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RESUMO

Contendo elevados teores de agucares fermentesciveis e compostos fendlicos, a casca e polpa
de café sdo residuos gerados durante o processamento via Umida do café. Por ser o maior
produtor mundial do gréo, o Brasil gera toneladas de casca e polpa a cada ano. Além destes
residuos, a borra resultante do consumo de café tem sido alvo de estudos a fim de
aproveitamento e melhor deposicdo ao ambiente. Dentre as formas de aproveitamento ha
destaque para processos fermentativos, como a producdo de hidromel. O hidromel é uma
bebida fermentada obtida pela diluicdo do mel em &gua, adicionando-se ou ndo nutrientes e
indculo selecionado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do uso da borra, casca
e polpa de café na producéo de hidromel. Um extrato da casca e polpa contendo 7 °BRIX foi
obtido pelo processo de moagem, prensagem e filtracdo destes residuos, sendo utilizado na
diluicdo do mel. Outro tratamento foi realizado utilizando uma solucdo contendo 15% de
borra. Para controle, utilizou-se o mel diluido em &gua destilada estéril. Testes de
adulteracdo foram realizados no mel utilizado, obtendo-se resultados negativos para as
reagOes de Fiehe, Lugol e reacdo de Lund. Como indculo foram utilizadas as leveduras S.
Bayanus Red Star Champagne e S. cerevisiae Lalvin EC 1118. As fermentacdes foram
iniciadas a 20 °BRIX, pH 5,0 e 108 células viaveis a uma temperatura de 20 °C para todo
processo. A estabilizacdo do consumo de acUcares redutores, pH e desprendimento de CO»
ocorreu apos 240 horas. A cinética da fermentacao foi estudada, obtendo-se maiores valores
de eficiéncia fermentativa (Ef), produtividade de etanol (Qp) e conversao de substrato em
etanol (Ypss) para os meios adicionados do extrato. A adi¢do do extrato aumentou também a
viabilidade celular durante a fermentacdo, sendo checada por Camara de Neubauer
utilizando a coloragdo por azul de metileno. A adi¢do da borra de café aumentou a fase lag
das leveduras possivelmente pela presenca do HMF, sendo necessarios um maior periodo
para estabilizacdo dos indices de acucares redutores e pH. As bebidas foram caracterizadas
quando a legislacdo vigente e dentre os parametros analisados apenas a acidez total ficou
fora do padrdo estabelecido, sendo o tratamento E Red o de maior acidez total (48,70 meq.L"
1. Os hidroméis foram caracterizados também quanto ao teor de compostos fenolicos e
atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS. A cepa Red Star Champagne se
destacou com producdo de hidroméis com maiores teores alcodlicos e maiores valores de Ef,
sendo o mosto fermentado por este levedo com adi¢do do extrato o de maior graduagéo
alcoolica (13,88%). De forma geral, as bebidas produzidas pela cepa EC 1118 apresentaram
maiores teores de compostos fenolicos e atividade antioxidante. Houve variacgao de fenélicos
totais de 332,30 (E Lalvin) a 268,33 EAG.L™ (C Red). O tratamento E Lalvin apresentou
também maior atividade antioxidante, sendo de 2,50 TEAC mM.L? (ABTS) e 2,71 TEAC
mM.L? (DPPH). Fica evidente o potencial do extrato da casca e polpa de café cereja na
producéo de hidromel, uma vez que a adi¢do do extrato ao mosto resultou em bebidas com
maiores teores alcodlicos, maior concentracdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante.



ABSTRACT

Containing high levels of fermentable sugars and phenolic compounds, the coffee husk and
pulp are residues generated during the wet processing of coffee. As the world's largest coffee
producer, Brazil generates tons of husk and pulp each year. In addition to these residues, the
sludge resulting from the consumption of coffee has been the subject of studies in order to
recycling it and how to better deposit it in the environment. Among the recycling forms,
fermentative processes stand out, such as the production of mead. Mead is a fermented
beverage obtained by diluting honey in water, with or without addition of nutrients and
selected inoculum. The objective of this work was to evaluate the feasibility of using coffee
sludge, husk and pulp in the production of mead. An extract of the husk and pulp containing
7 °BRIX was obtained by crushing, pressing and filtering these residues, being used in the
dilution of honey. Another treatment was carried out with a solution containing 15% sludge.
For the control, honey diluted in sterile distilled water was used. Adulteration tests were
performed on the honey used, obtaining negative results for Fiehe, Lugol and Lund's
reaction. The yeast S. Bayanus Red Star Champagne and S. cerevisiae Lalvin EC 1118 were
used as inoculum. Fermentations were started at 20 °BRIX, pH 5.0 and 108 viable cells at a
temperature of 20 °C for the entire process. The stabilization of the consumption of reducing
sugars, pH and CO- release occurred after 240 hours. Fermentative kinetics was studied,
obtaining higher values of fermentative efficiency (Fe), ethanol productivity (Qp) and
conversion of the substrate into ethanol (Yps) for the medium added to the extract. The
addition of the extract also increased cell viability during fermentation, being verified by a
Neubauer Chamber with methylene blue reagent. The addition of coffee sludge increased
the lag phase of the yeasts possibly due to presence of HMF, requiring a longer period to
stabilize the levels of reducing sugars and pH. Meads were characterized as current
legislation and among the parameters analyzed only the total acidity was outside the
established standard, with the E Red treatment being the highest total acidity (48.70 meq.L"
1. Meads were also characterized as content of phenolic compounds and antioxidant activity
by the DPPH and ABTS methods. The Red Star Champagne strain stood out for the
production of mead with higher alcohol levels and higher Fe values, which medium
fermented by this yeast with the addition of the extract had higher alcohol content (13.88%).
In general, the beverages produced by the EC 1118 strain showed higher levels of phenolic
compounds and antioxidant activity. There was a variation in total phenolics from 332.30 (E
Lalvin) to 268.33 GAE.L™ (C Red). The E Lalvin treatment also showed greater antioxidant
activity, with 2.50 TEAC mM.L? (ABTS) and 2.71 TEAC mM.L! (DPPH). The potential
of husk and pulp extract in the production of mead is evident, since the addition of the extract
to the wort resulted in drinks with higher alcohol content, higher concentration of phenolic
compounds and antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ser o maior produtor e exportador mundial de café, o Brasil é o segundo
maior consumidor, sendo o consumo anual calculado em aproximadamente 21 milhdes de
sacas de 60 kg (ABIC, 2019).

Como resultado do alto consumo, o pais gera grande quantidade de borra de cafe,
oriunda do preparo da bebida, seja em residéncias ou estabelecimentos comerciais. A
maioria da borra é destinada ao lixo e, quando aproveitada, tem sido utilizada principalmente
em processos de compostagem.

No processamento do café podem ser empregados 0S processos por via seca ou via
Umida. Na via seca o café é processado intacto, sendo os frutos secos com a casca e
originando o café em coco. J& na via Umida a casca e polpa sdo retiradas antes da secagem,
podendo a mucilagem ser retirada ou ndo (ZHANG et al., 2019).

O processamento via umida do café da origem a elevado volume de residuos, os quais
tem sido alvo de estudos visando seu reaproveitamento como forma de evitar seu despejo
inadequado no meio ambiente. Para o Brasil, a questao dos residuos da agroindustria cafeeira
é ainda mais grave, visto sua alta producdo. Dentre os residuos, a casca e polpa do café
destacam-se.

Pelo processamento Umido aproximadamente uma tonelada de massa contendo a
casca, polpa e mucilagem é gerada para cada tonelada de café seco produzido. A polpa é
separada do grdo durante o processamento Umido, e corresponde a cerca de 40% em peso
(SAENGER et al., 2001).

Tanto a casca quanto a polpa sdo ricos em nutrientes e compostos organicos, como
acucares fermentesciveis, aminoacidos e acidos organicos. A polpa resultante do
processamento via Umida do café contém cerca de 23 a 27% de agUcares fermentesciveis,
com base no peso seco. Os residuos apresentam também cafeina, taninos e polifenois
(MARTINEZ et al., 2019; NAYAK e HARSHITHA, 2012).

Apesar de sua riqueza e grande potencial, estes residuos ainda possuem pouca
exploracdo econdmica e aplicacdo tecnoldgica. Dentre as maneiras de reaproveitamento, ha
destaque para fermentacdo da casca e polpa para obtencdo de bebidas fermento-destiladas e
biocombustivel. Compostos como cafeina e acido clorogénico também tem sido estudados

quanto a seus processos de extragcdo, isolamento e aplicacdo (WOLDESENBET,



11

WOLDEYES e CHANDRAVANSHI, 2016; MENEZES et al., 2013).

O hidromel, uma bebida fermentada a base de mel, vem ganhando destaque nos
ultimos anos. Pesquisas como condicdes de pH e temperatura de fermentacdo, cepas de
leveduras utilizadas, meios de diluicdo e maturacdo da bebida ganham cada vez mais espaco
no meio académico e entre produtores da bebida (AMORIM, 2018; MILESKI, 2016).

