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RESUMO

Neucinéia Vieira Chagas. Estudo de parametros para produgdo de bebida fermentada a partir
do mel.

Com objetivo de preparar uma bebida fermentada obtida pela transformacao dos
acucares do mel em &lcool (hidromel) em um tempo reduzido e com aceitacdo pelo mercado
consumidor, foi realizado um estudo da fermentacdo do mel com Saccharomyces cerevisiae.
As fermentagdes foram realizadas com solugdes de 16, 20, 21 e 28 grau Brix. Estas solugdes
foram condicionadas em diferentes condi¢cdes de temperatura, tempo e meios de fermentacao.
A analise final foi acompanhada através do °Brix e em seguida confirmada por andlises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As solugdes foram submetidas a destilagdo e o teor de
alcool foi determinado com alcoometro, sendo os melhores resultados quanto a conversao de
substrato em etanol para solucdes de mel diluido de 16° Brix e 28° Brix. A conversao em
massa de glicose em etanol para estas solugdes foi igual a 82,74% e 45,95% respectivamente.
Verificou-se neste estudo que a fermentagdo sem o reabastecimento de microorganismo em
solugdes com teor de agucares maior, proporciona um menor rendimento de conversdo de
substrato em etanol. Um estudo cinético foi realizado para comparar a velocidade de
fermentagdo de solucdes de mel diluido com diferentes composi¢des e outro utilizando a
glicose como unica fonte de carbono. Os resultados permitiram a determinacdo do meio a ser
utilizado, verificou-se que o tempo para a fase exponencial da fermentagdo, ¢ de catorze
horas, € o consumo completo de glicose foi determinado apds quarenta horas, através de
analises cromatograficas verificou-se houve consumo preferencial pela glicose.

Palavras-chave : hidromel, mel diluido, fermentacao do mel, cinética de fermentacao.



ABSTRACT

Aiming at a fermented beverage, obtained through changes of sugars present in honey
into alcohol (wine honey) in a reduced time and acceptable for the consumer market, a study
was conducted about the honey fermentation with Saccharomyces cerevisiae. The fermenta-
tions were carried out with solutions of 16, 20, 21 and 28 Brix Degrees. These solutions were
constrained in various conditions of temperature, time and means of fermentation. The final
analysis was accompanied by the Brix Degree and then it was confirmed by tests in high per-
formance liquid chromatography. The solutions were subjected to distillation and the alcohol
content was determined by alcoholmeter, with the best results on the substrate conversion in
ethanol to diluted honey solutions of 16° Brix and 28° Brix. The mass conversion of glucose
into ethanol for these solutions was equal to 82.74% and 45.95% respectively. It was verified
in this study that the fermentation of microorganisms without refueling in solutions with high-
er sugar content provides a lower yield of conversion of substrate in ethanol. A kinetic study
was conducted to compare the speed of fermentation of diluted honey solutions with different
compositions and another using glucose as the only source of carbon. The results allowed the
determination of the mean to be used, it was found that the time for the exponential phase of
fermentation is fourteen hours, and the complete consumption of glucose was determined
after forty hours, through chromatographic analysis it was verified that there was preferential

consumption by glucose.

Keywords: mead, diluted honey, honey fermentation, kinetics of fermentation.



INTRODUCAO

A apicultura ¢ uma das atividades capazes de causar impactos positivos, tanto sociais
quanto econdmicos, além de contribuir para manutencdo e preservacdo dos ecossistemas
existentes. A cadeia produtiva da apicultura propicia a geragdo de inumeros postos de
trabalhos, empregos e fluxo de renda, principalmente no ambiente da agricultura familiar,
sendo, dessa forma, determinante na melhoria da qualidade de vida.

Atualmente no Brasil a apicultura estd deixando de ser artesanal e voltada apenas ao
mercado interno, para tornar-se empresarial, tecnificada e produtiva. A profissionalizagdo da
atividade ocorreu nos ultimos anos. Desde 2001, o Brasil foi descoberto pelos importadores
mundiais de mel, devido problemas que acometeram a produgdo da China, principal produtor
mundial e da Argentina, grande produtor e exportador mundial.

Apesar de o Brasil apresentar caracteristicas especiais de flora e clima que, aliado a
presenca da abelha africanizada, lhe conferem um potencial fabuloso para a atividade apicola,
a apicultura ainda tem muito a se desenvolver no pais, e pouco se sabe sobre as propriedades e
caracteristicas de nossos produtos.

A apicultura oferece varios produtos tais como a geléia real, que é o alimento das
larvas de todas as abelhas por até 72 horas, excetuando-se a abelha rainha que o recebe por
toda vida. A propolis, um vedante da colméia, tem propriedades cicatrizantes. A cera, da qual
os favos sdo feitos, ¢ utilizada em cosméticos e depiladores. E o pélen, que ¢é coletada pelas
abelhas, ¢ um fortificante natural. Um produto bem menos conhecido ¢ o hidromel, obtido por
meio da fermentagao de mel diluido o qual e ¢ tido como afrodisiaco, mas ha estudos médicos
utilizando-o como terapia alternativa a reposi¢cao hormonal na menopausa.

Propde-se neste trabalho avaliar pardmetros que viabilizem a producdo desta bebida
uma vez que € pouco difundida, e sendo o Estado do Parana o terceiro produtor de mel na

classificacdo nacional torna-se uma oportunidade para agregar valor a este produto apicola.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir no desenvolvimento de uma bebida produzida a partir do mel diluido como

forma de agregar valor ao mel produzido no Estado do Parana.

