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RESUMO

A sidra consiste em uma bebida obtida da fermentacdo alcodlica do mosto de macés. Dados
estatisticos vém demonstrando uma demanda crescente da bebida, principalmente pelo baixo
teor alcoodlico e ndo conter gldaten. No entanto, a sidra desenvolvida (INPI BR
BR020130170348) teve foco em sua comercializagdo refrigerada. Nesse sentido, o0 presente
trabalho teve como objetivo reformular a bebida e avaliar diferentes tratamentos de
conservacao para assegurar a qualidade e seguranca dessa bebida, tornando possivel a sua
comercializacdo em temperatura ambiente. A sidra experimental foi submetida a condicdes de
tratamento térmico (60 e 80 °C por 15 min) e tratamento quimico com sorbato de potassio
(0,03 mg L™). Estes tratamentos foram comparados com a bebida armazenada em temperatura
ambiente (+ 20 °C) e refrigerada (7 a 10 °C). As bebidas foram avaliadas nos tempos zero, 30,
60 e 180 d de armazenamento. Foram realizadas andlises microbioldgicas (leveduras,
bactérias laticas, Salmonella spp., Escherichia coli e coliformes termotolerantes) e fisico-
quimicas (densidade, pH, acidez total e volatil, teor alcodlico, fendlicos totais, perfil fenolico,
atividades antioxidantes e cor. As andlises microbioldgicas, indicaram boas condicbes de
processamento e inocuidade da bebida, onde obteve-se contagem minima de E. coli e
coliformes totais (< 3 NMP mL™) e auséncia de Salmonella spp.. Nas amostras submetidas
aos tratamentos térmicos, as populagdes de fungos e leveduras foram reduzidas em até 93 %
logo apos o tratamento e ao fim dos 180 d, remanesceram cerca 3,0 UFC mL™? para a sidra
pasteurizada a 80 °C. Quanto as bactérias laticas, a pasteurizacdo a 80 °C causou reducdo
ainda maior da populacdo inicial, resultando em um decréscimo acima de 99 %, que se
manteve at¢é o fim do monitoramento e, portanto, as sidras se mantiveram,
microbiologicamente, seguras por 6 meses em temperatura ambiente. Quanto as analises
fisico-quimicas, as pasteurizacBes a 60 e 80 °C mantiveram a estabilidade dos teores de
acucares e de alcool das sidras durante os 180 d de monitoramento, mantendo esses
parametros dentro do exigido pela legislacdo vigente. Apesar de oscilacdes, as sidras
apresentaram conformidade com a legislacéo vigente quanto a acidez total (50 a 130 mEq L)
e volatil (< 30 mEq L), com excecéo do controle ambiente. A pasteurizacdo da sidra a 80 °C
ocasionou a maior perda de conteudo fenolico total entre as amostras pasteurizadas, sendo de
8,6 %. As sidras pasteurizadas apresentaram quedas graduais em suas atividades antioxidantes
por FRAP, DPPH e ABTS de até 32,7; 45,5 e 48,6 %, respectivamente. Também ocorreram
mudangas acentuadas de cor durante o armazenamento, onde as sidras pasteurizadas
apresentaram escurecimento significativo. A adi¢cdo de 0,03 mg L™ de sorbato de potassio ndo
foi eficiente para controlar/inibir o crescimento microbiano. Apesar das pasteurizagdes a 80 e
60 °C terem conseguido proporcionar seguranca microbioldgica por seis meses devido a
reducdo da carga microbiana, sendo a de 80 °C mais eficiente, os tratamentos afetaram
significativamente as atividades antioxidantes e a cor das bebidas, garantindo resultados
promissores até dois meses de armazenamento, sendo que o tratamento a 60 °C apresentou
melhores resultados. Pensando em questBes sensoriais, como o sabor da bebida, 0 método
mais indicado para a conservacio da sidra foi a pasteurizagio a 60 °C 15 min™* e o prazo de
validade comercial das sidras foi melhor estabelecido em 60 d.

Palavras-chave: Frisante de macd. Pasteurizacdo. Conservantes quimicos. Qualidade
microbiologica. Composi¢do quimica.



ABSTRACT

Cider is a drink obtained from the alcoholic fermentation of apple juice. Statistical data have
shown a growing demand for the drink, mainly due to its low alcohol content and gluten-free
content. However, the cider developed (INPI BR BR020130170348) focused on its
refrigerated commercialization. In this sense, the present work aimed to reformulate the drink
and evaluate different conservation treatments to ensure the quality and safety of this drink,
making it possible to commercialize it at room temperature. The experimental cider was
subjected to heat treatment conditions (60 and 80 °C for 15 min) and chemical treatment with
potassium sorbate (0.03 mg L™?). These treatments were compared with the beverage stored at
room temperature (£ 20 °C) and refrigerated (7 to 10 °C). Beverages were evaluated at times
zero, 30, 60 and 180 d of storage. Microbiological (yeasts, lactic acid bacteria, Salmonella
spp., Escherichia coli and total coliforms) and physicochemical analyzes (density, pH, total
and volatile acidity, alcohol content, total phenolics, phenolic profile, antioxidant activities
and color) were performed. microbiological conditions, indicated good processing conditions
and safety of the beverage, where a minimum count of E. coli and total coliforms (< 3 NMP
mL™) and absence of Salmonella spp. were obtained. In the samples submitted to heat
treatments, the populations of fungi and yeasts were reduced by up to 93% right after the
treatment and at the end of 180 d, about 3.0 CFU mL™* remained for the cider pasteurized at
80 °C. As for lactic acid bacteria, pasteurization at 80 °C caused a further reduction. greater
than the initial population, resulting in a decrease above 99%, which was maintained until the
end of the monitoring and, therefore, the ciders remained microbiologically safe for 6 months
at room temperature. physicochemical lysis, pasteurizations at 60 and 80 °C maintained the
stability of the sugar and alcohol contents of the ciders during the 180 d of monitoring,
keeping these parameters within the requirements of current legislation. Despite oscillations,
the ciders showed compliance with current legislation regarding total acidity (50 to 130 mEq
L) and volatile acidity (< 30 mEq L), with the exception of ambient control. The cider
pasteurization at 80 °C caused the greatest loss of total phenolic content among the
pasteurized samples, being 8.6%. Pasteurized ciders showed gradual decreases in their
antioxidant activities by FRAP, DPPH and ABTS of up to 32.7; 45.5 and 48.6%, respectively.
There were also marked color changes during storage, where pasteurized ciders showed
significant browning. The addition of 0.03 mg L of potassium sorbate was not efficient to
control/inhibit microbial growth. Although pasteurizations at 80 and 60 °C were able to
provide microbiological safety for six months due to the reduction of microbial load, with the
80 °C being more efficient, the treatments significantly affected the antioxidant activities and
the color of the drinks, guaranteeing promising results for up to two months. storage, and the
treatment at 60 °C showed better results. Considering sensory issues, such as the taste of the
drink, the most suitable method for the conservation of cider was pasteurization at 60 °C 15
mint and the commercial shelf life of ciders was better established at 60 d.

Keywords: Apple sparkling wine. Pasteurization. Chemical preservatives. Microbiological
quality. Chemical composition.
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1 INTRODUCAO

A sidra consiste em uma bebida frisante com baixo grau alcodlico proveniente da
fermentacao alcodlica do mosto de macas. Esta bebida quando bem elaborada é descrita com
notas de aroma frutado e floral e apresenta harmonizacéo entre acidez, adstringéncia e dogura
(agucares residuais). Os fatores que podem impactar nesta qualidade s&o a cultivar ou mistura
de cultivares; o estaddio de maturacdo; a tecnologia de processamento e as operacdes
tecnoldgicas de conservacao.

Estima-se que o mercado global de sidra devera crescer 6,1% entre 2021-2027. Na
América do Norte este valor chegara a 10,6%. Este crescimento é impulsionado pelo aumento
na demanda por bebidas sem glaten e aumento da preferéncia por bebidas com baixo teor
alcoolico. Néao obstante, a sidra passou a ser produzida por grandes cervejarias multinacionais
e logo foi seguido pelos produtores artesanais (microcervejarias) (MARKET DATA
FORECAST, 2022; SINGH, 2018).

No caso da sidra brasileira, ndo ha producao comercial de uma bebida obtida apenas
de maca, uma vez que apresenta diluicdo e correcdo com agUcares, acidos organicos, aroma e
cor. A falta de qualidade impacta diretamente na comercializagdo, a qual ndo ocorre durante o
ano e se concentra apenas nas festas de final de ano. Além disso, a sidra nacional ndo
apresenta atributos sensoriais consistentes, uma vez que se caracteriza como uma bebida com
elevada docura, pouca adstringéncia e acidez, caracterizando-a como uma bebida doce, sem
corpo e sem atrativos aromaticos.

Com o objetivo de melhorar a qualidade da sidra produzida no Brasil, o0 Grupo de
Trabalho sobre Macd da Universidade Estadual de Ponta Grossa (GTM) desenvolveu um
novo protocolo, depositado no INPI (BR020130170348), para a elaboracdo de sidra, o qual
vém demonstrando grande potencial tecnoldgico e aceitacdo sensorial. Entretanto, o protocolo
desenvolvido objetivou apenas a comercializacdo da bebida de forma refrigerada (2-3 °C),
assemelhando-se a um chope (cerveja ndo pasteurizada). Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi elaborar uma nova sidra com base nesse protocolo e determinar a vida de
prateleira (Shelf-life) desta nova sidra e identificar qual método de conservacdo poderia ser
utilizado nesta bebida a fim de que a mesma possa ser comercializada em temperatura

ambiente com 0 minimo de prejuizos nutricionais e sensoriais.
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2 OBJETIVOS

Obijetivo Geral
- Aplicar e avaliar métodos de conservacdo para um novo processo de fabricacdo de

sidra a fim de estabelecer seu prazo de validade comercial.

Obijetivos Especificos

- Elaborar uma nova sidra baseando-se no protocolo estabelecido em laboratorio sob
patente INPI BR020130170348 depositada no INPI;

- Avaliar o efeito da pasteurizacdo e da adigdo de conservante utilizado em bebidas
espumantes/frisantes no controle microbiol6gico da sidra, comparando com a bebida sem
tratamentos, armazenada a temperatura ambiente e com a bebida sem tratamentos refrigerada
entre 7 a 10 °C;

- Monitorar fisico-quimica e microbiologicamente as bebidas nas diferentes
condicdes de conservacdo nos tempos 0 (zero), 30, 60 e 180 dias de armazenamento a fim de

identificar qual o melhor método de conservacdo desta nova sidra.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMACA

Pertencente a classe Magnoliopsida e familia Rosaceae, a ma¢a (Malus domestica
Borkh) apresenta-se como cultura de clima subtropical e temperado de elevado interesse
econdmico. A fruta gera lucratividade e renda para produtores e sua colheita pode ser feita de
forma manual ou mecénica. Possui caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas interessantes,
como dogura, crocancia, acidez, resisténcia ao armazenamento, ao transporte e outros fatores,
como a presenca de vitamina C, minerais, &cidos organicos, fendis, flavonoides e fibras.
Diferencas sutis nesses parametros ocorrem entre suas cultivares, porém, tais diferencas séo
percebidas pelo paladar dos consumidores, que por sua vez, poderdo desenvolver sua
preferéncia entre as variedades da fruta. Tal preferéncia implicara em precos diferenciados para
cada variedade (LORDAN et al., 2018; SHANG, GUO, NELSON, 2015; SUN et al., 2020).

A macieira é uma planta de origem euroasiatica e vem sendo domesticada, desde
tempos antigos, para produzir frutos maiores, de coloragdo avermelhada e atrativos
sensorialmente, como maior teor de agucares, que as difere das macés nativas, que sdo menores
e amargas. Entre outras caracteristicas alcancadas pela domesticacdo desta planta, estdo: maior
produtividade, textura, conservacdo da fruta e tolerancia ao frio. Aliando-se a isso, o cultivo da
macieira é cada vez mais aprimorado, passando de arvores grandes e distantes umas das outras a
arvores menores e mais préximas, elevando ainda mais a sua capacidade produtiva, mantendo
ou elevando a qualidade dos frutos produzidos (D'ABROSCA et al., 2017; REIG et al., 2019).

A maca configurou, no ano de 2019, a terceira posicao das frutas mais produzidas no
mundo, apenas atras da banana e da melancia. Nesse mesmo ano, o Brasil foi o décimo primeiro
produtor da fruta, com uma producéo de 1,223 milhdes de toneladas (FAO, 2020). Do total
produzido no pais, mais de 90 % corresponde a macas de mesa das cultivares Gala e Fuji com
foco em seu consumo in natura, sem que haja a produgdo de cultivares especificas para a
elaboragéo da sidra (ABPM, 2021; REINERHR et al., 2017). Sendo que o estado de Santa
Catarina no ano de 2020 foi destaque na comercializacdo de macas, faturando um total de 16,5
milhdes de dolares e estimou-se uma colheita superior a 550 mil toneladas para o ano de 2021.
Além de o estado ser destaque na producgdo e colheita de maca, é caracterizado pela qualidade
das frutas (EPAGRI, 2021).

A macd Gala teve origem na Nova Zelandia a partir do cruzamento das Cultivares

Kidd’s Orange Red e Golden Delicious. E sua coloracio avermelhada ¢ a caracteristica
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preferida e desejada pelos consumidores, uma vez que, para estes, a vermelhiddo esta associada
a maior qualidade da fruta. Os frutos dessa cultivar possuem tamanho médio, cerca de 135 g,
coloracdo ndo uniforme com tonalidades variando de amarelo e creme a vermelho em
superposicdes verticais, sabor doce e acidez equilibrada, crocancia e suculéncia e aroma
agradavel. Sua producdo depende de muitas horas de frio e se estende de janeiro a marco, mas
com devidas técnicas de conservacdo, principalmente o emprego do frio, sua disponibilidade
dura até nove meses (EVERETT et al., 2018; FERRAREZE et al., 2017).

O processamento da maca deve levar em conta sua aptidao para o tipo do processo
utilizado para o se obter o produto desejado, este devendo suprir as necessidades do
consumidor. Uma cultivar apesar de possuir qualidades de produgdo, como resisténcia a
doencas e adequado amadurecimento, pode ndo ser apta ao processamento e ao método de
conservacdo do produto acabado, como exemplo o congelamento. As macas utilizadas na
elaboracdo da sidra podem ser classificadas em macas ndo comerciais, aquelas ndo aptas a
serem comercializadas in natura e as macas industriais. Além do mais, é interessante a
variedade da fruta para que compostos como taninos, coloracdo, aroma e acidez sejam
adequados de acordo com a sidra (GIRSCHIK et al., 2017).

As macas podem ser classificadas em macas de mesa e macas industriais. As macés de
mesa devem possuir baixa acidez, aroma estavel e agradavel durante o processamento da fruta,
polpa firme e ndo esponjosa ou farinhenta quando em estddio de maturacdo ideal e bom
rendimento de suco. Por outro lado, as macas industriais sdo caracterizadas pelo alto amargor,
teor de polifendis, bem como pelas caracteristicas de crescimento e producdo (ALEXANDER,
COLLINS, MILLES, 2019; IFPC, 2021; JAROS et al., 2009).

AgriNdie (2011), Lea e Drilleau (2003), Nogueira e Wosiacki (2016), citados por
Alberti e Nogueira (2021) abordam que as macas sdo classificadas industrialmente conforme
seu sabor em: doces, doce-amargas, amargas, acidas, azedas e amargo acidas como pode ser

observado na a Figura 1.
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Figura 1: Classificacdo das macés
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Fonte: AgriNdie (2011), Lea e Drilleau (2003), Nogueira e Wosiacki (2016), Alberti e Nogueira (2021).

Do ponto de vista do setor de transformacdo, a macd apresenta grande versatilidade,
porque pode ser utilizada como matéria prima de produtos de alto valor agregado, tais como
frutas secas, sucos, concentrados e bebidas alcodlicas — como a sidra —, uma vez que possui
nutrientes ideais para o crescimento das leveduras (ALBERTI et al., 2011; YE, YUE, YUAN,
2014). Entretanto, o rendimento e a qualidade estdo intimamente ligados a cultivar e ao tipo de
processamento (WILCZYNSKI, KOBUS, DZIKI, 2019).

Durante seu processamento, a maca sera transformada em duas partes: suco e bagaco.
O suco podera constituir até 75 % da massa total processada, entretanto, apresenta apenas uma
fracdo dos compostos presentes no fruto intacto como observam Price et al. (1999). Essas
diferencas se ddo devido a solubilidade dos compostos, que quanto mais hidrofébicos forem,
maior sera sua concentracdo no bagaco da macd (VAN DER SLUIS et al., 2002). Alguns
compostos, como os polifendis, interagem através de ligacdes fisico-quimicas especificas com a
parede celular da macd e durante o processamento em suco, podem interagir com 0s
componentes insoltveis e ficar retidos no bagaco (NICOLAS et al., 2009; RENARD et al.,
2001). Embora a maioria dos polifenois estejam presentes na matriz ndo volatil da sidra (GUO,
YE, YUAN, 2019), ainda existem polifendis volateis, como os produzidos a partir da
descarboxilacdo do &cido p-cumarico (PITTARI, MOIO, PIOMBINO, 2021). A Tabela 1

aborda as informages nutricionais e fitoquimicas da maca.



Tabela 1: Composicdo nutricional e fitoquimica da maca

15

Componente

Teor médio (em 100 g macd)

Energia (kJ)
Proteina (g)
Gordura total (g)
Gordura saturada (g)
Gordura monoinsaturada (g)
Gordura poli-insaturada (g)
Carboidratos totais (g)
Frutose
Glucose
Sacarose
Fibra total (g)
Soldvel
Insollvel
B-caroteno (mg)
Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Vitamina B6 (mg)
Folato (mg)
Vitamina C (mg)
Calcio (mg)
Ferro (mg)
Zinco (mg)
lodo (mg)
Sédio (mg)
Potassio (mg)
Magnésio (mg)
Polifendis totais (mg)
Flavanois (mg)
Flavonois (mg)
Dihidrochalconas (mg)
Antocianinas (mg)
Acidos hidroxicinamicos (mg)
Fitosterdis totais (mg)

245
0,30
0,30
0,066
0,009
0,017
12,90
5,86
1,68
0,57
2,70
2,00
0,70
25,00
0,016
0,011
0,051
9,00
10,00
4,00
0
0,03
0,20
3,00
120,00
4,00
111,45
96,33
5,66
4,18

1,62 (apenas macas vermelhas)

14,21
13,00*

Fonte: National Food Institute (2007), Schakel et al. (2001), Vrhovsek et al. (2004), Normen et al. (1999) citados

por Jensen et al. (2009).

Nota: *: somatorio de campesterol, B-sitosterol, estigmasterol, campestanol e B-sitostanol.

Alberti e Nogueira (2021) compilaram dados quanto a composi¢do quimica dos mostos

de maca (macas industriais e macés de mesa). A Tabela 2 demonstra a composic¢ao de ambos 0s

MOStOos.
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Tabela 2: Composicdo do mosto de macas industriais e mesa

Mosto de macas Mosto de macas
Parametros industriais de mesa
min - max min — max

Frutose (g L) 53-91 32-115
Glucose (g L) 07 -27 06 - 61
Sacarose (g L) 18 -49 1557
Aclcares totais (g L™) 90 -137 76 -163
Sorbitol (g L) 2-10 2-8
pH 29-4.2 29-44
Acido malico (g 100 mL1) 0,3-18 01-11
Pectina (g 100 mL™?) 01-1,0 0,37-0,70
Nitrogénio (mg 100 mL™) 32-574 59 - 330
Aminoécidos (mg 100 mL™) 25 —2000 512 -1184
Tiamina (ug 100 mL1) 2,8-132 6,1
Cinzas (g 100 mL™) 0,14 — 0,46 0,50 — 2,49
Potassio (mg 100 mL™1) 1019 - 1099 861 — 2628
Calcio (mg 100 mL™) 626 — 35 3-141
Fosforo (mg 100 mL™) 68 — 87 53-111
Magnésio (mg 100 mL™) 30-35 15-52
Fendis totais (mg 100 mL™?) 94 - 2776 86 — 525
Acido clorogénico (mg 100 mL%) 12-824 30-232
Floridzina (mg 100 mL) 3,4-165 2-31
Flavondis e procianidinas (mg 100 mL™Y) 4,0 - 1700 6,0—412

Fonte: Abid et al. (2014); Alberti et al. (2011); Alberti et al. (2016); Goverd, Carr (1974); Kovacs et al. (1999);
Lea, Drilleau (2003); Markowski et al. (2009); Nogueira et al. (2007); Paganini et al. (2004); Rosend et
al. (2019); Wei et al. (2020); Wosiacki et al. (2008); Zardo et al. (2008); Zielinski et al. (2014), citados
por Alberti e Nogueira (2021).

3.2 ASIDRA

3.2.1Historico e Definicao

Esta bebida muito antiga que sequer se sabe quem a descobriu ou onde ela comecou a
ser produzida e consumida, tendo como motivo duas principais causas: a grande distribuicdo
geografica das macas pelas areas temperadas da Europa e Asia e pela falta de registros de sua
origem. Ha evidéncias de mais de 2.000 anos de que na regido do Mediterraneo era
desenvolvida a prética da fermentagdo do suco de maca a fim de se desenvolver bebidas
alcodlicas agradaveis (ALBERTI et al., 2011; WATSON, 2013). Em tempos antigos, a bebida
era chamada de Sikera pelos gregos, Sichar pelos hebreus e Sicera pelos romanos. Esta ultima
dando origem ao atual nome da bebida “sidra” (COTON, COTON, GUICHARD, 2016).

A sidra é uma bebida frisante obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto de magas.
Possui caracteristicas sensoriais marcadas principalmente pela adstringéncia, dogura, aromas
frutados e florais que variam de acordo com a sua origem, cultivar ou mistura de cultivares de

macas e seu estadio de maturagéo (verde, madura e senescente), tecnologias empregadas e sua
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qualidade esta intrinsecamente ligada a pardmetros fitossanitarios (ALBERTI et al., 2016;
NOGUEIRA, WOZIACKI, 2016; SANTOS et al., 2015; SANTOS et al., 2018; VILLAR et al.,
2017; ZHAO et al., 2014).

3.2.2 Processamento e Legislacdo Brasileira

No Brasil, a maior parte da sidra é produzida a partir de macgas que ndo possuem
aptiddo comercial, ou seja, aquelas que serdo rejeitadas pelos consumidores por néo
apresentarem caracteristicas que lhes supram suas necessidades, como aparéncia ruim, formato
e tamanho inadequados e presenca de injurias causadas por danos mecanicos ou biol6gicos
(SIMOES, WASZCZYNSKYJ, WOSIACKI, 2009). O processo de producdo de sidra no Brasil

é apresentado na Figura 2.

Figura 2: Processamento da sidra brasileira

Matéria-prima

Descarte comercial

Recepgio

Selecao

Tritura¢éo e Sulfitagem (100-150 mg L)
Prensagem

Y

Mosto

Sulfitagem, 30 - 50 mg L
Despectinizagio

Clarificacdo

Trasfega

Inéeulo (LSA) (108-107 células mL1)
Fermentacao, 10 - 20 dias

L J

Fermentado de magd

Fermentagdo Malolatica (natural), 30 dias
Clarificacdo

Trasfega

Adigéo de sacarose, 75— 100 g L
Conservantes*/Sulfitagem**
Gaseificagao artificial

Pasteurizacéo

Sidra

Fonte: Wosiacki, Cherubin e Santos (1997); Nogueira et al. (2003); Nogueira e Wosiacki (2016).

