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RESUMO 

 

O araçá-boi (Eugenia stipitata McVaugh) é um fruto não convencional da 
Amazônia, cuja composição química rica em compostos antioxidantes já foi 
decrita na literatura. Esse fruto é pouco explorado pela população amazônica, 
ou mesmo pela indústria de alimentos. Bebidas fermentadas são uma das 
alternativas para o aproveitamento e valoração destes frutos. Tais bebidas 
podem ser analisadas de forma qualitativa e quantitativa por meio de técnicas 
analíticas como a Ressonância Magnética Nuclear – RMN e a Espectrometria de 
Massas - EM. Diante disso, este trabalho visou realizar um estudo de otimização 
do processo de produção de bebidas fermentadas de araçá-boi empregando um 
planejamento fatorial, como também, contribuir com a caracterização química e 
avaliação das capacidades antioxidantes dos produtos obtidos. Três processos 
de produção foram realizados. O estágio I consistiu em selecionar duas das 
variações de levedura com melhor resposta antioxidante (Biolievito Bayanus e 
Arom Cuvee). O estágio II consistiu na avaliação do processo de filtragem, 
verificando se a filtração interfere nas respostas antioxidantes. Esta triagem 
resultou em um planejamento fatorial completo de 23 [fatores: Tipo de levedura 
(Biolievito Bayanus e Arom Cuvee); Processo (filtragem e não-filtragem) e a 
Temperatura (18 ºC e 28 ºC)]. Os cálculos de efeito do planejamento fatorial 
revelam que o fator que mais contribui para a resposta antioxidante foi a 
temperatura, enquanto o tipo de levedura foi o fator menos relevante. As análises 
por RMN e EM resultaram na identificação de dez substâncias orgânicas (ácidos 
málico, cítrico, gálico, succínico e fórmico, além de tirosol, sacarose, α-glicose, 
β-glicose e etanol). Análises quantitativas por RMN evidenciaram que as maiores 
concentrações de compostos fenólicos estavam presentes nas bebidas obtidas 
a temperatura de 28 ºC (C28F: 920,0 µmol L-1, C28NF: 861,75 µmol L-1, B28NF: 
842,2 µmol L-1 e B28F: 835,3 µmol L-1). O teor alcoólico se manteve entre 11,5 
ºG.L. e 13,6 ºG.L.. A amostra de B18NF foi a que obteve as melhores respostas 
para os ensaios de DPPH / CI50 (692,4 ± 8,2 µg mL-1) e ABTS (1.261,0 ± 0,0 µg 
mL-1). As análises quimiométricas revelaram que as amostras apresentam um 
perfil químico bastante similar, mas diferem pelas concentrações dos compostos 
presentes nesses fermentados. Diante disso, este trabalho contribuiu para o 
desenvolvimento de um processo de produção otimizado de bebidas 
fermentadas de araçá-boi, assim como a descrição da composição química 
desses produtos amazônicos. 

 

Palavras-chave: Eugenia stipitata, PULCON, Antioxidante, Planejamento fatorial.  



 

ABSTRACT 

 

The araçá-boi (Eugenia stipitata McVaugh) is an unconventional fruit from the 
Amazon, whose chemical composition rich in antioxidant compounds has already 
been described in the literature. This fruit is little explored by the Amazonian 
population, or even by the food industry. Fermented beverages are one of the 
alternatives for the utilization and valuation of these fruits. Such drinks can be 
analyzed qualitatively and quantitatively by analytical techniques such as Nuclear 
Magnetic Resonance - NMR and Mass Spectrometry - MS. Therefore, this work 
aimed to conduct a study of optimization of the production process of fermented 
beverages of araçá-ox using a factorial design, as well as contribute to the 
chemical characterization and evaluation of antioxidant capacities of the products 
obtained. Three production processes were carried out. Stage I consisted of 
selecting two of the yeast variations with the best antioxidant response (Biolievito 
Bayanus and Arom Cuvee). Stage II consisted of the evaluation of the filtration 
process, verifying if the filtration interferes with the antioxidant responses. This 
screening resulted in a complete factorial design of 23 [factors: Yeast Type 
(Biolievito Bayanus and Arom Cuvee); Process (filtering and non-filtering) and 
Temperature (18 °C and 28 °C)]. Factorial design effect calculations reveal that 
the factor that most contributes to the antioxidant response was temperature, 
while yeast type was the least relevant factor. NMR and MS analyzes resulted in 
the identification of ten organic substances (malic, citric, gallic, succinic and 
formic acids, as well as tyrosol, sucrose, α-glucose, β-glucose and ethanol). 
Quantitative NMR analysis showed that the highest concentrations of phenolic 
compounds were present in the beverages obtained at 28 °C (C28F: 920.0 µmol 
L-1, C28NF: 861.75 µmol L-1, B28NF: 842.2 µmol L -1 and B28F: 835.3 µmol L-1). 
The alcohol content remained between 11.5 ºG.L. and 13.6 ºG.L.. The B18NF 
sample obtained the best response for the DPPH / IC50 (692.4 ± 8.2 µg mL-1) 
and ABTS (1,261.0 ± 0.0 µg mL-1) assay. 1). The chemometric analyzes revealed 
that the samples have a very similar chemical profile, but differ by the 
concentrations of the compounds present in these fermented. Given this, this 
work contributed to the development of an optimized production process of 
fermented beverages of araçá-boi, as well as the description of the chemical 
composition of these Amazonian products.   

 

Keywords: Eugenia stipitata, PULCON, Antioxidant, Factorial Design.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

A flora amazônica tem se mostrado uma imensa fonte de recursos naturais, 

principalmente no que se diz respeito a suas espécies frutíferas. Alguns frutos, 

tais como o açaí, o buriti e o cupuaçu já são bastante conhecidos da região e até 

mesmo internacionalmente, devido a sua exploração e manejo, possibilitando a 

produção de derivados alimentícios, como geleias, sucos, cremes e fermentados 

(Moreira e Malavolta, 2004; Pessoa, 2012; Virapongse et al., 2017, Boeira et al., 

2020). No entanto, o aumento da demanda por tais produtos, somada a 

frequente busca por alimentos que possam agregar benefícios a saúde, tanto do 

ponto de vista antioxidante como do nutracêutico, culminam para que outros 

frutos da região que ainda são pouco populares possam ser explorados. Nesse 

contexto, as PANC (Plantas Alimentícias Não Convencionais) surgem como 

potenciais substratos viabilizando novos produtos alimentícios, como os 

exemplos a pitanga (Eugenia uniflora L.),o araçá-pera (Psidium acutangulum) e 

o araçá-boi (Eugenia stipitata McVaugh) (Kinupp, 2014), todos pertencetes à 

família Myrtaceae  

Sabe-se que a química deste fruto já é algo descrito na literatura, sendo 

diversificada em flavonoides, carotenoides, ácidos orgânicos, entre outros 

compostos que agregam-no potenciais antioxidante e nutracêutico, tornando-o 

um interessante objeto de estudo, principalmente, nas áreas medicinal, 

farmacêutica, de alimentos e produtos naturais (Genovese et al., 2008; 

Gonçalves et al., 2010).  

Compostos fenólicos, carotenoides e ácidos graxos são os principais 

responsáveis pelas capacidades antioxidante e/ou nutracêutica, comumente 

manifestadas nos frutos de Myrtaceae, sendo estes de grande interesse para as 

indústrias de alimentos, que utilizam os frutos como matéria prima, visto que tais 

características agregam ainda mais valor aos seus produtos derivados 

alimentícios (Genovese et al., 2008; Garzon et al., 2012).  

A utilização de frutos para obtenção de produtos alimentícios é uma prática 

comum nos laboratórios de alimentos. Uma das técnicas empregadas para 

geração de novos produtos é a fermentação alcoólica. Essa técnica baseia-se, 
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resumidamente, na ação de leveduras (seres heterotróficos), que se alimentam 

de matéria orgânica presente no ambiente em que habitam (Tortora et al., 2012). 

Os tipos de fermentados podem variar de acordo com alguns parâmetros, como 

a espécie de levedura, o tempo de fermentação, densidade, pH, temperatura de 

fermentação e concentração do substrato (Samson, 2017). O processo 

fermentativo proporciona o melhoramento da digestibilidade e a 

biodisponibilidade de nutrientes e componentes bioativos encontrados no 

produto (Gumienna, 2016). No entanto, tal processo pode acarretar modificações 

nas propriedades químicas, físico-químicas, organolépticas previamente 

conhecidas dos frutos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.  Objetivo Geral 

 

• Otimizar os fermentados alcoólicos dos frutos de araçá-boi a partir de um 

planejamento fatorial completo, bem como caracterizar a química e avaliar 

suas capacidades antioxidantes. 

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 

• Obter fermentados alcoólicos dos frutos de araçá-boi; 

• Determinar os parâmetros físico-químicos (pH, densidade, sólidos 

solúveis, teor de alcoólico) dos produtos fermentados de araçá-boi; 

• Identificar os constituintes químicos presentes nas bebidas fermentadas 

elaboradas a partir dos frutos de araçá-boi por Ressonância Magnética 

Nuclear e Espectrometria de Massas;  

• Quantificar os constituintes majoritários presentes nas bebidas 

fermentadas a partir de araçá-boi por RMN;  

• Analisar as capacidades antioxidantes por ensaios químicos (DPPH, 

ABTS, Fenois Totais) dos produtos fermentados de frutos de araçá-boi.  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Os frutos de Eugenia stipitata (araçá-boi) apresentam uma variedade 

química que lhes atribuem propriedades antioxidantes e nutracêuticas 

(Gonçalves et al., 2010). Tais propriedades podem sofrer modificações quando 

o fruto é submetido à fermentação alcóolica. A utilização de técnicas analíticas 

como a Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e a Espectrometria de Massas 

(EM) surge como uma alternativa na determinação do perfil químico de matrizes 

complexas (como bebidas fermentadas alcoólicas), fornecendo informações 

qualitativas e quantitativas ao longo do processo fermentativo.  

 

3.1. Bebidas fermentadas de frutos 

 

A fermentação é um método muito eficaz de biopreservação de produtos 

alimentares (melhorias no valor nutricional do produto fermentado, incluindo a 

remoção ou melhoria de substâncias tóxicas presentes na matriz de partida), 

como também um meio de desenvolver novos produtos a partir de matrizes 

conhecidas, modificando as propriedades químicas, físico-químicas, 

organolépticas do produto final, o que reflete em algumas alterações, tais como 

sabor, aroma e textura (Wood, 1991; Gumienna et al., 2016). 

Nesse contexto, destacam-se como produtos de fermentação as bebidas 

álcoolicas, ou bebidas fermentadas, como por exemplo, os vinhos (fermentados 

exclusivo de uvas), que além de apresentarem uma composição química rica em 

compostos antioxidantes, apresentam também relevância com relação ao 

aspecto social, pois esta é umas das príncipais formas de desenvolvimento 

social sustentável em muitas regiões do globo, particularmente nas zonas rurais 

(Barisan et al., 2019).  

As bebidas podem ser classificadas como bebidas fermentadas se forem 

produzidas de um único fruto, ou fermentado misto, quando houver a presença 

de outros frutos (Oliveira, 2015). No entanto, não podem ser chamadas de vinho, 

pois essa denominação se dá somente para bebidas elaboradas a partir de uvas 
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frescas e sãs, de acordo com a Lei 7.678 de 8 de novembro de 1988 que dispõe 

sobre a produção, circulação e comercialização do vinho e derivados da uva e 

do vinho (Brasil, 1988). 

De acordo com a Lei nº 8.918, de 14 de julho de 1994, fermentado de fruta é 

a bebida com graduação alcoólica de quatro a quatorze por cento (14%) em 

volume, a vinte graus Celsius, obtida da fermentação alcoólica do mosto de fruta 

sã, fresca e madura (Brasil, 1994). O fermentado de fruta pode ser adicionado 

de açúcares, água e outras substâncias previstas em ato administrativo 

complementar, para cada tipo de fruta (Brasil, 1994). 

A busca crescente por alimentos e bebidas que possam agregar a saúde 

tanto em propriedades antioxidantes, quanto nutracêuticas tem encorajado a 

produção de bebidas fermentadas provenientes de matrizes (frutos) alternativos 

a tradicional uva. 

Oliveira e colaboradores (2011) elaborarm a uma bebida fermentada a partir 

do fruto de cagaita (E. dysenterica DC), em que foram comparadas as 

fermentações realizadas com células livres e com células imobilizadas de Ca-

alginato, testando duas cepas de Saccharomyces cerevisiae (UFLA CA11 e 

CAT-1). A mesma levedura foi utilizada por Souza e colaboradores (2015) ao 

elaborar bebidas fermentadas de diferentes frutas, como a própria cagaita (E. 

dysenterica) e a jabuticaba (Myrciaria jaboticaba). 

Fermentados de araçá-boi (E. stipitata Mc Vaugh) foram produzidos e 

avaliados quanto as suas características físico-químicas e sensoriais, com três 

formulações variando as concentrações de açúcares (8, 10 e 15 ºBrix, 

respectivamente) e adicionando 3 g L-1 da cepa de levedura de panificação 

liofilizada S. cerevisae (Ferreira, 2014). No trabalho de Moura e colaboradores 

(2011), onde também foi produzido fermentado do fruto de araçá-boi com a 

levedura comercial, a análise do mosto do fruto foi feita quanto à acidez titulável, 

pH e açúcares redutores totais, sendo inoculado com 0,7 % de levedura, por um 

período de 11 dias a 24 °C, com monitoramento diário do teor de sólidos solúveis 

e a temperatura do mosto em fermentação.  

A obtenção de fermentados a partir de frutas oriundas de Plantas Alimentícias 

Não Convencionais (PANC) ainda é uma prática pouco comum e precisa ser 
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melhor explorada, buscando não somente o aumento da qualidade de produção 

dos fermentados, como também uma maior valorização dos frutos exóticos 

(Kinupp, 2014). 

Desta forma, estudos que viabilizam a otimização de parâmetros de 

produção, tais como, o tipo de levedura, o tempo de fermentação, a 

concentração do substrato, o pH, a temperatura e o processo de filtração são 

triviais para a obtenção de produtos fermentados de alta qualidade, que atendam 

às exigências gustativas, nutricionais dos consumidores. Tais estudos também 

agregam valor e aumentam a popularidade dos frutos provenientes das PANCs, 

tornando-os objetos de interesse para a pesquisa nas mais diversas áreas, tais 

como Química de Alimentos e Bebidas e Engenharia de Alimentos. 

Nesse contexto, os grupo de pesquia NEQUIMA (Núcleo de Estudos 

Químicos de Micromoléculas da Amazônia) da UFAM e NIPA (Segurança 

Alimentar e Nutricional - Núcleo Integrado de Pesquisa na Amazônia) do IFAM 

sob a liderança dos pesquisadores Marcos B. Machado e Lúcia S. Boeira tem se 

interessado em desenvolver novos fermentados a partir de PANCs, com 

destaque, para as espécies da família Myrtaceae, especialmente as espécies 

frutíferas pertencentes ao gênero Eugenia. 
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3.2. Frutos do gênero Eugenia 

 

Myrtaceae é uma família de plantas que compreende cerca de 140 gêneros 

com aproximadamente 5.800 espécies nativas de regiões tropicais e subtropicais 

do mundo, principalmente na América do Sul, Sudeste da Ásia e Austrália 

(Romagnolo et al., 2006; Stefanello et al., 2011; Magina et al., 2012). É 

reconhecida como a oitava maior família de plantas com flores e apresenta vários 

gêneros de relevância ecológica e econômica em todo o mundo (Grattapaglia et 

al., 2012). Dentre estes, um dos mais conhecidos e estudados é o gênero 

Eugenia.  

O gênero Eugenia é um dos maiores de Myrtaceae, constituído por 

aproximadamente um milhar de espécies, das quais cerca de 400 podem ser 

encontradas no Brasil, sendo aproximadamente 300 espécies endêmicas. Na 

América do Sul, o gênero Eugenia distribui-se desde a parte do Norte do Brasil, 

onde ocorrem mais de 100 espécies até o norte e o nordeste da Argentina, 

Uruguai e Paraguai, sendo classificadas como arbustos, árvores e subarbustos 

(Sobral, 2015).  

