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RESUMO

Bebidas alcoolicas por infusdo vem sendo material de estudo pelos seus atributos sensoriais e
rigueza em compostos bioativos com propriedades antioxidantes, nesse mercado o Brasil
destaca-se pela sua biodiversidade vegetal a qual permite a utilizacdo de uma grande
diversidade de frutas, folhas, sementes, raizes e cascas para infusdo. Uma vez que as folhas de
jabuticabeira e sementes de guanandi séo tidas como descarte no manejo florestal e industrial,
0 presente estudo objetivou-se produzir bebidas alcodlicas por infusdo utilizando folhas da
jabuticabeira (P. cauliflora) e sementes de guanandi (C. brasiliensis), espécies nativas da Mata
Atlantica. Foram formuladas 18 bebidas com 3 proporc6es de matéria em infusdo (10, 20 e 30g
de folhas/500 mL de alcool de cereais) e (25, 40, 55 g de sementes/500 mL de alcool), variando
no °GL com duas formulagdes controle, sendo 6 a 50 °GL (F1j10, F1j20, F1j30— j = folhas de
jabuticaba, 10, 20 30g) e (F1g25, F1g40, F1g55 — g = sementes de guanandi, 25, 40 e 55 ), 6
a 38 °GL (F8j10, F8j20, F8j30; F8g25, F8g40, F8g55), e 6 que sofreram diluicdo gradativa, de
50 a 38 °GL (F2j10, F3j20, F4j30, F5925, F6940, F7g55). As formulagdes ficaram por 27 dias
em infusdo, sendo avaliada a cinética de extracdo atraves do pH, densidade (DS), extrato seco
(ES), sélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (ATT) e cor. Logo apds, foi feita uma
selecdo especializada por licorista. As formulacGes selecionadas foram reproduzidas e
avaliadas: sua toxicidade, caracteristicas fisico-quimicas, composicdo fendlica e capacidade
antioxidante pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP. Os resultados indicam que a quantidade
de matéria seca afeta a cinética de extracdo quanto aos parametros de ATT, pH, DS, ES e SST,
ja a diluicdo gradativa apresentou picos nos niveis de pH e ATT, e alteracbes minimas para DS,
ES e SST. A variacdo da cor mostrou linearidade para as formulagdes com folhas a partir do 3°
dia com ganho médio total de 29,08%, e para as formulacdes com sementes de 12,07%,
crescente durante toda a infuséo. As 7 formulagGes selecionadas (F1j20, F3j20, F8j20, F1g25,
F7955, F8g25 e F8g55) ficaram dentro dos padrdes para toxicidade com taxas de sobrevivéncia
acima de 50% sobre Artemias salina. Sobre as caracteristicas fisico-quimicas apés a filtracéo,
destacou-se os niveis de ES com uma reducg&o de residuo de 43,7% (para folhas) e 71,6% (para
sementes). A capacidade antioxidante (CA) apresentou maiores valores para as formulacdes
com folhas, e com maiores quantidades de matéria seca destacando as F3j20, F7g55 e F8g55,
apontando interferéncia da diluicdo gradativa. Tendo em vista todos os resultados, o presente
trabalho oferece perspectivas ambientais e socioeconémicas promissoras na utilizacdo dessas
matérias na producdo industrial de bebidas alcodlicas.

Palavras-chave: Plinia cauliflora; Calophyllum brasiliense; Toxicidade; Capacidade

antioxidante; Maceracdo alcootlica; Composicdo quimica; Bebidas alcoodlicas por infuséo.



ABSTRACT

Alcoholic beverages by infusion have been studying material for their sensory attributes and
richness in bioactive compounds with antioxidant properties. In this production, Brazil stands
out for its plant biodiversity where fruits, leaves, seeds, roots and barks are used for infusion.
Seeing that the leaves of jabuticabeira and guanandi seeds are considered to be discarded in the
forest or industrial management, the present study aimed at the production of alcoholic
beverages by infusion using jabuticabeira leaves (P. cauliflora) and guanandi seeds (C.
brasiliensis), native species of the Atlantic Forest. 18 beverages with 3 proportions of infusion
matter were formulated (10, 20 and 30g of leaves/500 mL of cereal alcohol) and (25, 40, 559
of seeds/500 mL of alcohol), ranging in °GL with two control formulations, being 6 to 50 °GL
(F1j10, F1j20, F1j30 — j = jabuticaba leaves, 10, 20 30g) and (F1g25, F1g40, F1g55 - g =
guanandi seeds, 25, 40 and 55g), 6 to 38 °GL (F8)10, F8)20, F8j30; F8g25, F8g40, F8g55), and
6 others that underwent gradual dilution, from 50 to 38 °GL (F2j10, F3j20, F4j30, F5¢25,
F6940, F7g55). The formulations were in infusion for 30 days, and the extraction Kinetics were
evaluated through pH, density (DS), dry extract (ES), total soluble solids (TSS), titratable
acidity (TA) and color. Soon after, a specialized selection was made by a liqueur. The selected
formulations were reproduced and evaluated: their toxicity, physicochemical characteristics,
phenolic composition and antioxidant capacity by DPPH, ABTS and FRAP assays. The results
indicate that the amount of dry matter affects the extraction kinetics monitored by the
parameters of ATT, pH, DS, ES and SST, while gradual dilution showed peaks in pH and ATT
levels, and minimal changes for DS, ES and SST. The color variation showed linearity for the
formulations with leaves from the 3rd day with a total average gain of 29.08%, and for the
formulations with seeds of 12.07%, increasing throughout the infusion. The 7 selected
formulations (F1j20, F3j20, F8j20, F1g25, F7g55, F8g25 and F8g55) were within the standards
for toxicity with survival rates above 50% on Artemias Salina. On the physical-chemical
characteristics after filtration, the levels of SS with a reduction of the residue of 43.7% (for
leaves), 71.6% (for seeds) stood out, indicating efficiency at this stage in particle removal. The
antioxidant capacity (CA) showed higher values for leaf formulations, and with higher amounts
of dry matter, highlighting F3j20, F7g55 and F8g55, indicating gradual dilution interference.
In view of all the results, this work offers promising environmental and socio-economic
perspectives in the use of these materials in the industrial production of alcoholic beverages.

Keywords: Plinia cauliflora; Calophyllum brasiliensis; Toxicity; Antioxidant capacity;
Alcoholic macerated; Chemical composition; Alcoholic beverages by infusion.
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1. INTRODUCAO

As bebidas alcodlicas por infusdo, vem sendo motivo de estudo na industria, ndo s
pelos seus atributos sensoriais, mas também, pelas suas caracteristicas funcionais, ricas em
compostos bioativos como carotenoides, fenolicos, flavonoides, cumarinas, alcaloides,
poliacetilenos, saponinas e terpenoides, responsaveis por propriedades antioxidantes
(KUZMIN; MISHU ROVSKY]H, 2020).

Pesquisas apontam que essas bebidas teriam sido desenvolvidas desde 3400 a.C.,
utilizando sementes e folhas junto com fermentado de malte, e prescritas por médicos gregos
antes da realizacao de cirurgias em soldados ap0s batalhas, servindo principalmente como um
entorpecente ou anestésicos (ABDOLI et al., 2019; SOUZA, 2019).

Sobre o consumo de bebidas alcodlicas em geral, segundo nimeros revelados pela
Organizacdo Mundial da Saude — OMS, 54,1% dos consumidores de bebidas alcodlicas no
mundo fizeram consumo das mesmas nos ultimos 12 meses. Nessa pesquisa o Brasil apresentou
um consumo médio diario de 3 doses/dia (41,7 g/dia), um nimero maior que do que obtido no
mundo, com um valor de 2,3 doses ou 32,8 g/dia (OMS, 2018).

Quando dividimos esse consumo entre os tipos de bebida alcodlica, as bebidas
destiladas aparecem em primeiro lugar no mundo, com 44,8% do consumo, seguido da cerveja,
com 34,3%, e do vinho, com 11,7% (OMS, 2018), sendo a Europa a primeira colocada em
consumo de destilados (SIMIONI et al., 2018).

Com relacdo aos 9,2% néo evidenciados na pesquisa da OMS (2018), esses dizem
respeito justamente as bebidas alcodlicas elaboradas por infusdo (mistura), que se utilizam de
inimeras fontes vegetais para atribuir sabores e esséncias (SUHAG, 2017). De qualquer forma,
bebidas por infusdo em geral sdo consumidas longinquamente em paralelo a evolugdo humana,
iniciando-se no periodo paleolitico em forma de chés, (COOPER, 2012), e utilizada ha medicina
popular até os dias de hoje (SANLIER; GOKCEN; ALTUG, 2018).

No brasil, as bebidas alcodlicas por infusdo foram regulamentadas pela Instrucéo
Normativa MAPA n° 55 de 31/10/2008, e agora Instrugdo Normativa n° 35 de 16/11/2010 que
“aprova os regulamentos técnicos para a fixacdo dos padrdes de identidade e qualidade para as
bebidas alcodlicas por mistura” (BRASIL, 2008b).

Os licores sao considerados as bebidas alcoolicas preparados por infusdo de maior
interesse comercial € maior consumo em todo o mundo (HEFFERNAN; MULVIHILL,;
KELLY, 2016), sendo consideradas ainda uma das mais antigas bebidas espirituosas
(WAKELY, 2001).
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No entanto, no Brasil existem varias bebidas legalizadas elaboradas através do
processo de infusdo, sendo elas ao todo o licor; bebida alcoolica mista; batida; fermentado de
frutas misto; caipirinha industrializada; preparado liquido ou solido para... (acrescido do nome
da bebida alcoolica por mistura a ser elaborada); coquetel composto; bebida alcoodlica
composta; aperitivo; e aguardente composta. (BRASIL, 2008b)

Além das frutas, na maioria das vezes utilizadas para infusdo, sdo adicionadas
também folhas, sementes, raizes e cascas de plantas, as quais proporcionam uma extracdo de
componentes sensoriais através da maceracao alcoolica, o que vem chamando cada vez mais a
atencdo do consumidor pelas suas caracteristicas sensoriais (SOKOL-LEETOWSKA et al.,
2014). Também presentes nessas bebidas, os compostos fendlicos séo fitoquimicos encontrados
em praticamente todos os tecidos vegetais, que possuem fungdo bioativa, onde sua ingestéo
oferece bons efeitos a salde (DE LA ROSA et al., 2019).

Um estudo realizado por Stafussa et al., (2018) prop0s apresentar a composicao
fendlica assim como a capacidade antioxidante de 44 espécies de frutas nativas e exdticas do
Brasil, e apontou que todas as amostras apresentaram niveis consideraveis de compostos
bioativos. Dentro dessas cultivares nativas, existe uma grande variedade provenientes da Mata
Atlantica.

Dessas espécies nativas da Mata Atlantica podemos citar o guanandi (Calophyllum
brasiliense), a qual através de um estudo realizado por Gongalves (2011) apresentou uma rica
composicdo de compostos bioativos como cumarinas, xantonas, esteroides, triterpenos e
flavonoides, proporcionando propriedades curativas ja muito utilizadas na medicina popular no
tratamento de bronquite, distdrbios gastricos e hepaticos, dores, inflamacgdes, diabetes,
hipertenséo, diarreia e herpes.

Outra espécie nativa da Mata Atlantica e bem mais conhecida é a jabuticabeira
(Myrciaria cauliflora), cujo fruto ja é muito apreciado, tanto para o0 consumo in natura, quanto
para 0 processamento. Ela também apresenta na sua composi¢do grande quantidade de
compostos bioativos, entre eles, compostos fenolicos, tocoferois e acidos organicos, sendo estes
apontados como agentes de capacidade antioxidante, antiproliferativa, anti-inflamatéria e
antimicrobiana (ALBUQUERQUE et al., 2020).

Com isso podemos dizer que o Brasil se destaca frente a outros paises em variedade
de frutas, sendo a sua grande maioria, nativas, 0 que consequentemente mostra um grande
potencial para elaboracdo de bebidas alcodlicas a partir do uso de extratos vegetais por infusées
(SANTOS et al., 2019a).
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O Brasil também apresenta uma enorme geragdo de residuos oriundos dos cultivos
de frutas, os quais sdo formados por folhas, sementes, talos, lascas e galhos que sdo descartados
tanto na produgdo no campo quanto no processamento na industria (INFANTE, 2013). Algumas
culturas ja apresentam na literatura a utilizacdo de suas sementes como fonte para extracdo de
6leos, como € o caso das sementes de roma (Punica granatum L) (GOULA, 2013), sementes
de uva (Vitis vinifera L.) (ROMBAUT et al., 2014), entre outras frutiferas. Porém, ndo foram
encontrados na literatura dados sobre a utilizacdo das sementes de guanandi para extracao de
6leos, apesar de diversos estudos apontarem a utilizacdo das sementes de guanandi na producgéo
de mudas (SARAIVA; SOUZA; RODRIGUES, 2014; SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO,
2014).

Ja relacionados ao descarte das folhas de jabuticabeira, o que mais se aproxima de
um aproveitamento em escala industrial é a participacdo destas folhas como cobertura vegetal
em pomares com policultivo (MIGUEL VIEIRA; CONCLUSAO DE CURSO, 2014). Outras
citacdes que referenciam as folhas estdo voltadas a pesquisa académica, sem indicacdo clara de
utilizacdo industrial.

Tendo em vista o potencial quimico e econdmico dessas duas espécies nativas da
Mata Atlantica e a grande carga de residuos (folhas e sementes), ambas se mostram promissoras

para utilizacdo industrial.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Produzir bebidas alcoolicas por infusdo utilizando folhas e sementes de duas
espécies de frutiferas nativas da Mata Atlantica: jabuticabeira (P. cauliflora) — folhas; e o

guanandi (C. brasiliensis) - sementes.
2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente estudo estdo distribuidos em:

e Estudar a cinética de extracdo dos componentes durante a maceracdo alcodlica
através das analises de pH, acidez, cor, teor de solidos soluveis, teor alcodlico, extrato
seco e densidade;

e Selecionar as formulacGes por profissional de bebidas, com os melhores atributos
sensoriais (cor e aroma), aliada as caracteristicas fisico-quimicas, por profissional de
bebidas;

e Auvaliar as caracteristicas citotoxicas das bebidas selecionadas através do Bioensaio
com Artemia salina L. (Brine Shrimp Test);

e Distinguir as caracteristicas fisico-quimicas das bebidas apds 27 dias de infusdo, sem
alteracdes no conteudo solido/liquido;

e Auvaliar o teor de fendlicos totais pelo método espectrofotométrico com reagente de
Folin-Ciocalteu e potencial antioxidante das bebidas por meio dos testes de DPPH,
ABTS e FRAP.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess)

O Guanandi (C. brasiliensis) é uma arvore nativa da mata atlantica, pertencente a
familia Clusiaceae (Gutiferaceas), sendo apelidada de varias outras formas como balsamo-
jacareuba, beleza, landinho, guanandi-amarelo, guanandi-carvalho, guanandi-cedro, guanandi-
Landim, entre outras, de acordo com a regido. Em termos cientificos, a palavra Calophyllum
significa folha bonita, com isso as expressdo que define o guanandi cientificamente pode ser
tido como “Folha bonita do Brasil” (CARVALHO, 2003).

No Brasil, o guanandi apresenta trés variedades cultivadas, sendo elas diferenciadas
pela cor de sua madeira, sendo elas o guanandi-carvalho (madeira amarelada), o guanandi-cedro
(madeira vermelha) e o guanandi-piolno (madeira avermelhada). Essas apresentam
caracteristicas fisicas comuns de cultivares nativas da Mata-Atlantica, como tronco cilindrico
com média de 15 metros de altura; ramificacdo dicotdmica, vigorosa com copa larga,
arredondada, densa, com folhagem verde-escura; possui uma casca externa com espessura de
até 40 mm, e coloragdo marrom-escura; folhas em cruz, elipticas, coridceas, com 5 a 15 cm de
comprimento por 3 a 7 cm de largura e fruto do tipo drupa globosa, carnosa, indeiscente, com
pericarpo verde lactescente quando madura, com 19 a 30 mm de didmetro, com polpa
oleaginosa, e uma semente de cor castanha, com 14 a 22 mm de diametro (CARVALHO, 2003).

O maior interesse de cultivo dessa espécie no Brasil € o alto potencial de exploracéo
de sua madeira considerada de extrema qualidade para o setor de mdveis e sua quantidade de
compostos quimicos interessantes para a producdo de farmacos (DA SILVA; VIEIRA;
PANOBIANCO, 2018). A C. brasiliense apresenta grande adaptabilidade a diferentes tipos de
solo, clima e recursos hidricos sendo cultivado em lugares encharcados por longos periodos,
como em lugares de estiagem e solos bem drenados, mesmo com essas caracteristicas, a
producdo comercial do guanandi no Brasil se concentra com mais de 50% de sua totalidade nos
estados do Rio de Janeiro, onde foi utilizado no inicio do século passado para a restauracdo de
nascentes, no Sul da Bahia, Goiés e Norte de Sdo Paulo, estado que vem ganhando destaque
nos ultimos anos na producgéo de guanandi também na Regido Sul (SILVA et al., 2019).

No Brasil esse grande valor econdmico agregado a madeira do Guanandi esta
associado principalmente pela espécie ter sido reconhecida como a “primeira madeira de lei do
Brasil”, em 1835, no periodo regencial. O Guanandi também aponta nimeros precoces, onde a
partir dos 4 anos de plantio ja é possivel a comercializacdo de mudas, ap06s isso, sendo

aproveitado 0,7m*/planta de madeira com média de 18 anos de idade, utilizada na fabricacéo
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de moveis, barris de vinho e instrumentos musicais, além disso por conta da sua incrivel
impermeabilidade e resisténcia é bastante utilizada como dormentes para trilhos de trem e na
industria naval (MENDES, 2012).

Outros estudos, apontam o uso da casca do tronco do guanandi, no preparo de
infusGes com propriedades curativas, por exemplo, no tratamento de reumatismo, varicoses,
hemorroidas e Ulceras cronicas, utilizadas na medicina popular (CORREIA, 1984). Resultados
apresentados por Sartori et al., (1999), corroboram com essas propriedades ao evidenciarem os
efeitos citoprotetor, anti-secretor e antitlcera da fracdo diclorometano obtida da casca do C.
brasiliense Cambess. Pesquisas utilizando as folhas do guanandi, também apresentam
resultados positivos quanto a presenca de compostos bioativos que estdo relacionados a
atividade analgésica e anti-inflamatdria (DA SILVA et al., 2001).

Esses estudos com a casca e folhas do guanandi, apresentam carater
predominantemente de nivel académico, com isso, essas partes da espécie sdo consideradas
descartes no setor de cultivo e na industria de alimentos e bebidas. Assim como as sementes do
guanandi, que ndo apresentam aproveitamento em escala industrial, sendo evidenciado
praticamente por completo, em estudos voltados a sua classificacdo para producdo de mudas,
direcionadas ao uso em programas de recuperacdo de areas degradadas, e plantios para a
exploracdo da madeira (MARCOS FILHO, 2005).

Para proporcionar uma melhor classificagdo, alguns poucos estudos apontam as
caracteristicas quimicas dessas sementes, como os valores apresentados por Nery et al., (2007)
que ja a classifica como uma oleaginosa, por conter em média 24,5% de extrato etéreo em seu
embrido, com niveis de amido de 10,6%, proteina bruta (N total) de 6,8%, fibra bruta 3,34%,
sendo residuo mineral fixo 2,13% e acucares sollveis totais representaram 2,27%. Esses
estudos apesar de ndo serem muito evidenciados na literatura, se fazem importantes,
principalmente pela semente do guanandi, ser considerada recalcitrante, por apresentar baixa
resisténcia a dessecacdo, dificultando e diminuindo sua vida util durante o armazenamento
(SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014).

3.2 Jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg.)

A jabuticaba (M. cauliflora), mais comumente conhecida pelos consumidores,
apresenta uma maior utilizacdo na industria de alimentos, o que a evidéncia em pesquisas
mostrando o seu potencial de composicdo fendlica, vitaminas, niveis de agucares e minerais,

que podem contribuir para o enriquecimento nutricional com benéficos a salde dos
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consumidores. E uma variedade cultivada em todas as regides do Brasil, porém com uma maior
incidéncia nos estados do Sudeste (LIMA et al., 2011).

A jabuticaba é um fruto oriundo da jabuticabeira (M. cauliflora), planta nativa da
Mata Atlantica, pertencente a familia das Mirtaceas, podendo chegar a 15 metros de altura, com
alto grau de ramificacOes, apresenta frutos verdes, esféricos, que tornam-se vermelhos e por
fim negros, quando completamente amadurecidos, esses possuem uma casca fina e sensivel,
com uma polpa branca e suculenta muito apreciada de forma in natura, e muito utilizada no
preparo de sucos, licores, aguardentes, vinagres, doces e sobremesas (NERI-NUMA et al.,
2017).

Segundo dados apresentados pelo Censo Agro 2017 (IBGE, 2017), no Brasil o
cultivo de jabuticabeira apresenta sua maior importancia nos estados de Goias, com cerca de
1,7 mil toneladas, acompanhado por Sdo Paulo e Minas Gerais, sendo produzidos em 2017
cerca de 3,7 mil toneladas do fruto (jabuticaba), obtendo valores econdmicos proximos de 10,5
milhdes de reais.

Existem dezenas de variedades de jabuticabeiras cultivadas no Brasil, no entanto
trés espécies se destacam na producdo, principalmente pelas caracteristicas sensoriais
apresentadas pelos seus frutos, sdo elas a Jabuticaba Paulista ou Pohema (Plinia cauliflora),
cultivada desde periodo colonial, em fazendas de café e cana de acgucar, principalmente na
regido Sudeste; também apresenta-se a Jabuticaba Sabara (Myrciaria jabuticaba (Vell) Berg)
sendo esta, muito apreciada em seu estado in natura, por apresentar coloracdo muito escura e
brilhante, ser extremamente suculenta e doce, e a mais tradicionalmente utilizada no preparo de
doces e licores; e ainda a jabuticaba olho de boi (Plinia cauliflora (DC.) Kausel) que apresenta
entre as cultivadas a de maior tamanho, no entanto, menor dogura quando comparada a Sabara,
tem sua maior produgédo nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, sendo cultiva comumente
ainda em pomares domeésticos (BECKER et al., 2015; JESUS et al., 2004).