Nota: LSA: Levedura Seca Ativa; *: 4cido sorbico e seus sais de sodio, potéssio e calcio (méximo de 0,05 g 100
mL™); **anidrido sulfuroso e seus sais de sddio, potassio, calcio (maximo de 0,035 g 100 mL™),
**metabissulfitos de sddio e de potassio (maximo de 0,035 g 100 mL™); e Dimetil dicarbonato (méaximo
de 0,025 g 100 mL™1).
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Em concordéncia com a Figura 2, as frutas séo selecionadas, higienizadas com lavagens
pelos métodos de aspersdo ou imersdo e em seguida esmagadas em moinhos de martelos para
posterior extracdo do suco em prensas de pistdo ou esteiras. No momento do esmagamento é
comum ser adicionado metabissulfito de potassio na concentracdo de 100 a 150 mg L™, com duas
finalidades, impedir o desenvolvimento microbiano contaminante e ndo deixar a reagédo de
escurecimento enzimatico ocorrer. Na sequéncia 0 mosto de macéds é despectinizado com o
auxilio de pectinases em concentracfes previamente informadas pelo fabricante e pode ocorrer a
adicdo de anidrido sulfuroso numa concentragdo entre 30 e 50 mg L. ApGs 24 h, inicia-se 0
processo de trasfega do mosto para um fermentador e o precipitado é transferido para centrifugas
para recuperar um maior volume de mosto despectinizado.

No mosto transferido para o fermentador inocula-se leveduras em sua forma seca ativa
(LSA) em uma concentragdo de 20 g hL™. Essa etapa tem seu fim caracterizado pelo consumo
total dos acucares principalmente na formac&o de etanol, gas carbdnico e energia para a levedura.
O fermentado entdo é filtrado e despejado em outros tanques para gque ocorra a sua maturagéo em
um periodo de até 30 d. Sendo que em alguns estudos o periodo se estende em até quatro meses.
Neste periodo de maturacdo ocorre de forma natural o desenvolvimento de bactérias laticas,
principalmente do género Oenococcus e Leuconostoc, que metabolizam o acido malico em acido
latico, melhorando a qualidade sensorial de sidras secas (sem agUcar residual). Ao fim desse
processo, pode ser adicionado sacarose em concentrages variando de 75 a 100 g L, e, se
necessario, a acidez é corrigida adicionando &cido latico ou citrico. Neste momento podem ser
adicionados os agentes de conservacdo metabissulfito de potéssio, de 30 a 50 mg L™ de SO, livre,
e 0 sorbato de potassio em conformidade com a concentracdo permitida pela legislacdo (maximo
de 35 mg L?). Antes de ser envasada, carbonatada e pasteurizada, a sidra é clarificada com o
auxilio de gelatina ou caseina e bentonite, respectivamente (NOGUEIRA et al., 2003; VILLAR et
al., 2017).

A legislacdo brasileira define a sidra como sendo a bebida obtida pela fermentacéo
alcoolica do mosto de macé fresca, s e madura com graduacdo alcoolica compreendida entre
quatro e oito porcento em volume a 20 °C, podendo ser desalcoolizada (< 0,5 % em volume),
gaseificada e adicionada de acucares e outros aditivos, como conservantes e acidulantes
(BRASIL, 2009).

A legislacdo brasileira (IN n° 19/2020) tambem permite que, no processo de elaboragédo
da bebida, seja adicionado polpa de fruta, suco de fruta, vegetais e suas partes e mel e a designa
como: sidra seca aquela que contém teor de agticar < 30 g L; sidra meio seco quando o teor de

actcar for compreendido entre 30,1 a 50 g L e sidra suave ou doce a bebida com teor de agticar
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entre 50,1 a 100 g L™ (BRASIL, 2020).

3.2.3 Perspectivas e Caracteristicas de Qualidade

A sidra vem ganhando destaque entre as bebidas alcodlicas no cenario mundial uma
vez que se tornou atrativa aqueles consumidores que almejam bebidas com baixo teor alcoolico
(GIRSCHIK et al., 2017; HE et al., 2021). A bebida arrecadou cerca de US$ 4,34 bilhdes em
2018 e espera-se uma receita estimada de US$ 5,43 bilhdes para 2026 (FIOR MARKETS, 2020
apud OSTROM et al., 2022). Em outra pesquisa de mercado, estima-se que entre 2021 e 2027,
o valor de mercado da sidra (incluindo fermentados de outras frutas) apresente crescimento
médio de 6,1% ao ano, passando de US$ 4,33 bilhdes para US$16,22 bilhes (MARKET
DATA FORECAST, 2022). Aliado a isso, a bebida é isenta de gluten, fazendo com que sua
perspectiva de crescimento seja ainda maior (SINGH, 2018), uma vez que incluird
consumidores intolerantes ou alérgicos a este componente.

Utilizando-se da classificacdo industrial das macas, as frutas amargas e as azedas sdo
as que melhor proporcionam atributos sensoriais de aroma aos seus fermentados. Em
contrapartida, devido a essas frutas serem produzidas em poucos paises, como a Franca, a
utilizacdo das macds de mesa, que embora menos adequadas a producdo da sidra, se faz
necessaria uma vez que sdo mais produzidas e suprem a necessidade produtiva da bebida
(GIRSCHIK et al., 2017; YE, YUE, YUAN, 2014).

He et al. (2021), indicam que o sabor da sidra é o atributo sensorial mais importante
desta bebida, sendo formado pela mistura de compostos volateis e compostos ndo volateis. Os
mesmos autores atribuem os ésteres, alcoois superiores, aldeidos, cetonas, terpenos e fendis
volateis aos compostos volateis e os agucares, acidos e fendlicos aos compostos nao-volateis.
Alguns desses compostos aromaticos sdo abordados, e comparados com os do suco clarificado,

na Tabela 3.
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Tabela 3: Concentracdo dos compostos aromaticos presentes no suco clarificado e no produto fermentado,
expressos em mg L

Compostos Suco clarificado Produto fermentado
2-Metil-1-propanol 1,91 23,02
3-Metil-butil-acetato 0,05 0,37
Butanol 33,57 32,45
3-Metil-1-butanol 4,90 81,28
1-Pentanol 0,23 0,23
Hexyl acetato 0,02 0,78
3-Hidroxi-2-butanona 0,47 2,74
Hexanol 4,38 3,89
Etil-3-hidroxi-butirato 0,13 0,18
2,3-Butanodiol 0,46 6,84
2-Metil-4cido propandico 0,05 0,68
Butirolactona 0,08 0,27
2-Metil-acido butandico 0,40 1,19
Alcool bexzilico 0,03 0,04
2-Fenil-etanol 0,11 4,09

Etil-tetradecanoato 0,14 0,14
Acido octanéico 0,08 1,80

Fonte: Adaptado de Massiot et al. (1994) citado por Alberti e Nogueira (2009).

A diferenca entre a composicao das duas bebidas pode ser explicada pelo consumo de
alguns desses compostos e formacdo de outros, a exemplo do hexanol e 3-metil-1lbutanol
(ALBERTI, NOGUEIRA, 2009). Isso também est relacionado com o tipo de fermentagéo
empregado, principalmente com a fase oxidativa da fermentacdo, que é promovida por
leveduras de baixa acdo fermentativa, como Metschinikiwia pulcherrima e Hanseniaspora
valbyensis (DRILLEAU, 1996 apud ALBERTI, NOGUEIRA, 2009).

Outro fator importante para esse atributo, é sua acidez (pH < 3,8) e contetdo de &cido
malico, que quando encontrado em excesso (acima de 0,5 %) inferem a sensacao de aspereza a
bebida. Esse defeito pode ser solucionado através da fermentacdo malolatica, onde bactérias
acido-laticas, como Oenococcus oeni, promovem a descaboxilacdo desse acido e o transformam
em acido latico, que é menos agressivo ao paladar (JACKSON, 2000; LEA, DRILLEAU,
2003).

Além disso, em vinhos espumantes, considera-se a espuma como um dos principais
fatores de qualidade da bebida, dependendo fortemente dos componentes do vinho, que podem
variar, por exemplo, com a cultivar da uva. Na sidra, como nesses vinhos, a espuma tem papel
fundamental na qualidade da bebida, sendo avaliados a espuma inicial, sua persisténcia e locais
de nucleacdo (CILINDRE et al., 2010, PENESAR et al., 2017).
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3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo formados durante o metabolismo secundério das plantas a
partir da fenilalanina e tirosina e possuem fungdes biolégicas na planta, como crescimento e
reproducdo. Em alimentos, a presenca desses compostos confere atributos como a cor, aroma e
adstringéncia, além de atividade antioxidante (ANGELO, JORGE, 2007). A classificacdo
desses compostos é abordada por Liu (2004), onde os fitoquimicos sdo classificados segundo
sua estrutura quimica em estilbenos, cumarinas, taninos, &cidos fendlicos e flavonoides. Apesar
das diferentes classes, esses compostos possuem uma estrutura basica formada por um anel
benzénico com grupamento hidroxila (OH) (COHEN, KENNEDY, 2010), como mostra a
Figura 3.

Figura 3: Estrutura quimica basica dos compostos fenélicos

OH

Fenol
Fonte: Cohen e Kennedy (2010).

Dentre essas classes, 0s mais importantes na maga séo as dihidrocalconas, os flavondis,
os flavan-3-ols (catequina, epicatequina e procianidina), as antocianinas e os acidos fenolicos
(FROMM et al., 2012). Na sidra, esses compostos possuem grande importancia, uma vez que
influenciam em suas qualidades sensoriais, principalmente a cor, adstringéncia, amargor, aroma,
acidez e turbidez, sendo os principais: as procianidinas, os flavonois, as dihidrochalconas e os
acidos hidroxicinamicos e seus derivados (VERDU et al., 2014; YE, YUE, YUAN, 2014;
ZURIARRAIN et al., 2015).

Alguns exemplos desses compostos sdo mostrados no Quadro 1 juntamente com seus

atributos conferidos pela classe e concentragdo encontrados.



Qudro 1: Classes de compostos fendlicos em sidras
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. Sidra
Classes Atributos Composto (mg L)
. Floridzina 0,05-5,77
Corante (amarelo ao alaranjado),
Dihidrochalconas Ant'ltumora!, Floretina-xiloglucosidio 0,50 - 31,00
Anti-hipertensivo,
Inibidor de enzimas ]
Floretina 4,85
Acido clorogénico 6,19 a 435,69
Acido cafeico 1,09 a 55,84
Acido siringico 0,57 -1,66
Acido fertlico 0,18 -1,96
_ Acidos Antimicrobiano, Acido caftérico 0,13-0,25
hidroxicindmicos Adstringéncia
Acido cumérico Tragos — 1,16
Acido galico 0,11-3,85
Acido protocatectico 0,80 -3,36
Acido cinamico 0,57
Quercitina 3-galactosideo 0,20-12,50
Antimicrobiano Quercitina 3-glucosideo <4,90
Flavondis . '
Antioxidante
Quercitina 3-ramnosideo 0,40 -8,90
Quercitina 0,40-1,44
Catequina 1.10- 24,37
Adstringéncia, Epicatequina 0,07 - 38,00
_ Amargor, Procianidina B1 0,60-4,6
Flavanois Turbidez, ——
Antioxidante, Procianidina B2 2,00 - 82,00
Prevencéo de infeccdes Procianidina C1 1,60 - 4,5
Galato de epicatequina 0,14 -0,23

Fonte: Nelson e Falk (1993); Alonso-Salsces et al. (2001); Du Pont et al. (2001); Johnston, Clifford e Morgan
(2002); Janes et al. (2002), Pietta (2002); Tsao et al. (2003); Howell et al. (2005); Comeskey, Cooney e
Rowan (2006), Mark, Mullen e Crozier (2007), Medina et al. (2007), Huber, Rodriguez-Amaya (2008),
Cohen e Kennedy (2010); Fraga (2010); Efraim, Alves, Jardim (2011); Ranganathan et al. (2013);
Huvaere e Skibsted (2014); Guo et al. (2015); Le Deun et al. (2015); Pifieros-Nifio (2016); Benvenutti et

al. (2019).

3.4 MICRO-ORGANISMOS PRESENTES NA SIDRA

A diversidade da microbiota da sidra apresenta alto grau de complexidade, contendo
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diferentes classes, géneros e espécies de micro-organismos. Esses sdo advindos desde a flor da
macieira no momento da polinizagdo por abelhas (HERRERA et al., 2009). Além disso, a
diversidade de micro-organismos presentes na superficie das frutas varia de acordo com a
regido geografica de cultivo, clima, cultivar, manejo do pomar e do armazenamento das
mesmas. Pode desenvolver no interior da macd, bem como, em superficies secas. A colonizagdo
de micro-organismos é restrita as espécies acidofilas dadas as condi¢bes do meio,
principalmente pelo pH baixo, e pela propria composicdo da fruta, e pode sobreviver por longos
periodos de tempo (SETTIER-RAMIREZ et al., 2021).

Grande parte dos microrganismos séo incapazes de perfurar a camada epitelial cerosa
da macé e apenas conseguem povoar o interior da mesma quando a casca ja esteja com avarias.
As bactérias capazes de se desenvolver no interior da maca sdo principalmente as bactérias
aceticas, como Acetobacter e Glucanobacter (bactérias acéticas), Lactobacillus, Pediococcus e
Leuconostoc (bactérias laticas), tais microrganismos presentes na fruta acabam trazendo
beneficios do ponto de vista nutricional (LIU et al., 2021).

Fungos sdo encontrados na superficie da maca em concentracdes que variam de 3,6 a
7,1 log UFC g (GRACA et al., 2015) e podem ser encontradas espécies desde causadoras de
fitopatologias, como observam, Alonso et al. (2015), Batzer et al. (2012) e Ismail et al. (2016),
que identificaram espécies da ordem Capinodiales, causadoras de manchas em magas,
Exobasidium sp., que causa a m& formacéo foliar, fungos das familias Dissoconiaceae e
Mycosphaerellaceae, causadores fuligem e manchas na macd, a espécies Uteis como observou
Santos et al. (2015) e Aung et al.,, (2015) onde estudaram a aplicacdo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Williopsis saturnus, respectivamente, em sidra.

Segundo Jarvis (2014), os micro-organismos encontrados na superficie da maca serdo
passados ao seu suco quando as frutas forem submetidas ao processo de prensagem e dardo
inicio ao processo fermentativo, que também pode ser iniciado através do emprego de inoculo
de micro-organismos especificos, principalmente Saccharomyces spp.. O mesmo autor ainda
traz micro-organismos tipicos encontrados no suco de macgé recem processado, a) bactérias:
Acetobacter xylinum, Pseudomonas spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Micrococcus spp.,
Bacillus spp. e Clostridium spp.; b) leveduras: Saccharomyces cerevisiae (var. cerevisiae; var.
uvarum; var. carlsbergensis), Saccharomyces ludwigii, Kloeckera apiculata, Candida
pulcherrima, Pichia spp., Torulopsis famata e Rhodotorula spp.; c¢) fungos filamentosos
Penicillium spp., Aspergillus spp., Peacilomyces varioti, Byssochlamys spp. e Botrytis spp.

Os micro-organismos na sidra sdo quase que invariavelmente os mesmos presentes na

fruta. As leveduras podem abranger espécies domesticadas ou ndo e espécies Saccharomyces e
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ndo-Saccharomyces. Quanto as espécies bacterianas que compde a microbiologia da bebida,
encontram-se bactérias acéticas, como Acetobacter aceti e Lactobacillus plantarum, cocos
heterofermentativos como a espécie Leuconostoc, sendo que as bactérias acéticas, estdo
relacionadas com a perda da qualidade da bebida (NADAI et al., 2018; YE, YUE, YUAN,
2014).

A microbiota da sidra também pode ser alterada pelo material do fermentador, bem
como pode sofrer alteracdes pelo tempo de maturagdo como € abordado no estudo conduzido
por Villar et al. (2017). Os autores trazem que a fermentacdo pode ocorrer em tonéis de
madeira, poliéster ou ago inoxidavel, e que tais materiais acabam impactando diretamente a
qualidade do produto final, assim como, o tempo de processo fermentativo, que pode chegar até
quatro meses.

As bactérias patdgenas que provém de produtos alimenticios é uma preocupacdo
global. Comumente responsaveis pela contaminacdo de produtos frescos ou com condigdes
ideais para o desenvolvimento desses microrganismos, podem contaminar magés quando essas
entram em contato com o solo, equipamentos de colheita e equipamentos de processamento que
estejam contaminados. Dentre as diversas espécies desses micro-organismos, podem ser
encontradas as bactérias Escherichia coli e Salmonella spp (KANG, KIM, KANG, 2020;
ZHANG, WANG, LU, 2021).

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e morfologicamente
possuem forma de bacilo e é classificada como Gram-negativo. E incapaz de formar enddsporos
(estrutura de defesa quando em meio estressante) e a maioria de suas cepas sdo benéficas para o
organismo humano. Pertencem ao grupo dos coliformes termotolerantes e séo frequentemente
associadas as condi¢Bes higiénicas do ambiente, principalmente das condi¢Bes sanitarias uma
vez que provém do intestino de humanos e de animais (ELHADI et al., 2016; JANG et al.,
2017).

Entretanto, algumas cepas, chamadas de E. coli patogénicas, adquiriram, ao longo da
evolucdo da espécie, ganhos geneticos associados a fatores de viruléncia, como a codificacdo de
proteinas especificas que viabilizam a penetracdo e colonizacdo de hospedeiros, além de
permitirem a sintese de toxinas. Dentre essas cepas, a E. coli enterohemorragica (EHEC)
desponta como a classe mais problematica dessas cepas, devido a se fixar no hospedeiro e
produzir shiga-toxinas semelhantes as da bactéria Shigella dysenteriae, que causam colite
hemorragica, que, quando o quadro de infecgdo se agrava, pode evoluir para sindrome urémica
hemolitica e morte (HIRAI et al., 2014). Ewing e Rasco (2018) trazem que a dose infecciosa de

E. coli O157:H7 (sorotipo mais patogénico dentre as EHEC) capaz de infectar pessoas varia de
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10 a 100 células.

A Sallmonela spp. assim como a E. coli, pertence & familia Enterobacteriaceae, e
também é um bacilo Gram-negativo incapaz de formar enddsporos. O género Salmonella é
dividido em duas espécies: Salmonella entérica e Salmonella bongori, sendo que a primeira
agrupa mais de 2.400 sorotipos e a Ultima, somente 22. Embora numerosos, apenas cerca de 100
sorotipos apresentaram envolvimento em casos clinicos humanos. Bactérias desse género sdo
causadoras de doencas como febre tifoide, causada pela Salmonella. entérica subespécie
entérica sorotipo Typhimurium ou somente Salmonella Typhimurium (com letra maiuscula e
sem grafia em itélico); febre paratifoide, causada pela Salmonella Paratyphi A e C; e
salmoneloses ou enterocolites, que sdo causadas pelos demais tipos (MARZEL et al., 2016).

A dose infecciosa de Salmonella spp. pode variar consideravelmente, desde 1 a 100
células, por exemplo. Essa variacdo pode ser explicada pela composicdo do alimento, que pode
aumentar o pH do estdmago, propiciando um ambiente menos destrutivo; tipo do alimento,
devido os liquidos permanecerem menos tempo no estdbmago; idade da pessoa e sua salde,
atingindo principalmente o publico idoso e infantii (CHATTOPADHYAY et al., 2016;
EWING, RASCO, 2018).).

No estudo realizado por Amrutha, Sundar e Shetty (2017), a presenca de E. coli e
Salmonella spp. na superficie de frutas e vegetais frescos foram avaliados, tais patdgenos tem
capacidade para formacao de biofilme, devido as condices ideais para 0 seu desenvolvimento.

3.5 PRAZO DE VALIDADE (SHELF-LIFE)

A conservacdo de alimentos surge na histéria muito antes da concepcdo das
civilizagdes pela necessidade de se manter o excedente de alimentos colhidos ou provenientes
da caca preservados para posterior consumo. Nesse sentido, os métodos de conservagédo
originaram-se empiricamente, sem que se soubesse 0s porqués daqueles resultados de
conservacao, a exemplo do uso de calor, de frio, da adicdo de especiarias e defumacgéo. Ao
longo do tempo, os métodos de conservacdo foram estudados e aprimorados em bases
cientificas e diversas técnicas sdo utilizadas, como radiacdo, técnicas elétricas e quimicas,
utilizacdo de ozonio, ultrassom, embalagens, biofilmes e uso de nanotecnologia (SRIDHAR et
al., 2021).

O desenvolvimento dessas técnicas objetiva aumentar o prazo de validade (shelf-life) e
superar a sazonalidade dos alimentos levando-se em conta 0 aumento de sua estabilidade, suas

caracteristicas nutricionais e sensoriais. Uma vez que a qualidade pode ser descrita como sendo
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um estado dindmico em constante deterioracdo (exceto para aqueles alimentos onde ocorre
envelhecimento e/ou maturacdo), essas técnicas atuam inibindo ou minimizando os efeitos
negativos causados por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos a fim de se obter um alimento
seguro (AZEREDO, 2012; BARROS et al., 2020; PARDO, ZUFIA, 2012).

O prazo de validade pode ser definido como o periodo em que determinado alimento
conseguira assegurar, frente as condi¢Ges de armazenamento, suas qualidades microbiolégica e
nutricional e, principalmente, sua qualidade sensorial, uma vez que alteracdes dessa natureza
geralmente sdo percebidas antes que o alimento passe a fornecer riscos a satde do consumidor
(PARDO, ZUFIA, 2012). Levando-se em consideracio os pardmetros determinantes, como a
embalagem, populacéo inicial de micro-organismos e temperatura de armazenamento, este
ultimo é, frequentemente, 0 mais determinante na estipulacdo do prazo de validade, pois pode
inibir, desacelerar ou maximizar o crescimento de micro-organismos e reagdes quimicas que
culminaréo na perda nutricional e sensorial do produto

Determinar tal periodo é essencial, tanto para quem produz quanto para quem consome
tal alimento, uma vez que é crescente a preocupacdo pelo frescor, seguranca, conveniéncia e
qualidade do produto. Desse modo, a data impressa na embalagem é o principal fator da
aceitacdo ou ndo do produto pelos consumidores, seguida da confianca da marca, que pode ser
drasticamente afetada quando um alimento inapto ao consumo é encontrado dentro do prazo de
validade estipulado pelo fabricante, ocasionando a suspensdo da recompra daquela marca
(ASCHEMANN-WITZEL, 2018).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2019) o fator bioldgico € o
principal determinante da seguranga dos alimentos, uma vez que os micro-organismos além de
serem capazes de modificar as propriedades nutricionais do alimento, podem causar danos a
salde do consumidor. A mesma publicacdo traz fatores que afetam o crescimento desses seres

microscopicos e os divide em: fatores intrinsecos e fatores extrinsecos, listados na Tabela 4.

Tabela 4: Fatores gue afetam o crescimento de micro-organismos

Parémetros intrinsecos Parémetros extrinsecos
Atividade de 4gua Temperatura
Disponibilidade de oxigénio Umidade relativa
pH / Acidez Composig¢do atmosférica
Nutrientes disponiveis Embalagem

Fatores antimicrobianos naturais
Presenca e caracteristicas de
microbiota natural
Fonte: OPAS (2019).
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3.6 ALTERACOES MICROBIOLOGICAS

Franco, Gombossy e Landgraf (1996) descreveram as alteragbes provocadas por
micro-organismos nos principais constituintes dos alimentos: carboidratos, proteinas e lipidios.
A metabolizacdo dos carboidratos objetiva a obtencdo de energia por parte dos micro-
organismos, sendo que esse processo pode ser feito por meio de duas vias distintas: a via
oxidativa, ocorrendo na presenca de oxigénio e é utilizada, principalmente, por micro-
organismos aerébicos ou anaerobicos facultativos; e a via fermentativa, utilizada por micro-
organismos anaerobios estritos ou facultativos. Dessas vias, podem ser obtidos &cidos
organicos, alcoois, acetaldeidos, e outros componentes que podem causar defeitos na qualidade
dos alimentos. A metabolizacdo das proteinas pode causar a putrefacdo do alimento, liberando
marcaptanas, aminas e outras moléculas de odor desagradavel, e deteriorando sua textura e,
diferentemente dos carboidratos, seu consumo causa o0 aumento do pH do meio. A degradagéo
dos lipidios devido aos micro-organismos ocasiona, principalmente a rancificagdo hidrolitica
pela acdo de enzimas liberadas pelos mesmos. Nesse processo ha a liberacdo de acidos graxos
livres, que por sua vez, dardo origem a odores desagradaveis.

