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RESUMO

No crescimento de leveduras durante a fermentacdo alcodlica os compostos nitrogenados e o
oxigénio sdo os principais elementos limitantes, ou seja, sua auséncia pode levar a
fermentacOes lentas, ou paradas de fermentacdo. A fim de evitar estes problemas
tecnoldgicos, no processamento brasileiro de fermentado de macd é comum a adi¢do de
compostos nitrogenados, mesmo sem conhecer seu teor no mosto. Nesta operacdo, ocorre
agitacdo do mosto para promover sua homogeneizacdo e incorporacdo de oxigénio. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do nitrogénio e do oxigénio na elaboracao de
fermentados de macd nas condi¢cbes de processamento brasileiras. Os teores de nitrogénio e
oxigénio dissolvido de mostos de macd de diferentes cultivares, regides e safras, foram
analisados. Foi avaliado o efeito das operacdes unitérias e de inibidores de escurecimento
enzimético na dissolucdo de oxigénio no mosto. O nitrogénio total foi determinado pelo
método de Kjedahl e o oxigénio dissolvido por oximetro. O teor de nitrogénio de 51 amostras
de mosto de maca foram analisados, e destes, 98 % apresentaram valores acima de 75 mg/L,
concentracdo suficiente para que a fermentacdo transcorra sem interrup¢fes. A populacdo
méaxima de levedura, bem como a velocidade de fermentacéo, sdo proporcionais aos teores de
nitrogénio presentes nos mostos. No processamento, a maior dissolucdo de oxigénio no
mosto de maca ocorre durante a prensagem, 7,3 £ 0,5 mgO,/L, em média. Mas a reacdo de
oxidagdo dos compostos fendlicos € responsavel por um consumo de mais de 90 % deste
oxigénio. As operacOes seguintes de despectinizacdo, trasfega e filtragdo aumentam o teor de
oxigénio no mosto, que fica com média de 3,0 £ 0,8 mgO,/L. A adi¢do de didxido de enxofre
a maca triturada, inibe a oxidacdo e consequentemente 0 mosto apresenta maior teor ao final
do processo. A operacdo de maceracdo possibilitou uma menor reducédo (57 %, em média) do
consumo de oxigénio dissolvido no mosto pela reacdo de escurecimento enzimatico,
possivelmente devido a oxidagdo prévia dos substratos fenolicos. O teor final de oxigénio
resultante do processamento normal do mosto, sem adi¢cdo de didxido de enxofre ou
maceracao, 3,0 mg/L, foi suficiente para o desenvolvimento das leveduras. A adi¢cdo forcada
de oxigénio no mosto pode ser prejudicial para a atividade fermentativa das leveduras,
possivelmente devido a oxidacdo de nutrientes. Desta forma, a adicdo de compostos
nitrogenados e oxigénio, antes da fermentacdo, ndo € necessdria nas condicbes de
processamento utilizadas.

Palavras-chaves: fermentacdo alcoolica, mosto de macd, levedura, velocidade de
fermentacgdo, operagdes unitarias, escurecimento enzimatico.



ABSTRACT

In yeast growth during the alcoholic fermentation, the nitrogen compounds and the oxygen
content are the main limiting elements. Nitrogen and oxygen absence can lead to sluggish or
stuck fermentations. In order to prevent these technological problems, in the Brazilian apple
wine processing the nitrogen compounds addition is common practice, without knowing its
content in the apple must. In this operation, occurs must agitation with two purposes,
homogenization and oxygen dissolution. The objective of this work was to evaluate the effect
of nitrogen and oxygen in the elaboration of apple wine in Brazilian processing conditions.
The nitrogen content and dissolved oxygen in apple must of different varieties, harvests and
regions were analyzed. The effect of the unit operations and enzymatic browning inhibitors in
the oxygen dissolution in apple must was evaluated. The total nitrogen content was
determined by method of Kjedahl and oxygen by dissolved oxygen meter. The total nitrogen
content of 51 apple must samples was analyzed, and 98 % had values above 75 mg/L, which
are enough for a complete fermentation. The maximum yeast population, as well as the
fermentation rate, is proportional to nitrogen content in apple musts. In the apple must
processing, the highest dissolution occurs during the pressing, around of 7.3 £ 0.5 mgO,/L.
But the phenolic oxidation reaction is responsible for oxygen consumption (above 90 %). The
unit operations of depectinization, racking and filtration increase the oxygen content in the
apple must, around of 3.0 + 0.8 mgO.,/L. The addition of sulphur dioxide, in the milled apple,
inhibits the oxidation and apple must keep higher oxygen content after filtration. The
maceration possibility a smaller reduction (57 %, on average) in dissolved oxygen uptake in
the must by the enzymatic browning reaction due to the previous oxidation of phenolic
substrate. The final oxygen content of the normal apple must processing, without addition of
sulphur dioxide or maceration, was 3.0 mg/L, enough for the yeast development. The forced
oxygen addition in apple must can be harmful for the fermentative activity of the yeast,
possibly due to the nutrients oxidation. Therefore, nitrogen compounds and oxygen additions
before the fermentation are not necessary in used conditions.

Keywords: Alcoholic fermentation, apple must, yeast, fermentation rate, unit operation,
enzymatic browning.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a cultura da macgd tem potencial produtivo de aproximadamente um
milhdo de toneladas por ano, sendo que cerca de 95 % da producdo correspondem as
cultivares Gala, Fuji, e suas mutacdes. Durante a classificacdo destas frutas, aquelas que néo
apresentam as caracteristicas fisicas e fitopatologicas adequadas, cerca de 20 a 30 %, sdo
denominadas magés de descarte. Estas frutas, ditas industriais sdo utilizadas na elaboragéo de
sucos, fermentados, vinagres e destilados.

A fermentacdo alcodlica é um passo crucial no processamento da sidra. Durante este
processo a levedura transforma os aglUcares em gas carb6nico (CO,), alcool e energia, e
produz compostos aromaticos, tais como acidos graxos, ésteres e alcoois superiores. Nesta
etapa, 0 oxigénio e o nitrogénio estdo entre 0s principais elementos, uma vez que deficiéncias
de um ou de outro, podem levar a fermentacdes lentas, ou paradas de fermentacéo.

O nitrogénio tem importante fungdo anabolica na sintese protéica e
consequentemente nas fungfes enzimaticas da célula e por isso é considerado fator limitante
ao crescimento da levedura. O setor agroindustrial brasileiro de processamento de
fermentados de macd utiliza como pratica corrente a adicdo de nutrientes (vitaminas e
compostos nitrogenados) como forma de corre¢do antes de inocular a levedura alcodlica. Este
procedimento elimina o risco de lentiddo ou paradas de fermentagdo, porém, ndo é feita uma
analise de nitrogénio antes desta correcdo, 0 que pode causar um aumento desnecessario do
composto, principalmente em situa¢fes onde o teor natural de compostos nitrogenados ja esta
elevado. O produto com elevado teor residual de nitrogénio pode se tornar instavel
microbiologicamente com alteracBes organolépticas e ocorrer explosdes de garrafas, no caso
da sidra gaseificada naturalmente ou mal pasteurizada, além da formacdo de alcoois
superiores que diminuem a qualidade sensorial da bebida. Sendo assim na primeira etapa
deste trabalho foi avaliada a influencia do teor de nitrogénio na fermentacdo alcodlica do
mosto de macé nas condigdes de processamento brasileiras.

No mosto de maca, o oxigénio age tanto no mosto quanto nas leveduras. Durante a
extracdo do mosto, ocorre 0 escurecimento enzimatico através da enzima polifenoloxidase
que utiliza o oxigénio do meio na oxidacdo dos compostos fendlicos. Esta reacdo é
responsavel pelo consumo do oxigénio dissolvido que pode ser prejudicial ao crescimento da
levedura, uma vez que necessita de pequenas concentracdes para seu crescimento. Nestas

condi¢Bes 0 oxigénio € utilizado, principalmente, na sintese de esterdis e acidos graxos
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insaturados necessarios a membrana plasmatica das leveduras. Estes lipideos permitem
prolongar o metabolismo das células em condic¢Bes enoldgicas e sua presenga ao mosto tem
efeitos benéficos sobre a viabilidade e vitalidade celular. Com isso, na segunda etapa deste
trabalho foi avaliada a evolucdo do oxigénio dissolvido durante o processamento de mostos

de macd e sua influéncia nos parametros cinéticos da fermentacéo alcodlica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a influéncia do nitrogénio e oxigénio no processamento de fermentado de

maca.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o teor de nitrogénio em mostos de diferentes cultivares de macas nacionais;

e Avaliar o efeito da concentracdo de nitrogénio na cinética de fermentacdo alcoodlica de

mosto de magc§;

e Verificar a necessidade de correcdes de nitrogénio no mosto de macas brasileiras;

e Avaliar o efeito de diferentes operacdes unitarias na dissolucao de oxigénio durante o
processamento de mosto de maca;

e Determinar o consumo de oxigénio pela reacdo de escurecimento enzimatico em
mostos de diferentes cultivares de magés;

e Avaliar o efeito da oxigenacdo de mostos de diferentes cultivares na cinética de

fermentacdo alcodlica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Maga

Na década de 70, quando a cultura de macé foi instalada no pais, a producdo néao
alcancava 15 toneladas, entretanto na safra 2009/2010 chegou a 1.274.705 toneladas (Figura
1), o que representa um crescimento de quase 7000 % (PERES, 2009). Com isso, em 2008 o
Brasil ocupou o0 12° lugar no cultivo de maga (FAO, 2010). A producdo esta concentrada (99
%) abaixo do Tropico de Capricérnio. O Estado de Santa Catarina responde por 53 % da
producdo nacional, seguido do Rio Grande do Sul (42 %) e do Parana (4 %) (ABPM, 2011).

As cultivares Gala e Fuji representam 95 % da produgdo (EPAGRI, 2002;
WOSIACKI et al., 2008), sendo que a safra 2009/2010 foi composta por 55 % da primeira e
40 % da segunda (ABPM, 2011; FERREIRA, 2009). Isto se deve a aceitacdo dos
consumidores pela coloracdo e sabor dessas frutas. Além disso, essas cultivares apresentam
longo periodo de conservacdo em camaras fria e com atmosfera controlada (FERREIRA,
2009; WOSIACKI; PHOLMAN; NOGUEIRA, 2004).

1200
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400 4

Producao de macés (1000 ton

200

0 -
73/74 76/77 79/80 82/83 85/86 88/89 91/92 94/95 97/98 00/01 .03/04 08/09
Safras

Figura 1. Evolucéo da producdo nacional de magé no periodo de 1973 a 2009.
Fonte: Nogueira; Wosiacki (2010); Péres (2009); Wosiacki; Nogueira (2001).

A cultivar Gala, a mais plantada no Brasil, apresenta elevada qualidade organoléptica
devido a sua suculéncia, ao gosto doce e média acidez. Tem excelente aparéncia com uma
coloracdo vermelho rajada intensa e atraente no lado que recebe sol. O lado sombreado fica

sem a coloragdo vermelha destacando a cor de fundo amarelo-esverdeada. Existem mutagdes
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somaticas desta variedade como a Royal Gala, originada na Nova Zelandia, que tem
coloracdo mais intensa; a Galaxy Gala é mais colorida e apresenta estrias uniformemente
distribuidas em toda superficie do fruto (EPAGRI, 2002; WOSIACKI et al., 2008).

A cultivar ‘Fuji’, uma das quatro cultivares de macieira mais promissoras no
contexto mundial na atualidade, apresenta frutos de tamanho meédio a grande, com cor de
fundo esverdeada, a qual se torna amarela a medida que ocorre sua maturacdo. A polpa é
aromatica, firme, crocante, muito suculenta e de gosto doce. Como corre com a cultivar Gala,
as mutacbes somaticas da cultivar Fuji, diferem na coloragdo vermelha do epicarpo da fruta
(EPAGRI, 2002; WOSIACKI et al., 2008a).

Entre 20 a 30 % da producdo de macés ndo apresentam qualidade suficiente para
serem vendidas in natura, devido a problemas fisiolégicos e fitopatoldgicos, sendo
denominadas de macds ‘industriais’. Estas frutas possuem composicéao fisico-quimica muito
parecida com as de mesa, que podem ser utilizadas para processamento de suco, além de
fabricacdo de sidra, vinagre e destilados, dependendo dos problemas fisico-patoldgicos
apresentados (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010; PAGANINI et al., 2004). As frutas sem
pontos de podriddo podem ser destinadas ao processamento de suco. A maior parte da
producdo de suco de maca é exportada para os Estados Unidos da América, sob a forma de
suco clarificado concentrado (75° Brix), para a elaboracéo de produtos infantis devido a pouca
acidez em média de 0,36 g/100mL e baixa adstringéncia, com teor de fendis em média de
311 mg/L (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010; WOSIACKI et al., 2008). Frutas de qualidade
inferior sdo encaminhadas para a fabricacdo do fermentado de macd, base para a elaboracao
da sidra, formulacéo de outras bebidas alcodlicas, vinagres e destilado de macd (NOGUEIRA
et al., 2008a).