2.2 Objetivos Especificos

« Estudo cinético da fermentacdo do mel utilizando levedura do tipo Saccharomyces
cerevisiae;
* Preparacao de bebidas fermentadas com diferentes teores de alcool e agtcar;

* Agregar valor a um produto apicola da regido de Guarapuava;



1. REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, as industrias de aglicar e alcool estiveram sempre intimamente ligadas,
desde o tempo do descobrimento. Estima-se que a producdo de alcool iniciou-se na Capitania
de Sao Vicente, porque nela foi montado o primeiro engenho de agucar do Pais. Isso ocorreu
apos a vinda das primeiras mudas de cana-de-agucar trazidas da ilha da Madeira, em 1532.
Certamente, transformava-se o melago residual da fabricagdo do aglicar em cachaga e,
diretamente da garapa fermentada, produzia-se aguardente. Por séculos, as bebidas destiladas
foram a unica forma de producgdo do alcool. O 4lcool industrial foi desenvolvido na Europa,
nos meados do século XX. No do século XX iniciou-se a producao de etanol no Brasil, com
as sobras de melago da industria de agucar, que ampliava sua capacidade produtiva "%,

A Alemanha e, principalmente a Franca, deram grande contribuicdo ao
desenvolvimento das técnicas de fermentagdo alcoodlica, de destilacio e de construcao de
equipamentos de destilagdo. Utilizava-se o etanol para fins farmacéuticos, para a producdo de
alguns produtos quimicos derivados, para bebidas, e como fonte de energia térmica por
combustdo, em algumas atividades %,

O etanol ¢ obtido através da sintese e da fermentagdo. Pela sintese obtém-se o etanol a
partir de hidrocarbonetos nao saturados, como o etileno e o acetileno, e de gases de petroleo e
da hulha. Nos paises em que ha grandes reservas de petrdleo e uma industria petroquimica
avangada, é uma forma econdmica de produzir dlcool %, A fermenta¢do, é a maneira mais
utilizada para obtencao do alcool etilico no Brasil. Mesmo que haja disponibilidade de
derivados de petréleo que permitam a produgdo de dlcool pela sintese, a fermentacdo ainda
sera de grande importancia para a produgdo de alcool sob a forma de aguardentes. As bebidas
fermento-destiladas possuem caracteristicas proprias de aroma e sabor, conferidas por
impurezas decorrentes do processo fermentativo 2.

Entretanto, para que seja vidvel economicamente ¢ preciso considerar o volume total
de produgdo, o rendimento industrial e o custo de fabricagdo. Outro fator consideravel ¢
devido a producao de etanol atualmente praticado no Brasil envolver o reciclo das leveduras,
e com isso ocorre o reciclo de contaminantes causando diversos disturbios tais como :
consumo de aglcar e etanol pelos contaminantes, queda da viabilidade das células de levedura

devido a toxinas langadas no meio pelos contaminantes, fermentacdes secundérias oriundas da



atividade desses microorganismos contaminantes, além do problema de floculagdo das
células de levedura provocada tanto por bactérias como por leveduras [,

Um dos grandes fatores que torna a producdo de etanol, por fermentacdo, a forma mais
econdmica de sua obtengdo, ¢ o grande numero de matérias-primas naturais existentes em
todo o Pais !,

Qualquer produto que contenha agucar, ou outro carboidrato, constitui-se em matéria-
prima para a obtengdo de etanol.

Ha vérias maneiras de classificar as matérias-primas para a produgdo de etanol, mas
quaisquer critérios adotados tém fatores positivos e negativos. Podemos classifica-las em:
matérias acucaradas (agrupando cana-de-agucar, beterraba agucareira, sorgo sacarino, milho
sacarino, melagos, mel de abelhas e frutas), matérias amilaceas e feculentas (agrupando graos
amilaceos, raizes e turbéculos feculentos) e matérias celuldsicas (incluindo palhas, madeiras,
residuos agricolas e residuos sulfiticos de fabricas de papel) 2.

Durante toda a historia, ao redor do mundo, as sociedades humanas descobriram como
fazer bebidas fermentadas, utilizando fontes de aglcar disponiveis. Andlises quimicas de
compostos organicos absorvidos em frascos de ceramica da provincia de Henan, na China,
revelaram que uma mistura fermentada de arroz, mel e frutas ja era produzida sete milénios
antes de Cristo [,

Nos tempos pré-industriais, o mel era a principal fonte de agucares na dieta de muitos
povos. O mel ¢ uma fonte original de aglicares simples, como a glicose e a frutose (60-80%
do seu peso). No Brasil um aspecto favoravel € o seu clima estavel e temperatura quente. Isso
ajuda muito, pois a abelha ¢ sensivel ao frio. Essa sensibilidade a temperaturas baixas ¢ o
grande problema das abelhas européias 7!,

O mel pode ser utilizado para a obteng@o de diversos produtos, entre eles o vinagre de
mel e o vinho de mel (conhecido como hidromel).

Outros produtos provenientes da atividade apicola incluem a cera de abelha, que ¢
usada para confecgdo de velas, sabdes e produtos de beleza, a propolis e a geléia real, muito
utilizadas na medicina e o veneno (apitoxina) tem sido muito estudado e usado para
finalidades terapéuticas, principalmente na Europa e Russia 7).

O mel de abelhas sempre foi considerado um alimento energético, digestivo,
08]

tonificante dos musculos, tonificante do sistema nervoso central e medicamento natural !

Uma das caracteristicas intrinsecas do mel ¢ sua propriedade antimicrobiana, através



da qual pode se manter imune a deterioracdo por longos periodos de tempo, o que ja era
constatada desde a antiguidade, entre os povos hindus, egipcios, gregos e chineses que
utilizavam o mel como medicamento . O mel ¢ util também no tratamento de dispepsias,
ulceras gastricas e duodenais e varias doengas gastrointestinais, com a¢do anti-inflamatoria e
atividade antioxidante ',

No mel nao diluido, a acidez também ¢ significativo fator antimicrobiano. O pH
variando de 3,2 a 4,5 ¢ baixo suficiente para inibir o desenvolvimento de patégenos, cujos

valores de pH 6timos variam entre 7,2 e 7,4. No entanto, a maior atividade antimicrobiana do

mel ¢ devida ao perdxido de hidrogénio produzido enzimaticamente "%,

3.1. Tipos de mel

O mel floral é um produto elaborado pelas abelhas a partir do néctar coletado das
flores. A composi¢do do néctar pode variar em fungdo das caracteristicas da flora da regiao,
bem como das condi¢des climdticas. Alguns tipos podem apresentar predominancia de
sacarose "%,

