volateis, estes compostos deviam estar presentes nas matérias primas utilizadas
na formulacéo.

Os compostos etanal, etanoato de etila e 2-hexanol foram produzidos em todos 0s mostos
sintéticos. Dodecanoato de etila, 2-feniletanol, octanoato de etila, 3-metil-1-butanol e etanoato de
3-metilbutila foram produzidos em todos os mostos sintéticos, com exce¢do apenas para 0 mosto
com adicao de serina como nitrogénio total. Os compostos 1-hexanol, etanoato de 2-metilpropila,
etanoato de butila e 2-heptanona ndo foram identificados nos mostos sintéticos fermentados, e o
conteldo de etanal aumentou em todos os tratamentos. O 1-hexanol foi consumido nas
fermentagdes de maca e sintética. Com isso, fica evidente que os aminoacidos estdo associados
com a producédo de compostos volateis em sidras.

Fazendo uma comparacdo apenas entre 0s mostos sintéticos (Tabela 4.4), o aspartato
apresentou a maior producdo de dodecanoato de etila, etanoato de etila, 2-feniletanol, octanoato
de etila, etanoato de 3-metilbutila e 3-metil-1-butanol, composto que sdo relacionados a sensacéo
aromatica floral e frutada em fermentados de uva (CIANI; BECO; COMITINI, 2006). O mosto
com glutamato produziu, ap6s a fermentacéo, as menores concentracoes de etanal, etanoato de 3-
metilbutila, 2-hexanol, octanoato de etila e decanoato de etila, nas amostras em que estes
compostos foram detectados.

E possivel observar que os aminoacidos que produziram as maiores quantidades de ésteres
foram aspartato (1136,77 mg/L), asparagina (1090,47 mg/L) e glutamato (916,84 mg/L). Por esta
razdo, estes foram os aminoacidos escolhidos para o planejamento experimental simplex centroid.

Outro importante aspecto € que a adicdo de serina produziu baixas concentracdes de
compostos volateis (3830,95 mg/L) quando comparada com outros aminoacidos, apresentando

apenas etanal, etanoato de etila e 2-hexanol. Isto pode ter ocorrido pelo fato que este aminoacido
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somente é assimilavel quando existem outras fontes de nitrogénio no meio (amonia, por
exemplo).

Com a variacao significativa na producdo de compostos volateis ap6s a fermentacéo é
possivel perceber que os aminoécidos presentes no mosto exercem influéncia sobre a produgéo

de aromas durante a fermentacao.

Parametros de fermentacdo para o planejamento “simplex centroid”

Os teores totais de ésteres entre 0s ensaios variaram de 921,24 a 1321,22 mg/L, sendo o
ensaio 3 (1321,22 mg/L) com a maior concentracdo e o ensaio 6 (921,24 mg/L) com a menor.
Etanoato de etila (651,95 a 1031,08 mg/L) e dodecanoato de etila (28,13 a 121,06 mg/L) foram
0s ésteres mais produzidos nestes ensaios (Tabela 4.5). Os compostos que apresentaram maior
variagdo na quantidade detectada, considerando todos os ensaios foram, etanal, hexanoato de

etila, octanoato de etila, dodecanoato de etila e 2-hexanol.



Tabela 4.5 Compostos volateis das diferentes misturas de aminoacidos do planejamento fatorial.
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Compostos Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 p