Alem dessas valiosas caracteristicas sensoriais encontradas no fruto da
jabuticabeira, pesquisas vem mostrando o seu potencial de compostos quimicos polifenélicos
que vem sendo estudado principalmente pela sua relacdo com propriedades antialérgica,
antiviral, anti-inflamatéria e vasodilatadora, citotoxicidade contra células cancerigenas e
inibicdo de enzimas oxidativas e inflamatorias, e por possuir uma coloracao intensa a jabuticaba
vem sendo estudadas como fonte de antocianinas, acidos fenolicos, flavonoides e depsides
(PLAGEMANN et al., 2012).

Estudos utilizando por exemplo a casa do fruto da jabuticaba, destacam suas

atividades fitoterapicas e farmacoldgicas, como os resultados apresentados por Lenquiste et al.,
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(2012) que utilizou a casca da jabuticaba liofilizada, e avaliou o efeito sobre a dieta hiperlipidica
e desenvolvimento da obesidade com resisténcia a insulina em Ratos Sprague-Dawley, e
apontou que o consumo da casca aumentou o HDL-colesterol (bom), e melhorias na resisténcia
a insulina nesses animais.

As folhas da jabuticabeira ja utilizadas ha anos na medicina popular, apresentam
propriedades farmacol6gicas como antidiarreica, combate inflamacGes da garganta, anginas,
erisipelas e asmas, isso ocorre principalmente pela quantidade de elementos volateis como
terpenos, compostos fenolicos e alcaldides presentes, isso vem incidindo diretamente em
pesquisas fitoquimicas buscando inovacdo para indlstria farmacéutica e alimenticia
(PEREIRA; MARTINS, 2007).

Como é classificada como material de descarte na producéo de jabuticaba, as folhas
de jabuticabeira apresentam um valoroso potencial de viabilidade econdémica no uso
farmacoldgico e alimenticio, como retratado por Macedo-Costa et al., (2009) que avaliaram o
potencial atividade antimicrobiana do extrato da folha de Myrtaceae (jabuticabeira), sobre
bactérias orais, e apontaram uma significante atividade bacteriostatica in vitro sobre as bactérias
do biofilme dental, sugerindo a utilizacdo dessa substancia como meio alternativo e

economicamente vidvel para o controle de infecgdes em Odontologia.
3.3 Bebidas alcodlicas

Existem muitas teorias e registros com relacdo ao surgimento e consumo de bebidas
alcoolicas em todo o mundo, podendo ser datadas desde o periodo paleolitico em paralelo ao
surgimento da agricultura sendo produzidas a partir da fermentacdo espontanea de frutas e gréos
(MCGOVERN; GORDON; KATZ, 1996).

Essas transcricbes do consumo de bebidas alcodlicas apresentam diversas
associagdes ao longo da historia, como seu uso em celebragdes sociais e religiosas assim como
seu emprego medicinal (PURCELL, 2003). No Egito antigo o consumo de bebidas alcodlicas
estava ligado ao combate de germes e parasitas advindos do Rio Nilo, alem de serem
consumidas em rituais religiosos (VIALA-ARTIGUES; MECHETTI, 2003).

De maneira mais evoluida, levando em consideracdo a época da ldade Média, o
consumo de bebidas alcoodlicas cresceu com a disseminacdo do vinho e da cerveja, as quais se
tornaram o principal item de consumo nas tabernas (VIALA-ARTIGUES; MECHETT]I, 2003).

Com passar do tempo, em meados do século XVIII ja na idade contemporanea,

estimulada principalmente pelas mudancas geogréficas ocasionadas pela revolucédo industrial,
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0s paises europeus modificam seus costumes em relacdo a essas bebidas, atingindo um nivel
extremamente elevado de consumo (ANDERSON; MELONI; SWINNEN, 2018; JAFFE,
1993).

Junto a este elevado consumo aumenta a diversidade e curiosidade dos
consumidores e também da industria, o que leva a estudiosos desvendarem diferencas entre as
bebidas fermento-destiladas e as bebidas fermentadas, em especial o vinho, tendo destaque a
declaracéo aferida por Pasteur em 1865, que “declara o vinho como a bebida mais higiénica das
bebidas alcoodlicas”, ao ndo encontrar germes maléficos na sua composicdo (BORNEMAN;
SCHMIDT; PRETORIUS, 2013).

J& no século XX paises como a Franca, vendo o consumo exacerbado entre a
populacdo em geral, estabelece maioridade de 18 anos para consumo de bebidas alcoolicas, e
em janeiro de 1920, acontece nos Estados Unidos o que muitos encaram como desastre
industrial, a pratica da “Lei seca” ou “Prohibition”, onde foi proibida a fabricagéo, transporte e
venda de bebidas alcodlicas em todo o pais se estendendo durante 12 anos (RAJAN;
RAMCHARAN, 2015).

Nos dias de hoje o mercado de bebidas alcodlicas ¢é avaliado e esta classificado em
quatro categorias: cervejas apresentando variedades como ale, lager e hibrida; os vinhos, os
quais abrangem os espumantes ou fortificados; os destilados, que incluem rum, uisque, vodca
e cachaca, e por fim os classificados como ““outros”, onde se encontram as bebidas por infuséo
(PRASANNAN, 2018).

Bebidas alcodlicas por infusdo trazem em sua composicdo extratos das mais
variadas espécies vegetais, 0 que as tornam bebidas com caracteristicas de sabor, aroma e
refrescancia Unicas, cada vez mais apreciadas e exigidas pelos consumidores de bebidas
alcodlicas (KUZMIN; MISHUROVSKY 1, 2020).

3.4 Mercado e legislacédo das bebidas alcodlicas por infuséo

As bebidas por infusdo, mistas ou espirituosas como também sdo chamadas,
englobam uma enorme variedade de destilados, principalmente no Brasil que tem uma producao
de cachaca e aguardente muito diversificada, que vai de grandes a pequenos produtores
espalhados por todo territorio, as quais sdo largamente utilizadas para essas infusdes
(CERVIERI JUNIOR et al., 2014).

A procura por bebidas que tragam diferenciais sensoriais vem crescendo em

paralelo ao conhecimento técnico dos consumidores em relacéo a produgéo e ingredientes, o
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que traz uma busca maior de investimentos das empresas em recursos e desenvolvimento de
pesquisas na area (PARENTE et al., 2014).

Segundo Associacdo Brasileira de Bebidas (ABRABE), mesmo diante da crise, 0
crescimento da categoria de bebidas foi possivel diante dos acordos bilaterais entre o Brasil e
grandes mercados, além das mudancas nos habitos de consumo, onde 0s consumidores estao
dispostos a pagar mais por novas experiéncias (ABRABE, 2019).

O ranking de consumo em 2018 entre as variedades de bebidas no Brasil (Figura
1), aponta os licores, que sé@o as bebidas produzidas por infusdo de maior consumo, com 17,4
milhdes de litros, porém em alguns lugares do pais, essas bebidas por infusdo sdo
comercializadas como “bebidas mistas” as quais se destacam em 4° colocagdo, com 136,2
milhdes de litros consumidos em 2018 (EUROMONITOR, 2019).

Figura 1. Consumo de bebidas alcodlicas no Brasil em 2018 em milh&es de litros

Cerveja —- 12.526,9

Cachaca N 5203
virno I 3118
Bebidas mistas [N 136,2
Vodca - 60,6
Conhaque - 51,2
whisky [l 38,9
rum [ 18,7
Licor l 17,4
Cidra I 16,4
Gim | 1,8
Tequila | 1,6

Fonte: Associagdo Brasileira de Bebidas (ABRABE, 2019)

Tendo em vista essa mudancga no habito dos consumidores de bebidas alcoolicas,
as industrias e também produtores de médio e pequeno porte vem buscando principalmente
inovar na producdo (VIANA, 2019), tendo em vista principalmente que essa diversidade se
torna bem mais abrangente diante da enorme variedade de fontes vegetais disponiveis no Brasil
(SANTOS et al., 2019b).
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Observando essa larga possibilidade de infusdes, a legislagdo exibe uma lista de 10
bebidas que se classificam como bebidas por mistura regulamentadas pela Instrucdo Normativa
n° 35, De 16 de novembro de 2010 (BRASIL, 2008b) (Quadro 1).
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Quadro 1. Padrdes de identidade e qualidade para as bebidas alcodlicas por mistura

Identificacéo

Definicao e padroes

O Licor é a bebida com graduagéo alcodlica de 15 a 54% v/v a 20°C, com

Licor um percentual de agticar superior a 30 g/L?, elaborada com uma parte
alcodlica e com uma parte ndo alcodlica de origem vegetal ou animal.
Bebida alcodlica mista ou coquetel ou cocktail é a bebida com graduagéo
alcoolica 0,5 a 54% v/v 20°C, obtida pela mistura de uma ou mais bebidas

Bebida alcoolicas, ou alcool etilico potavel de origem agricola, ou destilados

alcodlica mista

alcoolicos simples de origem agricola com outras bebidas nédo alcoolicas,
ou sucos de frutas, ou frutas maceradas, ou xarope de frutas, ou outras
substancias de origem vegetal ou animal, ou de ambas, permitidas em ato
administrativo proprio.

Batida

Batida € a bebida alcodlica mista com graduacéo alcoodlica de 15 a 36% v/v
a 20°C, obtido pela mistura de aguardente de cana, outras bebidas
destiladas, destilado alcodlico simples de cana-de-agUcar, alcool etilico
potavel de origem agricola com sucos, polpas de frutas, ou outras
substancias de origem vegetal ou animal, permitidas em ato administrativo
préprio, com minimo de acticar de 50g/L ™.

Fermentado de
frutas misto

Fermentado de frutas misto é a bebida elaborada por meio de processo
tecnologico adequado que assegure a sua apresentagdo e conservagao até o
momento do consumo. A proporcao de participacdo de cada ingrediente
obrigatorio na formulacdo ndo podera ser inferior a 5% e superior a 50%
do volume total da bebida fabricada.

Caipirinha
industrializada

Caipirinha é a bebida tipica do Brasil, com graduacdo alcodlica de 15 a 36%
v/v a 20°C, elaborada com cachaca, lim&o e agucar, podendo ser adicionada
de &gua para padronizacgdo da graduacdo alcoolica e de aditivos.

O preparo solido ou liquido sera destinado a elaboracéo de bebida alcodlica

Preparado por mistura para o consumo, apés sua diluicdo em bebida alcodlica, ou em
liquido ou alcool etilico potavel de origem agricola, ou em destilado alcodlico simples
solido para... | de origem agricola, conforme estabelecido no respectivo padrdo de
identidade e qualidade da bebida alcodlica por mistura.
Coquetel composto é a bebida definida no art. 69 do Decreto n° 6.871, de
Coquetel ) -
composto 2009, elaborada por meio de processo tecnoldgico adequado que assegure
P a sua apresentacdo e conservacao até o0 momento do consumo.
Bebida Bebida alcodlica composta € a bebida alcodlica por mistura, com graduacao
- alcodlica 13 a 18% v/v a 20°C, obtida pela maceracdo ou infusdo de
alcodlica A S . o . . .
substancia vegetal, adicionada de alcool etilico potavel de origem agricola,
composta o ~ .
com adicao ou ndo de agUcares.
Aperitivo € a bebida com graduacdo alcodlica de 0,5 a 54% v/v a 20°C, que
. contiver principios amargos ou aromaticos, com caracteristicas aperitivas
Aperitivo . - - . )
ou estimulantes do apetite, obtidas a partir de extrato de um ou mais
vegetais, ou parte dos mesmos.
Aguardente composta é a bebida com graduacéo alcodlica de 38 a 54% v/v
Aguardente o - : -
composta a 20°C, resultante da adicdo na aguardente ou no destilado alcodlico

simples de origem agricola, de substancias de origem vegetal ou animal.

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — Brasil, (2010).
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3.5 Metodologias analiticas

3.5.1 Composicao fenolica

Iniciado com os vinhos, o estudo da composicdo fenodlica, associada a sua
capacidade antioxidante, se tornou uma pratica regular tanto a nivel académico como industrial,
visando otimizar a concentracdo desses componentes nessas bebidas (GIOVINAZZO;
GRIECO, 2019).

Atualmente, os compostos fenolicos sdo amplamente estudados pela classe
cientifica, os quais sdo considerados moléculas bioativas formadas pelo metabolismo
secundario das plantas, que exercem acdes benéficas no organismo mesmo sendo encontrados
em pequenas quantidades, porém amplamente presente em praticamente todos os tecidos
vegetais, consequentemente na maioria dos produtos que utilizem frutas na sua producao
(ALBUQUERQUE et al., 2021).

Na industria de bebidas alcodlicas destiladas, a avaliacdo da composi¢éo fenolica
estd diretamente ligada a cor atribuida as bebidas durante o armazenamento e envelhecimento
em barris de diferentes madeiras, de onde esses compostos sdo progressivamente extraidos e
incorporados aos destilados durante esses processos, atribuindo cor caracteristica de cada
variedade (ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2010).

Alguns compostos fendlicos sdo caracteristicos de algumas madeiras utilizadas no
envelhecimento de bebidas destiladas como por exemplo a cachaca e a aguardente, entre essas
madeiras podemos destacar algumas nativas e seus respectivos compostos fenélicos, como o
carvalho apresentando predominantemente &cidos eldgico e vanilico; a amburana com
predominancia de &cido vanilico e sinapaldeido; o balsamo tendo majoritariamente a vanilina
e 4cido elagico; no jequitiba a maior presenca de &cido galico; no jatoba a grande presenca de
coniferaldeido, e no ipé-roxo destaque para o &cidos siringico e vanilico e coniferaldeido, cada
particularidade dessas madeiras em relacdo a sua composicao fendlica, apresenta caracteristicas
finais de sabor, aroma e cor a bebida envelhecida (DIAS; MAIA; NELSON, 1998).

Os compostos fenolicos estdo basicamente divididos em dois grupos, os nédo
flavonoides e os flavonoides, este Ultimo, se apresentando com grande vantagem com cerca de
70% da composicao de fendlicos totais apresentada nos vegetais, como uma estrutura basica
formada por dois anéis aromaticos, ligadas por trés carbonos (GULCIN, 2012). Os outros 30%
da composicdo fendlica presente nos vegetais, se apresentam como &cidos fendlicos, podendo
estar nas formas livres e ligadas, esses por sua vez sao considerados os compostos fendlicos

que apresentam uma melhor atividade antioxidante, ocorrendo utilizando um mecanismo de
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doagdo de 4tomos de hidrogénio a radicais livres, onde se interrompe a propagacgao de reacdes
em cadeia que causam oxidacdo (SHI et al., 2005).

Diante de todos os potenciais sensoriais e funcionais atribuidos aos compostos
fenolicos (FRANITZA; GRANVOGL; SCHIEBERLE, 2016), a quantificacdo e classificacdo
dessa composicao se estende hoje para toda a industria de bebidas, desde cervejas, até runs,
cachacas envelhecidas em diferentes madeiras, aguardentes saboreadas e licores com extratos
das mais variadas matérias primas (TABAGO; CALINGACION; GARCIA, 2021).

Em relacdo aos métodos utilizados para determinacéo de fendlicos totais de origem
vegetal, os mais comumente utilizados s&o 0s ensaios conhecidos como colorimétricos de
quantificacdo de fendis, sendo os mais conhecidos os que utilizam os reagentes de Folin-Denis
e Folin-Ciocalteu, que se baseiam na reducéo dos acidos fosfotingstico e fosfomolibdico em
Oxidos de tungsténio e molibdénio de cor azul em meio alcalino (MONTEIRO et al., 2006). A
grande diferenga entre esses dois reagentes, € que quando utilizado o reagente de Folin-Denis
apresenta-se a formacdo de precipitados que interferem na leitura espectrofotométrica, ndo
ocorrendo a distingdo entre os compostos fendlicos e outros materiais redutores ou
antioxidantes, como o acido ascérbico, desta forma visando a interrupcdo na formacéo destes
precipitados, foi adicionado sulfato de litio ao reagente de Folin-Ciocalteu (SARTORI;
CASTRO; MORI, 2014).

3.5.2 Capacidade antioxidante

Os compostos quimicos que apresentam essa capacidade de combate do estresse
oxidativo, vem ganhando notorio espago nas diversas industrias, destacando-se a de farmacos
e alimentos, principalmente pela associacdo dessa atividade com a reducéo do desenvolvimento
de doengas cronicas como cancer, aterosclerose e disfungéo cerebral (PATEL et al., 2011).

Esses componentes sdo amplamente encontrados em tecidos vegetais na forma de
compostos fitoquimicos, os quais sdo considerados metabdlitos secundarios gerados para
executarem fungbes como para protecdo UV, protecdo contra patdgenos e herbivoros,
pigmentacgdo para melhorar as chances de polinizagéo entre outras fatores que visam a melhoria
da saude da planta (BAGNIEWSKA-ZADWORNA et al., 2008).

Outro ponto importante relacionado a esses compostos, € sua caracteristica
antibacteriana, e isso elevou notavelmente o interesse de pesquisas relacionadas a quantificacdo

e identificacdo desses compostos, uma vez que 0 uso de antioxidantes e compostos
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antibacterianos sintéticos vém sendo postos como cancerigenos e instaveis em alimentos
(BANSAL et al., 2013; CHANDRA et al., 2014).

Para analisar a atividade antioxidante destes compostos sdo comumente utilizados
ensaios in vitro, mesmo sendo apresentado na literatura algumas controveérsias por ndo ser um
método responsavel pela biodisponibilidade, estabilidade, retencdo e reatividade quando
comparada a ensaios in vivo (HUANG et al., 2005). No entanto, apesar destas questdes, as
metodologias onde se utilizam ensaios in vitro, sdo amplamente empregadas em laboratérios
principalmente por sua facilidade, velocidade e reprodutibilidade, pontos importantes quando
se trata da analise de numerosas amostras de extratos vegetais (TAN; LIM, 2015).

Esses métodos de avaliacdo do potencial antioxidante in vitro, podem ser divididos
basicamente em duas categorias, sendo comumente encontrados na literatura, os que utilizam
ensaios baseados na transferéncia de elétron Unico (SET), e ensaios baseados em transferéncia
de 4tomo de hidrogénio (HAT) (TAN; LIM, 2015).

Os ensaios baseados em SET apresentam uma Unica reacdo redox, onde mede a
capacidade de um AO de fornecer um elétron que possa se ligar e reduzir um radical livre,
podendo ser eles metais pro-oxidantes (Fe?* e Cu") e carbonilas (APAK et al., 2013). Os
ensaios baseados nesse mecanismo sdo: Conteudo fendlico total (TPC); Atividade de
eliminacdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH); Poder antioxidante redutor
férrico (FRAP); Ensaio de reducdo de cobre (CUPRAC) e Capacidade antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC) (TABART et al., 2009).

Ja os ensaios que se fundamentam em HAT avaliam a capacidade de um AO de
eliminar os radicais livres, comumente radicais peroxilas que sdo biologicamente mais
relevantes, esse radical é extinguido através da doagdo de um atomo de H, onde séo utilizados
uma fonte sintética de radical livre, o material de capacidade AO e uma sonda molecular
oxidavel, onde é avaliado a reacdo de competitividade sendo quantificada através de curvas
cinéticas (XIAO et al., 2020).

Exemplos de ensaios que se baseiam em HAT sdo: Parametro antioxidante de
captura total de radicais (TRAP), Capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC) e
Oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (TAN; LIM, 2015).

Mesmo apresentando distintas formas de leitura da cinética, tanto 0s ensaios
baseados em SET quanto em HAT apresentam o mesmo resultado proposto, que é a reducao ou
eliminacdo de um radical livre (POWER; JAKEMAN; FITZGERALD, 2013).

No entanto, esses dois ensaios apresentam duas diferengas muito significativas que

devem ser levadas em consideragdo, a primeira é o parametro medido, utilizando o SET um
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antioxidante é avaliado de acordo com seu potencial de doagdo de um unico elétron para o
radical livre, ja no HAT é avaliado esse capacidade de doagdo de um atomo de H (HUANG et
al., 2005). A outra diferenca é a quantificacdo dos resultados, esse quando utilizado SET séo
medidos atraves da avaliacao das diferencgas na absorbancia UV-Vis do indicador (oxidante), ja
quando se usa 0 HAT a medicdo é equivalente a curva apresentada na cinética entre sonda, o

antioxidante e os radicais peroxilas (HUANG et al., 2005).
3.5.3 Citotoxicidade

O estudo sobre a toxicidade em bebidas alcoolicas destiladas € uma pratica comum
na inddstria e em pesquisas académicas, isso pela presenca comum de excessos de alcoois
contaminantes como é o caso do metanol, e de contaminantes inorganicos como 0s metais,
acima dos niveis estabelecidos pela legislacdo, na maioria das vezes procedentes das mas
condi¢cbes nos processos de producdo e da matéria-prima (CARUSO; NAGATO;
ALABURDA, 2010; FERNANDES et al., 2013).

No caso de bebidas alcodlicas, que além dos processos corriqueiros utilizados na
producdo como a fermentacéo e destilacdo, valem-se da incorporacéo de extratos vegetais em
suas formulacOes, esse cuidado deve ser criteriosamente melhor avaliado, uma vez que,
inimeras cultivares apresentam composi¢cdo quimica que podem ser tdxicas ao organismo de
humanos (OVANDO-MARTINEZ et al., 2013).

Essa composi¢cdo quimica presente nos extratos vegetais, naturalmente sdo
produzidos como metabdlitos secundarios, e se comportam como meio de defesa de predadores
das plantas, no entanto, dependendo da quantidade, forma de ingestdo e/ou inalacdo de seres
humanos e animais causam alteracbes patologicas, sendo relacionadas com inUmeras
substancias que podem ou ndo ser toxicas, dependendo da quantidade e utilizacdo, como
felandreno, carvacrol, pineno e catecois, que podem apresentar dermatites de contato (bolhas,
vermelhid&o e prurido), e manifestacdes gastrointestinais, assim como (CAMPOS et al., 2016).

No estudo toxicologico desses extratos vegetais sdo empregados alguns processos
avaliativos, utilizando animais como referéncia, 0s mais comuns sdo: o Bioensaio com Artemia
salina L. (Brine Shrimp Test), que ao apresentar valores acima dos estabelecidos como
maximos faz-se necessario a Avaliacdo da Toxicidade Aguda e cronica utilizando na maioria
das vezes ratos de laboratdrio (Rattus norvegicus) (VALADARES, 2007).