Apesar dos potenciais efeitos negativos citados acima, Ewing e Rasco (2018) abordam
que a etapa de fermentacdo do processo produtivo da sidra possui a capacidade de reduzir
potencialmente a populacéo de micro-organismos e seus riscos associados, devido a alteracdes
das condi¢bes do meio, entre elas 0 abaixamento do pH, producdo de compostos que irdo
favorecer um ambiente estressante (desfavoravel) para o crescimento de micro-organismos que
irdo causar deterioracdo da bebida, como etanol e gas carbonico, além de as leveduras
aumentarem a competicdo por substrato.

Os autores Valliere e Harkins (2020), abordam que a sidra oferece menor resisténcia
do que o vinho ao ataque microbiano uma vez que o seu teor alcodlico é menor que o daquela
bebida (11 a 15 % v v de etanol). O estudo conduzido por Venkatachalam, Techakanon e
Thitithanakul (2018) mostra que defeitos tecnoldgicos na sidra podem ser ocasionados por
microrganismos.

As principais alteracBes na sidra sdo a picada acética, que, dependendo do micro-
organismo envolvido, pode ocorrer no inicio da fermentagéo ou no final da maturacédo da bebida
e possui como caracteristica o odor de vinagre a acidez na boca, além da formacdo de véu
amarelado, largo e visguento na superficie da sidra; a picada latica, alteragdo mais comumente
encontrada nas sidras e se caracteriza pelo aumento exacerbado da acidez volatil provocado por

bactérias acido-laticas heterofermentativas; a picada acroleica, que ocorre somente nas sidras
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que passardo pelo processo de destilacdo e gera compostos, durante a destilacdo, como a
acroleina; a gordura (graisse ou ropiness), caracteriza-se pelo aumento da viscosidade causada
pelo desenvolvimento de cadeias de glucano e € geralmente acompanhada da picada latica; a
franboisé ou sickness, defeito considerado particular da sidra, € discriminado pela alta
concentracdo de etanal e formacdo de acetaldeido, outras alteragBes também podem ser
observadas mediante esse fendmeno, como: formacdo de turvacdo leitosa pela associacdo de
etanal e alguns compostos fendlicos, espuma fina e consistente e odor desagradavel (DE LA
MOTTE, 2007; NOGUEIRA, WOSIACKI, 2016).

Além desses defeitos, Grinbaum et al. (1994), citados por Valliere e Harkins (2020),
trazem que a industria de bebidas faz minucioso controle para que ndo ocorram refermentacdes
no produto ja envasado, uma vez que esse fenbmeno pode causar a explosdo da garrafa.

Corroborando com os autores anteriores, Leite et al. (2015) em seu estudo prospectivo
sobre patentes de métodos de conservacdo de bebidas alcodlicas e tecnologias similares,
detectaram, sob consulta on-line escritério europeu (Espacenet®) - que abrange depdsitos de
patentes de mais de noventa paises -, que existem mais de 5.500 patentes referente a este tema, e
gue deste total, 23 % baseiam-se na adicdo de aditivos e 2 %, em métodos de filtracdo. Os
autores ndo precisaram a porcentagem de patentes que utilizam o método de pasteurizacdo
como método de conservagdo, mas, nota-se naquele estudo, que essa porcentagem esta entre 6 e
10 %.

3.7 METODOS DE CONSERVACAO

3.7.1 Aditivos

Os aditivos alimentares sé&o utilizados ha séculos na conservacéo de alimentos, mesmo
que empregados de forma intuitiva aos alimentos, a exemplo do sal, que ira promover a
diminuicdo da atividade de &gua do alimento; de ervas e especiarias, que podem conter
compostos bactericidas e de Hidroxil anisol butilato (BHA) e butil galato, que sé&o sintetizados
durante o processo de defumacdo de carnes e promovem efeito antioxidante e bacteriostatico
(AWUCHI et al., 2020).

As defini¢des de aditivos alimentares podem variar conforme o érgdo ou agéncia
reguladora de cada pais, bloco econdémico ou de entidades internacionais, conforme mostra o
Quadro 2. Segundo a FDA (2010), aditivos diretos sdo aqueles adicionados intencionalmente

aos alimentos para desempenharem funcdes especificas, como 0s conservantes, e devem estar
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descritos no rétulo. Por outro lado, os indiretos aderem ao alimento por meio da embalagem e
armazenamento por exemplo, sem que sejam propositalmente adicionados ao alimento.

Tais adjuntos proporcionaram a industria alimenticia grande vantagens quanto a
conservacao e seguranca dos alimentos e comodidade para o consumidor, que passou a adquirir
produtos industrializados mais frequentemente. O consumo desses alimentos foi incentivado por
propagandas midiaticas e marketing industrial, uma vez que a adicdo desses componentes
proporcionou melhorias no aroma, cor, sabor e textura dos alimentos, deixando-os mais
atrativos, além de possibilitar que sua comercializacdo seja feita em areas mais distantes
daquela em que é produzido devido ao aumento de sua vida de prateleira (ALBUQUERQUE et
al., 2012; MANZEL et al., 2014).

Saltmarsh (2013) ressalta que as inddstrias levam em consideracdo 0S custos
envolvidos para manter o alimento seguro e optam pelo de menor custo. Os mesmos autores
inferem, ainda, que os aditivos apresentam menor custo quando comparados a outros métodos
de conservacdo, como a pasteurizacdo — que exige alta carga de energia-, e devido a isso, séo
preferidos.

No Brasil, a Portaria N° 540, de 27 de outubro de 1997, da ANVISA (BRASIL, 1997),
infere que para a liberagdo de seu uso, os mesmos devem ser submetidos a avaliagdo
toxicolGgica para assegurar sua inocuidade quanto a efeitos de sinergia, acumulagdo e protecao;
e define os aditivos em 23 grupos conforme suas fungdes. Entretanto o nimero de grupos de
aditivos ndo é unanime entre os oOrgaos reguladores, a exemplo da EFSA (Regulamento
1333/2008), que os divide em 26 grupos distintos (JORNAL OFICIAL DA UNIAO
EUROPEIA, 2008).

Dentre esses grupos, estdo os aditivos conservadores, sendo definidos como
“substancia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por microrganismos ou
enzimas” e os aditivos estabilizantes como “substancia que torna possivel a manutengdo de uma

dispersdo uniforme de duas ou mais substancias imisciveis em um alimento” (BRASIL, 1997).
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Pais/ bloco/

Orgéo regulador

Definicéo

Fonte

entidade
“Qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos, sem propdésito de nutrir, com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacéo,
Agéncia Nacional de| tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
Brasil Vigilancia Sanitaria| transporte ou manipulagdo de um alimento. Ao agregar-se 1
(ANVISA) poderd resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados se
convertam em um componente de tal alimento. Esta
definicho ndo inclui os contaminantes ou substancias
nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter
ou melhorar suas propriedades nutricionais”.
“aditivo alimentar significa qualquer substancia que ndo é
normalmente consumida como alimento nem é normalmente
] ) usada como ingrediente caracteristico de alimentos, tenha ou
United Nations Food| 35 valor nutricional e cuja adicéo intencional aos alimentos
o and Agriculture | ,ars yma finalidade tecnolégica (incluindo organoléptica) na
Orgz{nlzagagéjas Organization (FAQ)| fapricagio,  processamento,  preparacdo, tratamento,
Nag?gledr;l as € embalagem, transporte ou preservagéo-desse alimento, resulta 2
World Health ou se espera que resulte (direta ou indiretamente) em que ele
Organization(WHO)| OU Seus derivados se tornem um componente de_ tais_
alimentos ou afetem suas caracteristicas. O termo néo inclui
contaminantes ou substancias adicionadas aos alimentos para
manter ou melhorar a qualidade nutricional”.
United States Food “Qualqt_ler substdncia adicionada ao alimento cujo uso
. pretendido resulta ou pode-se razoavelmente esperar que
Estados Unidos and Drug . L
da América Administration resulte -direta ou mdwetameptg— em se torngr um 3
(FDA) _comp_onente ou afetar as caracte~r|st|c,as de qualquer alimento,
incluindo etapas desde a producéo até sua estocagem”.
“Os aditivos alimentares sdo substancias que ndo sdo
consumidas habitualmente como géneros alimenticios em si
mesmas, mas que sdo intencionalmente adicionadas aos
. _ European Food géneros . alimenticios para atingir deter_minado obj_e.tivo
Unido Europeia SafetyAuthority's tegnoléglco. [...] Nﬁéo _ deveréo ser c~on5|deradas ad_ltl\_/os 4
(EFSA) alimentares as substancias cuja utilizacdo tenha por objetivo

conferir determinado aroma e/ou sabor ou tenha fins
nutricionais, tais como os sucedaneos do sal, as vitaminas
€ 0S minerais”.

Nota: 1: Brasil (1997); 2: Codex Alimentarius (2016); 3: Food and Drug Administration (2010); 4: Jornal Oficial
da Unido Europeia (2008).

A fim de se padronizar os aditivos utilizados no Brasil com a linguagem internacional,
conforme o Codex Alimentarius, a RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002)

estabelece que o0s conservantes — e 0s outros aditivos — além de serem especificados

nominalmente logo apds a sua funcéo no alimento ao fim da lista de ingredientes na embalagem

do produto, deverdo conter seu cdédigo numérico atribuido no Sistema Internacional de
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Numeracdo (INS, sigla em inglés).

Na sidra, a legislagdo vigente no Brasil, a saber: Resolugdo CNS/MS N° 04, de
Novembro de 1988 (BRASIL, 1988), permite apenas a utilizacdo dos seguintes conservantes:
acido sdrbico (INS 200) e seus sais de sddio (INS 201), potassio (INS 202) e calcio (INS 203)
na concentracdo maxima de 0,05 g 100 mL™, de didxido de enxofre ou anidrido sulfuroso (INS
220), de sulfitos de sodio (INS 221), potéssio (INS 225) e célcio (INS 226), de bissulfitos de
sodio (INS 222), calcio (INS 227) e potassio (INS 228) e de metabissulfitos de sodio (INS 223)
e potassio (INS 224) na concentragio maxima de 0,035 g 100 mL™. Dimetil dicarbonato (INS
242) também pode ser utilizado como conservador da bebida, em acordo com a RDC N° 397, de
25 de junho de 2020, na concentragdo maxima de 0,025 g 100 mL* (BRASIL, 2020).

Varzakas (2016) informa que o emprego dos conservantes nos alimentos deve
considerar fatores como: as caracteristicas fisico-quimicas do aditivo, como solubilidade e
toxicidade; quais micro-organismos contaminantes sdo mais aptos a contaminar esse alimento e
quais as caracteristicas fisico-quimicas do alimento. Ademais, esses aditivos carecem de
registro, perante ao 6rgdo regulador, contendo dados sobre sua origem, toxicologia, sua

estrutura e propriedades quimicas (SUN, WANG, 2017). O Quadro 3 mostra alguns aditivos.

Quadro 3: Conservantes, micro-organismos alvo e aplicacdes
Alvo

Composto AplicacGes

Acido acético, acetatos,diacetatos,
acido dihidroacético

Leveduras e bactérias

Produtos de padaria, condimentos,
confeitos, laticinios, 6leos e gorduras,
carnes e molhos

Acido benzoéico

Leveduras e mofos

Bebidas, margarinas e derivados de

frutas
Dicarbonato de dimetila Leveduras Bebidas
Acido lético, lactatos Bactérias Carnes, alimentos fermentados
Lactoferrina Bactérias Carnes
Arginato laurico Bactérias Carnes
. Clostridium botulinum, e outras Queijo, tripas, carne cozida e
Lisosima - .
bacterias produtos avicolas
Natamicina Mofos Queijo
Nisina Clostridium botyl_inum, e outras  |Queijo, tripas, carne cozida e produtos
bactérias avicolas

Nitrito, nitrato

Clostridium botulinum

Carnes curadas

Parabenos (alquil ésteres(propil,
metil, heptil) de acido
p-hidroxibenzdico

Leveduras, mofos e bactériasGram
positivas

Bebidas, assados, xaropes e linguica
seca

Acido propidnico epropionatos

Mofos

Produtos de padaria,laticinios

Acido sorbico, sorbatos

Leveduras, mofos e bactérias

Bebidas e vinhos

Fonte: Davidson, Taylor e David (2020), adaptado

Acidos fracos, como os &cidos benzdico e sorbico e seus sais e sulfitos, s&o
amplamente empregados como conservadores de alimentos. Apesar de possuirem estruturas

quimicas diferentes, o mecanismo de acdo desses compostos, de forma geral, se da por
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interacBes com as membranas da célula, inibindo suas funcdes; pela desestabilizacdo do pH da
celula, a qual entra em colapso metabdlico como consequéncia desse desequilibrio, ocasionado
pela perda de funcdes enzimaticas, e ainda, perda do transporte de nutrientes (AZEREDO et al.,
2016; BENSID et al., 2020).

O mecanismo de acéo dos &cidos contra micro-organismos é embasado em sua
dissociagdo. Acidos fracos sdo mais eficientes que os &cidos fortes uma vez que os Gltimos se
encontram totalmente ionizados em pH baixo e, portanto, incapazes de permear as membranas
celulares. Por outro lado, os &cidos fracos se mantém em equilibrio entre seu estado dissociado
(RCOO-) e seu estado ndo-dissociado (RCOOH), que é capaz de adentrar ao citoplasma do
micro-organismo e promover os efeitos adversos ao metabolismo do mesmo (ORIJ, BRUL,
SMITS, 2011).

Na sua forma ndo dissociada, esses acidos sao facilmente absorvidos pela célula por
difusdo devido ao seu carater lipofilico e, presume-se que, sua concentracdo no interior da
célula é a mesma do meio, todavia, a concentracdo de ions € regida pelo pH e pela sua constante
de dissociacao. Quando no interior da célula, ocorre sua dissociacdo devido ao pH intracelular
ser proximo de neutro. Os ions formados (H+ e RCOO-) possuem carater hidrofilico e, portanto,
a magnitude de sua difusdo é infima acarretando seu acimulo no interior da célula. Esse
acumulo de ions causa alteracBes nas reagdes metabdlicas do micro-organismo, uma vez que
altera o estado de ionizacdo das cadeias laterais de aminoécidos e, por conseguinte, a atividade
de proteinas; transporte intermembranar de moléculas, devido alteracBes no equilibrio do
gradiente eletroquimico total; stress oxidativo e turgor (inchamento) da célula (ORIJ, BRUL,
SMITS, 2011; PALMA, GUERREIRO, SA-CORREIA, 2018; STRATFORD et al., 2013).

Tais efeitos sdo inversamente proporcionais ao pH do meio, assim, quanto menor seu
valor, maior é o efeito antimicrobiolégico do composto (AZEREDO et al., 2016; BENSID et
al., 2020). Diferentemente do que se é observado para o pH do meio, o pH intracelular
desempenha efeito proporcional a atividade antimicrobiolégica dos acidos organicos fracos e,
portanto, quanto menor for esse pH, menor sera a atividade desempenhada por esses compostos,
como observam Fernandez-Nifio et al. (2015), em seu estudo com Saccharomyces cerevisiae
frente ao acido acético.

Além da qualidade microbioldgica, outro fator que demanda atencdo das industrias do
setor alimenticio € o aumento da estabilidade do produto, envolvendo aspectos de frescor e
atratividade, por um periodo maior (SOUTO et al., 2012). Diante disso, emprega-se aditivos
estabilizantes. Esses compostos podem ser definidos como substéncias coloidais hidrofilicas,

podendo ser naturais ou sintéticas, neutras ou iénicas e polissacarideos ou proteinas quanto a
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sua natureza idnica e quimica, respectivamente. Dentre suas aplicabilidades, esses compostos
podem ser utilizados como precursores da formagdo de espumas, além de estabiliza-las
(MUDGIL, BARAK, 2018; SOUTO et al., 2012).

3.7.2 Pasteurizacéo

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS), a pasteurizagdo € um
método de conservacdo que faz o emprego de temperaturas altas menores que 100 °C e tem
como foco a destruicdo dos micro-organismos patogénicos e parcialmente as formas vegetativas
de outros micro-organismos, eximindo-se os enddsporos de ambos. Devido a isso, sdo utilizados
métodos complementares, como aditivos, refrigeracdo e embalagens modificadas, para se
preservar os alimentos. (OPAS, 2019).

A organizacao também ressalta que os objetivos da pasteurizacdo podem ser diferentes
guanto a categoria dos alimentos. Em alimentos pouco acidos, pH > 4,5, 0s micro-organismos
patogénicos sao os principais alvos, enquanto que em alimentos acidos, pH < 4,5, como a sidra,
o foco principal é a destruicdo de micro-organismos deteriorantes e inativacdo de enzimas. Em
ambos casos, esse processo térmico infere mudancas nas caracteristicas sensoriais € nutricionais
do alimento, como a cor e perda da atividade antioxidante (COTTICA et al, 2015;
GONZALEZ-MONROY et al., 2018).

Tratamentos alternativos a pasteurizacdo vem sendo desenvolvidos e cada vez mais
estudados para diminuir os danos causados pela temperatura, como a alta pressao, ultrassom,
campo elétrico pulsado, irradiacdo UV e fluido supercritico (MARTIN-BELOSO, SOBRINO-
LOPES, 2011; TORTOI, BORBA, 2013; YUK, GEVEKE, ZHANG, 2010). Embora a sidra
possa ser submetida a esses tratamentos alternativos, sozinhos ou combinados, 0S mesmos
apresentam limitacdo de processo, como eficacia e maior custo, quando comparados aos
tratamentos térmicos, sendo esses os mais indicados para reduzir a populagdo de micro-
organismos na bebida, como revisou Rawson et al. (2011).

Rabie et al. (2014) analisaram as propriedades fisico-quimicas do suco de physalis
(Physalis peruviana L.) em quatro pontos (0, 7, 14 e 21 d). Os autores submeteram a bebida a
uma pasteurizacao nas condi¢des de 90 °C 10 min-1 em banho-maria e obtiveram um aumento
de solidos soluveis, pH, proporcdo de agucar/acido e viscosidade e diminuicdo de acidez
titulavel, turbidez e carotenoides, em comparacdo com o suco ndo submetido a esse tratamento.
Quanto aos compostos fenolicos totais, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre

0S sucos, entretanto, a capacidade de eliminacdo do radical DPPH e teor de vitamina C foram
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reduzidos apds a pasteurizacdo. Além disso, o tratamento térmico desencadeou alteracBes
positivas na cor, sabor, gosto e aceitabilidade geral da bebida, sendo apenas a sensacdo na boca
afetada negativamente.

Techakanon e Venkatachalam (2021), elaboraram uma bebida fermentada de jambo
rosa que foi submetida a duas condicGes de pasteurizacdo, A (63°C 15s-1) e B (71°C 6s-1). O
estudo mostrou que as condi¢Oes de pasteurizacdo surtiram diferentes efeitos na bebida. O
controle sofreu uma gqueda e aumento acentuados no teor de sélidos solGveis e no teor alcodlico,
respectivamente. A apresentou uma queda moderada no teor de sélidos solUveis totais e leve
aumento no teor alcodlico, enquanto que B apresentou teores praticamente constantes para esses
pardmetros; pH e acidez titulavel, as amostras tratadas se apresentaram similares e tiveram um
pequeno decréscimo e aumento, respectivamente, comparadas as determinagdes no tempo 0, por
outro lado, o controle demonstrou, respectivamente, uma queda e aumento significativos nesses
parametros. AlteracBes na viscosidade e condutividade também foram observadas. Nas
condicbes B, a atividade antioxidante, teor de vitamina C e fendis totais foram mais
severamente afetados comparados as condicdes e a bebida nessas condi¢des foi menos aceita
em comparagdo com a obtida nas condi¢cbes A e as amostras ndo se diferiram estatisticamente
guanto a eliminagéo de micro-organismos.

Alteragdes causadas pelo calor, conforme demonstrado acima, variam de acordo com
cada tipo de matéria-prima; podendo ter resultados que satisfacam tanto os anseios da seguranca
do alimento, quanto 0s anseios sensoriais, ou ndo. Todavia, observou-se que houve diminuicdo
de compostos de interesse nos alimentos, como vitamina C e polifendis. Para se evitar essas
perdas pelo calor, novas formas de aplicacdo vém sendo utilizadas, como aquecimento 6hmico
(ACHIR et al., 2016; HASHEMI, GHOLAMHOSSEINPOUR, NIAKOUSARI, 2019;
MULLER et al., 2021) e micro-ondas (SALAZAR-GONZALEZ et al., 2014; SIGUEMOTO et
al., 2018; SIGUEMOTO et al., 2019).

Azeredo (2012) aborda que o emprego de calor na conservacdo de alimentos deve
seguir o bindbmio tempo-temperatura para destruir (inativar) 0s micro-organismos patogénicos e
deteriorantes que apresentem maior resisténcia ao tratamento, e que essas condi¢des sejam as
suficientemente mais brandas para tal resultado em virtude de se causar as menores perdas
nutricionais e sensoriais do mesmo.

Esta autora ainda menciona que a relacéo entre tempo-temperatura é dada pelo valor D
(tempo de reducgdo decimal, que é dado pela temperatura, para se reduzir a sua populacao inicial
em 90%) e pelo valor Z (definido como o aumento de temperatura necessario para reduzir D em

10 vezes, e € especifico para cada micro-organismo). E que a taxa de inativacdo e a quantidade
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de micro-organismos ndo inativados € constante, se mantida a mesma temperatura. A escolha
desses pardmetros se da a partir do micro-organismo, provavelmente presente, mais resistente
daquele alimento.

Em alimentos liquidos, os métodos de pasteurizacdo mais comumente empregados sdo
em lote (ou batelada), onde deve-se levar em consideracdo o tempo de aumento da temperatura
do meio, tempo de aquecimento para que o ponto frio do alimento entre em equilibrio térmico,
tempo de espera isotérmico e o periodo de imediato resfriamento (BHALERAO,
CHAKRABORTY, 2021; DHAR, BHALERAO, CHAKRABORTY, 2021); baixa temperatura
e tempo longo (LTLT), onde as temperaturas usadas sd&o em torno de 63°C e o tempo de
processo € de, no minimo, 30 min; e alta temperatura e tempo curto (HTST), que utiliza
temperaturas por volta de 72 °C e o tempo ndo excede 20 s (CHEN, YU, RUPASINGHE,
2013).

Existem diferentes maneiras de se fazer o emprego de calor na sidra. Merwin, Valois e
Padilla-Zakour (2008) abordam que a bebida pode ser pasteurizada de duas diferentes formas. A
primeira se caracteriza pelo emprego de calor na bebida ainda ndo envazada. Nesse processo,
ocorrera a perda da carbonatacdo devido a reducdo da solubilidade do gas com o aumento da
temperatura, entretanto, permite que se faca a filtracdo da biomassa que, posteriormente,
causaria a turvacdo da bebida. A segunda forma é dada pelo aquecimento do produto ja
envasado, que permite a estabilidade da carbonatacdo natural da bebida, além disso, nesse
processo, a bebida podera apresentar sabor de cozido mais acentuado e formacdo de biomassa

precipitada.