O presente trabalho tem como objetivo estudar a viabilidade técnica da producéo de
hidromel utilizando-se borra e extrato obtido da casca e polpa residuais do processamento
via Umida do café e diferentes cepas de leveduras Saccharomyces, assim como a
caracterizagdo das bebidas quanto a legislacdo vigente, avaliando a diferenca entre as

bebidas produzidas

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercado cafeeiro

Dentre os produtos agricolas do Brasil, o café é tido como um dos mais relevantes.
De acordo com a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), a safra brasileira do
ano de 2018 superou 61 milhdes de sacas beneficiadas, sendo a maior colheita registrada na
historia.

Das mais de 61 milhdes de sacas beneficiadas, a regido sudeste corresponde a uma
producdo pouco superior a 53 milhGes de sacas (Tabela 1). H& destaque para o estado de
Minas Gerais, que produziu mais de 33 milhdes de sacas, sendo em sua maioria de café
arabica. O estado é também o que possui maior area de cafezal em producéo e formacéo.

Em 2018, a area total que engloba os cafezais em producdo e formacdo no pais
reduziu em 2,2% com relacédo a safra anterior. O aumento na producéo se deve as condi¢oes
climaticas favoraveis e ao crescente investimento em tecnologias por parte dos produtores.

Como resultado, tem-se maior producdo por hectare plantado (CONAB, 2019).
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Tabela 1: Café total (arabica e conilon) - Comparativo de area em producéo, produtividade
e producdo entre as regides brasileiras para o ano de 2018.

REGIAO Area em producdo  Produtividade (sacas Producéo (mil
(ha) 60kg / ha) sacas)
Norte 63.879,0 30,97 1.978,3
Nordeste 130.000,0 35,00 4.550,2
Centro — Oeste 15.215,0 19,69 299,6
Sudeste 1.611.132,0 33,36 53.747,7
Sul 37.500,0 26,67 1.000,0
Norte / Nordeste 193.879,0 33,67 6.528,5
Centro — Sul 1.663.847,0 33,08 55.047,3
Brasil 1.864.322,8 33,07 61.657,5

Fonte: CONAB, 2019.

De acordo com a ABIC (Associacdo Brasileira da Industria do Café, 2019), no ano
de 2018 o consumo de café no Brasil aumentou em torno de 4,80% com relagdo ao ano
anterior. Os dados obtidos com a nova pesquisa demonstram consumo per capita anual de
6,02 kg de café cru, com estimativa de crescente consumo nos proximos anos. A pesquisa
demonstra ainda que o consumidor brasileiro esta cada vez mais exigente com a qualidade
da bebida, uma vez que possui maior conhecimento dos atributos positivos e negativos dos
cafés. Muitos apreciadores da bebida buscam regides produtoras especificas em decorréncia

da maior divulgacédo dos resultados de concursos de qualidade.

2.2 Café

A planta do cafeeiro pertence ao género Coffea, da familia Rubiaceae, com diversas
especies em todo 0 mundo. Dentre as espécies com maior exploracdo econdmica, destacam-
se as Coffea arabica e Coffea canephora Pierre.

No Brasil, ap6s a expansdo da cafeicultura pelo mundo, surgiram algumas
combinagBes genéticas entre hibridacGes naturais e cultivares existentes. Derivadas da

variedade arébica, estdo o Amarelo de Botucatu e o Maragogipe Vermelho, surgindo ainda



13

0 Bourbon Amarelo, o Bourbon Vermelho, o Mundo Novo, o Caturra Vermelho e o Caturra
Amarelo, derivados da variedade Bourbon (CARVALHO, 2007).

A variedade arébica resulta em bebida com mais caracteristicas aromaticas, maior
acidez e menos incorporada, apresentando maior concentracdo de sacarose, 0 que confere
maior intensidade do atributo doce a bebida. O Coffea arabica apresenta também cafeina e
compostos antioxidantes, como os acidos clorogénicos, porém em menores concentragdes
quando comparado ao Coffea conephora (PERROIS et al., 2014; WINTGENS, 2009).

O café cereja, conhecido também como baga, € o fruto do cafeeiro. Conforme as
Figuras 1 e 2, o fruto é composto pelo gréo (o), coberto pela pelicula prateada (perisperma)
e pelo pergaminho, um endocarpo mais fino de cor amarelada. Acima do endocarpo, tem-se
a mucilagem, com caracteristica viscosa e alto teor de umidade. Acima da mucilagem
encontra-se a polpa, que é fibrosa, doce e possui também coloracdo amarelada. Revestindo
toda essa estrutura, encontra-se 0 pericarpo, uma casca exterior lisa e resistente, com
coloragéo verde para os frutos ndo maduros e vermelha ou amarela para os frutos maduros
(DURAN et al., 2017; ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012).

Figura 1: Camadas do fruto de café.

Pericarpo Polpa

Grao

Pergaminho

Pelicula prateada
(Perisperma)

Mucilagem

Fonte: ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012.
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Figura 2: Fotos dos frutos de café.

el
i
A B C
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(A) Diferentes estagios de maturacao, (B) corte transversal do fruto com a casca removida,
(C) grdo com mucilagem, (D, E) grdos ap6s secagem com o pergaminho e (F) gréo cru

com a pelicula prateada. Fonte: DURAN et al., 2017.

2.2.1 Processamento do café

No ponto de colheita, o café é colhido de forma manual ou mecénica. Com excegao
do processdo de colheita seletiva manual, os frutos sdo colhidos em diversos estagios de
maturacgdo, desde verdes a maduros. Como os gréos verdes ndo estdo fisiologicamente bem
desenvolvidos e diminuem a qualidade da bebida de café, estes podem ser removidos em
processos de lavagem, na qual os frutos sdo separados de acordo com seu estagio de
maturacio (DURAN et al., 2017).

O fluxograma da Figura 3 demonstra o processamento pés-colheita do café. Os frutos
podem passar por trés tipos de processamento: via seca, via semi-seca e via Umida. Ao final,
é obtido o gréo cru, que é o grao seco coberto ou ndo com o perisperma.
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Figura 3: Fluxograma do processamento pds-colheita do café.
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{casca) pergaminho

Armazenamento

No processamento por via seca, os frutos colhidos sdo secos em sua forma integral,
com a casca, em terreiros de cimento ou terra. Podem também passar pela secagem artificial
em secadores. Apds secagem, a uma umidade em torno de 12%, é realizado seu
beneficiamento, com a remocgdo da casca, polpa, mucilagem, pergaminho e parte do
perisperma (BELITZ, GROSCH e SCHIEBERLE, 2009; ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012).

Na via Umida, o café pode ser processado por trés diferentes maneiras: o descascado,
quando a casca e parte da mucilagem sdo removidas por descascadores mecanicos; 0
desmucilado, no qual se remove a casca e 0 maximo de mucilagem por abrasdo em
desmuciladores mecénicos; e o despolpado, quando se tem a remogdo mecanica da casca
seguida pelo processo de fermentacdo, com completa remocao da mucilagem. No processo

de fermentacdo, as sementes sdo dispostas em tanques de fermentacdo com grande volume
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de &gua, no qual os microrganismos utilizam a mucilagem, polpa e aglcares como substrato,
resultando no grdo sem casca, polpa e mucilagem. Entdo, os gréos vao para o processo de
secagem, podendo ocorrer, além dos terreiros e secadores artificiais, em plataformas
suspensas (DURAN et al., 2017, BOREM, 2004; PIMENTA, 2003).

No processamento por via semi-seca, os frutos também passam pelo processo para
remogdo da polpa, porém a fermentagdo ocorre nos terreiros ou secadores (BELITZ,
GROSCH e SCHIEBERLE, 2009).

2.2.2 Residuos

A crescente preocupacdo com a diminuicdo da disposicdo dos residuos da
agroindustria direto no meio ambiente tem resultado em novas pesquisas e formas de sua
utilizacdo. Além da utilizacdo eficiente dos residuos agroindustriais, hd também procura de
formas de agregar valor a esses residuos (AJILA et al., 2011).

Em diversas etapas de beneficiamento e processamento, a industria cafeeira gera
diversos residuos. No processamento por via seca, o principal residuo é a casca seca. Ja para
os cafés processados por via Umida, os residuos gerados sao a casca e polpa do café cereja,
podendo ainda ter a 4gua residuaria dos processos de lavagem e fermentacdo (CAMPOS et
al., 2017; MURTHY e NAIUDU, 2012).

Segundo CAMPOS et al. (2017) as aguas residuarias do processamento Umido séo,
muitas vezes, descartadas de forma inadequada. Os efluentes liquidos do café cereja podem
chegar a uma demanda bioquimica de oxigénio (DBO) em torno de 12.500 mg / L, o que
estad muito acima do permitido pela legislacao vigente, estipulado em 60 mg / L paraa DBO.
Ainda segundo os autores, o dimensionamento das lagoas e equipamentos utilizados no
tratamento dos efluentes liquidos sdo muitas vezes subestimados, sendo seu descarte
realizado com os limites de DBO acima do permitido.