O Brine Shrimp Test, € a muito tempo o mais utilizado na avaliagdo de extratos

vegetais principalmente pela sua eficacia e simplicidade de aplicacdo (MERINO et al., 2015).
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Larva de Artemia salina L., € um microcrustaceo da classe anostracea que se apresenta em
formas de meta nauplios originados a partir da eclosdo dos ovos de camardo marinho (SILVA
et al., 2016). Para avaliacdo da toxicidade utilizando o Brine Shrimp Test é apontada a
Concentracdo Letal Média (CLsg), que consiste na letalidade da substancia em 50% das larvas
de Artemia salina variando em suas concentracdes. O nome Artemia salina foi introduzido pela
primeira vez por Leach em 1814 e o teste em 1927 por Trevan, visando o julgamento de
substancias que seriam posteriormente utilizadas como tratamento em seres humanos como a
digitallis e a insulina (SCHMIDT, 1989; VALADARES, 2007).

Dantas et al., (2020) avaliaram o potencial toxico das sementes de Moringa oleifera
Lam. utilizando o teste com Artemia salina Leach, e apresentaram resultados que apontaram
gue nem a améndoa e nem a casca da semente da M. oleifera Lam. apresentavam toxicidade,
uma vez que ambas tiveram valores de CL® acima de 1000 pug.mL™. Ja Laranjeira (2016)ao
avaliar a toxicidade do 6leo das sementes de Annona glabra L., conhecida no Brasil como
Araticum-do-brejo, frente a Artemia salina, os resultados apontaram DL de 716,54 pg.mL™,
0 que segundo Meyer et al., (1982) indica baixa toxicidade.

A avaliacdo da toxicidade aguda consiste na determinacdo dos efeitos toxicos em
animais, produzidos por uma Unica ou por multiplas exposi¢des a substancia, por qualquer via,
por um curto periodo, inferior a um dia. Geralmente as manifestacdes ocorrem rapidamente,
onde comumente sdo utilizados ratos criados em cativeiro destinados a esse propésito (CHAN;
KRUGER; HAYES, 2014).

Essas avaliagcOes de toxicidade aguda objetivam rotular substancias de acordo com
seu potencial de letalidade ou toxicidade de acordo com os parametros estabelecidos na
legislagdo, onde também sdos estudados a toxicidade sistémica levando em consideracdo 6rgéos
especificos identificando a toxicocinética e a relagdo dose-resposta (VALADARES, 2007).

Habitualmente o Brine Shrimp Test e a avaliacdo da toxicidade aguda, sdo utilizadas
em paralelo nas pesquisas, tendo em vista primeiramente, a letalidade acima dos niveis de CLso
encontrados no Brine Shrimp Test. O segundo é posto em pratica em animais de maior
resisténcia a componentes toxicos, sendo necessério a avaliagdo e autorizacdo de Orgaos
reguladores como o Comité de Etica em Experimentacdo Animal das entidades de pesquisa
(SILVA et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

A elaboracédo das bebidas e a maior parte das analises foram realizadas na planta-
piloto e no Laboratorio de Frutas, Hortalicas e Produtos Acucarados (PPFHPA, LFHPA),
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA), com algumas analises
realizadas no Laboratério de Bioguimica de Alimentos, Departamento de Ciéncia de Alimentos
e Nutricdo (DECAN), ambos da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

4.1. Material

4.1.1 Alcool de cereais

Para realizacdo deste trabalho foi utilizado o alcool de cereais 96 °GL, gentilmente
doado pelo Licorista autbnomo, Renato Boaretto, socio proprietario da empresa de bebidas
Casa Dom Arturo situada em S&o Paulo/SP.

Inicialmente foi previsto o processo de extracdo em duas concentracGes alcodlicas
fixas: 50 e 38 °GL. Porém, face a experiéncia de licoristas consultados e relatos bibliograficos
(SHEN et al., 2007, SOKOL-LETOWSKA et al., 2014; SOUZA, 2019), também foram feitos
processos de extracdo em concentracdes alcoolicas decrescentes (diluicdes). Entéo, o alcool de
cereais foi primeiro diluido para 50 e 38 °GL, e foi montado um procedimento para a diluicdo
da solucdo extratora que levasse em conta 0 minimo efeito da retirada das amostras para as
andlises fisico-quimicas, principalmente no que se refere a relagcdo solido-liquido durante a

infuséo.
4.1.2 Folhas e Sementes

Foram utilizadas duas fontes vegetais nativas da Mata Atlantica, também doadas
por Renato Boaretto, j& previamente desidratadas, utilizadas como fonte de extratos na infuséo
(Figura 2), séo elas: as folhas de jabuticabeira (P. cauliflora) e as sementes de guanandi (C.
brasiliensis).
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Fonte: Préprio autor.

As espéecies foram cultivadas na Fazenda Corurutuba, situada no Distrito de
Moreira César, na cidade de Pindamonhangaba, (CEP: 12449-899, Latitude -
22.90233/Longitude -45.38899), o cultivo é realizado de maneira agroflorestal com reserva de
extrativismo, de responsabilidade do licorista Renato Boaretto e sécios.

Primeiramente as matérias primas foram recepcionadas, classificadas manualmente
e higienizadas utilizando peneiras para retirada de galhos, pedras, poeira e possiveis residuos
de fezes de passaros, posteriormente foram fracionadas e embaladas em sacos plasticos sob

vacuo e armazenadas em refrigerador a 5°C, ao abrigo da luz
4.2 Producdo das bebidas alcodlicas por infuséo

A producéo das bebidas seguiu as recomendac6es fornecidas na cartilha da colecéo
“Agroindustria Familiar” elaborada pela EMBRAPA (2006), diferenciando-se na composi¢éo
da matéria-prima, onde as frutas foram substituidas por folhas de jabuticabeira e sementes de
guanandi, além da mudanca na forma de maceragdo alcoodlica que tera a diluicdo gradual e
retirada das etapas de adigéo de xarope e segunda trasfega.

Desta forma a Figura 3 apresenta o fluxograma utilizado para producéo das bebidas
a partir da recep¢do das matérias até o armazenamento.
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Figura 3. Fluxograma de producdo das bebidas por infusédo

| - RECEPCAO DA MATERIA-PRIMA

<L
~

Il - MACERACAOALCOOLICA (INFUSAO)

< -

DILUICAO GRADUAL/48h

I1I- FILTRACAO

<L

IV - TRASFEGA E ENGARRAFAMENTO

— =

V - ARMAZENAMENTO E ENVELHECIMENTO

Fonte: Adaptado da colegado “Agroindistria Familiar - Licor de Frutas” elaborada pela EMBRAPA (2006).

Todas as etapas foram realizadas seguindo os protocolos de higiene e seguranca
estabelecidas pela IN MAPA no 55 de 10/08 (BRASIL, 2008b).

4.2.1 Maceracéo alcoolica (Infuséo)

Apds recepcdo e divisdo da matéria-prima as folhas e sementes foram postas
diretamente nos recipientes para infusdo, garrafas de espumante de vidro de 900 mL, de cor
verde, fechadas com rolha de cortica, previamente sanitizadas e identificadas de acordo com
cada formulacdo e matéria seca (semente e folhas) - Figura 4. Esse material foi deixado em
infuséo por 27 dias em temperatura ambiente, sendo homogeneizadas a cada 24 horas durante

30 segundos por agitagdo manual, deixando depois em pleno repouso por 48 horas.
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Figura 4. Distribuicdo das 18 Formulagdes em duplicata

S

Fonte: Proprio autor.

4.2.2 Filtracdo

A filtracéo foi realizada seguindo métodos proposto por Rokhsartalab-Azar et al.,
(2020) com adaptacdes, utilizando sistema com Bomba de Vacuo Tecnal® modelo TE-058,
(Piracicaba/SP), acoplada a um kitassato de 1 litro e funil de Buchner porcelana de 250mL com
alonga de borracha, sendo filtradas em Papel de filtro qualitativo 80 grs 135 mm da marca

Sinergia Cientifica, (Campinas/SP) Figura 5.

Figura 5. Sistema de filtragem a vacuo

= —— vt

Y —

Fonte: Préprio autor
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4.2.3 Trasfega, engarrafamento e armazenamento

Apos filtragcdo as bebidas foram transferidas para garrafas de vidro tipo long neck
de 250 mL, com tampa metalica e arrolhamento de pressdo. Cada formulacdo foi
homogeneizada para posterior armazenamento, e aferidos os teores alcodlicos e visando a
padronizacdo para 38 °GL Figura 6. As garrafas foram deixadas em repouso por mais 15 dias,
em temperatura ambiente, em pé e fora da incidéncia de luz. Esse segundo tempo de
armazenamento promove a harmonizacéo entre todos 0os componentes extraidos da matéria seca

e 0 alcool, obtendo-se uma bebida mais limpida e com sabor mais suave.

Figura 6. Bebidas engarrafadas long neck com tampa metélica

Fonte: Préprio autor.

4.3. Métodos analiticos no decurso e ap6s maceragéo alcodlica

A Figura 7 apresenta o esquema utilizado para realizacdo das analises fisico-
quimicas ao longo da maceracdo alcodlica (infusdo), onde variou as condi¢cdes do meio de
extracdo, especificamente teor alcodlico e relacdo sélido/liquido através da diluicdo gradual.

Terminada essa etapa as amostras foram filtradas, padronizadas em 38 °GL, e
descansadas por 15 dias. Entdo uma andlise sensorial preliminar, efetuada pelo Licorista

treinado Renato Boaretto, juntamente com a equipe do projeto avaliou o resultado das
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extragdes, levando em consideragdo as caracteristicas fisicas sensoriais primarias e desejaveis,
as quais apresentaram similaridade com bebidas ja encontradas no mercado, que apresentam
cor, aroma, limpidez entre outras caracteristicas atrativas, a partir desta avaliagcdo, foram
escolhidas as 7 melhores formulagdes, as quais foram processadas novamente, em escala
suficiente para atender as analises fisico-quimicas e sensoriais, tendo em vista uma possivel
anélise de CATA futura.

Ao final do processo de extracdo dessa nova infuséo, foram novamente efetuadas
todas as analises fisico-quimicas, analise do potencial de toxicidade e antioxidante, composi¢cdo
fendlica, para que a seguranca dos consumidores durante as analises sensoriais posteriores fosse

garantida.

Figura 7. Fluxograma de analises realizadas durante maceracéo alcoolica

1° dia Infusdo

Infusdo de todas as formulagdes e repouso 24h

NS

2° (dias pares)

Andlises pH, acidez, cor, teor de solidos sollveis, teor alcodlico e densidade

NS

3° (dias impares)

Diluicdo gradual, homogeneizag&o e repolso p/24h

NS

27° dia (envaze)

Filtraco, envase e descanso por 15 dias

Fonte: Licorista Renato Boaretto

4.4 Preparo das solugdes extratoras

Para producdo inicial foi utilizado como solugéo extratora alcool de cereais 96 °GL,
previamente diluido com agua destilada padronizada a 50 e 38 °GL. Essas diluicdes foram
realizadas baseada na relacdo simplificada de concentracdo e volume, em temperatura de
20°C/20°C, com correcdo quando necessario, Equacdo 1 (ASCA, 1985; CURVELO-
SANTANA; EHRHARDT; TAMBOURGI, 2010). Também foram avaliadas solucGes
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extratoras diluidas, seguindo o modelo adaptado de Stampar et al., (2006), apresentando

variacdes de °GL e relacdo solido/liquido.

Onde:

C = concentragdo molar (mol/L);
V = volume da solucéo (L);

1 = condicéo inicial;
2 = condicdo final.

Clxvl = szVZ

1)

A primeira diluicdo do alcool de cereais a 96 °GL foi padronizada para 50 °GL,

utilizando 245 mL de agua destilada para cada 265 mL de alcool a 96 °GL. Essa dilui¢do foi

utilizada na primeira formulacdo controle (F1 — 500 mL/50 °GL), e para todas as formulagoes

que tiveram a dilui¢do gradual durante o processo de maceracdo alcodlica (infuséo) (F2; F3;
F4; F5; F6 e F7) - Tabela 1.

A segunda diluicéo foi relativa a segunda formulacéo controle a 38 °GL, onde foram

utilizados 305 mL de agua destilada para cada 200 mL de alcool de cereais a 96 °GL,

completando os 500 mL de solugéo extratora (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacdes controle fixas e utilizadas na diluicdo gradual

F1* 50 °GL 245/265 10 20 30 25 40 55
F2 -1 °GL/48h Gradual/48h 10 - - - - -
F3 -1 °GL/48h Gradual/48h - 20 - - - -
F4 -1 °GL/48h Gradual/48h - - 30 - - -
F5 -1 °GL/48h Gradual/48h - - - 25 - -
F6 -1 °GL/48h Gradual/48h - - - 40 -
F7 -1 °GL/48h Gradual/48h - - - - - 55
F8* 38 °GL 305/200 10 20 30 | 25 40 55

*Formulacdes controle, sem diluicdo, com graduagio alcodlica fixa (50 e 38 °GL)
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Desta forma foram obtidas 18 formulagdes, em andlise durante os 27 dias de
maceracao alcoolica (tempo utilizado para infusdo na inddstria de bebidas), sendo 6
formulagbes controle a 50 °GL (F1j10, F1j20, F1j30; F1g25, F1g40, F1g55), 6 formulacdes
controle a 38 °GL (F8j10; F8j20, F8j30; F8g25, F8g49, F8g55), e 6 formulacdes que passaram
pela diluicdo (F2j10, F3j20, F4j30, F5g25, F6g40, F7g55).

As quantidades de agua destilada utilizadas nas diluicdes foram comprovadas
utilizando o aplicativo Dilution Calculator — Play Store para comprovacdo dos valores, 0
aplicativo fornece opc¢oes de diluicGes simples, de estoque, em série, de porcentagem (%) e de
proporcdo com a opc¢do Util Volume minimo da pipeta pela qual o aplicativo levara em
consideracdo, a menor quantidade de volume pipetavel, ou a op¢do Step diluitions para diminuir
0 volume de solvente adicionados nas etapas de diluicdo intermediarias ao célculo, todas as
formulagdes foram elaboradas em duplicata e utilizando um volume total de 500 mL de solugéo

extratora.
4.4.1 Diluicéo gradual das formulagGes

Foram realizadas durante 27 dias, diluicGes e analises fisico-quimicas a cada 48
horas, sendo as diluicdes efetuadas em todos os dias impares, e as analises fisico-quimicas em
todos os dias pares, onde no 27° dia (ultimo), foi realizada a filtracdo e engarrafamento das
bebidas, ficando mais 15 dias em descanso.

A Tabela 2 apresenta as formulagdes que passaram pela diluicdo gradual, com as
respectivas quantidades de agua destilada que foram adicionadas em cada formulacao. Podemos
notar que a quantidade de &gua destilada adicionada vai diminuindo no decorrer da diluicéo,
pois a quantidade retirada para as analises fisico-quimicas € maior que a quantidade de agua

adicionada, isso faz com que a concentra¢do final da formulacdo também diminua.
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Tabela 2. Formulac6es das bebidas por infusdo com estimativa na quantidade de dgua destilada a ser adicionada em cada dilui¢do por formulacédo

Formulactes

Dias Ag(rt:]alic)iia Vol. °GL Jabuticaba (folha/g) Guanandi (semente/g)

F2 F3 F4 F5 F6 F7
01 245* 50 10** 20%* 30** 25** 40** 55**
03 9,30 49 10 20 30 25 40 55
05 8,80 48 10 20 30 25 40 55
07 8,20 47 10 20 30 25 40 55
09 7,60 46 10 20 30 25 40 55
11 7,10 45 10 20 30 25 40 55
13 6,60 44 10 20 30 25 40 55
15 6,15 43 10 20 30 25 40 55
17 5,65 42 10 20 30 25 40 55
19 5,10 41 10 20 30 25 40 55
21 4,60 40 10 20 30 25 40 55
23 4,10 39 10 20 30 25 40 55
25 3,65 38 10 20 30 25 40 55
27 EN*** Envase Envase Envase Envase Envase Envase Envase

*Primeira diluicdo com 245 mL de agua para 265 mL de alcool de cereais 96 °GL
**Quantidades em gramas de matéria seca somadas e totalizadas: folhas de jabuticabeira (10+20+30 = 60g) e sementes de guanandi (25+40+55 = 120g).

***Diluicdo encerrada para filtragem e envase das bebidas
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Para estimar a quantidade de agua que foi adicionada nas formulagdes, foi levado
em consideracdo a quantidade de amostra retirada para cada analise. Algumas analises puderam
ser realizadas com a mesma amostra, e outras amostras puderam ser reintroduzidas nas
formulacgdes de origem, diminuindo a quantidade subtraida do volume total (FILHO; SILVA,;
VASCONCELOS, 2013).

A Tabela 3 mostra as quantidades de cada amostra e diferencia as que foram
descartadas ap0Os analises daquelas que retornaram a formulacdo original, totalizando o
conteudo subtraido.

Todas as formulagdes inclusive as controle, passaram pelas analises fisico-quimicas
sendo retiradas uma média de 45,05 mL de amostra a cada 48 horas. Durante esse processo
foram aferidos os niveis de pH, acidez, cor, teor de sélidos soltveis, teor alcodlico, extrato seco
e densidade (1AL, 2008).

Tabela 3. Gasto por amostra das andlises fisico-quimicas com reutilizacdo das amostras
inalteradas (pH; ES = extrato seco; Cor; SS = sdlidos soluveis; °GL = teor alcodlico; DS =
densidade; AT = acidos totais)

Quantidade amostra/formulagdo (mL)

Analises

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

pH?3 20 20 20 20 20 20 20 20

ES! - - - - - - - -
Cor? 10 10 10 10 10 10 10 10
Ss® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
0GL? 250 250 250 250 250 250 250 250

DSt - - - - - - - -
AT? 25 25 25 25 25 25 25 25
(Qrs‘lf’s(‘;;"i‘_s) 4505 4505 4505 4505 4505 4505 4505 4505

L Analises que utilizaram as mesmas amostras da analise antecedente
2Amostras que retornaram as formulagdes de origem
®Amostras descartadas

Levando em consideracdo apenas a perda das amostras que foram descartadas,
obtemos um total de 45,05 mL por formulacéo a cada dia de analise. A partir desse resultado
foi calculada a adicdo de agua destilada por amostra no decorrer das diluigfes, sequenciando a
subtracdo da retirada e a soma posterior da agua adicionada, Equacéo 2.
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F,— Ay = Fr+ A, = F; =Valor de F; da dilui¢do subsequente 2)
Onde:

Fi= Formulacéo inicial (mL);

Aq = Amostra descartada (mL);

Fr= Formulago final (mL);

A, = Agua destilada adicionada (mL);

Fq = Formulago diluida, essa apresentard o valor da segunda dilui¢do (mL).

4.4.2 Quantificacdo da matéria-prima utilizada em todas infusées

As proporcdes solido/liquido, foram avaliadas e decididas pela equipe do projeto,
com auxilio do Licorista Renato Boaretto, o qual possui larga escala de conhecimento préatico
na producdo de bebidas por infusdo, e utilizando referéncias que utilizam infusdes com frutas
desidratadas (SOUZA, 2019), lascas, aparas e chips de madeiras (BORTOLETTO, 2013).

As quantidades das matérias-primas utilizadas estéo apresentadas na Tabela 4 e sdo
referentes a producdo de 500 mL de cada bebida. Essa quantidade foi estipulada levando em
consideracdo a matéria-prima disponivel para producdo das 18 formulagdes em duplicata,
totalizando 36 amostras em analise.

O percentual de matéria seca (folhas ou sementes) utilizado em cada formulacao
ficou dividida para as folhas em 2, 4 e 6% (ou 10g, 20g e 30g) relativo aos 500 mL de solugéo
extratora, e para as sementes de guanandi 5, 8 e 11% (ou 25g, 409, 55g) também relativo aos

500 mL de solugdo extratora.

Tabela 4. Quantidade das matérias primas utilizadas para producdo de 500 mL de cada
formulacéo

Formulacdes

Mateéria-prima

F1* F2aF4** F5aF7** F8* Total

Sementes de guanandi (g) 120 - 120 120 360 g

Folhas de jabuticabeira (g) 60 60 - 60 180 g
Alcool de cereais (mL)  1.590 795 795 1.200 4.380 mL

Agua destilada (mL) 1.470 808,85**  808,85** 1.830 4.917,70 mL

*Formulagdes controle
**Formulacdes que passaram pela diluicdo gradual, apresentam valores diferentes por receberem adigdo de
dgua destilada durante a baixa na graduacéo alcodlica
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4.5 Cinética de extracao através da caracterizacao fisico-quimica

No decorrer dos 27 dias de maceragdo alcodlica (infusdo), foram realizadas as
determinagdes de pH, acidez, cor, teor de sélidos soluveis, teor alcoolico, densidade e extrato
seco a cada a cada 48 horas, seguindo métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos (1AL,
2008), e seguido as diretrizes estipuladas pelo Decreto N° 6.871, 07/09 (BRASIL, 2009).

Todas as determinagdes fisico-quimicas foram realizadas em duplicata, e
conduzidas no LFHPA - DETA - FEA - UNICAMP.

45.1 Teor alcoblico

O teor alcodlico das bebidas foi determinado utilizando o Alcodmetro Gay Lussac
0/100:1 GL, diretamente em proveta graduada de vidro. Antes da afericdo do °GL a temperatura

era medida para posteriores corregdes caso estivessem fora de 20 °C.
4.5.2 Extrato seco

O extrato seco foi determinado de acordo com IAL (2008), aplicado na analise de
bebidas alcodlicas fermento-destiladas e baseia-se na pesagem do residuo apds a evaporacéao da
agua e alcool por aguecimento. Foram pesadas entre 20 e 25 mL de cada amostra em uma
capsula, previamente seca em estufa e resfriada em dessecador até temperatura ambiente. Apds
pesagem as amostras foram adicionadas a capsula e secas em banho maria a 95 °C até secura
total, posteriormente o material foi levado a estufa a uma temperatura de (100 £ 5) °C por 30
minutos ou até evaporacdo total do material. Apds esse periodo, a capsula foi posta em
dessecador e resfriado até temperatura ambiente. Por fim o residuo sélido remanescente foi
pesado em balanca analitica, sendo obtido os resultados e demonstrados em extrato seco em
gramas por litro de amostra (AOAC, 2007).