3.2 Sidra

A sidra brasileira é produzida a partir da mistura de frutas de cultivares comerciais e
polinizadoras, ou seja, apenas com macas de mesas, provenientes do descarte industrial, e por
isso, consiste em um produto suave, pouco aromatico e com baixa acidez. Por outro lado a
sidra francesa, considerada uma das melhores do mundo, em funcdo do sabor suave,
adstringente e presenca de aromas frutados, séo elaboradas com frutas melhoradas
geneticamente exclusivamente para o processamento. Na Alemanha e Suica, as sidras sdo
mais secas e &cidas, enquanto que na Espanha, a bebida tem aroma pungente com
predominancia de acido acético (MANGAS et al., 1999; NOGUEIRA, 2003).
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Os mostos destas macas apresentam, em media, 120 g/L de agucares redutores totais,
sendo a frutose o constituinte majoritario, podendo chegar a 80 % do total em algumas
cultivares (WOSIACKI et al., 2005). O &cido malico é o principal responsavel pela acidez,
0,365 ¢g/100mL, em média (WOSIACKI et al., 2008). Entre os aminoacidos, cinco deles,
acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina e serina, representam de 86 a 95 % do
total (BARON; BOHUON; DRILLEAU, 1977; LEQUERE; DRILLEAU, 1998). Dentre as
vitaminas, a que se destaca no processo fermentativo é a tiamina, considerada fator de
crescimento das leveduras (BATAILLON et al., 1996).

A composicdo de compostos fendlicos em mostos de macéd depende da variedade da
fruta, do seu grau de maturacdo, dos tratos culturais e do método de extragdo durante a
operacdo de prensagem (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010). As principais perdas de
compostos fendlicos durante o processamento da fruta ocorrem devido a oxidacéo enzimatica
(responsavel pela coloracdo da bebida), e na clarificacio do mosto (NOGUEIRA et al.,
2008b). As principais classes de compostos fenolicos encontrados em magas sdo os acidos
fendlicos e os flavondides. Sendo os representantes dos A&cidos fenolicos, os acidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, os flavan-3-0is (epicatequina, catequina e
procianidinas), antocianinas, flavonois (quercetina) e dihidrochalconas (floretina e
floredzina), representantes dos flavondides (AWAD; DE JAGER; VAN WESTING, 2000;
GUYOT et al., 1997; SPANOS; WROLSTAD, 1992; TSAO et al., 2005; VANZANI et al.,
2005).

Para obtencdo da sidra, no mosto obtido com auxilio de prensas de pistdo ou esteiras,
ocorre a adi¢do de enzimas pectinoliticas em dosagens recomendadas pelos fabricantes, além
de uma primeira sulfitagem (Figura 2). Ap6s a despectinizacdo e precipitacdo, o mosto é
trasfegado e deixado para fermentar ap6s o indculo de levedura sob a forma seca ativa a uma
razdo de 20 g/hL (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).

A fermentacdo ocorre em dornas a temperatura ambiente nos meses do final do verao
e inicio do outono (20 a 25°C) (INMET, 2011). O processo de fermentacao alcodlica pode
ser dividido em fase oxidativa e fermentativa que correspondem a formacgédo de aromas e da
transformacéo de agucares em &lcool. A fase oxidativa esté relacionada a formagdo do aroma
da sidra, desenvolvido ndo somente por leveduras do género Saccharomyces, mas também por
leveduras apiculadas. Dentre os compostos responsaveis pelo aroma da sidra destacam-se
acetato de etila, acetato de 2-fenil etila, alcool isoamilico e alcool isobutilico (CABRANES et

al., 1998). As leveduras do género Saccharomyces apresentam crescimento durante a fase
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fermentativa com populacdo inicial de aproximadamente 2,0x10° células/mL, estabilizando
sua populacdo ap6s um consumo de 100 a 150 g/L de agUcares e apresentando populacéo
méxima de cerca de 2,0 a 4,0 x 10’ células/mL, situacéo na qual a velocidade de fermentacéo
atinge seu valor maximo (LEQUERE; DRILLEAU, 1998).

Apos a transformacédo total dos acucares em etanol e CO, (fase fermentativa) o
fermentado é filtrado e transferido para tanques onde permanecera para que ocorra a
fermentacdo secundaria ou malolatica. A fermentacdo malolatica, conduzida por bactérias
laticas presentes naturalmente no epicarpo das frutas ou inoculadas como a Oenoccocus oeni,
que reduzem a sensacdo de acidez do fermentado por conversdo do acido malico em &cido
ltico, melhorando o gosto da bebida (DRILLEAU, 1995; MESAS; ALEGRE, 1999).

Magca

* Recepcéo

* Selecdo

* Trituracdo

» Sulfitagem, 100 a 200 mg/L
J ° Prensagem

Mosto

* Despectinizagéo

* Clarificagdo

* Operacao de trasfega
* Adicéo de indculo

¥ * Fermentagdo, 7 a 15 dias

Fermentado de maca

* Maturacéo, 30 dias (opcional)

* Adicdo de sacarose, 50 a 120 g/L
* Clarificagdo

* Operacao de trasfega

» Sulfitagem, 30 a 50 mg/L

, * Gaseificagdo artificial

\
Sidra

Figura 2. Fluxograma do processamento da sidra no Brasil.
Fonte: Adaptado de Nogueira; Wosiacki (2010).

Apdbs a maturacdo, ocorre a adi¢do de sacarose, entre 75 e 100 g/L, conservantes
como 0 metabissulfito de potassio e acido sorbico (WOSIACKI; CHERUBIN; SANTOS,
1997). A adicdo destes conservantes torna-se indispensavel face a qualidade fitopatoldgica
das frutas e as altas temperaturas durante o processamento, com um valor médio de 25°C, o
que pode acarretar contaminacdo (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010). No Brasil, a legislacao



20

permite 0 uso de acido sorbico como conservador em sidras em um limite maximo de 500
mg/L. O dioxido de enxofre ndo deve ser adicionado acima de 250 mg/L. A adicdo de acido
benzdico ndo é permitida nesses produtos (BRASIL, 1988).

Ap0s os processos fermentativos a bebida é clarificada com gelatina e bentonite. A
gelatina, utilizada na clarificacdo, apresenta cargas positivas em baixo pH, a qual reage
através de ligacGes idnicas, com os polifendis com cargas negativas, formando um complexo
insolGvel que pode precipitar ou ficar retido durante a filtragdo. A bentonite, tem cargas
negativas que removem compostos com cargas positivas, como as proteinas. O tratamento
excessivo, ao inves de inibir o surgimento da turbidez pode acelera-la devido a introducédo de
precursores (SIEBERT et al., 1996; SPANOS, WROLSTRAD, 1992; TAJCHAKAVIT et al.,
2001). Desta forma, diferencas na natureza da carga ionica de proteinas, polifendis, pectinas e
do agente de clarificacdo, induzem a floculacdo e sedimentacdo resultando na eliminacdo de
precursores do haze da solugcdo (OSZMIANSKI; WOJDYLO, 2007).

A formacdo do haze durante a estocagem é um problema no processamento de
bebidas como vinho, cerveja e sucos de frutas. O fendmeno tem sido associado a presenga de
proteinas e polifendis do suco, devido a reacdo de condensacdo entre os compostos fendlicos
e/ou interacdo entre fenodis e moléculas de proteinas, formando complexos que sedimentam
(HEATHERBELL, 1984; OH; HOFF, 1987; SHAHIDI; NACZK, 1995).

Ao final do processo de clarificacdo, o fermentado é gaseificado e engarrafado.

3.3 Fermentacdo alcodlica

A fermentacdo alcodlica é conduzida tanto por microrganismos presentes na propria
fruta, quanto pelo in6culo de leveduras seca-ativas, sendo a principal delas a Saccharomyces
cerevisiae (NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010). Esta fermentacdo ocorre em condicdes iniciais
de parcial anaerobiose (menos de 10 mg/L de oxigénio dissolvido no meio) sendo que o
metabolismo da S. cerevisiae em tais condi¢des € estritamente fermentativo (BARRE et al.,
2000).

Apos a entrada da glucose e frutose na célula, esta molécula é fosforilada pelas
enzimas hexoquinase Pl e PIl. A hexoquinase PIl ocorre principalmente na fase de
crescimento em meio rico em agUcares, enquanto que a Pl, aparece na fase estacionaria
(RIBEREAU-GAYON et al., 1998). Em seguida, os agticares fosforilados s&o transformados
em piruvato pela via glicolitica (Figura 3).
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Glucose
ATP
lc ADP
Glucose-6-fosfato
2
Frutose-6-fosfgto

? ADP

frutose-1,6-difosfato

.

Dihidroxicetona fosfato <«  Gliceraldeido-3-fosfato

NAD* 1,3 - Bifosfoglicerato

5 ADP
a0 NADH +H* 7 ATP

3 - Fosfoglicerato

s}

2- Fosfogllcerato

Acetaldeido

Fosfoenolplruvato

ADP

10 l ATP
Piruvato

Figura 3. Via glicolitica. Enzimas: (1) Hexoquinase; (2) Fosfoglucose isomerase; (3) Fosfofrutoquinase; (4)
Aldolase; (5) Triose fosfato isomerase; (6) Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; (7) Fosfoglicerato quinase; (8)
Fosfoglicerato mutase; (9) Enolase; (10) Piruvato quinase (11); Piruvato descarboxilase; (12) Alcool
desidrogenase.

Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (1998).

Em anaerobiose, o piruvato é descarboxilado a acetaldeido pela enzima piruvato
descarboxilase, e entdo reduzido a etanol, pela enzima alcool desidrogenase. Nesta etapa,
ocorre a regeneracdo do cofator NAD que € utilizado a nivel de gliceraldeido-3-fosfato. O

balanco global da fermentacdo pode ser observado na reacgdo 1.
1 Hexose + 2ADP + 2 Pi— 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP (reacéo 1)

Durante a fermentacdo alcodlica sé&o produzidos outros metabolitos fermentativos,
além de etanol e biomassa, porém em quantidades menores quando comparados com a
quantidade de agUcares convertidos em etanol e gas carbdnico (BARRE et al., 2000). Ap6s 0
inbculo da levedura, as enzimas essenciais para a fermentacdo alcodlica (piruvato

descarboxilase e alcool desidrogenase) sdo induzidas pela presenca da D-glucose. Por isso, no
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inicio da fermentacdo a producdo de etanol ndo ocorre de imediato, mas ha formacgédo de
outros compostos, como o glicerol, piruvato e succinato (RIBEREAU-GAYON et al., 1998).

O etanol representa o produto principal da fermentacdo alcodlica e pode alcancar
concentracdes extracelulares de até 12 a 14 % de volume em fermentagdes normais. Segundo
Dombek e Ingram (1986), a levedura Saccharomyces cerevisiae ndo acumula etanol no
interior de seu citoplasma durante a fermentacao; por ser uma molécula pequena e hidrofilica
passa através da membrana plasmaética por simples difus&o.

Para seu crescimento a levedura S. cerevisiae requer algumas vitaminas como a
biotina, acido pantoténico, mioinositol e acido nicotinico. Em presenca de tiamina a levedura
apresenta crescimento acelerado, embora seja capaz de sintetizd-la (BATAILLON et al.,
1996).

3.4 Compostos nitrogenados

Compostos nitrogenados sdo essenciais para o metabolismo e crescimento das
leveduras, sendo quantitativamente o mais importante depois do carbono (BISSON, 1999).

O mosto de macas apresenta diversas formas de compostos nitrogenados (Tabela 1)
(BURROUGHS, 1957; LEA; DRILLEAU, 2003). Entre elas, aproximadamente 50 %
representa a forma a-amina livre. Asparagina, glutamina, &cido aspartico, &cido glutamico e
serina, que representam 86 a 95 % dos aminoacidos totais do mosto (Tabela 2), e sdo
facilmente assimilaveis pelas leveduras (DRILLEAU, 1995). Durante a extracdo do mosto,
alguns desses compostos podem ficar retidos no bagaco em quantidades que variam com o
estado fisiologico da fruta (BARON; GOAS; DRILLEAU, 1982).

Tabela 1. Frag6es nitrogenadas do mosto de magas.

Fracdo nitrogenada Nitrogénio total
Nitrogénio total Forma amina 15,2a61,2%
(método de Kjedahl) Forma amida 5a30%
Forma amoniacal Maximo 1 %

Fonte: Burroughs (1957).

Segundo Drilleau (1993) o teor de nitrogénio total de 27 mostos de magas francesas
analisados, 25 % tinha menos de 75 mg/L, 51 % entre 75 a 150 mg/L, e o restante apresentou
teores superiores a 150 mg/L. Este mesmo autor constatou que o teor de nitrogénio varia entre
0S pomares para a mesma cultivar e também de acordo com as safras, alem da idade dos

pomares, que quanto mais novos resultam em maior teor de nitrogénio nas frutas. Além disso,
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o0 teor pode variar de acordo com a adubacéo nitrogenada realizada nos pomares (BARON;
BOHUON; DRILLEAU, 1977).

Tabela 2. Aminoacidos no mosto de maca.

Aminoacidos Concentracdo (mg/L)

Acido aspartico 20-350
Acido glutamico 10-300
Glutamina max. 25
Asparagina 100-1500
Serina 5-60
Treonina 1-20
Glicina max. 10
Alanina 1-50
Valina max. 40
Metionina max. 30
Isoleucina max. 10
Leucina max. 10
Tirosina max. 10
Fenilalanina max. 15
Acido aminobutirico 1-30
Ornitina max. 1
Lisina max. 10
Histidina max. 10
Arginina max. 10

Fonte: Lea; Drilleau (2003).

