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Resumo

FREITAS, Bruno Pedrozo Fernandes de. Biotecnologia de bebidas fermentadas:
producao e avaliagcdo de hidromel. 2018. 32f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018.

A apicultura & uma atividade de grande valia econdmica no estado do Rio Grande do
Sul, movimentando centenas de milhfes de reais por ano. O mel possui diversas
aplicagbes, sendo a principal no ramo de alimentos, como adogante e substrato
fermentescivel. O produto obtido a partir da fermentacdo do mosto de mel e agua € o
hidromel, bebida de pouco conhecimento comum no Brasil, que sofre de poucos
trabalhos e pesquisas técnico-cientificas elaboradas, resultando em grande
desconhecimento acerca de caracteristicas fisico-quimicos do resultado da
fermentacdo de seu mosto, além da auséncia de mais estudos sobre leveduras e
caracterizagdo das mesmas em mostos de hidromel. O presente trabalho busca
caracterizar o comportamento de quatro cepas diferentes de Saccharomyces
cerevisiae, baseado na analise do produto obtido por fermentacao alcodlica do mosto,
em acidez total, medido em gramas de acido acético por 100 mL, por meio de titulacédo
de neutralizacdo de acidos; em pH , utilizando um pHmetro de bancada digital; em
refratometria, analisando grau Brix (°Bx) inicial e final, com o uso do software
Beersmith™ 3 para o processamento dos dados e obtencéo do grau alcodlico, medido
em alcool por volume. Foram realizadas fermentacdes de forma concomitante nas
faixas de temperatura de 18 °C e 28 °C, inoculando as quatro cepas de levedura, e
analisando o mosto pré-inéculo e o produto da fermentacdo. Na faixa de temperatura
de 18 °C obteve-se um menor grau de acidez, obtendo-se em média 2,17 g.I"* de acido
acético, sendo as cepas Viking Mead e YT011 as que atingiram maior e menor acidez
respectivamente. Em 18 °C também foram encontradas as menores graduacdes
alcoolicas, atingindo em média 4,66% de alcool por volume, sendo as cepas Viking
Mead e YTO70 as que atingiram maior e menor graduacéo alcodlica respectivamente.
Ambos os resultados sdo por conta da estagnagdo do processo fermentativo,
ocasionado pelo estresse em que a levedura foi submetida, provavelmente por conta
da citotoxicidade do alcool produzido somado a baixa temperatura de fermentacao.
Na faixa de 28 °C, a fermentacdo deu-se por completa, gerando em média 2,60 g.I*
de 4cido acético, sendo as cepas Viking Mead e YT011 as que atingiram maior e
menor acidez respectivamente. Em 28 °C a média de graduacéao alcodlica foi 8,77%
de alcool por volume, sendo as cepas YT011 e YTOO01 as que atingiram maior e menor
graduacéo alcodlica respectivamente.

Palavras-chave: acidez; analises fisico-quimicas; caracterizagéo de leveduras.



Abstract

FREITAS, Bruno Pedrozo Fernandes de. Biotechnology of fermented beverages:
production and evaluation of mead. 2018. 32f. Trabalho de Conclus&o de Curso —
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018.

Beekeeping is an activity of great economic value in the state of Rio Grande do Sul,
moving hundreds of millions of reais per year. The honey has several applications,
being the main one in the branch of food industry, working like a sweetener and
fermentable substrate. The product obtained from the fermentation of honey and water
must is mead, a drink with little common knowledge in Brazil, that suffers from few
papers and elaborated technical-scientific researches, resulting in great ignorance
about the physical and chemical characteristics of the fermentation, in addition to the
absence of more studies on yeasts and characterization of the fermentative profile of
them in mead musts. The present work aimed to characterize the behavior of four
different strains of Saccharomyces cerevisiae, based on the analysis of the product
obtained by alcoholic fermentation of the must, in total acidity, measured in grams of
acetic acid per 100 mL, by titration of acid neutralization; in pH, using a digital bench
pH meter; in refractometry, analyzing initial and final Brix degree (°Bx), with the use of
Beersmith™ 3 software for the data processing and obtaining the alcohol grade,
measured in alcohol by volume. Fermentation was carried out concomitantly in the
temperature ranges of 18 °C and 28 °C, inoculating the four yeast strains, and
analyzing the pre-inoculum wort and the fermentation product. In the temperature
range of 18 °C a lower degree of acidity was obtained, obtaining in average 2,17 g.L™!
of acetic acid, being the Viking Mead and YTO11 strains the ones that reached higher
and lower acidity respectively. At 18 °C were also found the lowest alcoholic strengths,
reaching on average 4.66% alcohol by volume, being the Viking Mead and YTO70
strains the ones that reached higher and lower alcohol degree respectively. Both
results are due to the stagnation of the fermentation process, caused by the stress in
which the yeast was submitted, probably due to the cytotoxicity of the produced alcohol
added to the low fermentation temperature. In the 28 °C range, the fermentation was
complete, generating in average 2,60 g.L! of acetic acid, being the Viking Mead and
YTO11 strains the ones that reached higher and lower acidity respectively. At 28 °C
the average alcohol strength was 8.77% of alcohol by volume, being the YT011 and
YTOO01 strains the ones that reached higher and lower alcohol degree respectively.