A borra é considerada o ultimo residuo orgénico do café. A disposigdo deste residuo
inclui, em sua maioria, descarte em esgoto ou aterros, incineracdo, alimentacdo de gado e
utilizagdo como enchimento e adsorvente em material termofixo (GARCIA e DEL
BIANCHI, 2015). A borra pode apresentar teores de cafeina, trigonelina e acidos
clorogénico, conferindo atividade antioxidante ao residuo (ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012).
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GARCIA e DEL BIANCHI (2015) determinaram o alto teor de compostos fenélicos
e acido clorogénico na casca, polpa e borra do café (Tabela 2). Na borra ndo foi detectado
acido clorogénico, sendo a presenca de compostos fendlicos associados a compostos como
cafeina e trigonelina. A casca foi a que apresentou maior concentracdo destes compostos,
apresentando assim maior atividade antioxidante.

Segundo SOETHE et al. (2016) a eficiéncia de um antioxidante é associada a sua
capacidade de sequestrar radicais livres, sendo os compostos fendlicos responsaveis pela
transferéncia de hidrogénio, neutralizando assim a acéo desses radicais. Esses compostos
sdo oriundos do metabolismo secundério e sua sintese pode ser aumentada em resposta a
condicGes de estresse. Ainda de acordo com os autores, 0os compostos fenolicos presentes
nos alimentos sdo responsaveis pelo amargor, adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade

oxidativa.

Tabela 2: teor de compostos fenodlicos, acido clorogénico e atividade antioxidante por

DPPH da casca, polpa e borra de café.

Amostra  Fendlicos totais Acido clorogénico % DPPH’

(mg EAG g?) (ug mL1) Reduzido
Casca 159,50 + 1,06 1927,63 +0,73» 23,1-78,0
Polpa 72,88 +0,71°¢ 516,83 + 1,508 25,8-67,6
Borra 77,25 + 0,248 - 15,1-28,6

Fonte: GARCIA e DEL BIANCHI, 2015. As médias que ndo compartilham uma letra na

mesma coluna sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

A polpa apresenta relevantes teores de agucares totais e redutores, 0s quais podem
ser utilizados como substrato em processos fermentativos. MENEZES et al. (2013)
trabalhando com a extracdo da fracdo sollvel da polpa para uso em processo fermentativo
(Tabela 3), encontraram teor de 5,12 % para acucares totais e 4,01 % para agucares redutores
na polpa que passou por processo de moagem em liquidificar industrial seguido de
prensagem. No estudo, os autores utilizam também tratamentos que envolvem emprego de
temperatura em autoclave (121 °C) e banho maria (60 °C), concluindo que o melhor processo
para se obter o extrato da polpa, para emprego em fermentacGes, € a moagem em temperatura

ambiente seguido da prensagem.
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Tabela 3: Teores médios e desvios padrao de polifendis, aglcar total e aclcar redutor na

polpa de café e extratos de polpa de café, em base imida.

Amostra / Tratamento  AcUcares Acucares Polifenois (%)
totais (%) redutores (%)

Polpa 217011 1.85+0.05 0.30+£0.01

Polpa prensada 469+0.25 4.01+0.13 0.08 £0.01

Polpa moida e prensada 5.12+0.32 4.01+0.21 0.08 £0.01

Fonte: MENEZES et al. (2013).

2.3 Mel

A Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de Outubro de 2000 (BRASIL, 2000), classifica
o mel como o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secrecOes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrec¢des de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colmeia.

Devido sua composicéo, o0 mel pode ser considerado como um suplemento alimentar,
visto seus teores de compostos funcionais como a-tocoferol, acido ascorbico, compostos
fenolicos e flavonoides (MENDES et al., 1998). A complexa mistura de carboidratos, como
glicose e frutose, &cidos organicos, aminoécidos, vitaminas, minerais, enzimas, cera e
pigmentos faz do mel um o6timo ingrediente, muitas vezes utilizado para melhorar a
palatabilidade de medicamentos e para adocar e enriquecer alimentos (AMORIM et al.,
2018).

Em seu estudo, PEREIRA (2008) encontrou no mel teores de umidade de 16,20 %,
pH de 3,84, acidez de 23,00 meq. ac. kg™ e 0,17 % para cinzas totais. Foi encontrado também
68,03 % de acUcares redutores, sendo a glicose e frutose os constituintes maioritarios. A
razdo frutose / glicose fornece indicagdes acerca do estado de cristalizagéo do mel, de forma

gue quando o contetdo de frutose é superior ao de glicose o mel apresenta-se fluido.
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A composicdo do mel pode variar de acordo com a origem floral, mesmo quando
produzidos por uma mesma espécie de abelhas (GUO et al., 2019). A Tabela 4 demonstra
essa variacao para 5 diferentes origens florais.

KEK et al. (2017), trabalhando com méis de diferentes origens comerciais, também
encontraram varia¢fes nos teores de agUcares, variando de 39,92% a 48,44% para frutose e
26,72% a 41,96% para glicose. Os autores também encontraram variacdo no teor de
proteinas, sendo de 0,06% a 0,66%.

Tabela 4: composicdo do mel de diferentes origens florais.

Composigéo SH VH AH RH ZH

Frutose (g/100g) 41.26+£0.06 39.57+0.14 39.66+0.30 42.58+0.12 39.29+0.15
Glicose (g/100g) 35.83+0.10 37.86+£0.13 38.52+0.85 32.88+0.17 28.75+0.59
F + G (g/100g) 77.09+0.16 77434020  78.18+1.15 75.47+0.29 68.04 +0.69
Fendlicos totais 18.11+1.65 13.45+0.74 40.54+2.92 19.33+£2.16 63.97+£3.76
(mg/100g)

Acido ascorbico 136.00+31.76 351.11+44.39 300.00+75.13 843.70+£4540 1114.07+93.37
(mg/kg)

Fonte: GUO et al. (2019). SH: Schisandra chinensis. VH: Vicia dichroantha.
AH: Astragalus sinicus. RH: Robinia pseudoacacia. ZH: Ziziphus jujuba.

Outro composto presente no mel é o hidroximetilfurfural (HMF), que pode ser
formado pela desidratacdo de hexoses em meio &cido pela reacdo de caramelizagdo ou pelas
reacOes de Maillard. Um mel de qualidade apresenta baixos teores de HMF, uma vez que o
aquecimento e maiores tempos de armazenamento aumentam a formacdo desse composto
(Klcik et al., 2007). PEREIRA (2008) encontrou teor de 16,02 mg / kg de HMF em seu

estudo com mel utilizado para producéo de hidromel.

2.4 Hidromel

O hidromel pode ser a bebida alcodlica mais antiga da historia, sendo sua origem
anterior ao vinho. Na regido gelada do norte da Europa, o hidromel ja foi considerado
bastante popular, pelo fato de as condi¢Ges climaticas ndo serem favoraveis ao
desenvolvimento da uva (AMORIM et al., 2018; PEREIRA, 2008).


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/schisandra-chinensis
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vicia
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/robinia-pseudoacacia
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/jujube
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A legislagdo brasileira, pela Instrugdo Normativa n°® 64 de 23 de abril de 2008
(BRASIL, 2008), define o hidromel como a bebida com graduacéo alcodlica de quatro a
quatorze por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela fermentacao alcodlica de
uma solucdo de mel de abelha, sais nutrientes e agua potavel.

As bebidas a base de mel sdo geralmente muito doces e de pouco corpo. Assim, a
adicdo de polpa, suco ou pedacos de frutas podem contribuir com o aumento da acidez e
outros nutrientes necessarios para 0 crescimento de microrganismos na fermentacdo. As
frutas tem sido muito utilizadas por serem ricas em carboidratos, minerais, vitaminas,
carotenoides, e compostos antioxidantes, fendlicos e sulfuricos (AMORIM et al., 2018).

Apesar das altas concentragGes de agucares fermentesciveis, 0 mel apresenta baixos
teores de nitrogénio e minerais. Essa deficiéncia de nutrientes associada ao baixo pH faz
com que a fermentacdo do mosto de hidromel necessite de um longo periodo de tempo. Por
essa razdo, a suplementacdo do meio e correcdo do pH sdo de grande importancia na
producdo de hidroméis de qualidade. Longos periodos de fermentacdo podem levar ao
crescimento de fungos com consequente producao de aromas indesejaveis (FERRAZ, 2015).
Segundo PEREIRA (2008), os mostos de hidromel apresentam baixo pH devido a uma
combinacdo de &cidos organicos naturais do mel. A correcdo dos valores de pH antes do
inicio da fermentacéo pode diminuir o tempo do processo.

As etapas de producdo do hidromel sdo a preparagdo e corre¢cdo do mosto, com
correcdo dos teores de solidos soltveis e pH, preparo do pé de cuba, inoculacéo de leveduras,
fermentacao, clarificacdo e envase (MILESKI, 2016).

AMORIM et al. (2018) padronizaram o mosto contendo mel, polpa de acerola e 4gua
destilada para 30 °BRIX na producdo de hidromel. O pH foi ajustado para 5,0 e foram
inoculadas 108 células viaveis por mL. A adicdo da polpa de fruta melhorou o crescimento
celular, com maior concentracdo de células durante a fermentacdo com relacéo ao controle.
Houve também aumento no consumo de substrato e maior produgéo de etanol.