O mel floral pode ser monofloral, quando o néctar é coletado de uma tUnica espécie
vegetal; polifloral, se mais de uma espécie de planta contribui com o néctar; silvestre, que se
caracteriza por ser um mel polifloral produzido em vegetacdo primadria e, portanto, espécies
nativas contribuem com o néctar. O mel extrafloral ndo ¢ produzido a partir do néctar e, sim
de exsudato de plantas ou restos de frutas ou de outra fonte de matéria-prima "'/,

Todo pais possuiu um mel que se destaca dentre eles a Argentina tem mel de maca, os
E.U.A tem mel de laranja. A Franca orgulha-se de possuir o célebre mel de gattinais, colhido
do sanfeno. A Espanha tinha uma plantinha mitda, o tomilho, que dava um mel muito
saboroso. Os alemaes orgulhavam-se de seu famoso mel da floresta negra, de onde veio
também o relogio-cuco ',

Existem diversos tipos de méis no mundo, o mais famoso mel do mundo antigo,
cantado pelos poetas como manjar dos deuses, era colhido pelas abelhas da Africa, nas
montanhas do Hymeto, na Grécia, a 1.027 metros de altura, a Sudoeste de Atenas. As plantas
que destilavam o famoso néctar deviam ser da familia das labiadas hoje extintas !'*!.

Os méis hoje obtidos pelo mundo, sdo produzidos principalmente pelas abelhas do

género Apis : Apis mellifera (Europa, Africa e Oriente Médio), Apis cerana (a abelha de



colméia, nativa do sul da Asia), Apis dorsata e Apis florea (que tém como ninho um favo
Ginico ao ar livre, nativas dos tropicos da Asia). Mas ha outras espécies que produzem tipos
diferentes de mel, como as abelhas sem ferrdo (meliponideos, nos tropicos de todos os
continentes), que somam cerca de 500 espécies ao todo. Ha também espécies de vespas na
América do Sul tropical e formigas em algumas areas secas da Australia e América do Norte
que produzem mel, mas nio produzem cera !'¥,

A apicultura brasileira teve inicio com enxames trazidos pelos imigrantes, com a
colonizagao, contudo, somente com a introdu¢ao de abelhas africanas, em meados de 1956, ¢é

que se deu a revolugdo da apicultura no Brasil com o cruzamento das duas populacdes,

produzindo um hibrido conhecido hoje por abelhas africanizadas ',

3.2. Producio de mel

Pesquisa mostrou que em 2003, a China foi o maior produtor mundial de mel com
duzentos e setenta e cinco mil toneladas, seguida de Estados Unidos, Argentina e Turquia !,

Segundo o IBGE, a produgdo nacional de mel, em 2002, atingiu 23.995 toneladas. O
Parand com uma produgdo de 2.844 toneladas, coloca-se em terceiro lugar, antecedido por
Santa Catarina, com 3.829 toneladas ¢ o Rio Grande do Sul, com 5.605 toneladas !'7 ¥,

Estas mesmas fontes trazem que a produgdo brasileira de mel, de 2003 foi de 30.002
toneladas, ficando o Estado do Parana com 4.068, em terceiro lugar na classificacdo nacional
da produgdo de mel "®. Conforme apresentado na tabela 1, a Diretora de Pesquisa do IBGE
traz os principais municipios produtores de mel de abelha, énfase deve ser dada ao oitavo
lugar desta tabela, sendo Prudentépolis um importante fornecedor de mel para o presente
trabalho, hoje também conhecida como “Capital do Mel” '],

Em 2004 o Brasil exportou 21.028 toneladas de mel, aproximadamente duas vezes
mais do que em 2002. O Estado do Parand como mostra a tabela 2, em 2004 exportou
1.735.044 kg de mel, destacou-se na classificacdo de exportacdo em quinto lugar, antecedido

pelo Cear4, Piaui, Santa Catarina e Sdo Paulo ! '],



Tabela 1 — Principais municipios produtores de mel de abelha

Municipio Unidade da Federacdo Quantidade (kg)
Icara Santa Catarina 600.000
Picos Piaui 509.197
Limoeiro do Norte Ceara 450.000
Dom Pedrito Rio Grande do Sul 350.000
Ortigueira Parana 304.000
Sdo Jodo do Triunfo Parana 280.000
Santana do Livramento Rio Grande do Sul 280.000
Prudentdpolis Parana 275.000
Cambara do Sul Rio Grande do Sul 252.000
Ribeira do Pombal Bahia 240.000

Fonte : IBGE, Diretoria de Pesquisa, Coordenagdao de Agropecuaria, Pesquisa da Pecuaria

Municipal, 2003 ¥,
O Parana dispde de variada vegetagdo natural e cultivada, de boa qualidade floral e
melifera, propicia para o desenvolvimento da apicultura como fonte de renda do produtor

rural "4,

Tabela 2 — Exporta¢do de mel no Parana e Brasil, 2002 a 2004.

Parana Brasil
Ano kg Preco Médio kg Preco Médio
(US/kg) (US/kg)
2002  848.659 1,98 12.640.487 1,83
2003 1.911.613 2,4 19.273.148 2,36
2004 1.735.044 2,25 21.028.468 2,02

Fonte : MDIC/SECEX (Sistema Aliceweb — mai/05) !'*,

A excelente qualidade do mel brasileiro contribui para tornar o Brasil, pais emergente

no seleto mercado mundial "7 '8,

3.3. Composicao do mel

O mel contém uma mistura complexa de carboidratos, aminoacidos, acidos, minerais,

substancias aromaticas, vitaminas, pigmentos, cera e graos de podlen. Ao todo, ja foram

[09; 19;

encontradas mais de 180 substincias em diferentes tipos de mel 21 Sua composigdo, cor,

aroma ¢ sabor podem ser bastante variados, dependendo principalmente das floradas, das



regides geograficas e das condigdes climaticas ',
Na tabela 3 estd apresentada a composicao tipica do mel, estes valores podem
diferenciar bastante de uma regido para outra, principalmente se as condi¢des climdticas e a

flora forem muito diferentes.