3.4.1 Metabolismo do nitrogénio

Os compostos nitrogenados podem afetar a célula de duas maneiras, [1] pelo
aumento da producdo de biomassa (constitui de 3 a 10 % da matéria seca da célula), e [2]
acelerando o processo de metabolizacdo dos acucares (HENSCHKE; JIRANEK, 1992). Como
consequéncia afeta a velocidade da reacdo, e a falta deste nutriente no mosto é uma das causas
de fermentagdo lenta, uma vez que ele esta relacionado ao transporte dos agtcares (BISSON,
1991).

Durante a fermentacdo, os compostos nitrogenados sdo absorvidos do meio atraves
de transporte ativo, no inicio da fase de crescimento da Saccharomyces cerevisiae e estocados
nos vaclolos até serem utilizados quando for necessario para sintese de proteinas
(RIBEREAU-GAYON et al., 1998).

Leveduras apresentam a capacidade de metabolizar uma grande variedade de
compostos nitrogenados para seu crescimento, sendo degradados em dois produtos finais,
amonia ou glutamato (CASSELAS, 2005). O glutamato pode ser sintetizado a partir da
amonia e do a-cetoglutarato, intermediario do ciclo do acido citrico, atraves da agdo da
glutamato desidrogenase a NADP® (NADP*-GDH). A formagdo da glutamina a partir do
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glutamato e de amdnio é catalisada pela glutamina sintase (GS), e para que esta Ultima reacéo
ocorra ha a necessidade de hidrélise de ATP (RIBEREAU-GAYON et al., 1998).

O esqueleto carbénico dos aminodcidos provem de intermediarios da glicolise
(piruvato, 3-fosfoglicerato e fosfoenolpiruvato), do ciclo do acido citrico (a-cetoglutarato,
oxaloacetato) ou da via das pentoses fosfatos (ribose-5-fosfato, eritrose-4 fosfato). Algumas
dessas reacOes sdo simples, como a formacdo do aspartato (reacdo 2) e alanina (reagdo 3),

pela transaminag&o a partir do glutamato, oxaloacetato ou piruvato.

Oxaloacetato + glutamato — aspartato + a-cetoglutarato (reacdo 2)

Piruvato + glutamato— alanina + a-cetoglutarato (reacéo 3)

Outras vias de biossintese sdo mais complexas, sendo classificadas de acordo com o
precursor do esqueleto carbdnico (Figura 4) (RIBEREAU-GAYON et al., 1998).

< Ribose-5-fosfato === Histidina

Glucose

1 Eritrose-4-fosfato
Serina \1/
Glicina ® 3 - Fosfoglicerato
el 1 Fenilalanina

Tirosina
Fosfoenolpiruvato === Triptofano
Alanina 1

Valina = Piruvato

Leucina l

Acetil-CoA
As .
Asp:::,tlga Glutamato
Lis?na Glutamina
Treonina b Pro!ir!a
Metionina Oxaloacetato a-cetoglutarato  Arginina

L \/

Figura 4. Vias de biossintese de aminoécidos.
Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (1998); Walker et al. (1998).
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Estes microrganismos metabolizam diferentes fontes de nitrogénio para seu
crescimento, mas nem todas as formas sdo igualmente assimiladas. S. cerevisiae ndo tem a
capacidade de metabolizar proteinas, devido a auséncia de enzimas capazes de hidrolisar estas
moléculas (PRETORIUS, 2000). Amonia, glutamina e asparagina sdo preferencialmente
assimiladas, enquanto que a prolina e a uréia sdo pouco metabolizadas. A sequencia de
consumo ¢é influenciada pela presenca de ions aménio, e pela concentracéo total de nitrogénio.
Jiranek, Langridge e Henschke (1995) investigaram a cinética de utilizacdo de aminoacidos
em presenca ou auséncia de ions amoénio em condi¢des enoldgicas. Na auséncia de ions
amonio foi observado um padrdo de utilizacdo dividido em quatro grupos (Tabela 3). No
inicio da fermentacdo, ocorre imediata assimilacdo dos componentes do grupo A, enguanto 0s
do grupo B apresentam um tempo de laténcia. Os aminoacidos do grupo C apresentam certo
tempo de laténcia que corresponde ao final da absorcdo do Grupo A. O grupo D, onde situa-se

a prolina, ndo é assimilado pela levedura.

Tabela 3. Cinética de absor¢ao dos aminoécidos e aménia durante a fermenta¢do com Saccharomyces cerevisiae
em mosto de uvas.

Grupo Metabolismo Aminoécidos
A Répida Arg, Asp, Asn, GIn, lle, Leu, Lis, Ser,
Thr, NH3
B Lenta Glu, Ala, His, Met, Phe, Val
C Assimilacdo ocorre quando o grupo A esta esgotado Gly, Trp, Tyr
D N4o é assimilada Pro

Fonte: Jiranek; Langridge; Henschke (1995).

Os ions ambnio sdo assimilaveis rapidamente e podem satisfazer a necessidade em
compostos nitrogenados da célula, uma vez que, a levedura S. cerevisiae, tem a capacidade de
sintetizar seus aminoacidos (CASSELAS, 2005).

Em mostos com baixo teor ou auséncia de amonia, as leveduras utilizam as reservas
de aminoacidos como doadores de grupamentos amina, que sdo transferidos para o o-
cetoglutarato formando o glutamato. Esta reacdo é catalisada por transaminases que tem como
cofator o fosfato de piridoxal que é derivado da piridoxina (vitamina Bg) (RIBEREAU-
GAYON et al., 1998). Em seguida, o glutamato é desaminado para formar ions amonio

(Figura 5). O balanco final pode ser observado na reagdo 4.

a-aminoacido + NAD" + H,O — a-cetoacido +NH," + NADH +H” (reacdo 4)
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Aminoacido a-cetoglutarato NADH +NH,*

Glutamato

transaminase desidrogenase

a-cetoacido Glutamato NAD *+H,0

Figura 5. Catabolismo dos aminoé&cidos.
Fonte: Ribéreau-Gayon et al. (1998)

3.4.2 Influéncia do nitrogénio sobre a fermentagéo

O desequilibrio da raz&o carbono-nitrogénio, durante a fermentacdo, pode causar
lentiddo ou até mesmo interrupcdo do processo. Este problema ocorre devido a baixas
concentragdes, ou esgotamento de compostos nitrogenados assimilaveis que ocasiona reducao
do transporte das hexoses para dentro da célula (PRETORIUS, 2000).

O transporte de agUcares é regulado pela disponibilidade de nitrogénio assimilavel no
meio externo e pela atividade de sintese proteica das células (WALKER, 1998). No momento
em que a sintese de proteinas diminui ou cessa, ocorre uma diminui¢do ou interrupcdo do
sistema de transporte. Esta inibicdo catabdlica é especialmente acelerada quando existe
caréncia em nitrogénio assimilavel no meio (SALMON; MAURICIO, 1994). A adicdo de
nitrogénio assimilavel durante esta fase, se ndo for realizada de forma tardia, permite restaurar
parcialmente uma atividade de sintese proteica e, consequentemente uma reativacdo dos
sistemas transportadores das hexoses, restaurando em parte a atividade fermentativa (BELY;
SALMON; BARRE, 1994; SALMON, 1989). Isto explica porque em mostos com elevado
teor de nitrogénio o tempo para exaustdo dos aclcares do meio serd menor, e
consequentemente a velocidade de fermentac¢do maior.

Os élcoois superiores, responsaveis pelo aroma do produto, podem ser produzidos
pela levedura a partir de esqueletos carbdnicos dos aminoacidos, assimilados durante a
fermentacdo alcoodlica. Os principais alcoois superiores sintetizados durante a fermentacao
alcoolica sdo o 1-propanol ou n-propanol, 2-metil-1-propanol ou isobutanol, 2-metil-1-
butanol ou &lcool amilico ativo e 3-metil-1-butanol ou alcool isoamilico e o feniletanol
(BARRE et al., 2000; RIBEREAU-GAYON et al.; 1998; WALKER, 1998).

Para evitar problemas na fermentacdo é comum a adi¢do de suplementos ao mosto
com sais de amonio, como sulfato de amonio. Entretanto a adi¢cdo excessiva de nitrogénio

inorganico pode resultar em produtos com elevado teor de nitrogénio residual, principalmente
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se o teor inicial do mosto for elevado. Isto torna o produto instdvel microbiologicamente,
além do acumulo de etil carbamato e &lcoois superiores que diminuem a qualidade do produto
(BELTRAN et al., 2005; GONI; AZPILICUETA, 1999). A producéo de etil carbamato deve
ser evitada uma vez que esta substancia é cancerigena (OUGH; CROWELL; MOONEY,
1988).

3.5 Oxigénio

Durante o processamento de fermentados, 0 mosto entra em contato com o ar, 0 que
resulta em diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido no mosto (Tabela 4). Apesar disto,
ndo estd presente em grandes quantidades em vinhos, uma vez que quando dissolvido é
rapidamente consumido até seu desaparecimento completo (VIVAS, 1999). O oxigénio
influencia a qualidade do vinho tanto pela a¢do bioquimica do mosto quanto pela a¢éo sobre o
metabolismo das leveduras (ROSENFELD; BEAUVOIT, 2003).

Tabela 4. AdicGes de oxigénio pelas operagdes unitarias durante o processamento de mosto de uva.

Operagdes Oxigénio dissolvido (mg/L)
Prensagem 3-5
Bombeamento 2
Transferéncia entre tanques 6
Filtracéo 4-7
Trasfega 3-5
Centrifugacgéo 8
Engarrafamento 0,5-3
Envelhecimento em barris 20-45/ano

Fonte: Vivas et al. (2003).

3.5.1 Escurecimento enzimatico

No processamento do mosto de macé a reacdo de escurecimento enzimatico inicia
pelo contato da polifenoloxidase (PPO) com &cidos fendlicos em presenca do oxigénio, na
operacdo de trituracdo (DuTOIT et al., 2006). Como resultado, formam-se as quinonas
altamente reativas que se polimerizam com polifendis para formar compostos oxidados
chamados de melanoidinas (MELO; VILAS BOAS, 1996).

As polifenol oxidases (1,2 benzenodiol: oxigénio &xido-redutase) sdo enzimas
encontradas na maioria das plantas superiores ¢ sua denominacdao “polifenol oxidase” se
refere a enzimas cuja principal caracteristica é a capacidade de utilizar oxigénio molecular
durante a oxidacdo de compostos fenolicos. A polifenol oxidase catalisa dois tipos de reacdes
(Figura 6), ambas usando oxigénio molecular: a) hidroxilacdo de monofenois para o-difendis

frequentemente referida como atividade de cresolase (EC 1.14.18.1); b) oxidacdo de o-
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difendis quando se refere a atividade de catecolase (EC 1.10.3.1) (MARTINEZ;
WHITAKER, 1995; OSZMIANSKI; LEE, 1990).

Basicamente, a reacdo cresolase catalisa a oxidacao de fenol monohidrico, tal como a
tirosina e o-cresol para formar o grupo hidroxila na posicédo orto e a reacdo catecolase envolve
a remocdo de dois atomos de hidrogénio de o-difenol, tais como catecol, &cido clorogénico ou
3-4 dihidroxi-fenilalanina, para formar a correspondente o-diquinona (SHAHIDI; NACZK,
1995). As quinonas formadas sdo substancias altamente reativas com outras quinonas,
aminoacidos ou proteinas, formando compostos coloridos, resultando na perda de coloracao
de frutas e seus produtos devido a degradacdo de compostos fendlicos. A atividade catecolase
envolve a oxidacdo de dois o-difendis a duas o-quinonas com a reducdo de quatro elétrons de
0>, 0 que forma duas moléculas de agua (WHITAKER, 1994).
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Figura 6. Etapas do escurecimento enzimatico da maca.
Fonte: Whitaker (1994).

Nos tecidos vivos, a enzima polifenol oxidase (PPO) e o substrato fendlico estdo
separados dentro da célula. No momento da extracdo ou de algum outro processo que
danifique a célula, a enzima e o substrato entram em contato, ocorrendo entdo a reag&o.

Na maca, o acido clorogénico e as catequinas sdo sensiveis a oxidacdo pela PPO
(OLIVEIRA et al., 2008; ROCHA; MORAIS, 2001). Entretanto, Alonso-Salces et al. (2004)
reportaram que o0 acido p-cumérico € um inibidor ndo-competitivo da PPO de magd, a qual
catalisa a oxidacéo do &cido clorogénico.

No centro ativo da enzima existem dois ions cobre, cujos campos de ligacdo contém
dois residuos de histidina cada um. A enzima liga primeiramente o oxigénio e depois 0

monofenol, como indicado na Figura 7. A mudanca de valéncia dos ions cobre (Cu™ — Cu™™)
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provoca a formacdo de complexo enzima-substrato, no qual a ligacdo orto — orto fica téo
polarizada que ocorre a hidroxilacéo, seguida da formacdo de um o-difenol. A oxidagéo do o-
difenol a o-quinona termina o ciclo (BELITZ; GROSCH, 1997). As quinonas sao compostos
amarelados, instaveis e reativos que podem reagir entre si formando polimeros com elevado
peso molecular de cor escura, denominados melanoidinas; formar complexos com
aminoacidos ou proteinas; e oxidar compostos com baixo potencial de oxidoreducdo
(NICOLAS et al., 1994; VAMOS-VIGYAZO, 1982).