MENDES-FERREIRA et al. (2010) iniciaram a fermentacdo do mel a 22 °BRIX,
incubado a 25 °C, com diferentes tratamentos com adi¢do acidos orgénicos e fosfato de
diamonio. No estudo, os autores mostram que suplementagdo do meio com fosfato diaménio
reduziu o tempo total de fermentacdo, melhorou a degradagdo dos agUcares e resultou em
bebidas com melhor perfil de compostos aromaticos. A adi¢do dos acidos organicos nao
apresentou alteragdo no crescimento microbiano, ndo afetando a fermentagcdo de forma

positiva ou negativa.
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PEREIRA et al. (2013) testaram sem seu estudo diferentes taxas de inoculagéo para
producio de hidromel. As fermentac@es iniciaram com 10°, 10° 107 e 108 células por mL,
concluindo que maiores taxas de inéculo diminuem o tempo de fermentacdo, mas podem
levar a uma menor producdo de compostos aromaticos desejaveis. Por outro lado, as taxas
maiores de inoculacdo podem diminuir o espago para contaminagdo microbiana. Estes
contaminantes, por sua vez, produzem metabdlitos indesejaveis que diminuem as qualidades
sensoriais da bebida.

Atualmente, muitas leveduras sdo utilizadas para a producdo do hidromel, sendo as
mesmas encontradas na fermentacdo de vinhos, cervejas e champanhes. Em sua maioria,
estirpes de Saccharomyces cerevisiae séo utilizadas, resultando em numerosos compostos

produzidos no meio.

2.4.1 Compostos volateis

Dentre os compostos volateis que definem as caracteristicas sensoriais do hidromel
se encontram os alcoois, ésteres, aldeidos e acidos carboxilicos. A concentracdo destes
compostos no hidromel varia com a qualidade do mel, condi¢des de fermentacéo e tempo de
maturacdo da bebida (MENDES-FERREIRA et al., 2010).

LI e SUN (2019) encontraram um total de 23 ésteres volateis em hidroméis
produzidos com mel de diferentes origens florais, sendo que todos os ésteres apresentaram
diferengas significativas quanto a sua concentra¢do nas bebidas. De acordo com os autores,
0s ésteres volateis contribuem com a percepcao de floral e frutado no buqué aromético do
hidromel. O composto volatil mais abundante encontrado foi octanoato de etila, seguido por
dodecanoato de etila, 9-decenoato de etila, acetato de fenetilo, acetato de etila e hexanoato
de etila.

PASCOAL et al. (2019) identificaram os alcoois (73,2 %) como os volateis mais
abundantes do hidromel, representados pelo 3-metil-1-butanol. Em seguida, os compostos
volateis de maior concentragdo foram os acetatos (19,1 %), compostos carbonilicos (5,5 %)
e ésteres etilicos (1,2 %).

Os alcoois superiores encontrados nas bebidas fermentadas sdo produtos do

metabolismo secundario das leveduras, podendo contribuir de forma positiva ou negativa
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sobre 0 aroma. Em concentragdes inferiores a 300 mg / L contribuem de forma desejavel
com a complexidade aromética da bebida (SWIEGERS e PRETORIUS, 2005).

2.5 Fermentacao Alcodlica

A fermentacéo alcodlica (Figura 4) é o processo de oxidacdo anaerobia parcial da
glicose. Pela via glicolitica a glicose é convertida em duas moléculas de piruvato, que pela
acdo da enzima piruvato descarboxilase sdo descarboxiladas, formando duas moléculas de
acetaldeido e duas moléculas de géas carb6nico. Cada acetaldeido é reduzido a uma molécula
de etanol. Além do alcool etilico e CO2, sdo produzidos outros metabdlitos, como glicerol,
acidos organicos, alcoois superiores, acetaldeido, etc (CARDOSO, 2013).

O processo fermentativo pode ocorrer de forma espontanea ou pelo uso de culturas
selecionas. Quando esponténea, o processo ocorre por acéo das leveduras selvagens, aquelas
presentes naturalmente nas cascas dos frutos, equipamentos, ambiente e sem nenhum tipo
de inoculacao externa. Assim, as fermentagdes espontaneas ndo sdo produto da acdo de uma
Unica espécie de levedura, e sim de uma sucessdo de espécies de leveduras diferentes ao

longo da fermentacdo (TORIJA et al., 2003), 0 que proporciona menor controle ao processo.
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Figura 4: Esquema simplificado da formacao de compostos em processos fermentativos.
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2.6 Levedura selecionada

A prética de inoculagéo de leveduras selecionadas previamente ativadas tem algumas
vantagens como a diminuicdo da fase lag, reducdo significante da influéncia de leveduras
que naturalmente ocorrem, rapida e completa fermentacdo do mosto e ainda permite um alto
grau de reprodutibilidade de producéo da bebida (ZUZUARREGUI e OLMO, 2004).

A Saccharomyces cerevisiae € uma das espécies de levedura mais utilizadas na

fermentacdo. Caracteristicas como capacidade de suportar elevados niveis de etanol,
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hidrolisar oligossacarideos em glicose e tolerar alta concentracdo de aglcar (osmotolerante)
fazem dessa linhagem de levedura a mais indicada. Outras caracteristicas desejaveis dessa
espeécie de levedura sdo a rapida iniciacdo da fermentacdo, eficiente conversao de aglucares
a etanol, resisténcia ao dioxido de enxofre, formacéo de componentes do buqué e capacidade
de floculagédo (CARDOSO, 2013; VENTURINI et al., 2010).

MILESKI (2016), utilizando diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae (Red Star
champagne, Lalvin EC 1118 e Fleischmann) na producéo do hidromel, identificou a cepa
Red Star champagne como a de maior capacidade de conversdo de substrato em etanol. A
levedura Lalvin EC 1118 produziu uma bebida mais equilibrada quanto ao teor alcodlico e
acucares redutores residuais, enquanto a levedura Fleischmann apresentou menor
capacidade de conversdo de acucar em alcool, fornecendo a bebida com menor teor

alcodlico.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria prima

A polpa e casca de café cereja derivada do processamento umido foram cedidas por
produtor da cidade de Campos Altos, Minas Gerais, situada na regido do Alto Paranaiba. A
amostra da safra 2019 foi congelada e armazenada em freezer a -18 °C no Laboratério de
Pesquisas Avancadas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, até o momento das
analises. No momento do processo de extracdo, as polpas foram descongeladas e
homogeneizadas junto ao liquido exsudado durante o descongelamento.

As borras também foram congeladas, sendo levadas ao freezer logo apos o preparo
do café.

O mel utilizado na fermentagdo foi obtido no comércio local de lavras, sendo de

origem multifloral, principalmente de flores tipicas do Cerrado Mineiro.
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3.2 Obtencédo do extrato da polpa e casca de café

As amostras de casca e polpa foram trituradas juntas em liquidificador industrial, sem
adicdo de qualquer solvente, sendo a parte liquida separada por filtragdo em organza. A parte
solida foi pensada em prensa manual Macanuda, onde o liquido oriundo da prensagem foi
misturado ao filtrado.

3.3 Andlises das matérias primas
3.3.1 Extrato da casca e polpa de café cereja
3.3.1.1 Umidade / Solidos soluveis:

Foi determinada seguindo o Codex Alimentarius Commission (CAC, 2011),
utilizando-se um refratdmetro de Abbe. A leitura do indice de refracdo foi transformada em
umidade de acordo com a tabela de Chataway, sendo a temperatura corrigida para 20 °C.
3.3.1.2 Acucares redutores e totais:

Os acUcares foram determinados pelo método da Association of Official Agricultural
Chemists (2005) e foram dosados de acordo com a metodologia Somogyi, adaptada por
Nelson (1994). A leitura em espectrofotdmetro foi realizada a 510 nm, sendo os resultados
expressos em porcentagem.

3.3.1.3 Acidez:

A acidez foi determinada pelo método volumétrico, de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2005).

3.3.1.4 pH:

Foi utilizado potenciémetro digital, modelo Quimis, tipo Q-400 A.
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3.3.2 Mel

Os teores de umidade, solidos solUveis, agucares redutores e totais, acidez e pH foram

determinados conforme descrito no item 3.3.1.

3.3.2.1 Proteinas:

Para o mel determinou-se ainda o teor de proteinas por metodologia padrao propostas
pela ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRAL (AOAC, 2005). Para
conversao do teor de nitrogénio total da proteina, este foi multiplicado pelo fator 6,25.

3.3.2.2 Cinzas:

O teor de cinzas das amostras foi determinado por incineragdo em mufla a 550 °C,
segundo o Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

3.3.2.3 Reacéo de Fiehe, Reacdo de Lugol e Reacéo de Lund

Para verificar a pureza do mel, foram realizados os testes de Reagdo de Fiehe;
Reacdo de Lugol e Reacdo de Lund (IAL, 2008), garantindo que as amostras utilizadas

ndo passaram por adulteracGes e fraudes.