Na Amazônia, o gênero Eugenia pode ser encontrado com um elevado 

número de espécies frutíferas, o que resulta em uma complexa composição 

devido à sua variedade em substâncias químicas como compostos fenólicos, 

flavonoides e taninos, além de substâncias terpênicas e seus derivados (Neves, 

2017).  

As espécies deste gênero têm um vasto potencial econômico e farmacológico 

evidenciado, não só pelo número de publicações científicas, mas também pela 

exploração comercial de sua madeira, óleos essenciais, plantas ornamentais e, 

principalmente, por seus frutos comestíveis (Sardi et al., 2017).  

Os frutos de Eugenia spp. apresentam uma química variada de metabólitos 

secundários que exibem diferentes propriedades, tais como ação antioxidante, 

antidiarreica, antifebril, antirreumática e antiglicante, bem como uso como 

antibiótico no tratamento de doenças infecciosas, entre outras (Consolini et al., 

1999; Kanazawa et al., 2000; Magina et al., 2009, Ramos, 2019). O quadro 1 
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mostra algumas substâncias identificadas ou isoladas a partir dos frutos de 

Eugenia spp. 

Quadro 1. Algumas substâncias identificadas ou isoladas a partir dos frutos de Eugenia spp. 

Espécie Nome Estrutura Referência 

 
 
 
 
 
 

E. uniflora L 

 
Cianidina-3-glicosídeo 
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+

OH

OH
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(Ikuta et al., 
1985) 
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DC. 
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(Guedes et 
al., 2017a) 
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E. stipitata 
Mc Vaugh 

Miricetina O

OH

OH

OH

OH

OOH

OH

 

 
 

(Correia et 
al., 2012) 

E. 
dysenterica 

DC. 

Epicatequina 
 

O

OH

OH
OH

OH

OH  

 
 

(Guedes et 
al., 2017b) 

 

 
 

E. 
dysenterica 

DC. 

Quercetina O

OH

OH

OH

OOH

OH

 

 
 
 

(Correia et 
al., 2012) 

Eugenia 
uniflora L. 

β-Ocimeno CH2

CH3

CH3 CH3 

(Marin et 
al., 2008) 
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Eugenia 
stipitata Mc 

Vaugh 
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(Cuellar, 

2013) 

 
 

Ácido málico 
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(Garzon et 
al., 2012) 

 
Ácido cítrico 
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(Viana et 
al., 2012) 
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(Cardoso et 
al., 2011) 
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(Cardoso et 
al., 2011) 
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A Eugenia uniflora L., também conhecida popularmente como “pitanga” 

(figura 1), é uma fruta rica em substâncias que contribuem para atividades 

antioxidantes e antimicrobianas, indicando que sua ingestão regular poderia 

contribuir para a prevenção de doenças crônicas (Rodrigues et al., 2016). Dentre 

as principais substâncias responsáveis pelas suas propriedades, estão os 

fenólicos, contendo ácidos hidroxibenzoicos, hidroxicinâmicos e flavonoides, 

tornando este fruto uma fonte de compostos antioxidantes (Lima, 2002; Bailao et 

al., 2015). Além do seu importante papel na proteção contra raios UV-B, 

resistência a doenças, seja com agentes antifúngicos ou como fitoalexinas nas 

plantas, os flavonoides também contribuem para a saúde humana atuando como 

agentes antioxidantes (Harborne e Williams, 2000). Seu potencial antioxidante é 

atribuído principalmente a presença de uma fração de catecol no anel B, a 

presença de um grupo 3-hidroxil, um grupo carbonil em C-4 e uma ligação dupla 

entre C-2 e C-3 (Das e Pereira, 1990; Tournaire et al., 1993). Segundo estudos 

de Vinholes e colaboradores (2017), o fruto dessa espécie também apresenta 

elevada atividade hipoglicemiante, sendo um forte inibidor da enzima α-

glicosidase. 
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As substâncias cianidina-3-glicosídeo e delfinidina-3-glicosídeo foram 

isoladas e identificadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao 

Espectrometro de Massas (CLAE-EM) e RMN nos frutos de E. uniflora L. (Ikuta 

et al., 1985; Einbond et al., 2004). Análises de CLAE-EM e RMN de frações e 

óleo essencial do fruto dessa espécie mostraram que o mesmo contém β-

ocimeno (7,4 %), α-selineno (7,2 %), β-selineno (5,2 %), germacrene B (7,2 %) 

e ácido hexadecanóico (11,7 %) (Einbond et al., 2004; Marin et al., 2008; Bagetti 

et al., 2009). Outras substâncias, como a miricetina, a cianidina, a quercetina, o 

ácido elágico e as proantocianidinas foram identificadas nos resíduos secos de 

frutos de pitanga (Correia et al., 2012).  

 

Figura 1. Frutos de Eugenia uniflora L. Fonte: Centro de Química da Madeira. 

 

 

 Estudos acerca do fruto de Eugenia involucrata DC., conhecida como 

cerejeira-do-mato ou cereja-do-rio-grande, mostraram que todas as partes dos 

frutos apresentam elevada atividade antioxidante, de modo que sua polpa 

contém o maior número de compostos fenólicos, seguido pela casca e sementes 

(Infante et al., 2016; Lazarini et al., 2016). No trabalho de Nicacio e 

colaboradores (2017), foi verificado que os compostos fenólicos que 

apresentaram maiores concentrações na casca, polpa e sementes foram a 

quercetina e os ácidos p-coumárico e gálico, respectivamente. Também 

apresenta atividade anti-inflamatória in vivo, o que parece estar relacionado à 
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ação antioxidante referente a presença dos compostos fenólicos quercetina e 

ácido gálico identificados no fruto (Infante et al., 2016). 

 

Figura 2. Frutos de Eugenia involucrata DC. Fonte: Google Imagens. 

 

A Eugenia dysenterica DC., também conhecida como “cagaita”, é uma 

importante espécie brasileira de frutos nativos com efeitos potenciais para a 

saúde associados à sua alta concentração de fenóis (Daza et al., 2017). Os 

frutos da espécie, quando maduros, apresentam os seguintes compostos 

fenólicos: ácidos gálico, cafeico, vanílico, p-coumárico, siríngico, ferúlico e  

salicílico, epicatequina, quercetina e rutina (Guedes et al., 2017a). Devido à alta 

concentração de compostos fenólicos, que são responsáveis pelas propriedades 

antioxidantes, o mesmo pode contribuir com efeitos benéficos para a saúde. 

No trabalho de Bailão e colaboradores (2015), foi descrito que na polpa 

do fruto de E. dysenterica DC. ocorre a presença de outros ácidos orgânicos 

como o lático, málico, succínico, tartárico e cítrico, como também, carboidratos 

(principalmente glicose, sacarose e frutose). Outros trabalhos, no qual as 

análises dos carotenoides foram realizadas utilizando-se CLAE-DAD e os folatos 

por CLAE com detecção de fluorescência mostraram que os frutos de cagaita 

contêm elevado teor de carotenoides (α-caroteno, β-caroteno, β-criptoxantina e 

licopeno), vitamina E (α-tocoferol, β-tocoferol, γ-tocoferol, δ-tocoferol e 

tocotrienol) e folatos (tetrahidrofolato, 5-metil-tetrahidrofolato, 5-formil-tetra-
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hidrofolato), ácidos ascórbico, desidroascórbico e elágico (Gonçalves et al., 

2010; Cardoso et al., 2011). 

 

Figura 3. Frutos de Eugenia dysenterica DC. Fonte: Selos de Fruta. 

 

3.2.1 O fruto de Eugenia stipitata Mc Vaugh  

 

O fruto da espécie Eugenia stipitata Mc Vaugh, também conhecido como 

“araçá-boi”, é nativo da floresta Amazônica. Tem o formato esférico, com 5-10 

cm de diâmetro e pesa em torno de 150-200 g (Rogez et al., 2004). Sua casca é 

fina, com uma espessura de 1 mm, de cor amarelada, muito aromática (Rogez 

et al., 2004). Sua polpa é correspondente a 82 % da massa do fruto, com um 

aspecto cremoso e suculento, apresentando algumas fibras finas e um sabor 

fino, doce e ácido (pH = 2,5), com 6 a 15 sementes por fruta (Cavalcante, 1991; 

Rogez et al., 2004). A polpa é também caracterizada por apresentar alto teor de 

carotenóides e alto teor de água [94,42  ± 0,10] % (Garzon et al., 2012; Virgolin 

et al., 2017). Suas sementes apresentam um teor de água de  aproximadamente 

60 % (Anjos, 1999). No quadro 2 está descrita a composição centesimal da polpa 

dos frutos de E. stipitata. A química do fruto é diversificada. O conteúdo de 

pectina da fruta a torna adequada para produzir sucos, néctares e geleias, o que 

lhe atribui um certo potencial econômico que precisa ser melhor explorado 

(Garzon et al., 2012; Neves et al., 2015). No trabalho de Garzon e colaboradores 

(2012) foram determinados os níveis de carotenoides no fruto, constatou-se que 

o seu conteúdo total é significativamente maior na casca [2484 ± 421 μg/100 g 
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de peso fresco (PF)] do que na polpa (806 ± 348 μg/100 g PF), apresentando as 

substâncias luteína, β-criptoxantina e zaexantina como principais constituintes. 

Nas suas sementes foi identificado o ácido abscísico (Souza, 2009).  

Os níveis dos flavonóides miricetina, quercetina e kaempferol nos frutos 

de E. stipitata foram determinados utilizando-se a técnica de CLAE, onde os 

valores constatados foram 17,0 mg/100 g, 5,1 mg/100 g e 3,7 mg/100 g, 

respectivamente (Neri-Numa et al., 2013).  

A presença de compostos fenólicos é um indício dos potenciais 

antioxidante e nutracêutico no fruto. Contudo, outras substâncias também 

podem contribuir para estas propriedades, como os ácidos orgânicos. O ácido 

orgânico predominante no fruto de araçá-boi é o ácido málico, com o valor de 

2,83 g de ácido málico/100 g de amostra (polpa e casca, base úmida) 

(Hernandez et al., 2009; Garzon et al., 2012). Outra substância com 

propriedades benéficas a saúde é o ácido cítrico, que também teve sua 

concentração determinada para a polpa do fruto de araçá boi, com o valor de 

2,38 g de ácido cítrico/100 g (Viana et al., 2012).  

Segundo Gonçalves e colaboradores (2008), o fruto atrai bastante 

interesse para as áreas de estudo da saúde, pois é uma fonte expressiva de 

ácido ascórbico (78 mg/100 g de fruto seco), ainda que as quantidades 

encontradas desse ácido nos frutos possam sofrer variações devido a fatores, 

como a região, o clima e o solo. Essa concentração é bem próxima da 

encontrada por Ramos e colaboradores (2015) no fruto maduro da espécie de 

Psidium acutangulum (araçá pera), com concentração de 74,32 ± 1,23 mg/100 g 

de fruto, e bastante elevada em comparação com a espécie Psidium 

friedrichsthalianum (araçá-da-Costa-Rica), com concentração de 4,68 ± 1,62 

mg/100 g de fruto.  

Compostos voláteis foram isolados por extração líquido-líquido e 

analisados por CG-DIC e CG-EM a partir de frutos de E. stipitata (7,9 mg/kg de 

fruta fresca), onde foram identificados ésteres, terpenos, alcoóis, ácidos 

orgânicos (dodecanóico, decanóico, hexanóico, octanóico e 2-metil-butanóico), 

hidrocarbonetos, lactonas e compostos de enxofre (Quijano, 2007). A 

composição centesimal é apresentada no Quadro 2. 
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Quadro 2. Composição centesimal da polpa dos frutos de Eugenia stipitata.  

 

Composição centesimal da polpa dos frutos de Eugenia stipitata Mc Vaugh 

pH  2,6 ± 0,2 
Matéria seca MS (%)  4,0 ± 0,1 

Proteínas (% MS)  11,9 ± 0,5 
Cinzas (% MS)  4,0 ± 0,1 

Açúcares (% MS)  49,2 ± 8,9 
Glicose  3,1 ± 0,5 
Frutose  33,9 ± 2,1 

Sacarose  17,2 ± 0,8 
 

Fibra dietética total (%MS) 
 

 39 ± 4,3 

Teor de aminoácidos (g / 100 
g de proteína) a 

  

Glicina  4,17 ± 0,1 
Alanina  6,84 ± 0,1 
Valina 6,3b 4,77 ± 0,2 

Leucina 8,8b 6,05 ± 0,4 
Isoleucina 5,6b 3,79 ± 0,1 

Prolina  3,46 ± 0,0 
Fenilalanina  4,1 ± 0,2 

Tirosina  2,94 ± 0,1 
Serina  4,11 ± 0,2 

Treonina 4,9b 3,64 ± 0,1 
Cisteína  1,78 ± 0,1 

Metionina 3,2b 1,84 ± 0,0 
Asparagina + Ác. Aspártico  8,57 ± 0,0 
Glutamina + Ác. Glutâmico  31,86 ± 2,1 

Lisina 7,4b 5,53 ± 0,2 
Arginina 6,2b 4,14 ± 0,0 
Histidina 2,4b 2,43 ± 0,1 

Minerais e oligoelementos 
(mg/100g Peso Fresco) 

  

Na  1,64 ± 0,7 
K  27,84 ± 4,0 

Ca  5,72 ± 0,4 
Mg  2,52 ± 0,2 
P  7,4 ± 0,0 
Fe  0,155 ± 0,0 
Zn  0,18 ± 0,0 

a O conteúdo de triptofano não foi determinado 
b Proporção ideal para os seres humanos, com base nas necessidades essenciais de 
aminoácidos em valores diários, OMS/FAO 
(Fonte: Adaptado de Rogez, 2004). 
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Figura 4. Frutos de Eugenia stipitata (Fonte: Lira, A. C).  

 

Assim como os frutos de outras espécies do gênero Eugenia, o araçá-boi 

também apresenta potencial antioxidante e nutracêutico (Contreras-Calderon et 

al., 2011; Neri-Numa et al., 2013; Ribeiro et al., 2013). Essas propriedades 

podem ser verificadas no trabalho de Cuellar (2013), onde foi feito um estudo 

acerca da capacidade antioxidante (ensaios de ABTS, DPPH, FRAP e também 

por um método lipofílico de descoloração do β-caroteno) dos frutos de E. stipitata 

em diferentes estágios de maturação, constatando a partir da técnica de CLAE, 

a maior concentração de polifenóis estava presente no mesocarpo dos frutos no 

estágio verde (1200 mg/1000 g de fruto seco), seguido dos estados maduro 

(1100 mg/1000g de fruto seco). Os principais responsáveis por essa atividade 

antioxidante foram os ácidos clorogênico, gálico e cafeico (Cuellar, 2013).  

Mesmo apresentando características, tais como,  potenciais antioxidante e 

nutracêutico, os frutos de E. stipitata são altamente perecíveis, limitando o 

acesso a espécie (Neves et al., 2015). Dessa forma é interessante submeter tais 

substratos a processos para obtenção de derivados alimentícios, como o 

exemplo de produção de bebidas, por meio da fermentação alcoólica. 
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3.3. Análise dos Potenciais Antioxidantes 

 

A oxidação é um processo natural nos organismos vivos. O estresse oxidativo 

é um dos principais responsáveis pelo envelhecimento precoce e o surgimento 

de doenças crônicas (Goodwin e Brodwick, 1995; Denardin et al., 2015). 

Portanto, pesquisas voltadas para a descoberta de substâncias antioxidantes, 

principalmente derivadas de produtos naturais, são crescentes. Essa sessão é 

uma breve revisão de alguns ensaios que podem ser realizados para avaliar os 

potenciais antioxidantes de matrizes. 

 

3.3.1.  Ensaios para avaliação dos Potenciais Antioxidantes 

 

Oxidantes e radicais livres são ditos como as principais espécies 

responsáveis pelo estresse oxidativo que acarreta o envelhecimento precoce e 

doenças crônicas como câncer, neurodegenerativas, diabetes e 

cardiovasculares (Goodwin e Brodwick, 1995; Floyd, 1999; Youdim e Joseph, 

2001; Valko et al., 2007; Denardin et al., 2015). A geração de ROS (espécies 

reativas de oxigênio), dentro de certos limites, seja essencial para manter a 

homeostase (Finkel e Holbrook, 2000). Processos como a auto-oxidação 

(geração de radical que prossegue através de uma reação em cadeia, incluindo 

etapas de iniciação, propagação e finalização) tornam-se preocupantes quando 

envolvem o bem estar e a saúde de pessoas (Brandwilliams et al., 1995).  