Keywords: acidity; physicochemical analysis; yeast characterization.
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1 Introducéo

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), mel é:

[...] o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir
do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre
partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam
com substéncias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos
favos da colmeia (BRASIL, 2000).

O principal produto proveniente da apicultura € o mel, cuja composicgéo fisico-
quimica é de agua, levedura, pélen, acidos organicos, substancias minerais, agucares
monossacarideos, maltose, sacarose e outros oligossacarideos (GOIS et al., 2013).
As concentragfes variam principalmente de acordo com a origem floral do mel, as
praticas de apicultura e do clima, podendo conter outras substancias ndo citadas
(RACOWSKI et al., 2007).

A producédo melifera brasileira total, no ano de 2016, foi de 39,6 mil toneladas,
com faturamento nacional de 517,7 milhGes de reais. Desse montante total, a regiao
Sul do Brasil contribuiu com 17,1 mil toneladas, o equivalente a 43,3% da producéo
total do pais, indicando sua importancia perante o mercado brasileiro melifero (IBGE,
2016).

Existem diversas aplicacdes para o mel, 0 mesmo sendo utilizado amplamente
como aditivo em diversos ramos industriais, como o alimenticio, médico, farmacéutico
e cosmético. O enfoque na area de alimentos deve-se principalmente a combinacao
do mel com doces, paes e bebidas alcodlicas (GUEZ et al., 2013). Dentre as bebidas
alcodlicas, destaca-se o hidromel, fermentado alcodlico obtido a partir da fermentacao
do mosto de mel e 4gua, utilizando apenas levedura e sais nutritivos (BRASIL, 2009).
Por se tratar de um produto de maior grau de refino e exclusividade, ha valorizacao
econbmica sobre o mel, sendo uma possibilidade para ampliacdo da gama de
produtos ofertados por apicultores, aumentando sua renda.

Ainda que o mel possua grande importancia no mercado brasileiro, o hidromel
€ um produto de baixa procura e reconhecimento, recentemente havendo um aumento
em sua representatividade devido as midias digitais, aparecendo em filmes e seriados.
Por ser uma bebida alcodlica de pouco estudo técnico-cientifico disponivel, quando
comparado a cerveja e ao vinho (ROLDAN et al., 2011). Consequentemente, no Brasil,

sua producéo é feita de forma empirica, fazendo-se necessario buscar compreender
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comportamento de diferentes cepas de levedura em um mosto de hidromel, para que
haja maior dominio no seu processo produtivo.

Como forma de agregar conhecimento, o presente trabalho buscou caracterizar
o perfil de fermentacdo de quatro cepas de Saccharomyces cerevisiae, presentes no
banco de leveduras da empresa Yeastech, uma cepa utilizada para producdo de
cervejas do tipo ale (YT001) e outra do tipo lager (YT011), uma cepa utilizada para
producéo de vinhos (YTO070) e por fim, uma cepa especifica utilizada para producao
de hidromel (Viking Mead).
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho buscou caracterizar o perfil fermentativo de diferentes
cepas de Saccharomyces cerevisiae, analisando o produto obtido por fermentacéo

alcoolica de mostos constituidos por mel e agua, por meio de ensaios fisico-quimicos.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar o processo de fermentacdo, utilizando diferentes cepas de levedura
Saccharomyces cerevisiae em mostos de composi¢ao iguais, em duas faixas de
temperatura diferentes.
e Analisar o produto obtido, avaliando por fermentacéo alcodlica, grau Brix, pH e

acidez total.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Mel
3.1.1 Historico

Registros histéricos indicam o consumo do mel desde a Idade da Pedra,
representado por uma pintura rupestre, localizada na Caverna da Aranha do municipio
de Bicorp, da provincia de Valéncia. A arte indica uma figura humana colocando seu
braco na cavidade de uma colmeia de abelhas, segurando um cesto em sua outra
mao, enquanto as abelhas circundam a sua volta. Esta arte rupestre possui 10.000
anos, sendo ela a evidéncia mais antiga de humanos em busca do mel. Cacadores-
coletores modernos também demonstram grande apreco pelo consumo de mel, no Sri
Lanka os Veddas se arriscam na busca de colmeias em fendas das ravinas na regiao.
Na Austrdlia, aborigenes se alimentam de todo contetddo das colmeias, mel, cera,
larvas e abelhas mortas (ALLSOP; MILLER, 1996).