Tabela 3 — Composicao tipica do mel

Média Faixa de variagdo Desvio padrao

Taxa frutose/glicose 1,23 0,76 — 1,86 0,126
Frutose (%) 38,38 30,91 — 44,26 1,77
Glicose (%) 30,31 22,89 — 40,75 3,04
Minerais (%) 0,169 0,020 — 1,028 0,15

Umidade (%) 17,2 13,4—-22.9 1,46
Acucares redutores (%) 76,75 61,39 — 83,72 2,76
Sacarose (%) 1,31 0,25-17,57 0,87
pH 3,91 3,42 6,10 - - -

Acidez total (meq/kg) 29,12 8,68 — 59,49 10,33
Proteina (mg/100g) 168,6 57,7 - 567 70,9

Fonte : NATIONAL HONEY BOARD, 2003 21,

Os valores citados na tabela 3 foram também obtidos por Marchini; Moreti e Otsuk
(2005)!" para proteinas, pH, acidez, minerais, aglcares redutores em méis produzidos por
Apis mellifera L. no Estado de Sao Paulo. Méis do Parana, Pernambuco, Sao Paulo e Santa
Catarina analisados por Stonoga e Freitas (1991) [*! apresentaram relagdes frutose/glicose
semelhantes ao da tabela 3.

A fragdo monossacridica do mel é composta basicamente de frutose e glicose, numa
propor¢do que varia de 27,5 a 40 % para glicose e de 36,2 % a 49,59 % para frutose, de
acordo com a época da florada. Ja4 os méis de melato apresentaram concentragdes baixas de
frutose e glicose, apresentando cerca de 34% e 26% respectivamente '),

A glicose ¢ responsavel pela cristalizagdo do mel, cuja tendéncia pode ser estimada
pela relagdo glicose/agua (G/A). O maior problema relacionado com a cristalizagdo ¢ o
aumento da atividade de agua, que permite o desenvolvimento das células de leveduras
osmofilicas (presentes naturalmente no mel) e a fermentacdo do produto, com aumento da
acidez. A glicose pode ainda fornecer acidez ao mel pela acdo da enzima glucose-oxidase,
com a formagao de acido gluconico, que constitui 70 a 90% dos acidos organicos do mel. Pela
acdo desta enzima se obtém também peroxido de hidrogénio. Além da frutose e da glicose, a

presenga de D-galactose, em quantidades tragos, também ja foi relatada em amostras de mel.




Porém, na sua forma livre, este monossacarideo ¢ considerado um composto tdxico para as
abelhas '],

Além da sacarose, diversos outros di e trissacarideos sdao descritos na literatura como
constituintes do mel, o dissacarideo em maior presenca ¢ a maltose cujos teores podem variar
de 1% a 16% dependendo da florada e da regido de origem "),

De acordo com relatos de Vargas (2006) ' o teor de sacarose em geral ndo
ultrapassa 8%, sendo que uma taxa elevada pode indicar uma colheita prematura do mel, isto
¢, um produto em que a sacarose ainda ndo foi totalmente transformada em glicose e frutose
pela acdo da invertase !4,

As enzimas presentes em maiores quantidades no mel sdo a invertase, a amilase
(diastase) e a glucose-oxidase, produzidas nas glandulas hipofaringeanas das abelhas e
adicionadas ao néctar na vesicula melifera, enquanto a abelha transporta o néctar ou melato
para a colméia. A diastase ¢ a enzima que hidrolisa o amido. Nao desempenha nenhum papel
significativamente na producdo de mel, mas sua presenca ¢ indicativo de qualidade. A
gluxose-oxidase, em solucdes diluidas, reage com a glicose formando 4acido glucdnico e
perdxido de hidrogénio, capaz de proteger o mel da decompisicdo bacteriana. Um sistema
similar de producao de peréxido de hidrogénio parece estar em todas as abelhas que estocam
mel em favos (as quatro espécies de abelhas Apis, as mamangavas que formam colonicas e as
abelhas ferrdo) '),

Os 4cidos organicos compreendem uma pequena por¢do no mel (cerva de 0,5%) e a
acidez total pode ser um indicador de fermentagdo. Incluem o acido acético, butirico, citrico,
formico, latico, malico, piroglutanico, succinico !,

O mel possui menos de 0,3% de aminoacidos, sendo prolina o mais abundante. ',

O mel contém naturalmente pequenas fragdes de hidroximetilfurfural (HMF), mas seu
nivel elevado é um indicativo de superaquecimento, longa estocagem ou falsificagdo!*.

O HMF (figura 1) é um produto da desidratacdo de hexoses em condigdes acidas,
numa velocidade que varia diretamente com a temperatura. A formacdo de HMF ¢ bastante

variavel dependendo de caracteristicas quimicas do mel e das condigdes do meio, tais como

tempo de armazenamento, pH, acidez e a temperatura a que foi submetido "%



s

Figura 1: Estrutura do HMF !4

A toxicidade do S5-hidroximetil-furfural em seres humanos ainda nao ¢ bem
conhecida, com excecdo do furfural, para o qual ja estd estabelecido o valor IDLH
("Imediately Dangerous to Life or Health Air Concentration") que ¢ de 100,00 ppm. A
literatura sugere que o contato prolongado ou repetitivo com o furfural possa causar
dermatites, irritagdo da mucosa e trato respiratorio, além de afetar o sistema nervoso central.
Todos esses dados sdo baseados em testes realizados com animais de laboratorio, ndo
havendo estudos conclusivos sobre os efeitos desses aldeidos sobre humanos 1.