Diante disso, fez-se necessária a criação de métodos para avaliar o potencial 

antioxidante das mais variadas matrizes, como produtos naturais ou bebidas 

fermentadas, com o intuito de saber quais seriam capazes de retardar ou anular 

os efeitos nocivos de espécies que propagam o estresse oxidativo. 

Os principais ensaios analíticos para se medir as capacidades antioxidantes 

podem ser divididos em duas categorias, de acordo com os tipos de reações 

químicas: (1) ensaios baseados em reações de Transferência de Átomo de 

Hidrogênio (Hydrogen Atom Transfer - HAT) e (2) baseados em reações de 

Transferência de Elétron (Electron Transfer - ET), que consiste em determinar a 

capacidade de amostras provenientes de matrizes naturais em eliminar radicais 
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livres (ou oxidantes), diferenciando-se quanto ao radical iniciador, à cinética da 

reação e às reações secundárias (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005). No 

quadro 3 é possível observar alguns dos principais tipos de ensaios antioxidante, 

in vitro, baseados nos seus respectivos mecanismos químicos.  

Quadro 3. Tipos de ensaios antioxidantes baseados em HAT e ET.  
(Fonte: Adaptado de Castelo-Branco, 2011). 

Mecanismo 
da reação 

Ensaios Acompanhamento da reação 

ET DPPH Espectrofotometria 515 nm 

ET ABTS Espectrofotometria 750 nm 

ET FRAP Espectrofotometria 595 nm 

ET 
CONTEÚDO DE 
FENOIS TOTAIS 

Espectrofotometria 750 nm 

HAT ORAC 
Fluorimetria excitação 485 nm 

emissão 525 nm 

HAT 
β-CAROTENO/ÁCIDO 

LINOLÉICO 
470 nm 

  

Dos ensaios apresentados (Quadro 3), destacam-se os de DPPH (radical 2,2-

difenil-1picril-hidrazila) e o Conteúdo de Fenóis Totais (reagente de Folin–

Ciocalteu) que são geralmente utilizados para medir o capacidade antioxidante 

em amostras de frutos (Ramos et al., 2015; Qiu et al., 2018; Silva e Sirasa, 2018). 

O ensaio antioxidante para medir a capacidade sequestrante do radical 

DPPH (figura 5 - A) é baseado na reação da solução deste radical com uma 

substância que pode doar um próton, de modo que essa solução radicalar 

passará para a forma reduzida (figura 5 - B) que pode ser observada com a 

mudança da cor violeta-escura para a amarelo devido ao decréscimo da 

absorbância em 515 nm (Molyneux, 2013; Schaich et al., 2015).  
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Figura 5. (A) Radical livre 2,2-difenil-1picril-hidrazila e (B) Não radical 2,2-difenil-1picril-hidrazina 

(Fonte: Adaptado de Molyneux, 2011).  

 

Outro ensaio colorimétrico envolve o cátion ratical ABTS+., esse se baseia 

na redução desse cátion radical, onde é possível verificar a mudança de 

coloração, devido a reação do radical durante a leitura a 750 nm (Schaich et al., 

2015). O ensaio de descoloração do cátion radical ABTS, baseia-se na redução 

do cátion radical ABTS por antioxidantes dos extratos de plantas testados 

(Magalhaes et al., 2008). 

N
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-
S

Et

N N

S SO3
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-
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Figura 6. (A) Não radical cátion radical 2,2´azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico e (B) 
Cátion radical 2,2´azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (Fonte: Adaptado de Schaich, 
2015). 

 

A determinação do Conteúdo de Fenóis Totais através (CFT) pelo método 

Folin-Ciocalteu é bem aceita por ser simples e reprodutiva. O reagente consiste 

em ácido fosfotúngstico-fosfomolíbdico que ao reagir com os compostos 

fenólicos (em condições alcalinas), ocorre a dissociação de um próton fenólico 

levando à formação do ânion fenolato, que por sua vez, é capaz de reduzir o 
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reagente, formando o complexo de molibdênio (Singleton et al., 1999; Huang et 

al., 2005).  

COOH

OH

OH

OH

COO
-

OH

OH

OH

COO
-

OH

OH

OH

COO
-

OH

O

O

+ 2Mo6+
Na2CO3

+ 2Mo5+ + 2H+

(A) (B)

 

Figura 7. Reação do ácido gálico com molibdênio, componente do reagente de Folin-Ciocalteu. 
(A) formação do íon; (B) Reação com molibdênio (Fonte: Adaptado de Oliveira; Valentim; Goulart; 
Silva et al., 2009). 

 

3.4. Aplicação de Planejamento experimental na Otimização de 

Experimentos 

 

Nesse contexto de determinar a melhor resposta antioxidante, destaca-se o 

Planejamento experimental (ou Design Of Experiments, DOE). Esse 

planejamento mostra-se interessante, pois possibilita, mas não se limita, a 

investigação de fenômenos críticos, criar um novo ou melhorar produtos já 

existentes, como também possibilita a otimização de respostas (Esbensen et al., 

2018). A otimização de experimentos ocorre por meio de uma investigação, no 

qual são avaliados quais fatores são considerados primordiais para o processo, 

além de reduzir o número de experimentos, reduzir os resíduos químicos 

(contemplando princípios da Química Verde) e, consequentemente, reduzindo 

os custos (Neto; Scarminio; Bruns, 2010; Filho, 2015). Sua primeira etapa 

consiste em uma triagem, onde são verificadas quais variáveis possuem maior 

influência nas respostas e uma segunda etapa que consiste na realização dos 

experimentos, seguido de um processo de reorganização do mesmo, onde serão 

analisados os resultados e verificado quais fatores podem ser cortados para a 

elaboração de um experimento completamente otimizado (Figura 12).  
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Figura 8. Esquema de Design Experimental (Fonte: Adaptado de Narenderan, et al. 2019). 

 

O planejamento consiste na combinação aleatória de todos os níveis dos 

fatores simultaneamente, gerando um experimento bk, onde b é o número de 

níveis e k número de os fatores a serem investigados.  

Os planejamentos considerados mais simples a serem realizados são os que 

possuem apenas dois níveis, superior e inferior, para os quais são atribuídos de 

forma arbitraria os valores +1 e -1, respectivamente. Desse modo é possível a 

construção de matrizes matemáticas para realizar os cálculos dos efeitos sem 

interferir nos experimentos ou resultados, fornecendo assim as informações 

necessárias para se obter um experimento na melhor condição, ou condição 

ótima (Filho, 2015; Narenderan et al., 2019).  

A aplicação do DOE vem se tornando cada vez mais aplicada nas pesquisas 

em diversas áreas e nesse contexto, detaca-se a Química devido às suas 

vantagens na otimização de variáveis individuais, gerando grande quantidade de 

informações a partir de um número reduzido de experimentos, como também 

pela possibilidade de avaliar o efeito de interação entre variáveis sobre a 

resposta (Narenderan et al., 2019). 

Portanto, a utilização de um planejamento experimental é primordial para o 

controle das atividades, de modo a saber os principais parâmetros e número de 

experimentos a serem realizados. Esse planejamento, além de diminuir o 



41 
 

 

número de procedimentos, possibilita a otimização dos resultados por fonecer as 

melhores condições experimentais. 

Conduto, mesmo após a otimização de um experimento químico, ainda se faz 

necessário identificar os constiuintes químicos presentes nessa determinada 

matriz química otimizada. Nesse contexto, análises por RMN e EM têm se 

mostrado as principais ferramentas disponíveis para a investigação de moléculas 

orgânicas presentes em matrizes complexas.  

 

3.5. Análises de Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de 

Massas nos estudos de Metabolômica 

 

Uma das maiores dificuldades em se trabalhar com produtos naturais está 

relacionada ao fato de que a maioria das substâncias se apresentam em 

misturas complexas. Por muito tempo, abordagens de métodos clássicos, 

envolvendo o isolamento para a caracterização de constituintes químicos foram 

realizadas. No entanto, a necessidade de se reduzir o tempo das análises, como 

também adquirir informações de caráter qualitativo e quantitativo de um número 

significativo de amostras, impulsionaram o desenvolvimento dos estudos em 

metabolômica.  

A metabolômica é uma das áreas da pesquisa que mais tem se desenvolvido 

nas últimas décadas. O estudo de metabólitos e suas alterações pode ser 

empregado as mais diversas matrizes, como as oriundas de sistemas biológicos, 

vegetais ou produtos alimentícios (Deborde et al., 2017; Kikuchi e Yamada, 

2017). 

As principais técnicas analíticas utilizadas para realizar estudos em 

metabolômica são a Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e a Espectrometria 

de Massas (EM) (Marshall e Powers, 2017). Com a utilização dessas duas 

técnicas é possível obter importantes informações estruturais, que podem ser de 

caráter qualitativo e quantitativo (Tangpaisarnkul et al., 2018; Tomita et al., 

2018).   
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De modo simplificado, a análise por metabolômica pode ser descrita da 

seguinte forma: o metaboloma (amostra) é colhido ou extraído de dois ou mais 

grupos (por exemplo, região A versus região B) e uma técnica analítica (por 

exemplo, RMN ou EM) é usada para adquirir um perfil espectral (fingerprint) de 

cada uma amostra metabólica, de modo padronizado, podendo ser submetida 

posteriormente a análises por técnicas estatísticas multivariadas (por exemplo, 

análise de componentes principais [PCA] e análise hierárquica de cluster [HCA]), 

que são utilizadas para determinar padrões nesses grupos, mostrando se os 

metabolomas diferem ou não, identificando-se as características espectrais 

(como as dos metabolitos) que são as principais responsáveis pela distinção dos 

grupos formados (Marshall e Powers, 2017). 

No trabalho de Mayengbam e colaboradores (2019), a abordagem 

metabolômica foi empregada utilizando-se a RMN de 1H para examinar os efeitos 

de uma bebida fortificada (contendo níveis excessivos de vitamina B) sobre a 

sensibilidade à insulina em adolescentes, onde foi aplicada a análise de 

componentes principais (PCA) para avaliar padrões mostrando que bebidas 

fortificadas com quantidades excessivas de vitaminas não são metabolicamente 

inertes.  

Já no trabalho de Alves e colaboradores (2019), a abordagem metabolômica 

baseada em RMN de 1H e Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência hifenada a 

Espectrometria de Massas (CLUE-EM) assistidas por quimiometria para avaliar 

a variabilidade nos vinhos Chenin Blanc e Syrah permitindo identificar 

características comuns e características diferentes, variando épocas de colheita, 

sistemas de treinamento e tipos de porta-enxertos. Ainda empregando RMN, 

mas correlacionando a técnica de Cromatografia Líquida a EM (CG-EM), Pinto e 

colaboradores (2019) realizaram um estudo metabolômico para caracterizar 

compostos susceptíveis de serem extraídos da cortiça pelo vinho na tentativa de 

encontrar uma relação entre o conteúdo destes compostos e a origem geográfica 

da cortiça. Portanto, o emprego da abordagem de metabolômica é essencial para 

a análise de matrizes, complexas, como os objetos de estudos deste trabalho 

(bebidas fermentadas de frutos). A figura 8 apresenta um esquema de análise 

por metabolômica. 
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Figura 9. Esquema de ilustração do fluxo de trabalho metabolômico que combina técnicas 

avançadas de espectroscopia de RMN e Espectrometria de Massas com estatísticas 

multivariadas. (I) Análise dos substratos por RMN e EM; (II) Obtenção dos espectros; (III) Análise 

multivariada dos dados; (IV) Diferenciação e identificação dos metabólitos.  

 

3.5.1. Ressonância Magnética Nuclear Quantitativa (RMNq)  

 

A RMN é uma técnica analítica capaz de fornecer dados qualitativos e 

quantitativos sobre a amostra. Esses dados quantitativos são obtidos seguindo 

a regra de que a intensidade I de um sinal é diretamente proporcional ao número 

de núcleos N da amostra, onde as intensidades dos sinais de RMN são 

equivalentes as áreas de sinais específicos, possibilitando a tomada desses 

dados para investigações quantitativas (Holzgrabe et al., 2005). A relação entre 

a intensidade do sinal I e o número de núcleos observados é dada pela Equação 

I:  

𝐼 = 𝑐𝑆 × 𝑁 (I) 

 

A constante de proporcionalidade cS resulta dos parâmetros do 

espectrômetro, conhecida como constante do espectrômetro (Holzgrabe et al., 

2005). Essa relação só considerada verdadeira nos aparelhos de RMN que 

funcionam por sequência de pulso, quando os spins dos hidrogênios estão na 

condição de equilíbrio térmico, o que equivale a um tempo de repetição da 
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sequência de pulsos com no mínimo cinco vezes maior que o tempo de 

relaxação longitudinal (T1), certificando-se de que todos relaxem e, assim, 

apresentem sinais com intensidade de acordo com a equação (I) (Friebolin, 

2010). 

As medições de concentração com PULCON (Pulse Length–based 

Concentration determination) usam o princípio da reciprocidade que indica que 

os comprimentos dos pulsos de 90° e 360° são inversamente proporcionais à 

intensidade do sinal RMN (Hoult e Richards, 1976; Hoult, 2000; Wider; Dreier, 

2006). 

Após a aquisição do sinal de RMN no domínio do tempo, o espectro de RMN 

é obtido com a aplicação de um método matemático, chamado de Transformada 

de Fourier (TF). Neste caso, uma mesma molécula pode apresentar várias linhas 

espectrais, de acordo com as diferenças de deslocamento químico () de seus 

núcleos de hidrogênio (Holzgrabe et al., 2008). Dessa forma, para realizar as 

análises quantitativas deve-se escolher um dos sinais de maior intensidade e 

que não se sobreponha aos outros sinais espectrais (Santos, 2013). 

A precisão das integrais determina a precisão da quantificação, dependendo 

também de outros parâmetros como: a relação Sinal/Ruído, a linha de base, a 

qualidade do shimming, a janela espectral e os ajustes de fase (Görög, 2000). 

Considerando esses parâmetros, os métodos de RMNq podem ser validados 

segundo as normas específicas. 

Com as melhorias nas instrumentações e o avanço das pesquisas em RMN, 

tais como ímãs blindados de campo alto, criosondas, técnicas de supressão de 

solventes e sequências de pulso versáteis levaram muitos pesquisadores a 

explorar ainda mais a RMN como uma ferramenta quantitativa viável, apesar de 

sua menor sensibilidade (Limite de Detecção, LD, na faixa baixa de mMol L-1) 

quando comparada à espectrometria de massas (EM, LD na faixa baixa de pmol 

L-1) (Simmler et al., 2014). Portanto, nos últimos anos muitos trabalhos, em 

diversas áreas do conhecimento têm explorado os métodos de RMNq. 

No trabalho de Santos e colaboradores (2013), foi realizado um estudo para 

evidenciar a viabilidade da aplicação da técnica de RMN para análises 

quantitativas e qualitativas de formulações farmacêuticas por meio de 



45 
 

 

experimentos 1H, como também foi feita a validação desse método para se 

determinar o teor de paracetamol em 7 amostras comerciais.  

Na linha de pesquisa de produtos naturais, Bonneau e colaboradores (2017), 

desenvolveram um método para quantificar de forma direta as Acetogeninas de 

Anonáceas (AAGs) em extratos brutos, utilizando a RMN. No entanto, existem 

diversos métodos de RMNq que podem ser selecionados, variando de acordo 

com a abordagem mais adequada para uma metodologia específica. 

 

3.5.2. O método de quantificação ERETIC 

 

A quantificação de constituintes individuais por meio de RMNq de 1H baseia-

se na adição de um padrão interno que irá gerar um sinal de RMN para 

possibilitar a quantificação relativa ou a quantificação absoluta (Holzgrabe et al., 

2005). Portanto, é necessário escolher um padrão interno de elevada pureza, 

não necessariamente idêntico ao analito.  