3.3.2.4 Fenblicos totais:

O conteudo fendlico total foi determinado de acordo com o método adaptado por
FolinCiocalteu (WATERHOUSE, 2002). O extrato diluido de forma conveniente foi
misturado com 2,5mL do reagente de Folin-Ciocalteu (10%) e 2mL de solucdo a 20% de
carbonato de sédio (4%). A mistura foi agitada e mantida a temperatura ambiente, durante 2
horas, no escuro. A absorbancia foi medida a 750 nm. Solugdes aquosas de acido galico
foram utilizadas para construcdo da curva padrdo, conforme Figura 7 do Anexo. Os
resultados foram expressos como g equivalente de acido galico equivalente (EAG) / 100g de

amostra.
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3.3.3 Borra

3.3.3.1 Hidroximetilfulfural

O hidroximetilfurfural foi determinado por metodologia indicada pela Instrucéo
Normativa n° 11 de 20 de outubro de 2000, que aprova o regulamento técnico de identidade
e qualidade do mel. A metodologia seguida foi a estabelecida pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005), utilizando-se as solucfes de Carrez 1 (ferrocianeto de
potéssio) e Carrez 2 (acetato de zinco). Sua quantificacdo foi realizada por meio do
espectrofotometro UV/VIS a 284 e 336 nm, sendo a Equacdo 1 utilizada para o célculo da

concentracdo de HMF:

Abs284—Abs336 9,7x5
HMF (mg / kg) = 5284 s X 149,7 x 1)

m

Onde:
Abs284 = leitura da absorbancia da amostra a 284 nm;
Abs336 = leitura da absorbancia da amostra a 336 nm;
149,7 = (126/16830) x (1000/10) x (1000/5);
126 = massa molecular do HMF;
16830 =absortividade molar do HMF a 284 nm;
1000 = conversdo de g para mg;
10 = diluigéo de 5 g de mel para 50 mL;
1000 = conversdo de g para kg;

m = massa da amostra (Q).
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3.4 Fermentacéo

Na fermentacéo, foi utilizado o mel diluido com &gua destilada estéril como controle.
Para os tratamentos com adicdo de borra, o0 mel foi diluido com solucdo de agua estéril
contendo 15% de borra. Nos tratamentos com adi¢do do extrato da casca e polpa de café, o
mel foi diluido com o extrato. Todos os tratamentos foram diluidos para 22 °BRIX.

Antes de se iniciar a fermentacao, os mostos foram autoclavados a 121 °C por 15
minutos, sendo adicionado o indculo apds o meio resfriar e atingir 30 °C.

O pH dos mostos foi ajustado para 5,0 usando carbonato de célcio ou NaOH 0,1 N.
Todos os meios foram suplementados com extrato de levedura (5 g/ L), peptona (5 g/ L),
cloreto de magnésio (0,05 g/ I), sulfato de aménio (0,5 g / ) e fosfato dibasico de potassio
(0,1 g/L) (AMORIM et al., 2018).

Os meios foram preparados de forma que todas as fermentagOes fossem iniciadas a
22 °BRIX e pH 5,0. Apo6s a correcdo destes parametros, 0s meios seguiram para BOD a 20
°C e apenas quando estabilizada a temperatura dos mostos foram inoculadas as leveduras pré
ativadas em agua estéril.

Logo apos inoculagdo os meios foram agitados para dispersdo do indculo no mosto,
seguindo o restante da fermentagdo sem agitagéo.

3.4.1 Preparo do inéculo

Com o proposito de reativar as células das leveduras, quantidade suficiente para obter
valores iguais a 10° células viaveis/mL foram adicionadas em 50 mL de &gua destilada
estéril, a 25 °C, por 30 minutos. Passado esse tempo a viabilidade das células foi checada
utilizando coloragdo diferenciada em azul de metileno em Cémara de Newbauer, com
objetivo de garantir contagem inicial de células viaveis de 108 por mL de mosto no inicio de

cada fermentacéo.

3.4.2 Planejamento experimental
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Ap0s a realizacdo do preparo do indculo descrito na se¢do 3.4.1 foram realizadas as
fermentagbes para os diferentes tratamentos (Tabela 5). Todas as fermentagdes foram

realizadas em 3 repeticdes.

Tabela 5: FermentacOes realizadas com as respectivas composices do mosto e leveduras

empregadas.
Tratamento Composi¢do do mosto Levedura

C Lalvin Mel Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC 1118
C Red Mel Saccharomyces bayanus Red Star champagne

E Lalvin Mel + extrato Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC 1118
E Red Mel + extrato Saccharomyces bayanus Red Star champagne

B Lalvin Mel + borra Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC 1118
B Red Mel + borra Saccharomyces bayanus Red Star champagne

3.4.3 Fermentacdo do mosto

Para iniciar a fermentacdo, foi adicionado quantidade de in6culo igual a 10% do
volume do mosto a ser fermentado garantindo contagem inicial de células viaveis iguais a
108 por mL de mosto. As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers de 1 L, contendo
700 mL de meio e in6culo, sendo dispostos em incubadora a temperatura de 20 °C. Os
Erlenmeyers foram adaptados com valvula tipo airlock, utilizada para liberar o CO>
produzido durante a fermentacdo. Assim, o CO2 desloca o ar e garante que as leveduras
crescam em condicBes anaerdbias.

A fermentacdo ocorreu até o cessar do desprendimento de gas carbdnico, assim como
estabilizacdo do indice de refracdo e parada do consumo de agucares. Para o estudo cinético
foram retiradas amostras do mosto fermentado no tempo O e a cada 24 horas, onde foram
realizadas as analises de acucares redutores totais, viabilidade celular em camara de
Neubauer, contagem de células em placas, massa seca e pH. Ao final da fermentacéo, foi

determinado também o teor alcodlico.

3.4.4 Anélises do processo fermentativo
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3.4.4.1 Contagem e viabilidade de células em caAmara de Neubauer

A contagem e a viabilidade foram realizadas em cdmara de Neubauer apds diluicdes
adequadas, utilizando-se a coloracdo com azul de metileno (LEE; ROBINSON; WANG,
1981).
3.4.4.2 Massa seca ou biomassa

As amostras coletadas, apds centrifugacdo e separadas do sobrenadante, foram secas
em estufa, a 60 °C, por 24 horas, colocadas em dessecador, por 30 minutos e pesadas em
balanga analitica (ANDRIETTA; ANDRIETTA; RODRIGUES, 1995).
3.4.4.3 AcUcares redutores totais (ART)

Os acUcares foram determinados pelo método da Association of Official Agricultural
Chemists (2005) e foram dosados de acordo com a metodologia Somogyi, adaptada por
Nelson (1994). A leitura em espectrofotdmetro foi realizada a 510 nm, sendo os resultados
expressos em porcentagem.
3.4.4.4 pH

Foi utilizado potenciémetro digital, modelo Quimis, tipo Q-400 A.
3.4.4.5 Fator de conversao do substrato em etanol (Ypss) € eficiéncia fermentativa (Er)

O fator de conversdo do substrato em etanol foi calculado em gramas de etanol

produzido por gramas de agucares redutores totais consumidos, empregando-se a Equacéo
2.

Em que:
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P = concentracédo de etanol no final da fermentacdo (g etanol/L);
So = concentragdo de agUcares redutores totais no inicio da fermentacéo (g ART/L);

S = concentracdo de agucares redutores totais no final da fermentacéo (g ART/L).

A eficiéncia fermentativa é a fracdo do aglcar metabolizado que se converteu em
etanol. A eficiéncia fermentativa foi calculada pela relagdo entre o rendimento do etanol

observado no processo e o rendimento teorico (Equacéo 3).

Er=(;22) %100 (3

3.4.4.6 Fator de conversao de substrato em células (Yx/s)

Expressa a massa celular produzida em relacdo ao consumo de ART. Este parametro
fornece a quantidade de massa celular produzida por grama de agucar consumido, sendo

calculado pela Equacéo 4:

Em que:
Xo = concentragdo inicial de células da fermentagdo (g de matéria seca / L de meio);

X = concentracdo final de células da fermentacéo (g de matéria seca / L de meio).

3.4.4.7 Produtividade em etanol

A produtividade em etanol (Qp) expressa o teor produzido de etanol em certo

intervalo de tempo. A produtividade em etanol foi calculada empregando-se a Equacao 5:

P

Qp=— )

tr

Sendo:
P = concentragéo de etanol no final da fermentagdo (g etanol/L);



32

tr = tempo total de fermentagéo (horas).

3.5 Caracterizacéo do hidromel

As bebidas produzidas foram clarificadas com adicdo de bentonita previamente
hidratada, com 24 horas de repouso para decantacéo sob refrigeracao e posterior trasfega, de
forma a separar e descartar o precipitado resultante. Cada mosto fermentado foi ainda
filtrado em papel filtro. Apds devida clarificagdo, os diferentes hidroméis foram analisados
quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, de acordo com a Instru¢cdo Normativa n. 24,
de 8 de setembro de 2005, que regulamenta o Manual Operacional de Bebidas e Vinagre
(BRASIL, 2005). Os resultados foram comparados com a Instrucdo Normativa n. 64 de 23
de abril de 2008, que aprova os regulamentos técnicos para a fixacdo dos padrdes de
identidade e qualidade para as bebidas alcodlicas fermentadas (BRASIL, 2008) e a Instrucao
Normativa n. 34 de 29 de novembro de 2012, que complementa os padrfes de identidade e
qualidade do hidromel (BRASIL, 2012).