OH

H,0 loH2 1 T |0H2
0—0_| N 0—0_| N
N NN

S :N/(n) (NN 1 HO :N/(u) (N 1

[P | S 1 2 le e == E-e==== 1

N Cu / C 2
N\Cu cf |N/(||) 0 (i N
4 '\( \ 1 '
Ny N I S '
L E-eca=a | - —
o
‘>\ YV
3 0 O N
O/E’P . of
\
o Ny N |
[ [ —— I

Figura 7. Mecanismo geral de reacdo da polifenoloxidase.Composto fendlico (1); complexo enzima-substrato
(2); o-quinona (3); parte da enzima onde ocorrera a reacdo (4); sitio ativo da enzima (5).

Fonte: Belitz; Grosch (1997).

3.5.2 Vias de utilizacdo do oxigénio pela Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae consiste em um microrganismo com metabolismo
anaerdbico facultativo, ou seja, capaz de metabolizar a glucose tanto em aerobiose gquanto
anaerobiose. Pertence ao grupo das leveduras Crabtree-positivas, uma vez que, em meios com
alta concentracdo de agUcares fermentesciveis é observada uma repressdo da atividade
respiratoria devido ao acumulo de piruvato advindo da via glicolitica (WALKER, 1998).

Nestas condigdes, devido a baixa quantidade de enzimas respiratorias e citocromos
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"mitocondriais™ a fosforilacdo oxidativa ndo ocorre de forma significativa em condigdes
fermentativas (ROSENFELD; BEAUVOIT, 2003).

Em aerobiose, a oxidacdo de substratos, o transporte de elétrons pelos complexos
respiratorios (I, 11, 111) e a reducdo do oxigénio a agua por terminal citocromo ¢ oxidase
(complexo 1V) sdo os responsaveis pela sintese de adenositrifosfato (ATP) através de um
acoplamento quimio-osmoético (MITCHELL, 1961). Este conjunto de reacles séo
essencialmente catalisadas pelos cinco complexos que se situam na membrana interna da
mitocondria. O complexo | (NADH CoQ redutase), o complexo Il (succinato ubiguinona
redutase), o complexo Il (CoQH, citocromo ¢ redutase) e o complexo IV (citocromo ¢
oxidase) sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons. O quinto e Ultimo complexo
(ATPsintase) utiliza a energia da transferencia para sintetizar ATP a partir de ADP e Pi
(MITCHELL, 1961; SALMON; FORNAIRON; BARRE, 1998).

O consumo de oxigénio pela levedura em condi¢des enoldgicas (baixo teor de
oxigénio) ndo prejudica o processo fermentativo. Sob estas condi¢Bes o oxigénio € utilizado
em varias vias metabdlicas, sendo a principal delas a sintese de esterdis e acidos graxos, que
tem papel importante na permeabilidade da membrana, o que influencia a toleréncia ao etanol,
capacidade fermentativa e viabilidade da célula (SABLAYROLLES; BARRE, 1986).

Nestas condicBes, as mitocondrias estdo presentes nas células de Saccharomyces
cerevisiae. Porém, esta organela, chamada de promitocondria, apresenta diferencas na sua
estrutura, como a reducdo de citocromos, oxidases e F;-ATPase. Desta forma, tem baixa
capacidade oxidativa durante uma possivel oxigenacdo transitdria nas células (DuTOIT et al.,
2006; ROSENFELD et al., 2003; ROSENFELD et al., 2004; VALERO et al., 2001).

Em condicBes enologicas, a sintese de esterdis apresenta uma significativa
contribuicdo, entre 30 a 75 %, no consumo de oxigénio pelas células cultivadas
anaerobicamente (ROSENFELD et al., 2002; ROSENFELD et al.,, 2003). Porém, no
processamento de cerveja e sidra, a porcentagem de oxigénio utilizado é menor, 20 a 30 %
(KIRSOP, 1977; O'CONNOR-COX; LODOLO; AXCELL, 1996) e 10-25 % (NOGUEIRA et
al., 2004), respectivamente.

Além da sintese de esterois e &cidos graxos, 0 oxigénio é utilizado em outras reacoes
metabolicas, como a sintese de porfirina, a clivagem do anel de prolina, ou atividade de
catalase, porém em quantidades muito menores (O'CONNOR-COX; LODOLO; AXCELL,
1996; ROSENFELD et al., 2003; SALMON; FORNAIRON; BARRE, 1998). Devido aos

baixos niveis de enzimas respiratdrias e citocromos mitocondriais, a fosforilacdo oxidativa
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classica ndo ocorre de forma significativa nas condicdes de fermentacdo alcodlica
(O'CONNOR-COX; LODOLO; AXCELL, 1996; SALMON; FORNAIRON; BARRE, 1998),
desta forma a via respiratoria classica pouco contribui no consumo do oxigénio
(ROSENFELD et al., 2003; ROSENFELD et al., 2004).

Os esterois sao constituintes lipidicos essenciais da membrana plasmatica, uma vez
que regulam sua permeabilidade e fluidez. S&o reguladores do metabolismo aerdbio, do ciclo
celular e do transporte e absorcdo de outros esterOis exdgenos. O principal esterol, o
ergosterol, é acoplado a membrana e corresponde a 50 % dos esterdis da celula de levedura
(ALEXANDRE et al., 1994). Sua sintese envolve 25 reacdes e requer 10 ATPs e 16 NADPH
para cada molécula de ergosterol formado. Além disso, 12 ATPs sdo necessarias para as
reacOes de metilacédo da cadeia lateral (O'CONNOR-COX; LODOLO; AXCELL, 1996).

Acido mevalonico (acido 3,5-diidroxi-3-metilvalérico) o primeiro intermediario da
biossintese de esterdis, € formado pela condensacao de acetil-CoA com acetoacetil-CoA para
formar 3-hidroxi-3-metilglutaril que € entdo reduzido a &cido mevalonico (Figura 8). Este
ultimo é convertido na sua forma isoprendide estrutural (dimetilalil pirofosfato) e em seguida
a lIsopentenil pirofosfato. Reacbes de condensacdo levam a formacdo de esqualeno. Em
seguida ocorre a ciclizacdo do esqualeno a lanosterol. Na Saccharomyces cerevisiae,
lanosterol é convertido a zimosterol, que segue para a mitocondria, onde ocorre a metilacdo a
fecosterol. No reticulo endoplasmaético, o fecosterol é finalmente convertido a ergosterol
(WALKER, 1998).

Em condicBes anaerdbicas, as leveduras ndo conseguem sintetizar ergosterol,
havendo a necessidade de suplementacdo do meio com esterdis. Oxigénio molecular é
necessario para a conversdo de esqualeno em ergosterol: 1 molécula de O, é necessario para a
conversdo de esqualeno em lanosterol, 9 de moléculas sdo necessarias para a conversao do
lanosterol para zymosterol e 2 sdo necessarios para a conversdo de zymosterol de ergosterol
(ROSENFELD et al., 2003).
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Figura 8. Biossintese do ergosterol.
Fonte: Pretorius (2000).

3.5.3 Influéncia da adicéo de oxigénio no metabolismo da Saccharomyces cerevisiae

Em meio anaerobio, as leveduras mantém uma capacidade moderadamente alta para
0 consumo de oxigénio durante a fermentacdo alcodlica, que pode ser atribuido a diferentes
vias metabdlicas que dependem do tipo de substrato de fermentacdo (cerveja, vinho ou sidra)
(SALMON; FORNAIRON; BARRE, 1998). A adicdo de oxigénio em fermentacdes em
condicdes enoldgicas e na cervejaria € uma pratica comum e legal, quando se suspeita de
fermentacdo lenta, ou até mesmo, parada do processo fermentativo, a fim de melhorar a
sintese de biomassa e, consequentemente, a velocidade de fermentacdo. Entretanto esta adicéo
é eficiente no final da fase de crescimento (SABLAYROLLES, 1990; SABLAYROLLES;
BARRE, 1986), e em concentra¢Ges que variam entre 5-10 mg/L. A adicdo de oxigénio é
menos eficaz no momento do indculo, uma vez que enzimas como a polifenoloxidase, podem
ainda estar ativas, ocorrendo a oxidagdo de compostos. A quantidade de oxigénio necessaria
por uma levedura é varidvel e afetada por varios fatores como a cepa de levedura, a
quantidade de inoculo, 0 método de crescimento, condi¢des de fermentacdo e do momento da
aplicacdo de oxigénio (O'CONNOR-COX; LODOLO; AXCELL, 1996).
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O efeito da adicdo de oxigénio depende da composi¢cdo do meio, principalmente da
composicdo dos chamados fatores de crescimento em anaerobiose (FCA), ou seja, esterois e
acidos graxos insaturados (ALEXANDRE et al., 1994; HOUTMAN; DU PLESSIS, 1986;
JULIEN et al., 2000). Sob condig¢des enoldgicas, quanto mais oxigénio ou esterdis exdgenos
estiverem disponiveis durante o crescimento, menor € a contribuicao da sintese de esterois no
consumo de oxigénio (ROSENFELD et al., 2003;. SALMON; FORNAIRON; BARRE,
1998). Rosenfeld e colaboradores (2003), em mostos de uva, demonstraram que a sintese de
lipideos e um oOtimo crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae, durante a
fermentacdo alcoolica, requer entre 5,0 a 7,5 mg de oxigénio. Entretanto, no processamento
de sidra os teores de oxigénio requeridos para que a fermentacao transcorra sem interrupcées
sé&o bem menores, entre 1,5 e 2,0 mg/L (NOGUEIRA et al., 2004).

No trabalho realizado por O'Connor-Cox, Lodolo e Axcell (1996) pode ser
observado que o fornecimento de oxigénio dissolvido acarretou maior velocidade de
crescimento da levedura e, consequentemente, rapida absorcdo de nitrogénio assimiléavel.
Enquanto que a inibicdo da sintese de lipideos, através do uso de inibidores, causa uma
desaceleracdo significativa do crescimento.

Salmon, Fornairon e Barre (1998) demonstraram que um pulso de oxigénio
dissolvido (1-10 mg/L) pode estimular a fermentagdo alcoolica, mesmo na presenca de
excesso de ergosterol e acido oléico, sem a inducdo da cadeia respiratoria mitocondrial. Esse
fendmeno parecia contradizer exteriormente o efeito conhecido Pasteur (ou seja, inibicdo da
glicolise pela respiracdo mitocondrial). No entanto, a adicdo de oxigénio estimula a
fermentacdo apenas moderadamente, influenciando a longo prazo a capacidade fermentativa,
ou seja, na sobrevivencia da levedura, devido a maior tolerancia ao etanol (ROSENFELD et
al., 2003)

A adicdo de O, garante uma fermentacdo completa, especialmente em paises como
Africa do Sul, onde as uvas tém concentracdes relativamente elevadas de actcar. A adicdo de
oxigénio ao mosto ocasiona a producdo de maiores concentracdes de ésteres, alcoois

superiores pela S. cerevisiae (VALERO et al., 2002).
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APPLE WINE PROCESSING WITH DIFFERENTS
NITROGEN CONTENTS

ABSTRACT

Nitrogen plays an important role in apple wine fermentation as a limiting factor, leading at low
concentrations to "stuck™ or sluggish fermentation. The objective of this work was to evaluate the
nitrogen content in different varietal apple musts and to verify the effect of different nitrogen
concentrations in apple wine fermentation. The total nitrogen content in 51 different apples juices
samples were analyzed, and the average value was 155.81 mg/L, with 86.28 % of the values above 100
mg/L. The apple must with 59.0, 122.0 and 163.0 mg/L of total nitrogen content, showed the maximum
population of 2.05x 10"; 4.42 x 10" and 8.66 x 10’ cell/mL, respectively. Therefore, the maximum
fermentation rates were dependent of the initial nitrogen level, corresponding to 1.4, 5.1 and 9.2 g/L.day,
respectively. The nitrogen content in apple musts consists in an important factor of growth and

fermentation velocity.

Key words: Fermented apple juice, fermentation rate, cider, yeast.

1 INTRODUCTION

The apple juice fermentation process used to
obtain a pleasant alcoholic beverage was a current
practice in the Eastern Mediterranean more than
2000 years ago (Laplace, J. M. et al., 2001) and
today fermented apple juice is used as the basis for
manufacturing cider, a sparkling and refreshing
fruit flavored beverage, consumed in many
countries in the world.

Apple juice, from commercial or industrial fruits,
contains all necessary nutrients for yeast growth
(Binnig, R. and Possmann, P., 1993; Downing, D.
L., 1989; Smock, R. M. and Neubert, A. M.,
1950). The main sources of carbon and energy are
soluble sugars, and the concentration of 120 g/L is
enough to allow the yeast growth to reach around

6.0 x 10" cell/mL (Nogueira, A. and Wosiacki, G.,
2010).