Como alternativa a quantificação realizada baseando-se diretamente no sinal 

de padrões internos adicionados, foram elaboradas propostas para se utilizar um 

sinal de referência produzido eletronicamente. Nesse contexto, surgiu o método 

ERETIC (do inglês, Electronic REference To access In vivo Concentrations), 

proposto inicialmente como uma maneira de evitar a adição de um composto de 

referência em análises de RMN in vivo (Referência Eletrônica para acesso a 

Concentrações In vivo) (Barantin et al., 1997). Esse método baseava-se na 

produção de um sinal eletrônico gerado matematicamente por um hardware 

específico, localizado fora da gaiola de Faraday dos antigos espectrômetros, no 

qual o sinal era apresentado simultaneamente com o espectro da amostra 

(Barantin et al., 1997).  

Com o passar dos anos e os avanços nas pesquisas em Ressonância 

Magnética Nuclear, o método de ERETIC sofreu várias modificações para o 

aumento de sua precisão e acurácia, como também a substituição do hardware 

específico por um software capaz de adquirir e processar os dados para se 

determinar a concentração de um analito em diferentes tipos de matrizes, através 
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de experimentos unidimensionais e/ou bidimensionais (Akoka et al., 1999; Akoka 

e Trierweiler, 2002; Michel e Akoka, 2004). 

No presente trabalho está sendo utilizado um software mais aprimorado 

(versão mais atual), chamado de ERETIC2 (Tyburn e Coutant, 2016). Essa nova 

ferramenta é baseada no método de PULCON, no qual um padrão interno 

correlaciona às intensidades absolutas de dois espectros diferentes (Wider e 

Dreier, 2006).  

Deste modo, contanto que a concentração de uma das amostras seja 

conhecida com precisão e que o pulso de 90° tenha sido previamente calibrado 

para as análises das amostras, as concentrações desconhecidas poderão ser 

calculadas a partir da Equação (II) (Tyburn e Coutant, 2016). 

 

𝑪𝑑𝑒𝑠𝑐 = 𝒌 × 𝑪𝑟𝑒𝑓

𝑨𝑑𝑒𝑠𝑐 × 𝑻𝑑𝑒𝑠𝑐 ×  𝜽𝑑𝑒𝑠𝑐  × 𝒏𝑟𝑒𝑓

𝑨𝑟𝑒𝑓 × 𝑻𝑟𝑒𝑓 × 𝜽𝑟𝑒𝑓 × 𝒏𝑑𝑒𝑠𝑐
 

 

 

 

(II) 

 

Os índices de desc e ref significam desconhecida e referência, 

respectivamente, A é o valor integral, C é a concentração, T é a temperatura, θ 

é a largura do pulso (geralmente utilizado para o pulso de 90° ou 30°, podendo 

ser aplicado para qualquer pulso calibrado), n é o número de transientes, e k é 

um fator de correção que leva em consideração o uso de diferentes valores de 

rg (receiver gain) para a medição da referência e das amostras desconhecidas.  

O método de PULCON pode ser usado com padrões internos (adicionando-

se a padrão dentro do tubo amostral) ou externos (sinal de referência eletrônica) 

e precisa que os espectros unidimensionais sejam adquiridos sob condições 

quantitativas, ou seja, um D1 (Delay 1 ou tempo de repetição do pulso aplicado) 

igual a pelo menos 5xT1 (para um pulso de 90°) ou 3xT1 para um pulso de 30°, 

um tempo de aquisição maior que 3xT2, e uma relação de Sinal/Ruído de pelo 

menos 10 : 1) (Tyburn, 2016; Keeler, 2002). Essa ferramenta já foi aplicada e 

teve seu desempenho comparado com a quantificação através da adição de um 

padrão interno (ácido maleico, 10 mM), apontando uma performance similar 

(Walker et al., 2011). 
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O uso do referenciamento eletrônico elimina erros nas análises como 

resultado da medida de padrões internos, bem como problemas indesejáveis 

como resultado da solubilidade dos padrões na solução de analito e interações 

químicas entre o analito e o padrão interno (Garrido e Carvalho, 2015). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Coleta dos frutos  

 

Os frutos maduros do araçá-boi (registro do SISGEN número AD5EEEC), 

foram coletados pelo Prof. Dr. Valdely Ferreira Kinupp, no Instituto Federal de 

Educação, Ciência e Tecnologia do Amazonas (IFAM), Campus Manaus Zona 

Leste, localizado na região metropolitana da cidade de Manaus (3º04'46 ”S 

59º55'58” W), estado do Amazonas, Brasil. As coletas foram realizadas em três 

períodos diferentes. A coleta para a produção das bebidas do estágio I foi 

realizada em novembro de 2017, a segunda coleta foi feita em março de 2018 e 

a terceira coleta foi feita no período entre os meses de junho e outubro de 2018. 

 

4.2. Produção das Bebidas Fermentadas da primeira etapa: Análise 

das variáveis 

 

A obtenção dos produtos fermentados foi realizada no Laboratório de 

Tecnologia de Alimentos (LTA) do Instituto de Educação, Ciência e Tecnologia 

da Amazônia (IFAM), sob a supervisão da Profa. Dra. Lúcia Schuch Boeira. 

A primeira produção de bebidas ocorreu em dois estágios (I e II), destinados 

à escolha das variáveis a serem utilizadas no planejamento fatorial. No estágio 

I, a produção foi realizada com o objetivo de selecionar uma levedura comercial 

para outra escala de produção. O araçá-boi (5,6 kg) foi higienizado com ácido 

peracético (0,5 g L-1), segundo as normas da Anvisa (2004) e centrifugado 

(Homestar ™ HS-380) para obtenção do suco. Para o mosto, foram adicionados 

2 L de água destilada e os Sólidos Solúveis Totais (SST) foram corrigidos para 

atingir 21º Brix. O pH foi corrigido até o valor de 2,8. Cinco cepas de leveduras 

comerciais (específicas para a produção de vinhos) de Saccharomyces 

cerevisiae foram empregadas como agentes de fermentação. As leveduras 

Biolievito Bianco, Biolievito Cerevisiae, Biolievito Rossofrutto, Arom Cuveé e 

Biolievito Bayanus foram preparadas de acordo com as recomendações do 

fabricante (Perdomini). As fermentações foram conduzidas em garrafas de vidro 
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âmbar equipadas com válvula tipo airlock e conduzidas a 18 ºC em refrigerador 

D.B.O. (Demanda Bioquímica de Oxigênio) (Rizzon e Dall'agnol, 2009). 

A evolução da fermentação foi acompanhada pela determinação do teor de 

SST (ºBrix) a cada 24 h. Após a fermentação e a trasfega, as bebidas foram 

filtradas sob vácuo utilizando terra de filtração com um papel de filtro (diâmetro 

de 12,5 cm, 80 gm-2). Para esta filtração foi realizada numa pré-cobertura 

preparada usando 5% de prefibra (Biotec Sul) com a adição de 10% de biofiltro 

de terra 500 (BF500). 

No estágio II, utilizou-se uma alíquota de 2,3 kg desse fruto. Os 

procedimentos do estágio I foram reproduzidos com alguma modificação [volume 

de água adicionada (500 mL), adição de sacarose (250 g) e alíquotas de 

levedura (170 mg)] nas quais foi utilizada a cepa Biolievito Bayanus. Metade da 

massa de fruto foi utilizada para uma produção sem a filtração com terra, sendo 

a outra metade preparada com a filtração. Alíquotas (1,0 mL) foram removidas 

durante o período de fermentação para determinar as concentrações de 

açúcares e teor alcoólico. Após o período de fermentação, todas as bebidas 

foram filtradas com terra, como foi descrito no estágio I. A tabela 1 mostra os 

códigos das cepas de Saccharomyces cerevisiae, como também as variáveis 

utilizadas nos processos produtivos empregados nos estágios I e II. As 

fermentações dos estágios I e II foram realizadas em duplicata. 
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Tabela 1. Códigos de leveduras comerciais e o processo avaliado nos estágios I e II. 

Código Nome Etágio de uso 
Parâmetro 
avaliado 

BBI-I Biolievito Bianco 

I Tipo de levedura 

BCE-I Biolievito Cerevisiae 

BRO-I 
Biolievito 

Rossofrutto 

ACU-I Arom Cuveé 

BBA-I Biolievito Bayanus 

BBA-II-F 
Biolievito Bayanus II 

Filtração 

BBA-II-NF Não-filtração 

 

 

4.2.1. Planejamento experimental fatorial 

 

Foi elaborado um planejamento fatorial completo de 23 para a otimização do 

processo de produção dos fermentados (Filho, 2015). O software empregado 

para a construção da matriz foi o MinitabTM 18.1, com avaliação dos seguintes 

parâmetros experimentais: as duas cepas de Saccharomyces cerevisiae 

selecionadas (Arom Cuvêe e Biolievito Bayanus), o processo filtração (com ou 

sem), e diferentes temperaturas no processo de fermentação (18 ºC e 28 ºC) 

(Figura 13). 
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Figura 10. Diagrama do planejamento fatorial completo adotado para a produção das bebidas 
fermentadas de araçá-boi. 

 

Todos os experimentos foram realizados em quintuplicata, fornecendo um 

total de 40 experimentos, realizados de acordo com a randomização do software 

MinitabTM 18.1. Na tabela 2 é demonstrada a sequência de aleatorização 

adotada para realização dos experimentos (análises de RMN, análises por 

Espectrometria de Massas e os ensaios antioxidantes) e a codificação das 

bebidas obtidas. Para os cálculos de efeitos: Fator 1 (Levedura); Fator 2 

(Processo de filtração) e Fator 3 (Temperatura). Os cálculos de efeito para a 

obtenção das condições ótimas do experimento foram realizados no software 

Microsoft Excel 2016.  
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Tabela 2. Sistema de aleatorização adotado para realizar as análises, de acordo com o planejamento fatorial completo de 23. 

Ordem Código 
Temperatura 

(ºC) 
Processo    Ordem Código 

Temperatura 
(ºC) 

Processo 

1 B18F 1 18 Filtrado    21 B18NF 3 18 Não-filtrado 

2 C28NF 1 28 Não-filtrado    22 C28F 3 28 Filtrado 

3 B28NF 1 28 Não-filtrado    23 B28F 3 28 Filtrado 

4 C18F 1 18 Filtrado    24 B28NF 3 28 Não-filtrado 

5 C18NF 1 18 Não-filtrado    25 C18NF 4 18 Não-filtrado 

6 C28F 1 28 Filtrado    26 C18F 4 18 Filtrado 

7 B18NF 1 18 Não-filtrado    27 C28F 4 28 Filtrado 

8 B28F 1 28 Filtrado    28 C28NF 4 28 Não-filtrado 

9 B18F 2 18 Filtrado    29 B18NF 4 18 Não-filtrado 

10 B28F 2  28 Filtrado    30 B28F 4 28 Filtrado 

11 B28NF 2 28 Não-filtrado    31 B18F 4 18 Filtrado 

12 C18F 2 18 Filtrado    32 B28NF 4 28 Não-filtrado 

13 C28F 2 28 Filtrado    33 C28F 5 28 Filtrado 

14 B18NF 2 18 Não-filtrado    34 C18F 5 18 Filtrado 

15 C28NF 2 28 Não-filtrado    35 C28NF 5 28 Não-filtrado 

16 C18NF 2 18 Não-filtrado    36 B28F 5 28 Filtrado 

17 C18F 3 18 Filtrado    37 B18F 5 18 Filtrado 

18 C28NF 3 28 Não-filtrado    38 B28NF 5 28 Não-filtrado 

19 C18NF 3 18 Não-filtrado    39 B18NF 5 18 Não-filtrado 

20 B18F 3 18 Filtrado    40 C18NF 5 18 Não-filtrado 

B = Bayanus; C = Cuvee; F = Filtrado; NF = Não-filtrado; 18 = 18 ºC; 28 = 28 ºC. 
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4.2.2. Produção das Bebidas Fermentadas: Aplicação do planejamento 

fatorial completo para a segunda etapa de produção das bebidas 

 

A obtenção dos produtos fermentados foi realizada no Laboratório de 

Tecnologia de Alimentos (LTA) do Instituto de Educação, Ciência e Tecnologia 

da Amazônia (IFAM), sob a supervisão da Profa. Dra. Lúcia Schuch Boeira.  

Antes de iniciar a produção, os frutos coletados foram mantidos armazenados 

dentro de uma sacola plástica em um congelador a temperatura de –20 ºC. 

Foram retirados os pedúnculos dos frutos e os mesmos foram sanitizados com 

solução de ácido peracético 0,5 g L-1 (Anvisa, 2004). Os frutos foram pesados 

em uma balança digital (balmak®), no qual foi verificada uma massa de 22,1 kg 

de araçá-boi.  

Posteriormente, os bagaços foram levados a duas centrífugas: Homestar™ 

(HS-380) e Philips Walita (RI 1832) para obtenção do suco, armazenando-o em 

um fermentador inox de 30 L. Após a centrifugação foi obtida uma massa de 

suco equivalente à 1,972 kg. O volume final de suco obtido foi equivalente a 12 

L. As avaliações de SST e do pH foram realizadas, sendo respectivamente 2 

ºBrix e 2,74. 

A etapa seguinte consistiu na correção do pH, adicionando-se 16 g de um 

corretor de pH (Tetracomplex) para a correção do nível de açúcar foi utilizada a 

técnica de chaptalização. Foram adicionados 500 g de açúcar comum (sacarose) 

até o mosto atingir a marca de 21 ºBrix (Dantas e Silva, 2017).  

Realizadas as correções de SST e pH, o suco foi dividido, no qual, 6 L foram 

destinados a filtragem e os outros 6 L litros não foram filtrados com terra antes 

de iniciar o período de fermentação.  

A levedura comercial utilizada como agente da fermentação foi a           

Saccharomyces cerevisiae (Perdomini), sendo metade das bebidas produzidas 

com a cepa de Arom Cuvêe, e a outra metade com Biolievito Bayanus. Estas 

foram pesadas em uma balança analítica (Master® AY220) e ativadas durante 

20 minutos em água aquecida à 38ºC. Após a ativação, as leveduras foram 

inoculadas aos mostos, onde foram agitadas ate a homogeneização. Uma vez 

homogeneizadas, as soluções foram transferidas para garrafas de vidro âmbar 
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(500 mL), fechadas com válvulas airlock e então armazenadas em geladeira, 

onde metade das bebidas foi conservada a temperaturas de 18 ºC e a outra 

metade a 28 ºC até o fim do processo de fermentação. O acompanhamento do 

processo foi feito pela medição diária do nível de SST, até que as medidas se 

tornassem constantes.  

Ao término do processo de fermentação, foi realizado o procedimento de 

trasfegas para outras garrafas de vidro, que foram devidamente sanitizadas. A 

transferência foi feita, com a simultânea filtragem, utilizando-se funil e algodão. 

Concluída a trasfega, os fermentados foram conservados em um refrigerador do 

tipo D.B.O. sob as mesmas temperaturas no qual foram conservadas no período 

de fermentação (18 ºC e 28 ºC) em um período de 10 dias para sua maturação. 

O procedimento geral do processo de produção dos fermentados está 

representado na figura 11.  

Após a etapa de maturação as bebidas foram filtradas, utilizando-se a terra 

de Diatomita para o preparo da pré-cama (lavagem e fixação do filtro no funil), e 

terra do tipo Biofilter para a filtração do fermentado. A filtragem foi realizada com 

o auxílio de uma bomba de vácuo.  

Depois de filtrados, os fermentados foram transferidos para garrafas 

(envasamento), previamente sanitizadas, sendo armazenados novamente à 

D.B.O. para amadurecerem antes do consumo. 
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Figura 11. Processo de produção dos fermentados alcoólicos de araçá-boi. * = Filtração com 

Terra, realizada apenas em metade das amostras no estágio II e para a metade das amostras 

produzidas pelo planejamento fatorial completo.  

 

Para analisar as características sensoriais das amostras dos oito tipos de 

bebidas fermentadas produzidas, os testes de análise preferencial foram 

conduzidos no Laboratório de Tecnologia de Alimentos do IFAM, Campus 

Manaus Centro. 