Dentro das civilizagdes antigas, no Egito em 2400 A.C. a atividade apicola ja
era bem definida. Uma escultura encontrada no Templo do Sol de Ne-Woser-Re
mostra uma cena apicola, na qual uma figura humana se ajoelha ao lado de colmeias,
soprando fumaca, enquanto outras figuras transferiam o mel para jarros. Na ldade do
Bronze na Gré-Bretanha (2500 A.C. a 800 A.C.), a cera de abelha era extremamente
importante, pela necessidade da mesma na fundigdo do bronze, e com sua extragéo
o mel vinha junto, sendo utilizado na culinaria local. (ALLSOP; MILLER, 1996).

Na ldade Média, o mel era representado em banquetes, utilizado como
adocante para diversos pratos, incluindo sopas, peixes, carnes assadas e vegetais.
Entretanto, tais eventos ndo eram do cotidiano, que na realidade ndo mostrava grande
consumo de mel per capita, com ocasionais vendas de colmeias e mel em grande
guantidade. Em contraponto, na Inglaterra em 1350 D.C., o mel custava em torno de
2 centavos o litro, sendo o mesmo preco do volume equivalente em manteiga, um
produto de consumo comum e barato da época, retificando a abundancia do mel nesse
periodo (ALLSOP; MILLER, 1996).

Em todas essas civilizagbes e povos, 0 mel assumia mais de uma fungéo,
sendo evidenciado em artigos de comeércio, como roupas, medalhas e moedas,
aparecendo em rituais religiosos e sendo utilizado até mesmo em processos de
mumificacdo e como tratamento medicinal para doencas, além de ser um alimento de
alto grau nutritivo (ALLSOP; MILLER, 1996; OLIVEIRA, 2017).
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3.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas

A Instrucdo Normativa n°11, de 20 de outubro de 2000 do MAPA, define os
critérios de qualidade e identidade do mel, por meio da quantidade de acUcares
redutores, umidade, sacarose aparente, solidos insolUveis, minerais, acidez, atividade
diastasica e hidroximetilfurfural, possuindo parametros diferenciados para meis
florais que s&o obtidos do néctar de flores, e méis de melato, os quais séo produzidos
a partir de secrecdes das partes vivas das plantas ou de excregcbes de insetos
sugadores de plantas, (BRASIL, 2000). Critérios demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios de qualidade e identidade do mel.

Critério Mel floral Mel de melato Ambos

Acucares redutores (g.100g1) Minimo 65 Minimo 60 -

Umidade (g.100g™%) - - Maximo 20

Sacarose aparente (g.100g1) Méximo 6 Méximo 15 -

Sdlidos insolaveis (g.100g1) - - Maximo 0,1 (0,5 se for mel prensado)
Minerais (g.100g?) Maximo 0,6 Maximo 1,2 -

Acidez (mEq.kg1) - - Maximo 50

Atividade diastasica (escala

- - Minimo 8 (3 se HMF inferior a 15mg.ko-1)
Gothe)

Hidroximetilfurfural (mg.kg?) - - Maximo 60

Fonte: Adaptado de Brasil, 2000.

O mel é tido como um fluido viscoso de alto teor de acucares, produzido por
abelhas a partir do néctar ou exsudato de plantas, o qual sofre diferencas em sua
composicao e qualidade baseadas na localidade, umidade, origem floral, solo, tempo
e estado de maturacéo, entre outros (ALVES et al, 2005; FINCO; MOURA,; SILVA;
2010). O mesmo é formado quando o néctar ou exsudato passa por um processo de
evaporacao pelos insetos, 0s quais adicionam enzimas presentes em suas glandulas
salivares, sendo a invertase (B-frutofuranosidase) a principal, cuja funcéo é converter

sacarose em frutose e glicose, os dois agucares em maior percentual no mel. Esse
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processo de evaporacdo traz dois grandes beneficios: a diminuicdo do espaco
requerido para armazenagem do mel e a grande concentracdo de aclUcares nha
mistura, resultando numa osmolaridade grande o suficiente para inibir atividade
microbiana por meio de desidratagdo osmética, com a excecdo de esporos
bacterianos e organismos resistentes a esse tipo de condicdo. Quando a solucdo
atinge o percentual correto de umidade, variando entre 13,4% a 26,6% dependente
de diversos fatores, ela é depositada em favos e selada com cera, para que ocorra
maturacdo. (CRANE et al., 1991; MANDAL, D.; MANDAL, S., 2011).