volateis ANOVA
Etanal 625,61+52,82 716,26+11,20° 713,1042,96"  944,73+191,92° 1631,23+2,82°  576,40+27,26 2017,48+2,37° 1343,87+28,86° 1016,76+47,08® 1105,61+0,00° <0,001
Etanoato de etila 898,77+6,09% 951,71+6,90®°  870,48+10,40°  1031,08+187,60° 908,01+4,89®  718,14+7,68° 880,41+4,12"  931,3848,32% 860,33+42,75°  651,95+37,75°  <0,001
Butanoato de etila nd nd nd 10,3840,44" nd 9,970,01° 10,19+0,30™ 10,54+0,11* 10,87+0,02° nd  <0,001
Etanoato de hexila nd 9,23+0,04° 199,44+0,00° nd nd nd nd nd nd nd <0,001
Etanoato de 3- 31,64%2,58" 35,32+4,38" 29,90+0,31° 31,534,92% 30,83+0,18"  34,38+3,40™ 31,25x0,48" 33,4420,47™ 36,8520,00" 79,21+3,08*  <0,001
metil butila
Hexanoato de etila 33,93+1,58" 65,51%3,55" 43,84%0,00° 36,280,001 55,93%2,18° 32,920,001 35,4120,13" 40,01+0,79° 43,09+1,79%  136,78+0,00°  <0,001
Octanoato de etila 28,590,60° 33,350,00™ 29,910,01% 32,6620,19" 28,6810,24°  30,43%3,25% 30,29+0,24% 30,250,03% 35,5620,67" 43,784550°  <0,001
Decanoato de etila 26,15+1,33% 32,880,28" 26,57+0,00% 26,20%1,50% 21,92+0,71° 20,986,81" 22,4620,05" 24,71%1,34° 30,970,73" 48,51+4,96°  <0,001
Dpldecanoato de 28,1315,21f nd 121,060,00* 109,32+10,01° 102,79+1,56" 74,4120,00° 85,22+6,96" 98,10+6,25° 107,80%1,70™ nd  <0,001
etila
2-feniletanol 560,13+112,26° 699,86+74,14°  629,22+0,00% 617,2146,01% 707,85£0,00°  605,15+0,00° 546,21+34,30°  644,09+72,09°  697,10+109,50° 17,71+0,00°  <0,001
1-hexanol nd 7,5640,21 7,70+0,00 nd nd nd nd nd nd nd -
3-metil-1-butanol 2073,061133,% 2332,38+63,17%°  2347,32+0,00°  2718,75+490,28°  2619,58+24,81"  2043,46+0,00°  2273,44%+39,46°  2548,04+8,64°  2172,76+56,16° 45,2240,00°  <0,001

7

2-hexanol 58,01x1,53¢ 86,632,36™ 75,580,00" 82,60+12,61™ 65,661,12%  83,17+11,37™ 76,90+2,10™ 70,95+2,10% 96,50+3,10° 51,41#4,15"  <0,001
Hexanona 12,78+2,55 22,904,97° 26,92+0,48" 32,87+3,53° 31,83+0,85% 22,3123,41° 25,830,95° 32,700,70° 24,070,00° 7,96+0,00°  <0,001
2-octanona nd nd nd nd nd 21,69+0,07 nd 21,65+0,04 21,59+0,34 nd -

Y ésteres 1047,21 1128,00 1321,22 1277,44 1148,16 921,24 1095,24 1168,44 1125,46 960,23 -

TOTAL 4376,80 4993,61 5121,05 5673,60 6204,31 4273,43 6035,11 5829,74 5154,26 2188,13 -

Nota: nd = ndo detectado; diferentes letras na mesma linha representam resultados diferentes estatisticamente (p < 0.05), os dados sdo médias de trés replicatas.



Os dados de cinética de fermentacdo (tempo de fermentacdo, liberacdo de CO,
velocidade de fermentagdo, tempo para atingir velocidade maxima e contagem de células no
momento da velocidade maxima) para os ensaios foram semelhantes entre si, exceto para 0s
ensaios onde a asparagina estava em quantidade superior aos outros dois aminoécidos (ensaio 10)
ou no ensaio onde ela estava na mesma concentracdo do glutamato (ensaio 6). Nestes testes a
velocidade media de fermentacéo foi 6,57 + 0,60 g/L.d, enquanto que nos outros oitos ensaios a
velocidade media foi de 15,83 + 1,19 g/L.d. Estes dados, juntamente com os valores mais baixos
de producéo de ésteres pelos ensaio 6 e 10, presumem um efeito negativo da asparagina quando
em altas concentracdes no inicio da fermentacdo combinada com os outros dois aminoacidos.

Um modelo matematico usando MSR foi desenvolvido para verificar a influéncia entre
misturas binarias e ternarias de aminoécidos (aspartato, glutamato e asparagina) sobre a produgédo
de ésteres em fermentacgdes sintéticas.

A representacdo grafica ternaria (Figura 4.1) evidencia que existem que existem duas
regibes que maximizam a producdo de ésteres. Mas, aplicando estas condi¢cbes no modelo
proposto pela Equacdo 2, e levando-se em conta os resultados comentados de cinética de
fermentacdo, percebe-se que a combinacdo de aspartato e glutamato produz uma somatéria de
ésteres levemente superior quando comparada a condi¢cdo de 100% de asparagina, e acaba tendo

condicdes de fermentacdo melhores.
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Figura 4.1 Superficie de resposta da somatdria de ésteres do planejamento de misturas.

O modelo sugerido foi significativo (F = 6,46, p = 0,03), e também explica 83,79% da
variancia dos dados (R? ajustado = 0,71). A interacdo entre aspartato e glutamato (X1X»)
influenciou positivamente na producdo de ésteres, enquanto que a interacdo entre glutamato e
asparagina (X,X3) teve influencia negativa (Equagéo 2).