Tanto o furfural como o 5-hidroximetil-furfural podem ser considerados indicadores
de degradagdao de bebidas, quando encontrados em grandes concentragdes. No mel, por
exemplo, o aumento do conteido de HMF ¢ associado ao tratamento térmico severo ou a
temperatura inadequada de estocagem ™,

O aumento da concentracdo do HMF estd relacionado com reagdes que promovem
mudancas na cor, principalmente naqueles alimentos que sofrem reacdo de Maillard ou

caramelizacdo. Entretanto, quando presentes em baixas concentragdes, compdem o aroma de

algumas bebidas como brandies (conhaques) e vinhos envelhecidos em barris de madeira ).
3.4. Fermentaciao do mel

Hidromel é a bebida produzida utilizando-se como matéria-prima o mel. E
obtida pela transformacdo dos agticares do mel em alcool, contendo de 8 a 18% (v/v) de
etanol por um processo de fermentacdo similar ao do vinho. Ao longo da histodria, ele sempre
esteve presente em paises que nao apresentavam condigdes para o cultivo da vinha,
permancendo esquecido nas regides produtoras de uva. Somente nas regides mais frias do

Norte da Europa esta bebida continuou a ser consumida 4/,

Segundo Amorim, Basso e Alves (1996) ), a levedura como entidade viva

indenpendente, realiza a fermentacdo do aglicar com o objetivo de conseguir a energia



quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol apenas e tdo somente um substrato
desse processo. Se o homem pretende beneficiar-se dessa habilidade metabolica, ele deve
buscar os conhecimentos que lhe permitam propiciar as leveduras, condi¢cdes na producao de
etanol. As células de leveduras possuem compartimentos para adequacdo de sua atividade
metabolica. A fermentacdo alcoodlica (glicolise anaerobia) ocorre no citoplasma, enquanto que
a oxidagdo total do agucar (respira¢do) se da na mitocrondria *%),

As leveduras sdo organismos eucaridticos e formam uma das classes mais importantes
dos fungos. As células de Saccharomyces cerevisae apresentam-se normalmente na forma
unicelular e com 2 a 8 micrometros de diametro. Estas se reproduzem basicamente por
brotamento, onde a célula mae, apds um periodo de unido entre os citoplasmas, da origem a
uma nova célula ™,

A fermentacdo alcoodlica, o mais importante na fabricagdo do hidromel, compreende
um conjunto de rea¢des enzimaticas controladas, através das quais, uma molécula organica ¢
degradada em compostos mais simples liberando energia. O primeiro, denominado glicolise,
tem inicio com a ativacdo da glicose, que recebe, em reagdes sucessivas, dois fosfatos
energéticos, provenientes de duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato), que se transforma
em ADP (adenosina difosfato) *°).

A glicose, por sua vez, se transforma em gliceraldeido 1,3-difosfato. Ao final, cada
gliceraldeido ¢ transformado em 4cido piravico. O rendimento ¢ de duas moléculas de ATP
para cada molécula de glicose utilizada conforme a figura 2 %

Obviamente, ndo se consegue manter um processo de fermentacio alcodlica obtendo-
se 100% de rendimento, pois as células t~em de proliferar, o que significa a sintese de muitos
outros compostos intermedidrios, sendo o acimulo de etanol a via metabolica que permite a
geracdo de energia na forma de ATP (glicolise). Claro estd que esse ¢ um ponto fundamental,
pois a matéria-prima incide em algo como 60% do custo do etanol e, desta forma, baixos

rendimentos tornariam inviavel a producdo deste produto de baixo valor agregado .
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Figura 2: Demonstracdo do processo inicial de fermentagdo alcodlica com ativagdo da

glicose 7

A estequiometria da transformacao de agucares redutores totais em etanol e CO, foram

representadas pela equacao de GAY-LUSSAC:

CsH 1205 —> 2CHO + 2CO; + 33 kcal/mol
180g/mol 92g/mol 88g/mol

Equacio 1 : Estequiometria da reacao

A reagdo global da glicolise demonstra que 1 mol de glicose (180 gramas) produz 2
moles de etanol (92 gramas), 2 moles de dioxido de carbono (88 gramas) e 33 kcal de energia.
O rendimento tedrico de conversdo de glicose em gas carbdnico ¢ igual a 0,49,
enquanto o rendimento tedrico de conversdo de glicose em etanol ¢ de 0,51.
A massa de CO; liberada em frascos de fermentacdo, em batelada, pode ser
convertida em massa de etanol presente no meio multiplicando-o pela razdo 0,51/0,49 ¥,

Desta forma o rendimento de fermentagao pode ser acompanhado, diretamente pela



formagao de etanol, quanto perda de massa, devido a eliminacdo de dioxido de carbono.
Na pratica este valor ndo ¢ observado devido a utilizagdo de parte da glicose
para producdo de glicerol e dlcoois superiores, substancias necessarias para sintese de material

celular e manutengdo da levedura (¥,

3.5. Producio de vinhos

Segundo a legislacdo brasileira, os vinhos sdo divididos, quanto a classe em vinho de
mesa (teor alcodlico de 10 a 13°GL), vinho champanha (teor alcodlico de 10 a 13°GL),
espumante (teor alcoodlico de 7 e 10°GL), espumante gaseificado (teor alcoolico de 10 a
12°GL) e licoroso (teor alcodlico entre 14 a 18°GL), podendo ser tintos, rosados, ou brancos
em cada caso. A Legislacdo estabelece ainda que para os vinhos de frutas, a graduacgdo
alcoodlica esteja entre 10 e 14°GL. A adigdo de sacarose podera ser, no maximo, igual a dos
acucares da fruta %,

O vinho produzido de mel ndo ¢ tdo popular a ponto de ser consumido pelo
publico em geral. E um produto de demorada producgdo, ao tentar otimizar o tempo de
produgdo alguns obstaculos decorrentes entre outras coisas, do sabor amargo, das turvagdes e
precipitacdoes podem ocorrer durante o armazenamento. Estudos visando futuramente diminuir
o tempo de fermentagdo que € de semanas estio em andamento ),

A fabricacdo de uma bebida alcodlica a partir da fermentacdo do mel deve
produzir um vinho de sabor agradavel, com teor alcodlico variando de 12 a 14% de alcool .,

Vinhos obtidos por processo de baixa fermentacdo, na temperatura de 15 a 18°C ¢
causa de muitos sabores desagradaveis.