A respeito da acidez, os acidos presentes no mel sdo formados a partir da
enzima glicose-oxidase, da familia das oxidoredutases agindo sobre a dextrose,
resultando na formacao de gluconolactona e peréxido de hidrogénio. Também séo
encontrados outros acidos, em menor quantidade, como o &cido butirico, férmico,
acético, benzoico, citirico, iso-valérico, latico, maleico, oxalico, fenilacético, propibnico,
piroglutanico, succinico e valérico (OLIVERA, 2017). A gluconolactona € hidrolisada
em acido glucbnico, o composto acidificante em maior percentual no mel, o qual é
responsavel pela faixa de pH de 3,2 e 5,5, sendo este intervalo o suficiente para inibir
o crescimento de diversas cepas bacterianas, como Escherichia coli e Salmonella spp.
Mesmo dentro desses critérios, organismos como bolores e leveduras possuem
tolerancia contra tais condi¢cdes adversas, e o desenvolvimento dos mesmos no mel
pode acarretar na diminuicdo do grau de agucares e o aumento da acidez (MOLAN,
1992; FINCO; MOURA; SILVA, 2010; OLIVEIRA, 2017). O per6xido de hidrogénio
também é associado a fun¢gdes antimicrobianas, baseado na sua concentracdo no mel
(MANDAL, D.; MANDAL, S., 2011).

Os carboidratos séo as substancias em maior quantidade no mel, concedendo
caracteristicas como viscosidade, higroscopicidade, granulacdo, e valor energético.
Os acucares mais presentes sdo a glicose, frutose, sacarose e maltose, existindo
outros oligossacarideos em menor percentual. Os acUcares redutores (frutose e
glicose) sdo encontrados em maior percentual, em torno de 75% a 95%, sendo que a
glicose, por conta de sua baixa solubilidade, determina a tendéncia de cristalizagao
do mel, enquanto a frutose, pela sua alta higroscopicidade, determina o dulgor. A
proporcao de glicose:frutose ndo é exata, por depender de diversos fatores, sendo o
principal a origem floral do mel, mas é geralmente de 1:2 (SATO; MIYATA, 2000;
SODRE, 2005; OLIVEIRA, 2017).
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3.2 Hidromel
De acordo com o MAPA, “hidromel é a bebida com graduagao alcodlica de
quatro a quatorze por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela fermentacao
alcodlica de solugéo de mel de abelha, sais nutrientes e agua potavel” (BRASIL, 2009).
Mesmo a producédo melifera possuindo um impacto econémico significativo em
diversos paises, com inumeros trabalhos cientificos produzidos na area, existem
poucos estudos acerca de produtos derivados do mel, como o hidromel (ROLDAN et

al., 2011), ainda sao poucos, principalmente no Brasil.

3.2.1 Historico

O hidromel é uma bebida reconhecida como uma das mais antigas consumidas
pelo homem, pela simplicidade da forma de produzir e por insumos de facil acesso.
Na China, na regido de Henan, em um assentamento neolitico denominado Jiahu
foram encontrados vasos de 7000 A.C., que por meio de técnicas de cromatografia e
espectroscopia, identificaram amostras de arroz, mel e frutas (MCGOVERN et al.,
2004), sendo esta uma das primeiras iteragdes da producao de hidromel.

Em termos da bebida alcodlica mais antiga do mundo consumida, o vinho, o
hidromel e a cerveja ainda competem entre si. Com evidéncias do inicio da horticultura
(9500 A.C. a 8000 A.C.) e da viticultura (8000 B.C. a 5000 B.C.), todo esse periodo
pode ter sido propicio para as primeiras producdes da cerveja e do vinho. Entretanto,
ndo existem grandes pesquisas no campo arqueoldgico acerca do hidromel,
dificultando datar a origem do hidromel (VIDRIH; HRIBAR, 2016). Na Europa do Norte
o consumo de hidromel foi bastante popular até o vinho ser importado a baixo custo
para essa regido (PEREIRA, 2008). Atualmente, o hidromel tem novamente ganhado
espaco no mercado nacional e internacional, principalmente devido as populares
referéncias cinematograficas como em Senhor dos Anéis, O Thor e Game of Thrones,
nos quais a bebida é tratada com reveréncia, sendo amplamente consumida. A bebida
também foi responséavel pela origem do termo “Lua de mel”, onde os recém-casados
deveriam beber hidromel durante a primeira lua cheia ou a mais proxima do
casamento pois a bebida supostamente possuia propriedades afrodisiacas (VIDRIH;
HRIBAR, 2016).
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3.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas

A instrucdo normativa N° 34, de 29 de novembro de 2012 do MAPA, define os
critérios de identidade e qualidade de diversas bebidas fermentadas, incluindo o
hidromel. Os critérios séo: acidez fixa, acidez total, acidez volatil, anidrido sulfuroso
total, cinzas, cloretos totais, extrato seco reduzido, graduacéo alcodlica em % v/v a

20 °C e teor de acucar. Critérios demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2: Critérios de qualidade e identidade do hidromel.

Critérios Limite minimo Limite maximo Classificacéo
Acidez fixa (MEqQ.L?) 30
Acidez total (MEq.L™?) 50 130
Acidez volatil (MEq.L?) 20
Anidrido sulfuroso total (g.Lt) 0,35
Cinzas (g.L?) 1,5
Cloretos totais (g.L?) 0,5
Extrato seco reduzido (g.L?) 7
Gradacao alcodlica (%v/v a 20 °C) 4 14
<3 Seco

Teor de aglcar (g.L?)
>3 Suave

Fonte: Adaptado de Brasil, 2012.