3.8 CONSIDERACOES FINAIS

A macd configura-se entre as frutas mais produzidas mundialmente e possuem
capacidade de transformacao industrial em produtos derivados, como a sidra, que tem potencial
para aumentar o valor agregado da matéria-prima.

A sidra, apresenta grande potencial mercadolégico uma vez que abrange publicos,
como as pessoas celiacas, em que, de forma geral, suas necessidades ndo séo pelos produtos
convencionais. E a sua microbiota diversa pode causar alteragdes significativas na qualidade
sensorial e nutricional da bebida. Ndo obstante, seu baixo teor alcodlico ndo constitui uma
barreira eficiente contra micro-organismos patogénicos, comprometendo, portanto, a seguranga
da bebida.

Com isso, torna-se necessario que a sidra passe por tratamentos adequados, como a
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pasteurizacdo e a adi¢do de conservantes, para garantir a estabilidade microbioldgica e aumento
da sua validade comercial com as menores perdas sensoriais possiveis, garantindo, entdo, sua

seguranca e qualidade e aceitacdo pelo consumidor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As macas da cultivar Gala e da cultivar Granny Smith, obtidas no comércio local de
Ponta Grossa (Parang, Brasil) foram utilizadas nos experimentos.

Hipoclorito de sodio (Vitta Pury), enzimas pectinoliticas (Pectinex® Ultra Clear, LNF
Bento Gongalves, Brasil), Saccharomyces cerevisiae Reims (Fermol Reims Champagne,
referéncia PB 2002, AEB Group, Italia), hidroxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrameticroman-2-carboxilico), ABTS (2,29-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-acido sulfénico), DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine), cloreto férrico hexa hidratado (FeCls ¢ 6 H,0), e o Folin-Ciocalteu foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os padrdes fendlicos &cido cafeico (98%), (+)-catequina (98%), (-)-epicatequina
(98%), procianidina B1 (98%), procianidina B2 (98%), acido clorogénico (98%), acido p-
cumarico (98%), floridzina (99%) quercitina-3-D-galactosideo (hiperosideo) (97%), quercitina-
3-B-D-glucosideo (isoquercitina) (90%), quercitina-3-O-raminosideo (quercitrina) (78%),
quercitina-rutinosideo (rutina) (94%) e quercitina-O-a-L-arabinofuranosideo (avicularina)
(>90%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Utilizou-se agua ultra-pura
(Milli-Q, Millipore, Brasil) para as solucdes aquosas. Acido acético (>99,7 %) e acetonitrila
(99,9%) foram provenientes da J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA).

Os padrdes para a andlise de aglcar foram os seguintes: D-glucose, sacarose, ambos
com 99,0 % de pureza e adquiridos da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) e frutose, também
com 99,0% de pureza, da Merck (Darmstadt, Germany).

Para as analises microbioldgicas, foram utilizados agar Salmonella Shigella (SS)
modificado (K25-610042, Kasvi, Brasil), &gar xilose lisina desoxicolato (XLD) (K25-610060,
Kasvi, Brasil), agar verde brilhante (VB) (K25-610009, Kasvi, Brasil), caldo tetrationato base
(TT) (7241A, Acumedia®, Neogen®, EUA), caldo meio rappaport vassiliadis (RVS) (AG-6016,
HiMedia®, india) e caldo lactose (K25-611202, Kasvi, Brasil) para a deteccdo de Salmonella
spp.; peptona bacteriolégica (RM 001-500G, HiMedia®, india) com adicio de cloreto de sodio
como meio para as diluicbes das demais analises microbioldgicas. Para a deteccdo de
coliformes termotolerantes e Escherichia coli, utilizou-se caldo lauril sulfato triptose (LST)
(7142A, Acumedia®, Neogen®, EUA); a contagem de fungos e leveduras totais decorreu em

agar batata dextrose (K25-1022, Kasvi, Brasil) acidificado com acido tartarico e a contagem de
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bactérias laticas se deu em agar MRS (Kasvi, Brasil).

4.2 METODOS
As etapas de desenvolvimento da bebida e da dissertagdo estdo apresentadas na Figura
4, por meio de um fluxograma, e posteriormente detalhadas nas se¢des seguintes.

Figura 4: Protocolo de fabricagdo da nova sidra com destaque para os tratamentos de conservagdo utilizados no
projeto

Magds

Selegdo

Lavagem

Sanitizag8o com hipoclorito
Trituragdo

prensagem

Mosto de magas |

* Despectinizagao

Despectinizagdo +  Trasfega
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*  Fermentagdo alcodlica y
*  Trasfega ‘ Crioconcentrado de Maga
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.
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Pasteurizagdo 80°C por 15 min
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e o s e .
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4.2.1 Processamento

4.2.1.1 Sanitizacdo das macas

As frutas selecionadas (sem defeitos fitopatoldgicos) foram submetidas a um enxague
com &gua potavel a fim de se retirar sujidades superficiais. Em seguida, as mesmas foram
sanitizadas através de imersdo em hipoclorito de sodio na concentracdo de 150 mg L™ durante
20 minutos a £ 4 °C e, posteriormente, um novo enxague em agua potavel foi realizado
(GOMES et al., 2014; ALBERTI et al., 2016).
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4.2.1.2 Sidra base

Elaborou-se a sidra base (SB) conforme adaptacdo do procedimento de Alberti et al.
(2016), utilizando-se as macas cultivar Gala. Resumidamente, 36,8 kg dessas macas foram
triturados e prensadas em um triturador (Triturador prensa a frio, AGM, SC, Brasil) a 294 kPa 5
min resultando em 26,12 L de mosto de maga, que representa 72,7% de rendimento, com teor
de solidos soltveis de 122 g L. O mosto de macé foi despectinizado com a adi¢io de enzimas
pectinoliticas (Pectinex® Ultra Clear, LNF Bento Goncalves — Novozymes Latin America,
Avraucéria, Brasil) na concentragio de 3,0 mL hL™ a 25 + 2 °C durante 2 h e depois trasfegado.
O mosto de magé despectinizado foi transferido para um fermentador em acgo inox 304 AlSI,
com volume total de 30 L e util de 25 L, com controle de temperatura, resistente a pressao de 9
bar, valvula de seguranca e sistema de gaseificacdo descrito e depositado no INPI sob a patente
BR 10 2015 010037 0. Nesse recipiente, foi inoculado uma suspensdo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae Reims (Fermol Reims Champagne, referéncia PB 2002, AEB Group,
Italia) na concentracdo de 2,0 x 10° células mL*. Conduziu-se a fermentagio alcodlica a 20 °C
durante 21 d e, ap0s esse periodo, a sidra foi trasfegada e armazenada a 10 °C. A sidra base

apresentou 6,75 + 0,07 % (v v1) de alcool.

4.2.1.3 Suco crioconcentrado

Foi utilizado 13 L de mosto de macas da cultivar Granny Smith, com teor de sélidos
solliveis de 12 g 100 mL, previamente despectinizado e congelado em recipientes com tampas
a -18 °C (Freezer Metalfrio, Brasil). Porcionou-se 0 bloco de mosto congelado em blocos de
menor tamanho que posteriormente foram embalados em um tecido de molin e centrifugados
(Centrifuga Arno, Brasil) a 988 g até que o gelo residual contivesse teor de sélidos sollveis em
torno de 1 a 2 °Brix. Desse processo, obteve-se 6,2 L de mosto crioconcentrado com teor de
solidos solGveis de 24,6 g 100 mL™ e o mosto foi congelado novamente por dois dias. Apds
esse periodo, efetuou-se uma nova crioconcentracdo, onde se obteve 3,1 L de mosto
crioconcentrado com teor de solidos soliiveis de 52 g 100 mL™? e acidez total de 28,11 g de
acido malico L (28,11 g MA L™). Este mosto crioconcentrado foi utilizado na padronizagio da
sidra final a fim de se corrigir o seu teor de acucares, aromas, cor, acidez e adstringéncia
(ZIELINSKI et al., 2019).
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4.2.1.4 Sidra final

Para a formulacdo da sidra final, utilizou-se a sidra base, e 0 suco crioconcentrado
(LOS et al.,, 2017; ZIELINSKI et al., 2019). Ap6s medir o volume de sidra base e do
crioconcentrado, bem como do teor alcodlico da sidra base, misturou-se, entdo, 0s componentes.
Adicionou-se mosto crioconcentrado e agua deionizada a bebida até que o teor de soélidos
soltveis atingisse 45 g L™ e teor alcodlico de 4,6 °GL.

A sidra formulada foi separada em cinco grupos diferentes, sendo dois nédo tratados,
dois tratamentos térmicos e um tratamento quimico. As sidras foram envasadas em garrafas
resistentes a pressdo de vidro verde de 750 mL, tampadas com rolha plastica, lacradas com
gaiolas metalicas e armazenadas verticalmente. Os grupos ndo tratados foram utilizados como
controles, um armazenado em condi¢des ambientais (11-28,2 °C), denominado “CA” e outro

sob refrigeragdo (7 a 10 °C), atribuido como “CR”.

4.2.2 Tratamento Térmico

A fim de se minimizar alteracfes sensoriais que causam impacto negativo,
temperaturas mais brandas foram escolhidas (PI'YASENA, MCKELLAR, BARTLETT, 2003).
A pasteurizacao ocorreu seguindo-se, com modificacdes, os métodos de Splittstoesser, Mclellan
e Churey (1996), Buchanan e Edelson (1999) e Janzantti, Franco e Wosiacki (2003).

As amostras foram separadas em dois grupos. O primeiro foi submetido a condicao de
60 °C em banho-maria durante 15 min, constituindo as amostras denominadas de “P60” e o
outro grupo, denominado “P80”, a condi¢do 80 °C 15 min™, também em banho-maria. Em
ambos grupos, o tempo somente foi cronometrado a partir do momento que o ponto frio do
sistema, previamente determinado em uma mistura hidroalcdolica com mesmo teor alcodlico e
de acucar das amostras, atingiu a temperatura de interesse: 29 min para a condi¢do de 60 °C e
19 min para a de 80 °C. Em seguida, ao tratamento térmico, as amostras foram resfriadas a
25°C. Neste momento, apds um periodo de estabilizacdo (6h) foram realizadas as analises

microbioldgicas e fisico-quimicas. Os resultados foram comparados com os demais tratamentos.

4.2.3 Tratamento Quimico

Para esse tratamento, foi adicionado a bebida o sorbato de potassio, na concentragéo de

0,03 g 100 mL?, conforme permitido pela legislacio vigente (Resolucdo n® 04 de 24 de
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novembro de 1988 — Ministério da Satde) e constituiu as amostras denominadas de “S”.

4.2.4 Monitoramento Fisico-Quimico

Apos tratadas, as sidras foram monitoradas por 180 d. Analises foram feitas nos dias 0,
30, 60 e 180. Foram analisados: teor de agUcar e glicerol, densidade, pH, acidez, teor alcodlico,
contetdo fendlico total, perfil fendlico, atividades antioxidantes in vitro e a cor das sidras. As
determinacbGes foram feitas em triplicata, com exce¢do do contetdo fendlico total e das
atividades antioxidantes in vitro, onde foram feitas cinco a nove replicatas. O perfil fenélico foi

analisado apenas nos dias 0, 30 e 60.

4.2.4.1 Acucares e glicerol

Foi utilizado o método de Santos et al. (2018) para as determinacfes de agUcares e
glicerol. As amostras foram diluidas, com agua ultrapura (Milli-Q Integral®, Millipore®, S&o
Paulo SP, Brazil). As amostras foram filtradas em filtro seringa de nylon de 0,22 um (Waters,
Milford, MA, EUA) e transferidas para vials. A analise foi feita em um sistema Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters 2695 Alliance, Milford, MA, EUA) composto por
um detector de indice de refracdo (Rl 2414, Milford, MA, EUA), um detector de matriz de
fotodiodo (PDA 2998, Milford, MA, EUA) e um detector de fluorescéncia (FLD 2475, Milford,
MA, EUA), uma bomba quaternaria (Waters 2695 Alliance, Milford MA, EUA),
desgaseificador e auto injetor. Utilizando-se uma coluna Bio-Rad HPX 87H (300 x 7.8 mm) em
condicdo isocratica de uma solucdo aquosa de 0,006 M de acido sulfarico com volume de
injecdo de 10 pL e taxa de fluxo de 0,5 mL min™ com a coluna aquecida e mantida a 30 °C. A
deteccdo dos agucares se deu por meio de comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes e a
quantificacéo calculada a partir de curva padréo dos padrdes conforme a Tabela 5. Os resultados

foram expressos pela média de trés determinagdes.

Tabela 5: Pardmetros cromatograficos dos padrdes de acUcares e glicerol utilizados

Composto Tempo de retencdo Regresséo linear R? LOD* LOQ*
Sacarose 8,00 y=8.10%x + 83246 0,986 0,01 0,03
Glucose 9,70 y=9.10% - 37747 0,992 0,004 0,01
Frutose 12,18 y=9.10%x - 75598 0,993 0,004 0,01
Glicerol 16,20 y=8,13.106*x - 152510 0,999 0,0002 0,0005

Nota 1: LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificagdo; *: pug mL™.
Nota 2: As curvas dos padrdes foram elaboradas com concentragdes de 0,1 a 1,0 g 100 mL™.
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4.2.4.2 Densidade

A densidade das amostras foi obtida por meio de um densimetro digital de exatiddo 5 x

10°® g cm® (DMA 4500M, Anton Paar, Graz, Austria). Os resultados foram expressos em g cm’
3

4.2.4.3pH

O pH foi determinado por meio do auxilio de um pHmetro (pH 21 meter, Hanna,
Cotia, Brasil).

4.2.4.4 Acidez total e volatil

A andlise de acidez total e volatil foi a mesma descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008). Os resultados foram calculados pelas equacbes (1) e (2), dados pela média de trés
determinacdes e expressos em g acido malico L™ e em g 4cido acético L™, respectivamente. A

acidez também foi calculada em mEq L%, como exige a legislagéo brasileira, a partir da equacéo

(3).

n.M.f.PM M
Acidez total =
cidez tota T
.M. f.F
Acidez volatil = % (2)

Onde: n é volume (mL) gasto de hidréxido de sodio 0,1 mol L%; M é a molaridade da solugdo de hidréxido de
sodio; f é o fator de correcdo dessa solucdo (0,9677), PM é o equivalente grama do &cido malico (67,04
0); F é o fator de conversdo para o acido acético (0,6005) e V € o volume de amostra.

_ V.N.f.1000 (3)
- v

: a1 (MEG
Acidez total/volatll< T )

Onde: V é o volume de hidréxido de sddio 0,1 mol L; N é a normalidade da solucdo; f é o fator de correcéo da
solucdo de hidroxido de sédio e v é o volume da amostra.

4.2.4.5 Teor alcodlico

Determinou-se o teor alcodlico por meio de ebuliometro (010154, Techvision, Brasil).
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4.2.4.6 Conteldo fendlico total

Para a determinacdo do conteudo fendlico total, seguiu-se a método proposto por
Singleton e Rossi (1965), com pequenas adaptacOes. Verteu-se 4,2 mL de agua destilada, 50 pL
de amostra e 250uL de reagente Folin-Ciocalteau 0,2M em um tubo de ensaio e 0 sistema
permaneceu em repouso por 3 min. Ao término desse periodo, adicionou-se 500 pL de solugéo
de carbonato de calcio a 20 % (m V'), submeteu o sistema a agitagdo em um vortex (Vision
Scientific CO. LTD., Coreia) e reservou-o0 em local ao abrigo de luz por 1 h. Posteriormente, foi
transferido 300 pL dessa solugdo para microplacas (96 pogos, com volume de 300 pL cada
poco e de fundo reto) e leu-se as absorbancias das amostras em um espectrofotometro de
microplacas (Epoch, Synergy-BioTec, Winooski, VT, EUA) ao comprimento de onda de 720
nm. Os resultados foram obtidos por meio da curva padrdo (y= 0,0004x + 0,002; R2 = 0,9975)
de &cido clorogénico (20 — 200 mg L) e expressos em mg equivalentes de acido clorogénico L
! de amostra. As sidras foram diluidas com &gua deionizada.

4.2.4.7 Atividades antioxidantes in vitro

Determinou-se a atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS (RE et al.,
1999), pelo poder antioxidante da reducdo do ferro — FRAP (BENZIE, STRAIN, 1996) e pela
eliminacdo do radical DPPH (BRAND-WILLAMS, CUVELIER, BERSET; 1995). Os
resultados foram expressos em pumol de Trolox por litro de bebida (sidra ou mosto de macé
crioconcentrado) (umol TE L). As amostras foram lidas em um leitor de microplacas (Epoch,
Synergy-BioTec, Winooski, VT, EUA). As sidras foroam diluidas com &gua deionizada.

Para 0 método de sequestro do radical ABTS, preparou-se uma solu¢do de ABTS 7
mM e uma de persulfato de potéassio 2,45 mM. As solucdes, entdo, foram misturadas na
proporcdo de 1:1. Alocou-se a solucdo resultante sob abrigo de luz por 16 h e em temperatura
ambiente (25°C). Em seguida, em bal&do volumétrico, verteu-se 4,5 mL dessa solugdo e se
completou até 250 mL com agua destilada, possuindo uma absorbancia minima de 0,7 em
comprimento de onda de 734 nm. Adicionou-se 20 L de cada amostra e 280 pL da solucgdo de
ABTS em uma microplaca (acrilica de 96 pocos, com volume de 300 pL cada pogo e de fundo
reto), que foi deixada ao abrigo da luz por 30 min. Efetuou-se a leitura das amostras, em
comprimento de onda de 734 nm, e o célculo dos resultados, a partir da curva padrdo (y =
0,2443x — 0,0799; R2 = 0,9865) elaborada por meio de diferentes concentragdes de Trolox (100
—500 pmol L),
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Para 0 método FRAP, primeiro, elaborou-se trés solucdes: o tampéo acetato 300 mM
de pH 3,6 (3.1 g C,H3NaO, * 3H,0) e 16 mL de acido acético por litro de solugdo tampé&o), a
solugdo 10 mM de TPTZ em 40 mM HCI e a solu¢do de 20 mM de cloreto férrico hexa
hidratado. Preparou-se o reagente FRAP adicionando as soluc¢des na proporgdo 10:1:1 (v viv
1. Para a analise, despejou-se 290 pL dessa solugdo recém preparada e 10 puL de amostra em
uma microplaca (acrilica de 96 pocos, com volume de 300 UL cada pogo e de fundo reto), que,
posteriormente, foi alocada em repouso ao abrigo da luz durante 30 min. Decorrido o tempo,
fez-se a leitura das absorbancias no comprimento de onda de 593 nm. Calculou-se, entdo, a
atividade antioxidante das amostras por meio de curva padrdo (y = 0,0012x + 0,0124; R2 =
0,9954) de Trolox (100 — 600 pmol L™Y).

Para 0 método DPPH utilizou-se uma solucdo elaborada a partir de metanol e DPPH
com concentracéo final de 125 pmol L. Completou-se tubos com 1,9 mL da solucio e 50 pL
de amostra. O sistema permaneceu em repouso por 30 min protegido da luz e posteriormente,
300 pL foram transferidos para uma microplaca (acrilica de 96 pocos, com volume de 300 pL
cada poco e de fundo reto), e lidos no comprimento de onda de 515 nm. Os resultados foram
obtidos a partir da curva padrdo (y = 0,0662x + 0,2067; R2 = 0,9877) de Trolox (100 — 500
umol L.

4.2.4.8 Perfil fendlico

Inicialmente, congelou-se 25 mL de cada amostra a -86 °C (NUAIRE, NU-9668GC,
MN, EUA) e posteriormente as mesmas foram liofilizadas (Liofilizador, TERRONI LS3000,
Séao Paulo, Brasil). As amostras foram reconstituidas adicionando-se 3 mL de uma solucéo de
acido acético 2,5% e metanol 99% na concentracio de 3:1 (v v?) e filtradas em filtro seringa de
nylon de porosidade 0,22 um (Waters, Milford, MA, EUA) e transferidas em vials. Analisou-se
as amostras em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), seguindo-se 0
método de Alberti et al. (2014).

O sistema CLAE (Waters 2695 Alliance, Milford, MA, EUA) ¢é equipado com detector
de matriz de fotodiodos PDA 2998 (Waters, Milford, MA, EUA), bomba quaternaria e
amostrador automatico, coluna Symmetry Cig (4,6 x 150 mm, 3,5 pum, Waters, Milford, MA,
EUA) aquecida a 20°C. A fase movel foi constituida de A, solucéo de acido acético 2,5 % (v v°
1), e B, acetonitrila, deu-se da seguinte maneira: 3-9 % B (0-5 min), 9-16 % (5-15 min), 16-
36,4% B (15-33 min), 36,4-100 % B (33-48 min) e recondicionamento da coluna 3 % B (10

min) nas condi¢Bes de: fluxo 1,0 mL min*; coluna a 20°C. As detecgBes foram feitas a 280 nm
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para flavan- 3-ols e dihidrochalconas; a 320 nm para acidos hidroxicindmicos; e 350 nm para

flavonois. Identificou-se e se quantificou os compostos fendlicos das amostras comparando o

tempo de retencdo e espectro dos picos com os de padrBes, conforme pode ser observado na

Tabela 6.

Tabela 6:Dados cromatograficos dos padrdes fendlicos utilizados

TR

Banda

Composto fenolico (min) UV (nm) Regressdo linear R? LOD* LOQ*
Acido gélico 3,110 2715 y=24519x-29541 0,998 0,78 2,35
Acido clorogénico 9,212 326,2 y=25239x-13321 0,997 0,59 1,80
Acido p-cumérico 15,522 310,7 y=61187x-85345 0,998 0,52 1,59
Acico Cafeico 10,923 323,8 y=39960x+80223 0,984 0,07 0,20
(+)-catequina 8,713 279,8 y=5999x-9084 0,999 0,99 3,00
(-)-epicatequina 12,186  279,8 y=5729x+13748 0,992 3,34 10,13
Procianidina B2 10,170 279,8 y=5684,6x+6661 0,998 0,52 1,58
Floridzina 24,502 285,8 y=17194x-30986 0,997 1,28 3,86
Floretina 32,356 285,8 y=34406x-12344 0,999 0,33 0,99
Quercetina 23,482 376,2 y=19302x-20826 0,998 0,18 0,53
Quercetina-3-0O- rutinosideo 18,730 354,9 y=14303x-72994 0,998 0,50 1,52
Quercetina-3-D-galactosideo 18,992 354,9 y=14225x-2367,6 0,999 0,29 0,89
Quercetina-3-p-D-glucosideo 19,550 354,9 y=22090x-59247 0,998 0,03 0,08
Quercetina-3-O- 21,16 3537 y=10875x-29203 0,998 0,29 0,89
arabinofuranosideo

Quercetina-3-O-raminosideo 21,959 348,9 y=20504x-34187 0,989 0,15 0,46

Nota: TR: tempo de retencéo; y = absorbancia; x = concentragdo (mg L); LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite
de quantificacdo; *: ug mL™.