However, sluggish apple juice fermentations
seems to be associated with raw material when
there are not sufficient levels of nutrients as
available nitrogen, with technological factors like
low dissolved oxygen due to enzymatic browning
reactions before yeast exponential growth phase or
phytosterol and unsaturated fatty acid elimination
by excessive must clarification. It is also present
the microbiological factor as the yeast competition
with non-Saccharomyces yeasts towards essential
nutrients (Drilleau, J. F., 1990; Lea, A. G. H. and
Drilleau, J. F., 2003; Nogueira, A., 2003).



The available nitrogen content of the apple juice,
usually ranging from 27 up to 574 mg/L, is
considered the main limiting factor of yeast
growth (Cruz, S. H. et al., 2002; Drilleau, J. F.,
1990). In the alcoholic fermentation the available
nitrogen content is need in the stationary phase
(corresponding to 80 % of the alcoholic
fermentation) to stimulate the protein synthesis
particularly for the sugar transport systems (Bely,
M. et al, 1994), improving the microbial
metabolism and reaching up to 10 % of the yeast
dry weight (Gofii, D. T. and Azpilicueta, C. A,,
1999; Julien, A. et al., 2000; Julien, A. et al., 2001,
Ribereau-Gayon, P. D. et al., 1998).

Some factors like the juice composition and the
kind of the yeast strain can affect the assimilation
of the nitrogen compounds (Colombié, S. et al.,
2007; Julien, A. et al., 2000; Manginot, C. et al.,
1998) as the metabolism of amino acids can affect
the efficiency of the alcoholic fermentation and the
quality of the product (Salmon, J. M. and Barre,
P., 1998).

The nitrogen fraction in apple juice comprehends
the amino acids asparagine, glutamine, aspartic
acid, glutamic acid and serine, representing
together from 86 to 95 % of total amino acids, and
they are rapidly assimilated by yeasts. In harvested
fruits from orchards with extremely high
fertilizations, the concentration of nitrogen
compounds in the juices may be up to 5 times
higher (Lequéré, J. M. and Drilleau, J. F., 1998)
than usual. The amount of nitrogen in apple juices
can be low (<75 mg/L) or high (>150 mg/L)
depending, mainly, on the age of the orchards and
the amount of fertilization (Drilleau, J. F., 1993).
These facts can explain the influence on yeast
growth, decreasing or interrupting it, the
relationship between the initial concentration and
the maximum fermentation rate, the kinetic of
aroma production and the microbiological
instability in naturally gasified cider, with bottle
explosions  (Garde-Cerdan, T. and Ancin-
Azpilicueta, C., 2008; Gorii, D. T. and Azpilicueta,
C. A, 1999; Ingledew, W. M. and Kunkee, R. E.,
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1985; Nogueira, A. and Wosiacki, G., 2010; Ough,
C.S.etal., 1991; Pérez-Zudiga, F. J. et al., 1997).

The nitrogen content in apples can vary when they
are harvested in different orchards, and also in the
same place, from crop to crop (Drilleau, J. F.,
1996), because the values can be influenced by the
area, amount and kind of nitrogen fertilizations
and by the season (Baron, A. et al., 1977).

In Brazil the addition of nitrogen, as ammonium
phosphate or thiamine is a common praxis in the
apple juice fermented sector, to adjust the
chemical composition of the juice before
inoculation with commercial dry yeast. This
procedure prevents the sluggish fermentations and
ensures a rapid fermentation (5-10 days)
associated with room temperature varying from
20-35 °C (Nogueira, A. and Wosiacki, G., 2010).
However, as previous nitrogen analysis is not a
usual practice; the nitrogen level can rise too much
if the natural concentration is already high. The
product becomes chemical and microbiological
unstable, with a high production of ethyl
carbamate and an excess of higher alcohols (above
400 mg/L) which can explain a negative effect on
the quality of cider (Beltran, G. et al., 2005; Gofii,
D. T. and Azpilicueta, C. A., 1999).

In Brazilian cider processing conditions the effect
of nitrogen in the alcoholic fermentation and cider
guality was not deeply studied and this work was
done aiming to evaluate the influence of the
nitrogen content in the apple must during
processing on apple juice fermentation process and
product.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Apple varieties

Samples of 51 apples varieties were used for juice
production, harvested from 2003 up to 2006 from
different places and producers of Southern States
of Brazil, were used to determine the total nitrogen
content. Apple samples (40 kg) of Gala, Fuji and
Joaquina cultivars from the Experimental Station
in S&o Joaquim (Epagri/SC) were used for kinetic
fermentation experiments.



2.2 Apple juice processing

The fruits, selected and washed, were comminuted
in a laboratory microprocessor (Processing
Metvisa, Type MPA) and the mass, conditioned in
superposed polyethylene screens packages were
submitted to a pressure of 3 kgf/cm? (Hydraulic
Press Eureka, Hoppe Ind. Ltda, Brazil) during 5
min. The resulting juice was depectinized with
enzymes (Pectinex 3XL, Novozymes) in the
proportion of 3 mL/hL (60 min at 45 °C) and after
sedimentation and paper filtration, it was used in
the fermentation trials.

2.3 Apple juice fermentation

The juice (450 mL) of each variety was
conditioned in seven Erlenmeyers (500 mL). All
fermentation systems were equipped with a bung
and had been previously sterilized (Vertical
Sterilizer Phoenix, Model AV75) for 20 min at 1
bar (121 °C). The starter culture, a commercial
yeast strain Saccharomyces cerevisiae (Uvaferm
CK - Danstar Ferment GAC, Denmark) used in
Brazil cider processing, stored in its active dry
form, and re-hydrated during 20 min in a glucose
solution 3.0 g/100mL, had the initial population of
2.0 x 10° cell/mL. The yeast cells were counted in
a Neubauer (XB-K-25, SMIC, China) chamber
(Lee, S. S. et al., 1981). The contents of the seven
micro-fermenters were analyzed after 12, 24, 36,
48, 200 and 360 hours, with an initial control at
the beginning (0 h), and after this time the
fermented apple juice was transferred and bottled,
being stabilized by storing at low temperature
(5°C).

2.4 Kinetic fermentation

The fermentation was monitored by the loss of
mass from the system caused by CO, releasing
(Bely, M. et al., 1990; Roger, J.-M. et al., 2002)
and the weight was determined at every two hours
at a sensibility of 0.001 g during 15 days
(fermentation time) at room temperature (18-25
°C). The CO, production rate (dCO,/dt) was
calculated by polynomial smoothing.

Two other kinetic parameters were also
determined by the loss of mass, maximum specific
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CO, production rate [(1/X.dCO./dt)ms] and
maximum  acceleration [(d°CO./dt?)ms]. The
fermentation was considered finished [Tnax] When
total sugar content was less than 1.0 g/L (Bely, M.
et al., 1990). All others fermentation experiments
were run in duplicate.

2.5 Physicochemical Analysis

The reducing sugars were quantified by the classic
method of Somogyi, N. (1945) and Nelson N.
(1944), as well as the total reducing sugars, after
hydrolysis of sucrose with HCI 1 N (50 °C/ 5 min).
Glucose was quantified by the enzymatic method
of glucose oxidase and sucrose and fructose were
calculated by difference. All sugars were
expressed in g/100mL (Tanner, H. and Brunner, H.
R., 1985). The total acidity was determined by
neutralization with NaOH 0.1 N with
phenolphthalein as an indicator and expressed as
malic acid in ¢g/100mL (IAL, 2008). The total
phenolic compounds were quantified with the
Folin Ciocalteau reagent using catechin as the
standard, and the results were expressed as mg/L
(Singleton, V. L. and Rossi, J. A., 1965). The ethyl
alcohol content was determined by ebuliometry.
The total nitrogen content was determined by the
method of Kjedhal (IAL, 2008) and that of N a-
amine was calculated by the formol titration
according to Julien et al. (2001).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Nitrogen content in apple must

The average value found for the nitrogen content
in 51 analyzed samples was 155.81 mg/L (Table 1)
and the distribution frequency of the results (Fig.
1) show that 86.28 % of the samples had more
than 100 mg/L. Since the average value is enough
to drive to an unstable end product with high
residual nitrogen content due to the fact that
Saccharomyces sp. does not assimilate all
available nitrogen in the growth phase (Nogueira,
A. and Wosiacki, G., 2010), it is possible to state
that this element is not a nutrient factor for
Brazilian apple must alcoholic fermentation. From



a practical point of view, as in Brazil the cider is
made with blends of apple juices from different
varieties, those with nitrogen content less than 100
mg/L (13.72 %) would be corrected by blending
without any need of supplementation.

The same kind of analysis was made in industrial
French apple must in the 60’s and the average
nitrogen content was of 80 mg/L. This value was
increased up to 130 mg/L thirty years later, in the
90’s, due to an extensive nitrogen fertilization in
the soil and with the effect of keeping qualities,
the color and the flavor of apples (Drilleau, J. F.,
1990; EPAGRI, 2002). This increase of nitrogen
causes some difficulty to control of the
fermentation speed and the residual content of
sugar in the final product, which show troubles as
cloud or haze formation in the stored cider and
also microbiological instability, leading to
explosions of bottles naturally gasified. These
problems conducted to modifications in the
processing technology, in order to keep the
standard of quality of the French cider.

Table 1 - Statistic descriptive of 51 total nitrogen
analysis of the apple must.

Statistic parameters Values
Minimum, mg/L 58.82
Average, mg/L 155.81
Maximum, mg/L 330.12
Standard deviation, 57.43
Variation coefficient, % 36.86

I

| |
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Figure 1 - Frequency distribution of the nitrogen

determinations (mg/L) in 51 apple must.
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3.2 Kinetic fermentation reproducibility.

The number and the precision of the loss of mass
determination allowed obtaining the gas liberation
rate accurately. The optimization of this system
shows that the maximum fermentation rates
[(dCO /dt)max] in five essays was 4.48 g/L.day
with 0.072 g/L of standard deviation lead to a low
variation coefficient of 1.51 % (Fig. 2). The
maximum fermentation rate was reached when
4.50 + 0.10 g/L of CO, was released.

5.0

1
N
(&2}

= Vmax: 4.48 + 0.07

( 3
N, V.C.:1.51%

4.0 A
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o
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.—\
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=
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o

Fermentation rate, (dCO,/dt) g/(L.d)

0 2 4 6 8 10
T-T,,day
Figure 2 - lllustration of the precision of Kinetic

parameter in five 500 mL-flasks fermentation.

3.3 Nitrogen content and fermentation rate

For this assay were used three different apple
juices. Gala and Fuji varieties that represents more
than 94 % of the Brazilian apple production with
participation significant in apple wine industry
and apple juice of the Joaquina variety pointed
with high enological aptitude for apple wine and
cider (Wosiacki, G. et al., 2008). Table 2 depicts
the results of the physicochemical parameters of
the juices obtained from three apple cultivars.

The physicochemical composition of the juices
had similar values in all analyses except in the
total nitrogen level, 163.64 + 2.41, 122.39 + 3.22
and 58.82 = 6.18 mg/L, for Fuji, Gala and
Joaquina cultivars, respectively, which are
considered, according to (Nogueira, A. and
Wosiacki, G., 2010), as high (>150 mg/L), normal
(75 to 150 mg/L) and low (< 75 mg/L),
respectively. The amine nitrogen content was 53.0,
30.0 and 29.0 % of the total nitrogen to Joaquina,
Gala and Fuji, respectively, what is in agreement
to (Burroughs, L. F., 1957) who state that the



proportion of both nitrogen in apple must
corresponding from 15.2 up to 61.2 %. Asparagine
accounted for up to 50 % of the soluble nitrogen
content of the high nitrogen juices but was
relatively less important in those of low nitrogen:
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aspartic and glutamic acids were important
constituents of all juices (Beech, F. W., 1993;
Drilleau, J. F., 1993).

Table 2 - Physicochemical composition of three apple juices.

Physicochemical Apple juices

composition, Fuji Gala Joaquina
Total sugar* 1359+ 0.61 128.6 £ 0.51 131.2+0.55
Reducing sugar* 114.2 £ 0.50 104.9 £ 0.60 104.1£0.19
Sucrose* 21.6 +0.68 23.7+1.09 27.1+£0.54
Glucose* 23.5+£0.80 16.1£0.26 19.7+£0.72
Fructose* 90.7 £ 0.54 88.8+0.77 84.4+£0.88
Malic acid* 2.0+£0.02 2.5+0.01 2.6 £0.01
Volatile acidity* 0.04 0.04 0.04
Total phenols** 309 + 30 392 + 60 330 £ 65
Total nitrogen** 163.64 + 2.41 122.39 + 3.22 58.82 +3.18
Amine nitrogen** 46.6 £ 0.03 37.3+£0.03 31.1+0.01

Note: * g/L; **mg/L

In Fig. 3A, it is shown the growth profile of S.
cerevisiae Uvaferm CK in all three authentic and
varietal juices and in Table 3 are shown the
kinetics values found. In the fermentation medium
of Fuji cv. the yeast reached a maximum
population (Xma) Of 8.66 x 10" cell/mL in 1.56
days, which is higher than the number usually
found (2 to 4 x 10" cell/mL) (Lequeré and
Drilleau, 1998; Drilleau, 1996; Nogueira, A. et
al.,2007a)In the case of cv. Gala the maximum
population was lower (4.42 x 10" cell/mL),
although still close of the usual population level at
the same time (1.6 days). The fermentation
medium of cv. Joaquina supported a population of
2.05 x 10’ cell/mL is the usual, at longer time (1.8
days). The differences in yeast development are
due to the effect of the initial nitrogen levels. In
Fig. 3B it is possible to observe the consumption
of available nitrogen by the yeast in all three
varietal must during the fermentation. The

nitrogen consumption was 103; 86 and 27 mg/L
for Fuji, Gala and Joaquina apple juice fermented,
respectively. The consumption by yeast was
coincident with the growth phase and the amount
utilized is directly related to the maximum yeast
population what is in agreement with (Drilleau, J.
F., 1993) who stated that 80 to 90 % of the total
nitrogen is consumed during exponential phase in
cider fermentation.