A fermentacao alcodlica é uma forma de leveduras biotransformar moléculas
de glicose em etanol e CO2. O processo se d& na conversdo de glicose em piruvato,
em uma reacdo de descarboxilacdo catalisada pela piruvato-descarboxilase,
resultando em CO:2 e acetaldeido, o qual é reduzido em etanol e NADH pela enzima
alcool-desidrogenase. A razdo da reacao € de 1:2, ou seja, para cada molécula de
glicose, ha a saida de duas moléculas de etanol e CO2 (NELSON; COX, 2014). O gas
carbOnico produzido é responsavel pela efervescéncia caracteristica de algumas

bebidas alcodlicas, como a cerveja e o champagne, existindo métodos mais modernos
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e eficientes, como a de injecdo de gas CO: diretamente no produto fermentado para
sua carbonatacédo (DESCOINS et al., 2006).

Por conta do alto teor de acucar envolvido na producéo de hidromel, e a baixa
quantidade de nitrogénio disponivel no mel, a fermentacdo tende a ser devagar,
necessitando de ajustes no pH, temperatura e nutrientes, para gue sejam encontradas
faixas de operacao fermentativa em condi¢bes 6timas (RAMALHOSA et al., 2011).
Outros pontos que afetam o processo de fabricacédo é a falta de homogeneidade do
mel, o0 mesmo possuindo caracteristicas fisico-quimicas variaveis, possuindo
diferencas entre periodos diferentes do ano em uma mesma regido; a auséncia de
leveduras especificas para a fermentacdo do mel, sendo utilizadas cepas adaptadas
a mostos de vinho e cerveja, 0s quais possuem indices de pH, acucares,
macronutrientes e micronutrientes diferentes dos presentes no mel (WELKE et al.,
2008; RAMALHOSA et al., 2011); e por fim, os fatores de inibicdo de crescimento
microbiano presente no mel, somada a caréncia de pesquisas nha area de
caracterizagdo de leveduras em mostos de hidromel, resultam na dificuldade de
estabelecer um padrdo do processo fermentativo. Para combater tais problemas
cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de méis ja foram estudadas como
substitutos para leveduras comerciais, por apresentarem melhor osmotolerancia, por
conta da grande quantidade inicial de acUcares presente no mosto, e maior adaptacéo
ao tipo de mosto (PEREIRA, et al., 2009).

O uso de nutrientes de nitrogénio assimilavel por leveduras, como sais de
amonia € de consideravel beneficio ao processo fermentativo, principalmente em
mostos com baixa percentual de nitrogénio disponivel, situacdo comum em hidroméis
(VIDRIH; HRIBAR, 2016). A adicdo de pdlen na confeccdo do hidromel, diminui as
taxas de acidez totais, aumenta as taxas de fermentacdo, que resultam em uma
concentracdo de alcool atingida superior as amostras nao tratadas com polen, além
de um maior grau de aceitacao no perfil sensorial do hidromel, servindo como uma
possivel alternativa para o aumento de estabilidade e palatabilidade da bebida
(ROLDAN et al., 2011).
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4 Materiais e Métodos

Os testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia Aplicada a
Biotecnologia, do Centro de Desenvolvimento Técnoldgico, da Universidade Federal
de Pelotas, sob supervisdo do professor Dr. F4bio Pereira Leivas Leite, com o apoio
do MSc. Renan Eugénio Araujo Piraine e a colaboracédo da empresa Yeastech.

Os ensaios realizados, bem como os materiais utilizados, para a execucédo do
presente trabalho serdo descritos abaixo. Todas as avaliacbes dispuseram de no

minimo duas repeticdes.

4.1 Obtencao e cultivo de cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae
Foram utilizadas diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae, denominadas
YTO001, YTO11, YTO70 e Viking Mead, as quais foram cedidas pela empresa de

biotecnologia Yeastech, em meio de cultivo sdlido.

4.1.1 Cultivo

Em uma cabine de fluxo laminar, foi realizada uma semeadura em placas de
petri retirando uma coldnia de cada cepa do material fornecido pela empresa, por
intermédio de esgotamento, em placas (4) contendo o meio de cultivo soélido YM de
seguinte composicado: 0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5% peptona
bacteriolégica, 1% dextrose e 2% &gar.

Foi inoculada uma coldnia de cada placa, em Erlenmeyers (15 minutos a
121 °C) contendo o meio 20 mL de cultivo YM. Foram mantidos durante 24 horas em
agitacao e temperatura constantes de 180 rpm e 28 °C respectivamente, em agitador
orbital. Foi feita a expanséo do cultivo, vertendo os 20 mL de cada frasco em frascos
contendo mais 80 mL de meio de cultivo YM, repetindo as mesmas condi¢des de
cultivo. Por fim, foi realizada mais uma expansao de cultivo, vertendo os 80 mL de
cada frasco em frascos contendo mais 900 mL de meio de cultivo YM, totalizando 1 L
de meio. Foram executadas coloracfes de Gram entre cada processo de expansao,
nao identificando contaminacgdes. Os cultivos foram armazenados em camara fria a

4 °C, para serem utilizados posteriormente.