45.3 Soélidos soluveis

O teor de solidos soltveis foi medido atraves do método de refratometria direta
utilizando Refratdmetro Digital para Analise BRIX em Alimentos Hanna modelo HI 96813,
com resultado expresso em °Brix que representa a % (p/p) de sacarose solGvel em uma solucao
a 20° C (1AL, 2008).
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45.4 Acidez titulavel

A acidez das bebidas foi determinada atraves de titulacdo, e os resultados foram
expressos em g de acido acético por 100 mL da amostra. Para a titulagdo da bebida que se utiliza
sementes de guanandi, a qual apresenta uma cor ouro claro, foi utilizado o método de titulacdo
por neutralizagdo dos acidos, utilizando solucéo padronizada alcali, com o uso de indicador
fenolftaleina até o ponto de equivaléncia. Iniciou-se transferindo 25 mL de cada amostra para
Erlenmeyer e diluida para 50 mL com &gua destilada. Em seguida foi adicionada de 0,5 mL do
indicador fenolftaleina e titulada com solucéo de hidroxido de sodio até coloracdo indicadora
(résea) (1AL, 2008).

Para as amostras de folhas de jabuticabeira, as quais apresentam coloracdo verde
escuro, a determinacdo da acidez total foi realizada com pHmetro, onde foi controlada o pH
durante a titulagdo com NaOH com auxilio de pHmetro de bancada pH meter modelo HI 8424
(HANNA) até ponto de neutralizacdo com pH 8,2, em seguida realizado o célculo da Equacéo
3.

nx Mx fx PM

TR = 4cidos totais, em g de acido acético por 100 mL da amostra (3)

Onde:

n = volume gasto na titulagdo da solucéo de hidroxido de sodio, em mL
M = molaridade da solucdo de hidréxido de sodio

f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio

PM = peso molecular do acido acético (60g)

V = volume tomado da amostra, em mL.

455 Densidade

A densidade foi medida através da densidade relativa a 20°C com densimetro de
leitura direta (IAL, 2008).

456 pH

Os valores de pH foram determinados diretamente utilizando pHmetro digital, pH
Meter modelo HI 8424 (HANNA), imerso em 25 mL. Esses niveis de pH estdo estipulados
através da Portaria n® 62, de 23 de abril de 2008 valores entre 3,5 a 5 (BRASIL, 2008a).
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457 Cor

A determinacdo da variacdo da cor foi dividida em duas etapas utilizando dois
processos distintos.

A primeira foi realizada no Laboratorio de Frutas Hortalicas e Produtos
Acucarados-FEA-UNICAMP, durante o processo de infusdo em todas formulagdes atraves de
espectrofotometria na medicao da absorbancia e transmitancia em trés comprimentos de onda
entre as zonas do visivel do espectro: 400 nm, e 700 nm (GLORIES, 1984), com adaptagdes
sugeridas por Encarnacgéo (2019) foi utilizado Espectrofotémetro CIRRUS 80 (Sé&o Paulo).

De acordo com Franca; Santos; de Lima, (2007), a faixa de comprimento de onda
na qual a substancia reflete pode facilmente ser relacionada as cores do espectro da luz visivel
(400 a 700 nm), Tabela 5.

Tabela 5. Cores do espectro da luz visivel e seus respectivos comprimentos de onda

Cor Comp. Onda (nm) Cor Comp. Onda (nm)
Vermelho 700 a 620 Verde 578 a 500
Laranja 620 a 592 Azul 500 a 450
Amarelo 592 a 578 Violeta 450 a 400

Fonte: Franca; Santos; de Lima, (2007).

Ja na segunda etapa, como nao aferimos a cinética das mudancas na intensidade das
cores e sim a cor final das bebidas selecionadas, o processo utilizado para a avaliacéo foi através
do o método CIELab, seguindo orienta¢bes Cruz (2016) com algumas adaptaces.

Essa técnica baseia-se em uma linguagem que nos oferece os calculos de diferenca
da cor através de escalas sendo L* representando a medida da luminosidade de um objeto, e
varia do O (para o preto) até ao 100 (para o branco); a*, representa a medida do vermelho (a*
positivo) ou do verde (a* negativo) e b*, que representa a medida do amarelo (b* positivo) ou
do azul (b* negativo) (MATHIAS-RETTIG; AH-HEN, 2014).

4.6 Analise da toxicidade frente a Artemia salina

A analise do efeito citotoxico foi realizada no LBFHBPA-FEA-UNICAMP, foi
realizada utilizando apenas com as formulacdes pré-selecionadas pelo Licorista Renato
Boaretto e pela equipe do projeto, onde foi utilizado o bioensaio Brine Shrimp Test, de acordo
com Meyer et al., (1982) e adaptado por Dias et al., (DIAS et al., 2017).
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4.6.1 Preparacao dos extratos

Os extratos foram preparados utilizando as formulagfes selecionadas, onde
inicialmente foram submetidas a concentracéo por evaporagéo utilizando Banho Maria (Buchi
B-480 Heating Bath) na temperatura de ebulicdo do etanol mantendo-se entre 75 e 79 °C,
durante 5 horas (MARTINS et al., 2021).

Apds a concentracdo das amostras os extratos obtidos das formulagdes foram

diluidos em agua destilada nas concentracdes de 1500 ppm; 1000 ppm; 500 ppm e 100 ppm.
4.6.2 Solucdo salina para cultivo das Artemias

Para obtencdo dos Nauplios a partir da eclosdo, foi utilizado &gua salina artificial
produzida diluindo 18 g de sal de cozinha (cloreto de sddio) em 50 mL de &gua destilada em
Becker de 500 mL, e corrigido pH entre 8 e 9 com 5 mg de bicarbonato de sodio, e oxigenada

por 2 horas.
4.6.3 Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina

Foram utilizados 50 mg de cistos de Artemia salina incubados em Becker de vidro
de 500 mL na solucéo salina em temperatura de 25 a 30 °C e pH entre 8,0 e 9,0. O Becker foi
inserido em uma caixa de papeldo com iluminacdo artificial utilizando lampada de lampada de
40w watts abaixo do Becker, visando a concentragdo dos Nauplios apds eclosdo, que por
decorréncia do fototropismo positivo os mesmos se concentram no fundo do Becker o que
facilita a captura por pipetagem Figura 8, esses Nauplios foram mantidos no Becker por 48

horas em oxigenacao constante (SILVA et al., 2013).
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Figura 8. Estrutura para eclosdo dos Nauplios de Artemia salina.

Fonte: Proprio autor.

4.6.4 Distribuicdo e contagem dos Nauplios de Artemia salina

Apos eclosdo os Nauplios foram expostos a diferentes concentra¢fes (100, 500,
1000 e 1500 pg/mL) das bebidas produzidas, em tubos de ensaio, cada um contendo 10
Nauplios, todos os testes foram realizados em triplicata. Por fim, os tubos foram incubados ao

abrigo da luz, e apds 24 horas contados os Nauplios sobreviventes, Figura 9.

Fonte: Préprio autor.
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Esses numeros foram registrados em concentracdo letal mediana para 50% dos
individuos (CLso) em pg.mL™%, e determinados pelo método estatistico de Probitos utilizando o
programa estatistico Microcal Origin 6.0 (SILVA etal., 2020).

4.7 Teor de Fenolicos Totais e analise do potencial antioxidante
As analises do potencial antioxidante foram analisadas no LBFHBPA-DETA, e no
LBA-DECAN, ambos da FEA/UNICAMP, e foram determinadas utilizando apenas as

formulacgdes pre-selecionadas pelo Licorista Renato Boaretto e pela equipe do projeto.
4.7.1 Determinacdo de Compostos Fenolicos Totais

A composicdo  Fenolica total foi determinada utilizando  método
espectrofotométrico e reagente de Folin-Ciocalteu, referenciando o procedimento descrito por
Carvalho et al, (2020) com algumas adaptacdes. Essa metodologia € comumente utilizada na
rede académica por sua facil reprodutibilidade, a qual consiste na reagdo entre os acidos
fosfotungstico e fosfomolibdico de cor amarela com compostos fendlicos de capacidade
redutora ocasionando a mudanca para cor azul sendo possivel desta forma a quantificacdo por
espectrofotometria (LAZZAROTTO etal., 2020).

Para a determinacdo 200 pL de cada amostra foi diluida em proporcéo de 1:20 com
agua ultrapura (sistema Milli-Q), e em seguida adicionados 100 uL de Folin-Ciocalteau 2 N, e
deixados em repouso por 5 minutos, apos foram adicionados 850 uL de carbonato de sodio
(Na2COgz) 7% e deixados em repouso por 2 horas ao abrigo da luz, por fim a absorbancia foi
medida a 765 nm em Espectrofotdmetro CIRRUS 80.

O branco foi preparado seguindo o0s mesmos procedimentos supracitados
substituindo as amostras por solucdo de etanol 38% (v/v), e a curva de calibracdo padrao
preparada diariamente com acido galico variando nas concentracdes de 0,5a 8 mg L.

Os resultados foram expressos em EAG mg/L™ (equivaléncia de acido galico),

todas as analises foram realizadas em triplicata.
4.7.2 Capacidade antioxidante pelo método de DPPH

O ensaio de sequestro do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) para analise do
potencial antioxidante, é largamente empregado na inddstria de bebidas, mais comumente em

vinhos e aguardentes por se tratar de um método de facil controle e de simples reprodutibilidade,
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onde se utiliza um dos poucos radicais organicos estaveis encontrados no mercado (DPPH) (DA
PORTO et al., 2000; NIEDERLANDER et al., 2008).

O presente projeto baseou-se na avaliagdo com método de DPPH utilizando a
metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) e adaptagdes realizadas por
Mira (2009) & Beloti (2019), os quais otimizaram o processo de avaliacdo analisando diferentes
concentragdes de DPPH e amostras de aguardentes. Desta forma a técnica utilizou 0,3 mL de
solucéo de trabalho de DPPH (0,4 Mm), acrescentado de 0,5 mL da amostra e 3 mL de etanol
95% (v/v) homogeneizadas em tubos de 10 mL em agitador vortex por 30 segundos, e colocadas
em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz. A solucéo controle foi obtida com 0,3 mL de
solucéo de trabalho de DPPH (0,4 mM) e em substituicdo da formulacéo foi acrescentado 0,5
mL de etanol, e para o branco foi utilizado etanol. As amostras foram submetidas a analise em
Espectrofotdmetro CIRRUS 80 medindo a absorbancia em 517nm, em triplicata. Os resultados
para avaliacdo do sequestro do radical DPPH foram expressos em porcentagem (AA%) de

acordo com a Equacao 4.

% Capacidade antioxidante = 2controte™Aamostra . 1 (4)

Acontrole

Onde:

Aamostra = Absorbéncia da solugéo DPPH (formulag6es)
Acontrole = Absorbancia da solucdo de DPPH com solvente

4.7.3 Capacidade antioxidante pelo método de ABTS

Esse método de avaliacdo da capacidade antioxidante pela eliminacdo do radical
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), apresenta algumas vantagens em
relacdo ao método de DPPH, tendo em vista que permite analisar amostras polares e néao
polares, e por possuir interferéncia espectral minimizada por utilizar absor¢do de até 760 nm,
sendo por isso muito utilizada em substancias puras, misturas aquosas ou bebidas
(VALDANTAS, 2013).

A avaliagdo pelo método de ABTS desse estudo seguiu a metodologia descrita por
RE et al., (1999) com adaptacdes. Para a solucdo de trabalho do radical ABTS, foi utilizado 5
mL de solucdo estoque ABTS (7mM) com 88 pL da solucdo de persulfato de potéssio (140

Mm) ambos adicionados a vidro &mbar e mantidos ao abrigo da luz por 16 horas. Apés esse
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tempo foi pipetado 1 mL dessa amostra e diluido em &lcool etilico PA até obter uma absorbancia
0,7 nm £ 0,05 nm em espectrofotdmetro a 734 nm. Para este ensaio foi necessario a obtencao
da curva de calibracdo utilizando Trolox (2000 uM) que apresenta poder antioxidante
conhecido, para esta solugéo foi adicionado 25 mg de Trolox em baldo de 50 mL e completado
0 volume até o menisco homogeneizado e armazenado em vidro ambar, a partir desta solucao
foi tracada curva padrdo variando as concentragdes de 100 UM a 2000 uM conforme Tabela 6.

Foram transferidos 30 puL de cada solucdo de Trolox para tubos de ensaio e
adicionados 3000 pL da solucéo radical ABTS, agitados em vortex por 30 segundos, deixados
em repouso por 6 minutos e submetidos a leitura em Espectrofotdmetro CIRRUS 80 a 734 nm,

o aparelho foi calibrado utilizando alcool etilico PA.

Tabela 6. Preparo das concentracdes da solucdo para curva-padréo Trolox

Padréo de Trolox (mL) Alcool etilico (mL) Concentragéo Final (uM)
0,5 9,5 100
2,5 7,5 500
50 5,0 1000
7,5 2,5 1500
10,0 0 2000

Inicialmente as amostras foram diluidas em agua destilada nas proporcdes de 1:100.
Para reacdo com as formulagdes foram transferidos para tubos, 30 puL de cada amostra e 3 mL
da solucdo ABTS, agitados em vortex por 30 segundos e armazenados por 6 minutos (mantendo
as amostras em ambiente escuro), apos isso foram transferidos para cubetas de vidro 4 mL,
onde foram para leitura em espectrofotdmetro a 734 nm. Os resultados foram plotados com as

médias das leituras obtidas (triplicatas) na equacéo obtida com a curva padrdo Trolox.
4.7.4 Capacidade antioxidante pelo método de FRAP

O ensaio para capacidade antioxidante utilizando o método de Poder Redutor
Férrico (FRAP) foi realizado no Laboratdrio de Bioquimica de Alimentos, Departamento de
Ciéncia de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). O ensaio foi baseado utilizando a metodologia descrita
por FIRUZI et al., (2005).

Para comparacdo e equivaléncia dos resultados fez-se necessario a obtencdo da
equacdo da reta obtida do grafico da curva de calibracdo de Trolox, construida pela

concentracdo das solugdes de Trolox no eixo y e pela absorbancia obtida no eixo x. o preparo
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do Trolox foi realizada pesando 0,0025¢g (1M) diluindo em 10 mL de solvente, e a curva foi

tracada variando as concentracdes de 25 UM a 250 M de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. Preparo das concentracdes da solucdo para curva-padrdo Trolox

Padréo de Trolox (UM) Solvente (UM) Concentracéo Final (uM)
25 975 25
50 950 50
75 925 75
100 900 100
150 850 150
200 800 200
250 750 250

Para avaliacdo das bebidas inicialmente as amostras foram diluidas em &gua
destilada nas propor¢des de 1:100. Em seguida aliquotas de 25 pL das amostras foram
misturadas com 175 pL do reagente FRAP, constituido por uma solucdo de TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) (10 mmol L), cloreto férrico (20 mmol L) e tamp&o acetato (0,3 mol L-
1) pH 3,6, essa mistura foi mantida a 37°C durante 30 minutos na auséncia de luz. A absorbancia
foi determinada a 593 nm em leitor de microplacas e os resultados expressos em pmol TE mL"

1 de amostra.
4.8 Analise estatistica

Os resultados das determinacdes fisico-quimicas, fendlicos totais e capacidade
antioxidante foram expressos através das médias e desvio padrdo. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagdo de médias (p <
0,05). Toda a andlise estatistica foi realizada utilizando o software Past versdo 4.08 (University

of Oslo - Noruega).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacéo fisico-quimica do processo de infusdo (cinética de extracgéo)

O processo de extracdo de componentes quimicos presentes nos produtos de origem
vegetal apresentam diferentes caracteristicas com inimeros fatores que podem melhorar ou
dificultar esse processo, assim como trazer para o produto caracteristicas indesejaveis quando
utilizados de maneira incorreta, por isso 0 conhecimento dos fatores que influenciam na cinética
de extracio desses componentes é de extrema importancia (FERNANDEZ et al., 2012).

Segundo alguns autores na literatura 0 processo de extracdo por solvente tem
relacdo com as concentrac6es solido/liquido, proporcao solvente/agua, temperatura, tempo de
extracdo, entre outros parametros que através do delineamento de curvas experimentais visam
estimar a viabilidade do processo em escala industrial (KARNOFSKY, 1987; SO;
MACDONALD, 1986).

Os resultados obtidos na primeira etapa do experimento (cinética de extracéo
alcodlica) durante o processo de infusdo foram avaliados levando em consideracdo a matéria
seca (folhas ou sementes), relacionando com as varia¢fes dos teores alcodlicos. A Tabela 8
apresenta o resultado das médias de todas as formulacGes para as andlises de pH, acidez, teor
de sdlidos soluveis, teor alcoolico, densidade e extrato seco.
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Tabela 8. Médias e desvio padrdo das anélises fisico-quimicas durante processo infusdo (pH; ES = extrato seco; SS = sélidos soluveis; °GL = teor
alcoolico; DS = densidade; AT = acidez titulavel)

Analises fisico-quimicas

Matéria-prima

Formulag6es

pH DS °GL ES SST AT
F1j10 4,90 + 0,27% 934 + 1,66° 49,7+1,00 35438+245° 165+0,35®  7,69+227°
F1j20 4,79 +0,14¢ 934 +1,72° 49,7+093  6,7973+0,84° 16,9+0,35® 13,79 + 3%
% F1j30 4,75+ 0,12¢ 934 +2,27° 494+081 9,1798+1,62% 17,2+0,59% 16,17 + 4,48
o
S F2j10 4,65+022"  938+351°  450+£396 3,1317+0,66° 159+030  7,82%213°
_% F3j20 461+025° 939 +340° 451+392 69583+1,35° 16,4+0,28*  1351+377"
§ F4j30 4,56 + 0,28° 941 + 3,41%® 451+383 91660+ 1,34 16,4+0,23° 17,24 + 5322
5=-o° F8j10 4,52 + 0,301 951 + 0,922 37,8+0,37 3,4035+0,68¢ 13,8+0,25° 7,79+ 2,41°
- F8j20 4,54 + 0,24° 952 +0,99° 37,8+0,37  7,2794+1,40° 14,2+0,18° 12,78+ 3,31°
F8j30 4,55 + 0,22¢ 954 + 1,222 375+065 8,2094+1,68 14,3+0,28° 16,16 + 4,88
F1925 5,33+ 0,107 933 + 1,48° 495+065  1,2263+0,58 16,0+0,29*° 3,09+ 1,27¢
F1g40 5,20 + 0,09° 934 +1,84° 494+064 21073+1,37¢ 16,0+0,41*° 4,65+ 1,78
'c'% F1g55 5,28 + 0,112 934 +1,79¢ 49,8+0,37 3,9235+1,89% 16,3+0,50° 6,97 +2,75°
S F5925 5,12+ 0,189 938 +4,20*° 449+353  1,2536+0,67 15,2+ 0,45° 3,37+ 1,30
(@]
@ F6g40 520+0,14° 938 + 3,78 448+374 3,0074+141% 157+037° 5,90+ 2,35%
g F7955 517+0,13*  939+4,82°  448+389 3,2908+153¢ 158+017° 6,97 +275°
(b}
= F8g25 5,00 + 0,18% 953 +0,95° 37,9+027 0,9696+0,64  13,1+0,26° 2,97 + 1,09
w
F8g40 5,01+ 0,17% 954 + 1,732 38,1+027 24135+1,38% 13,0+ 0,22¢ 4,98 + 2,211
F8955 5,05 + 0,14° 954 + 1,24 37,9+027 39173+2,12% 13,1+ 0,35¢ 6,85 + 3,02°

Valores com letras diferentes diferem entre si a um nivel de significancia de p < 0,05.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, todas as formulagdes
utilizando folhas de jabuticabeira apresentaram diminui¢&o nos valores de pH proporcional ao
aumento da mateéria seca (folhas), permanecendo com os maiores valores de pH as formulacdes
com 10g de folhas/500mL de &lcool, com 4,86, 4,75 e 4,52 para as formula¢Ges F1j10, F2j10 e
F8j10 respectivamente. Consequentemente, os valores intermediarios foram apresentados pelas
formulagbes F1j20, F3j20 e F8j20 (20g/500mL de alcool), e os menores valores de pH para as
formulacgdes F1j30, F4j30 e F8j30 (30g/500mL alcool) com valores de pH de 4,75, 4,56 e 4,55,
respectivamente.

As formulacgdes utilizando sementes de guanandi apontaram alteracfes de pH
principalmente relacionadas ao teor alcodlico do solvente, apresentando queda nas graduacdes
mais baixas, principalmente quando mantidas em infuséo direta e fixa, como representado pelas
formulagdes controle a 38 °GL (F89g25, F8g40 e F8g55) que obtiveram pH de 5,00, 5,01 e 5,05,
respectivamente, bem abaixo dos valores encontrados nas formulagdes que se mantiveram em
infusdo com alcool a 50 °GL (F1g25, F1g40 e F1g55), com pH de 5,33, 5,20 e 5,28,
respectivamente. Os valores de pH também estdo de acordo com os niveis de acidez titulavel.

A queda no pH em bebidas alcodlicas produzidas por infusdo é comum, e no caso
dos destilados estd associado ao tempo de maturacdo e/ou envelhecimento onde ocorre a
interacdo entre 0s componentes presentes no barril de armazenamento e a bebida, aumentando
a acidez e a coloracdo, junto com as concentracGes de compostos secundarios (PARAZZI et al.,
2008), ocorrendo no nosso caso a interacdo entre 0s componentes da matéria seca (folhas e
sementes) e o alcool de cereais.

Essas interagdes entre a bebida e o material de envelhecimento, ou como em nosso
caso do solvente e da matéria seca, com queda no pH também foram evidenciadas por Cruz
(CRUZ, 2016), que avaliou as mudancas fisico-quimicas apresentadas durante o
envelhecimento de aguardente em diferentes madeiras por 6 meses, as quais apresentaram uma
queda gradual do pH obtendo uma média geral de 4,86, com pH de 5,50. Nossos resultados
também apresentados resultados semelhantes durante a cinética de extracdo alcodlica,
indicando queda no pH, com inicio de 4,95 e 5,29, 1° dia de infusdo para folhas e sementes,
respectivamente, e finalizaram com uma média de 4,39 e 4,98 no 13° dia para folhas e sementes,
respectivamente.