The residual non-available nitrogen (lysine) or
very low available nitrogen  (leucine,
phenylalanine, serine and tyrosine) by yeasts in
apple juice fermentation may vary between from
20 up to 35 mg/L (Nogueira, A. et al., 2007b) and
as the residual concentrations (Fig. 3B) are higher
than these, it is probable that there is still some
available nitrogen in the residue, as in the apple
juice fermented Fuji, with around 60 mg/L of
nitrogen residual (Fig. 3B).
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Figure 3 - Growth profile of Saccharomyces cerevisiae Uvaferm CK (A), nitrogen consumption (B), sugar
consumption and alcohol production (C), fermentation rate (D) during cider fermentation in varietal apple must: Fuji

(m); Gala (A) and Joaquina (@®).

There is a significant effect on the fermentation
profile in all three varietals musts, which may be
observed in Fig. 3C and 3D. Below of 2.0 g/L of
sugars the fermentation speed reaches low values
very near to zero. The sugar consumption and
alcohol production show a straight relationship
with assimilated nitrogen by yeast. The
fermentation period (T ) determined with sugar
content lower than 1.0 ¢/100mL was of 10.5 and
19.0 days for Fuji and Joaquina, respectively
(Table 3). The nitrogen difference between these
two varieties almost duplicates the fermentation
time.

The fermentation rate (Fig. 3D) was calculated
considering the loss of mass as measured every 2
hours. At the end of the process the results showed
a theoretical tendency expressed as a 6" order
polynomial equation with high correlation

coefficients: Fuji, R?= 0.998, Gala, R*= 0.999 and
Joaquina, R? = 0.999. The kinetics parameters are
shown in Tab. 3. Maximum fermentation rates
[(dCO,/dt)nax] were dependent on the initial
nitrogen level, corresponding to 9.2, 5.1 and 1.4
o/(L.d), for the essays of cv. Fuji, Gala and
Joaquina, respectively. The fermentation rates are
coherent with the wvalues of acceleration
[(d*CO./dt)mad 7.9, 59 and 0.9 g/(L.d,
respectively. In Fuji cv. it was released 7.3 g/L of
CO, during the growth phase with CO, /N of 0.07
g/mg and the nitrogen content was enough for
biomass production and for starting the
fermentation. In Joaquina cv it was released 0.8
g/L during growth phase with CO, /N (g/mg) of
0.03 g/mg and all the nitrogen was utilized only
for biomass production and even so it was not
enough for starting the fermentation.
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Table 3 - Kinetic parameters of the three varietal apple juice fermentation.

Kinetic parameters

Varietal apple juice fermented

Fuji Gala Joaquina
(dCO,/dt)max (0/L.day) 9.20 5.10 1.40
Urmax (9-107/d) 1.06 1.15 0.56
Xmax (108/mL) 86.60 44.20 25.00
T (day) 10.50 12.00 19.00
(d*COL/dt?) ey (9/L..d%) 7.90 5.90 0.90
(g CO;, release / mg N)max™ 0.07 0.05 0.03

* end growth phase.
(dCO/dt)max: maximum CO, production rate.

Vmax - (LIX.dCO/dt)max: maximum specific CO, production rate.

Xmax: Maximum cell production.
Tmex: fermentation duration (sugar < 1.0 g.L).
(d*CO,/dt?) max : Maximum acceleration.

4 CONCLUSIONS

Brazilian apple must show average nitrogen
concentrations above 100 mg/L. In this
concentration the alcoholic fermentation occurs
without any interruption. The nitrogen contents in
apple juice affects directly the yeast growth and
fermentation kinetics. However, in must with low
nitrogen content, the fermentation was slower but
occurred until complete exhaustion of the
fermentable sugars. The Brazilian apple must not
need of nitrogen supplementation before alcoholic
fermentation.
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CAPITULO I11: Efeito do Oxigénio Dissolvido no Processamento de Mosto e Fermentado
de Magcé.
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EFEITO DO OXIGENIO DISSOLVIDO NO PROCESSAMENTO DE MOSTO E
FERMENTADO DE MACA

RESUMO

O oxigénio consiste em um dos principais fatores limitantes para o crescimento da levedura
Saccharomyces. A sua deficiéncia pode acarretar baixas populacbes de leveduras resultando
em fermentacdes lentas. No processamento de mosto de macd, o oxigénio dissolvido apos as
operacOes unitarias pode ser totalmente consumido na reacdo de escurecimento enzimatico.
Como prevencgédo, operacdes como a agitacdo do mosto, sdo efetuadas a fim de incorporar
oxigénio dissolvido ao meio. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de operacbes
unitarias na dissolucdo do oxigénio nas condi¢cdes de processamento de fermentado de macd,
e seu efeito na fermentacdo do mosto. Foram analisadas as dissolugdes de oxigénio apos
diferentes operacdes unitarias de processamento de mosto de maca e o efeito da reacdo de
escurecimento enzimatico no consumo do oxigénio dissolvido. Experimentos de fermentacéo
com diferentes teores iniciais de oxigénio foram avaliados na presenca e auséncia de
maceracao do triturado. Na prensagem ocorre a primeira e maior dissolucdo de oxigénio no
mosto, em média (N=8) de 7,3 + 0,5 mgO,/L, mas, a reacdo de escurecimento enzimatico,
apo6s 10 minutos, € responsavel por um consumo de mais de 90 % deste oxigénio. Entretanto,
a adicdo de didxido de enxofre inibe a oxidacdo e consequentemente 0 mosto apresenta maior
teor de oxigénio dissolvido no mosto de macas (5,87 = 0,25 mgO,/L). A macera¢do da maca
triturada resultou em uma menor reducdo (57 %, em média) do consumo de oxigénio
dissolvido no mosto pela reacdo de escurecimento enzimatico nos primeiros 10 minutos ap6s
a prensagem, possivelmente devido a oxidacdo prévia dos compostos fenolicos. Adic¢do de
oxigénio no mosto pode ser prejudicial para a atividade fermentativa das leveduras, em
funcdo de possiveis oxidacdes quimicas de elementos nutritivos. O teor final de oxigénio
resultante do processamento normal do mosto apos trasfega e filtragdo (2,0 a 3,0 mg/L), foi
suficiente para o desenvolvimento das leveduras e para uma completa fermentacdo dos

acucares nas condigdes brasileiras de processamento de fermentado de maca.

Palavras chave: escurecimento enzimatico, fermentacdo alcodlica, levedura, sidra.
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1 INTRODUCAO

A sidra no Brasil é uma bebida frisante, suave e de baixa graduacdo alcodlica obtida
pela fermentacdo de mosto de macas provenientes do descarte comercial, que corresponde em
aproximadamente 95 % das cultivares Gala (55 %) e Fuji (40 %) (ABPM, 2011,
NOGUEIRA; WOSIACKI, 2010; PERES, 2009).

No processamento, as operagdes unitarias como prensagem, trasfegas e filtragdo séo
responsaveis pela dissolucdo de oxigénio no mosto (BLATEYRON et al., 1998; SALMON,
2006; VIDAL et al., 2001). Porém, assim que a fruta é triturada, o contato entre 0s compostos
fendlicos e a enzima, polifenoloxidase (PPO), em presenca de oxigénio desencadeia o
processo de escurecimento enzimatico (MIHALEV et al., 2004; NICOLAS et al., 1994;
QUEIROZ et al., 2011). No centro ativo da enzima existem dois ions Cu+, cujos campos de
ligacdo contém dois residuos de histidina cada um. A esses dois cobres se ligam atomos de
oxigénio e em seguida o monofenol. Isto acarreta a mudanca de valéncia dos ions cobre (Cu”
—Cu"") provocando a formagdo de complexo enzima-substrato, no qual a ligagdo orto — orto
fica tdo polarizada que ocorre a hidroxilacdo, seguida da formacao de um o-difenol (BELITZ;
GROSCH, 1997). A eliminacdo de um hidrogénio do o-difenol origina as quinonas
(OSZMIANSKIT; LEE, 1990; WHITAKER, 1994), que sdo compostos altamente reativos e
se polimerizam para formar compostos oxidados chamados de melanoidinas (WHITAKER,
1994). Como conseqiiéncia, 0 mosto fica rapidamente sem oxigénio dissolvido, ou seja, em
condicdes de anaerobiose, o que pode ser prejudicial para o crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae (NOGUEIRA et al., 2004).

A fim de evitar fermentacdes lentas, em funcdo de caréncias nutricionais, algumas
empresas sidricolas adicionam compostos nitrogenados e homogeneizam de tal forma a
incorporar 0 oxigénio no mosto. Entretanto, Alberti et al. (2011) observaram que 80 % dos 51
mostos de macas analisados, apresentaram valores superiores a 100 mg/L de nitrogénio total,
suficiente para a completa fermentagdo do mosto de macas, indicando que ndo ha necessidade
da adigéo este elemento.

No caso do oxigénio, a reacdo de escurecimento enzimético pode ser responsavel
pelo consumo total do oxigénio dissolvido em poucos minutos apos a prensagem. A levedura
Saccharomyces utiliza 0 oxigénio em varias vias metabdlicas, sendo a principal delas a sintese
de esterdis e acidos graxos. Estes compostos tém papel importante na permeabilidade da

célula, influenciando sua viabilidade (capacidade reprodutiva) e vitalidade (capacidade de
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produzir energia) (SABLAYROLLES, 1990; SABLAYROLLES; BARRE, 1986; SALMON;
FORNAIRON; BARRE, 1998).

Trabalhos realizados em enologia e nas cervejarias demonstraram um efeito favoravel
de adicbes de oxigénio sobre as cinéticas de fermentacbes alcodlicas (FORNAIRON-
BONNEFOND et al.,, 2002; LANGUET, et al., 2005; O'CONNOR-COX; LODOLO;
AXCELL, 1993; SABLAYROLLES; BARRE, 1986), entretanto, o efeito destas operagdes no
processamento da sidra, pouco foi estudado, principalmente nas condi¢fes de processamento
nacionais.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do processamento no
teor de oxigénio dissolvido no mosto e sua influéncia na fermentacdo alcodlica de mostos de

magca.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material
As amostras compreenderam lotes de cultivares de macas adquiridos no mercado local

e fornecidas pela Agricola Fraiburgo/SC, sendo cinco cultivares de macas (Eva, Fuji, Gala,
Granny Smith e Red Delicious) provenientes de safras entre 2007 e 2010. A levedura
utilizada foi Saccharomyces cerevisiae Fermol bouquet® (AEB group) na forma seca ativa.

2.2 Métodos
2.2.1 Efeito da absorcéo de oxigénio com escurecimento enzimatico

Lotes de 2,5 kg dos cinco cultivares de macas foram utilizados. As frutas foram
selecionadas, lavadas, trituradas (Multiprocessador Metvisa, faca n° 4) e prensadas durante 5
minutos a 3,0 kgf/cm? (Prensa hidraulica, Potente Brasil). O triturado foi submetido a tempos
de maceracdo de 0 (sem maceracdo), 5, 10, 20 e 30 minutos em formas de polipropileno de
45x35x4,5cm, sendo posteriormente prensados e determinado o teor de oxigénio (Oximetro
DIGIMED - DM-4, Brasil; equipado com eletrodo composto por um anodo de prata (Ag) e
catodo de platina (Pt) e membrana de politetrafluoretileno (PTFE)) durante 10 minutos. O
mosto foi despectinizado com pectinase (Pectinex, Novozymes do Brasil), e ap6s duas horas
em temperatura ambiente (20-25°C), o sobrenadante foi trasfegado e filtrado (filtro de papel
qualitativo, Qualy) (Figura 1). Em todas as etapas de clarificagdo o teor de oxigénio e a

temperatura do mosto foram analisados.
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Todos os ensaios foram realizados a 975 metros acima do nivel do mar e com

temperaturas entre 20 a 26°C.

2.2.2 Quantificacdo do oxigénio dissolvido nas opera¢fes unitarias do processamento

Lotes de 3 kg de magés de cada cultivar foram selecionadas, lavadas, trituradas
(Multiprocessador Metvisa, faca n° 4) e prensadas (Prensa hidraulica, Potente Brasil) durante
5 minutos a 3,0 kgf/cm? (Figura 1). O teor oxigénio dissolvido (Oximetro DIGIMED - DM-4,
Brasil) e a temperatura foram medidos no mosto bruto no momento da prensagem (tempo
zero, escorrendo da prensa e caindo 40 cm até o béquer, Figural), no mosto prensado (em
repouso de 1 a 10 minutos), e nas etapas seguintes da clarificacdo. Ao mosto foram
adicionados 3,0 mL/hL de pectinase (Pectinex, Novozymes do Brasil), e apds duas horas a
temperatura ambiente (20-25°C), o sobrenadante foi trasfegado e determinado o teor de
oxigénio e a temperatura.