4.1.2 Contagem de células totais
Apo6s o processo de cultivo, foram realizadas contagens de células totais por

camara de Neubauer, realizando a diluigdo seriada de cada cultivo até a proporgéo de



20

1:1000, utilizando a seguinte férmula para o numero de células por mL
(ABSHER,1973):

n° total de células

n° elulas/mL = fator iluigédo x 10.
de células/ n° de quadrantes contados x fator de dilui¢do x 10.000

Foram retiradas aliquotas de cada meio em sextuplicata, para padronizar o
numero de células em 5x10° células/mL. As amostras foram centrifugadas a 50009
por 10 minutos e ressuspendidas em 10 mL utilizando PBS 1x, totalizando no nimero

desejado de células por mL.

4.2 Preparo do mosto e fermentagéao

Na elaboracdo do mosto foram utilizados &agua, filtrada com filtro de carvéao
ativado, e mel, de coloracdo ambar claro, correspondente a 59 mm na escala PFund,
ambos homogeneizados a 40 °C em um caldeirdo de inox, tirando amostras para a
medi¢cdo do grau Brix, por meio de um refratbmetro analdgico. Quando atingido
15,21°Bx, o mosto foi dividido em 24 Erlenmeyers de 500 mL, ocupando o volume
total, restando apenas o headspace dos frascos que posteriormente foram
esterilizados por autoclavagem (15 minutos a 121 °C). Apoés resfriados até a
temperatura ambiente, os Erlenmeyers foram inoculados em triplicata com cada uma
das cepas (YTOO01, YTO11, YTO70 e Viking Mead), e colocados em 2 unidades de
refrigeracdo/aguecimento mantidas nas temperaturas 18 °C e 28 °C, dispostos em
triplicata em cada, totalizando 12 Erlenmeyers por unidade. Apds o periodo de de 24
dias de fermentacdo (576 horas), foram tiradas aliquotas dos Erlenmeyers para
andlises fisico-quimicas, centrifugando-as a 5000g por 10 minutos (centrifuga
Kubota), descartando o pellet de células formado e mantendo o sobrenadante,

armazenando em camara fria a 4 °C.

4.3 Andlises fisico-quimicas
4.3.1 pH

As aliquotas foram submetidas a um pHmetro de bancada digital (Kasvi),
calibrado previamente, analisando o mosto pré-fermentacédo e pés-fermentacdo, em

duplicata.
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4.3.2 Refratometria

Foi utilizado um refratdmetro analdgico (Akso), calibrado previamente,
utilizando as amostras aliquotadas de antemé&o. Na leitura obteve-se os dados do grau
Brix inicial e final, submetendo ambos no programa Beersmith™ 3, para a corre¢éo do
grau final, por conta da presenca do alcool. O mesmo software também foi utilizado

para calcular o teor alcodlico, em alcool por volume, da bebida fermentada.

4.3.3 Acidez total

A metodologia para a obtencdo da acidez total baseia-se na titulacdo de
neutralizacédo de acidos, por meio de uma solucéo padronizada de hidroxido de sédio
(NaOH), com a utilizag&do do indicador fenolftaleina ou com pHmetro até o ponto de
equivaléncia, pH 8,2 — 8,4 (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2005).

Foram transferidos 50 mL de cada amostra do fermentado, centrifugado por 10
minutos em 5000g, utilizando uma pipeta volumétrica de 50 mL, o qual foi adicionado
de 0,5 mL de indicador fenolftaleina, em seguida sendo titulado com a solu¢cédo de
hidréxido de sodio padronizada (0,05 M) até que a coloracdo rosea fosse atingida. A
acidez total é expressa em gramas de acido acético por litro de amostra, de acordo
com a seguinte formula (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2005):

nxMxfxPM
100xV

= acidos totais, em gramas de &cido acético por litro de amostra
n = volume gasto na titulacédo da solucdo de hidréxido de sédio, em mL.

M = molaridade da solucéo de hidroxido de sédio.

f = fator de correcdo da solucao de hidréxido de sodio.

PM = peso molecular do acido acético (60g).

V = volume tomado da amostra, em mL.