A Figura 10 apresenta a média e a variagdo apresentada pelas formulagdes durante
os dias de infusdo, correspondendo as formulagdes com folha de jabuticabeira a Imagem (A) e

para as formulagdes com sementes de guanandi a Imagem (B).
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Figura 10. Média e comportamento na variacdo de pH durante os 27 dias
de infuséo (A - formulagdes com folhas de jabuticabeira e B - formulacgdes
com sementes de guanandi).
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Por se tratar de uma bebida caracterizada pela utilizacdo do processo de infuséo
para obtencdo de atributos sensoriais desejaveis, onde se assemelha a producao de licores, faz-
se necessario a comparacao dos resultados desses parametros com outros trabalhos. Barros et
al., (2016), avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de licor feito utilizando o0 engaco de uva
durante dois periodos de maceracéo (0,90 e 180 dias) e compararam com licor ja comercializado
no mercado (licor base). Os licores apresentaram uma media de pH que variou de 4,27 (licor
base) a 3,96 (90 dias). Essa informacdo apresenta importancia expressiva no quesito de

producédo industrial, uma vez que o menor valor obtido ndo foi relativo ao maior tempo de
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maceracao (180 dias) que apresentou um pH de 4,04. Esses resultados condizem por exemplo
com os resultados apresentados em nosso estudo para as formulagdes F1j10 que iniciou com
pH de 6,15, caindo para 5,89 no 3°, voltando a subir no 4° dia para 6,01 e se mantendo superior
a 5,89 (3° dia), até o 8° dia. A formulacdo Fg25 tambeém apresentou queda gradativa até o 10°
dia, com média de 4,88, voltando a subir no ultimo dia de analise com pH de 5,01.

A avaliacdo da densidade em bebidas estd associada diretamente a graduacédo
alcoolica, bebidas elaboradas a partir do processo de mistura (infusdo) sdo necessariamente
examinadas quanto a esse parametro por apresentarem graduacdo alcodlica mais elevada
quando comparadas a bebidas apenas fermentadas (OTEGBAYO; AKWA; TANIMOLA,
2020), e consideravelmente em nosso estudo por também utilizarmos um processo de diluicéo
durante a maceracdo alcodlica.

Os resultados das médias para densidade apresentados (Tabela 8), mostraram para
todas as formulagdes, tanto as produzidas com folha de jabuticabeira quanto com semente de
guanandi, um aumento em paralelo a quantidade de agua presente na solucdo. As menores
médias ocorreram para as formulagdes F1j10 F1j20 e F1j30 com densidade de 0,934 g/cms, e
maior média para a F8j30 com densidade de 0,954 g/cmg, para as formulacfes com folhas de
jabuticabeira. Para a semente de guanandi a menor média foi 0,933 g/cms?, para formulagdo
F1925, e as maiores médias para F8g40 e F8g55, com 0,954 g/cm3.

Segundo Da Silva Porto et al.,, (2021), as interacbes que ocorrem entre 0S
componentes do solvente e 0s componentes presentes na matéria seca atuam diretamente na
densidade da bebida as quais influenciam diretamente na viscosidade. ja os nossos resultados
estdo proximos das médias apresentadas por Jesus et al., (2020) que avaliou as propriedades
fisico-quimicas de cachaca e tiquira comercializadas em Sao Luiz/MA as quais apresentaram
uma média de 0,940 e 0,941 g/cm3 respectivamente. Essa variacdo esta associada a diferenca
na graduac&o alcodlica, no caso a quantidade de alcool e agua no solvente, além da composi¢do
de residuos e matérias secas, constituidas de substancias dissolvidas presentes em bebidas
fermentadas que geram um “corpo” como exemplo, o teor de solidos soluveis existente entre a
cachaca e o vinho diminuindo a graduacdo alcoolica (OTEGBAYO; AKWA; TANIMOLA,
2020).

A Figura 11 apresenta a média e a variacdo da densidade durante o processo de
infusdo, correspondendo a Imagem (A) as formulagdes com folhas de jabuticabeira e a Imagem

(B) as formulagdes com sementes de guanandi.
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Figura 11. Média e comportamento na variacdo da densidade durante os 27 dias
de infusdo (A formulagbes com folhas de jabuticabeira e B formulagdes com

sementes de guanandi).
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Como dispostos na metodologia da pesquisa foram intencionalmente reduzidos
gradualmente nas formulagdes F2j10, F3j20, F4j30, F5g25, F6g40 e F7g55 iniciando em 50
°GL e finalizando em 38 °GL através da diluicdo com agua destilada. Essa diminuicdo
intencional na graduacao alcoodlica buscava apontar durante o processo de maceracao alcoélica,
principalmente, qual o melhor ponto de extracdo dos componentes presentes na matéria seca,

uma vez que a quantidade de agua disponivel no solvente afeta diretamente na extracdo dos
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compostos hidrofilicos presentes, além da capacidade de altera¢cBes nos atributos sensoriais
durante a diluicdo (OLIVEIRA et al., 2015).

O extrato seco em bebidas alcoolicas representa o peso do residuo restante, apos
evaporacdo do conteudo volatil da amostra, onde sdo somados todo contetdo néo volatilizado
durante secagem em estufa. Esse residuo é formado por sais organicos e minerais, compostos
fendlicos e nitrogenados, polialcoois, agucares e polissacarideos (OLIVEIRA, 2015; RIZZON;
MIELE, 2002). A avaliacdo desse parametro é extremamente importante principalmente
quando se trata de bebidas espirituosas que se apropriem do processo de infusdo como é o caso
dos licores, que se diferenciam de outras bebidas destiladas como vodkas e uisques por
apresentarem interacdo direta com a matéria organica ap6s a destilacdo e em alguns casos serem
adicionados de acUcares, apresentando desta forma maior quantidade de residuos
(ARZBERGER; LACHENMEIER, 2008).

Segundo os resultados apresentados na Tabela 8, os contelidos de extrato seco
apresentaram aumento em paralelo a maior quantidade de matéria seca postas em infuséo,
apresentando maior quantidade a F1j30 com 9,1798 g/L* e menor a F2j10 com 3,1317 g/L*!
para as formulacdes com folhas de jabuticabeira. Para as formulacdes com semente de guanandi
a maior quantidade de residuo ocorreu para a F1g55 com 3,9235 g/L"* e a menor para F8g25
g/L™L. Outro fator que podemos observar que interferiu na maior quantidade de residuos foi a
graduacdo alcodlica, onde as formulagdes que se mantiveram em infusdo em alcool de cereais
a 50 °GL obtiveram maior quantidade de extrato seco.

Segundo Miranda et al., (MIRANDA et al., 2008) uma das causas do aumento na
quantidade de extrato seco em bebidas envelhecidas em barris de madeira por longos periodos,
e com altas concentracdes do °GL, pode ser explicado pela interacdo do alcool etilico com a
composicao fenolica, onde ocorre por exemplo a degradacdo da lignina pelo etanol em
compostos aromaticos como a vanilina, ocorrendo também alteracbes em decorréncia a
oxidacdo e etanolise desses compostos sendo estes incorporados a bebida. Arzberger;
Lachenmeier (2008), avaliaram e compararam o0 extrato seco de bebidas destiladas (rum,
vodka, conhaque, uisque, e tequila) de bebidas com processo de infusdo apds destilacdo
(licores). Os resultados apresentaram uma média geral para os destilados de 0,46 g/L™* e como
esperado niveis maiores para os licores com média de 4,2 g/LL. Esses valores estdo de acordo
e dentro das médias apresentadas em todas as formula¢Ges com menor porcentagem de matéria

seca do nosso estudo.
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A Figura 12 apresenta a média e a variacdo na quantidade de extrato seco
apresentada durante o processo de infusdo, correspondendo a Imagem A as formulagdes com

folhas de jabuticabeira e a Imagem B as formulagGes com sementes de guanandi.

Figura 12. Variagdo do Extrato seco durante os 27 dias de infusdo (Imagem A
formulagdes com folhas de jabuticabeira e Imagem B formulagbes com

sementes de guanandi).
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Ja quando se trata de fermentados de frutas Bessa et al., (2018) encontraram para
bebida alcodlica fermentada de meldo (Cucumis melo L.) uma média de extrato seco de 59,83
g/L%, Oliveira (OLIVEIRA, 2015) ao avaliar fermentada a base de jambol&o (Syzygium cumini)
e caldo de cana-de-agticar encontro uma média de extrato seco de 27,58 g/L e Rizzon; Miele

(2002) ao avaliarem o vinho produzido com cv. Cabernet Sauvignon obtiveram uma média de



60

extrato seco de 24,70 g/L™. Esses maiores valores para estas bebidas estdo relacionados a
incorporagdo de compostos fendlicos durante o processo de fermentacdo, e associado a
inexisténcia do processo de destilacdo, onde, consequentemente, apresentam uma composicao
residual mais elevada.

Por possibilitar a adicdo de agucares e/ou xaropes apds todo o processo de infuséo,
a legislacéo brasileira determina que para bebidas alcodlicas que utilizem o processo de mistura
seja determinado a quantidade de actcares totais em g/L™%, no entanto para a bebida produzida
neste trabalho a qual é definida como aguardente composta essa adi¢cdo ndo ocorreu, sendo
estipulado a principio em 0 g/L™t em aglicares totais (BRASIL, 2008b). De qualquer forma, por
utilizarmos material vegetal procedentes de variedades frutiferas, na quantificacdo dos solidos
soluveis totais (SST) foram considerados a soma de todos os solidos dissolvido na bebida, os
quais foram constituidos por outros sélidos, além do actcar (LIMA; LIMA; GALVAO, 2011).

Avaliando a Tabela 8 podemos observar que 0 aumento na quantidade de sélidos
sollveis totais dissolvido estd diretamente atrelado a quantidade de matéria seca presente nas
infusdes, apresentando uma elevacéo de 4,24% entre F1j10 e F1j30, de 3,14% entre as F2j10
e F4j30, e de 3,62% entre F8j10 e F8j30 para as formulacbes com folhas de jabuticabeira. Ja
para as formuladas utilizando sementes de guanandi, observamos um menor aumento na
quantidade de SST, com uma média percentual de 1,87% entre as F1g25 e F1g55, e 3,94% entre
as F5g25 e F7g55. Para as formulacdes controle que permaneceram em infusdo com alcool de
cereais a 38 °GL (F8g25, F8g40 e F8g55) as mesmas nao apresentaram variacdo na quantidade
de SST.

Na industria, a avaliagdo e quantificacdo de SST estd ligada ao rendimento,
sobretudo quando se deseja avaliar o processo de fermentacdo onde é gerado o alcool e 0s
produtos secundarios que trazem atributos sensoriais a bebida (MIRANDA et al., 2008).
Bebidas destiladas que ndo passam pelo processo de infusdo comumente apresentam uma
quantidade de SST menor mesmo que utilizando matéria-prima rica em agucares, sendo estes
convertidos em &lcool e CO» quase que completamente durante a fermentacdo, como podemos
ver nos resultados apresentados por Ramos (2018), que avaliou o processo fermentativo de
aguardente produzida com seriguela (Spondias purpurea L.), a qual apos a Chaptalizacdo do
mosto aferiu-se um Brix de 16°, e ao término da fermentacéo esse valor caiu para 6° Brix. Para
Bessa et al., (2018), ao avaliarem bebida alcoolica fermentada de meldo (Cucumis melo L.),
apontaram um Brix inicial do mosto de, 15° e, ao término da fermentacdo, uma um valor de 5°

Brix.
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A Figura 13 apresenta o comportamento na variagdo de sélidos sollveis total em
°Brix juntamente com suas respectivas médias apresentadas durante o periodo de infuséo,
correspondendo a Imagem (A) as formulagdes com folhas de jabuticabeira e a Imagem (B) as

formulagbes com sementes de guanandi.

Figura 13. Média e comportamento na variacdo do SST em °Brix durante os 27
dias de infuséo (A formulagdes com folhas de jabuticabeira e B formulagfes
com sementes de guanandi).
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Esses valores estdo abaixo dos valores encontrados neste estudo, tendo em vista que
em nosso processo de producdo ndo existe uma destilacdo ou etapa apds a infusdo que separem
esses solidos soltveis. Mesmo sendo inferiores, nossos resultados séo similares no aumento dos
valores de SST quando comparado a processos de producdo de licores, como nos resultados
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apresentados por Marques et al., (2020) que apresentaram uma media de 20,24° Brix para licor
de maracuja com flores de jambu; ou Oliveira et al., (OLIVEIRA et al., 2015) que apontaram
uma média de 29,1° Brix para licores de graviola; e por Andrade et al., (2020) que ao avaliarem
as caracteristicas fisico-quimicas de licor de agai apresentaram uma media de 26,16° Brix.

Avaliando a Tabela 8 as médias de acidez titulavel (AT) para nossas formulacdes,
assim como SST, apresentaram um aumento em relacdo a quantidade de matéria seca em
infusdo. Para as formulacdes controle que ficaram em uma graduacéo alcoolica de 50 °GL os
resultados apresentaram um aumento de 110,2% entre as F1j10 e F1j30, passando de 7,69 para
16,17 em mg/100 mL. Ja as formulaces que passaram pela diluicdo gradativa apresentaram
um aumento de 120,4% entre as F2j10 e F4j30, indo de 7,82 para 17,24 em mg/100 mL. Para
as formulagdes controle que ficaram a 38 °GL houve um aumento de 107,4% entre as F8j10 e
F8j30, subindo de 7,79 para 16,16 mg/100 mL esses resultados sdo referentes as formulacGes
que utilizam folhas de jabuticabeira.

Ja as que foram produzidas com sementes de guanandi apresentaram uma acidez
titulavel bem menor, todavia com um aumento até mais expressivo em relagdo a quantidade de
matéria seca em infusdo. Essa diferenca apontou uma elevacao de 125,6% entre as F1g25 e
F1g55 passando de 3,09 para 6,97 de mg &cido/100 mL, 75,6% entre F5g25 e F7g55, indo de
3,37 para 6,97 de mg /100 mL, e aumento de 131,3% entre as F8g25 e F8g55, iniciando em
2,97 e finalizando com 6,85 de mg /100 mL.

A acidez total se apresenta como um dos parametros que influenciam diretamente
na qualidade sensorial e estabilidade da bebida principalmente quando adicionado de matérias-
primas organicas (SILVA et al., 2011). A acidez total de uma bebida alcdolica est4 fortemente
ligada ao processo de fermentacdo, e por isso na maioria das vezes esta associada a qualidade
do fermento e o estado em que 0 mesmo se encontra, assim como a procedéncia do mosto e da
matéria-prima utilizada. A rigorosidade no controle desses parametros é de extrema
importancia para producdo de uma bebida mais suave, ou seja, menos &cido (PENG et al.,
2016).

A Figura 14 apresenta a variagdo assim como 0 aumento na média da acidez total
em mg de acido acético/100 mL de alcool anidro, durante o periodo de infusdo, correspondendo
a Imagem (A) as formulacdes com folhas de jabuticabeira e a Imagem (B) as formulagfes com

sementes de guanandi.
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Figura 14. Média e variacdo da acidez titulavel (mg/100 mL) durante a infusdo
(A - formulagdes com folhas de jabuticabeira); (B - formulacbes com sementes

de guanandi).
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Mesmo utilizando alcool de cereais inicialmente a 96 °GL e diluidos para 38 e 50
°GL o que apresenta um valor de acidez titulavel proximos a neutralidade, o nosso estudo
utiliza-se do processo de infusdo com matéria-prima de origem vegetal, essa etapa associada
com o tempo de maceragdo alcodlica influencia diretamente no aumento da acidez, decorrentes
da oxidacdo do etanol o qual contribui para formacédo de acetaldeido, conduzindo a formacéo
de acido acético (MIRANDA et al., 2008; REAZIN, 1981).

Segundo Catéo et al., (2011), que avaliaram a interacdo de 5 espécies de madeiras
para envelhecimento de cachaca e a relacdo entre o tempo de armazenamento e 0 aumento da

acidez total, onde apontam um acréscimo nas médias em paralelo ao tempo de envelhecimento,
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assim como no nosso estudo esse avango na acidez titulavel pode estar associado as reacfes de
extracdo de compostos presentes na matéria seca como taninos e compostos fendlicos,
compostos secundarios e &cidos ndo volateis (MORI et al., 2003), o que também explica a maior

concentragdo de acidez titulavel nas formulagdes com maior proporcéo de matéria seca.
5.2 Avaliacdo da mudancga na intensidade de cor no decorrer do processo de infusédo

A avaliacdo das alteracbes na intensidade de cor foi realizada levando em
consideracdo a absorbancia obtida por espectrofotdmetro durante os 27 dias de infusdo, sendo
realizada a cada 48 horas. Para as formulagdes utilizando as folhas de jabuticabeira a
intensidade apresentou niveis com variacdo maior em comprimentos de onda, variando de 500
a 578 nm, que segundo Franca; Santos; de Lima, (2007) estdo relacionadas a tonalidade verde.

Segundo alguns autores, a cor da bebida é o primeiro dos atributos sensoriais que
se apresenta ao consumidor. Desta forma, a utilizagdo de componentes que agreguem uma cor
que chame atencdo é um fator indispensavel para o sucesso de uma nova bebida (CATAO et
al., 2011). Para obtengdo desse atributo a indlstria de bebidas alcoolicas, utilizam-se de
processos como o envelhecimento em barris de diversas espécies de madeira, adigdo de corantes
artificiais como o caramelo IV (ASHURST; HARGITT, 2009; CASTRO et al., 2015), e nos
ultimos anos, produtores principalmente de cachacas e aguardentes vém utilizando o processo
de infusdo com lascas, chips e aparas de madeira para alcance das caracteristicas desejadas de
cor. Segundo Bortoletto (2013) a utilizagdo desta tecnologia apresenta uma taxa de extracéo de
compostos mais rapida quando comparada apenas aquelas envelhecidas em barris.

As folhas da jabuticabeira apresentam uma composicao rica em compostos volateis
como terpenos, flavonoides, quercetina, compostos fenolicos e alcaldides, seus 6leos essenciais
sdo muito utilizados na industria farmacéutica e de cosméticos, porém, sabe-se ha muitos anos
que as folhas também sdo matéria-prima na producdo de chas considerados fitoterapicos. Isso
faz com que apresentem uma composicao quimica com potencial para agregar caracteristicas
sensoriais de cor e sabor desejaveis a bebida durante o processo de maceracdo alcodlica
(PEREIRA; MARTINS, 2007).

A Figura 15 apresenta a varia¢do na cor da bebida para as formula¢ées com folhas
de jabuticabeira, distribuidas entre formulagbes F1j10, F1j20 e F1j30 (Imagem A)
correspondente as formulagdes controle a 50 °GL, as F2j10, F3j20 e F4j30 (Imagem B) para as
formulacbes que passaram pela diluigdo gradual e as F8j10, F8j20 e F8j30 (Imagem C) para as

formulagdes controle que permaneceram a 38 °GL.
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Figura 15. Variacdo da cor durante o processo de infusdo para as formulacGes com
folhas de jabuticabeira (intensidade de verde)
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F8j10 0,40 0,61 0,89 1,07 1,24 1,45 154 164 1,69 1,72 1,81 1,80 1,81
F8j20 1,05 1,64 1,69 1,78 191 1,98 2,04 2,07 2,11 2,10 2,11 2,12 2,12
F8j30 1,39 1,84 2,01 2,03 2,10 2,13 2,18 2,22 2,22 2,23 2,24 2,24 224

Fonte: Proprio autor.
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Observando a Figura 15 podemos observar uma inclinagdo expressiva em todas as
formulagdes entre 0 1° e o 3° dia de analise, mantendo um ganho significativo na intensidade
da cor verde, onde houve aumento na absorbancia de 111, 42 e 47% para F1j10, F1j20 e F1j30
respectivamente; de 98, 38 e 17% para F2j10, F3j20 e F4j30 respectivamente e de 52, 56 e 32%
para as F8j10, F8j20 e F8j30 respectivamente.

As alteracGes de cor ao longo tempo, observadas em nosso trabalho, estdo de acordo
com os resultados apresentados por Kriiger (2016) ao avaliar a evolucao dos parametros de cor
(L*, a* e b*) em licor de Maga envelhecido com chips de madeira, durante 90 dias, em infus&o.
Este trabalho mostrou uma evolugédo nos parametros de L* (luminosidade), e uma queda nos
parametros a* (+a indica vermelho e —a indica verde), expressiva até o 7° dia, exibindo
alteragdes relevantes até o 14° dia e depois permanecendo inalterado.

Ja os resultados apresentados por Barros et al., (2016) apresentam resultados
contraditérios aos expressos por Kriger (2016), porém semelhantes aos nossos em relacdo a
luminosidade. Estes autores avaliaram um licor a base de engaco de uva, e apontaram uma
queda na luminosidade que pode ser explicada pelo tempo de maceracéo alcodlica utilizado,
180 dias, sendo esta queda da luminosidade influenciada pela passagem de particulas da
matéria-prima vegetal para a bebida, aumentando sua turbidez. Além disso, por ser uma bebida
rica em polifendis, como é o caso de nossas folhas, € possivel que ocorra a precipitacdo de
compostos bioativos durante o armazenamento (GIRONES-VILAPLANA et al., 2015).

Para as formulacdes utilizando sementes de guanandi, as amostras se mostraram
com variacOes de intensidade de cor entre 592 a 578 nm, 0 que representa a cor amarelo, e de
620 a 592 nm, representando variacgdo da cor laranja (FRANCA; SANTOS; DE LIMA, 2007).

A madeira do guanandi ja € bastante referenciada na literatura principalmente pelas
suas caracteristicas de resisténcia para utilizagdo na fabricacdo de moveis, embarcagdes e o0 que
mais nos interessa na producdo de barris utilizados no envelhecimento de bebidas alcodlicas
(LORENZI, 1992). Ja as sementes de guanandi apesar de ndo apresentarem um grande ndmero
de estudos de sua composicdo quimica na literatura, exibem indices de germinagdo e
desenvolvimento das plantulas bem definidos e com resisténcia a variacGes de solo e clima
(LIMA, 2011).