Para avaliar o efeito do didxido de enxofre, no teor de oxigénio dissolvido durante as
operacdes unitarias, foi utilizado metabissulfito de potassio nas concentragdes de 50, 100 e
150 mg/Kg de macd, adicionados a fruta triturada. Nesta etapa foram utilizadas as cultivares

Gala e Fuji.

Maga

* Selegdo

« Higienizacéo
« Trituragdo

» Maceragdo

y °Prensagem ——»

Mosto de macé

« Adic8o de pectinase
« Trasfega
A 4

’ Mosto despectinizado ‘

* Filtracéo =
\ 4

’ Mosto filtrado ‘

« Indculo de levedura
 Fermentacéo (10 dias)

’ Fermentagio demacd ‘

Figura 1. Fluxograma de processamento de fermentado de macd e esquema do processo de prensagem do
triturado de maga.
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2.2.3 Efeito do teor inicial de oxigénio na cinética de fermentacéo

Foram utilizados 8,0 kg de macé da cultivar Gala para avaliar o efeito do teor de
oxigénio no mosto (Figura 1) nos parametros cinéticos da fermentagédo alcodlica. Trés mostos
foram utilizados: [1] desoxigenado, [2] oxigenado e [3] controle onde ndo houve adi¢do ou
remocao de oxigénio. A desoxigenacdo foi efetuada pela injecdo de CO, gasoso diretamente
nos fermentadores por 10 minutos a baixa temperatura (0 °C). A oxigenacdo foi feita a baixa
temperatura (0°C) com injecdo de oxigénio (pureza de 99,9 %), utilizando difusor de
porcelana, durante 12 horas. Apds a obtencdo do mosto filtrado, este foi acondicionado em
erlenmeyers (500 mL) esterilizados munidos de batoque. Em seguida, foram inoculadas
leveduras Saccharomyces cerevisiae Fermol bouquet® (20 g/hL), verificado o teor de
oxigénio nos mostos e imediatamente tampados para inicio da fermentacdo. A cinética de
fermentacdo foi calculada pelo monitoramento da perda de massa dos fermentadores por
liberagdo de gas carbbnico (mosto oxigenado, desoxigenado com CO, e mosto controle)
durante aproximadamente 15 dias (BELY; SABLAYROLLES; BARRE, 1990; ANSANAY-
GALEOTE et al., 2001; MALHERBE et al., 2004). Um fermentador foi equipado com um

termOmetro para monitoramento da temperatura.

2.2.4 Efeito da maceracao na cinética de fermentacao

Neste experimento foram utilizados 4 kg de macé das cultivares Gala e Fuji. As
frutas apos serem trituradas, foram maceradas durante 20 minutos e prensadas. O mosto foi
despectinizado e filtrado (Figura 1). Um ensaio sem maceracéo foi feito para cada cultivar. A
cinética de fermentacdo foi calculada através da perda de massa dos fermentadores (BELY;
SABLAYROLLES; BARRE, 1990; ANSANAY-GALEOTE et al., 2001; MALHERBE et al.,

2004). Todos os ensaios de fermentacao foram realizados em triplicata.

2.2.5 Andlises fisico-quimicas

Os teores de acgucares redutores totais foram determinados pela técnica classica de
Somogyi e Nelson (TANNER; BRUNNER, 1985), apds hidrolise com HCI 1N a 65°C/5 min.
A acidez foi determinada por titulacdo ao ponto final e expressa como &cido malico em g/100
mL. O teor alcoodlico foi determinado por ebuliometria em % (v/v). O nitrogénio foi analisado

por destilacdo por arraste apds digestéo total (Kjeldahl) (1AL, 2008).
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2.2.6 Analise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados quanto a variancia (ANOVA) e teste de diferenciacéo
de médias (TUKEY) ao nivel de significancia de 5 % (p< 0,05) com uso do software
Microsoft Office Excel 2010°.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do escurecimento enzimatico no teor de oxigénio dissolvido

O teor medio de oxigénio dissolvido no mosto bruto, no momento da prensagem, nas
cinco cultivares de maca utilizadas foi de 7,3 £ 0,5 mgO,/L (Figura 2). Porém, com a reacao
de escurecimento enzimatico, a enzima polifenoloxidase (PPO) utiliza o oxigénio do meio,
para se ligar ao fenol, e a mudanca de valéncia dos ions cobre no sitio ativo, desencadeia a
oxidacdo dos compostos fendlicos do mosto originando as quinonas (BELITZ; GROSCH,
1997; WHITAKER, 1994). Os mostos das cultivares Fuji, Gala e Red Delicious apresentaram
maior consumo bioguimico de oxigénio dissolvido, sendo que em 3 minutos a diminuicdo foi
de 97,8; 96,9 e 93,1 % respectivamente, e manteve-se constante até 10 minutos de analise.
Nos mostos com menor utilizagdo bioquimica de oxigénio, Eva (82,8 %) e Granny Smith
(86,1 %), a velocidade de consumo pela reacdo de escurecimento enzimatico foi menor
(Figura 2).

Oxigénio dissolvido mgO./L

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo , min
Figura 2. Consumo do oxigénio (mg/L) pela reacdo de escurecimento enzimatico em mostos de maga Eva (#),

Fuji (O), Gala (A), Granny Smith (A) e Red Delicious (m), nos primeiros 10 minutos apos a operagdo de
prensagem.

Na Figura 3 pode ser observado que o oxigénio incorporado na prensagem é

rapidamente consumido pela PPO. A quantidade de oxigénio consumido na reacdo de
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escurecimento enzimatico esta relacionada a composicdo do mosto (LAURITA et al., 1998),
principalmente ao perfil fenolico da cultivar (NOGUEIRA et al., 2004), uma vez que a
polifenoloxidase oxida preferencialmente acido clorogénico e catequina (AWAD et al., 2001;
MURATA et al., 1992; PODSGDEK et al., 2002) e o acido p-cumarico, outro composto
fendlico, é um inibidor ndo-competitivo da polifenoloxidase de macd (ALONSO-SALCES et
al., 2004).

As etapas de homogeneizacao, apos a adicdo de pectinase, trasfega e filtracdo foram
responsaveis por aumentar o teor de oxigénio no mosto, que no final do processo ficou em
média de 3,0 + 0,8 mgO,/L. Este perfil (Figura 3) é observado nas cultivares analisadas, com
pequenas diferencas devido a composi¢édo de cada uma.

9,0
80 |
7.0
6,0 |
5,0
4,0
3,0
2,0 G

10 T
C E

0,0

Oxigénio dissolvido, mgO,/L

0,0 25,0 50,0 75,0 100,0 125,0 150,0
Tempo, min

Figura 3. Evolugdo do oxigénio dissolvido durante o processamento do mosto de magd sem maceracdo (N=8).
Prensagem (A); 5 minutos apds prensagem (B); 10 minutos ap6s a prensagem (C); Adi¢do de pectinase e
homogeneizagdo (D); aquecimento a 40°C para a¢do da enzima (E); Final do processo de despectinizacdo (F);
Trasfega (G); Filtracdo (H).

3.2 Efeito da maceracédo no teor de oxigénio dissolvido durante as operac6es unitarias

A maceracdo da maca triturada resultou em uma menor redu¢do do consumo de
oxigénio dissolvido no mosto pelas reagcdes de escurecimento enzimatico. O teor médio de
oxigénio logo apds a prensagem (7,4 + 0,45 mgO,/L) foi semelhante a0 mosto sem o
tratamento de maceragdo (7,3 = 0,5 mgO,/L). Entretanto, ap6s 10 minutos de repouso 0s
teores foram superiores ao tratamento sem maceracdo (Figura 4), chegando a ser 18,5 vezes
maior nos tratamentos de 5 e 20 minutos (Tabela 1). A operacdo de maceracdo causou a
oxidacdo dos fenois antes da prensagem. Isto fez com que menos oxigénio, incorporado na
prensagem, fosse utilizado pela enzima para a reacdo de oxidacdo, uma vez que o teor de

compostos fendlicos (substratos) passiveis de serem oxidados pela enzima era menor.
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Figura 4. Consumo do oxigénio (mg/L) pela reacdo de escurecimento enzimatico em mosto de magd, nos
primeiros 10 minutos apds a operagao de prensagem com diferentes tempos de maceragdo: sem maceragdo (<);
5 minutos (¢); 10 minutos (A ); 20 minutos (©) e 30 minutos (m).

Na Tabela 1, pode ser observado o efeito de diferentes tempos de maceracdo e a
dissolugdo de oxigénio nas operacBes unitarias pré-fermentacdo. Apds a prensagem o teor de
0xigénio no mosto nos diferentes tempos de maceracdo foi semelhante. Com 10 minutos de
repouso a reducdo de oxigénio foi maior no tratamento sem maceracao (96,9 %). Nos tempos
de maceracdo 5, 10, 20 e 30 minutos as reducdes variaram entre 49,3 a 66,2 % ap0s os 10
minutos da prensagem. A maior reducgdo, que corresponde ao mosto macerado durante 30
minutos, pode ter ocorrido devido a acdo de enzimas enddgenas da fruta que causam a
liberacdo de fendis, que no processamento normal (sem maceracdo) ficariam retidos no
bagaco (MIHALEYV et al., 2004; WILL et al., 2002). Com maior teor de fenois a enzima tem
mais substrato para a reacdo de oxidacdo e consequentemente mais oxigénio € utilizado na
reacao.

Com a transferéncia do mosto de um recipiente para outro (trasfega) ocorreu uma
leve diminuicdo do teor de oxigénio dissolvido em alguns tempos e em outros se manteve
(Tabela 1) possivelmente devido a uma atividade enzimatica residual. Entretanto, com a

filtracdo em papel filtro ocorreu uma maior dissolugéo de oxigénio em todos os tratamentos.
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Tabela 1. Efeito de diferentes tempos de maceragdo (0, 10, 20 e 30 minutos), antes da prensagem, no teor de
oxigénio dissolvido (mg/L) durante o processamento do mosto de macd Gala.

mzi:]rz?;é%e Prensagem 10 g?ér:]l;;%sez]pos Mosto trasfegado * Mosto filtrado *
(minutos) 0, T°C 0, T°C 0, T°C 0, T°C
0 6,52 24.4 0,2°° 25,5 1,8 28,3 2,4 28,1
5 7,67 25,0 3,77 26,0 3,7/ 29,0 3,97 28,8
10 8,0M 25,1 3,08 25,8 2,4 8b¢ 28,5 3,478 28,0
20 7,3/82 24,8 3,77 25,5 2,55¢ 28,8 3,54 28,4
30 6,8 8¢ 25,3 2,3 26,4 2,6bBb i 29,0 2,8 28,7
a, b, C,

Nota: (1) 130 minutos apds prensagem; (2) 150 minutos apds prensagem. . letras diferentes, em linhas e colunas,
indicam diferenca significativa (p< 0,05) no teor de oxigénio dissolvido. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa (p< 0,05) entre colunas; letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p< 0,05) entre linhas.

Na Figura 5, pode ser observada a evolucdo do oxigénio no mosto de maca com
maceracao, durante as operacdes unitarias do processamento do mosto. Os mostos na auséncia
e presenga de maceracao apds a filtracdo ficaram com 3,0 mgO,/L (Figura 3) e 3,5 mgO,/L
(Figura 5). Segundo, Nogueira (2003) o teor necessario para um completa fermentacdo
alcoolica em mostos de macds francesas € de 2,5 mgO,/L. Desta forma, a fermentacdo do
mostos de macgds com e sem a operacao de maceracdo apresentam oxigénio suficientes para

uma completa fermentacéo alcoolica.

9,0

Oxigénio dissolvido, mg/L

0,0

0,0 25,0 50,0 75,0 100,0 125,0 150,0
Tempo, min

Figura 5. Evolucdo do oxigénio dissolvido durante o processamento do mosto de maga com maceracdo (N= 6).
Prensagem (A); 5 minutos ap6s prensagem (B); 10 minutos ap6s a prensagem (C); Adicdo de pectinase e
homogeneizagdo (D); aquecimento a 40°C para a¢do da enzima (E); Final do processo de despectinizacdo (F);
Trasfega (G); Filtracdo (H).

3.3 Efeito do dioxido de enxofre no teor de oxigénio dissolvido no processamento do
mosto
Nos mostos onde ocorreu adigdo de dioxido de enxofre na magéd triturada (préatica

comum no Brasil) o teor de oxigénio dissolvido ndo apresentou reducdo devido a reacdo de
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escurecimento enzimatico (Tabela 2). E devido as operagdes unitérias seguintes, o teor de
oxigénio aumentou nas trés concentragdes de metabissulfito (50, 100 e 150 mg/kg) utilizadas,
sendo que apos a filtracdo o teor variou de 6,05 a 6,15 mgO,/L no mosto da cultivar Gala e de
5,55 a 5,80 mgO,/L no mosto da cultivar Fuiji.