Y =1039.61 X; + 1146.71 X, + 1264.30 X3 + 782.55 XX, — 1288.89 X,X3 (2)

Ap0s esta modelagem, um procedimento de otimizacdo simultanea foi realizado com o
modelo (funcdo desejada), a fim de verificar esta maximizacdo dos valores de ésteres. As
concentragdes Otimas sugeridas foram 43,44% de aspartato, 56,67% de glutamato e 0% de
asparagina.

E uma pratica comum na modelagem realizar a verificacio experimental do modelo
proposto. Este passo foi realizado em um experimento de fermentacdo com as melhores
condicdes sugeridas e nos mesmos parametros do planejamento fatorial.
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Pelo modelo proposto, a quantidade de éster a ser produzida deveria ser proxima de
1292,42 mg/L (x 95% de predicdo). Pela validacdo externa, o total de ésteres obtidos foi de
1110,48 mg/L, ndo apresentando diferenca significativa entre os valores preditos (p = 0,23).
Portanto, o modelo obtido encontra-se adequado para producao de ésteres em sidras.

Validacdo do modelo e aplicacéo pratica

A aplicagdo pratica do modelo matematico foi feita em um mosto de baixo teor de
nitrogénio total (62,48 + 1,74 mg/L) do cultivar Royal Gala. Este mosto foi complementado com
nitrogénio total até um teor de 120,00 mg/L com os teores de aspartato e glutamato propostos
pela otimizacdo. Este mosto enriquecido foi submetido a fermentacéo e posteriormente a anéalise
de compostos volateis, juntamente com um mosto controle, do mesmo lote. O fermentado sem
suplementacdo de aminoacidos alcangou um total de ésteres de 420,54 mg/L (Tabela 4.6). Em
contrapartida, o fermentado suplementado com aspartato e glutamato alcangou uma somatoria de
1634,93 mg/L.

Tabela 4.6 Compostos volateis de sidra de maca Royal Gala com e sem suplementacgdo de aminoacidos.

Compostos volateis (mg/L) Mosto suplementado Mosto sem suplementacdo
Etanal 564,30 + 82,5 1864,82+114,24°
Etanoato de 2-metilpropila nd nd
Etanoato de etila 1405,12 + 1,40 352,22+23 35"
Butanoato de etila 97,31+ 10,60 nd
Etanoato de etila nd nd
Etanoato de hexila 18,16 + 1,05 13,59+0,06"
Etanoato de 3-metilbutila 48,01+ 0,40 nd
Hexanoato de etila 29,69 + 0,20 nd
Octanoato de etila 27,87 +1,02° 20,03+0,38"
Decanoato de etila 18,59 + 2,84 12,06+0,10
Dodecanoato de etila 29,02 + 11,56 22,64+1,46
2-feniletanol 1112,46 £ 84,77 nd
1-hexanol 36,14 + 0,16° 85,35+8,00%
3-metil-1-butanol 184,29 + 2,13 179,22+1,80
2-hexanol nd nd
Hexanona 22,00+ 4,12 30,79+1,12
2-heptanona nd nd
2-octanona nd nd
Total de ésteres 1673,77 420,54
> de volateis 3592,96 2580,72
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Os resultados demonstram uma aplicacdo satisfatéria, indicando que a suplementacédo de
mostos naturais de macd com estes dois aminoacidos supre a necessidade de nitrogénio, quando
este se encontra em deficiéncia, evitando fermentagéo interrompida e valorizando a formagéo de
compostos volateis com aroma frutado, uma proposta pratica vidvel para a industria de

processamento de sidras.

4 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o uso do mosto sintético é uma alternativa para estudar a
influéncia dos aminoéacidos sobre o0 aroma da sidra. Foi verificado que os aminoacidos interferem
na formacdo de compostos volateis da bebida. Os aminoacidos presentes no mosto sintético de
forma isolada que produziram concentragdo de ésteres mais elevada foram aspartato, glutamato e
asparagina. O planejamento de misturas resultou em uma superficie de resposta, predizendo uma
combinacdo de aspartato e glutamato como forma de maximizar a producdo de ésteres. A
aplicacdo pratica do modelo proposto demonstrou uma otimizacdo satisfatoria, ao suplementar
um mosto de mac¢d Royal Gala originalmente com baixo teor de aminoacidos. A producdo de
ésteres no suco enriquecido foi quatro vezes maior do que no suco original.