As análises preferênciais foram realizadas com 10 provadores não 

treinados, de ambos os sexos, todos com idade superior a 18 anos, sendo eles 
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membros, ou não do instituto, relatando suas preferências com relação às 

bebidas fermentadas. Para tanto, as bebidas foram dispostas em taças de vidro 

de 50 mL, codificados com números disposto de forma aleatória de 1 a 8, 

servidos uma por vez para cada um dos degustadores, intercalados por água 

mineral.  

A aceitabilidade dos fermentados foi mensurada por meio da aplicação de 

um Teste de Aceitação (Stone e Sidel, 2004; Minim, 2018), no qual as amostras 

foram avaliadas com o auxílio de uma escala hedônica estruturada em 9 pontos, 

na qual foi atribuída nota 1 para “desgostei extremamente” e nota 9 para “gostei 

extremamente”. Nesse teste foram avaliados os seguintes atributos do vinho: 

aroma, sabor e intenção de compra para conhecer a atitude dos consumidores 

em relação ao produto avaliado. Para isso, foi empregada uma escala 

estruturada em 5 pontos, em que o valor 1 corresponde a “certamente não 

compraria” e o valor 5 a “certamente compraria”. A tabela 3 contendo a 

pontuação e as classificações da análise preferencial. As fichas utilizadas para 

a realização das análises preferenciais podem ser encontradas no apêndice I 

deste trabalho (páginas 104 a 105). 

 

Tabela 3. Tabela de avaliação da análise preferencial. 

Pontos 
Classificação para Aroma e 

Sabor 

Classificação para Intenção de 

Compra 

1 Desgostei extremamente Certamente não compraria 

2 Desgostei muito Provavelmente não compraria 

3 Desgostei Talvez sim, talvez não compraria 

4 Desgostei pouco Provavelmente compraria 

5 Não gostei nem degostei Certamente compraria 

6 Gostei pouco --- 

7 Gostei --- 

8 Gostei muito --- 

9 Gostei extremamente --- 
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4.3. Ensaios para a avaliação dos Potenciais Antioxidantes 

 

Os ensaios para a avaliação dos potencias antioxidantes das amostras foram 

realizados no Laboratório de Abertura de Amostras e Ensaios Químicos (LAEQ) 

da Central Analítica da UFAM sob a supervisão e co-orientação da Prof. Dra. 

Jaqueline de Araújo Bezerra.  

 

 

4.3.1. Ensaio de capacidade sequestrante do radical DPPH.  

  

O ensaio do radical livre DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi realizado 

conforme (Molyneux, 2004) com modificações. Este ensaio foi realizado duas 

vezes. No primeiro foram analisadas as amostras dos estágios I e II e as 

respostas foram apresentadas por equivalência de Trolox. No segundo ensaio 

foram analisadas as amostras do planejamento fatorial e as respostas foram 

dadas em CI50.   

No ensaio de DPPH, foram adicionados na microplaca de 96 poços, 10 

µL dos fermentados (1:10) e 190 µL de solução metanólica de DPPH (60 µM). 

Após 30 minutos, na ausência de luz, foi medida a absorbância em Leitora de 

Microplaca (Elx800, Biotek) a 515 nm. Os resultados foram expressos em µM de 

Equivalentes de Trolox. Os valores de atividade antioxidante (AA) foram 

calculados conforme a Equação III:  

 

𝐴𝐴(%) = [
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
] 𝑥 100 

 

Onde Acontrole é a absorbância do controle e Aamostra é a absorbância da 

amostra. Os valores da Concentração Inibitória a 50% - CI50 das amostras e do 

padrão foram calculados com base na interpolação da curva de calibração a 50% 

de inibição do radical DPPH.. Os experimentos foram realizados em triplicata.  

 

4.3.2. Ensaio de capacidade sequestrante do cátion radical ABTS+.  

(III) 
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O ensaio contra o radical livre ABTS foi baseado no método desenvolvido por 

Re e colaboradores (2010), com modificações. O radical ABTS+. foi preparado 

pela reação entre a solução de ABTS (0,6 mol L-1) com persulfato de sódio (140,0 

mmol L-1) e diluído para absorbância de 0,700 a 750 nm. A reação entre a 

amostra e o radical a 1:100 por 6 min e as leituras foram realizadas em uma 

leitora de Microplaca (Elx800, Biotek) a 750 nm. O resultado foi expresso em µM 

de Equivalentes de Trolox. Os experimentos foram realizados em triplicata.   

 

4.3.3. Ensaio para Determinação de Fenois Totais 

 

O ensaio de determinação de fenois totais também foi realizado duas 

vezes. No primeiro experimento foram analisadas as amostras dos estágios I e 

II. No segundo experimento foram analisadas as amostras do planejamento 

fatorial.  

A determinação de FT foi realizada pelo utilizando reagente de Folin 

Ciocalteu (Velioglu et al., 1998). Em microplaca de 96 poços, 20 µL de amostra 

com 150 µL de reagente de Folin Ciocalteu (1:10 no primeiro ensaio e 1:1 no 

segundo ensaio) por 5 minutos e após esse período adicionado 150 µL de 

bicarbonato de sódio. As leituras foram realizadas após 90 minutos, na ausência 

de luz, em um comprimento de onda de 750 nm em um leitor de Microplaca 

(Elx800, Biotek). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados 

foram expressos em Equivalentes de ácido gálico por litro de fermentado.  
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4.4. Identificação estrutural dos constituintes químicos das Bebidas 

Fermentadas 

 

Para realizar a identificação e determinação estrutural dos constituintes 

químicos presentes nas bebidas fermentadas, foram utilizadas as técnicas de 

Espectrometria de Massas (EM) de baixa resolução e a Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) de alta resolução, com experimentos unidimensionais (1H, 13C e 

DEPT 135) e bidimensionais (COSY 1H-1H - Correlation Spectroscopy, HSQC - 

Heteronuclear Single Quantum Coherence e HMBC - Heteronuclear Multiple 

Bond Correlation). Os experimentos foram realizados com sequências de pulsos 

padrão da Bruker.  

Para a determinação estrutural dos compostos orgânicos presentes nas 

bebidas fermentadas, foi utilizada a sequência de pulsos LC1PNGPPS, 

juntamente com os experimentos 2D. O software Chenomx NMR (versão 8.43) 

foi empregado para auxiliar na identificação dos compostos nas bebidas 

fermentadas, bem como o banco de dados da biblioteca HMDB (The Human 

Metabolome Database) (2018). 

As análises por Espectrometria de Massas (EM) de baixa resolução foram 

realizadas no Laboratório de Cromatografia e Espectrometria de Massas 

(LabCEM) localizado na Central Analítica do Centro de Apoio Multidisciplinar da 

UFAM.  

Os Espectros de Massas de baixa resolução foram obtidos através de um 

Espectrômetro de Massas, Thermo Scientific, modelo LCQ Fleet, com fonte de 

Eletrospray (ESI) e um analisador Ion-Trap (IT), onde as amostras foram obtidas 

por inserção direta (solvente metanol), com fluxo contínuo. 

 

4.4.1. Análises qualitativas e quantitativas por RMN  

 

Os experimentos de Ressonância Magnética Nuclear foram realizados no 

Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear (NMRLab), localizado na Central 
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Analítica do Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM).  

Todas as amostras destinadas as análises por RMN foram preparadas 

com 550 µL de amostra e 60 µL de solvente D2O contendo TMSP-d4 (0,5 µM), 

em espectrômetro de RMN (Bruker Avance IIIHD, 11,74 T, sonda BBFO Plus 

SmartProbe™). Todos os experimentos de RMN foram adquiridos e 

processados no software TopSpin 4.0.6 da Bruker. Nesse software os 

deslocamentos químicos (δ) são expressos em partes por milhão (ppm) e as 

constantes de acoplamento (J) estão expressas em Hertz (Hz). 

As sequências de pulsos NOESYGPPR1D (região de supressão 4,8 ppm) 

e LC1PNGPPS (regiões de integração: 4,6 ppm, 3,5 ppm e 1,0 ppm) foram 

utilizadas para as supressões dos sinais do solvente (H2O 90 % / D2O 10 %) e 

do etanol, respectivamente. Para a realização destas análises, foram 

padronizados os sequintes parâmetros: (AQ_MOD – Modo de aquisição: DQD, 

TD – Tamanho do Fid: 64k , DS - Número de transientes fictícias: 04, NS – 

Número de varreduras: 10, SW – Janela espectral: 19,99 ppm, AQ – Tempo de 

aquisição: 3,27 s and PLW1 – Potência do pulso: 20,32 W), realizados à 

temperatura de 298 K. O pulso de 90º foi calibrado para cada um dos compostos 

identificados e o D1 foi devidamente calculado (D1= 19,1 s), respeitando-se o 

tempo necessário para garantir a validade do método, sendo 7 vezes o valor de 

T1. O valor de T1 foi calculado baseando-se no dubleto em 8,62 ppm, referente 

ao padrão quinina (10,0 mmol.L-1). Para a realização das análises quantitativas 

utilizou-se o método de PULCON (Tyburn e Coutant, 2016). O protocolo 

abordado para as análises de RMNq pode ser encontrado no apêndice II deste 

trabalho (páginas 106 a 111). 

A determinação das concentrações foi feita a partir da integração dos 

sinais dos hidrogênios anoméricos dos açúcares α-glicose e β-glicose, dupletos 

em δ 5,2 ppm e δ 4,6 ppm, respectivamente. Foram também integrado o tripleto 

em δ 1,16 ppm, referente ao etanol e os simpletos nas regiões de δ 7,23 ppm e 

δ 6,83 ppm para ácido gálico e o tirosol, respectivamente. As quantificações 

referentes ao ácido gálico e ao tirosol foram realizadas em quintuplicata e 

expressas em média e desvio padrão.  



61 
 

 

Para as análises quimiométricas foi utilizada a sequência de pulsos 

LC1PNGPPS com o valor do rg fixado em 114 e as aquisições procederam-se 

por meio de comandos automáticos [Tuning, Matching, Shimming, NS, DS, O1 

(Transmitter Frequency Offset for Channel F1 em Hz) e TD] de modo a 

padronizar os espectros de RMN de 1H obtidos. 

 

4.4.2. Análise por Espectrometria de Massas 

 

Para a geração e a análise dos Espectros de Massas de varredura total 

foram realizados nos modos positivo e negativo, bem como para os demais 

experimentos em múltiplos estágios (MSn, onde n é número de espectros de 

massas gerados pelas fragmentações), sob as seguintes condições: tensão de 

pulverização de 5,0 kV, pressão da bainha e gás auxiliar de 35 e 5 psi (N2), 

respectivamente; temperatura capilar 220 °C no modo positivo e 200 °C 

negativo, lente do tubo Compensação de ± 109 V. O intervalo de aquisição foi 

de m / z 50-1000. 

As fragmentações foram realizadas utilizando energia de colisão entre 1 

a 30 eV. O gás para auxílio na fragmentação será o Hélio. O software Xcalibur® 

versão 2.1 (Thermo scientific®) foi utilizado durante a aquisição e processamento 

dos dados espectrais.  

 

4.5. Análises Univariadas e Multivariadas 

 

Foi utilizado o método de Modelo Linear Generalizado (MLG) para 

analisar os dados obtidos pela análise preferêncial. Codificação de fator: -1; 0; 

+1; Interações de ordem: 2; Confiança; 90% (bilateral) (WU et.al., 2019).  

O teste Ryan-Joiner (semelhante ao teste Shapiro-Wilk) foi empregado 

para avaliar o padrão de distribuição normal. A ANOVA, com teste de Tukey (p 

< 0,05), foi realizada para investigar o efeito das variáveis utilizadas no estágio I 

na capacidade antioxidante das bebidas. Os testes foram realizados no software 

MinitabTM 18.1. 
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Os dados espectrais de 1H RMN foram adquiridos de forma padronizada 

para então serem importados para o software RStudioTM 1.0.44, onde foram 

geradas duas matrizes de dados. Os dados foram tabelados utilizando-se o 

algorítimo OBA (Optimized Bucketing Algorithm), após serem alinhados, seguido 

da exclusão das regiões onde foram realizadas a supressões dos sinais do 

solvente e do etanol. O  algorítimo OBA foi usado com um tamanho de bucket 

de 0,04, com grau de liberdade de 50% (Sousa et al., 2013). A matriz I 

contemplou a região de 0,5 - 11 ppm (regiões de exclusão: 11,0 - 12,0 ppm). A 

matriz II e a matriz III foram geradas a partir da matriz I, no qual na II foram 

utilizados apenas os dados referentes às bebidas produzidas na temperatura de 

18 ºC. Para a matriz III, foram utilizados apenas os dados das bebidas obtidas 

do processo em que se fixou a temperatura em 28 ºC. 

A análise multivariada dos dados de RMN foi realizada empregando-se os 

métodos de Análise dos Componentes Principais (PCA) e análise por 

Agrupamento Hierárquico de Cluster (HCA) (Esbensen et al., 2018). Após o pré-

tratamento, os dados foram importados para o software The UnscramblerTM 10.3, 

onde foram analisados por dois métodos multivariados, não-supervisionados 

(PCA e HCA). Os dados espectrais foram processados com derivação Savitsky-

Golay (SG), seguido de uma normalização por alcance (Range normalization).  

A PCA foi realizada empregando-se o algoritmo de Decomposição do 

valor Singular (SDV) devido aos pequenos fatores de dados, conjuntamente com 

validação cruzada e peso 1,00 para todos os pontos, os quais foram centrados 

na média. A HCA foi empregada utilizando-se o método de Ward’s, com 

Distância Euclidiana Quadrada (Squared Euclidean distance).  

  



63 
 

 

5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

5.1. Seleção das bebidas e análise do processo de fermentação 

 

O acompanhamento do período de fermentação foi feito a partir da leitura 

diária dos valores de SST, partindo de 21 ºBrix, até esses valores serem reduzido 

para 5 ºBrix, permanecendo constantes. Esse fato foi observado no 15º dia de 

fermentação, demostrando que o processo de fermentação foi encerrado devido 

às baixas concentrações de açúcares presentes no meio, impossibilitando que a 

continuação do processo fermentativo (Pereira et al. 2019).  

Das cinco bebidas produzidas inicialmente no estágio I, foram selecionadas 

apenas as bebidas fermentadas obtidas com as cepas de Biolievito Bayanus e 

Arom Cuvee por meio de uma análise preferencial, na qual foram avaliados 

aroma e sabor das bebidas. O critério de escolha das bebidas foi posteriormente 

validado com os resultados das atividades antioxidante dessas bebidas, em que 

as mesmas se destacaram com boas respostas, como será apresentado na 

sessão dos resultados das atividades antioxidantes. 

No estágio II, foi realizada avaliação do efeito do processo de filtração sobre 

as bebidas, no qual foram utilizadas as cepas da levedura Biolievito Bayanus. 

Este processo fermentativo perdurou por onze (11) dias, até que os valores de 

SST alcançassem o valor de 5 ºBrix, conforme observação anterior.  

 Outra metodologia acompanhamento do processo fermentativo ocorreu 

pelo monitoramento dos nívels de etanol e açúcares livres por RMN 1H. Os 

espectros de RMN 1H referentes tais amostras do estágio II foram obtidos por 

meio de alíquotas retiradas diariamente durante todo o processo fermentativo.  

 Na figura 12 (A), onde foi utilizada a sequência de pulsos NOESYGPPR1D 

para monitorar o tripleto em δ 1,16, referente ao etanol presente na amostra, 

observou-se que do primeiro ao décimo primeiro dia de fermentação houve um 

aumento gradativo da quantidade de etanol. Já na figura 12 (B), onde foi utilizada 

a sequência de pulsos LC1PNGPPS para realizar o monitoramento do dubleto 

referente ao hidrogênio anomérico da sacarose em δ 5,40 (d, J = 3,5 Hz) foi 

observado que do primeiro ao décimo primeiro dia de fermentação houve a 
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diminuição da quantidade de sacarose presente na amostra, como se é esperado 

para um processo de fermentação acoólica (Bisson, 2004; Chidi et al., 2018). 