4.2.4.9 Anélise de cor

Analisou-se a cor das bebidas, utilizando-se um colorimetro (CM-5-ID, KONICA

MINOLTA, Osaka, Japao) seguindo o método utilizado por Lee et al. (2016). Foram avaliados

0s parametros L*, a* e b*, onde L* é a claridade da amostra, -a* é verde, +a* é vermelho, -b* é

azul e +b* é amarelo. Com esses valores, serdo calculados seu angulo Hue (tonalidade) (4),

chroma (intensidade da cor) (5).

ulo Hue (°H) = f(x) =

b *

arco tangente (—) ,
a *x

b *
arco tangente (E) + 180,

Intensidade da cor (C) = +/(a *)? + (b *)?

sea>0

sea<0

(4)

(5)
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4.2.5 Monitoramento Microbiolédgico

Apos tratadas, as sidras foram monitoradas por 180 d. Analises foram feitas nos dias 0,
30, 60 e 180. Foram realizadas analises para contagem de bactérias laticas; coliformes
termotolerantes e Escherichia coli e fungos e leveduras totais e para detecgdo de presenca ou
auséncia de Salmonella spp.. Para as andlises de contagem de micro-organismos, foi utilizado
agua salina pipetonada 0,1% (m v') esterilizada como diluente, seguindo-se 0 anexo 2.2 do
Manual de Métodos de Anéalise Microbioldgica de Alimentos e Agua (SILVA et al., 2010).

Os resultados dos ensaios de bactérias laticas, fungos e leveduras totais foram
calculados com base no método da contagem de micro-organismos em placas, descrita pela ISO
7218:2007 e os resultados dos ensaios de coliformes termotolerantes e Escherichia coli foram
obtidos por meio do método de contagem de micro-organismos pelo Numero Mais Provavel
(NMP). descrita no Bacteriological Analytical Manual (BLODGETT, 2006), ambos os métodos
citados por Silva et al. (2010). Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC) mL™ ou NMP mL™.

Para a contagem de bactérias laticas, aplicou-se o método de contagem padrdo em
placas, realizando o plagueamento em profundidade e com sobrecamada utilizando o 4gar MRS
e incubacdo em jarras de anaerobiose, seguindo-se 0 método descrito pela American Public
Health Association (APHA) no 19° Capitulo da 42 Edicdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (HALL et al., 2001), citado por Silva et al. (2010). Os
resultados da analise foram obtidos por meio da contagem de micro-organismos em placas.

Para os coliformes termotolerantes e Escherichia coli, utilizou-se o0 método descrito no
capitulo 8 da 4° edicdo do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods da APHA (KORNACKI, JOHNSON, 2001), citados por Silva et al. (2010). Calculou-se
os resultados da analise por meio do NMP.

A contagem de bolores e leveduras totais, foi realizado pelo método do capitulo 20 da
4% edicdo do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(BEUCHAT, COUSIN, 2001), citados por Silva et al. (2010). Empregou-se 0 agar batata
dextrose (PDA, sigla em inglés) acidificado com &cido tartarico 10% esterilizado por filtragdo
até pH final 3,5 e os resultados foram calculados mediante contagem de micro-organismos em
placas.

A presenca ou auséncia de Salmonella spp. foi verificada por meio do método revisado
(2007) da Food and Drug Administration (FDA) presente no capitulo 5 do Bacteriological
Analytical Manual Online (ANDREWS, HAMMACK, 2007), citados por Silva et al. (2010).
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Para o plaqueamento diferencial, substituiu-se o agar entérico de Hectoen (HE, sigla em inglés)
e 0 gar bismuto sulfito (BS) pelos &gares verde brilhante (BG, sigla em inglés) e Salmonella
Shigella (SS).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a media e desvio padrdo de trés determinacoes,
com excegdo do conteudo fendlico total e das atividades antioxidantes in vitro, onde o0s
resultados foram expressos pela media de cinco ou mais repeticGes. Obteve-se as diferencas
entre as amostras aplicando a Andlise de variancia (ANOVA, fator Unico) e teste de
diferenciacdo de médias de Fischer LSD. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no
software Statistica 7.0 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA SIDRA BASE, SUCO
CRIOCONCENTRADO DE MACA CV. GRANNY SMITH E SIDRA FINAL

De acordo com a Tabela 7, em primeiro momento, pode-se observar um esgotamento
quase total dos carboidratos na fermentacao da sidra base, remanescendo apenas 0,56 g (Tabela
7) dos 12,2 g 100 mL? iniciais do mosto de magcé cv. Gala, demostrando a eficiéncia da
fermentagé@o conduzida pela Saccharomyces cerevisiae na sidra. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bortolini et al. (2020), que ao final da fermentacdo do mosto de macas cv. Fuji,
com e sem bagago, obtiveram apenas um residual de 0,3 e 0,6 g 100 mL? de frutose,
respectivamente e Los et al. (2017) 0,003, 0,04 e 0,002 g 100mL™ para glucose, frutose e
sacarose, respectivamente, para a cv. Gala. As variagdes podem ser explicadas pela diferenca de
cultivar, cepas de leveduras e tempo de fermentacdo. Somado a esses fatores, o estadio de
maturacdo das macas também pode ser atribuido a essa diferenca (ALBERTI et al., 2016).

O teor alcodlico de SB encontra-se semelhante aos de Carvalho et al (2010), que
encontraram 6,90 °GL (ou 6,9 % m v1) para o fermentado de magcé cv. Gala e de Kliks et al.
(2020), que compararam as fermentacGes de mostos puros de macas cvs. Idared, Cortland e
Gala conduzidas a 15 e 20 °C durante 14 d, utilizando S. cerevisiae. Quanto as sidras obtidas a
partir dos mostos da cv. Gala a 15 e 20 °C, os autores obtiveram um teor alcodlico de 6,38 e

6,56 % (v V1), respectivamente.
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Tabela 7: Resultados fisico-quimicos médios das amostras Sidra Base e Crio.Suco Crioconcentrado de Granny

Smith
Amostra
Parametro analitico Sidra Base Sucoprioconcentradq de Sidra Final
maca cv. Granny Smith

AcUcares totais (g 100 mL™) 0,564 + 0,001 52,2+0,3 4,476 £ 0,006
Sacarose (g 100 mL™) <LOD 8,35+ 0,09 0,17 £ 0,01
Glucose (g 100 mL™) <LOD 132+0,1 1,39+0,01
Frutose (g 100 mLY) 0,56 £ 0,01 30,6 £0,1 2,91+£0,01
Glicerol (g 100 mL™) 0,38+0,01 <LOD 0,29 £ 0,01
Teor alcodlico % (v v?) 6,75+ 0,07 - 46+0,1
Densidade (g cm®) 0,99319 1,21458 1,01446
pH 3,79+£0,01 3,23+ 0,02 3,55+0,01
Acidez total (g MA L?) 3,508 = 0,007 28,11 £ 0,02 4,81 £ 0,05
Acidez volatil (g AC L) 1,0+0,2 0,6+0,2 0,86 + 0,08
TFC (mg CAE LY) 496 £ 8 5440 = 80 870 £ 26
FRAP (umol TE LY) 734 +£6 11996 + 214 1911 £ 30
DPPH (umol TE L?) 546 + 44 4755 + 85 1217 £ 17
ABTS (umol TE LY 1061 + 60 13024 + 97 2923 + 134
L* 91,07 £ 0,01 80,9+ 0,03 93,98+0,3
a* -0,71 + 0,006 12,62 £ 0,02 -1,13+0,03
b* 39,3+0,1 74,60 + 0,09 30,56 + 0,07
°Hue 88,70+ 0,01 80,40 £ 0,03 92,11 £ 0,05
Chroma 39,3+0,1 75,66 + 0,08 30,58 + 0,07

Nota 1: <: Menor que; LOD: Limite de detecgdo; TFC: Compostos fendlicos totais; MA: Acido malico; AC:
Acido acético; CAE: Equivalente de &cido clorogénico; TFC: Contetdo fendlico total; TE: Equivalente
de trolox; L*: luminosidade; a*: Parametro de cor verde/vermelho; b*: Pardmetro de cor azul/amarelo.

Nota 2: Resultados expressos como média + desvio padréo.

SB apresentou pH ligeiramente superior aos pHs encontrados em sidras monovarietais
de macds de mesa cv. Breaburn, Granny Smit e Golden Lasa com pHs de 3,38; 3,33 e 3,47,
nessa ordem (NICOLINI et al., 2018); e semelhante aos das cv. Pink Lady, Royal Gala e Red
Delicious com pHs de 3,7; 3,6 e 3,7, respectivamente (GIRSCHIK et al., 2017); Fuji com pH de
3,8 (BORTOLINI et al., 2020); Gala com pHs de 4,0 (SANTOS et al., 2018) e de 3,38 a 3,80
por Wei et al. (2019) conforme a levedura utilizada, sendo que, para S. cerevisiae, o pH obtido
pelos autores foi de 3,69. Entretanto suas acidezes total e volatil encontraram-se acima dos
obtidos por Carvalho et al. (2010), onde a sidra elaborada a partir magas cv. Gala com processo
fermentativo conduzido a 20-27 °C por 10 d apresentou, respectivamente, 0,23 g MA 100 mL™*
(ou2,3gMA L1 e0,02gAC 100 mL?(ou 0,2 g AC L. Essas diferencas podem ser explicas
pelo estadio de maturacdo das frutas (ALBERTI et. al., 2016), pelo de tempo das fermentacdes
e provavel desenvolvimento de uma fermentacdo malolatica, uma vez que Dierings et al. (2013)
ao analisar as sidras obtidas da mesma cultivar, nas condi¢cdes de 24,9-30,7 °C por 45 d,
observaram um aumento de acido latico e da acidez a partir do décimo dia de fermentacéo e ao
final dos 45 d a acidez total foi de 3,2 g MA L™ e a acidez volatil de 0,91 g AC L.

Quanto a atividade antioxidante de SB, a amostra apresentou valores semelhantes aos
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encontrados por Silva et al. (2019), onde os autores obtiveram atividade antioxidante para a
sidra obtida de maci cv. Gala maduras de 777 umol TE L, pelo método FRAP. Os autores
também observaram que o processo de fermentacdo conduzido a 20-23 °C e com indculo de S.
cerevisiae r.f. cerevisiae Fermol Bouquet causou alteragdes nas atividades antioxidantes dos
mostos das bebidas. Valores similares também foram encontrados por Bortolini et al. (2020),
onde os autores obtiveram atividades antioxidantes de 637 e 820 umol TE L para DPPH e
FRAP, respectivamente, para a sidra obtida de macds cv. Fuji. Entretanto, a atividade
antioxidante pelo método ABTS foi substancialmente menor, com valor de 471 umol TE L.
Essas diferencas nas atividades antioxidantes podem estar relacionadas diferente a composicao
das sidras e, também, a fermentacdo malolatica (WU et al., 2020).

Os parametros de cor de SB se assemelharam aos encontrados por Benvenutti et al.
(2019) em sidras de macé cb. Fuji, onde os autores obtiveram L* = 92,10; a* = -1,2; b* = 27,9;
%hue = 92,38 e Chroma = 27,9. Os autores também observaram que os valores dos parametros
L* e °hue diminuiam e que os valores de a*, b* e Chroma aumentava conforme a adigdo de
extratos fenolicos na sidra.

Quanto a amostra Crio, houve um aumento de 4,35 vezes na concentracdo de agucares
totais em dois ciclos. Resultados semelhantes foram encontrados por Orellana-Palma et al.
(2020), onde os autores crioconcentraram suco de macé cv. Red Fuji com 13,9 °Brix (ou ~13,9
g 100 mL™) iniciais e obtiveram, ao fim do terceiro ciclo de crioconcentragdo, 54,9 °Brix (ou
~54,9 g 100 mL™Y), resultando em um aumento de 3,95 vezes. Hernandez et al. (2009)
crioconcentraram sucos de maci e de péra, com 14,5 e 13 °Brix (ou ~14,5 e ~13,0 g 100 mL™),
respetivamente, em um equipamento semi-industrial de placas, e obtiveram suco de magd com
30,2 °Brix (ou ~30,2 g 100 mL™) e de péra de 30,8 °Brix (ou ~30,8 g 100 mL™Y), resultando em
concentracdo de 2,08 e 2,37 vezes, respectivamente, mostrando que o0 processo de
crioconcentracdo estd ligado a matéria prima e ao metodo utilizado. Além disso, conforme
esperado, sua densidade aumentou.

Sabendo-se que Crio teve uma concentracdo de 4,35 vezes, pode-se apontar que,
teoricamente, o suco de macé cv. Granny Smith utilizado teria em torno de 1,92 g sacarose 3,03
g de glucose e 7,03 g de frutose. Resultados semelhantes foram encontrados por Yi et al. (2017),
que obtiveram 16,8, 6,5 e 61,9 mg mL™ (ou 1,68 e 6,19 g 100 mL™?) de sacarose, glucose e
frutose, respectivamente, para a mesma cultivar e Stander et al. (2021) encontraram 29,7, 35,4 e
62,7 g L (ou 2,97, 3,54 e 6,27 g 100 mL1) de sacarose, glicose e frutose, nessa ordem. Por fim,
frutose representou 58,68 % dos agUcares, seguida da glucose com 25,31 % e da glucose com
16,01 %.
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Carvalho et al. (2010), observaram que apds a crioconcentracdo do suco de maca cv.
Gala, a acidez titulavel aumentou de 0,25 para 0,70 g MA 100 mL™ (ou 2,5 para 7,0 g MA L™Y).
Yi et al. (2017) obtiveram pH 3,49 para 0 do suco de magés cv. Granny Smith, estando acima
do obtido por Crio (3,23). Orellana-Palma et al. (2020) ao crioconcentrarem suco de maca cv.
Red Fuji, obtiveram reducéo significativa (p < 0,05) no pH, partindo de 3,5 para 3,1 ao fim do
processo, coincidindo com a alta da sua acidez total, que aumentou, significativamente (p <
0,05) de 2,3 para 3,0 g MA L. Desse modo, 0 processo de crioconcentragio também acarretou
em um aumento da acidez total, sendo ocasionada pelo aumento do teor de acidos organicos,
como o0 acido malico, conforme relataram Khajehei et al. (2015) ao estudarem a
crioconcentracao de suco de roma.

Quanto ao teor de compostos fendlicos totais, Zielinski et al. (2019) submeteram o
suco de maca cv Granny Smith padronizado em 12,5 °Brix (~12,5 g solidos soltiveis 100 mL™)
ao processo de crioconcentracdo e obtiveram aumento significativo (p < 0,01) na concentracéo
desses compostos, partindo de 873 para 3.353 mg CAE L  para o suco com 46 °Brix (~46 g de
sélidos sollveis 100 mL™). Os resultados encontrados no presente trabalho encontram-se
substancialmente maiores que o0s encontrados pelos autores, mesmo quando comparados
proporcionalmente a 52 °Brix. Os autores obtiveram, também, um aumento significativo na
atividade antioxidante dos sucos apds a crioconcentracdo, onde, inicialmente, FRAP, DPPH e
ABTS resultaram, nessa ordem, em 861, 1025 e 1468 pumol TE L ! e ap6s o processo, em
8708, 5464 e 10624 umol TE L 2, respectivamente. As diferencas nas atividades antioxidantes
podem estar relacionadas a retencdo de compostos fendlicos na fracdo de gelo, como
observaram Haas et al. (2022) em seu estudo sobre a crioconcentracdo de suco de laranja
(Citrus sinensis L.) e com a safra das macas, como notaram Bedrifiana, Lobo e Valles (2019),
ao analisar o suco crioconcentrado obtido de macds de mesma cultivar, mas de diferentes safras
(2013, 14 e 15), onde obtiveram diferencas significativas (p < 0,01) em seu contetdo fenolico
total.

Quanto aos parametros de cor de Crio do presente trabalho, os valores se assemelham
aos encontrados por Zielinski et al. (2019), que observaram uma constante reducdo na
luminosidade (L*) e no angulo hue ("HUE), obtendo, nessa ordem, valores de 80,63 e 82,12 e
um aumento crescente nos parametros a*, b* e Chroma, com valores de 11,35, 82,02 e 82,80,
respectivamente, ao final da crioconcentracdo. As mudancas na coloragdo do suco
crioconcentrado pode ser explicada pelas reacdes enzimaticas da polifenoloxidase, uma vez que
o congelamento do suco ndo cessa completamente a atuacio da enzima (BEDRINANA, LOBO,
VALLES, 2019), aumento do teor de compostos bioativos e volateis (ORELLANA-PALMA et
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al., 2020), oxidacdo de fenois nativos incolores, acidos fendlicos e flavandis (LE DEUN et al.,
2015 apud ZIELINSKI et al., 2019).

Analisando-se a Tabela 7, pode-se notar que a adicdo de suco crioconcentrado na sidra
base (SB) proporcionou um grande aumento nos parametros fisico-quimicos da bebida,
principalmente no seu teor de agUcares, na sua acidez total e nas suas atividades antioxidantes in
vitro. Da mesma forma, Los et al. (2017) também observaram as mesmas mudancas na sidra de
maca cv. Gala adicionada de suco crioconcentrado da mesma fruta e com teor alcoolico final de
4,49 °GL (ou 4,49 % m vh).

5.2 MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO DAS SIDRAS FINAIS

Quanto a Salmonella spp., observou-se que ndo houve incidéncia de coldnias tipicas,
para todas as amostras, em todos os dias de armazenamento, durante o teste diferencial e,
portanto, a analise foi descontinuada, aferindo, entdo, sua auséncia nas mesmas. Para E. coli e
coliformes termotolerantes, a etapa presuntiva, também atestou a inocuidade das amostras e,
portanto, os ensaios foram descontinuados e a contagem, determinada conforme dados
tabelados pelo método, foi < 3 NMP mL™* para todas as amostras.

Controlar esses micro-organismos se torna de extrema importancia, uma vez que foram
identificados como agentes etioldgicos de surtos ao redor do mundo, causando desde infeccoes
e hospitalizacdo até a morte de pessoas. No Brasil, entre 2007 e 2020, ocorreram
aproximadamente 9,27 mil surtos de Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA),
infectando cerca de 156,7 mil pessoas, sendo 22,2 mil hospitalizadas e 156 levadas a ébito.
Coliformes, E. coli e Salmonella spp. constam entre os principais causadores de surtos de
DTHA no Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (Sinan) e casos envolvendo essas
bactérias devem ser, compulsoriamente, notificados (BRASIL, 2022; MACIEIRA, BARBOSA,
TEIXEIRA, 2021).

A contaminac&o das frutas (e consequentemente de seus produtos) pode se dar desde o
manejo do pomar e pos-colheita até o processamento e armazenamento dos produtos
(MACIEIRA, BARBOSA, TEIXEIRA, 2021). No entanto, as espécies apresentam
comportamentos proprios de colonizacdo das frutas, que é dependente de qual fruta e de suas
variedades (e.g. maca cv. Gala), origem do micro-organismo (e.g. solo, frutas e fezes) e de seus
fatores de viruléncia e temperatura (COLLIGNON, KORSTEN, 2010; GONZALEZ-LOPEZ et
al., 2019).

Os resultados indicam que ndo houveram falhas nas etapas de sanitizagcdo e
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processamento das macas, crioconcentracdo do mosto, formulagdo da sidra final e envase, bem
como na higiene pessoal e dos equipamentos utilizados. N&o obstante, apesar de desconhecida a
populacéo inicial desses microrganismos, os resultados também sugerem que o hipoclorito de
sodio na condicdo de 150 mg L™ 20 min™ obteve éxito na eliminagio dos mesmos, estando de
acordo com os resultados encontrados por Chung et al. (2011), onde E. coli ndo foi encontrada
em maca cv. Fuji apos tratadas nas condicGes de 100 e 200 mg L™ 20 min™ e de Jacques et al.
(2015), onde a concentragdo de 150 mg L 15 min? resultou na eliminagio das cargas
microbianas de coliformes termotolerantes, E. coli e Salmonella spp. presentes na superficie de
amoras-pretas cv. Tupy.

Em relagdo aos bolores e leveduras totais, pode-se notar, na Tabela 8, que o tratamento
de pasteurizacdo foi o mais efetivo, uma vez que reduziu as populacdes desses micro-
organismos em 92,9 % nas condicdes de 80 °C 15 min e 83,3 % quando em 60 °C 15 min. Os
resultados obtidos encontram-se pouco acima dos encontrados por Suarez-Jacobo et al. (2010),
onde os autores encontraram populagdes inferiores a 2,0 log UFC mL* (1 x102 UFC mL™?) de
fungos e leveduras para o suco de magd na condigdo de 90 °C 4 min?. A diferenca dos

resultados pode ser advinda da condicdo mais severa de temperatura.

Tabela 8: Resultados de bolores e leveduras totais e bactérias laticas das sidras

Amostra Dias de Bolores e leveduras totais Bacteérias laticas
armazenamento (UFC mLh (UFC mLh

CA 0 2,7 x10% 2,5x10°
30 1,1 x 108 <1,0 x 102
60 1,0 x 10° 1,9 x10°
180 45x10° 8,9 x 108
CR 0 2,7x 104 2,5 x10°
30 6,0 x 10° 4,0x10°
60 5,0 x 10° 5,7 x 10*
180 2,2x10° 2,7 x10°

P80 0 1,9 x 10° (est) Presente (<4,0 x 10%)
30 Presente (< 4,0 x 10?) <1 x 102

60 1,6 x10° Presente (<4,0 x 10?)

180 3,3 x10* Presente (<4,0 x 10?)

P60 0 3,7 x 103 (est) Presente (< 4,0 x 10%)
30 1,3x10° <1x10?

60 1,8x 103 Presente (<4,0 x 10?)

180 5,2 x 10? Presente (<4,0 x 10?)
S 0 1,2 x 10* 8,8 x 10%
30 3,8 x 10° 2,8 x 10°

Nota 1: UFC: Unidade formadora de coldnia; CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR:
Sidra controle armazenada sob refrigeracdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min'; P60: Sidra
pasteurizada a 60 °C 15 min‘%; S: Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L; est: estimado.
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Entre os dias de armazenamento O e 30, CA apresentou um aumento populacional
expressivo de 40,7 vezes e CR um aumento de 22,2 vezes. Por outro lado, P80 e P60
apresentaram um decréscimo populacional de 4,78 e 2,85 vezes, respectivamente. Essa
diminuicdo esta de acordo com o encontrado por Geraldi et al. (2021) em sucos de jabuticaba
submetidos a 80 °C 2 min', onde, inicialmente a populagio de fungos e leveduras era de 6,0 X
102 UFC mL e, apos 30 d de armazenamento, sua populagéo era inferior a 10 UFC mL™. Esse
comportamento, segundo os autores, deve-se que o tratamento induz a perdas de funcdes
metabdlicas como a desnaturacdo de proteinas das células remanescentes.

Entre os dias 60 e 180, todas as amostras apresentaram declinio, podendo indicar que,
entre esses dias, houve uma fase estacionaria antecessora ao decaimento de sua populacdo. Os
fungos e leveduras totais também apresentaram maior resisténcia aos tratamentos de
pasteurizacdo (P80 e P60) e adicdo de sorbato de potassio (S) quando comparados com 0s
outros micro-organismos, conforme demonstrado na Tabela 8.

Inicialmente, o controle ambiente (CA) apresentou uma populacio de 2,7 x 10* UFC
mL? no dia 0 que decaiu até 4,5 x 10> UFC mL™? ao término do monitoramento de 180 d
(Tabela 8). Pode-se atribuir este comportamento a diminui¢do de substratos disponivel para a
manutencdo e multiplicagdo celular (GUINE et al., 2021). Corroborando com essa hipGtese,
Ismail et al. (2014) determinaram que a escassez de zinco, magnésio e célcio interfere no
crescimento celular e Alberti et al. (2011) demonstraram que a populacdo de leveduras esta
proporcional e intimamente ligada a concentracdo de nitrogénio e oxigénio do mosto. Nao
obstante, o consumo de carboidratos da amostra foi intenso, sendo esgotados entre 0s primeiros
30 d, como apresentado na Tabela 9 (Secéo 5.3).