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos com as anélises espectrofotométricas
na mudanca da intensidade de cor das formulagdes utilizando sementes de guanandi, divididas
entre as formulagdes F1925, F1940 e F1g55 (Imagem A); F5g25, F6g40 e F7g55 (Imagem B)
e F89g25, F8g40 e F8g55 (Imagem C).
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Figura 16. Variacdo da cor durante o processo de infusdo para as formulagdes com
sementes de guanandi (intensidade de laranja e amarelo)
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F1g25 0,030 0,042 0,075 0,106 0,126 0,144 0,156 0,205 0,224 0,250 0,276 0,290 0,306
F1g40 0,051 0,080 0,111 0,133 0,140 0,208 0,231 0,287 0,311 0,348 0,377 0,427 0,506
F1g55 0,057 0,131 0,190 0,214 0,268 0,312 0,379 0,420 0,503 0,515 0,528 0,533 0,546
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F5¢25 0,029 0,038 0,071 0,089 0,121 0,136 0,176 0,207 0,218 0,270 0,300 0,316 0,371
F6g40 0,044 0,063 0,114 0,133 0,186 0,217 0,280 0,329 0,360 0,388 0,422 0,461 0,497
F7955 0,047 0,107 0,171 0,202 0,257 0,274 0,318 0,348 0,390 0,423 0,428 0,471 0,521
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F8g25 0,015 0,035 0,049 0,094 0,104 0,145 0,162 0,187 0,207 0,218 0,282 0,300 0,322
F8g40 0,050 0,089 0,104 0,121 0,183 0,202 0,232 0,280 0,307 0,345 0,400 0,419 0,456
F8g55 0,084 0,138 0,188 0,208 0,228 0,267 0,301 0,333 0,387 0,394 0,411 0,484 0,499

Fonte: Préprio autor.
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Observando a Figura 16 podemos observar que, diferente das formulagdes que
utilizam as folhas de jabuticabeira, as produzidas com semente de guanandi proporcionaram
um aumento na tonalidade de amarelo durante todo o processo de maceragdo alcodlica, ou seja,
durante todos os 27 dias de infusdo, todas as formulacGes apresentaram maior absorcdo do
espectro 578 e 620 nm, o que indica 0 aumento na tonalidade de amarelo.

A cor amarela dourada em bebidas destiladas é comumente buscada e apreciada
tanto pelos produtores quanto pelos consumidores, nossos resultados apontaram um enorme
potencial das sementes de guanandi como fonte de pigmentos que trazem essa cor as bebidas
em um curto prazo de infusdo, uma vez que, todas as formulagdes ja apresentaram cor desejada,
quando comparadas a produtos similares encontrados no mercado, que na maioria das vezes
passam por anos de envelhecimento como no caso dos uisques, ou utilizam-se da adicdo de
corantes artificiais como em alguns conhaques, e ndo estagnando esse aumento na tonalidade
de amarelo até o ultimo dia de infus&o.

Bortoletto (2016) ao avaliar a influéncia da madeira na qualidade quimica e
sensorial de cachagas envelhecidas por 24 meses constatou, assim como em nosso estudo, um
aumento na tonalidade de gradativo e continuo durante todo periodo de envelhecimento. O
mesmo autor aponta que ao utilizar lascas de carvalho europeu em infusdo em cachagas em
periodo de envelhecimento, esse tempo necessario para obtencdo do atributo de cor desejada
pode cair bruscamente para menos de 12 meses. Esses resultados vdo de encontro aos
apresentados nestes estudo uma vez que as sementes de guanandi apresentam coloracao
semelhante a de lascas de madeira e mesmo as bebidas ndo estando em envelhecimento em
barris, a solucdo hidro alcodlica proporciona a extracdo de compostos para a bebida.

5.3 Selecéo preliminar das melhores formulagdes por profissional especializado

Para a selecdo das formulacGes que mais se destacaram, foram levadas em
consideracdo primeiramente a conformidade diante da legislacdo, seguindo as instrucdes
descritas para aguardente composta na Instru¢cdo Normativa n° 35, de 16 de novembro de 2010
(BRASIL, 2008b), onde apenas as formulagdes F4j30 e F6g40 ndo terminaram com graduagéo
alcodlica entre de 38 e 54 °GL, aferindo ao final 36 °GL, porém, todos 0s outros parametros se
apresentaram dentro dos limites estipulados.

A cor é um importante atributo avaliado pelos consumidores em uma bebida, e
incide diretamente na composi¢do quimica destas bebidas, onde estdo ligadas a quantidade de

pigmentos extraidos durante os processos de producdo, o que leva a expectativas de sabor e
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aroma pelo consumidor (OLIVEIRA, 2015). Desta forma, o segundo ponto levado em
consideracéo foi a cor, onde a partir da avaliagdo do licorista Renato Boaretto, 9 formulacfes
se descaram: as F1j20, F2j10, F3j20 e F8j20 para as bebidas utilizando folhas de jabuticabeira,
e para as formulacdes produzidas com sementes de guanandi as F1925, F1g55, F7g55, F8g25
e F80g55. Essa avaliacdo foi realizada em comparacdo com bebidas alcodlicas similares
encontradas no mercado.

Quando falamos de aromas em bebidas alcoolicas, estamos relacionando uma série
de percepcOes apresentadas pela composicao e reacdes quimicas presentes e ocorridas na bebida
durante as varias etapas de produgdo, e formam o que chamamos de “buqué aromatico”, e estdo
relacionadas desde a qualidade da matéria-prima, passando pela fermentacdo, destilacdo e o
mais comum para bebidas destiladas o envelhecimento, que caracterizam inimeras bebidas
através da formacdo do buqué durante o processo, associadas a transferéncia de ésteres dos
barris para as bebidas (VOLPE; BONA; CAMPO, 2013). As duas avaliagbes sensoriais
realizadas pelo licorista Renato Boaretto foram conduzidas no Hotel Melid Paulista, Av.
Paulista, 2181 - Consolagéo, S&o Paulo/SP.

Mesmo nossas bebidas ndo apresentando o processo de envelhecimento em barris,
e utilizar alcool de cereais com pureza de 96%, foram utilizados os processos de infusdo com
matéria-prima de origem vegetal, o qual desencadeia a transferéncias de compostos que formam
o “buqué aromatico”. Desta forma, foi realizado a avaliacdo do aroma buscando as que se
destacam com um buqué aromatico que ressaltasse caracteristicas herbais para as formulacGes
com folhas de jabuticabeira sendo selecionadas numa segunda fase as F1j20, F3j20 e F8j20, e
para formulagdes com sementes de guanandi um buqué aroméatico com notas de madeira,
destacando-se a F1925, F7g55, F8g25 e F8g55.
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5.4 Resultado da analise citotoxica das formulacdes selecionadas

A Figura 17 mostra as curvas de dispersdo obtidas no bioensaio Brine Shrimp Test,
realizadas com extratos das formulagdes com semente de guanandi (F1g25, F7g55, F8g25 e
F8g55), e aponta a taxa de sobrevivéncia das Artemias salinas frente as diferentes

concentracoes.

Figura 17. Percentual de sobrevivéncia das Artemias salinas nos extratos com
sementes de guanandi
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Fonte: Proprio autor

Observando os resultados obtidos na Figura 17, podemos destacar que nas
concentracdes utilizadas (100 ppm, 500 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm) ndo foi constatada
letalidade de 50% para nenhuma das formulagdes.

As taxas de sobrevivéncia sdo calculadas de acordo com a mortalidade das Artemias
salinas em exposicao nas diferentes concentracdes, sendo expostas 10 Nauplios em cada tubo.
Dentre todas as formulages a com maior taxa de sobrevivéncia a F8g25 que obteve 93,3% para
100 ppm; 90,0% para 500 ppm; 90,0% para 1000 ppm e 86,7% para 1500 ppm. Em contra
partida, a formulagdo que apresentou a menor taxa de sobrevivéncia e que mais se aproximou
de 50% de letalidade foi a Fg7°°, que apresentou 86,7% para 100 ppm; 80,0% para 500 ppm;
76,7% para 1000 ppm, e 63,3% para 1500 ppm. Desta forma, os resultados se apresentam
inversamente proporcionais, ou seja, a medida que se aumenta a concentragdo dos extratos
observa-se uma queda na taxa de sobrevivéncia, que segundo Meyer et al., (1982), taxas de

50% de mortalidade com valores de amostra > 1000 pug mL™ sio consideradas atoxicas, servido
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principalmente para direcionar esses novos compostos, se toxicos, frente a A. salina, para
estudos mais aprofundados como no uso para herbicidas e inseticidas, ja quando se mostrando
atoxicos podendo seguir para estudos farmacolégicos e alimenticios.

Os testes com A. salina sdo comumente utilizados pela sua baixa complexibilidade,
baixo custo e podem ser realizado com uma pequena quantidade de amostras, além do descarte
de equipamentos especificos que na maioria das vezes impossibilitam a realizacdo de analises
de toxicidade em alimentos, sendo usado como um teste inicial na avaliacdo do potencial
citotdxico de novos compostos (MCLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998).

N&o foi encontrado na literatura ensaios de toxicidade realizados com sementes de
guanandi, por outro lado, outros estudos encontrados na literatura, assim como 0S n0OSSOS,
apontaram resultados atoxicos utilizando o bioensaio com A. salinas para sementes de Moringa
oleifera Lam, por Dantas et al., (2020), também em sementes e vagens de Lupinus lanatus
Benth Lopes et al., (2015), e quando realizado o mesmo ensaio sobre o 6leo das sementes de
Annona glabra L. realizados por Laranjeira (2016), os resultados foram de taxa de mortalidade
de 50% com valor de 716,54 ug mL que segundo Meyer et al., (1982) indica baixa toxicidade.
Em contra partida, Mazepa (2014) e Sousa (2007) ao avaliarem sementes de Joannesia princeps
e Annona Atemoya Mabb, respectivamente, apontaram altas taxas de mortalidade com baixos
valores na concentracio dos extratos < 100 pg mL™?, o que indica alta toxicidade frente a.
salinas (MEYER etal., 1982).

Para as formulacbes em que foram utilizadas as folhas de jabuticabeira como
matéria-prima (F1j20, F3j20 e F8j20), as taxas de sobrevivéncia das A. salinas expostas as
diferentes concentracGes dos extratos, estdo dispostas na Figura 18.
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Figura 18. Percentual de sobrevivéncia das Artemias salinas nos extratos
com folhas de jabuticabeira.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se que a taxa de sobrevivéncia das Artemias Salinas nas formulagcdes com
as folhas de jabuticabeira se assemelha com as taxas obtidas nas formulag¢fes utilizando
sementes de guanandi. Ambas apresentam um comportamento de queda na sobrevivéncia de
acordo com 0 aumento da concentracdo do extrato, apresentando a melhor taxa de sobrevivéncia
a F8j20 com 90% para 100 ppm e menor de 76,7% para 1500 ppm, ja a formulacdo que obteve
a maior taxa de mortalidade, foi a F3j20 com percentuais de 83,3 e 56,7% maior e menor taxa
de sobrevivéncia respectivamente.

Desta forma podemos observar que as formulagcdes com folhas de jabuticabeira
apresentaram indices de mortalidade para populacdo de Artemias Salinas maiores que as
formulagdes utilizando sementes de guanandi, entretanto, nenhuma das formulagdes alcangou
a taxa de 50% em nenhuma das concentracOes do extrato.

Estudos sobre a composi¢do quimica das folhas de jabuticabeira sdo mais faceis
de encontrar na literatura, isso devido a sua longinqua utilizagdo na produgéo chas na medicina
popular, principalmente pelas suas propriedades fitoterapicas (PEREIRA; MARTINS, 2007).
No entanto, em contradi¢do aos nossos resultados, um estudo recente realizado por Mendonca
de Assis et al., (2021) avaliou a toxicidade das folhas de jabuticabeira (P. cauliflora) e apontou
resultados frente a A. salina e constatou mortalidade de 50% a uma concentracdo de 360,92 pg
mL%, o que segundo Meyer et al., (1982) apresenta um toxicidade moderada, de outro modo

Chavasco et al., (2014) avaliou os extratos da folhas de jabuticabeira (P. cauliflora) utilizando
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0 método de MTT onde sdo empregadas células (derivado de Aedes albopictuslarvae), e
constatou taxas atoxicas para todas amostras. Desta forma deve-se ressaltar que a partir dos
resultados apresentados em ensaios preliminares de toxicidade onde aponte altas taxas de
mortalidade (> 50%) deve-se haver aprofundamento dos testes citotoxicos, utilizando ensaios

mais robustos e sensiveis como por exemplo toxicidade aguda e cronica (PELLI et al., 2008).
5.5 Avaliacao fisico-quimica das formulaces selecionadas

Ap0s selecdo das formulagdes levando em consideracdo alguns aspectos fisicos e
sensoriais as 7 amostras preferidas, segundo avaliacdo do Licorista Renato Boaretto (F1j20,
F3j20, F8j20, F1g25, F7g55, F8g25 e F8g55), foram novamente produzidas seguindo as etapas
de producdo inicial apresentadas no topico 4.3, diferenciando-se apenas pela retirada do
processo de remocdo de aliquotas para avaliacao da cinética de extracéo.

Foram realizadas as analises de pH, acidez total titulavel, densidade, cor, sélidos
sollveis e extrato seco, sendo esta realizada nas amostras antes e apos a filtragem, ao final do
periodo de 27 dias. Todas as formulacdes foram padronizadas para 38 °GL e a Tabela 09

apresenta o resultado para analises fisico-quimicas das 7 formulagdes selecionadas.



Tabela 9. Resultados das analises fisico-quimicas das 7 formulac¢@es selecionadas apds processo de infuséo.
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Analises fisico-quimicas

Form. pH Densidade °GL Extrato seco (em g/L ™) OSST ATT cor
AF DF (°Brix) L* a* b*

F1j20 5,10+0,01% 950+0,58% 49  14,2167+3,88° 7,9983+1,14%° 14,5+0,15° 4,080+0,93% 27,45+0,24" 1,09+0,04* 0,32+0,06¢
F3j20 5,20+0,01¢ 948+1,00° 37  10,8980+2,62¢ 6,9117+1,48%° 14,4+0,06® 4,692+1,07° 27,86+0,04° 1,39+0,01° 0,86+0,12
F8j20 5,21#0,02° 951+1,15° 38  11,0733+1,90° 7,1017+1,06° 14,5+0,15° 4,386+0,35° 28,37+0,16° 2,15+0,03% 1,51+0,06°
F1g25 5,90+0,02® 951+1,000 51  10,5633+2,57¢ 4,5733+2,03¢ 14,2+0,17° 2,142+0,81°° 32,61+0,27% 1,02+0,03% 5,67+0,02%
F7955 5,82+0,02° 949+0,58% 37  17,8767+7,14% 5,0783+3,12° 14,1+0,10° 1,7340,64° 31,91+0,02% 2,03+0,02° 6,10+0,04?
F8g25 5,93+0,02° 950+1,00° 39 11,3458+2,26% 6,3500+1,17° 14,1+0,06° 1,836+0,61¢ 32,49+0,022 1,30+0,02% 5,90+0,02?
F8g55 5,91+0,01* 948+0,58° 38  16,3680+3,83% 9,6083+3,73* 14,5+0,06* 2,346+0,35°° 30,93+0,02% 2,35+0,02°° 5,08+0,06®

Extrato Seco: AF = Antes da filtragem e DF = Depois da filtragem;
ATT: Acidez Total Tituldvel em mg de &cido acético/100 mL da amostra;
Cor: L* = Luminosidade, a* = coordenada vermelho/verde e b* = coordenada amarelo/azul;
Valores com letras diferentes diferem entre si a um nivel de significancia de p < 0,05
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5.5.1 Awvaliacédo de pH

A Figura 19 apresenta os valores de pH obtidos nas 7 formulagdes selecionadas e
avaliadas apds a maceragéo alcodlica.

Figura 19. Média da caracterizacdo de pH para as 7 amostras selecionadas
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Fonte: Préprio autor.

Avaliando a Figura 19 podemos observar que os niveis de pH estdo de acordo com
0s apresentados nas anélises durante a cinética de extragéo, estando as formulagGes com folhas
de jabuticabeira com menores valores que as formulagdes com sementes de guanandi, sendo a
F1j20 a que mais se aproximou dos valores apresentados anteriormente com menor pH de 5,10.
Ja 2 das 3 formulagbes com folhas de jabuticabeira selecionadas ndo apresentam diferenca
significativa entre si F3j20 e F8j20 com pH de 5,20 e 5,21 respectivamente, e em todas as
formulacbes houve uma aumento quando comparado a cinética de extracdo, o qual pode ser
explicado pela ndo retirada de aliquotas durante a infusdo, o que causa uma menor interacao
solido/liquido.

Para as sementes de guanandi podemos observar uma linearidade entre os valores
de pH, ndo apresentando diferenca significativa entre as formulagdes F1g25, F8g25 e F8g55

com valores médios de 5,90, 5,93 e 5,91 respectivamente e com menor valor a F7g55 com 5,82.
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O Gréfico também aponta uma elevacdo em todos os valores quando comparados
com os resultados apresentados na cinética de extracdo com taxas de 6,5% para F1j20, 12,8%
para F3j20 e 14,76% para F8j20 para as formulac6es com folhas de jabuticabeira, e de 10,7%
para F1g25, 12,6% para F7g55, 18,4% para F8g25 e 17% para F8g55 representado as
formulagcdes com sementes de guanandi. O que pode ter ocorrido para essa elevacdo nos valores
de pH foi a estabilidade na interacdo entre solvente e matéria seca, por ndo haverem retiradas
de aliquotas para andlises diarias, isso fez com que a proporcao solido/liquido se mantivessem
mais estaveis, acarretando em uma maior quantidade de solucdo (&lcool de cereais e agua) nas
infusBes os quais apresentam um pH proximo ao neutro (SHIGEMATSU et al., 2018).

Quando compramos os resultados entre as formulacGes que passaram pela diluicdo
gradual, e as formulacbes controle, as quais permaneceram em infusdo em solvente com
graduacdo alcodlica fixa, os valores de pH diminuiram a uma faixa de 1,9% da F3j20 para
F1j20, mantendo-se estavel para F8j20 para as formulacdes com folhas de jabuticabeira. Para
as sementes de guanandi, as formulac@es diluidas apresentaram uma reducéo nos valores de pH
de 8,4% da F7g55 para F8g55.

5.5.2 Avaliacdo da densidade

A Figura 20 apresenta o resultado da variagdo da densidade para as 7 formulacoes

selecionadas ap6s o processo de macerac¢do alcodlica.
Figura 20. Média da caracterizacdo da densidade para as 7 amostras selecionadas
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Os valores de densidade segundo a Figura 20, apresentaram acréscimo em todas as
formulag¢bes quando comparadas aos valores apresentados na cinética de extracdo, e mesmo as
anélises sendo realizadas ap0s a padronizacdo para 38 °GL das formulagdes controle que
ficaram a 50 °GL durante a infusdo (F1j20 e F1g25), essas apresentaram as menores média de
densidade com 0,948 e 0,9483 g/cm? respectivamente, as quais apresentaram um aumento de
1,5e1,6%.

As demais formulacdes, apesar de apresentarem aumento nos valores de densidade
quando comparados com a cinética de extracdo, ndo chegaram a 1% de acréscimo. Resultados

que expressam a relacdo proporcional de maior densidade para maior quantidade de agua no
solvente (ALMEIDA, 2012).

5.5.3 Avaliacdo do Extrato seco

A analise de extrato seco foi realizada em duas etapas, a primeira foi avaliada as 7
formulacbes antes da filtragem, em seguida todas as formulagdes foram filtradas a véacuo e
novamente avaliadas quanto ao seu extrato seco Figura 21, a utilizacdo desses dois processos

visa apresentar a quantidade de residuos sélidos retidos da bebida apds a filtragem.

Figura 21. Resultados da analise do extrato seco das 7 formulacGes antes e apds a filtragem a
Vacuo
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As quantidades de extrato seco limites ndo sdo mencionados na legislacéo
brasileira, no entanto, s&o compostos que se relacionam com as mudancas sensoriais na bebida
como cor, aroma e sabor, principalmente se tratando de bebidas envelhecidas ou que passem
pelo processo de infusdo, e é representada pela quantidade de residuos ndo volateis presentes
na bebida (VIANA et al., 2016). Um extrato seco elevado também pode levar a precipitagéo de
componentes ao longo da vida-de-prateleira da bebida, o que prejudica seu aspecto visual.

Observando a Figura 21 podemos notar que entre as formulacdes com folhas de
jabuticabeira, as quais possuiam o mesmo peso de matéria seca (20g9/500 mL de alcool de
cereais), a que maior apresentou peso de extrato seco foi a F1j20 que antes da filtragem obtinha
14,2167 e depois da filtragem 7,9983 g/L™ representando uma queda de 43,7%. As demais
formulagdes com folhas apresentaram queda de 36,6% para a F3j20, passando de 10,8980 para
6,9117 g/L, e 35,8% para F8j20, caindo de 11,0733 para 7,1017 g/L 2.

Ja para as formulacdes que utilizam semente de guanandi, assim como os resultados
apresentados na cinética de extracdo, os maiores pesos residuais de extrato seco estdo
relacionados com a maior quantidade de matéria seca em infusdo. A F7g55 apresentou valor
17,8767 g/L™* antes da filtragem, reduzindo para 5,0783 g/L* depois da filtragem a vacuo, com
uma queda de 71,6%, e a F8g55, que antes da filtram apresentou 16,3680 caindo para 9,6083
/L significando uma reducdo de 41,3% de residuos no volateis. As demais formulacdes com
semente de guanandi apresentaram queda de 56,7% e 44% para F1g25 e F8g25.

Os maiores valores encontrados em nosso estudo antes da filtragem sao
semelhantes aos apresentados por Pinto et al., (2015) que avaliou o extrato seco de bebidas
alcodlicas fermentadas obtida a partir de residuos agroindustriais, onde utilizou um processo de
filtragem apenas com peliculas de nylon e algodao e obtiveram médias de 20,49 g/L™, valores
distantes dos nossos depois da filtragem, o que nos aponta uma maior eficiéncia quando
utilizado o processo de filtragem a vacuo junto com pelicula de separacdo e remoc¢do de
residuos, o uso de filtro de papel de filtro qualitativo 80g, sua eficiéncia esta associada a ampla
concentracdo de alfa-celulose de algoddo com grande capacidade de retencdo de particulas
residuais (LIZZETH; QUISPE; NOLET, 2007).

Ja Viana et al., (2016) fizeram uma comparacdo do aumento do extrato seco no
decorrer do tempo de envelhecimento de aguardentes em barris de sassafras durante 12 meses,
0s resultados apontaram uma taxa de aumento de residuo de 78,77% iniciando em 0,52 e

finalizando com 2,45 g/L™?, esse resultado aponta a influéncia que o tempo de maceragio pode
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influenciar na extracdo de compostos ndo volateis, esse resultado vai de encontro aos nossos
apresentados na cinética de extragdo onde o parametro de extrato seco foi 0 que mais apresentou
variagOes no decorrer do processo de infus&o.

Outro estudo interessante que podemos evidenciar como referéncia foi o realizado
por Santos Neto et al., (2021) que avaliaram licor produzido com folhas de umbu (Spondias
tuberosa Arruda) e microalga (Spirulina spp.), o qual apresentou média de extrato seco de 7,96
g/L2, valor muito proximo aos nossos para as formulagdes com folhas de jabuticabeira depois
da filtragem a vécuo.