3.5.1 Teor alcodlico

Para a andlise do teor alcodlico as amostras foram destiladas com posterior

quantificacdo pela medida da densidade relativa do destilado a 20 °C (IAL, 2004)

3.5.2 Atividade antioxidante total pelo método de DPPH

Para se determinar a atividade antioxidante pelo método 2,2 difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) foi utilizada metodologia proposta por BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e
BERSET (1995).

Para quantificacdo foi utilizada uma aliquota de 100 pl da amostra previamente
diluida em &gua destilada seguida da adicdo de 2,9 mL do radical DPPH 60 M em solugéo
etilica. ApOs esta etapa procedeu-se a leitura em espectrofotobmetro a 515 nm.

O célculo da concentragdo da atividade antioxidante (DPPH) foi realizado utilizando

uma curva de calibracdo (Figura 8 do Anexo), utilizando diluicbes de Trolox na
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concentracdo de 0,02 mM. Os resultados da Capacidade Antioxidante Equivalente Trolox
(TEAC) foram expressos em mM de equivalente Trolox (TE) L™ de amostra.

3.5.3 Atividade antioxidante total pelo método de ABTS+*

A metodologia para determinacdo da atividade antioxidante pelo radical [2,2"-
azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-acidosulfonico)] (ABTS™) foi realizado conforme
descrito por SANT’ANA et al. (2012).

Uma primeira solucéo foi preparada utilizando 5 mL de solucéo aquosa de ABTS ™ a
7mM com 0,44 mL de persulfato de potéssio a 140 mM, sendo homogeneizada por 16h sob
auséncia de luminosidade. Uma segunda solucéo foi preparada a partir da primeira, sendo
diluidos 2 mL da primeira solucdo em metanol até se obter leitura de absorbancia a 734 nm
igual a 0,700. O ensaio foi realizado utilizando 50 puL da amostra com 5 mL da solucéo
segunda solugdo em tubos de ensaio de vidro. As amostras foram diluidas em solucéo etilica
de forma a se obter absorbancias na faixa 0,2 — 0,8. Ap6s 6 minutos em repouso na auséncia
de luz, a absorbancia da mistura foi lida em espectrofotémetro a 734 nm. Para o branco, foi
utilizado &lcool etilico.

Para se calcular a concentracdo da atividade antioxidante realizou-se uma curva de
calibracdo (Figura 9 do Anexo) com padrdo Trolox. Os resultados da TEAC (capacidade
antioxidante equivalente Trolox) foram expressos em mM de equivalente Trolox (TE) L*
de amostra.

O teor de compostos fenodlicos totais foi determinado conforme descrito no item
3.3.2.4.

3.6 Analise estatistica

Com o objetivo de avaliar o desempenho das fermentacdes foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para verificar o efeito dos diferentes
tratamentos, os resultados obtidos foram analisados por analise de variancia (ANOVA) pelo
programa R Statistic 3.4.1, da R Foundation (Vienna, Austria). Para efeito de comparagéo
de médias, foi utilizado o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todo o experimento e analises

foram realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao das matérias primas

4.1.1 Mel

Analises de fraude do mel se fazem necessarias devido ao alto indice de adulteracao
desta matéria prima, uma vez que se trata de um produto com alto valor comercial e de dificil
producdo. Os testes realizados mostram que o mel utilizado neste trabalho nédo sofreu
adulteracdo (Tabela 6).

A reacdo Fiehe com resorcina em meio acido pode indicar a presenca de substancias
produzidas durante o superaquecimento de mel ou a adi¢do de xaropes de agucares. A reacao
com solucdo de Lugol foi utilizada para detectar a presenca de amido e dextrinas nas

amostras de mel.

Tabela 6: Testes de adulteragdo do mel utilizado para fermentacao.

Teste Resultado

Glicose comercial Lugol Negativo
Glicose comercial Fiehe Negativo

Teste de Lund Negativo

Ja o teste de Lund expressa a presenca de substancias albuminoides naturais do mel
mediante precipitagdo. Na presenca de mel puro, deve ser formado um precipitado no fundo
da proveta no intervalo de 0,6 a 3,0 mL. Para o mel utilizado no presente trabalho, quando
submetido ao teste de Lund, houve formacdo de precipitado de 2,05 mL.

Na Tabela 7 observam-se os valores para a caracterizacdo fisico-quimica das
amostras de mel com seus respectivos padrdes determinados pela Instru¢cdo Normativa n® 11
de outubro de 2000, que aprova o padréo de identidade e qualidade do mel. As amostras

ficaram dentro do determinado para todos os parametros avaliados.
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Tabela 7: Caracterizacdo do mel utilizado para producéo do hidromel.

Parametro Resultado Padréo de qualidade
Umidade (%) 18,84 £ 0,02 < 20,0

Teor de sélidos (%) 79,98 £ 0,08 NA
Acucares redutores (g / 100g) 71,02 £0,11 > 65,0
Acucares totais (g / 100g) 74,72 £ 0,15 NA
Proteinas (%) 0,32+£0,01 NA

Cinzas (%) 0,58 £ 0,01 <0,60
Acidez livre (meq. / kg) 28,09 £ 0,16 <50

pH 3,97 £ 0,00 NA

HMF (mg / kg) 8,10 £ 0,09 < 60,0

Resultado seguido de seu respectivo desvio padrdo. O Padrdo de Qualidade se refere ao determinado
pela IN n° 11/2000 (BRASIL, 2000), sendo NA néo se aplica.

A composicao do mel pode variar de acordo com a espécie floral e abelha produtora
(GUO et al., 2019). Ainda assim, os valores obtidos muito se assemelham aos encontrados
por SALAZAR et al. (2017), FUJI; RODRIGUES e FERREIRA (2009) e MENDONCA et
al. (2008), havendo todos autores trabalhado na caracterizacéo fisico-quimica de méis de
diferentes regides do Brasil.

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos totais, 0 mel apresentou 114,30 + 0,73
mg EAG a cada 100g de amostra. Este teor é elevado quando comparado aos valores
encontrados por TOMCZYK et al. (2020), sendo de 54.96 mg EAG 100g™ para mel
multifloral e 46,76 mg EAG 1009 para o mel de Acécia. Porém, muito se assemelha aos
127,00 mg EAG 100g™ determinados por CIANCIOSI et al. (2020).

O mel utilizado no trabalho possui algumas vantagens em relacdo aos demais
encontrados na literatura, como os baixos teores de acidez e HMF, que contribuem para o
processo fermentativo. Outra vantagem € o alto teor de agUcares, possibilitando maior adi¢ao

de extrato e borra na preparacdo dos mostos.

4.1.2 Borra e extrato da casca e polpa de café cereja

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados da caracterizacdo da borra e extrato

utilizados. O extrato apresentou consideravel teor de agucares, contendo 7,0 °BRIX.
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Tabela 8: Caracterizacdo da borra e extrato da casca e polpa do café cereja.

Parametro Borra Extrato

Acucares redutores (%) 1,45 + 0,07 3,92+0,11
AcuUcares totais (%) 2,01 +£0,04 5,54 £ 0,15
Acidez livre (meq. / kg) 19,1+0,2 29,70+0,14
pH 3,98 £ 0,02 3,54 +£0,01
Fendlicos totais (mg EAG/100g)  182,7+1,9 1325+£1,0

Observacdo: A porcentagem de aclcares redutores e totais equivalem a m/m para borra e

m/v para Extrato.

A borra de café ainda apresentou concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF)
equivalente a 88,12 + 0,13 mg Kg, ficando entre os 61,30 e 110,00 mg Kg* encontrados
por MARTINEZ-SAEZ et al. (2017) e BENINCA (2019), respectivamente.

O HMF é formado durante a torrefacdo do cafeé, através da desidratacdo da frutose e da
sacarose, resultando em um intermediario do cation frutofuranosil. Este intermediério, em
meios de altas temperatura e baixa atividade de agua, como o caso do café quando passa pelo
processo de torra, rapidamente é convertido em HMF (LOCAS, YAYLAYAN, 2008;
VIGNOLI et al., 2014). A temperatura empregada no processo de torra influencia
diretamente na quantidade de HMF gerada. Segundo VIGNOLI et al. (2014), a formacéo do
HMF se inicia em temperaturas proximas a 170 °C, assim como a degradacdo da sacarose,

atingindo a taxa maxima de formacéo a 230 °C.

4.2 Processo fermentativo

4.2.1 Acucares redutores totais

A cinética de consumo de agUcares redutores totais (ART) durante a fermentacéo
pode ser observada atraves dos graficos da Figura 5, sendo o A representando a levedura
Lalvin EC 1118 e B para o consumo da Red Star Champagne.

Para ambas leveduras o tratamento contendo a borra de café foi o que levou mais
tempo para obter um decréscimo significativo das taxas de agucares e estabilizacdo dos

teores de ART, indiciando, possivelmente, a presenca de alguns inibidores provenientes da
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borra para o processo fermentativo. A borra ainda ocasionou um maior tempo necessario
para estabilizar os teores de ART. Em sua composicao, a borra de café possui consideraveis
teores de hidroximetilfurfural (HMF), que apresenta efeitos negativos comprovados aos
microrganismos.