 

Figura 12. Sobreposição dos espectros de RMN 1H referentes as alíquotas dos fermentados de 

araçá-boi coletadas coletado das bebidas produzidas no estágio II, no período entre o dia 01 e o 

dia 11 (11,7 T, D2O/H2O). (A) Tripleto do etanol; (B) Dubleto da sacarose. *Informações 

complementadas pelos dados quantitativos da tabela 7. 

 

Ao término do processo fermentativo, os oito tipos de bebidas 

fermentadas de araçá-boi foram submetidas aos testes de análises 

preferenciais. Dentre os testes sensoriais disponíveis para medir a aceitação, 

preferência e intensão de compra dos consumidores com relação a um ou mais 

produtos, a escala hedônica, estruturada é uma das mais utilizadas devido à 

confiabilidade e a validade de seus resultados, bem como por sua simplicidade 

de aplicação (Stone e Sidel, 2004; Minim, 2018). A tabela 4 apresenta os 

resultados da análise preferencial das bebidas fermentadas. 

(B)

11º Dia

01º 

Dia

(A)

01º 

Dia

11º Dia
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Tabela 4. Valores médios da análise preferencial das bebidas fermentadas de araçá-boi.  

Código: Análise 
Preferencial 

Bebida Aroma Sabor 
Intenção de 

Compra 

1 B18F 7,2 ± 2,4 6,8 ± 2,5 3,6 ± 1,9 

2 C18F 6,3 ± 0,8 6,1 ± 1,4 3,5 ± 1,9 

3 B28F 6,1 ± 2,5 5,3 ± 2,9 3,1 ± 1,8 

4 C28F 7,2 ± 1,0 6,2 ± 2,4 3,5 ± 2,1 

5 B18NF 5,4 ± 2,2 4,8 ± 2,5 3,1 ± 0,7 

6 C18NF 6,6 ± 1,4 6,4 ± 0,9 3,2 ± 1,7 

7 B28NF 6,1 ± 1,9 6,0 ± 1,5 3,1 ± 1,5 

8 C28NF 5,2 ± 2,6 4,7 ± 2,7 3 ,0 ± 1,5 
 

Em relação ao aroma das bebidas, tanto as elaboradas com as cepas de 

Arom Cuvee, quanto às de Biolievito Bayanus obtiveram bons resultados (C28F: 

7,2 e B18F: 7,2), apresentando os mesmos valores, o que indica que os 

provadores classificaram as bebidas entre, “gostei pouco” (6 pontos) e “gostei 

muito” (8 pontos). O modelo linear generalizado mostrou que para a 

característica de aroma, os fatores, bebida (p 0,026) e avaliador (p 0,000) foram 

estatisticamente significativos. Com relação aos coeficientes, destacaram-se as 

bebidas B18F (p = 0,046), B18NF (p = 0,018) e C28F (p = 0,019). Já, dentre os 

avaliadores destacaram-se o 2 (p = 0,061), 5 (p = 0,007), 6 (p = 0,028), 7, (p = 

0,015), 8 (p = 0,006) e 9 (p = 0,014). 

Para a característica sabor, as bebidas fermentadas que se destacaram entre 

os provadores foram a B18F (com média de 6,8) e a C18NF (média de 6,4 

pontos), apresentando a classificação intermediária de “não gostei, nem 

desgostei” (média de 5 pontos) e “gostei” (média de 7 pontos). O modelo mostrou 

que para a característica de sabor, os fatores, bebida (p 0,051) e avaliador (p 

0,000) foram estatisticamente significativos. Com relação aos coeficientes, 

destacaram-se as bebidas B18F (p = 0,020) e B18NF (p = 0,025). Enquanto, 

dentre os avaliadores, destacaram-se o 5 (p = 0,008), 6 (p = 0,001), 7 (p = 0,001) 

e 9 (p = 0,030). 

Quando questionados em relação à intenção de compra das diferentes 

bebidas fermentadas, os provadores classificaram a bebida B18F como “talvez 

compraria” (com média de 3,6 pontos), seguida pelas bebidas fermentadas C18F 

e C28F (ambas com a mesma média de pontos: 3,5). O modelo mostrou que 

para a característica de intensão de compra, apenas o fator avaliador (p = 0,000) 
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foi estatisticamente significativo. Com relação aos coeficientes, não houve 

destaque de nenhuma das bebidas, destacando-se os avaliadores 6 (p = 

0,0018), 7 (p = 0,024) e 8 (p = 0,000).  

Diante dessa avalição, o destaque das análises preferenciais foi a bebida 

fermentada B18F, a qual apresentou as maiores pontuações para as 

características aroma, sabor e intenção de compra.  

 

5.2. Identificação dos constituintes por RMN  

 

Para realizar a identificação das substâncias, foi utilizada a sequência de 

pulsos LC1PNGPPS, que proporciona a supressão múltipla de sinais, 

possibilitando então a supressão dos sinais do solvente (água) e do etanol. A 

figura 13 mostra a sobreposição dos espectros das bebidas de araçá-boi e as 

respectivas regiões onde foram feitas as integrais para a supressão dos sinais.  

 

Figura 13. Sobreposição dos espectros de RMN 1H (δ 0,00-5,799 ppm) das bebidas fermentadas 

de araçá-boi, com a sequência de pulsos LC1PNGPPS (11,7 T, D2O/H2O). Sinais suprimidos: δ 

4,699 ppm (água), δ 3,566 ppm (quarteto do etanol) e δ 1,097 ppm (tripleto do etanol). 

 

A partir das análises dos espectros de RMN 1D e 2D foi possível identificar 

10 substâncias, confirmadas pelo deslocamento químico (δ), valores de 

constante de acoplamento (J), confirmados pelas correlações nos experimentos 
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de COSY, HSQC e HMBC, como também por meio de comparação com os 

dados de espectrometria de massas, dados da literatura e software Chenomx 

NMR (versão 8.43) (Alves, 2007; Oliveira, 2012; Santana, 2017). A tabela 5 

apresenta os compostos identificados nas bebidas fermentadas. Nos espectros 

de 1H das bebidas fermentadas foi possível identificar os sinais característicos 

dos ácidos málico, cítrico, gálico e succínico. Para o ácido málico foram 

identificados dois dupletos em δ 2,72 (J=7,2 Hz) e δ 2,83 (d, J=4,5 Hz) e um 

duplo dubleto em δ 4,44 (dd, J=4,5; J=7,2 Hz). 
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Tabela 5. Dados espectrométricos das bebidas fermentadas de araçá-boi (11,7 T, H2O/D2O). 

Grupos Compostos 1H δ (ppm) 13C δ (ppm) EM (m/z) Literatura 

Ácidos orgânicos e 
derivado substituído 

do benzeno  

Ácido málico 

2,72 (H-3a, d, J=7,2 Hz) 
2,83 (H-3b, d, J=4,5 Hz) 
4,44 (H-2, dd, J=7,2:4,5 

Hz) 

42,4 (C-3); 
70,0 (C-2); 177,6 (C-4); 180,0 (C-1) 

133 

(Santana, 2017) 

Ácido cítrico 
2,68 (H-2a, d, J=15,6 Hz) 
2,86 (H-2b, d, J=15,6 Hz) 

41,8 (C-2); 70,3 (C-3); 177,6 (C-4); 
180,2 (C-1); 180,2 (C-5) 

191 

Ácido succínico 2,62 (H-1, s) 31,9 (C-1); 31,9 (C-1); 180,0 (C-2) 117 (Santana, 2017) 

 Ácido fórmico  9,14 (H-1, s) --- * (Santana, 2017) 

Fenólicos 

Ácido gálico 7,23 (H-2, H-6, s) 
113,3 (C-3, C-7); 142,2 (C-5); 147,7 (C-

4, C-6); 169,5 (C-1) 
169 (Alves, 2007) 

Tirosol 
6,83 (H-1, m) 
7,16 (H-2, m)  

118,3 (C-2); 133,0 (C-3) 137 
(Cusano, 2018; 
Bartella et al., 

2018) 

Álcool Etanol 
1,17 (H-3, t) 
3,63 (H-2, q) 

19,7 (C-2); 57,5 (C-1) * (Oliveira, 2012) 

Açúcares  

Sacarose 
3,9 (H-2, d, J=8,7 Hz) 
5,4 (H-1, d, J=4,0 Hz) 

68,9 (C-2); 94,9 (C-1); 75,4 (C-3);  
106,6 (C-1’) 

381 [M+K]+ (Santana, 2017) 

β - Glicose 
4,6 (H-1, d, J=7,8 Hz) 
3,2 (dd, J=9.5:8,6 Hz) 

77,2 (C-2); 78,7 (C-3);  
98,8 (C-1) 219 [M+K]+ 

203 [M+Na]+ 
(Oliveira, 2012) 

α - Glicose 5,2 (H-1, d, J=3,5 Hz) 95,0 (C-1); 71,6 (C-3); 74,7 (C-5) 

 
Ion não detectado (Varredura 50-1000) (*). 
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Os sinais referentes ao ácido cítrico foram identificados com os dois dupletos 

característicos em δ 2,68 e δ 2,86 com constante de acoplamento de 15,6 Hz. Os 

simpletos referentes aos ácidos succínico e ácido gálico foram identificados como 

dois singletos em δ 2,62 (s) e δ 7,23 (s), respectivamente. Foi constatada a 

presença do ácido fórmico por meio do seu sinal característico em δ 9,14 (s). O 

composto tirosol foi identificado pelos seus sinais em δ 6,83 (m) e δ 7,16 (m). 

A sacarose teve seus sinais identificados em δ 3,9 (d, J=8,7 Hz) e δ 5,4 (d, J=4,0 

Hz). Os açúcares α-glicose δ 5,2 (d, J=3,5 Hz) e β-glicose em δ 3,2 (dd, J=8,6:9,5 

Hz) e δ 4.6 (d, J=7,8 Hz). Os sinais de 1H do etanol também foram identificados nas 

regiões de δ 1,17 (t) e δ 3,63 (q). Os experimentos bidimensionais, como também 

os espectros de massas de baixa resolução utilizados para a elucidação das 10 

substâncias podem ser consultados no apêndice III deste trabalho (páginas 112 a 

122).  

Dentre os compostos que foram identificados nos espectros dessas bebidas, 

apenas o ácido fórmico e o tirosol não são naturais do fruto de araçá-boi. O tirosol 

é um álcool fenólico derivado da tirosina que é produzido pelas leveduras durante 

o processo de fermentação alcoólica (Cusano et al., 2018). A literatura descreve 

uma ampla variedade de efeitos biológicos desse composto, como 

cardioprotetores, anticancerígenos, antimicrobianos neuroprotetores, efeitos 

endócrinos, antioxidantes e outros efeitos benéficos que tem auxiliado no crescente 

interesse nesse composto (Zuriarrain et al., 2015; Cusano et al., 2018; Markovic et 

al., 2019). A figura 14 mostra a identificação dos compostos nos espectros de RMN. 
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Figura 14. Espectro de 1H-RMN das cinco bebidas fermentadas de araçá-boi produzidas no 

estágio I. (A) Sobreposição dos espectros das cinco bebidas fermentadas; (B) Substâncias 

identificadas: ácido málico, ácido cítrico e ácido succínico; (C) Substâncias identificadas: 

Sacarose, α- e β-glicose; (D) Substâncias identificadas: ácido gálico e tirosol (11,7 T, H2O / D2O).  
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5.3.  Quantificação por RMN  

  

A sequência de pulsos selecionada para análise de açúcares foi a 

LC1PNGPPS, que possibilita supressão de mais de um sinal e uma boa relação 

sinal / ruído para a quantificação (S / N ≥ 100).  

A supressão de mais de um sinal é importante para visualizar os sinais de 

hidrogênios anoméricos que são omitidos pelo solvente e álcool presentes em 

amostras de bebidas fermentadas alcoólicas (Furihata et al., 2014; Monakhova et 

al., 2014). A sacarose e a frutose não foram quantificadas devido à coalescência 

de vários sinais que levariam a um resultado incerto, uma vez que o método de 

quantificação por ERETIC2 requer medidas de integração de sinais da substância 

de interesse (Quiros et al., 2016).  

Para as amostras do estágio I, foram quantificados os compostos, ácido 

gálico e tirosol (Tabela 6). Foi observada uma excelente correlação entre o ensaio 

DPPH e a concentração de ácido gálico (correlação de Pearson: 0,911, p <0,05) 

nas bebidas alcoólicas desse estágio. As amostras com maior quantidade de 

ácido gálico foram BCE-I e BBA-I, enquanto as amostras BCE-I e ACU-I 

apresentaram as maiores concentrações de tirosol.  

Tabela 6. Concentração de ácido gálico e tirosol nas bebidas fermentadas de araçá-boi por 

RMNq. 

Código Ácido gálico (µM) Tirosol (µM) 
Somatório - Ácido 

gálico e Tirosol 
(mmol L-1) 

BCE-I 130,0 470,0 600,0 

BRO-I 110,0 310,0 420,0 

BBI-I 80,0 420,0 500,0 

ACU-I 100,0 440,0 540,0 

BBA-I 390,0 380,0 770,0 

BBA-II-F 290,0 320,0 610,0 

BBA-II-NF 290,0 580,0 870,0 

 

As amostras dos fermentados provenientes do estágio II tiveram suas 

concentrações de α- glicose, β-glicose e etanol (esses três compostos 

monitorados durante todo o processo de fermentação, como mostra a tabela 7).  
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Tabela 7. Dados quantitativos por RMNq de α-glicose, β-glicose e etanol das bebidas de araçá-

boi durante a fermentação.  

 ND – Não Quantificado. 

 

O fermentado BBA-II-NF não apresentou quantidades quantificáveis de β-

glicose a partir do décimo primeiro dia, mas α-glicose foi encontrada a 

concentração de 0,62 mmolL-1. Já na amostra do fermentado BBA-II-F foi 

determinada a concentração de α-glicose equivalente a 0,3 mmol L-1. Com relação 

ao açúcar β-glicose, foi possível determinar na amostra BBA-II-F a concentração 

de 3,4 mmol L-1.  

A quantidade de etanol também foi determinada na amostra, sendo 

observado que na amostra não filtrada BBA-II-NF foi constatada a maior 

concentração de etanol, equivalente a 2,37 molL-1 (13,9 ºG.L.). A tabela 7 mostra 

os valores das concentrações dos açúcares α-glicose, β-glicose e etanol no 

período de 21 dias de fermentação. O elevado teor de etanol pode ser devido a 

maior disponibilidade de particulados do fruto presentes nas amostras não 

filtradas (Meillon et al., 2010; Lemos et al., 2019). A amostra proveniente do 

fermentado BBA-II-F obteve o valor de concentração de etanol de 2,17 mol L-1 

(12,7 ºG.L.). Uma possível explicação para a discrepância entre os valores de 

açúcares e álcool presentes nas bebidas deve-se ao fato que a quantidade de 

Dias 

BBA-II-F BBA-II-NF 

mmol L-1 o G.L. mmol L-1 o G.L. 

α-glicose β-glicose Etanol Etanol α-glicose β-glicose Etanol Etanol 

1 43,91 70,40 510,96 3,0 71,55 75,00 281,96 1,6 

2 28,36 68,24 1120,78 6,5 54,77 68,98 824,54 4,8 

3 22,57 46,90 1210,53 7,1 21,00 60,16 1092,49 6,4 

7 21,83 14,15 1557,09 9,1 4,15 16,26 1641,59 9,6 

8 8,70 9,65 1744,33 10,2 3,22 5,40 1717,06 10,0 

9 2,79 9,62 1789,13 10,4 1,63 4,93 1863,86 10,9 

10 3,38 9,54 1873,99 10,9 1,37 3,39 1910,2 11,2 

11 1,90 7,83 1944,53 11,4 0,76 NQ 2132,25 12,5 

21 0,30 3,40 2173,78 12,7 0,62 NQ 2373,93 13,9 
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etanol produzido pelas leveduras está associada ao teor de qualquer matéria 

orgânica disponível no meio, tais como carboidratos (Tortora et al., 2012).  