Avaliando os pesos residuais entre as formulacdes controle e as formulacdes
diluidas, observamos uma redugdo em todos os valores de extrato seco antes da filtragem,
apresentando queda de 23,3% da F1j20 para a F3j20, e de 1,6% da F8j20 para a F3;j20, para as
formulacbes com folhas de jabuticabeira, ja para as com sementes de guanandi a reducéo foi
inversa, com queda de 8,4% da F7g55 para a F8g55. Apos a filtragem a vacuo as formulagdes
com folhas de jabuticabeira ainda apresentaram uma reducdo nos pesos residuais das
formulac6es diluidas para as controle com queda de 13,6% da F1j20 para a F3j20 e de 1,4% da
F8j20 para a F3j20, e se destacando para os valores de extrato seco, as formulacGes com
sementes de guanandi que apresentaram reducdo 47,1% da F8g55 para a F7g55, formulagdes

controle e fixa respectivamente.
5.5.4 Avaliacéo dos Solidos soluveis (°Brix)

Os solidos soluveis totais foram avaliados quanto ao seu ° Brix tendo em vista que
as duas matérias secas utilizadas sdo oriundas de frutiferas nativas da Mata Atlantica e podem
trazer niveis de sélidos soltveis dissolvidos para a bebida (BERNARDO et al., 2021). Os

resultados para SST estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Resultados para solidos sollveis totais ° Brix para as 7 formulagdes selecionadas
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Fonte: Préprio autor.

Ao avaliarmos a Figura 22 podemos observar que entre as formulagdes com folhas
de jabuticabeira ndo houve uma diferenca significativa entre as formulagdes, que apresentaram
14,47, 14,43 e 14,47° Brix. As formulagdes F1j20, F3j20 tiveram uma queda de 14,4 e 12,0%,
respectivamente, enquanto a F8j20 apresentou um acréscimo de 1,9% quando comparadas com
os resultados apresentados durante o estudo da cinética de extragao.

Para as formulagdes com sementes de guanandi a maior concentracdo de SST foi
observada nas F7g55, com 16,0° Brix, e na F8g55, com 14,53° Brix, ambas apresentando um
aumento de 1,2% e 10,9%, respectivamente, quando comparadas aos resultados apresentados
na cinética de extracdo. Ja as formulagdes com menor quantidade de sementes, F1g25 e F8g25,
apresentaram queda nos niveis de SST, com taxas de 11,25% para F1g25 e 0,7% para F8g25, 0
que nos apresentando aumento proporcional a quantidade de matéria seca em infuséo.

Santos Neto et al., (2021) ao avaliar licor produzido com folhas de umbu apresentou
resultados com maiores valores de SST com média de 17,11° Brix, j& 0 mesmo autor ao avaliar
o licor produzido com a polpa do umbu apresenta resultados semelhantes aos nossos com média
de SST de 15,24° Brix. Nossos resultados entre a cinética de extracdo e das formulacbes
selecionadas, também estdo dentro dos valores encontrados por Leonarski et al., (2021) para

licores de jabuticaba, amora e guabiroba que apresentaram média de SST em 16,3, 15,8 e 16,3°
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Brix respectivamente, esses licores foram classificados como secos segundo a legislacdo
(BRASIL, 2008b).

Jé& levando em consideracdo a diferencas apresentadas entre as formulagdes diluidas
e as que permaneceram em solvente com graduacgdo alcodlica fixa (controle), a variacdo nos
valores de SST apresentaram uma reducao de apenas 0,2% da F1j20 e F8j20 para a F3j20, isso
para as formulagbes com folhas de jabuticabeira. O contrario do que aconteceu para as
formuladas utilizando sementes de guanandi que apresentaram aumento de 12,7% da F1g25 e
de 11,1% da F8g25 quando comparadas a F7g55.

5.5.5 Auvaliagdo Acidez Titulavel (mg/100 mL)

A acidez titulavel foi determinada em niveis de mg de cido acético (mg/100 mL)

de alcool anidro da amostra, os resultados estdo apresentados na Figura 23.

Figura 23. Resultados dos niveis de acidez titulavel apresentadas em mg/100 mL das 7
formulages selecionadas

5,00
4,50

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

F1j20 F3j20 F8j20 F1G25 F7G55 F8G25 F8G55

acido acético (mg/100 mL)

Formulagdes

Fonte: Préprio autor.

Avaliando os valores de acidez titulavel apresentados na Figura 23 observamos que,
assim como na cinética de extracdo, as formulagcBes com folhas de jabuticabeira apontam
valores superiores em relacdo as formulagdes com sementes de guanandi. Todos o0s niveis de
acidez cairam consideravelmente quando relacionadas com os resultados obtidos no estudo da

cinética de extracdo, com taxas de declinio referente as formulagdes com folhas de jabuticabeira
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de 70,4%, 65,3% e 65,6% para F1j20, F3j20 e F8j20, respectivamente. Para as formulacGes
com sementes de guanandi os valores apresentaram quedas de 30,7%, 75,2%, 38,0% e 65,7%
para F1925, F7g55, F8g25 e F8g55, respectivamente. Outro ponto que podemos aferir € que as
médias de acidez total ndo se relacionaram proporcionalmente com as quantidades de matéria
seca em infusdo, diferente dos resultados apresentados na cinetica que mostraram uma relacao
entre esses parametros.

Segundo a Instrucdo Normativa n° 35, de 16 de novembro de 2010, foi estipulado
um valor maximo de 150 mg de acido acético/100 mL (BRASIL, 2008b), justamente por este
parametro apresentar grande influéncia nas caracteristicas sensoriais e de estabilidade das
bebidas alcodlicas (GARBIN; BOGUSZ JUNIOR; AURELIO MONTANO, 2005). Desta
forma nossas formulag6es se enquadram todas dentro destes parametros.

Segundo Casagranda e Santos (2019), que apresentaram valores médios entre 7,927
a 65,088 de acidez total em amostras de cachaca comercializadas na regido Oeste de Santa
Catarina, os valores ideais para bebidas destiladas devem estar em niveis intermediarios, ou
seja, ndo muito baixo, podendo afetar negativamente o sabor da bebida, deixando ela mais
“fraca”, assim como ndo muito alto, o que deixaria a bebida com caracteristicas de ardéncia da
garganta ao ser consumida. Vilhalva et al., (2013) ao avaliarem aguardente de mandioca
produzidas a partir de residuos de fecularia, apontaram valores proximos dos encontrados em
nossas formulacdes com semente de guanandi, com média de 2,9 &cido acético (mg/100 mL),
estando também dentro dos padrdes exigidos.

Para bebidas alcoodlicas produzidas utilizado o processo de infusdo, as mais
comumente citadas na literatura séo os licores, sendo assim podemos citar os apresentados por
Leonarski et al., (2021) que apontou os valores de acidez titulavel para licores de jabuticaba,
amora e guabiroba com médias de 120, 480 e 80 mg acido acético/100 mL. Desta forma, entre
os trés licores avaliados o produzido com amora esta fora dos padrdes exigidos, sendo que esses
valores podem ser corrigidos. Esses altos valores de acidez titulavel nos licores, quando
comparamos com outras bebidas, esta associado ao alto teor de acidos organicos presentes nas
frutas, como os ja apresentados na literatura, sendo para jabuticaba uma media de 1,35 g de
4cido citrico 100 g* (DE LIMA et al., 2008), para amora com média de 1,45 g de acido citrico
100 g (SOUZA et al., 2018), e para guabiroba uma média de 0,72 g de &cido citrico 100 g*
(PEREIRA et al., 2012).

A diferenca da acidez titulavel, entre as formulacGes controle em relacdo as

formulacbes diluidas gradativamente apresentaram um aumento de 14,6% e 6,8% da F1j20 e
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F8j20 respectivamente em relagdo a F3j20. Ja em contrapartida, todas as formulagdes utilizando
sementes de guanandi apresentaram reducdo na acidez titulavel das formulagdes controle para
as diluidas, com queda de 19,2% da F1g25 para a F7g55 e de 26,4% da F8g55 para a F7g55.

5.5.6 Avaliacdo da cor colorimétrica para as 7 formulagdes selecionadas

A andlise de cor utilizada para as formulagdes selecionadas foi realizada seguindo
metodologia CIELAB, que avalia os niveis de L* que indica a Luminosidade, a* que indica a
coordenada vermelho/verde (+a indica vermelho e—a indica verde) e b* que indica a coordenada
amarelo/azul (+b indica amarelo e —b indica azul) (FERREIRA, 2021).

Observando os resultados apresentados na Figura 24, podemos evidenciar que as
coordenadas variaram positivamente para todas os parametros com maior indice apresentada
pela Luminosidade (L*) com maxima de 28,37,61 para a F8j20 e minima intensidade para F1j20
com 27,45 para as formulacGes com folhas de jabuticabeira. Ja para as formula¢des produzidas
com sementes de guanandi, a maior intensidade foi apresentada pela F1g25 com 32,61 e com

menor intensidade pela F8g55 com 30,93.

Figura 24. Avaliacdo da cor das 7 amostras selecionadas para as medidas de L*, a* e b*
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Fonte: Préprio autor.

Quando observamos 0s parametros a* podemos notar nas formulacdes utilizando
folhas de jabuticabeira (F1j20, F3j20 e F8j20) uma escala negativa, indicando tendéncia a
coloracdo verde. Essa convergéncia para tons de verde estd associada principalmente a extracao

da clorofila presente nas folhas para bebida (DOTTO, 2015), o que acarreta também na
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diminuicdo da luminosidade onde as formulagdes com folhas apresentaram os menores valores
de escala (L*).

Para as formulagdes com sementes de guanandi (F1g25, F7g55, F8g25 e F8g55), a
escala de a* apresentou tendéncias positivas sem diferencga significativa entre elas, o que
apresenta uma indicacdo de cor vermelha. No entanto, os valores estdo abaixo das escalas de
b*, indicando uma tendéncia de cor amarelo, com a maior escala para F7g55 e F8g55. Segundo
Silva; Santos (2010) a predominancia da escala da cor amarela refere-se a presenca de flavonas
e xantonas, no entanto como as formulagdes com sementes também apresentam uma tendéncia
de a* positivo que refere-se a cor vermelha, isso ligando-se a cor amarela indica um potencial
de cor alaranjada evidenciando uma potencial presenca de flavonais.

A escala de a* apontando para tendéncias positiva que expressam a cor verde
estdo associadas a extracdo da clorofila muito presente nas folhas, produto hoje j& utilizado na
indUstria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos como potencial corante natural conhecida
como clorofilina culprica, e ja evidenciados na literatura por suas possiveis propriedade
antimutagénicas e anti genotoxicas (OBON; RIVERA, 2006). No entanto esse composto
apresenta uma instabilidade quanto a incidéncia de luz, aguecimento e em contato com oxigénio
causando modificacdes que podem alterar negativamente a qualidade do produto, por isso nos
EUA, a clorofila ndo é utilizada como corante natural, podendo ser apenas utilizada como
extrato vegetal (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009). A Figura 25 apresenta o resultado das
bebidas selecionadas formuladas com folhas de jabuticabeira (F1j20, F3j20 e F8j20 da esquerda
para direita).

Na figura 25, todas as formulagdes selecionadas produzidas com folhas de
jabuticabeira possuiam a mesma quantidade matéria seca em relacdo a quantidade de solvente
(todas com 20g/500 mL). Porém, ocorre uma maior concentracao de cor indo na formulagéo
F1j20, seguida da F3j20, e depois a F8j20, ou seja, uma maior extracdo de clorofila nas
formulacBes controle que permaneceram em alcool a 50 °GL. Isso esta de acordo com o que
apresenta Delgado-Vargas; Jiménez; Paredes-Lopez (2000) que atribuem as clorofilas um
carater hidrofébico, por serem porfirinas e ainda possuirem um quinto anel isociclico

(ciclopentanona) com uma cadeia abrangente de fitil (C20H39), esterificada no acido propiénico.
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Figura 25. Resultado final da cor das formulagdes utilizando
folhas de jabuticabeira (F1j20, F3j20 e F8j20)

Fonte: Préprio autor.

Para as formulagdes utilizando as sementes de guanandi, e a cor correspondendo as
coordenadas de b* serem positivas e mais expressivas que as coordenadas de a*, as cores
sobressalentes foram expressas pela cor amarela. Nesse caso, as formulagdes apresentaram
relacdo ao aumento da concentracdo da cor amarela ligada a quantidade de matéria seca em
infusdo. A Figura 26 apresenta o resultado final utilizando as 3 concentra¢fes de sementes de
guanandi para cada 500 mL de solvente, onde podemos notar maior intensidade na cor para
25¢, sequida de 40g e finalmente 55g.

Esse aumento na concentracdo das coordenadas de b* positivamente, também afeta
a luminosidade (L*), assim como est4 exposto na Figura 26. Essa coloracdo amarelo alaranjada
esta relacionada com os flavondis e antocianinas que podem estar presentes nas bebidas
produzidas com sementes de guanandi, esse compostos sdo pigmentos naturais que pertencem
a classe dos flavonoides, os quais apresentam capacidade antioxidante, sdo considerados
metabdlitos secundarios e exibem uma coloracdo que vai de branco a amarelo claro para 0s
flavonois e de vermelho vivo a violeta para as antocianinas (LIMA et al., 2000).

Existem inumeros estudos relacionando a quantidade de flavonoides e a
estabilidade de vinhos, por exemplo, como mencionado por Sheridan; Elias (2016) que
avaliaram a reacdo entre flavonoides e acetaldeido em vinhos e apontaram o aumento da

estabilidade na cor. Além disso, outros estudos apontam que 0 consumo moderado do vinho
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pode trazer beneficios a saide humana pela concentracdo desses fitonutrientes fendlicos com
potenciais capacidades antivirais e antibacterianas (FRIEDMAN, 2014). Horincar et al., (2020)
avaliou as reacOes da capacidade antioxidante em cervejas Lager adicionadas de extrato de
casca de berinjela (Solanum melongena L.) e apontou aumento expressivo na capacidade
antioxidante, sem perda nas caracteristicas fisico-quimicas, indicando o extrato como

ingrediente promissor na producéo de cervejas.

Figura 26. Resultado Final da coloragdo das formulagdes com semente de
guanandi para as 3 concentracdes de matéria seca/solvente (25, 40 e 55¢)

Fonte: Proprio autor.

Também se tratando de bebidas destiladas, a concentracdo de compostos fendlicos,
como os possiveis flavonoides responsaveis pela coloracdo das formulagcbes com sementes de
guanandi, podem evidenciar a estabilidade da cor que caracterizam bebidas envelhecidas, como
cita Cardoso et al., (2008) que apontaram que teor total de fendlicos, flavonoides e taninos
estdo diretamente ligados as caracteristicas de cor e sabor presente em aguardentes brasileiras,
assim como, a relacéo da estabilidade desses atributos.

Sobre as diferencas entre as formulacdes controle e as formulagcbes diluidas as
coordenadas de mudanga de cor apresentaram um aumento nos niveis de L* de 1,5% da F1j20
para a F3j20, e desta para F8j20 uma subida de 3,35%, diferente dos valores de a* que
apresentaram queda de 18,3% da F1j20 para a F3j20, e reducéo de 38,3% da F3j20 para a F8j20,
em contra partida, o valores de b* com aumento de 168% da F1j20 para a F3j20, e de 75,0%
da F3j20 para a F8j20, resultados para as bebidas formuladas utilizando folhas de jabuticabeira.
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Para as bebidas utilizando sementes de guanandi estas variagdes foram menores,
quando compramos as formulagbes com mesma quantidade de matéria seca, com uma baixa
nas coordenadas de L* de 3,1% da formulacdo diluida (F7g55) para a formulacdo controle
(F8g55), ja para os valores de a* houve um acréscimo de 15,7% da F7g55 para a F8g55.

5.6 Teor de compostos fenolicos totais e avaliacio da capacidade antioxidante

O estudo sobre os teores de compostos fendlicos presente em bebidas alcoodlicas
fazem-se tdo importantes quanto em qualquer outro alimento, tendo em vista o dominio do uso
de matérias primas de origem vegetal na producdo, as quais apresentam quase que toda
totalidade desses compostos, além disso, 0os compostos fendlicos vém notoriamente ganhando
espaco nas diversas esferas da pesquisa cientifica por apresentar elevado potencial antioxidante
(SILVA et al., 2010).

Outro ponto € a origem desses compostos quando empregados em alimentos e
bebidas, sendo que existem duas classes basicas de antioxidantes, 0s naturais que se apresentam
como compostos fenolicos, compostos nitrogenados ou carotenoides, bem como o acido
ascorbico. Ja os antioxidantes sintéticos sdo basicamente produzidos utilizando estruturas
fendlicas de varios graus de substituicdo alquil, sendo os mais utilizados na industria o
hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), no entanto, a substituicdo do
uso desses antioxidantes sintéticos por naturais vem ganhando cada vez mais atencdo por
apresentarem potencial prejuizos a sadde humana (VIANA; ARENARI, 2019). Por isso a
importancia da leitura dessas concentragdes em nossas bebidas, e suas relacbes com a
capacidade antioxidante.

Na Figura 27, estdo destacadas a variacdo da média e os resultados referentes a
capacidade antioxidante DPPH (%CA), ABTS (umol TE mL™?), FRAP (umol TEmLY) e o TFT
(Teor de Fendlicos Totais em EAG mg/L™) para as 7 formulacdes selecionadas.

Analisando o grafico exposto na Figura 27, podemos observar grande diferenca
entre as médias apresentadas pelo método de sequestro do radical DPPH e as demais
metodologias, com maior porcentagem de capacidade antioxidante (CA) para a formulagéo
F1j20 com uma média de 54,56%, e menor para a F1g25 com 40,09% de CA. Entre as
formulacbes com folha de jabuticabeira, as quais apresentam a mesma quantidade de matéria
seca, as taxas de AA apresentaram uma leve perda, indo de 54,56% para 53,09% e 52,81% entre
F1j20, F3j20 e F8j20 respectivamente. Para as formulagdes com sementes de guanandi, tendo

em vista que elas oferecem duas proporcGes de matéria seca em infusdo (25 e 55¢g), podemos
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notar que utilizando o método de sequestro do radical DPPH, as formulacGes apresentaram uma

relacdo proporcional entre as quantidades de sementes e a %CA.

Figura 27. Valores das meédias para DPPH, ABTS e FRAP como medidor da capacidade
antioxidante e Teor de Fenolicos Totais das 7 formulacdes selecionadas

bhLLLL

F1j20 F3j20 F8j20 Flg25  F7g55  F8g25  F8g55

5 DPPH (%AA) 54,56 53,09 52,81 40,09 46,94 43,92 45,33
= ABTS (umol TE mL-1) 27,71 32,18 26,36 21,03 23,94 20,64 24,04
® FRAP (umol TE mL-1) 19,55 22,35 20,73 5,01 4,88 3,42 3,89

FT (EAG mg/L-1) 15,36 21,88 21,61 12,81 11,34 14,59 13,01

Fonte: Préprio autor.

Sobre a capacidade antioxidante pela eliminacdo do radical 2,2'-azino-bis-3-
etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS), ao analisarmos a Figura 27 podemos destacar a F3j20
com a maior capacidade, e a F8g25 com a menor capacidade de AA, expressas em pumol TE de
Trolox. Entre as formulacdes com folhas de jabuticabeira as amostras apresentaram diferenca
significativa apenas para a F3j20 em relacdo a F1j20 e F8j20, com declinio de 13,9% e 18,1%,
respectivamente. J& para as formulacGes utilizando sementes de guanandi os valores
apresentaram um aumento proporcional a matéria seca em infusdo, com acréscimo de 13,8% e
16% das F1g25 e F8g25, respectivamente, para a F7g55, e percentuais de 14,3 e 16,5% das
F1925 e F8g25, respectivamente, para a F8g55.

Analisando os resultados referente a0 método de Poder Redutor Férrico (FRAP) a
Figura 27 nos mostra primeiramente que dentre todas as metodologias utilizadas, essa
apresentou os menores valores de CA. As formulacbes com folhas de jabuticabeira
apresentaram uma variacdo significativa para a F3j20 assim como no método de ABTS,
apresentando a maior capacidade de CA. Para as formulacdes com sementes de guanandi as

amostras apresentaram uma reducdo gradual a partir da F7g55, F8g25 e F8g55 quando
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comparadas aos valores apresentados pela F1g25, apresentando uma relagdo proporcional a
presenca de agua no solvente.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais faz-se necessario pela utilizagéo de
material vegetal rico nesses componentes, 0s quais apresentam hidroxilas e anéis aromaticos
conferindo-lhes uma capacidade antioxidante, desta forma podendo relacionar os valores
obtidos com as metodologias de medi¢do dessa AA (ANGELO; JORGE, 2007). Comumente
0s métodos utilizados para essa quantificacdo de composicdo fendlica total em alimentos ou
material bioldgica sdo através da reacdo desses compostos com um agente colorimétrico,
exibindo mudanca de coloracdo com relacéo aos niveis de compostos, desta forma podendo ser
quantificadas pela na fracdo visivel do espectro (MAGALHAES et al., 2006).

Avaliando o grafico na Figura 27 podemos observar uma maior concentragdo de
compostos fendlicos totais nas formulacgdes utilizando folhas de jabuticabeira em comparacao
com as que foram produzidas com sementes de guanandi, e 0 aumento com uma relacdo

proporcional ao acréscimo de dgua na composicao do solvente.
5.6.1 Percentual antioxidante pelo método de capacidade sequestrante do radical DPPH

Na Tabela 10 estdo expressos os resultados com as médias de absorbancia do
espectro a 517 nm, junto das porcentagens da capacidade antioxidante das 7 formulagoes

analisadas e um ranking entre as formulagdes.

Tabela 10. Porcentagem da capacidade antioxidante (CA) DPPH para 7 Formulacdes.

Formulacdes Média de Abs 517 nm CA (%) Ranking
F1j20 0,034 54,56 + 0,0022 1°
F3j20 0,038 53,09 + 0,0032 20
F8j20 0,040 52,81 + 0,0012 3°
F1g25 0,070 15,04 + 0,001° 7°
F7g55 0,050 46,94 + 0,002° 40
F8g25 0,048 43,92 + 0,003 6°
F8g55 0,056 45,33 + 0,002° 5°

*Os resultados estdo apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo

O resultado na Tabela 10 nos mostra superioridade da % de AA das formulacbes

com folhas de jabuticabeira colocando-se de forma seguida em 1°, 2° e 3° as F1j20, F3j20 e
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F8j20 respectivamente, essa diferenca positiva das folhas em relagdo as sementes pode estar
associada alta presenca de compostos fendlicos, como evidenciado na Figura 28. Esses
resultados estdo de acordo com valores encontrados por Alvarenga (2018) que avaliou a ECso
dos extratos etanodlico de folhas de jabuticabeira utilizando o método de DPPH, e apontou
resultados de 0,014 em ECso/mg mL™, indicando um indice de capacidade antioxidante muito
forte (MF).