A fase lag de diversas leveduras pode ser prolongada pela presenca do HMF, assim
como pelo furfural (ALLEN et al., 2010). Estes compostos sdo responsaveis pela inibicdo
da atividade enzimatica, danos ao DNA e inibem a sintese proteica e de RNA, diminuindo
assim a taxa de crescimento das leveduras (ALLEN et al., 2010; MODIG et al., 2002).

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

—4— Controle Lalvin Extrato Lalvin == Borra Lalvin

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

—4— Controle Red Extrato Red  =—#—Borra Red

Figura 5: consumo de ART ao longo da fermentagéo, sendo a figura A
representando a levedura Lalvin EC 1118 e B para o consumo da Red Star Champagne.
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Por outro lado, os mostos com adi¢do do extrato da casca e polpa de café foram
aqueles que obtiveram um decréscimo mais rapido de ART. Observa-se pela Figura 5 que a
curva de consumo de agucares para estes meios esta sempre abaixo das demais, independente
da levedura utilizada.

A utilizagdo do extrato para diluicdo do mel pode ter elevado os nutrientes presentes
no mosto. MARTINEZ et al. (2019) encontraram na biomassa (casca, polpa e mucilagem)
de café cereja consideraveis teores de nitrogénio de fontes proteicas, além de minerais como
calcio, ferro, manganés e magnésio.

Os minerais desempenham importantes papeis no metabolismo fermentativo das
leveduras. Em seu estudo SOUZA (2012) destaca 0 magnésio e manganés, os quais foram
responsaveis pelo aumento no rendimento em etanol e diminui¢do do tempo necessario para
estabilizacdo dos acucares totais na fermentacdo do caldo de cana pela S. cerevisiae.

De acordo com BASSO et al. (2011), estes nutrientes séo importantes como cofatores
enzimaticos e manutencdo da homeostase. Porém, quando em excesso no meio, podem
causar estresse osmotico das células das leveduras e comprometer o desempenho da

fermentacao.

4.2.2 pH

Durante a fermentacdo alcodlica as leveduras produzem &cidos organicos por vias
secundarias, com consequente aumento na acidez da bebida e reducdo nos valores de pH
(MARGAOAN et al., 2020). Na fermentacdo do mel, os acidos succinico e acético podem
ser 0s mais representativos. A acidificacdo do mosto devido a formacéo destes &cidos pode
resultar no prolongamento do tempo de fermentacdo ou sua interrupcdo (SROKA e
TUSZYNSKI, 2007).

O decréscimo nos valores de pH pode ser observado na Figura 6. Observa-se que 0s
mostos contendo a borra de café foram os tratamentos com os menores valores de pH ao
final da fermentacdo. Estes tratamentos também precisaram de mais tempo para decréscimo
e estabilizacdo dos valores de pH. Tal resultado vai de encontro aos valores de consumo de
acucares (Figura 5), indicando inibicdo na fermentacdo, possivelmente, pela presenca do
hidroximetilfurfural proveniente da borra de café.

O aumento da fase lag em fermentac6es nas quais se adiciona o inoculo de levedura

pode prejudicar o controle e homogeneidade do processo fermentativo. O tempo gasto pelas
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leveduras em colonizar 0 meio e se propagar abre espaco para possiveis microrganismos
contaminantes. Esta contaminacdo pode acarretar em prejuizos sensoriais a bebida e
comprometer sua seguranca microbiolégica. Em menores valores de pH o problema da
contaminacéo bacteriana € minimizado (CARDOSO, 2013; MENEZES et al., 2013).

5,5 T

4,5

pH

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

—4— Controle Lalvin Extrato Lalvin Borra Lalvin

5,5 T

4,5

3,5 ~,— .

3 >

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

pH

—4— Controle Red Extrato Red Borra Red

Figura 6: Variacéo de pH ao longo do processo fermentativo, sendo a figura A
representando a levedura Lalvin EC 1118 e B para Red Star Champagne.

Para os meios contendo o extrato observa-se a menor variagcdo dos valores de pH.
MENEZES et al. (2013) estudando o uso do extrato da polpa de café para produgédo de
bioetanol também encontraram efeito tamponante nos mostos contendo adi¢do do extrato.

Esse efeito pode ter favorecido o metabolismo das leveduras pela manutengdo do pH em
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faixas favoraveis a levedura. Os mostos contendo o extrato também foram aqueles que
estabilizaram o consumo de agucares (Figura 5) e desprendimento de CO2 em menos tempo

de fermentacao.

4.2.3 Viabilidade celular e contagem de células em Camara de Newbauer

Para os valores de viabilidade celular, ap6s 24 horas de fermentacgéo, o tratamento E
Red foi o que apresentou mais células viaveis e B Lalvin o de menor quantidade de células
viaveis, sendo de 98,55 + 0,93% e 94,80 + 1,10%, respectivamente. Apos 240 horas de
fermentagdo, os menores valores de viabilidade celular foram para os tratamentos contendo
a borra, sendo 64,27 + 0,80% para B Lalvin e 66,30 £ 1,17% para B Red.

A adicdo do extrato contribuiu para o aumento da viabilidade celular durante todo o
processo. Estes tratamentos foram os que apresentaram maior porcentagem de células
viaveis ao final da fermentacéo, sendo encontradas 91,25 + 1,02% de células viaveis para E
Red e 90,70 = 0,97% para o tratamento E Lalvin. Uma possibilidade ao aumento da
viabilidade celular destes tratamentos € o efeito tamponante resultante da adicdo do extrato,
diminuindo a influéncia do efeito do pH as leveduras.

Quando comparadas as viabilidades das leveduras Saccharomyces cerevisiae Lalvin
EC 1118 e Saccharomyces bayanus Red Star Champagne, o fermento da Red Star apresentou
maior quantidade de células vidveis em relacdo a cepa da Lalvin, quando empregadas em
um mesmo tratamento, independente do tempo de fermentacéo.

Os valores de contagem de células totais em Camara de Neubauer estdo expressos na
Tabela 9. Observa-se que os tratamentos contendo a borra foram aqueles que apresentaram

maior contagem celular ao final da fermentacao.
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Tabela 9: Contagem de células totais em Camara de Neubauer nas fermentagdes estudadas,
sendo os resultados expressos em 108 células / mL.

Tempo  C Lalvin E Lalvin B Lavin CRed E Red B Red

0 1,01+0,03 1,00+0,02 1,01+0,02  1,00+0,03  1,02+0,04  1,01+0,03
24 1,97+0,10 1,99+0,10 1,50+0,12  1,99+0,11  2,05+0,05 1,63+0,01
48 2,80+0,16 2,91+0,16 1,97+0,22  2,95+0,14  3,02+0,16  2,00+0,08
96 3,47+0,20 3,45+0,25 3,52+0,18  3,45+0,27 3,53+#0,14  3,61+0,10
144 3,70+0,19 3,77+0,22 3,81+0,25  3,68+0,23  3,79+0,18  3,89+0,17
192 4,01+0,18 4,18+0,20 4,70£0,41  4,22+0,31  4,20+0,23  4,89+0,15
240 4,04+0,23 4,17+0,31 4,98+0,55 4,24+0,30  4,24+0,23  5,08+0,33

De forma geral, a levedura Red Star apresentou maior contagem de células totais ao

longo do processo fermentativo quando comparada a Lalvin.

4.2.4 Parametros fermentativos

As cepas de levedura utilizadas no presente trabalho apresentaram boa adaptacédo ao
mosto de mel, adicionados ou ndo do extrato e borra. Observa-se pela Tabela 10 que a S.
bayanus Red Star Champagne se destacou com maiores valores de eficiéncia fermentativa
(Ef) e produtividade em etanol (Qp), apresentando também maior conversao de substrato em
etanol (Yps).

O estudo de MILESKI (2016) apresentou resultados semelhantes, no qual o
aproveitamento, em termos de consumo de substrato presente no mosto, foi melhor para cepa
da Red Star Champagne, quando comparada a Lalvin EC 1118 e ao levedo de panifcacdo da
Fleischmann. FERRAZ (2015) também encontrou superioridade da S. bayanus Red Star
Champagne nestes parametros em relacdo a demais cepas na produgéo de hidromel, sendo
sua Ef de 83,60%. O autor iniciou as fermentacGes a 20 °BRIX com 107 células / mL e
conduziu o processo a 18 °C.

Apesar de serem importantes, estes parametros nao devem ser os Unicos levados em
consideracdo para selecdo de um microrganismo para producdo de bebida alcodlica. A
levedura utilizada como inoculo na fermentacéo do mel deve apresentar contribuigdes diretas
no aroma da bebida, através de sua capacidade de sintetizar compostos aromaticos e volateis,

que realgcam as propriedades sensoriais e nutricionais do hidromel (IGLESIAS et al., 2014).



42

Tabela 10: Produtividade em etanol (Qp teor produzido de etanol em 240 horas de
fermentacdo), eficiéncia fermentativa (Ef %), conversao de substrato em células (s
gramas de células produzidas por grama de ART consumido) e conversao de substrato em
etanol (Yps gramas de etanol produzido por gramas de ART consumidos).