Virios fatores podem influenciar na fermentacdo do mel diluido, dentre os
fatores quimicos estdo a caréncia de nutrientes e a presenca de inibidores. Sendo necessaria a
adicdo de varios nutrientes tais como : acido citrico para evitar a manutencdo de
microorganismos. Um metabolismo mais eficiente ¢ conseguido com a adicdo de K;PO,,
MgCl, e NaHSO, produzindo um meio favordvel para fermentagdo. Sulfato de amonio,
peptona e fosfato de potassio poderdo ser utilizados para melhorar o desempenho da
fermentacdo, enquanto a tiamina, pantotenato de célcio, inositol, pirodoxina e biotina sdo
vitaminas necessarias para a¢do do processo metabolico .

Os fatores fisico-quimicos que influenciam a fermentagdo sdo : aeramento,



temperatura, clarificagdo do mosto e agentes microbianos (',

3.6. Estudo cinético

O estudo da cinética de processos fermentativos tem como propositos :

- medir a velocidade de transformacao que ocorre durante uma fermentacao;

- estudar a influéncia dos fatores nestas velocidades (pH, temperatura do meio de
cultura);

- correlacionar por meio de equacdes empiricas, ou modulos matematicos, as
velocidades com os fatores que nelas influem [**);

A andlise cinética de uma rea¢do ¢ o estabelecimento da estequiometria da
reagdo e a identificacdo de reagdes laterais. A idéia basica perseguida pela cinética quimica ¢
a de determinar, em funcdo do tempo de reagdo, as concentracdes de reagentes e produtos. As
velocidades das reagdes dependem, em geral, da temperatura, e por isso, nas experiéncias
comuns de cinética, se mantém constante a temperatura do sistema reacional "

O método adotado para acompanhar as mudancas de concentragdes depende
das espécies quimicas envolvidas e da rapidez das alteragdes. Muitas reagdes atingem o
equilibrio em minutos ou horas, e € possivel aproveitar varias técnicas para acompanhar as
mudancas de concentrac¢io da solugdo B%.

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste, inicialmente, na
analise da evolugao dos valores das concentragdes de um ou mais componentes do sistema de
cultivo, em fun¢do do tempo de fermentacdo. Entende-se como componentes, o
microorganismo (ou biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabdlitos) e os nutrientes

ou substratos que compdem o meio de cultura !,
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Figura 3 : Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de fermentacdo. X,
P e S sdo as concentragdes do microorganismo, do produto e do substrato residual

no meio, respectivamente. Fonte: (BORZANI, 2001) 5",

Os valores experimentais de concentragdo (X, P e S respectivamente), quando
representados em fun¢do do tempo, permitird os tragados da curva de ajuste, como na figura 3

e podera ser expressa como :

Quando as conclusdes sobre um cultivo forem baseadas, unicamente, em dois valores
de X, S ou P (como ¢ comum, por exemplo, sobre valores finais e iniciais), ndo se pode
afirmar que um estudo cinético do processo tenha sido realizado; ¢ necessario, outrossim, o
conhecimento dos valores intermedidrios, que permitam definir os perfis das curvas ou a
forma matematica destas, para uma andlise adequada do fendmeno sob o ponto de vista
cinético B!,

Assim tais perfis representam o ponto de partida para a descricdo quantitativa de uma
fermentagdo como, por exemplo, a identificagdo da duracdo do processo, geralmente baseada

no instante em que X e P apresentam valores maximos (X € Pn, na figura 3).



Uma vez que esses valores representam parte de um conjunto de dados necessarios ao
dimensionamento de uma instalagdo produtiva, fica evidente que sem o conhecimento da
cinética torna-se invidvel a transposicdo de um experimento de laboratério para a escala
industrial P!,

A cinética possibilita também uma comparacdo quantitativa entre diferentes condi¢des
de cultivo (pH, temperatura, etc.), por intermédio de variaveis, como: as velocidades de
transformacao e os fatores de conversao.

Afirmar que um determinado valor de pH, por exemplo, ¢ melhor que outro, equivale
dizer que o fator de conversao (substrato em produto, por exemplo) ¢ maior no primeiro que
no segundo caso. O mesmo pode ser afirmado quando se comparam os desempenhos de
cultivos sob diferentes temperaturas, diferentes variedades de uma dada espécie de
microorganismo, diferentes composi¢des do meio, etc.

Neste trabalho foi realizado o estudo cinético de fermentacdo do mel diluido em
diferentes meios, conjuntos de frascos contendo o meio nutriente € a solugdo de mel diluido
foram preparados e submetidos a pesagem durante a fermentagdo em intervalos de tempo de
uma hora, obtendo-se a massa de didéxido de carbono (P) evoluida em fun¢do do tempo.

Dentre os produtos formados, escolhe-se para o estudo cinético, o produto de interesse
econOmico, no estudo cinético desenvolvido no trabalho acompanhou-se o desenvolvimento
de dioxido de carbono em fungdo do tempo. Neste caso a velocidade instantdnea de formacao
(vp) de dioxido de carbono um dos produtos da fermentagdo da solucao diluida de mel, podera

ser traduzida pela equagdo 2, para um tempo ¢ :

Equacio 2 : Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de fermentacao.

A projecdao grafica do /n da massa obtida, em fung¢do do tempo fornece dados
suficientes para que através da inclinagdo da reta seja possivel estimar a constante de

velocidade de formagio de produto B,



3.7. Analise cromatografica

Ap6s a obtengdo do produto desejado e dos dados cinéticos determinados foi realizada
a verificacdo de agtcares residuais das amostras, utilizando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia para confirmagao dos resultados em amostras pré-determinadas.