Para o preparo da solugdo de hidréxido de sodio (NaOH), a mesma foi
padronizada utilizando o biftalato de potassio (CsHsKOs4) como padrdo primario.
Considerando que a massa molar do hidroxido sodio é de 40 g/mol, foram pesados 2
gramas em uma balanca de precisdo, para se obter a molaridade de 0,05 M. As
macros perolas foram dissolvidas em agua destilada, com o auxilio de um bastédo de

vidro e um béquer. A solugéo foi transferida para um bal&do de 1 L e completada com
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agua destilada até o menisco, fechando o baldo e homogeneizando-o. Como a reacéo
entre NaOH e CsHsKO4 é na proporgéo de 1:1, ou seja, 1 mol de NaOH reage com 1
mol de CsHsKO4, foram pesados 0,2555 e 0,2551 gramas de biftalato de potéssio, de
massa molar 204,22 g/mol, para reagir com 25 mL da solugdo de hidroxido de sédio,
em duplicata. O CsHsKOa4 foi dissolvido em 25 mL de agua destilada e adicionado 0,5
mL de fenolftaleina, sendo posteriormente titulado. O calculo da concentracdo de

NaOH foi realizado da seguinte forma:

C= m
" MMxv

C = concentracao.
m = massa em gramas.
MM = massa molar.

v = volume gasto na titulacéo.

A média de concentracdo das duplicatas foi de 0,433 mol.L, sendo esse valor

utilizado na férmula do fator de correcéo (f):

concentracao real

" concentragio tedrica

O fator de correcao obtido foi de 0,866, sendo esse inserido na férmula de
calculo para a acidez total. Apos o término da solucéo padrdo de NaOH (Fc 0,866), foi
necessario executar o protocolo de padroniza¢cdo novamente, obtendo-se um fator de

corregdo 0,944.
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5 Resultados

5.1 Contagem de Células

Tabela 3: Contagem em camara de Neubauer.

Cepas N° de células/mL N° de células totais
YTO001 73,75 x 106 73,75 x 10°

YTO1l1l 76,5 x 106 76,5 x 10°

YTO70 261 x 108 261 x 10°

Viking Mead 233,75 x 108 233,75 x 10°

Por conta de as células terem sido contadas logo apés o cultivo, representam

com grande eficacia a viabilidade também.

5.1 pH
O resultado da medicéo de pH do mosto pré e pds inoculacdo, por pHmetro de

bancada digital (Kasvi), esta representado na Tabela 4.

Tabela 4: Medicao de pH pré e pés fermentacao.

Cepas pH

Fermentado & 18 °C Fermentado & 28 °C
YTOO01 3,37 3,27
YTO11 3,62 3,51
YTO070 3,58 3,36
Viking Mead 3,35 3,26
Mosto pré-in6culo 4,01

5.2 Refratometria

O resultado da analise de refratometria, por refratbmetro analégico (Akso), da
medicdo do mosto pré e pds indculo, em grau Brix, e da graduacéo alcoolica, definida
em alcool por volume, tratados no software Beersmith™ 3, esta representado na
Tabela 5.
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Tabela 5: Medigdo da refratometria em grau Brix (°Bx) e graduagéo alcoolica (alcool por volume).

Cepas Grau Brix (°Bx) Alcool por volume (%)
Fermentado a Fermentado a Fermentado a Fermentado a

18 °C 28°C 18 °C 28°C
YTO001 10,21 5,46 4,67 8,61
YTO11 10,26 5,06 4,63 8,93
YTO70 10,38 5,22 4,53 8,80
Viking Mead 10,02 5,28 4,83 8,75
Mosto pré-inéculo 15,21 0

5.3 Acidez total
Resultados da andlise de acidez total, por meio de titulagdo de hidroxido de

sddio, transcritos na Tabela 6.

Tabela 6: Medi¢éo da acidez total por titulagdo em gramas por litro de 4cido acético e em miliequivalente

por litro.
Cepas Acidez total (g.L* de acido acético) |Acidez total (MEq.L™?)
Fermentado a Fermentado a Fermentado a Fermentado a

18 °C 28 °C 18 °C 28°C
YT001 2,10 2,66 35,00 44,33
YTO11 1,88 2,03 31,30 33,83
YTO70 2,14 2,84 35,60 47,33
Viking Mead 2,59 2,89 43,16 48,16

Mosto pré-in6culo 0,41 6,83
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6 Discusséao

No processo de elaboracdo do mosto, a utilizacdo de um método de
esterilizagdo se torna necessario, visto que 0s microorganismos presentes no mel
tornam possiveis a sua fermentacdo por conta da reducdo da pressdo osmdtica,
causada pela grande concentracdo de aclcares presentes, e do aumento do teor de
umidade, ambos influenciados pela adicdo de agua para a dissolucéo e diluicdo do
mel (ASHENAFI, 2002; RAMALHOSA et al., 2011). O uso de tratamentos de calor,
como pasteurizacao, fervura e autoclavagem provaram-se eficientes como métodos
de esterilizacdo do mosto de mel, existindo também o uso de quimicos, como
metabissulfito de potassio (K2S20s5) e metabissulfito de sédio (Na2S20s5) (MENDES-
FERREIRA et al., 1992; ROLDAN et al., 2011). Os métodos de esterilizagdo por calor
também promovem a desnaturacdo do conteddo proteico presente no mosto,
promovendo uma clarificacdo mais rapida e eficiente da bebida, sendo utilizada da
autoclavagem no presente trabalho, para que nao houvesse interferéncia
microbiolégica no momento em que as cepas de levedura fossem inoculadas no
mosto. Importante ressaltar que todas que cada fermentacdo em triplica foram
tratadas como iguais, resultando em apenas uma amostra por cepa por faixa de
temperatura.