As bebidas fermentadas derivadas do planejamento fatorial apresentam 

concentrações elevadas do composto tirosol, no qual algumas bebidas obtiveram 

o triplo das concentrações obtidas nos estágios I e II. É importante destacar que 

as bebidas fermentadas que apresentaram as médias das concentrações µmol L-

1. (C28F: 920,0 ± 0,04, C28NF: 861,75 ± 0,01, B28NF: 842,2 ± 0,02 e B28F: 835,3 

± 0,04) mais elevadas de tirosol foram também as amotras obtidas com a 

temperatura fixada em 28 ºC, o que destaca a importância do fator temperatura 

para a produção destas bebidas (Tabela 8).  

Tabela 8. Tabela de concentrações do tirosol e etanol das amostras provenientes do planejamento 

fatorial completo.  

Amostras Tirosol (µmol L-1) Etanol (µmol L-1) ºG.L. 

B18F 685,7 ± 0,02c 2222,2 ± 0,3a 13,0 

C18NF 796,7 ± 0,03b 2333 ± 0,0a 13,6 

C18F 813,3 ± 0,02b 2203,1 ± 0,6a 12,9 

B18NF 832,5 ± 0,02b 2233,9 ± 0,0a 13,1 

B28F 835,3 ± 0,04b 2127,6 ± 0,3a 12,4 

B28NF 842,2 ± 0,02b 2176,6 ± 0,1a 12,7 

C28NF 861,75 ± 0,01ab 1972,5 ± 0,1a 11,5 

C28F 920,0 ± 0,04a 2032,5 ± 0,0a 11,9 

Resultados com média ± desvio padrão das triplicatas. Valores seguidos da mesma letra, na 

mesma coluna, pertencem ao mesmo grupo (p <0,05).    

 

O tirosol foi determinado em muitas bebidas fermentadas alcoólicas, como 

por exemplo, os vinhos tintos espanhóis Jerez vinhos tintos espanhóis Jerez 

(147,5 – 321,0 µmol L-1), o vinho branco Suavia 'Le Rive' (123,4 µmol L-1), os 

vinhos brancos espanhóis (73,4 – 179,2 µmol L-1), Merlot espanhol (226,9 µmol L-

1) e em Cidras (107,1 – 193,2 µmol L-1) (Gomez-Miguez et al., 2007; 

Thirunavukkarasu et al., 2008; Martin et al., 2011; Pineiro et al., 2011; Zuriarrain 

et al., 2015). Ao comparar as concentrações do tirosol presente nas bebidas 

fermentadas de araçá-boi, com as concentrações relatadas na literatura, sua 

concentração é significativa, até mesmo para as bebidas produzidas nos estágios 
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I e II, onde se apresentaram com valores menores, quando comparadas com as 

bebidas obtidas do planejamento fatorial.  

A literatura descreve que vinhos brancos (produzidos sem as cascas das 

uvas que contém grande concentração de polifenóis) podem fornecer 

propriedades de cardioproteção semelhante à dos vinhos tintos (fermentados com 

as cascas e sementes das uvas), mesmo contendo quantidades menores de 

polifenóis, mas apresentando elevadas concentrações do tirosol, demonstrando o 

quão relevante é a capacidade antioxidante desse composto (Bertelli et al., 2002; 

Dudley et al., 2012). 

 Com relação às concentrações de etanol nas bebidas derivadas do 

planejamento fatorial completo, as mesmas permaneceram com valores elevados. 

Essas bebidas são estatisticamente idênticas, do ponto de vista do teor alcoólico, 

mantendo a concentração de álcool entre 11,5 ºG.L. (C28NF) e 13,6 ºG.L. 

(C18NF). A porcentagem de álcool nessas bebidas está dentro do limite para a 

classificação de bebidas fermentadas de frutos, o qual determinado como sendo 

quatorze por cento (14 %) em volume (Brasil, 1994). 

 

5.4. Resultados dos Ensaios Antioxidantes 

 

A correlação entre os ensaios DPPH e FT para bebidas fermentadas BBA-

II-F e BBA-II-NF mostrou-se elevada (Pearson 0,863, p <0,05) e excelente para 

concentrações do composto fenólico tirosol na frente de FT (Pearson 0,951, p 

<0,05) e ensaios com DPPH (Pearson 0,935, p <0,05). Portanto, a concentração 

de tirosol refletiu a resposta antioxidante, apresentando a influência do processo 

de filtração na composição química e na resposta antioxidante. Observou-se que 

as amostras com maior teor de compostos fenólicos (ácido gálico e tirosol) foram 

BBA-I e BBA-II-NF, respectivamente.  

Os ensaios antioxidantes foram realizados antes (ensaios para as amostras 

dos estágios I e II) e após o experimento do planejamento fatorial completo, para 

efeitos comparativos. Os resultados obtidos por meio dos ensaios antioxidantes 

de DPPH e Fenois Totais das amostras nos estágio I (Tabela 9) revelaram que as 
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amostras que obtiveram melhor resposta para o ensaio de DPPH (µmol ET L-1) 

apresentaram uma boa correlação com o ensaio de determinação de  FT (mg EAG 

L-1).  

Tabela 9. Atividade antioxidante das bebidas fermentadas de frutos de araçá-boi obtidas no 

estágio I de produção. 

Resultados com média ± desvio padrão das triplicatas, mg EAG g-1 = miligrama de equivalente de 

ácido gálico por grama de extrato; μmol ET g-1 = micromols de equivalente de Trolox por grama de 

extrato; Valores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, pertencem ao mesmo grupo (p 

<0,05). 

As respostas antioxidantes das bebidas alcoólicas para o estágio I 

mostraram os maiores valores no ensaio DPPH para as amostras ACU-I, BCE-I e 

BRO-I. Esses resultados corroboram com os obtidos no teste Fenois Totais, com 

exceção da amostra BBA-I. A capacidade antioxidante medida pelo ensaio DPPH 

e o teor de FT observados nessas bebidas podem ser atribuídos à presença dos 

compostos fenólicos, ácido gálico e tirosol (Asnaashari et al., 2014), bem como a 

outros compostos fenólicos que não foram determinados devido à complexidade 

da matriz (Khaledi et al., 2011; Kulichova et al., 2018; Pavun et al., 2018). Esses 

resultados, associados a concentração dos compostos fenólicos (ácido gálico + 

tirosol) e ao resultado da análise preferencial de aroma e sabor contribuíram para 

a escolha da levedura Biolievito Bayanus que foi utilizada no estágio II. 

 As respostas antioxidantes para o estágio II foram estatisticamente inferiores 

ao estágio I, provavelmente esta diferença está relacionada a diferentes períodos 

de colheita. Além disso, as respostas antioxidantes entre as amostras BBA-II-F e 

BBA-II-NF também foram estatisticamente diferentes, bem como o conteúdo 

fenólico total observado para elas.  

Código Período de coleta FT (mg EAG L-1) DPPH (µmol ET L-1) 

BCE-I 

Novembro de 2017 

620,4 ± 7,2a 589,4 ± 5,8a 

BRO-I 675,6 ± 4,0b 583,3 ± 3,5a 

ACU-I 1048,0 ± 8,0c 563,4 ± 1,2b 

BBA-I 641,1 ± 8,7c 535,4 ± 3,1c 

BBI-I 599,7 ± 8,7d 511,4 ± 5,3d 

BBA-II-F 
Março de 2018 

306,5 ± 3,9e 281,4 ± 2,3e 

BBA-II-NF 347,9 ± 8,6f 307,4 ± 7,5f 
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A análise dos resultados dos ensaios antioxidantes das amostras obtidas pelo 

planejamento fatorial completo revelou que as amostras que se destacaram na 

análise preferencial são também as amostras que obtiveram elevada resposta 

para atividade antioxidante (Tabela 10). As amostras que apresentaram as 

melhores respostas antioxidantes foram àquelas submetidas ao processo de Não-

Filtragem (com excessão a amostra da bebida C28F) o que demostra a relevância 

do parâmetro para a atividade antioxidante do produto. A amostra de C28F obteve 

a melhor resposta para o ensaio de DPPH / CI50 (484,56 ± 10,6 µg mL-1) e ABTS 

(1263,5 ± 13,7 µg mL-1). Já para o ensaio de Fenois Totais, destacou-se a amostra 

B18NF (127,31 ± 4,6 mg EAG L-1), seguida da amostra de C18NF (119,3 ± 2,8 mg 

EAG L-1).   

A elevada atividade antioxidante destas amostras pode ser atribuída à 

presença de ácido gálico e tirosol nas amostras, que possuem elevada atividade 

antioxidante descrita na literatura (Iranifam e Al Lawati, 2019; Paradiso et al., 

2019).  

Tabela 10. Atividade antioxidante das bebidas fermentadas de frutos de araçá-boi obtidas por meio 

do planejamento fatorial completo.  

Códigos CI50 (µg mL-1) ABTS (µg mL-1) FT (mg EAG L-1) 

B18NF 624,90 ± 16,9ab 1267,0 ± 40,0c’’ 126,31 ± 4,6a’ 

C28NF 543,8 ± 35,9cd 917,2 ± 46,1b’’ 114,9 ± 1,1ab’ 

C18NF 511,66 ± 6,9de 874,7 ± 30,3b’’ 119,7 ± 2,8 ab’ 

B28NF 504,97 ± 35,9de 846,0 ± 17,1b’’ 119,2 ± 4,9 ab’ 

C18F 585,55 ± 5,3bc 667,2 ± 15,0 b’’ 106,6 ± 10,8 bc’ 

C28F 484,56 ± 10,6e 1263,5 ± 13,7 c’’ 110,3 ± 9,0abc’ 

B18F 657,0 ± 19,1a 176,0 ± 44,5 a’’ 97,1 ± 1,1c’ 

B28F 633,20 ± 14,59ab 703,5 ± 10,8 b’’ 108,1 ± 3,0bc’ 

Resultados com média ± desvio padrão das triplicatas. Valores seguidos da mesma letra, na 

mesma coluna, pertencem ao mesmo grupo (p <0,05).     

5.5. Análises Quimiométricas dos Dados 

 

A matriz I (de 0,5 a 11,0 ppm) foi analisada por PCA, observando-se a 

formação de distribuições distintas dos loadings (buckets), no qual as réplicas 
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estão próximas. Em PC1 (83%) é possível observar a diferenciação entre as 

amostras de acordo com seus processos de produção, no qual as amostras 

obtidas com a temperatura fixada em 28 ºC foram destacadas no gráfico tipo 

Boxplot. Essa separação também pode ser interpretada como sendo a distinção 

de amostras com diferentes concentrações do composto tirosol, no qual as 

amostras que apresentaram as maiores concentrações do mesmo são 

destacadas no gráfico da figura 15. 

Por PC2 (14%) é possível observar a distinção das duas amostras que 

apresentaram as maiores concentrações de tirosol (C28F e C28NF) presentes no 

quadrante positivo.  

 

Figura 15. Gráfico Biplot (Scores e Loadings) obtidos por PCA (PC1 = 83%; PC2 = 14%) da região 
de 0,5 a 11,0 ppm das amostras dos oito tipos de bebidas fermentadas obtidas pelo planejamento 
fatorial. 

 

O HCA mostra que esse conjunto de dados tende a formar três grupos 

principais. Observa-se que as amostras C28F e C28NF são agrupadas, e as 

amostras e B28F e B28NF também seguem próximas, como foi apresentado na 

PCA. As amostras provenientes do processo de produção que fixou a temperatura 

de fermentação em 18 ºC permaneceram concentradas no cluster central. Os 

agrupamentos apresentados na HCA mostram que os agrupamentos foram 

formados de acordo com o que foi apresentado em PCA.   
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Figura 16. Dendograma obtido por HCA da região de 0,5 a 11,0 ppm das amostras dos oito tipos 

de bebidas fermentadas obtidas pelo planejamento fatorial.   

 

Os buckets 159 (Δδ 4,1059-4,0629), 161 (Δδ 4,0522-4,0049), 162 (Δδ 4,0049-

3,9424), 192 (Δδ 2,657-2,6012) e 228 (Δδ 0,9079-0,827) foram os principais 

responsáveis pela diferenciação das amostras das bebidas C28F e C28NF. Esses 

buckets são referentes a sinais de elevada intensidade, localizados principalmente 

na região de hidrogênios anoméricos, o que demonstra uma maior concentração 

de açúcares nessas duas bebidas.  

O reconhecimento de padrões de agrupamento se torna mais fácil a partir da 

análise das matrizes II e III, onde foram divididos os dados das amostras de 

acordo com a temperatura utilizada no processo. 

Na figura 17 são apresentados os gráficos de PCA e HCA da matriz II (dados 

das amostras obtidas com temperatura de 18 ºC). Em PC1 (67%) observa-se 

claramente a separação das amostras de acordo com o tipo de levedura 

empregada no processo (amostras produzidas com a levedura Arom Cuvee 

oncentradas a esquerda e as produzidas com a levedura Biolievito Bayanus 

concentradas a direita). A PC2 (24%) faz distinção das amostras de acordo com 

o processo de filtração (amostras filtradas concentradas na parte superior do 

gráfico e as bebidas não-filtradas concentradas na parte inferior). 
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Figura 17. A. Gráfico Biplot (Scores e Loadings) obtidos por PCA (PC1 67% e PC2 24%); B. 

dendograma obtido por HCA da região de 0,5 a 11,0 ppm das amostras dos oito tipos de bebidas 

fermentadas obtidas pelo planejamento fatorial, com temperatura fixada em 18 ºC. 

 

Com relação ao HCA, se torna evidente a formação de dois clusteres 

separando as amostras de acordo com o tipo de levedura utilizada no processo, 

o que mostra que o tipo de levedura é o principal fator responsável pela 

diferenciação das bebidas. 

Ao analisar separadamente também os espectros das amostras obtidas com 

a temperatura fixa de 28 ºC é possível observar a formação dos dois clusteres 
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dividindo as amostras de acordo com os tipos de leveduras utilizadas no processo. 

Tais resultados corroboram com o que foi apresentado para os dados da matriz II. 

 

 

Figura 18. Gráfico Biplot (Scores e Loadings) obtidos por PCA (PC1 93% e PC2 4%); B. 

dendograma obtido por HCA da região de 0,5 a 11,0 ppm das amostras dos oito tipos de bebidas 

fermentadas obtidas pelo planejamento fatorial, com temperatura fixada em 28 ºC. 

 

Os buckets  que tiveram destaque para a diferenciação das amostras, tanto 

para a matriz II, quanto para a III foram o 150 (Δδ 4,5034-4,4662), 159 (Δδ 4,1059-
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4,0629), 161 (Δδ 4,0522-4,0049), 162 (Δδ 4,0049-3,9424), 166 (Δδ 3,8475-

3,8094), 170 (Δδ 3,5747-3,5091), 171 (Δδ 3,5091-3,4554) e 191 (Δδ 2,6906-

2,657).  

Tais buckets se referem a sinais de elevada intensidade, localizados na região 

dos açúcares (Ramos et al., 2015). Esses dados revelam que apesar das 

amostras das bebidas apresentarem um perfil químico bastante similar, as 

mesmas podem ser diferenciadas pelas intensidades dos sinais nos espectros, o 

que demonstra uma diferenciação de acordo com as concentrações dos 

compostos presentes nas bebidas fermentadas.   

 

5.6. Cálculos de efeitos do Planejamento fatorial completo 

 

Na tabela 11 são apresentados os cálculos das contribuições individuais dos 

fatores e suas interações para os ensaios antioxidantes. Observa-se que o fator 3 

(Temperatura) apresenta a porcentagen de 38,3 % de significância para os 

ensaios de DPPH (CI50), seguido pelo valor do efeito 123 (38,3 %), proveniente 

da interação dos três fatores. Para o ensaio de Fenois Totais, destaca-se o efeito 

do fator 1 (Tipo de Levedura) com 11,9% de significância e o efeito 23 (72,5%). 

Já para o ensaio de ABTS, destaca-se a interação entre os fatores 2, com 31,3% 

de significância, seguido pelas interações 12 (31,3%) e 23 (22,3 %). Os valores 

de efeito são considerados como sendo significaticos pela avaliação do seu t-

crítico. Todos os efeitos que tenham seu valor (em módulo) menores que o seu 

t-crítico, são considerados não significativos no planejamento (Filho, 2015).
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 Tabela 11. Contribuição individual dos fatores e suas interações na resposta antioxidante.  