O dioxido de enxofre, amplamente utilizado em enologia e sidrologia, como uma
forma de controlar o crescimento de microrganismos indesejaveis. Além disso, possui
atividade antioxidante, inibindo a acdo da polifenoloxidase (BEECH, 1993), entretanto, seu
mecanismo de inibicdo do escurecimento enzimatico ndo é completamente elucidado. Alguns
autores sugerem que ocorre inibicdo competitiva, por se ligar a um grupo sulfidril no sitio
ativo da enzima (BILLAUD et al., 2003; SAYAVEDRA-SOTO; MONTGOMERY, 1986), o

que pode explicar o perfil encontrado.

Tabela 2. Efeito da adi¢éo de didxido de enxofre no teor de oxigénio dissolvido (mg/L) durante o processamento
de mosto de maca.

o Operacio Unitdria - Concentragdo (é% metabissulfito 1d(t)a-opotassm (mg/kg)150
0, T°C O, T°C 0O, T°C 0, T°C
Prensagem 520" 208 565 209 545" 198 575 217
« | 10 minutos apés prensagem  0,455¢° 197 550" 19,9 495" 194 580" 193
& | Mosto despectinizado® 1,708 225 505 223 525" 235 530" 228
Mosto trasfegado® 2,10%% 220 535" 241 575" 235 565" 231
Mosto filtrado® 390" 226 6,10 218 605" 225 615" 206

0 50 100 150
0, T°C 0, T°C 0, T°C 0, T°C
Prensagem 530" 222 545 217 540" 203 520°% 205
_ | 10 minutos ap6s prensagem 0,005 199 520 20,7 435" 192 535% 196
> | Mosto despectinizado® 1,70 22,6 485" 236 445" 228 4,60°¢ 229
Mosto trasfegado® 2,20°° 228 485" 236 510" 229 500" 230
Mosto filtrado® 320% 225 555° 223 555" 216 580" 219

Nota: Cv.: cultivar de mag¢d; (1) 120 minutos ap6s prensagem; (2) 130 minutos apos prensagem; (3) 150 minutos apds
prensagem. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa (p< 0,05) entre colunas; letras mintsculas diferentes
indicam diferenga significativa (p< 0,05) entre linhas.

3.4 Efeito do teor de oxigénio inicial na cinética de fermentacéo

No primeiro experimento de fermentacdo foram utilizados 0 mosto desoxigenado, 1,1
mgO,/L, e 0 mosto com teor de oxigénio resultante do processamento padrao, 3,3 mgO,/L. As
velocidades maximas de fermentagdo (Tabela 3) foram semelhantes, 16,3 e 15,5 gCO,/(L.d)
para os teores de oxigénio de 3,3 e 1,1 mgO,/L, respectivamente. Entretanto, ap0s atingir a
velocidade méxima, o tempo de fermentacédo foi maior no mosto com maior teor de oxigénio
dissolvido, devido a uma maior liberagdo de gas carbbnico, 62,6 contra 49,5 g/L, ou seja, a
levedura apresentou uma vitalidade superior, uma vez que foi utilizado 0 mesmo mosto e as

condi¢des de fermentacdo foram padronizadas. Este resultado esta de acordo com outros



63

trabalhos realizados em enologia que demonstram que, para desenvolver e conservar uma boa
viabilidade (capacidade reprodutiva) e uma boa vitalidade (capacidade de produzir energia) as
leveduras necessitam de baixas concentracfes de oxigénio (SABLAYROLLES, 1990;
SALMON; FORNAIRON; BARRE, 1998).

No segundo experimento, a fermentagcdo do mosto controle (sem adi¢do ou remocéo
do oxigénio), 2,2 mgO,/L foi comparada a realizada no mosto onde foi adicionado oxigénio
gasoso durante 12 horas, com um teor final de 7,6 mgO,/L (Tabela 3). A velocidade de
fermentacdo do mosto com 2,2 mgO,/L de oxigénio dissolvido foi 32 % mais rapida (12,75
g/(L.d)) que no mosto mais oxigenado. Isto indica que este teor (2,2 mg/L) de oxigénio
dissolvido, resultado do processamento normal do mosto é suficiente para o desenvolvimento
da levedura. O microrganismo, no mosto onde houve adicdo de oxigénio, ndo apresentou a
mesma vitalidade indicando alguma caréncia nutricional. Como as condi¢cdes das duas
fermentacdes foram semelhantes, o oxigénio adicionado ao mosto, além da oxidacdo de
compostos fendlicos, pode ter sido responsavel por reacfes de oxidacdo de elementos
essenciais para o crescimento das leveduras, como por exemplo as vitaminas. Tiamina,
biotina e &cido pantoténico sdo vitaminas essenciais para o crescimento das leveduras
(WALKER, 1998), entretanto sdo instaveis a presenca de oxigénio (CORREIA; FARAONI;
PINHEIRO-SANT'ANA, 2008; DeMAN, 1999) e por isso, podem ter sido oxidadas durante a
oxigenacdo do mosto, afetando o processo fermentativo.

Tabela 3. Pardmetros cinéticos de fermentados de mostos de maca da cultivar Gala, provenientes de dois lotes,
(experimento 1 e 2) com diferentes teores de oxigénio dissolvido no inicio da fermentagdo (momento do indculo
da levedura).

Parédmetros analiticos Mosto
Gala (experimento 1) Gala (experimento 2)
Oxigénio dissolvido (mg/L)" 1,107 3,30 2,20 7,607
T max (dias) 7,50 9,50 10,00 11,00
(dCO,/dt)max (9/L.dia) 15,56 16,34 12,75 9,66
Liberacdo de CO, (g/L) 62,63 49,47 59,43 54,21

Nota: (*) oxigénio dissolvido (mg/L) no momento do inoculo; Ty (dias): tempo de fermentacdo; (dCO,/dt) .y : Velocidade
maxima de fermentagdo; (**) mosto desoxigenado com inje¢éo de CO,); (***) mosto oxigenado com injecdo de oxigénio
puro.

3.5 Efeito da maceracgéo na cinética de fermentacao

Macas das cultivares Gala e Fuji foram utilizadas para avaliar o efeito da maceracéo
na cinética de fermentacdo. A variagdo nas velocidades de fermentacdo entre as cultivares esta
relacionado a composi¢do dos mostos, principalmente, quanto ao teor de nitrogénio total

(Tabelas 4 e 5), uma vez que a acidez e o teor de agucar ndo apresentaram diferenca
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significativa ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). Esses teores, estdo dentro da media
quando comparados aos teores encontrados por Wosiacki et al. (2008) analisando 139
amostras de suco de maca.

O nitrogénio, é utilizado para a sintese de proteinas que serdo consumidas pelas
leveduras durante seu crescimento (PRETORIUS, 2000; RIBEREAU-GAYON et al., 1998;
WALKER, 1998). Enquanto a macé Gala com teor considerado elevado de nitrogénio (>150
mg/L), teve velocidade méxima de 12,68 g/(L.d), a Fuji com teor normal (75 a 150 mg/L),
apresentou velocidade méaxima menor, 9,89 g/(L.d) (DRILLEAU, 1993), 0 que era esperado
uma vez que sabe-se que o teor de nitrogénio afeta a velocidade da fermentagédo (ALBERTI et
al., 2011; HENSCHKE; JIRANEK, 1992)

Tabela 4. Anélises fisico-quimicas dos mostos de Gala e Fuji com e sem maceragao.

Parametros Cultivar Gala Cultivar Fuji
Fisico-quimicos Com . Sem . Com « Sem ~
maceracdo maceracdo maceracdo maceracdo
Acidez (g/100mL) 0,31 +£0,01° 0,30 £0,01° 0,31+0,01° 0,29+0,01°
Acucares (g/L) 14153 +2,71* 137,78+2,84* 155,42 +3,15° 148,19+ 3,13°
Nitrogénio (mg/L) 161,55+ 1,77 166,67 +1,77° 128,83+3,07° 12474+177°

Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p< 0,05) entre linhas.

Os experimentos na presenca e auséncia de maceragdo apresentaram variagdo do teor
de oxigénio dissolvido. Nos tratamentos com oxigenacdo, os mostos foram agitados, método
utilizado pela industria para dissolver nutrientes e incorporar oxigénio. Na cultivar Gala os
mostos oxigenados tinham 7,7 e 7,9 mgO,/L e na Fuji 5,7 e 6,0 mgO,/L para os tratamentos
na presenca e auséncia de maceracdo, respectivamente. Nao foi observada diferenca
significativa nos parametros cinéticos entre as fermentacfes com e sem oxigenacdo (Tabela
5), confirmando que o teor de oxigénio resultante do processamento na auséncia da
maceracao €é suficiente para que a fermentacao transcorra sem interrupcaoes.

No mosto da cultivar Gala, o teor de oxigénio dissolvido foi de 4,7 e 4,8 mg/L para
0s tratamentos com e sem maceracgdo, respectivamente, no momento do indculo. O mosto sem
maceracao apresentou velocidade de fermentacao maior, com diferenca significativa (p<0,05),
em relagcdo ao mosto com maceracdo. Entretanto, a liberagdo de CO, no mosto com
maceracao foi 10 % maior, sendo 59,0 g/L para 0 mosto com maceracdo e 53,6 g/L para o
sem maceracao, o que evidencia uma maior capacidade fermentativa da levedura neste mosto.

Na cultivar Fuji, a velocidade de fermentagdo, nos mostos com o tratamento de

maceracdo e sem, foi semelhante, assim como o tempo de fermentagdo. Isto ocorreu
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provavelmente porque a etapa de maceracdo ndo teve o mesmo efeito, devido a menor

atividade enzimatica da fruta ou perfil fendlico.

Tabela 5. Pardmetros analiticos fermentados de Gala e Fuji, com e sem macera¢do, com diferentes teores de
oxigénio dissolvido no inicio da fermentacdo (momento do in6culo da levedura).

Fermentado de maca Gala

Parametros analiticos

Sem maceracéo Com maceragao
Oxigénio dissolvido (mg/L)* 4,80° 7,902 4,70° 7,70°
Trnax (dias) 8,80°" 8,80° 10,40° 10,502
(dCO,/dt)max (g/L.dia) 12,65° 12,68° 11,76° 11,46°
Liberagéo de CO, (g/L) 53,60° 53,70° 59,00° 58,30°
Etanol (°GL) 6,75" 6,90° 7,10° 7,20°

Fermentado de maca Fuji

Sem maceragdo Com maceracdo
Oxigénio dissolvido (mg/L)* 3,80° 6,00° 4,40° 5,70°
T max (dias) 12,70° 12,60° 11,80° 11,90°
(dCO/dt)ma (g/L.dia) 8,92° 8,94° 9,89° 9,83°
Liberagio de CO, (g/L) 55,15° 54,90° 57,45° 57,00°
Etanol (°GL) 7,20° 7,10° 7,45° 7,302

Nota: (*) oxigénio dissolvido (mg/L) no momento do indculo; Ta (dias): tempo de fermentacéo; (dCO,/dt)y.x : velocidade
méxima de fermentacéo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p< 0,05) entre linhas.

4 CONCLUSAO

A operacdo de prensagem possibilita a primeira e maior dissolucdo de oxigénio no
mosto, porém a reacdo de escurecimento enzimatico € responsavel pelo consumo de mais de
90 % deste, e esta reducdo esta relacionada ao perfil fenélico do mosto. A inibicdo desta
oxidacdo, pela adicdo de dioxido de enxofre, deixa 0 mosto de ma¢d maior teor de oxigénio,
ou seja, 60 % mais. A maceracdo do triturado foi responsavel por um aumento no teor de
oxigénio dissolvido devido a oxidacdo dos compostos fendlicos antes da prensagem, onde
ocorre a maior incorporagao.

A concentracdo de oxigénio nos mostos elaborados pelo processamento comum,
sem adicdo ou remocdo de oxigénio é suficiente para que a fermentacdo transcorra sem

nenhuma interrupcao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo de nitrogénio do mosto de macas brasileiras apresenta concentragdes
acima de 100 mg/L de nitrogénio total, que é suficiente para que a fermentacdo alcodlica
transcorra sem interrupgdes.

O nitrogénio presente no mosto de macé afeta diretamente o crescimento da levedura
e a cinética de fermentacdo. A populacdo méaxima e velocidade de fermentagcdo estdo
diretamente relacionadas a concentracdo de nitrogénio do mosto. Em baixas concentracdes, a
fermentac&do é mais lenta, mas ocorre até a exaustdo dos agUcares fermentesciveis, com isso,
ndo ha necessidade de suplementacdo nitrogenada antes da fermentacé&o.

O oxigénio dissolvido no mosto na prensagem, etapa onde ocorre maior
incorporacdo, é quase totalmente consumido em alguns minutos na oxidagdo enzimatica. Esta
reducdo esta relacionada a composi¢do dos cultivares. Com a adicdo de inibidor enzimatico
(diéxido de enxofre), a reacdo ndo ocorre e consequentemente 0 oxigénio permanece no
mosto, resultando em um teor 60 % superior. A maceracdo da maca triturada constitui outro
procedimento que reduz o consumo de oxigénio no escurecimento enzimatico devido a
oxidacdo prévia dos fendis da macd. O processamento do mosto sem inibidor e sem
maceracao resulta em mostos com teor de oxigénio suficientes para que a fermentagéo
transcorra sem interrupgoes.

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho em escala piloto, sugerem que a
operacdo de adicdo de compostos nitrogenados e oxigenacdo para evitar fermentacdes lentas

ou paradas do processo nao sao necessarias.
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