Para as amostras com sementes de guanandi a formulacdo F1g25 se destacou com
a menor % AA entre todas as demais formulacGes (F7g55, F8g25 e F8g55), tendo que estas nao
apresentaram diferenca significativa entre si. N&o foram encontrados na literatura estudos
relacionados diretamente a capacidade antioxidante de sementes de guanandi (Calophyllum
brasiliense), porém, existem varias pesquisas sobre a composicdo quimica dos extratos e 6leos
essenciais com essas sementes, onde segundo Bernabé-Antonio et al., (BERNABE-ANTONIO
et al., 2015) que avaliaram o perfil dos acidos graxos do 6leo de sementes de guanandi de dois
sitios de cultivo (San Andres Tuxtla e Pajapan/Meéxico), os resultados apresentaram um
contetdo de &cido palmitico entre 31,32-39,18% e é&cido estedrico entre 19,52-21,18%
respectivamente, os quais estdo associados a capacidade anti-inflamatorias e antioxidantes
(RESTREPO; ARIAS; MADRINAN, 2018). Outros estudos envolvendo a Calophyllum
brasiliense como o apresentado por Gongalves et al., (2013) que avaliaram a capacidade
antioxidante de extratos foliares utilizando o método de DPPH, apresentaram valores maiores
que os encontrados neste trabalho com 50,12% de AA. Ainda, estudos envolvendo a casca do
guanandi e extratos da madeira indicam uma rica composi¢do de compostos bioativos como
cumarinas, xantonas, esteroides, triterpenos e flavonoides (ALI et al., 1999; MCKEE et al.,
1998; REYES-CHILPA; JIMENEZ-ESTRADA; ESTRADA-MUNIZ, 1997).

Também se tratando de bebidas alcodlicas, existe uma vasta variedade de possiveis
transferéncias de compostos fendlicos que apresentam capacidade antioxidante. Isso ocorre ndo
s0 por utilizacdo de matéria-prima de origem vegetal na etapa de formulagdo em si, mas também
nos processos de armazenamento e envelhecimento, onde ocorrem diversas reagcdes quimicas
entre a bebida, e normalmente o barril de estocagem (PARAZZI et al., 2008).

Bons exemplos séo os resultados encontrados por Li; Beta (2011) que avaliaram a
capacidade antioxidante do licor de anthograin ou trigo roxo utilizando o método de DPPH, e
apontaram niveis com 66,08% AA, ja Que; Mao; Pan (2006) apontaram médias que variaram

entre 39,24 -77,57% AA para cinco vinhos de arroz chineses.
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Avelar Rodrigues et al., (2014) analisaram a capacidade oxidante utilizando o
método de DPPH em cachagas envelhecidas em barris de balsamo que apresentou o maior
percentual de AA, com 66.75% em barris de jequitibd, 57.41%, de ork, 51.308%, e amburana
com 49.621%. Comumente licores também séo produzidos utilizando partes descartadas de
frutos, como cascas, folhas e sementes, como os produzidos e analisados por Coelho et al.,
(2019), que avaliaram a capacidade antioxidante de licor de casca de manga de duas variedades
(Haden e Tommy Atkins) utilizando método de DPPH, e apresentaram atividade de 563 e 447
expressos em umol TEAC 100 mL 1, respectivamente. Esses resultados apontam Gtima
capacidade antioxidante quando comparado, por exemplo, com vinhos que sdo considerados
bebidas ricas em composicao fendlica, e apresentaram valores entre 317 a 767 umol TEAC 100
mL ! (DPPH) (VAN LEEUW et al., 2014).

5.6.2 Resultados da capacidade antioxidante utilizando método de sequestrador do
radical ABTS

Inicialmente foi determinada a curva padrdo de Trolox Figura 28. A partir desta curva
obtivemos a Equacgéo de reta (5).

y = —0,0003x + 0,6874 comR? = 0,9993 (5)

Equacédo de reta (y = mx+b)
Onde:

m = inclinacdo da reta;

b = intersecdo em y.

Figura 28. Curva padrdo do Trolox para método de ABTS
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A partir da equacdo obtida pela curva padréo do Trolox, foram calculados os valores
da capacidade antioxidante, onde empregando os valores obtidos pela absorbancia (y) das
amostras em atividade com o ABTS pode-se determinar a concentragéo (x), os resultados foram

expressos em umol TE mL ! de amostra (Tabela 11).

Tabela 11. Resultado do potencial antioxidante utilizando o método ABTS para as 7
formulacdes das bebidas com folha de jabuticabeira e sementes de guanandi
Capacidade antioxidante

Formulacbes = Média de Abs 734 nm (umol TE mL) Ranking
F1j20 0,525 27,71 + 0,58° 20
F3j20 0,452 32,18 + 0,412 1°
F8j20 0,553 26,36 + 1,09° 3°
F1g25 0,692 21,03 +0,17° 6°
F7g955 0,608 23,94 + 0,14° 5°
F8g25 0,705 20,64 + 0,24° 7°
F8g55 0,605 24,04 + 0,26 40

*QOs resultados estdo apresentados como média (n = 3) + desvio padréo

Os resultados apresentados na Tabela 11, também destacam as formulagdes com
folhas de jabuticabeira como as de maior capacidade antioxidante, diferenciando apenas a
posicao invertida entre a F1j20 e F3j20, e a Fj820 continuando na mesma colocacgéo. Estudos
relacionados a avaliacdo da capacidade antioxidante utilizando o método de eliminagdo do
radical 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS) em folhas de jabuticabeira j&
foram apresentadas anteriormente na literatura, como exemplo o estudo realizado por Fabiane
(2019), que avaliou a capacidade antioxidante dos extratos de folhas de 11 espécies nativas da
familia Myrtaceae, onde esta inserida a variedade do nosso estudo (P. cauliflora - Jabuticaba
hibrida), a qual apresentou uma média capacidade antioxidante pelo método de ABTS de
931,79 em umol TEAC g, valor muito acima dos apresentados nesse estudo. No entanto,
nossas amostras se referem a uma bebida alcoolica onde a folha apenas desidratada foram
colocadas em infusdo para extracdo de seus componentes quimicos, diferente dos extratos
concentrados das amostras antes citadas.

J& quando comparamos os resultados apresentados neste estudo com valores da
capacidade antioxidante evidenciados em bebidas alcodlicas presentes na literatura, 0s
resultados se apresentam mais condizentes, como por exemplo os citados por Andreou et al.,
(2018) que avaliaram a capacidade antioxidante de destilados de ervas utilizando o método de

ABTS, onde utilizaram 13 amostras de diferentes ervas, com valores que variaram de 1,082 a



93

18,628 pmol TE mL™?, valores menores dos que os reportados pelas nossas amostras, uma vez
que ndo passarem pelo processo de infuséo apds a destilagéo.

Se tratando dos resultados de ABTS para as formulagdes com as sementes de
guanandi (C. brasiliensis), podemos observar na Tabela 11 uma menor diferenca entre elas, e
como nos resultados de DPPH, valores menores que aqueles obtidos utilizando as folhas de
jabuticabeira, ficando entre a 4°, 5°, 6° e 7° posi¢do no ranking sobre a capacidade antioxidante
entre as 7 formulacGes avaliadas. Outro ponto que podemos considerar, € 0 acréscimo do
potencial de AA relacionado a quantidade de matéria seca em infusdo com os maiores valores
para F7g55 e F8g55 com 23,94 e 24,04 umol TE mL?, respectivamente.

Como expostos anteriormente, ndo foram encontrados na literatura referéncias
diretamente ligadas a avaliagdo do potencial antioxidante das sementes de guanandi, por outro
lado, a literatura aponta estudos utilizando outras sementes de espécies, como os resultados
citados por Oliveira de Veras et al., (2020) que avaliaram o jatoba (Hymenaea cangaceira) e
aferiram valores de 113,27 de potencial AA.

Tambeém, frutas tropicais apresentam uma rica diversidade de composicédo fenolica
associadas ao potencial antioxidante, sendo suas sementes na maioria das vezes colocadas como
residuos do cultivo e processamento, no entanto, apresentam um conteddo de compostos
antioxidantes relevante quando extraidos de maneira correta (DINESH; BOGHRA; SHARMA,
2000; JAYAPRAKASHA; SINGH; SAKARIAH, 2001).

Estudo realizado por Soong; Barlow (2004) apontou valores para as semnetes de
Abacate (Persea Americana Mill.) de 13.1 pmol TE mL™; jaca (Artocarpus heterophyllus
Lam.) de 11,0 umol TE mL?; longan (Dimocarpus longan Lour.) de 14.8 umol TE mL™; manga
(Mangifera indica L.) de 27,1 pmol TE mL™? e se destacando tamarindo (Tamarindus indica
L.) com 30.0 umol TE mL™. Todos esses valores sdo para as sementes apenas liofilizadas, sem
concentragdo e extracdo, por isso esses resultados se aproximam mais dos resultados

apresentados neste trabalho.
5.6.3 Resultados para a capacidade antioxidante utilizando método de FRAP

Para os resultados do potencial antioxidante utilizando o método de FRAP,
primeiramente foi tragada a curva padrdo de Trolox (Figura 29), onde a partir desta obteve-se

curva de calibragdo descrita pela equagéo (6).

y = 391,62x — 22,412 com R* = 0,9993 (6)



Equacdo de reta (y = mx+b)

Onde:

m = inclinacdo da reta;
b = intersecdo em y

Concentragdo de Trolox (UM)
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Figura 29. Curva padrdo do Trolox para método de FRAP
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Utilizando a equacdo da reta obtida pela curva padrdo de Trolox obtivemos os

resultados para capacidade antioxidante mensurada pelo método FRAP para as 7 amostras de
bebidas alcodlicas (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados da absorbancia e capacidade antioxidante pelo método de FRAP para as
7 formulacdes de bebidas.

Capacidade antioxidante

Formulacgoes Meédia Abs (593 nm) FRAP (umol TE mL) Ranking
F1j20 0,5565 19,55 + 2,05 3°
F3j20 0,6280 22,35 + 2,272 1°
F8j20 0,5867 20,73 + 1,762 20
F1g25 0,1852 5,01 + 0,39 40
F7955 0,1819 4,88 + 0,33 5°
F8g25 0,1445 3,42 +0,19° ”
F8g55 0,1565 3,89 + 0,38 6°

*QOs resultados estdo apresentados como média (n = 4) + desvio padréo.
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De maneira semelhante aos métodos DPPH e ABTS, a avaliacdo da capacidade
antioxidante pelo método de poder redutor férrico (FRAP) analisa a capacidade da amostra, de
doar elétrons para determinada substancia, agindo desta forma como um agente redutor. No
caso do FRAP, essa reducéo se baseia em reduzir o ferro férrico (Fe**) a ferro ferroso (Fe?*),
0s quais podem promover a formac&o de radicais livres atuando como catalisador de reacdes de
peroxidacdo lipidica (GRZESIK et al., 2018).

Os resultados apresentados utilizando FRAP também apresentaram, assim como 0s
valores de DPPH e ABTS, maiores concentracdes para as formulagdes com folhas de
jabuticabeira, as quais se posicionaram no ranking como 1°, 2° e 3° as formulacées F3j20, F8j20
e F1j20, respectivamente, sendo que a F3j20 apresentou diferenca significativa em relacéo a 2°
e 3° 0 que pode estar relacionado ao fato de utilizarem as mesmas quantidades de matéria seca.

Tedesco et al., (TEDESCO et al., 2020) avaliaram capacidade antioxidante do 6leo
essencial das folhas de jabuticabeira (P. cauliflora) em trés fases, vegetativo, folhear e frutifero,
e apontaram média de 0,140, 0,117 e 0,026 em umol ferrous sulfate mg™, cujos valores estio
muito abaixo dos encontrados neste trabalho. J& Mrv¢i¢ etal., (2012), ao avaliarem a capacidade
antioxidante utilizando o método de FRAP de uma bebida espirituosa com infusdo utilizando
noz (Juglans regia L.) e ginja (Prunus cerasus) obtiveram valores de FRAP com 9,5 pmol TE
mLL, valores que ja se encontram mais enquadrados nos resultados expostos neste trabalho.

Para as formulacGes com sementes de guanandi (C. brasiliensis) os resultados
apresentados na Tabela 12 apontam destaque para a F1g25 a qual apresentou diferenca
significativa entre as demais formulacGes com sementes, com a maior capacidade de AA (5,01
umol TE mL™) diferenciando-se dos resultados apresentados pelos métodos DPPH e ABTS e
ficando em 4° no ranking geral. As formulagdes F7g55, F8g55 e F8g25 ficaram em 5°, 6° e 7°,
respectivamente. Outros estudos corroboram com essa diferenca de capacidade antioxidante
entre folhas e sementes, como exemplo, um estudo realizado por Barreca et al., (2011) aponta
valores de 0,83 e 0,59 umol TE mL* para folhas e sementes de chinotto verde e maduro (Citrus
myrtifolia Raf.) utilizando o método de FRAP.

Bebidas alcoolicas destiladas como as cachacas e aguardentes apresentam um
ganho da composicao fendlica e consequentemente da capacidade antioxidante, principalmente
durante o processo de envelhecimento, como cita Oliveira, (2021). Este autor avaliou a
capacidade antioxidante de cachacas envelhecidas em diferentes barris utilizando o método de

FRAP, e apontou niveis médios de 2,6 umol TE mL™ para balsamo; 2,9 umol TE mL*? para



96

os barris de jatoba das quais que mais se destacou; 1,5 pmol TE mL? para timborana; 1,4 pmol
TE mL* para jequitiba, e por fim, com a menor média, os barris de umburana com 0,88 umol
TE mL® Todas as amostras apresentaram ganho de AA em relagio ao tempo de
envelhecimento.

Quando comparamos esses valores com os resultados encontrados em bebidas que
posteriormente passam por processo de infusdo, como os licores e 0 caso desse estudo, notamos
um acumulo bem maior de capacidade antioxidante em infusbes, como 0s resultados
apresentados por Petrovi¢ et al., (2021) que avaliaram licor a base de nozes verdes com adi¢édo
de chocolate, mel, frutas e plantas aromaticas, onde através do método de FRAP apontaram
uma média de 12.98 mM TE mL™. Gironés-Vilaplana et al., (GIRONES-VILAPLANA et al.,
2015) descreveram ao avaliar licor a base de anis adicionado de maqui berry (Aristotelia
chilensis) valores de 13,99 mM TE mL . Os valores mais altos nessas bebidas que passam
pelo processo de infusdo estdo associadas a grande presenca de acidos como galico e elagico,
presentes em frutas e matérias primas vegetais como folhas, sementes e cascas de frutas, que
em contato direto com o solvente s&o incorporando a bebida, sendo esses compostos associados
alta capacidade antioxidante (BAJPAI et al., 2005; BURNS et al., 2000).

A quantificacdo da composicdo fendlica em bebidas alcoolicas, assim como a
determinacdo da capacidade antioxidante vem cada dia mais sendo explorada, visando
principalmente elucidar os beneficios que esses compostos e reacfes associadas trazem para a
qualidade e estabilidade da bebida (GUIDO et al., 2007), como podemos evidenciar em um
estudo realizado por Yang et al., (2021), que avaliaram a capacidade antioxidante de bebidas
fermentadas de morango com baixo teor alcodlico e compararam com o perfil sensorial. Os
resultados demonstraram que as bebidas com maiores valores de capacidade antioxidante
também apresentaram maiores quantidades de antocianinas o que levaram a um maior ganho
de cor.

Li; Beta (2011) estudaram a capacidade antioxidante em licor de anthograin ou trigo
roxo e compararam sua qualidade e estabilidade de aroma com trés bebidas existentes no
mercado, a vodka iceberg canadense, o Hiram, uisque de centeio, e 0 uisque canadense. Os
resultados mostraram diferenca significativa do licor de anthograin para a Hiram uisque e
uisque canadence, indicando no licor a maior quantidade de oito tipos de acidos fenolicos
associados ao poder antioxidante, e apontaram uma grande semelhanca entre o aroma do licor
de anthograin e da vodka iceberg, demonstrando que a utilizacao de anthograin na producéo de

bebidas pode trazer beneficios sensoriais de aroma que ja estdo consolidados no mercado.
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Outras bebidas alcodlicas como cervejas também destacam essa relacdo entre
qualidade sensorial e capacidade antioxidante, estudo realizado por Wannenmacher et al.,
(WANNENMACHER et al., 2019) que modificaram o processo de produgédo de cerveja com
trés variacbes, uma delas diferenciando o tempo de adi¢do de lupulo durante a fervura, a qual
obteve dados que mostraram que as cerveja com adicao de lUpulo mais tardio apresentaram uma
concentragdo de fenolicos totais maior que as demais, consequentemente uma capacidade
antioxidante mais elevada. Estes autores destacam que as cervejas foram armazenadas em
condicdes naturais e posteriormente avaliadas quanto ao seu perfil sensorial, que apontou uma
reducdo da iso a-amarga-acidos que indica o envelhecimento por oxidacdo, e uma maior
pontuacédo no painel sensorial para as cervejas lupuladas tardiamente, sendo aquela com maior
capacidade antioxidante.

Essa composi¢do fendlica em bebidas alcodlicas, assim como, a capacidade
antioxidante ja é largamente elucidada na literatura como fonte de beneficios a saide dos
consumidores, estando relacionado a ingestdo de compostos bioativos, quando consumidos de
maneira equilibrada e consciente (SANCHEZ-MORENO; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-
CALIXTO, 2000). Como outros estudos podem evidenciar que mesmo o alcool se
apresentando como um possivel agente toxico para o figado e pancreas, o consumo moderado
de bebidas alcodlicas como licores, vinhos, uisques e cervejas pode trazer uma composicao rica
em compostos fenolicos antioxidantes que estdo diretamente associados a reducdo do
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DIPLOCK, 1994; GRONBAEK et al., 1995).

Um estudo muito interessante realizado por Pulido; Hernandez-Garcia; Saura-
Calixto (2003), avaliou a relagédo do consumo de algumas bebidas e a quantidade de ingestéo
de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos na dieta espanhola. Foram utilizados os métodos de
FRAP e ABTS que atribuiu a ingestdo de antioxidantes para café de 66 e 61% pelo FRAP e
ABTS, respectivamente), o qual se destacou em primeiro lugar, em segundo o vinho tinto com
16 e 22%, seguido de sucos de frutas com 6 e 5%, cerveja 4 e 5%, cha 3 e 5% e leite 4 e 1%.

A literatura demonstra o potencial antioxidante de inUmeros compostos fendlicos,
assim como as inimeras fontes vegetais que se utilizam na industria de alimentos e bebidas, e
relacionam, evidentemente, sua relacdo com a estabilidade e conservacdo da qualidade
organolépticas de alimentos e bebidas. Além disso, hd uma contribuicdo na ingestdo de
compostos bioativos relacionados a inimeros atributos fitoterapicos, valendo ressaltar, no que
diz respeito ao consumo de bebidas alcodlicas, as quantidades devem estar dentro das

exigéncias de seguranca nutricional de cada individuo.
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6 CONCLUSAO

Com resultados apresentados pela cinética de extracdo, e sobre as caracteristicas
fisico-quimicas, concluimos que a quantidade de matéria seca em infusdo afeta diretamente,
onde a diluigdo gradativa interfere nas variacoes e queda nos niveis de pH e aumento da acidez
titulavel, e com alteragcbes minimas para densidade, extrato seco e SST.

A intensidade de cor para as formulacdes com folhas de jabuticabeira apresentou
um aumento expressivo até o 3° dia de infusdo, se destacando as que ficaram em infusdo a 38
°GL com 35,46% de aumento na intensidade da cor verde. Ja as formulagdes com sementes de
guanandi os valores aumentaram ao longo dos 27 dias de infuséo.

Sobre a avaliagéo preliminar realizada pelo licorista Renato Boaretto em relagédo a
qualidade, intensidade de cor, e formacdo do buqué aromatico, 7 formulacdes foram
classificadas. Essas 7 formulacGes foram novamente produzidas, e ao final do da infuséo
apresentaram diferencas quando comparadas as analises realizadas durante a cinética de
extracdo em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas.

Os resultados de toxicidade utilizando bioensaio Brine Shrimp Test, indicaram que
todas as formulagdes estdo dentro dos parametros de limite encontrados na literatura, com taxas
de sobrevivéncia acima de 50%.

Os resultados do potencial antioxidante determinaram que as formulagdes
utilizando folhas de jabuticabeira apresentaram maior capacidade antioxidante em relagdo
aquelas com sementes de guanandi, em todos os ensaios utilizados (DPPH, ABTS e FRAP).
Sobre a diluicdo gradativa afetarem os valores da CA, os resultados apontaram relacdo positiva
quando comparados aos niveis de fenolicos totais. 1sso destaca que a utilizacdo da reducdo na
graduacdo alcodlica de forma gradual promove uma maior extracdo de compostos fendlicos.

Tendo em vista que todos os resultados apresentaram concordancia com a
legislacdo, por apresentar caracteristicas antioxidantes e de conteddo fendlico promissor e
atrativo, e além de se tratar da utilizacdo de material considerado de descarte na indUstria e no
manejo florestal, o presente trabalho mostra oportunidades socioecondmicos para utilizacéo
destas matérias primas na producéo industrial de bebidas formuladas.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista que essa pesquisa envolve o desenvolvimento de novas bebidas
alcodlicas, com potencial producdo industrial, ressaltamos a importancia da continuidade da

pesquisa através de outros trabalhos:

I. Avaliacdo do rendimento das matérias secas em comparacdo com outros tipos de

solventes j& destinados ao consumo (cachaga, por exemplo);

Il. Quantificacdo e identificacdo da composicdo fenolica e compostos volateis utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) efou cromatografia gasosa -

espectrometria de massas (CG-EM).

I11. Avaliacdo da capacidade antioxidante utilizando ensaio de capacidade de absorcdo de
radicais de oxigénio (ORAC — fluoresceina), uma vez que esse método apresenta maior

proximidade as reacdes de oxirreducao que acontecem in vivo.

IV. Avaliacdo sensorial de preferéncia especializada, através de “Focus group”, para

identificacdo dos atributos importantes e similares j& encontrados no mercado.
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