Tratamento Qp(g/1.h) Er (%) Yxs (g cél.seca/  Ypis(g etanol / ¢
g ART) ART)
C Lalvin 0,33+0,02« 69,56+0,88 0,16+0,01% 0,35+0,02°
E Lalvin 0,36+0,02¢ 71,14+0,73¢ 0,17+0,022 0,36+0,01°
B Lavin 0,31+0,01¢ 67,68+1,08¢ 0,15+0,01%° 0,35+0,02°
CRed 0,40+0,01° 80,70+1,52° 0,14+0,01% 0,41+0,03*
E Red 0,46+0,03% 84,45+1,17° 0,13+0,01° 0,43+0,02*
B Red 0,34+0,02% 70,71+1,06% 0,15+0,02 0,36+0,02°

* NUumeros seguidos por letras iguais na mesma coluna nao se diferem entre si (p < 0,05) pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

4.3 Caracterizacao dos hidroméis

Na Tabela 11 estd apresentada a caracterizacdo das bebidas produzidas quanto aos
teores de acidez total, pH, acUcares totais e teor alcodlico. De acordo com os valores de
referéncia da IN n. 34 de 29 de novembro de 2012, apenas os resultados obtidos para a acidez
total dos hidroméis estdo fora do padrdo. Para os demais parametros testados todas as bebidas
se enquadram na legislacdo. O baixo valor de acidez total do mel utilizado na fermentacao é
um fator que pode ter corroborado com estes baixos indices finais.

A adicdo da borra diminuiu a producdo de etanol, resultando em bebidas de menores
teores alcodlicos. Por outro lado, a adi¢cdo do extrato para diluicdo do mel resultou em
bebidas de maior teor alcodlico. Quando comparados os teores alcoodlicos, ha diferenca
significativa entre os tratamentos Extrato e Controle (p < 0,05), sendo E Red > C Red e E
Lalvin > C Lalvin. A bebida de maior graduacéo alcodlica foi E Red, com 13,88%, proximos
ao limite de 14% estabelecido pela legislagéo vigente.

Diversos autores relataram o aumento da producéo de etanol na fermentacao do mel
com adicdo de extratos e polpas vegetais. Estes substratos podem elevar a concentracéo de
nitrogénio no meio. De acordo com VARELA, PIZARRO e AGOSIN (2004) bebidas de
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maior graduacdo alcodlica sdo produzidas a partir de mostos com maior concentracao de
nitrogénio assimilavel.

ARAUJO et al. (2020) relataram o aumento da graduacdo alcodlica de hidroméis
produzidos com adicdo de polpa de feijao caupi. Os autores ainda obtiveram resultados de
maior crescimento celular e converséo de substrato em etanol para os meios adicionados da
polpa. No estudo de MASCARENHAS et al. (2017) a concentracdo de etanol de hidromel
adicionado de polpa de abacaxi foi 30% superior ao controle. A adi¢do da polpa de abacaxi

resultou também em maior viabilidade celular durante todo processo fermentativo.

Tabela 11: Caracterizagdo fisico-quimica dos hidroméis.

Tratamento Acidez Total pH AcuUcares totais (g Graduacéo Alcodlica
(megq. /L) /L) (% viva20C)
Padréao 50 - 130 - > 3 (para hidromel 4-14
suave)
C Lalvin 37,22+1,58¢ 3,55+0,08" 21,51+1,82° 10,00+0,98%
E Lalvin 38,53+1,12¢ 4,10+0,12%  20,83+1,77° 11,93+0,80°
B Lavin 41,84+0,70% 3,25+0,15°  28,79+2,122 9,37+0,91¢
C Red 41,01+1,21b¢ 3,52+0,07° 19,4441 55 12,02+0,56"
E Red 48,702,172 4,02+0,06* 17,14+1,37° 13,88+1,022
B Red 42,94+1,80° 3,17+0,07°¢  21,89+2,85° 10,25+0,78°

* NUumeros seguidos por letras iguais na mesma coluna nao se diferem entre si (p < 0,05) pelo teste
Tukey a 5% de significancia.
**Q padrao se refere ao disposto na Instrucdo Normativa n° 34, de 29 de novembro de 2012.

Os teores de acUcares totais das bebidas sdo elevados quando comparados ao
encontrado por SCHWARZ et al. (2020), sendo os valores de agticares totais de 14,79 g.L*
para cepa S. cerevisiae AWRI-R2 e 16,8 g.L "t para S. cerevisiae QA23. Os autores iniciaram
as fermentaces a 20 °BRIX e pH 3,6.

PEREIRA et al. (2019) produziram hidroméis com concentracdo de acUcares
redutores variando de 21,71 a 25,70 g.L* utilizando as leveduras S. cerevisiae QA23 e ICV
D47. Ainda de acordo com os autores, hidroméis com maior teor de agucares sdo mais
apreciados pelos consumidores em relacdo aos hidromeis secos (maior graduacao alcoolica
e menor teor de agucar).

Os valores de fendlicos totais (FT) e potencial antioxidante das bebidas pode ser

observado na Tabela 12. Os resultados mostram que a adi¢éo da borra e do extrato contribuiu
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também para o aumento do teor de compostos fendlicos nas bebidas em relagdo ao controle.
Porém apenas o0 extrato aumentou a atividade antioxidante dos hidroméis.
Comparando as cepas de levedura, houve diferenca significativa na concentracéo de
FT (p <0,05). A cepa da Lalvin produziu bebidas com maior concentracao de fendlicos.
Os valores de compostos fendlicos totais muito se assemelham aos encontrados por
CHITARRINI et al. (2020). Os autores utilizaram a S. cerevisiae EC 1118, obtendo FT
variando de 289,09 a 304,44 mg EAG / L.

Tabela 12: Fenolicos totais (FT) e atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH.

Tratamento FT (mgEAG/L) ABTS (TEAC DPPH (TEAC

mmol/L) mmol /L)
C Lalvin 270,97+7,39° 2,19+0,11°¢ 2,30+0,11°
E Lalvin 332,30+10,872 2,50+0,112 2,71+0,10?
B Lavin 315,81+11,23° 2,060,08 2,10+0,10
C Red 268,33+10,12° 2,18+0,07" 2,27+0,10P
E Red 307,25+8,92° 2,3120,09% 2,58+0,09%
B Red 309,88+14,02° 1,99+0,12° 1,94%0,09°

*Numeros seguidos por letras iguais na mesma coluna ndo se diferem entre si (p < 0,05) pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

Com excecdo do tratamento contendo a borra, maiores valores de FT elevaram também
a atividade antioxidante da bebida. Os compostos fenélicos contribuem de forma positiva
para a saudabilidade e potencial antioxidante das bebidas, uma vez que sdo capazes de
sequestrar ou inibir oxigénio reativo, transferir elétrons para radicais livres e inibir enzimas
oxidases. Como beneficio relacionado ao consumo dos fendlicos podemos citar sua agdo
anti-inflamatoria, analgésica e gastroprotetora. Além disso, estes compostos estdo
oxidativo, apontado como causa da diabetes, doengas neurodegenerativas e arteriosclerose.
Dessa forma, a ingestdo moderada de bebidas ricas em compostos fenolicos esta relacionada
a efeitos benéficos a satde humana (SOUZA et al., 2018; LOPEZ-MIRANDA, et al., 2016.)
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5 CONCLUSOES

Fica evidente o potencial do extrato da casca e polpa de café cereja como diluente do
mel na producdo de hidromel. O extrato obtido apresentou consideravel concentracdo de
compostos fendlicos e de agucares, aléem de pH favoréavel a fermentagdo. A adi¢do do extrato
ao mosto resultou em bebidas com maiores teores alcodlicos, maior concentracdo de
compostos fenolicos e atividade antioxidante. O extrato contribuiu também para aumento na
viabilidade celular durante a fermentacéo.

A utilizacdo da borra de café, por sua vez, ndo apresentou efeitos positivos. Estes
tratamentos resultaram em bebidas de menor teor alcodlico e menor atividade antioxidante.
A borra também foi responsavel pelo retardamento do processo fermentativo.

A S. bayanus Red Star Champagne apresentou melhor adaptabilidade ao meio,
estabilizando em menor tempo os indices de agUcares redutores, além de apresentar melhores
valores de eficiéncia fermentativa, produtividade em etanol e conversdo de substrato em
etanol. Ja os mostos fermentados pela cepa S. cerevisiae Lalvin EC 1118 resultaram em

bebida com maior concentracdo de compostos fendlicos e menor graduacéo alcoolica.

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Analise do perfil de compostos fendlicos e volateis dos hidroméis podem ajudar a
elucidar a diferenca entre as bebidas adicionadas do extrato da casca e polpa e da borra de
café. Além disso, metodologias de analise sensorial podem ser empregadas para determinar
se ha diferenca na aceitacdo e preferéncia entre as bebidas produzidas pelos diferentes

diluentes do mel e cepas de levedura.
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Figura 7: Curva padrao de acido galico para analise de conteudo de compostos fenolicos
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Figura 8: Curva padrdo Trolox para andlise de atividade antioxidante pelo radical DPPH.
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Figura 9: Curva padréo Trolox para andlise de atividade antioxidante pelo radical ABTS".
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