A cromatografia de alta eficiéncia permite realizar a separagdo e quantificacao de
compostos organicos de um modo rdpido, eficiente e em condi¢des analiticas suaves. A
cromatografia liquida complementa a cromatografia gasosa por ser aplicavel a andlise de
compostos organicos termicamente instdveis ou de peso molecular elevado, que ndo podem
ser determinados pela cromatografia gasosa 2],

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o mais novo e importante
membro de uma familia inteira de técnicas de separa¢do. A CLAE utiliza instrumentos com
um intervalo maior de resolu¢do por menor tempo e operagdo totalmente automatizada. O
Instrumental da CLAE consiste de reservatérios da fase movel, uma bomba, um injetor, uma

coluna de separacdo e um detector, conforme diagrama disposto na figura 4.
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Figura 4 : Esquema do sistema de cromatografia liquida de alta-eficiéncia (HPLC)"!

A bomba deve fornecer um fluxo constante e pré-determinado do eluente, podendo a
sua composi¢do relativa variar no tempo (fase mével). Se a composicao da fase movel for

constante no decorrer da analise, falamos em modo isocratico, por outro lado se variar ao



longo do tempo, falamos em modo de gradiente. No injetor a amostra ¢ adicionada ao eluente
e em seguida introduzida na coluna onde se vai realizar a separacdo dos seus componentes.
Estes, apos serem separados e eluidos da coluna, passam por um detector, que com base numa
propriedade fisica os converte num sinal elétrico proporcional a sua concentragdo na amostra.

Este sinal por sua vez ¢ registrado pelo registrador/integrador !,

Quando se pretende quantificar o conteido de um composto numa amostra, torna-se
necessario realizar a calibragdo do sistema analitico. Para isso utiliza-se uma amostra padrdo
na qual seja rigorosamente conhecida a concentracdo de cada um dos componentes. O
requisito de utilizagdo de um padrao externo deve-se ao fato do injetor que utiliza neste tipo

de cromatografia ser muito preciso e reprodutivel (as quantidades a injetar variam de 5 a 50pul)

[34; 35]

Pela injecdo do padrio externo obtém-se informagdo qualitativa — o tempo que demora
a sair determinado componente (pico) apos a inje¢do ¢ quantitativa — a area de cada um dos
picos, que € proporcional a quantidade de cada componente. Com base em padrdes, ¢ facil
calcular um fator de reposta (RF) do sistema analitico a cada um dos componentes (nas
condi¢des experimentais especificas dos sistema). Determinados os fatores de resposta do
sistema analitico aos componentes, proceder-se-4 a inje¢do da amostra, utilizando
rigorosamente o mesmo procedimento efetuado na determinagdo dos valores de RF. Por
comparac¢do com o padrdo determina-se o contetido de aglicares em amostras de concentragdo
desconhecida *3%,

Durante a realizacdo experimental o volume a analisar de amostras ¢ constante, seja o
cromatograma representado em a), resultante da inje¢do de um padrao externo do composto X
(que contenha 4mg de X). A, ¢ a area do pico correspondente ao composto X no padrdo

externo.

a) b)

(Ayit) padrio
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O quociente de [X] / A € igual a uma constante, que designar-se-a a partir daqui por

RF :

[X]/ A, =RF

Considera-se agora o cromatograma apresentado em b), representativo da injecdo de

uma amostra de concentracdo de X na amostra ¢ :

[X] amostra — (Ax)amostra X RF

Todas as andlises quantitativas devem ser realizadas geralmente em triplicata, quer do
padrdo quer da amostra a analisar.

Os monossacarideos, glicose e frutose sdo agucares redutores por possuirem grupo
carbonilico e cetonico livres, capazes de se oxidarem na presenca de agentes oxidantes em
solugoes alcalinas. A analise desses acglicares ¢ uma atividade rotineira nos laboratorios das
industrias alimenticias .

Para se estimar o teor de agticares redutores e agucares em alimentos, existem varios
métodos quimicos que fornecem elevado grau de confiabilidade. Um método muito seletivo
tem sido utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que identifica uma variedade de

carboidratos na amostra, por ser mais sensivel além de possuir um tempo de analise pequeno

[24]



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local do experimento

A parte experimental foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Curso de

Engenharia de Alimentos - Campus Unicentro / Cedeteg e Laboratério de Quimica Organica.

4.2 Material experimental

4.2.1 Mel

O mel utilizado foi doado pela empresa Chapolin & Schmidt Ltda (figura 4),
localizado na regido de Prudentdpolis — PR. Este ¢ comercializado com o nome de Me/
Kalena, contendo as informagdes nutricionais descritas na tabela 4. Apds a aquisi¢ao dos

méis, estes foram estocados em local seco a temperatura de 25-30°C.

Tabela 4 — Informagdes nutricionais obtidas do Mel Kalena, fornecido pela empresa Chapolin
& Schmidt Ltda.
Fonte : Chapolin & Schmidt Ltda

Informacao Nutricional
Porcao de 20 mL
Quantidade por por¢do % VD(*)
Valor calorico 90 kcal 4%
Carboidratos 23 g 6%
Proteinas Og 0%
Gorduras totais 0g 0%
Gorduras Trans Og 0%
Solido 0 mg 0%
VD(*) — Valores Didrios de referéncia com base em uma dieta de 2500 calorias.

O Mel Kalena ¢ comercializado em recipientes de 500 gramas, possuindo a inspe¢ao

realizada pelo Ministério da Agricultura como mostra a figura 5.



Figura 5 : Foto do Rétulo do Mel Kalena, produzido na Regiﬁ de Pdetépolis, fornecido

pela Chapolin & Schmidt Ltda.