Comparando-se as sidras pasteurizadas (P60 e P80) com as outras amostras, notou-se
gue as sidras submetidas a este tratamento apresentaram contagens substancialmente menores,
uma vez que sua populagio maxima de fungos e leveduras totais foi de 3,7 x 103 UFC mLe a
de bactérias laticas inferior a presenca de 4 x 10> UFC mL™, as dos controles foram,
respectivamente, de 1,1 x 108 e 8,9 x 108 UFC mL ! e para a amostra S, foram de 3,8 e 2,8 x 10°
UFC mL™, nessa ordem (Tabela 8). Os resultados demonstraram, portanto, a eficiéncia do
tratamento térmico e que as bactérias laticas sdo mais suscetiveis a essas condi¢des. Ademais,
entre as condicBes térmicas testadas, 60 e 80 °C 15 min™, observou-se que a segunda apresentou
populacdes ligeiramente menores desses micro-organismos (Tabela 8).

Os resultados acima estdo de acordo com o estudo conduzido por Techakanon e
Sirimuangmoon (2020), onde a condicdo mais severa (71 °C 6 s) surtiu maior efeito inibitério

em fungos e leveduras que a condigdo mais branda (63 °C 15 s™) na sidra obtida a partir de
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jambo rosa (Syzygium agueum Alston cv. Taaptimjan). Os autores justificam esse resultado
como consequéncia da destruicdo da membrana celular pelo calor. A temperatura também
influenciou o crescimento dos micro-organismos, sendo observado um menor crescimento ou
uma menor taxa de reproducéo desses individuos na amostra CR.

Sorbatos sdo usualmente utilizados em alimentos e bebidas em concentragdes que
variam de 0,02 a 0,3 %, desempenhando, nesse intervalo, o efeito inibitério (DAVIDSON,
TAYLOR, DAVID, 2021). Em bebidas fermentadas, sdo utilizados com a finalidade de
estabilizar o produto acabado devido a capacidade de coibir fungdes metabolicas em micro-
organismos (RIBEREAU-GAYON et al.,2006b apud ALMEIDA, SILVA, ELLER, 2022).
Entretanto, durante o monitoramento de 180 d das sidras, as analises das amostras submetidas
ao tratamento quimico, sorbato de sédio 0,03 g 100 mL™, foram interrompidas devido ao
crescimento exacerbado de micro-organismos, que, por sua vez, aumentou a carbonatacdo das
bebidas, culminando na exploséo das garrafas e, por conseguinte, perda das amostras.

O ocorrido demonstrou, empirica e quantitativamente, a ineficiéncia do sorbato de
potassio, nessa concentracdo, em controlar a populacdo de micro-organismos presentes, em
especial das leveduras, que séo as principais responsaveis pela producdo de gas carbénico na
bebida. Além disso, essa observacdo se torna preocupante, uma vez que estudos vém
demonstrando um aumento da capacidade dos micro-organismos de resistir aos mecanismos de
acdo dos conservantes quimicos (ALHARBI et al., 2014; NASROLLAHZADEH et al., 2022).

Pode-se observar que no dia 0, as amostras controle (CA e CR) ja apresentaram
populacdes elevadas de bactérias laticas (2,5 x 10° UFC L), levantando a hip6tese de que elas
sdo remanescentes da fermentacdo da Sidra Base (SB) e/ou do suco crioconcentrado (Crio).
Corroborando com essa hipétese, Dierings et al. (2013), analisaram microbiologicamente o suco
de macds comerciais da cv. Gala, bem como a cinética de fermentacdo de suas respetivas sidras
obtidas por trés diferentes processos fermentativos: fermentagdo natural, inoculacdo de S.
cerevisiae (Ardéme Plus) (6,0 x 108 células mL™) e coinoculagéo de S. cerevisiae (Aréme Plus) e
Oenococcus oeni (Enolate DIR) (6,0 x 108 células mL™ cada).

Ao analisarem o suco, os autores obtiveram contagem de 1,41 102 UFC mL™ para
bactérias laticas. No processo natural, as bactérias laticas nativas tiveram suas populacGes
reduzidas a 8,5 UFC mL™* apds 10 d de fermentac&o e aos 20 d, sua populagio aumentou até 4,1
101 UFC mL? e se manteve estavel até o fim da fermentagdo (45 d). No processo conduzido
com indculo de S. cerevisiae, a queda e aumento da sua populacdo foi semelhante & da
fermentagdo natural, entretanto, sua populacdo, em 20 d de fermentacdo, foi superior,

alcangando 1,14 10° UFC mL* e se manteve estavel até os 45 d de fermentagdo. Por fim, na
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coinoculacédo, os autores obtiveram uma queda acentuada antes dos 10 d de fermentacéo e sua
populacdo foi em torno de 1 102 UFC mL™, que aos 20 d aumentou para 6,70 10° UFC mL" g,
ao contrario das demais fermentacdes, sua populacdo foi superior a 10’ UFC mL™* no dia 45. O
decaimento da populacéo inicial das bactérias laticas, segundo os autores, tem relacdo com a
competicdo por substrato e supressdo populacional e seu aumento estd relacionado com o
aumento do teor de nitrogénio no meio, oriundo da autélise das leveduras Desse modo, pode-se
inferir que as elevadas populacGes de bactérias laticas encontradas nas sidras do presente
trabalho poderiam ser oriundas do Crio, mas, principalmente, de SB.

Segundo Sanchez et al. (2010), a fermentacdo malolatica pode ser propriamente
estabelecida quando a populago bactérias laticas encontra-se na grandeza de 108 UFC mL™. No
entanto, os autores, ao analisar essa fermentacdo na sidra obtida do suco industrial de macas,
encontraram que a concentracdo de acido malico da bebida foi, majoritariamente, reduzida
quando a populagio desses micro-organismos era cerca de 10° UFC mL™. Os autores também
observaram que o pH da bebida aumentava conforme decorria-se a fermentacdo malolatica e, ao
final do processo, o pH aumentou de 3,68 para 3,98. N&o obstante, os autores advertem que a
variacdo do pH nédo € proporcional a converséo de acido malico em &cido latico, uma vez que
essas bactérias podem produzir o &cido latico a partir de outros substratos. Essas informacgdes
podem explicar, também, as alteracdes de pH encontradas para CA, CR e S (Tabela 10; Secéao
5.3).

Além dessas mudancas, Benito (2020) revisou informacdes acerca da fabricacdo do
vinho e abordou que perdas de coloracdo podem ser observadas por uma fermentacdo
malolatica mal conduzida. A perda de cor pode ser causada por enzimas glicosidase das
bactérias laticas e consumo de compostos polifendlicos relacionados a cor. Essas informacGes

podem ajudar, também, a perda de coloracdo da amostra CA.

5.3 MONITORAMENTO FiSICO-QUIMICO DAS SIDRAS

Em uma analise panoramica, pode ser observado que a adi¢do do suco crioconcentrado
forneceu nutrientes necessarios para a manutencdo e crescimento celular, e, dessa maneira,
permitiu que as amostras fossem submetidas a uma refermentacdo (Tabela 9). P6de-se observar
tambem a sua evolucdo nas amostras CA e S e que o teor de carboidratos foi condizente com o
crescimento de micro-organismos dessas amostras. Além disso, a pasteurizagdo promoveu
maior estabilidade da bebida, uma vez que a concentragdo de agUcares totais Se manteve maior

nas amostras P80 e P60 e que, entre assas duas amostras, a primeira apresentou melhor
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resultado (Tabela 9).

Notou-se, também, na Tabela 9 que a sacarose foi hidrolisada de forma vigorosa nas
amostras CA, CR e S e branda nas amostras P60 e P80, formando glucose e frutose, porém nédo
consumidas, uma vez que as amostras, comparadas aos controles, ndo apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05) com relagdo ao teor de agUcares totais, com exce¢do da amostra P60, em que
sua concentracdo foi maior que as demais amostras. Marques et al. (2016), utilizando-se da S.
cerevisiae, aborda que a hidrolise ocorre devido a liberacdo de enzima (B-frutofuranosidase, EC
3.2.1.26) no mosto para promover a dissociacao desse dissacarideo em mondmeros de glucose e
frutose, para entdo, adentrarem a célula pelo mecanismo de difuséo facilitada e serem utilizados
como substrato. A partir do apresentado, juntamente com os resultados microbiolégicos (Tabela
8; Secdo 5.2), pode-se afirmar que no momento da andlise do dia de armazenamento 0, 0s
micro-organismos encontravam-se no periodo de adaptacdo ao meio, ou fase lag, para todas as
amostras. Esse periodo de adaptacdo dos micro-organismos encontra-se de acordo com o tempo
de duracdo da fase lag encontrada por Li et al. (2021), que foi de 24 h para o suco comercial de
macd, e com o0 encontrado por Ye, Yue e Yuan (2014), onde o consumo de substrato pelas

leveduras aumentou significativamente somente ap6s 12 h para o suco de maca cv. Fuji.



Tabela 9: Composicdo fisico-quimica de sidras elaboradas com diferentes tratamentos de conservacdo durante o armazenamento de 180 dias

Composto (g 100 mL?)

Dias de - AT -
Amostra armazenamento Aglcares Sacarose Glucose Frutose Glicerol Teor a'°°3"°° Denmdide
Totais % (vvh) (g cm™)
CA 0 4,476% + 0,006 0,17+ 0,01 1,39°+0,01 2912+0,01 0,29'+0,01 4,69+0,1 1,0146 + 0,0002
30 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,44° + 0,01 7,4°+0,1 0,9938" + 0,0004
60 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,43°+ 0,01 7,1°+0,2 0,9937" + 0,0001
180 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,452+ 0,01 7,78+0,1 0,99372" + 0,00001
CR 0 4,476% + 0,006 0,17+ 0,01 1,39°+0,01 291*+0,01 0,29'+0,01 4,69 +0,1 1,0146 + 0,0002
30 4,08+ 0,03 <LOD 1,27¢+0,01 2,81°+0,02 0,319+0,01 4,9+0,1  1,00888"+ 0,00004
60 3,8569 £ 0,003 <LOD 1,199+0,01 2669+001 0,33+0,01 4,95°+0,07 1,0124¢ + 0,0006
180 3,46'+0,03 <LOD 0,93k+0,01 253'+0,03 0,319+0,01 6,65¢+0,07 1,01128°+ 0,00005
P80 0 4,529°¢ + 0,008 0,65+ 0,01 1,17"+0,01 2,71°+0,01 0,319+0,01 4,609 +0,01 1,015 +0,0001
30 4,41°€ + 0,03 0,55°+ 0,01 1,23+0,01  2,659+0,03 0,319+0,01 4,55 +0,07  1,0152°+0,0001
60 4,48% + 0,02 0,48¢+ 0,01 1,28°+0,01  2,80°+0,02 0,30"+ 0,01 4,6 +0,2 1,015 + 0,0001
180 4,217+ 0,02 0,319+0,01 1,259+0,01 2,76°+0,03 0,25+0,01 4,659+0,07 1,015° + 0,0002
P60 0 4,85° + 0,03 0,652 + 0,01 1,269+0,01 294°+0,03 0,359+0,01  4,7¢9+0,1 1,0144¢ + 0,0001
30 4,34¢ £ 0,03 0,54°+ 0,01 1,15'+0,02 264"+0,01 0,30"+0,01 4,509"+0,01  1,0148" +0,0001
60 4,41%% + 0,04 0,407+ 0,01 1,24¢+0,01 2,69%+0,04 0,30"+0,01 4,7°9+0,1 1,0147°¢ + 0,0001
180 3,71"+ 0,04 0,21"+0,01 1,08+0,01 232+0,03 023+0,01 4,70°0+0,01 0,015+ 0,00004
S 0 4,40% + 0,01 0,13+ 0,01 1,412+0,01 2,86°+0,02 0,327+0,01 4,79+ 0,1 1,015 + 0,00004
30 0,991/ + 0,003 <LOD 0,12'+0,01 0,88<+0,01 0,07'+0,01 6,9%+0,2 0,9980¢ + 0,0003

Nota 1: CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob refrigeracdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15
min; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min‘*; S: Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L.

Nota 2: <: menor que; LOD: Limite de deteccéo.

Nota 3: Resultados expressados como média * desvio padrdo. Letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) de
acordo com o teste de Fisher LSD.
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Quanto a concentragdo de glucose, notou-se que houve uma preferéncia de consumo
por parte dos micro-organismos presentes e todas as amostras apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) entre os dias 0 e 180, tanto entre si quanto entre outras amostras. Entre
as amostras, CA e S, nessa ordem, apresentaram, significativamente (p < 0,05), as menores
concentragbes e, logo, 0s consumos mais rapidos entre as amostras, sendo o carboidrato
totalmente consumido entre os 30 primeiros dias de armazenamento para a primeira. CR
demonstrou uma queda consistente, e significativa (p < 0,05), a cada analise e as sidras P80 e
P60, respectivamente, apresentaram maior concentracdo residual desse acucar.

Avaliando-se a concentracdo de frutose nas amostras, notou-se que este foi o agucar
mais abundante ao final do monitoramento e, de maneira geral, apresentou um decréscimo
significativo (p < 0,05) entre o inicio e o fim do periodo analisado. Seu teor foi estatisticamente
(p < 0,05) maior para a sidra pasteurizada em temperatura mais elevada (P80), concordando que
a inativacdo dos micro-organismos nessa temperatura foi mais eficiente.

Considerando que as leveduras podem apresentar carater gluco- ou frutofilico ou
gluco- ou frutofobico, conforme a razdo entre as porcentagens de consumo de glucose e de
frutose, sua classificacdo sera dada da seguinte forma: se a razdo for <1, significa que seu
carater € frutofilico ou glucofébico; se >1, seu carater é classificado como frutofébico ou
glucofilico. A partir disso, comprovou-se o carater glucofilico para as leveduras utilizadas,
onde, para todas as amostras de sidra, o resultado dessa razéo foi >1, estando de acordo com 0s
resultados encontrados por Dierings et al. (2013), onde os autores, ao utilizarem o mosto de
macd cv. Gala, encontraram que as leveduras S. cerevisiae possuiam preferéncia pela
metabolizacdo da glucose. Conhecer esta caracteristica e o perfil de aglcares da matéria-prima,
possibilita que a fermentacdo seja conduzida de maneira mais assertiva e com melhores
resultados (FURLANI et al., 2017). Nao obstante, a preferéncia de consumo desses carboidratos
impacta diretamente na qualidade sensorial da bebida, uma vez que os agucares apresentam
poder edulcorante diferentes, sendo a sacarose utilizada convencionalmente como padréo e
valor de 1, a glucose e frutose com menor e maior poder edulcorante, respectivamente, com
valores de 0,75 e 1,7 na mesma ordem (GREMBECKA, 2015). Desse modo, a frutose residual
das sidras produzidas, as tornariam sensorialmente doces e potencialmente mais aceitas por
consumidores, uma vez que 0S mesmos possuem maior preferéncia pelo gosto doce e
frequentemente o relacionam com a seguranca do alimento (CORTES et al., 2009;
GREMBECKA, 2015)

Comparando-se as amostras, notou-se que existiu uma relagdo entre a temperatura de

armazenamento, consumo de acucar e o residual de agtcar com o tempo de armazenamento. A
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amostra armazenada sob refrigeracdo (CR) apresentou, significativamente (p < 0,05), maior teor
residual de frutose comparada com P60. As amostras armazenadas em temperatura ambiente
(CA e S) tiveram o0s acgucares rapidamente consumidos e as amostras pasteurizadas o maior teor
de acUcares totais residual. Essa relagdo pode ser explicada pela temperatura promover grande
influéncia na capacidade de a célula absorver e metabolizar o substrato, onde temperaturas mais
elevadas promovem um maior e mais rapido consumo dos nutrientes da sidra (KELKAR,
DOLAN, 2012). Além disso, o consumo de substrato esta intimamente relacionado com a
populacéo de micro-organismos do meio, como discutido anteriormente.

Também se constatou que CR foi a amostra que, estatisticamente (p < 0,05) mais
conteve glicerol entre as amostras. Entretanto, a concentracdo desse composto ndo ultrapassou
0,5 g 100 mL?. Os Resultados encontrados assemelham-se aos encontrados por He et al.
(2022), que ao analisarem as fermentacGes, conduzidas por S. cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe, do mosto de 10 diferentes cultivares de macd obtiveram
concentragdes entre 1,65 € 5,94 g L™ (ou 0,165 e 0,594 g 100 mL) para a primeira e entre 3,96
e 7,759 L (ou 0,396 e 0,775 g 100 mL™) para a segunda e concluiram que sua concentragio
depende da espécie de levedura e da cultivar da macd. Ao decorrer do processo fermentativo
alcodlico em condicdes reais, 95 % dos produtos gerados serdo compostos por etanol e CO2, 1%
em biomassa e o restante em compostos secundarios, como o glicerol (CALUGAR et al., 2021).
Entretanto, em condicfes adversas, como alto teor de acucares (~30 ° Brix), as leveduras sdo
capazes de alterar sua via metabdlica para aumentar a producdo de glicerol, uma vez que o
mesmo apresenta comportamento osmoprotetor (LU et al., 2017). Com essas informacdes, e que
0 suco de macga crioconcentrado de macga cv Granny Smith ndo continha glicerol em sua
composicdo (Tabela 7; Secdo 5.1) pode-se inferir que o glicerol presente nas siras foi formado
durante a fermentacdo alcoolica de SB e refermentacdo durante o armazenamento. N&o
obstante, sua baixa concentracdo nas amostras indica que ndo houve desvio de rota metabdlica
das leveduras.

Levando-se em conta o padrdo de identidade e qualidade das sidras no Brasil,
estabelecida pela IN n° 34, de 29 de novembro de 2012 e alterada pela IN n° 19, de 19 de margo
de 2020, as sidras seriam classificadas como: SB: sidra seca ou dry; CA: dia 0 seria classificada
como meio seco e demais dias como sendo seca ou dry; CR, P80 e P60: seriam classificadas
como meio seco para todos os dias de armazenamento; S: seria classificada como sendo meio
seco para o dia inicial e seca ou dry para os demais dias. Assim, portanto, os métodos de
conservagdo térmica foram eficazes em estabilizar a bebida durante o armazenamento.

Ao se analisar o teor alcoolico das amostras, notou-se que ndo houve diferenca
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significativa (p < 0,05) para as amostras P80 e P60 durante o periodo de armazenamento,
estando seus valores compreendidos entre 4,50 e 4,70 % (v v'!) de alcool (Tabela 9). Todavia,
as demais amostras demonstraram um aumento significativo (p < 0,05) em seu percentual
alcoolico, sendo CA a amostra que apresentou 0s maiores teores encontrados, com uma alta de
3,1 % (v v'1) entre os dias inicial e final analisado, seguida das amostras S, com um aumento de
2,2% (vv?l) e CR (2,05 % v v?), sendo as ultimas, entre si, sem diferenca significativa. Apesar
da refermentacdo, as amostras CA e CR, encontraram-se dentro do predito pela Legislacdo
Brasileira, a saber: IN 19/2020, que exige a graduacéo entre 4,0 e 8,0 % (v v!) (BRASIL,
2020), no entanto, apesar de estarem contidas na faixa exigida pela legislacéo, as alteracdes
trariam problemas legais, uma vez que o teor alcodlico da bebida estaria em discordancia com
discriminado em seu rotulo. A partir disso, pode-se estabelecer que a vida de prateleira para
essas amostras seriam melhor determinada em < 30 d. De mesmo modo, P80 e P60 estdo de
acordo com o exigido pela legislacdo e, quanto ao teor alcodlico, seus prazos de validade
comercial seriam estendidos até 180 d. Quanto a amostra S, devido a descontinuidade de seu
monitoramento, ndo se fez possivel uma afirmacdo quanto sua conformidade perante a
legislacdo vigente.

Comparando-se os resultados acerca dos teores alcéolicos com os microbioldgicos,
observou-se que durante os 180 d de monitoramento as populacdes de fungos e leveduras totais
de CA, CR e S tiveram popula¢do maxima no dia 30 de armazenamento (Tabela 8; Secédo 5.2)
(1,1 x 10°% 6,0 x 10° e 3,8 x 10® UFC mL™%, respectivamente) e populagdo minima ao final do
periodo (4,5 x 10%; 2,2 x 10° UFC mL™) e suspensdo da amostra, respectivamente, enquanto o
teor alcodlico aumentou gradativamente até o término do periodo. Esse comportamento pode
ser justificado pela capacidade das leveduras em modularem suas membranas para resistir aos
efeitos do etanol, como alteracdo da estrutura celular e inibicdo do transporte metabdlico. Essas
mudangas estdo ligadas a fluidez e permeabilidade da membrana celular, que sdo dependentes
de fatores como a sintese de aminoacidos, aumento das saturacBes ou insaturacfes de
determinadas cadeias carbdnicas da membrana celular (LAIRON-PERIS et al., 2021; OLGUIN
et al., 2015). Ndo obstante, 0 ambiente anaerdbio provoca perda da capacidade de sintese de
esterdis, como o ergosterol, que estdo intimamente relacionados a capacidade de a célula
suportar o estresse alcoolico (DEESUTH, LAOPAIBOON, LAOPAIBOON, 2016).

Ivit, Longo e Kemp (2020), ao revisarem informagdes acerca dos efeitos da utilizagdo
de leveduras ndo-Saccharomyces e Saccharomyces ndo-cerevisiae em vinhos, abordam que,
sensorialmente, o teor de etanol na bebida influencia a percepcéo de dogura, amargor, corpo e

aroma da bebida, além de estar relacionado direta e proporcionalmente com o valor nutricional
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da mesma, que, por sua vez, impacta a preferéncia dos consumidores, que cada vez mais
buscam bebidas com menores teores alcoolicos.

Nesse sentido, manter o teor alcodlico da sidra estavel durante sua vida de prateleira
(shelf-life), torna-se indispensavel tanto no ambito legal quanto mercadoldgico. Desse modo,
observa-se que as sidras pasteurizadas, embora apresentando alteragcdes néo significativas (p <
0,05) entre os dias de armazenamento, mantiveram estatisticamente (p < 0,05), ao final do
periodo de 180 d, os mesmaos teores alcoolicos determinados no inicio do monitoramento. P80 e
P60 continham inicialmente 4,60 e 4,70 % (v v1), respectivamente, e ao desse periodo
apresentaram, nessa ordem, 4,65 e 4,70 % (v v'!) (Tabela 9). Ao contrario dos tratamentos, 0s
controles apresentaram aumentos significativos (p < 0,05) em seus teores alcodlicos,
evidenciando refermentacdo das amostras.

Zuo et al. (2019) observaram, para sidra de macas hibridas chinesas de polpa
vermelha, que a concentracio de 7,5 % (v v1) de alcool apresentou a maior pontuacio sensorial
e foi discriminada como possuindo fragrancia forte, sabor persistente, aroma intenso de maca e
frutas, equilibrio agridoce e corpo rico, isso devido ao etanol provocar um aumento da
percepcdo de caracteristicas sensoriais (e. g. docura, adstringéncia, amargor e acidez)
(SYMONEAUX et al., 2014 a,b). Apesar do teor alcoolico de P80 e P60 estar substancialmente
menor (Tabela 9), a correcdo dos agUcares, aromas e da acidez, com suco crioconcentrado, pode
trazer caracteristicas similares as encontradas pelos autores, estando de acordo com os achados
de Los et al. (2017), onde o acréscimo de suco crioconcentrado de maca cv. Gala na sidra obtida
da mesma cultivar, acrescentou notas aromaticas frutadas e de magd e promoveu o corpo da
bebida.