O numero de células inoculadas baseou-se em estudos anteriores, 0s quais
concluiram que 5x10° células/mL de mosto, semelhantes a quantidade utilizada por
Bely (2008), Gomes (2010) e Mileski (2016), sé@o suficientes para hidroméis de até
18°Bx, iniciando uma fermentacéo vigorosa.

As temperaturas de fermentacao de hidromel 18 °C e 28 °C foram selecionadas
por terem uma diferenca significativa entre si, mas ainda estarem dentro da faixa de
fermentacao alcodlica da levedura, a qual é recomendada estar entre 10 °C e 40 °C
para a fermentacéo de hidromel (RAMALHOSA et al, 2011; NAVRATIL; STURDIK;
GEMEINER, 2001; GOMES, 2010). A temperatura de fermentacdo esta diretamente
relacionada a velocidade das reacdes metabdlicas, na qual altas temperaturas
resultam em maiores taxas de conversdo de glicose em etanol, até 30 °C, com
aumento da mortalidade das células, ocorrendo o inverso em temperaturas mais
baixas (NAGODAWITHANA; CASTELLANO; STEINKRAUS, 1974; ABDEL-BANAT,
2010). Foi observado no experimento uma producdo superior de etanol na
temperatura de 28 °C em todas as cepas, com pequenas diferencas entre cada

estirpe, e o inverso ocorrendo na temperatura de 18 °C, onde ocorreu a estagnacéo
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da fermentacéo, por conta de fatores como frio e toxicidade do alcool, atingindo em
cerca da metade dos valores de alcool por volume, sendo interessante ressaltar que
ao subir a temperatura, houve aumento de atividade microbiolégica, visualizado pela
formacao de espuma e bolhas nos frascos. A atenuacao variou em torno de 50% para
95%, a 18 °C e 28 °C respectivamente, indicando maior grau de conversédo de
acucares na temperatura de 28 °C. Ambos os resultados de temperatura estdo dentro
do padréo de graduacdao alcodlica preconizado pelo MAPA, encontrado na Tabela 2.

Os valores de acidez também parecem estar relacionados a temperatura, nas
guais as taxas mais elevadas se encontraram nas amostras que fermentaram a 28 °C.
Tanto as amostras de 18 °C quanto as de 28 °C, possuiram valores significativamente
maiores que os encontrados por Gomes (2010) e menores que 0s encontrados por
Mileski (2016). Interessante ressaltar que nenhum dos valores atingiu 0 minimo
requerido definido pelo MAPA (Tabela 2), sendo necessario haver a alteracdo de
alguns fatores para que a acidez final seja maior, como: aumento a concentracao do
mel presente no mosto, por este ser responsavel em grande parte pela acidez pré-
fermentacao; genética da levedura, utilizando cepas com maior tolerancia e producdo
de acidos; e por fim, a temperatura de fermentacdo esta ligada diretamente com a
velocidade do metabolismo e sensibilidade a &cidos como fator de estresse
(PALMQVIST et al., 1999).
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7 Considerac0es finais e perspectivas futuras

Entre as cepas estudadas, comparando-as a uma mesma faixa de temperatura,
ndo houveram diferencas apreciaveis, entre os valores de acidez total, pH e
refratometria. No entanto, ao compararmos entre as diferentes faixas de temperatura,
fica clara a diferenca que a mesma causa no processo fermentativo, em 28 °C foi
possivel realizar a fermentacdo na quase totalidade de agUcares redutores, por conta
das medicOes entre a refratometria inicial e final, o que significa um grande grau de
atenuacdo, além de valores de pH e acidez inferiores aos encontrados nos
fermentados em 18 °C.

O hidromel pode ser uma forma de aumentar a renda de apicultores, por se
tratar de uma bebida de fabricacdo simples e pouco dispendiosa quando comparada
a outros processos fermentativos, trazendo a tona uma gama de produtos Unicos e de
potencial mercadologico ainda ndo explorado. Entretanto, para que seja possivel esse
tipo de empreendimento, sd0 necessarias pesquisas nas areas de caracterizacao de
leveduras e fermentacédo do hidromel, para tornar o processo mais rapido, eficiente e
lucrativo.

Os resultados aqui presentes, abrem a possibilidade de investigagcbes mais
incisas, testando ndo apenas o produto obtido por fermentacdo, mas também a
matéria prima utilizada no preparo do mosto, somando analises extras como acidez
volatil, acidez fixa, acUcares redutores, soélidos soluveis, soélidos insollveis, entre
outras diversas possibilidades, e por fim, uma andlise sensorial, qualificando os

diferentes produtos obtidos por fermentacao.
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