A suplementacdo de mostos naturais de magd mostra-se como opc¢do viavel para
aplicacBes de processos industriais quando o0 mosto apresenta um baixo teor de nitrogénio. Este
estudo mostra que a suplementagdo com os dois aminodcidos, aspartato e glutamato, supre a
necessidade de nitrogénio, evitando interrupcdo da fermentacdo e favorecendo a formacao de
compostos volateis com aroma frutado. Esta alternativa apresenta-se como uma proposta pratica

viavel para a industria de processamento de sidras na padronizacdo de formacdo de aromas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel verificar que os aminoacidos aspartato, asparagina e glutamato
foram os principais compostos encontrados nos nove mostos de macé estudados. Foi verificado
que sidras produzidas com baixo teor de nitrogénio ou de aminoacido mostraram fermentacéo
interrompida / lenta e ao redor de 50% menor producdo de compostos volateis (independente da
cepa de levedura utilizada), principalmente 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico) e ésteres. A
analise multivariada sugeriu que aspartato, asparagina, glutamato e alanina foram os compostos
que mais diferenciaram entre as cepas na producéo de alcoois superiores e ésteres etilicos.

Foi possivel perceber que existe diferenga nos conteudos de aminoacidos entre diferentes
cultivares de macd. Estas diferencas ndo se limitam a apenas um aminoacido, mas sim a
combinacdo entre eles, sendo que os aminoacidos majoritarios em todas as amostras analisadas
foram aspartato, asparagina e glutamato. E possivel usar esta informacao sobre os aminoacidos
disponiveis na maca para procedimentos de correcdo de mosto ou suco, favorecendo a qualidade
da sidra assim como 0s aspectos nutricionais dos sucos.

Existem também diferencas no contetdo de aminoacidos em diferentes estadios de
maturacdo. Aspartato, asparagina, serina e metionina tiveram uma tendéncia de evolucdo
semelhante durante o desenvolvimento da maturacgao para os trés cultivares avaliados.

Os aminoacidos serina, asparagina, glutamato, NHj3, treonina, alanina, metionina e lisina,
de forma geral, foram consumidos em todas as amostras fermentadas.

Também foi verificado que o uso do mosto sintético é uma alternativa viavel para estudar
a influéncia dos aminoécidos sobre o aroma da sidra.

Este estudo mostrou que a suplementacdo com os dois aminoacidos, aspartato e
glutamato, supre a necessidade de nitrogénio da levedura S. cerevisiae, apresentando-se como
uma proposta pratica viavel para a industria de processamento de sidras na padronizacdo de
formacdo de aromas. Estas informac6es podem ser utilizadas para padronizar a composicao incila
do mosto de macé pelas industrias de processamento, a fim de obter produtos mais aromaticos e
com qualidade superior a que existe atualmente.

Desta forma, este trabalho traz contribuicdes referentes a influencia dos aminoécidos na

formacdo de compostos volateis em sidras. Poderd, assim, influenciar o setor produtivo,
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melhorando a qualidade da sidra produzida, satisfazendo os consumidores, que estdo cada vez
mais exigentes.

Como perspectivas futuras é possivel pensar em, através de uma analise mais profunda da
via de Ehrlich, usar aminodcidos que conduzam & formagdo de um composto Vvolatil
especificamente. Também se deve levar em conta a importancia de se realizar analise sensorial

dos produtos finais, como forma de valorizar os resultados aqui encontrados.
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Apple Aminoacid Profile and Yeast Strains
in the Formation of Fusel Alcohols and Esters
in Cider Production

Caroline Mongruel Eleutério dos Santos, Giovana de Arruda Moura Pietrowski, Cintia Maia Braga, Méarcio José Rossi,
Jorge Ninow, Tamisa Pires Machado dos Santos, Gilvan Wosiacki, Regina Maria Matos Jorge, and Alessandro Nogueira

Abstract:  The amino acid profile in dessert apple must and its effect on the synthesis of fusel alcohols and esters in
cider were established by instrumental analysis. The amino acid profile was performed in nine apple musts. Two apple
musts with high (=150 mg/L) and low (<75 mg/L) nitrogen content, and four enological yeast strains, were used in
cider fermentation. The aspartic acid, asparagine and glutamic acid amino acids were the majority in all the apple juices,
representing 57.10% to 81.95%. These three amino acids provided a high consumption (>90%) during fermentation in
all the ciders. Principal component analysis (PCA) explained 81.42% of data variability and the separation of three groups
for the analvzed sampbles was verified. The ciders manufactured with low nitrogen content showed slugeish fermentation
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