 

 

CI50 FT ABTS 
 Efeito (E) E2 (%) do E2/ƩE2  Efeito (E) E2 (%) do E2/ƩE2  Efeito (E) E2 (%) do E2/ƩE2 

3 -84,9 3607,9 38,3 1 -3,5 12,3 11,9 3 -134,1 17991,5 3,3 

123 -84,9 3607,9 38,3 3 0,1 0,0 0,0 123 -134,1 17991,5 3,3 

1 -52,1 1358,5 14,4 123 0,1 0,0 0,0 1 114,2 13034,2 2,4 

2 4,2 8,8 0,1 13 2,2 4,9 4,8 13 180,0 32399,1 6,0 

12 4,2 8,8 0,1 2 2,4 5,6 5,4 23 347,5 120744,1 22,3 

13 20,6 213,2 2,3 12 2,4 5,6 5,4 2 411,7 169470,1 31,3 

23 34,7 603,5 6,4 23 8,6 74,7 72,5 12 411,7 169470,1 31,3 
 Soma 9408,6 100,0   Soma 102,974 100,0   Soma 541100,72 100,0 

Valores de t-crítico calculado - DPPH: 42,8; Fenois Totais: 3,0; ABTS: 185,1. 
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O gráfico de efeito para o ensaio de DPPH mostra que as interações 1, 123 e 

principalmente a 3 se distanciam do zero (efeitos delimitados pela elipse), o que 

demonstra que as mesmas apresentam efeitos estatisticamente mais 

significativos (Figura 25). O efeito mais significativo para o ensaio de DPPH foi o 

da variável 3 (temperatura).  

 

Figura 19. Análise dos efeitos absolutos para o planejamento fatorial completo (23) para a resposta 

de atividade antioxidante para o ensaio de DPPH (intervalo de confiança 95%). 

 

O gráfico de efeito para o ensaio de Fenois Totais mostra que as interações 

23 e 1 se distanciam do zero (efeitos delimitados pela elipse), o que demonstra 

que as mesmas apresentam efeitos mais significativos. O efeito mais significativo 

para o ensaio de Fenois Totais foi o derivado da variável 1 (tipo de levedura).  
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Figura 20. Análise dos efeitos absolutos para o planejamento fatorial completo (23) para a resposta 

de atividade antioxidante para o ensaio de Fenois Totais (intervalo de confiança 95%). 

 

O gráfico de efeito para o ensaio de ABTS mostra que as interações 123, 23, 

mas principalmente a 3 distanciaram-se do zero (efeitos delimitados pela elipse), 

o que demonstra que as mesmas apresentam os efeitos mais significativos para 

o resultado do ensaio antioxidante (Figura 26). O efeito mais significativo para o 

ensaio de ABTS foi o derivado da variável 3 (temperatura).  



85 
 

 

 

Figura 21. Análise dos efeitos absolutos para o planejamento fatorial completo (23) para a resposta 

de atividade antioxidante para o ensaio de ABTS (intervalo de confiança 95%). 

 

A análise dos cálculos de efeitos das variáveis e suas interações obtidas por 

do planejamento experimental mostrou que a variável mais significativa para a 

resposta da atividade antioxidante foi a Temperatura (3) de produção, seguida 

pela interação entre as variáveis Levedura e Temperatura (interação 13) 

considerando os resultados dos três ensaios realizados. 

Diante dos resultados apresentados pelo planejamento fatorial, o fator que 

menos contribui para a resposta antioxidante, considerando-se a média dos três 

ensaios, foi o tipo de levedura utilizada e a temperatura foi o mais relevante dentre 

os que foram analisados. Ter conhecimento de parâmetros relevantes e nem tão 

relevantes em um processo é essencial para redução do número de experimentos, 

possibilitando a economia de recursos para o desenvolvimento da pesquisa 

(Esbensen et al., 2018). 

Com relação aos cálculos de efeito para as concentrações de tirosol nas 

bebidas fermentadas, observa-se que os efeitos 1, 2 e a interação 12 apresentam 

77,6 % de significância para os dados de concentração do tirosol (Tabela 12).  

Com excessão da interação 13, os demais efeitos são todos significativos (> t-

crítico). 
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Tabela 12. Contribuição individual dos fatores e suas interações nas concentrações de tirosol nas 
bebidas fermentadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O gráfico de efeito para a concentração de tirosol mostra que todos os efeitos 

se apresentaram significativos, com excessão ao efeito 13 (circulada na figura) 

(Figura 27). O efeito mais significativo para a concentração de tirosol foi o da 

interação 12 (tipo delevedura e processo) e o pior foi a interação 13 (tipo de 

levedura e temperatura).  

 

Figura 22. Análise dos efeitos absolutos para o planejamento fatorial completo (23) para a resposta 

de atividade antioxidante para a concentração de tirosol (intervalo de confiança 95%).

Tirosol (µmol L-1) 
 Efeito (E) E2 (%) do E2/ƩE2 

3 -87,15 7595,1 4,6 

123 -87,15 7595,1 4,6 

13 23,35 545,2 0,3 

23 170,65 29121,4 17,5 

1 185,15 34280,5 20,6 

2 217,65 47371,5 28,5 

12 217,65 47371,5 28,5 

 Soma 166285,3 100,0 
Valor de t-crítico calculado - Tirosol: 81,7. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O estudo de nivelamento realizado (estágios I e II) possibilitou a seleção de 

leveduras do tipo Arom Cuvee e Biolietivo Bayanus e do processo de filtração 

com o melhor flavor e melhores respostas antioxidantes. Esse nivelamento 

possibilitou a construção de um planejamento fatorial completo de 23. Durante o 

processo de produção das bebidas fermentadas foi possível determinadas suas 

características físico-químicas, como o pH, o teor de sólidos solúveis e o teor 

alcoólico. 

A utilização de técnicas espectrométricas sofisticadas assistidas por bases 

de dados robustas possibilitaram a identificação de dez compostos presentes 

nas bebidas fermentadas de araçá-boi: ácidos málico, cítrico, gálico, succínico e 

fórmico, além de tirosol, sacarose, α-glicose, β-glicose e etanol. A identificação 

destes constituintes auxiliou na diferenciação dos constituintes por análises 

quimiométricas por meio da variação das concentrações das principais 

sustâncias identificadas. O método de quantificação empregado (RMNq) 

possibilitou a determinação das concentrações dos constituintes majoritários 

presentes, confirmando que a diferenciação das amostras das bebidas se deve 

a concentração dos constituintes, sugerido pelas análises quimiométricas. A 

quantificação de constituintes antioxidantes (ácido gálico e tirosol) possibilitou 

uma melhor compreensão das capacidades antioxidantes dessas bebidas. 

Análise estatística dos resultados antioxidantes evidenciou que as amostras 

que apresentaram as melhores capacidades antioxidantes foram C28F para o 

ensaio de DPPH / CI50 (484,56 ± 10,6 µg mL-1), ABTS (1263,5 ± 13,7  µg mL-1) e 

Fenois Totais (127,31 ± 4,6 mg EAG L-1), seguida por C18NF (119,3 ± 2,8 mg 

EAG L-1). A elevada atividade antioxidante dessas bebidas foi atribuída à 

presença da susbtância fenólica tirosol. Com relação aos resultados dos cálculos 

de efeito do planejamento adotado, o fator que mais contribui para a resposta 

antioxidante foi a tempertura empregado no processo fermentativo e o fator 

menos relevante foi o tipo de levedura empregada. Esses resultados 

demonstram as melhores condições de obtenção das bebidas fermentadas de 

araçá-boi, com base nas respostas antioxidantes, é a utilização da levedura 
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Biolietivo Bayanus, com o processo de Não-filtração fermentada a 18 ºC. Diante 

do que foi apresentado, este trabalho contribui com o conhecimento de um 

processo de produção otimizado de bebidas fermentadas de araçá-boi, bem 

como descreve a composição química e suas capacidades antioxidantes desses 

produtos amazônicos.  
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Apêndice II 

 

Protocolo de calibração do experimento ERETIC2 

 

A. OBJETIVO:  

 

Fornecer instruções adequadas à correta execução da calibração 

eletrônica (ERETIC2) para RMNq de 1H, para amostras de líquido.  

 

 

B. ALCANCE:  

 

Todos os estagiários, bolsistas e funcionários do laboratório.  

 

 

C. RESPONSABILIDADE:  

 

Todos os usuários.   

 

 

D. EQUIPAMENTO UTILIZADO:  

 

D1. Aparelho:  

 

Bruker Avance III 500 (campo de 11,75 Tesla: 500,13 MHz na frequência 

do hidrogênio e 125,76 MHz para o carbono).  

 

 

D2. Sonda:  

 

BBFO (Multinuclear Broadband Fluorine Observe) Plus SmartProbe™. 
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E. CONCEITO / FINALIDADE:  

 

Experimento realizado para a detecção do núcleo de hidrogênio visando 

à calibração eletrônica (ERETIC) para obtenção de medidas quantitativas por 

meio do dispositivo eletrônico (ERETIC2).  

 

 

F. PROCEDIMENTO:  

 

E1. Sequência de Pulso:  

 

ZG 90, ZG 30, NOESYGPPR1D e LC1PNGPPS (Sequências de pulsos 

com nomenclatura Bruker).   

 

 

G. PROCEDIMENTO OPERACIONAL:  

 

 Nesse protocolo foi adotado o padrão primário quinina, na concentração de 10,0 

mmol.L-1. 

 

Na aba BSMS, ativar o Lift N (ou digitar ej na barra de comandos pata 

ejetar a amostra);  

Inserir amostra e desativar o Lift (ou digitar ij na barra de comandos para 

injetar a amostra);  

Aguardar cerca de 5 minutos para ambientação da amostra; 

Criar um novo experimento (ou Ctrl + N): abrir um experimento com a 

sequência de pulso ZG e digitar o comando edc, a partir da pasta Modelos;  

Para carregar o shimming: digitar o comando rsh e localizar o shimming 

padrão para aquele solvente e sonda;   

Para sintonia: digitar wobb (ou wobb 1H – para H);   

Não girar a amostra;   
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Para travar o campo: digitar o comando lock + o nome do solvente (ou 

apenas lock);  

Ajustar a fase do lock;    

No início dos experimentos diários, executar topshim 3d com amostra 

padrão (90% H2O / 10% D2O). Salvar o shimming como topshim3d, seguido do 

nome do operador que o executou; 

Executar topshim;  

Para ajuste fino do shimming, otimizar os eixos Z, Z2, X, XZ, Y, YZ até 

obter a maior altura na linha do lock de modo que a mesma se mantenha estável 

(esse procedimento é feito apenas no começo de uma análise diária);  

Ajustar a sequência de pulso para ZG (ZG90), e ajustar: Spin (off), Tune 

(atma exact), shimming (topshimming), não dar get prosol, calcular o rg, e 

calcular o p1 por meio do comando pulsecal (pulsecal para solventes 

inorgânicos e pulsecal sn para solventes orgânicos). O software fornecerá um 

valor de p1 (ex.: p1: 10 µs). Deve-se então adquirir um espectro com o novo valor 

de p1x4 (ns: 1 e ds: 1) com os comandos “zg; fp” (aquisição seguida da 

transformada de Fourier + correção de fase 1D). O sinal referente a molécula de 

interesse deve ser cuidadosamente ajustado para se tornar simétrico (nulo). 

Para ajustar o sinal para a fase positiva, p1>10. Para ajustar o sinal para a fase 

negativa, p1<10.  

 

Após calibrar o p1, deve-se ajustar se quência de pulsos para t1ir1d. Os 

parâmetros devem ser ajustados da mesma forma que o experimento de p1, 

excessão ao valor de d7 (d7: 0) que deve ser ajustado de modo a se anular o 
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sinal da substância de interesse, até que o mesmo fique simétrico. Para ajustar 

o sinal para a fase positiva, d7>0. Para ajustar o sinal para a fase negativa, d7<0.  

Após ajustar o sinal de interesse, deve-se dividi-lo por ln2 (d7/ln2). O valor 

obtido é referente ao tempo de relaxação longitudinal, ou T1. Considerando-se 

que d1=5xT1 ou 7xT1, um novo experimento pode então ser adquirido. Ao 

término da calibração de p1 e T1, obter um espectro em condições quantitativas, 

com NS suficiente para que a relação sinal-ruído seja ≥ 100. Os parâmetros 

experimentais devem ser padronizados para cada réplica do padrão e os 

espectros devem ser adquiridos de modo automático e não manual. Ex.: o 

ajuste de sintonia da sonda deve ser executado com o comando “atma exact”; 

Após a aquisição, integrar todos os sinais livres referentes à uma amostra 

de padrão primário (a integral deve englobar também, se possível, os sinais de 

acoplamento com 13C), contendo uma referência interna com uma concentração 

conhecida;  

Selecionar todos os sinais integrados, clicar com o botão direito nas 

opções mostradas na figura abaixo.  
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Em seguida deve-se inserir o valor da concentração da amostra padrão 

(considerando a pureza da mesma) e os valores referentes ao número de 

núcleos que dão origem a cada sinal selecionado, como na figura abaixo.  
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Ao clicar em OK a calibração estará completa como na figura abaixo.  

 

 

 Ao término da calibração é recomendado testar utilizando réplicas de 

padrões primários.  

H. Referência  

 

Manual do usuário ERETIC2 – Bruker Biospin, 2016.  
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Apêndice III 

 

Espectros de RMN  

 

 

Figura S 1. Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

Figura S 2. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 
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Figura S 3.  Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida BRO-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

 

Figura S 4. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida BRO-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 
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Figura S 5. Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida BBI-I-F (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

Figura S 6. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida BBI-I-F (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 



115 
 

 

 

 

Figura S 7. Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida ACU-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP).  

 

 

 

 

Figura S 8. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida ACU-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 
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Figura S 9. Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida BBA-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

 

Figura S 10. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida BBA-I (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP).  
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Figura S 11. Mapa de correlação COSY de 13C da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

 

Figura S 12. Mapa de correlação HSQC de 13C da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 
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Figura S 13. Mapa de correlação HMBC de 13C da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O, 

TMSP). 

 

 

 

 

Figura S 14. Sobreposição dos espectros de RMN de 1H das amostras das quarenta bebidas 

fermentadas produzidas com o planejamento fatorial completo (11,7 T, D2O/H2O). Espectro total.  
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Figura S 15. HSQC e HMBC do ácido málico da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O). 

 

 

 

 

Figura S 16. HSQC e HMBC do ácido cítrico da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O).   
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Figura S 17. HSQC e HMBC do ácido succínico da amostra da bebida C28NF (11,7 T, D2O/H2O). 

 

 

 

 

 

Figura S 18. HMBC do ácido gálico da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O).  
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Figura S 19. HSQC e HMBC do tirosol da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O). 

 

 

 

 

Figura S 20. HSQC e HMBC da sacarose da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O). 

 

 

 

 

Figura S 21. HSQC da glicose (alfa: A; beta: B) da amostra da bebida BCE-I (11,7 T, D2O/H2O).
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Espectros de Massas  

 

 

Figura S 22. Espectro de massas (modo positivo) representativo da bebida fermendada B18F. 

 

 

 

Figura S 23. Espectro de massas (modo negativo) representativo da bebida fermendada B18F. 
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Apêndice IV 

Potenciais antioxidantes 

 

 

Figura S 24. Boxplot da Análise de Variância dos resultados do ensaio de DPPH das amostras 
das bebidas produzidas no estágio I. 

 

 

Figura S 25. Boxplot da Análise de Variância dos resultados do ensaio de Fenois Totais das 
amostras das amostras das bebidas produzidas no estágio I. 
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Figura S 26. Boxplot da Análise de Variância dos resultados do ensaio de DPPH das amostras 
das bebidas produzidas com o planejamento fatorial. 

 

  

Figura S 27. Boxplot da Análise de Variância dos resultados do ensaio de Fenois Totais das 
amostras das bebidas produzidas cem o planejamento fatorial. 
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Figura S 28. Boxplot da Análise de Variância dos resultados do ensaio de ABTS das amostras 
das bebidas produzidas cem o planejamento fatorial. 
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Apêndice V 

Susbstâncias identificadas nos fermentados alcoólicos de araçá-boi 

 

 