Ao analisar a densidade das amostras, observa-se que P80 e P60 foram as amostras que
mais conseguiram manter ela estavel (Tabela 9). Por outro lado, as amostras CA, CR e S
apresentaram redugdes em suas densidades ao decorrer do monitoramento (Tabela 9),
indicando, mais uma vez, que as amostras estavam sob refermentacdo, uma vez que ha o
consumo de agucares (compostos mais densos) e liberacdo de etanol e CO, (compostos menos
densos). O mesmo comportamento foi encontrado por Tangller e Erten (2022): a densidade
diminuiu conforme decorria-se o processo fermentativo e os autores o justificaram como sendo
consequéncia da atividade das leveduras. Além disso, na conducdo de fermentacGes em que ndo
ocorre um processo de clareamento do mosto, ha, portanto, no caso da maca, maiores
quantidades de fitoesterois disponiveis para o metabolismo das leveduras, acarretando numa
maior velocidade de fermentacdo (VILLIERE et al., 2015) e, por conseguinte, afetando a

densidade. Somado a isso, Nogueira et al. (2008) observaram que a densidade pode indicar
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razoavelmente a populacdo das leveduras.

O pH das amostras, demonstrado na Figura 5, oscilou entre os dias analisados e
aumentou durante os 180 d de monitoramento em comparacdo com seu valor inicial, com
excecdo de P80. Tal comportamento também foi observado no armazenamento de: fermentado
de rom& (LAN et al., 2017) e suco de lichia (VISUTHIWAN, ASSATARAKUL, 2021). Del
Campo et al. (2008) observaram que durante a fermentacdo malolatica de sidras obtidas de
macas de sidra do Pais Basco, os pHs das sidras aumentaram de 3,18-3,43 para 3,52-3,78. Essa
oscilacdo no pH esta relacionada principalmente ao tipo de acido organico, devido a sua
estrutura eletronica, sua concentracdo na bebida, ao desenvolvimento de micro-organismos e
sua capacidade de metabolizacio desses acidos (DARIAS-MARTIN et al., 2003; TASEV,
STEFOVA, IVANOVA-PETROPULOS, 2016; ZHONG et al., 2020). Em conformidade com
essa afirmacao, observou-se que as oscilacbes do pH acompanharam o crescimento dos micro-

organismos (Tabela 8; Secdo 5.2).

Figura 5: Resultados médios para o pH das amostras
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Nota 1: CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeragdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min!; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min’l; S:
Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L.

Nota 2: Resultados expressados como média * desvio padrao.

Além disso, o pH pode ser uma barreira de seguranca da bebida, uma vez que pH
inferiores a 4,0 podem aumentar a entrada de acidos orgéanicos fracos pela membrana celular e
acidificar o meio intracelular e causar desestabilizacdo sistémica de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes (VRIESEKOORP et al., 2012).

Os parametros de acidez total e acidez volatil, respectivamente, estdo ligados
intimamente com a qualidade da bebida em seu mais amplo sentido, uma vez que a acidez pode
causar alteragBes sensoriais, como cor, sabor e sensacdo na boca; e fisico-quimicas, como a

atividade antioxidante. Nao obstante, a acidez esta relacionada a seguranca da bebida, devido a
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alterar o pH do meio e favorecer ou inibir o crescimento de micro-organismos, podendo ser
patogénicos ou deteriorantes. Os Gltimos, por sua vez, podem produzir compostos como
cetonas, diacetil, e acido acético, esse podendo representar até 90 % da acidez volatil em vinhos,
que culminardo na perda da qualidade da sidra (ALBERTI et al., 2016; COELHO et al., 2015;
JOSHI, ATTRI, 2017; LACHOWICZ et al., 2017; LACHOWICZ et al., 2019; SARANRAJ,
SIVASAKTHIVELAN, NAVEEN, 2017; VASANTHA RUPASINGHE et al., 2017).

Ao analisar a acidez total, as amostras P80 e P60 demonstraram um leve aumento
nesse parametro e S uma leve diminuicdo logo ap6s os tratamentos (dia 0), como mostra a
Figura 6, porém, ndao houveram diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras. Aos 30 d
de monitoramento, a acidez total de CR foi ligeiramente superior e apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) as amostras P80 e P60, que ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si, no entanto, elas foram significativamente (p < 0,05) superiores as demonstradas por CA e S
aos 30 d, que foram iguais (3,11 g MA 100 mL™Y) (Figura 6). Aos 60 d, P80 e CR apresentam
leve diminuicdo e P60 um pequeno aumento da acidez total, mas essas alteracfes ndo foram
significativas em comparacdo com o dia de armazenamento e anterior e CR voltou a ser
estatisticamente (p < 0,05) igual as amostras pasteurizadas (Figura 6). Contrariando essa
tendéncia, todas as amostras apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) entre si ao término do
monitoramento, sendo CR > P80 > P60 > CA. Além disso, observou-se que ao término dos 180
dias de armazenamento, as acidezes totais das amostras CR, P80 e P60 foram estatisticamente
(p < 0,05) superiores a dos outros dias (Figura 6), assemelhando-se ao comportamento
observado por Lachowicz et al. (2019) para sidras obtidas de maca cv. Bela Marii, onde ap6s o

armazenamento de trés meses, a acidez total aumentou de 6,25 para 6,51 g MA L.

Figura 6: Resultados médios para a acidez total das amostras
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Nota 1: CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeracdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min'; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min; S:
Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L.

Nota 2: Resultados expressados como média + desvio padréo.
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Tendo em vista a acidez volatil (AV), demonstrada na Figura 7, observou-se para o dia
de armazenamento 0 que P60 apresentou, significativamente (p< 0,05), o maior valor (0,12 AC
100 mL™) e P80 o menor valor (0,6 AC 100 mL™) que as demais amostras ndo apresentaram
diferenca estatistica nesse dia de armazenamento (Figura 7). No dia 30, houveram as maiores
oscilagbes, bem como, as maiores diferencas significativas (p<0,05), onde CA apresentou a
maior AV e P80 a menor. Ainda nesse dia, 0s tratamentos térmicos ndo apresentaram diferenga
estatistica entre si e, portanto, P80 = P60. Apo6s 60 d de monitoramento, a AV de CA diminuiu
significativamente (p < 0,05) (50 %) e atingiu o valor de 0,8 g AC L™ e ndo houve diferenca
significativa entre as amostras nesse dia de armazenamento (Figura 7). Entretanto, com 180 d de
armazenamento, sua AV volta a aumentar e a amostra se difere, estatisticamente (p<0,05), das

demais, que ndo apresentaram diferenca significativa entre si (Figura 7).

Figura 7: Resultados médios para a acidez volatil das amostras
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Nota 1: CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeragdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min!; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min’l; S:
Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L.

Nota 2: Resultados expressados como média + desvio padrdo.

A acidez total encontrada para as amostras, foi parecida com as encontradas nas sidras
da cv. Gloster por Satora et al. (2018) (2,7 a 5,8 g MA L, conforme a cepa ou combinagio de
cepas inoculadas no mosto), ligeiramente abaixo das encontradas na sidra da cv. Gala por
Alberti et al. (2016) (6 g MA L) e substancialmente acima das encontradas por Tarko et al.
(2020) nas sidras da cv. Rubin (1,23 a 2,41 g MA L%, conforme a cepa de levedura e
suplementacdo de minerais). No entanto a acidez volatil encontra-se semelhante aos
encontrados por Alberti et al. (2016) (0,4 a 1,2 g AC L) e Tarko et al. (2020) (0,13 a0,76 g AC
L.

As oscilagdes nas acidezes total e volatil podem ser explicadas pelo material e formato
da garrafa (PLOTKOWSKI et al.,2016), formacdo e consumo de &cidos organicos, (ZHONG et
al., 2020), quebras de moléculas organicas (ALMEIDA et al., 2020) e reacdes de esterificacdo
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entre alcoois e &cidos organicos, como o &cido maélico e succinico (JOSHI, ATTRI, 2017).
Além desses fatores, parte da acidez voldtil pode ter se desprendido da bebida e carregada pelo
CO, no momento da desgaseificacdo das amostras para a analise microbiologica.

Considerando a legislacdo vigente, todas as amostras, em todos os dias analisados,
encontram-se dentro do limite estabelecido para a acidez volatil, que limita a 30 mEq L™.
Entretanto, para a acidez total, em que a legislacdo estabelece os valores minimo de 50 e
maximo de 130 mEq L, a amostra CA encontrou-se em desacordo, ndo atingindo o minimo
estabelecido aos 30, 60 e 180 d de armazenamento, possuindo, nessa ordem, valores de 46,4;
45,0 e 49,7 mEq L%. De mesmo modo, S n&o o atingiu no dia 30, com uma acidez total de 46,3
mEq L™; as demais amostras encontraram-se dentro dos valores estabelecidos durante todo o
monitoramento.

Possuir conhecimento acerca da estabilidade do produto ao longo do tempo vem sendo
cada vez mais importante para os produtores de alimentos, uma vez que os consumidores estdo
a preferir alimentos que promovam, além da nutricdo, efeitos benéficos a salde e sejam
sensorialmente agradaveis. Nesse sentido, entender a estabilidade dos compostos fenolicos
totais (TFC) se faz necessario, uma vez que se relacionam com a promogdo da salde e com as
qualidades sensoriais da bebida, como a cor, aroma e corpo da sidra (LIN et al., 2022;
STAROWICZ et al., 2020).

Quanto ao conteudo fendlico total, apresentado na Tabela 10, as amostras mostraram
diferenca significativa (p < 0,05) entre seus dias iniciais e finais, com exce¢éo de P60, em que 0
declinio ndo se apresentou estatisticamente significativo (p < 0,05) entre esses dias (Tabela 10).
O maior decréscimo foi apresentado pela amostra S, mesmo sendo suspensa antes dos 60 d de
analise, com a queda de 173 mg EAC L™ ou 20,12 %, seguida, respectivamente, de CA (151 mg
EAC L2ou 17,36 %), P80 (127 mg EAC L ou 14,6 %), CR (87 mg EAC L ou 10%) e, por
fim, P60 (7 mg EAC L ou 0,88%).



Tabela 10: Resultados médios do teor de compostos fendlicos totais e das atividades antioxidantes in vitro
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Amostra Dias de TFC DPPH ABTS FRAP
Armazenamento  (mg CAE L) (umol TE LY (umol TE LY (umol TE LY
CA 0 870% + 26 12172+ 17 2923%c + 134 1911° + 30
30 780° + 26 1102° + 30 30762 + 23 1862 + 53
60 810%€ + 40 1123+ 17 2900 + 65 1900 + 161
180 7199 + 26 556 + 7 17907 + 74 1229"+ 18
CR 0 870% + 26 12172+ 17 2923%¢ + 134 1911° + 31
30 845%¢ + 52 938 + 101 2959% + 93 20752+ 45
60 830% + 11 967% + 33 2946%¢ + 267 1819°4 + 175
180 783° £ 12 5427+ 18 18287+ 12 15069 + 81
P80 0 860° + 0,01 1012° + 26 2910%° + 49 1819° + 41
30 813 + 15 1118° + 55 2887 + 71 15881 + 15
60 795%f + 54 1156 + 33 26789 + 144 155419 + 7
180 7439+ 9 569°F + 43 14109+ 10 1225"+ 40
P60 0 795%"+ 15 1140° + 105 3011® + 69 1913+ 73
30 760°%9 + 31 1129°+ 22 2870 + 34 1764 + 112
60 770%9 + 9 956% + 41 2154¢ + 19 15801 + 115
180 788°" + 46 621° + 53 15049 + 22 1700%f + 33
S 0 860 + 48 1162% + 37 2864 + 29 164419 + 185
30 687"+ 8 989% + 17 2782 £ 215 1635°19 + 80

Nota 1. CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeracéo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min; S:
Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L™%; TFC: Contetido fendlico total;

Nota 2: Resultados expressados como média = desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.

Li et al. (2022), ao conduzirem uma segunda fermentacdo, de 30 d a 14 °C, das sidras
da cv. Fuji pasteurizadas (85 °C 15 min™t) suplementadas com sacarose (10 °Brix) e inoculadas
com S. cerevisiae para a obtencédo de sidras espumantes, obtiveram uma reducdo significativa
do contetdo fendlico total apds a segunda fermentacgdo entre 15,67 a 24,25 %, conforme a cepa
de levedura utilizada. Comparando-se as perdas, pode-se observar que o efeito da refermentacédo
de S e CA foram similares aos encontrados pelos autores. Outra observacdo pode ser feita
comparando-se as perdas obtidas por eles com as de P60 e P80, onde os tratamentos térmicos
causaram menores prejuizos ao conteudo fendlico total (considerando valores iniciais de CA),
respectivamente, no dia 0 (8,62 e 1,15 %) e no dia 180 (9,43 e 14,60 %).

Ao término do monitoramento de 180 d, CA apresentou as menores concentracoes de
compostos fenolicos totais, diferenciando-se, estatisticamente (p < 0,05), das demais amostras
(Tabela 10). As sidras pasteurizadas, embora tenham mostrado diferentes teores de fendlicos
totais entre si, sendo P80 a com o menor teor (743 mg EAC L%), a diferenca ndo foi
significativa (p < 0,05). De mesma forma, ambas ndo apresentaram diferenca significativa com
CR (Tabela 10).

A queda do contetdo fendlico total das amostras pode estar relacionada com a
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temperatura e grau de polimerizacdo dos compostos (DE PAEPE et al., 2014), a classe dos
polifendis (VAN DER SLUIS, DEKKER, VAN BOEKEL, 2005), e interacdes entre compostos
redutores quaisquer, como acUcares ou aminoacidos, com o reagente de Folin-Ciocalteu
(EVERETTE et al., 2010; LANG et al., 2019). Além desses fatores, 0 armazenamento também
pode causar reducdo do teor de composto fendlicos totais, como observaram Techakanon e
Sirimuangmoon (2020).

Ao contrario das demais amostras, em que o contetudo fenolico total demonstrou
constante declinio, estando de acordo com as informacdes proximas acima, P60 apresentou uma
queda entre os dias 0 e 30 e um gradativo aumento entre os demais dias de armazenamento
(Tabela 10). Este comportamento apresentado pela amostra poderia ser explicado devido a
liberacdo de compostos fendlicos simples que estavam ligados em polifendis de estruturas
guimicas mais complexas (MURTAZA et al., 2020).

Determinou-se a atividade antioxidante das amostras por meio de trés métodos
distintos. Essa pratica se faz necessaria uma vez que 0s compostos antioxidantes podem
desempenhar sua atividade pelo mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT,
sila em inglés), ou pelo mecanismo de transferéncia de elétron Unico (SET, sigla em inglés). As
determinac@es das atividades antioxidantes pelos métodos ABTS e DPPH podem ser tanto SET
quanto HAT, conforme o composto antioxidante. Por outro lado, a determinacdo pelo método
FRAP da-se somente por HET (SANTOS-SANCHEZ et al., 2019; SHAHIDI, ZHONG, 2015).

Quanto ao DPPH (Tabela 10), as quedas da atividade antioxidante das amostras entre
os dias de armazenamento O e 180 variaram entre 43,77 a 55,46 %. Considerando a atividade
antioxidante desempenhada por CA no inicio do monitoramento, P80, apresentou quedas de
16,84 e 53,24 %, respectivamente, no inicio e término do monitoramento, enquanto P60
apresentou decréscimo de 6,32 e 48,97 %, nessa ordem, discriminando a pasteurizacao a 80 °C
15 mint como a mais prejudicial para a conservagdo atividade antioxidante. Ao término do
monitoramento os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em
comparacgdo com os controles. Esses efeitos prejudiciais da pasteurizagdo e do armazenamento
também foram encontrados por Sulaiman, Farid e Silva (2016), onde o suco clarificado de maca
cv. Royal Gala teve uma reducdo de 18,7 % da sua atividade antioxidante apds a pasteurizagdo
(75 °C 20 min!) e que durante o armazenamento de 1 e 30 d a 3 °C, 0 suco pasteurizado
demonstrou, respectivamente, quedas de 2,6 e 9,8 % na sua atividade antioxidante, e que a 20
°C, houveram reducdes de 3,9 e 16,5 %, na mesma ordem. O mesmo comportamento também
foi observado em outras matrizes, como observaram Rios-Corripio et al. (2020) ao analisar a

bebida fermentada de roma pasteurizada (63 °C 2 min™) e armazenada a 4 °C por 42 d, onde
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notaram, apos a pasteurizacdo, uma queda de 6,70 % da sua atividade antioxidante e ao final do
periodo, as perdas totalizaram 14,75 %.

A atividade antioxidante frente ao ABTS (Tabela 10) demonstrou um comportamento
similar aos demais métodos, onde apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre o inicio e
término do experimento. Pode-se observar que as amostras pasteurizadas ndo demonstraram
diferenca significativa entre si, entretanto, houve perdas significativas (p <0,05) em comparacéo
aos valores iniciais dos controles, ao término do monitoramento, onde P80 e P60 apresentaram
decréscimos de 51,76 e 48,55 % respectivamente. De igual forma, Grobelna, Kalisz e Kieliszek
(2019) ao analisarem suco de maga cv. Champion pasteurizados (85 °C 15 min'), obtiveram
perdas 42,64 % ap6s 120 dias de armazenamento a 20 °C. Esse comportamento também foi
notado em outro tipo de suco: Tembo, Holmes e Marshall (2017) submeteram suco de baoba ao
tratamento térmico (72 °C 15 s*) e obtiveram uma reducéo da atividade antioxidante ap6s 60 d
de armazenamento a 6 °C de 28,30 % e justificaram a perda devido a destruicdo de compostos
fenolicos e formacdo de melanoidinas pro-oxidantes. Desse modo, ao submeter a sidra a
temperaturas mais altas e/ou maior tempo de exposicdo, pode justificar as maiores perdas
encontradas para as bebidas do presente trabalho.

O método FRAP (Tabela 10) seguiu a mesma tendéncia dos métodos anteriores.
Houveram quedas significativas (p < 0,05) ap6s o periodo de 180 d para todas as amostras,
sendo esse decréscimo compreendido entre 11,13 e 35,69 %, sendo P60 a amostra menos
afetada. Nessa analise, P80 mostrou-se o tratamento térmico estatisticamente mais suscetivel a
perdas durante o armazenamento, sendo sua atividade antioxidante reduzida em 32,66 % ao
final do monitoramento.

Observou-se também, que durante 0 monitoramento algumas amostras apresentaram
aumentos, de atividade antioxidante em determinados dias de andlise e método. No método
FRAP, CA apresentou aumento entre dias 30 e 60, CR entre 0 e 30, P60 entre 60 e 180;
utilizando-se DPPH, CA e CR demonstraram esse aumento entre os dias 30 e 60 e P60 teve
aumento consecutivo entre os dias O e 60; e no método ABTS, CA e CR aumentaram suas
atividades antioxidantes entre 0 e 30 (Tabela 10). Essas oscilagdes nas atividades antioxidantes
podem estar relacionadas com a refermentacdo das amostras. Benvenutti et al. (2021)
corroboram com essa afirmagdo, onde ao monitorarem compostos durante a fermentacdo do
mosto de macé cv. Fuji por 15 d, os autores obtiveram oscilag@es significativas (p <0,05) em
seus pontos de analise juntamente com alteracGes de concentracdo de alguns compostos
fendlicos, que foram justificadas pela atuacdo de enzimas. Lin et al. (2022) abordam que o grau

de oxidacéo, a taxa de crescimento e a espécie de micro-organismo também podem interferir na
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atividade antioxidante da sidra. Além disso, Ferreira-Lima, Burin e Bordignon-Luiz (2013)
observaram, em vinhos brancos, que a posi¢do em que a garrafa é armazenada também interfere
na atividade antioxidante da bebida.

Na Tabela 11 pode-se observar que inicialmente houveram quedas significativas (p <
0,05) no teor de acido clorogénico na amostra pasteurizada P80 e na amostra S, sendo o
decrescimo, nessa ordem, de 6,1 e 26,6%. Durante o armazenamento, P80 e CR performaram
oscilacGes entre os dias 0 e 60. Os tratamentos CA, CR e S demonstraram, nessa ordem, perdas
em torno de 88,4; 19,0 e 27,3% ao longo do periodo de armazenamento. Essas perdas podem
estar relacionadas com o processo fermentativo desenvolvido pela refermentacdo das amostras.
Corroborando com essa afirmacéo, Wicklund, Skottheim e Remberg (2020) ao utilizarem sete
cultivares de macas norueguesas, observaram que durante os processos fermentativos de blends
de mostos dessas macds para a producdo de sidra, a concentracdo de acido clorogénico decaiu
de 87-200 mg L para 13-28 mg L.

Quanto ao &cido cafeico, os tratamentos térmicos a 80 e 60 °C apresentaram, nessa
ordem, quedas de 23,9 e 11,2 %, estando de acordo com os achados Yalgingiray, Vural e Anli
(2021), onde ocorreram perdas de 27,3 % desse componente apds a pasteurizacdo de cerveja
(62-65 °C 45 min) e a adicdo de sorbato de potassio 0,03 mg L na cerveja gerou decréscimo
de 11,9 %. Apds os tratamentos térmicos todas as amostras, com excecdo de S (30 d),
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) em seu conteido. De acordo com dados da
literatura, as quedas dos teores de acido clorogénico e aumentos dos teores de acido cafeico
podem estar correlacionadas. Benvenutti et al. (2022) observaram que o teor de &cido
clorogénico diminuiu de ~15 mg L? para <5 mg L™ apds a fermentacdo do mosto de maca cv.
Fuji e o teor de acido cafeico aumentou de < 2,5 mg L™ para ~10 mg L. O mesmo
comportamento foi encontrado por Nogueira et al. (2008) na sidra da cv. Kermerrien, onde o
acido clorogénico decaiu de 824 mg L™ para 749 mg L e o teor de 4cido cafeico aumentou de
6,6 mg L para 41,8 mg L%, sendo este efeito, segundo os autores, devido reacdes de
desesterificagdo promovidas por enzimas hidrolases das leveduras. A mesma relagdo entre esses

acidos pode ser observada no presente trabalho (Tabela 11).
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Tabela 11:Teores médios dos compostos fendlicos individuais encontrados nas sidras

Compostos fendlicos individuais (mg L™)

Amostra ArmaDzI:ri:niento Acidos hidroxicinamicos Flavan-3-0is Dihidrochalconas
CQA CAA CMA CAT EPC PCB2 PLZ F2X

CRIO 0 41,7+0,5 9,500 + 0,005 2,64 +0,02 24,48 + 0,1 745+0,3 104,2 +£0,2 16,93 £ 0,04 341+0,5

SB 0 3,66 £ 0,04 12,1+0,2 2,46 + 0,02 8,96 +0,1 <LOD <LOD 5,62 +0,01 51+0,2

CA 0 11,18¢+ 0,06 13,49+ 0,2 3,27+ 0,04 10,4% + 0,3 16,72°+0,5 7,86+0,2 7,29 + 0,03 9,3*+0,4
30 3,771+ 0,02 15,07 + 0,03 2,959 + 0,02 11,473+ 0,04 16,149+ 0,9 9,00 + 0,07 6,46e + 0,05 7,949+ 0,03
60 1,30+ 0,01 16,962 + 0,04 3,599+ 0,01 11,24% + 0,02 14,119+ 0,01 8,84°+ 0,04 5,289 + 0,01 7,64% + 0,03

CR 0 11,18+ 0,06 13,49+ 0,21 3,27+ 0,04 10,4% + 0,3 16,72°+0,5 7,86+0,2 7,29 + 0,03 9,3+0,4
30 6,417+ 0,01 9,91"+ 0,03 2,45 + 0,01 7,06" + 0,08 10,381+ 0,08 6,1+0,4 5,229 + 0,02 6,09" + 0,01

60 9,068+ 0,01 15,06° + 0,04 3,87¢+ 0,06 10,2¢+0,1 14,55 + 0,04 8,1%+0,1 7,4°+0,1 8,7°+0,2
P80 0 10,59+ 0,3 10,2"+0,3 2,30+ 0,04 8,359+ 0,3 15,488+ 0,6 8,95+ 0,2 58/+0,3 6,419 + 0,05
30 132+0,2 11,2f+0,1 2,929 + 0,02 10,159+ 0,07 15,87% + 0,03 8,314+ 0,3 6,60% + 0,03 8,71+ 0,02
60 11,97°+0,2 12,058+ 0,1 3,47+ 0,01 9,42 +0,2 13,4"+0,1 5,079 + 0,06 7,11¢+0,1 8,39¢+ 0,01
P60 0 11,7°+0,4 11,98+ 0,4 2,89" + 0,08 10,39 + 0,03 17,26+ 0,5 8,44¢+ 0,2 6,799+ 0,02 8,49¢+ 0,05
30 10,689+ 0,02 14,80 + 0,04 4,15 + 0,03 11,09 + 0,09 18,52 + 0,03 13,32+ 0,2 7,862+ 0,02 9,142+ 0,03
60 8,51f+ 0,01 14,68¢ + 0,06 4,332+ 0,03 10,65¢ + 0,01 14,97+ 0,3 6,00+£0,2 7,3°+0,1 9,162+ 0,08

) 0 8,29+0,2 11,86+ 0,3 2,36+ 0,03 8,8f+0,1 14,8f° + 0,6 8,21% + 0,20 6,69 +0,2 7,66+£0,2
30 5,96' + 0,02 10,589 + 0,03 2,731+ 0,03 8,957+ 0,02 125'+0,3 6,09 + 0,07 519+0,1 6,63F+ 0,02

Nota 1: CRIO: Suco de ma¢d Granny Smith crioconcentrado; SB: Sidra base; CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeracdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min-t; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min; S: Sidra tratada com sorbato de sddio 0,03 mg L.
Nota 2: CQA: Acido clorogénico; CAA: Acido cafeico; CMA: Acido p-cumarico; CAT: (+)-catequina; EPC: (—)-epicatequina; PB2: procianidina B2; PLZ: floridzina; F2X:
Floretin-2-xiloglicosideo.
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Para o 4&cido cumarico (Tabela 11) pode-se observar que houve uma queda
significativa (p < 0,05) em sua concentracdo no dia O do monitoramento para as amostras
tratadas, sendo que P80, P60 e S apresentaram, respectivamente, um decréscimo de 29,7; 11,6
e 27,8 % quando comparadas aos controles, estando de acordo com Yueste et al. (2020), onde
o tratamento térmico (94 °C 10 min) culminou na perda de 68,9 % desse componente em
puré de macad de polpa vermelha. CA, CR e S apresentaram oscilagdes entre o inicio e 0
término do periodo, sendo que, ao fim dos 60 d, aumentos significativos (p < 0,05) foram
observados para todas as amostras.

Quanto aos flavan-3-0is, a catequina apresentou oscilagcbes durante 0 monitoramento
de 60 d, sendo que ao término desse periodo, S apresentou menor teor desse composto. Pode-
se observar também, que a pasteurizacdo a 80 °C 15 min? causou uma perda inicial
significativa (p < 0,05) de 19,7% desse componente. Epicatequina também apresentou uma
queda significativa (p < 0,05) de 7,4 % ap0s a pasteurizacdo nessa mesma condi¢cdo, P60
apresentou um aumento de 3,2 % no teor desse polifenol e a adi¢do de sorbato de potassio (S)
na concentragdo de 0,03 mg L™ causou perda significativa (p < 0,05) de 11,5% em sua
concentracdo. Durante o periodo de monitoramento, houveram oscila¢cbes na concentracdo
desse composto nas amostras, entretanto, ao término dos 60 d, todas as amostras apresentaram
quedas significativas (p < 0,05) de 15,6; 13,0; 13,4; 13,7 e 15,5 % para CA, CR, P80, P60 e S,
respectivamente. Analisando-se a procianidina B2, nota-se que o0s tratamentos causaram
aumentos significativos (p < 0,05) de 14,7; 8,2 e 5,2 %, respectivamente, nas amostras P80,
P60 e S. No entanto, essas amostras apresentaram quedas significativas (p < 0,05) ao término
do periodo, diferentemente dos controles, onde 0s mesmos apresentaram aumentos
significativos (p < 0,05) de 22,8 e 3,8% para CA e CR, nessa ordem, em comparagdo com
seus teores iniciais. Os aumentos nos teores de epicatequina apos o tratamento térmico a 60 °C
e de procianidina B2 ap6s a pasteurizacdo a 60 e 80 °C, também foram observados por
Ramos-Aguilar et al. (2017), onde os teores desses compostos aumentaram, respectivamente,
de 3,2 e 10,1 mg L para 6,6 e 15,4 mg L apos a pasteurizacdo (90 °C 60 s?). Os autores
atribuiram esse comportamento as temperaturas induzirem a quebra de ligacGes
interflavonoides, acarretando em um aumento de seus mondmeros e dimeros. Nao obstante, as
oscilacbes dos teores encontrados desses flavan-3-0is podem ser explicadas por reacfes de
epimerizagao, clivagem, auto-oxidagdo e oxidagdo enzimatica, sendo os eventos dependentes
da concentracéo de oxigénio solubilizado, do pH e temperatura conforme revisaram Liu et al.
(2021).

Observando-se as dihidrochalconas (Tabela 11), nota-se que, inicialmente, 0s
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tratamentos ocasionaram quedas significativas (p < 0,05) nos teores de floridzina, sendo que
P80 causou a maior perda, sendo 11,0 %, seguida pelas perdas de S e P60, que perderam,
respectivamente, 9,5 e 6,7 % da concentracdo inicial desse composto. Ao decorrer do
armazenamento, as amostras pasteurizadas demonstraram aumento significativo (p < 0,05) ao
término do periodo. Essa performasse também foi observada em suco pasteurizado de macas
cv. Golden Delicious armazenado em temperatura ambiente por 14 d, onde houve aumento
significativo desse composto de 31,1 para 43,8 mg L™ (MARAGO et al., 2015). Da mesma
forma, os tratamentos causaram quedas significativas (p < 0,05) no teor de Floretin-2-
xiloglicosideo inicial (Tabela 12), com as pasteurizagdes a 80 e 60 °C tendo reduzido esse teor
em cerca de 31,1 e 8,7 %, estando de acordo com Suarez-Jacobo et al., (2011), que observou
uma queda de 9,8 % desse composto em suco de maca clarificado cv. Golden Delicious apds
a pasteurizacdo a 90 °C 4 min. OscilagGes deste composto também foram observadas em
macés cvs. Annurca Tradiocional, Red Delicious, Golden Delicious e Empire durante o
armazenamento refrigerado (2 °C por 0, 3 e 4 meses), por Napolitano et al. (2004), onde 0s
autores encontraram quedas de até 32,2 % e aumentos de até 60,0 % dependendo da cultivar e
do més analisado.

Como discutido, alteragdes nos parametros anteriores podem desempenhar alteragdes
sensoriais da sidra, o que inclui, portanto, sua coloracdo. Na Tabela 12 constam os resultados
médios obtidos para os parametros de cor L*, a* e b*, além do Chroma e angulo hue. O valor
de L* representa a luminosidade da amostra e varia de 0 a 100, sendo que: quanto mais
préximo de 100, mais clara é a amostra. a* e b* representam a tonalidade da amostra, sendo
a* referente a escala de verde (valores negativos) ao vermelho (valores positivos) e b* a
escala do azul (valores negativos) ao amarelo (valores positivos).

Ao analisar os parametros de luminosidade (L*) (Tabela 12), notou-se, no inicio do
monitoramento, que as amostras apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre si,
sendo que P80 foi a amostra com maior valor no inicio do monitoramento (Tabela 12). No dia
30, observou-se uma queda acentuada e significativa (p<0,05) em comparagdo aos valores
anteriores, destacando-se as amostras S, CA e P80, que sofreram, respectivamente, uma perda
de luminosidade de aproximadamente 10,2; 7,3 e 4,7 % (Tabela 12). Quanto ao dia de
monitoramento 60, notou-se que as amostras pasteurizadas e CA apresentaram,
estatisticamente (p < 0,05) os menores valores. Esse comportamento se estendeu ate o fim do

monitoramento (Tabela 12).
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Tabela 12: ParAmetros de cor para sidras com diferentes tratamentos de conservacéo, armazenadas durante 180 d

Dias de

Amostra L* ax b* °Hue Chroma
Armazenamento
CA 0 93,98°+0,3 -1,137+0,03 30,56"+0,07 92,11°+0,05 30,58"+ 0,07
30 87,11+ 0,3 0,55/ + 0,03 24,41x+0,15 87,89 + 0,07 24,4+ 0,2
60 87,88+ 0,04 0,88'+0,01 23,81'+0,09 88,70"+0,03 23,83'+0,08
180 83,04' + 0,02 1,17"+0,01 24,28<+0,01 87,25¥+0,01 24,31x+0,01
CR 0 93,98°+0,03 -1,13°+0,01 30,56"+0,02 92,11*+0,02 30,58"+ 0,02
30 92,92%+0,01 -0,43"+0,01 33,42¢+0,01 90,75¢+0,01 33,41¢+0,01
60 93,5+ 0,03 -0,13'+0,01 33,679+0,02 90,227+0,01 33,67¢+0,02
180 92¢f + 1 0,4+ 0,2 28,65' + 0,54 89,39+ 0,3 28,7+0,6
P80 0 95,622+ 0,03 -0,23m+0,02 25,301+0,04 90,53¢+0,02 25,30+ 0,04
30 91,099 + 0,02 158 +0,01 31,149+0,01 87,10'+0,01 31,187+0,01
60 88,80" + 0,01 3,58°+0,01 37,72°+0,02 8457°+0,01 37,89°+0,02
180 83,62+ 0,03 8,282+ 0,01 43,65%+0,02 79,269+0,01 44,432+0,02
P60 0 93,56¢ + 0,03 -1,629+0,01 22,49m+0,01 94,142+0,02 22,55™+0,01
30 90,999 + 0,02 1,259+0,01 30,44"+0,02 87,64i+0,01 30,46"+0,02
60 88,10' + 0,01 3,119+ 0,01 38,22°+0,04 85,35"+0,02 38,35°+0,04
180 82,21M+ 0,02 7,90°+0,01 43,692+0,04 79,75°+0,02 44,392+ 0,04
S 0 93,19+ 0,03 -0,64°+0,02 31,329+0,09 91,13°+0,02 32,52f+0,08
30 83,699+ 0,01 1,82¢+0,01 32,5f+0,2 86,67™+0,01 32,379+0,2

Nota 1. CA: Sidra controle armazenada em temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeracéo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C 15 min; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min; S:
Sidra tratada com sorbato de s6dio 0,03 mg L.

Quanto ao parametro a*, pode-se notar que todas as amostras apresentaram coloracéo
verde e todas apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) entre si, com excecdo de CA e CR,
no dia 0, sendo P60 a amostras mais verde (Tabela 12). Apos 30 d, observou-se uma mudanca
abrupta na coloracdo das amostras, que passaram do verde para o vermelho, com excecédo de
CR, que se manteve verde (Tabela 12). Nos dias 60 e 180, o aumento dos valores desse
parametro foram constantes e CR passou a ser vermelho no Gltimo dia analisado e, nesse dia,
as amostras pasteurizadas apresentaram-se como as mais vermelhas (Tabela 12). Desse modo,
pode-se afirmar que, durante o armazenamento, as amostras apresentaram tendencia a
coloracdo vermelha. O mesmo comportamento foi observado em suco de macé turvo cvs.
Keuleman, Pomme Henri, Boskoop, Court Pendu, Bellefleur, Cgascoigner, Zaailing, Jonagold
pasteurizado (1: 72 °C 15 st e 2: 85 °C 30 s™), por Wibowo, et al. (2019). Os autores
obtiveram valores iniciais de a* de 0,24 e ap0s as pasteurizagdes 1 e 2, esse parametro
aumentou para 1,91 e 1,68, respectivamente, e, ap0s trés semanas de armazenamento
refrigerado (4 °C), os valores aumentaram para 5,68 e 2,61, na mesma ordem.

Ao contrério de a*, o parametro b* ndo apresentou valores negativos (Tabela 12),
como era esperado, uma vez que sidras possuem coloracdo amarelada. No inicio, observou-se

gue as amostras pasteurizadas apresentaram, estatisticamente (p < 0,05) os menores valores.
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No entanto, no dia de armazenamento 30, apresentaram significativo aumento (p <0,05) e se
igualaram a S. No dia 60, ultrapassaram CR e se consolidaram como as amostras,
estatisticamente (p<0,05), mais amarelas até o final do monitoramento, seguidas por CR e
CA, respectivamente (Tabela 13). As amostras pasteurizadas encontram-se de acordo com o
encontrado por Azhuvalappil et al. (2010), onde os autores observaram, em sucos de maca
pasteurizados (76 °C 1,3 s1), um aumento de b*, partindo de 5,93 para 6,63 € 6,78 apds 2 e 4
semanas de armazenamento (4 °C), respectivamente.

Pode-se observar que o °Hue apresentou queda significativa ap0s a pasteurizacdo a
80 °C e com a adicdo de sorbato de potassio (0,03 mg L™?). Ao decorrer do monitoramento,
todas as amostras apresentaram declinio constante nos valores desse parametro. Desse modo,
pode-se notar que as amostras que antes situavam-se proximas a tonalidade amarela (90°),
tenderam a tonalidade vermelha (0 e 360°) ao decorrer do monitoramento, apresentando,
portanto, tonalidade alaranjada devido a esse deslocamento em direcdo ao vermelho. Esse
comportamento encontra-se de acordo com o observado por Wibowo et al. (2019), onde o
suco de macds, que inicialmente apresentou valor de 89,21 para este pardmetro, apos
pasteurizado (1: 72 °C 15 s e 2: 85 °C 30 s), apresentou valores de 86,67 e 86,85 nas
condicBes 1 e 2, respectivamente, e apds periodo de trés semanas sob refrigeracdo (4 °C),
apresentou °Hue de 78,20 e de 84,44, na mesma ordem.

O Chroma representa a saturacao da cor e seus valores variam de 0 a 100, sendo que
guanto menor o valor, mais acinzentada ou neutra e quanto mais alto o valor, mais pura ou
vibrante € a cor. Inicialmente, neste sentido, as amostras pasteurizadas se apresentaram com
as cores menos puras. No dia 30, CA e S apresentam uma queda significativa (p < 0,05) em
suas saturacdes e as demais amostras demonstraram um aumento em sua pureza. As amostras
demonstraram esse comportamento para os dias 60 e 180, com excecdo de CR, em que sua
saturacdo teve um decréscimo significativo (p < 0,05) (Tabela 12).

Os comportamentos apresentados pelas amostras podem ser observados no circulo
cromatico apresentado na Figura 5. De forma geral, as amostras diminuiram sua luminosidade
conforme decorria 0 monitoramento, ou seja, ficaram mais escuras; passaram a assumir uma
cor mais vermelha e amarela, como demonstrado pelo parametro a* e b*. As tonalidades das
amostras partiram do amarelo em direcdo ao vermelho, compondo uma coloracdo mais

alaranjada e o tratamento de pasteurizacdo aumentou a saturacdo da cor das amostras.
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Tabela 13: Posicao cartesiana das amostras no sistema CIELAB*

/100,00 = 100,0

90,00

* *
L " b* 0,00
12—-¢

80,00+

7000 -100,00

Fonte: O autor.

Nota 1: L*: Luminosidade; a* Pardmetro verde-vermelho; b*: Pardmetro azul-amarelo.

Nota 2: A legenda sera dada da seguinte forma: o nimero indicado na imagem = sigla da amostra — dia de
armazenamento (e.g. 1: CA-0). Onde: CA: Controle ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob
refrigeracdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 ° C 15 min™; P60: Sidra pasteurizada a 60 © C 15 min‘*; SB:
Sidra base; Crio: suco crioconcentrado de maca cv. Granny Smith e 0: dia 0; 1: dia 30; 2: dia 60; 3: dia
180.

Nota 3: 1: CA-0, 2: CR-0, 3: P80-0, 4: P60-0, 5: Crio-0, 6: SB-0, 7: S-0, 8: CA-1, 9: CR-1, 10: P80-1, 11: P60-1,
12: S-1, 13: CA-2, 14: CR-2, 15: P80-2, 16: P60-2, 17: CA-3, 18: CR-3, 19: P80-3, 20: P60-3.

As mudancas de cor nas sidras podem ser observadas na Figura 6. Em uma analise
subjetiva, notou-se que as amostras apresentaram diferenca de coloragcdo entre si desde o
inicio do monitoramento, sendo a sua percepcao acentuada ao longo do tempo. No inicio (A),
pode-se perceber que apenas as amostras P80 e P60 apresentaram ligeira diferenca de

coloracgéo e P80 apresentou-se mais cristalina.
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Figura 8: Aparéncia das sidras durante 0 monitoramento

A B
SB S CR CA P 80 P 60 S CR CA P 80 P 60
C D
R | e .
CR CA P 80 P 60 CR CA P80 P 60

Fonte: O autor.

Nota 1: A: Inicio do monitoramento; B: 30 d ap6s o inicio do monitoramento; C: 60 d apds o inicio do
monitoramento; D: 180 d apds o inicio do monitoramento.

Nota 2: SB: Sidra base; S: Sidra tratada com sorbato de potassio 0,03 mg L*; CA: Sidra controle armazenada em
temperatura ambiente; CR: Sidra controle armazenada sob refrigeragdo; P80: Sidra pasteurizada a 80 °C
15 min; P60: Sidra pasteurizada a 60 °C 15 min.

A cristalinidade dessa amostra pode estar relacionada com a temperatura a que ela foi
submetida. Millet et al. (2019) observaram que ao submeterem pommeau (bebida envelhecida
elaborada a partir de mosto e aguardente de macas) a temperatura de 65 °C, sua turbidez tinha
desaparecido e posteriormente retornado. Segundo os autores, a turbidez é causada pela
associacdo de polifenois, como procianidinas, com outras macromoléculas, como proteinas,
ou pela auto-oxidacdo dos fenolicos e o0 seu desaparecimento é advindo da desagregacdo
desses compostos causada pela temperatura, numa interacao reversivel.

Aos 30 d de monitoramento (B), pode-se distinguir claramente P80 e P60 das demais
amostras. Considerando a aparéncia das amostras CA, CR e S com o0s resultados
microbioldgicos (Tabela 8; Secdo 5.2), pode-se notar que o crescimento de micro-organismos
aumentou a turbidez dessas amostras, deixando-as ainda mais opacas e com aparéncia palida.
Além disso, a distingdo entre P80 e P60 foi perdida.

A partir dos 60 d de armazenamento (C), notou-se que os controles se distinguem de
forma acentuada, sendo CR mais escuro e brilhante e CA mais claro e opaco. Por outro lado,
as amostras pasteurizadas continuam indistinguiveis visualmente. O mesmo comportamento
se repete para os 180 d de armazenamento (D), sendo que a turbidez de CA foi agravada.
Joshi e Attri (2017) abordam que essa turbidez causada durante o armazenamento pode ser
advinda da complexacdo de taninos com proteinas; atuacdo da enzima peroxidase sobre
taninos; ou a Frambroase, que se caracteriza pela presenca de bactérias Zymomonas que

fermentardo os aclcares presentes e produzirdo acetaldeidos, que, por sua vez, interagirdo
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com polifenois, formando compostos insoltveis. Ademais, essas interacdes podem justificar,
devido ao consumo e interacGes de compostos fendlicos, o por qué de CA néo ter seguido o
mesmo comportamento de escurecimento das demais amostras, uma vez que se foi detectado
formacdo de uma substancia esbranquicada na interface sidra-head space das garrafas no dia
180 de armazenamento.

As alteracGes de coloracdo das amostras foram bastante pronunciadas e podem ser
explicadas por reacdes ndo enzimaticas, como a oxidacdo de catequinas por produtos de
oxidacéo de polifenois pela polifenoloxidase, denominados “quinonas”, ou pela auto-oxidagdo
de catequinas (LIU et al., 2022) e interacdo de quinonas com flavandis (MA,
WATERHOUSE, 2018). Ortega, Mayen e Medina (2008) ao analisarem o envelhecimento
acelerado de vinho branco durante 104 e 109 semanas, observaram mudancas significativas na
cor do vinho e justificaram a mudanca devido a oxidacdo e polimerizacdo de compostos
fendlicos presentes no vinho. Dentre os fendlicos, os autores indicaram, via analise
multivariada de componentes principais (PCA), que 0s compostos de maior peso obtiveram
maior influéncia sobre o escurecimento da bebida. Yang et a. (2020), ao estudarem
fermentados de péra armazenados a 25 °C durante 15 semanas, obtiveram que o
escurecimento das amostras apresentou forte relagdo com o teor de polifendis seguido pela
concentracdo de oxigénio dissolvido na bebida. Além disso, segundo Wibowo et al. (2015),
durante o armazenamento em condi¢des acidas, 0s acuUcares podem ser decompostos e

formarem  polimeros de coloragdo marrom, como o 5-hidroximetilfurfural.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao analisar os resultados microbiologicos, pode-se afirmar que etapa de higienizacao
e sanitizacdo das amostras foi satisfatoria, haja vista que Coliformes termotolerantes e E. coli
apresentaram a contagem minima determinada pelo método de Numero Mais Provéavel (NMP)
e detectou-se auséncia de Salmonella spp. nas amostras controles (CA e CR). Os resultados
apresentados, incluido as demais amostras, encontram-se em conformidade com a legislacédo
vigente.

Os tratamentos de pasteurizacéo, tanto a 60 quanto a 80 °C 15 min, foram os mais
efetivos em reduzir as cargas microbianas de fungos e leveduras e de bactérias laticas e
estabilizar microbiologicamente as bebidas, haja vista que ao decorrer do monitoramento,
suas populacOes se apresentaram menores em comparacdo com os controles e com a sidra
adicionada de sorbato de potassio. Nota-se, também, que P80 foi o tratamento mais efetivo na
reducdo da populacdo desses microrganismos.

Embora o controle microbioldgico seja o fator mais importante para garantir a
segurangca de um produto, fatores nutricionais e sensoriais devem ser considerados na
estimativa da vida de prateleira desse produto. Nas sidras elaboradas no presente trabalho, de
forma geral, notaram-se grandes perdas, entre 0s 60 e 180 d de monitoramento, de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante e um aumento significativo no escurecimento das
bebidas, sugerindo que: a vida de prateleira da sidra foi melhor estabelecida em 60 d. E,
dentre as pasteurizacdes, P60 apresentou os melhores resultados para o teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante (FRAP e DPPH), e, sua contagem microbioldgica,
embora tenha apresentado uma populacdo ligeiramente maior, que a pasteurizacdo mais
severa, manteve as populagdes na mesma ordem (10° UFC mL™). N&o obstante, em uma
analise sensorial, provavelmente sua aceitacao seria maior devido sua condi¢do de tratamento
ser mais branda, gerando, portanto, menor impacto no sabor da bebida, evitando ou
minimizando o “gosto de cozido”.

Considerando que as amostras controles (CA e CR) apresentaram elevada contagem
de micro-organismos e ndo se mantiveram estaveis quanto ao preconizado pela legislagdo
vigente, seu prazo de validade comercial seria inferior a 30 d. Os prazos de validade das
amostras P80 e P60 seriam melhor estabelecidos em até 60 dias, sendo que P60 se mostrou o
melhor tratamento. E o prazo de validade de S sera tratado como inconclusivo, uma vez que

seu monitoramento foi suspenso devido ao crescimento exacerbado de micro-organismos.
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