4.2.2 Microorganismo

O microrganismo liofilizada utilizado foi Saccharomyces cerevisiae (Saflager W-
34/70 — Fermentis Division of S.I. Lesaffre - Franga), cedido pela empresa Reinerth Industria
e Comércio de Bebidas e Conservas Ltda, localizada em Guarapuava — PR

(figura 6).

Figura 6 : Foto da embalagem da levedura utilizada (Saccharomyces cerevisiae).

4.2.3 Medida de pH
A determinacao do pH dos meios nutrientes das fermentagdes foi realizada
empregando um pH-metro da marca Requial Equipamentos Cientificos, Modelo RQ210, Série
5437/211.Com o pH-metro calibrado, amostras de 10 mL foram mantidas a temperatura

ambiente, imergindo-se o eletrodo na amostra até cobrir o bulbo de vidro, esperava-se até que



ndo houvessem oscilagdes no resultado para entdo fazer a leitura.

4.2.4 Teores de acucares redutores

Os teores de acucares redutores foram medidos empregando-se um refratdmetro da
marca AZM Maquinas e Equipamentos Ltda, modelo RT 30ATC. Duas gotas da amostra
foram colocadas sobre o compartimento de andlise do equipamento. Para obtencdo de

melhores leituras da escala de °Brix procurou-se um local com boa visibilidade.

4.2.5 Microscopia

A determinacdo da viabilidade celular das leveduras foi feita usando-se o método
colorimétrico empregando azul de metileno, proposto por Lee, Robinson e Wang (1981)F!. A
solucao corante continha por litro: 0,25g de azul de metileno, 9g de NaCl; 0,48g de CaCl;
0,2g de NaHCO; e 10g de glicose.

O sobrenadante proveniente do produto das fermentagdes era diluida com a solucao
corante. As células de levedura com alta atividade fisiolégica nao
colorem (figura 7), enquanto as células inativas (mortas)
apresentou-se a coloracao azul. Usando um microscopio com um
aumento de 400 a 600 vezes e uma camara de Neubauer é
possivel contar as centenas de células e calcula a razdao entre o
niamero de células nao coradas e o nimero total de células. O
resultado é expresso em % de viabilidade.

As leveduras sao fungos unicelulares. Possuem membrana
citoplasmatica lipoprotéica, cuja principal funcao é regular as
trocas com o meio ambiente. Possuem, também, uma parede
celular rigida, constituida principalmente de dois polissacrideos :
manana e glucana, além disso, contém proteinas e lipidios. E é
essa parede rigida que age como membrana seletiva e permeavel,

além de proteger é responsavel pela coloragao.



Figura 7 : Determinacdo da viabilidade celular de leveduras com azul de metileno. As células

coradas de azul sdo células mortas enquanto as incolores sdo células viaveis.

Para realizar a técnica, misturou-se em tubo de ensaio 0,1 mL de
sobrenadante em 0,9 mL de solugdo corante, ou 0,2 mL de suspensdao em 0,8 mL de solucao
corante. Agitou-se o tubo, rigorosamente, ¢ apds 1 minuto de repouso, transferiu-se uma
quantidade dessa amostra para camara Newbauer. Em seguida, utilizando um microscopio
com a objetiva de 40 vezes de aumento, efetuou-se a contagem das células de levedura e

bactérias. A equagdo 3, fornece a viabilidade expressa em porcentagem:

yi= I Hn100
ONCLIAT

Equacio 3 : Célculo da viabilidade celular

Onde :
» Vi=viabilidade;

» NCLI : namero de células de leveduras incolores;



» NCLIA : numero de células de leveduras incolores mais as azuis;

A concentragdo de células de levedura viaveis foi calculada pela equacao 4:

NCLI 102,5.10° 0 dilui¢cdo
5

C=

Equacao 4 : Calculo da concentracao de células vidveis

Expresso em nimero de células de leveduras viaveis por mL.

4.2.6 Preparacio do inoculo

Pesou-se, em balanga analitica, aproximadamente 4,0 gramas da levedura liofilizada.
Em seguida misturou-se com 40 mL de agua esterilizada, previamente aquecida a 20°C em
chapa de aquecimento. Esta mistura foi agitada até a completa solubilizagdo para, em seguida,

adicionar nos meios de fermentagao.

4.2.7 Meios de fermentacao

Neste trabalho foram utilizados dois meios sintéticos, objetivando um comparativo do
comportamento cinético e rendimento da reagdo. A composi¢ao dos meios estao descritos nas
tabelas 5 e 6.

Na tabela 5 estd apresentada a composicdo do meio nutriente empregado para

elaboragdo da bebida fermentada e para o estudo cinético nos conjuntos de frascos n® 1 e 2

Tabela 5 — Composi¢ao do meio nutriente do conjunto de frascos n° 1 e 2.

Componente Concentragao
(g/L)
Extrato de levedura 5,0
KCl1 1,7
M g SO4 0 , 7
NH,CI 1,5
KH,PO, 5

Fonte : (RIGO, 2001)%7



O meio nutriente do conjunto de frasco numero 2 sofreu esterilizagdo a 121°C por 15
minutos sendo portanto este procedimento € o diferencial existente entre o conjunto de frascos
numero 1 e 2.

A tabela 6 referem-se a0 meio nutriente do frasco niumero 2, utilizados para o estudo

cinético, diferenciando-se a do frasco nimero 1 apenas na execugdo da esterilizacao.

Tabela 6 — Composi¢ao do meio nutriente do frasco n° 3, descritos por MORSE

Componente Concentragao (g/
L)
Biotina 1,3x10°
Pantotenato de calcio 2,7x107?
Tiamina 5,4x10°
(NH.),SO; 1,26
Peptona 2,7x10°

Fonte : (MORSE,1971)

A) Preparo de hidromel

Foram investigadas vérias condi¢des experimentais para o preparo do hidromel. As
fermentagdes foram acompanhadas através da medida do °Brix que indica o teor aproximado
de agticar no mosto. Assim um mosto com 10°Brix contém aproximadamente 10% de actucar.

Considera-se que 2°Brix produz, aproximadamente 1°GL apds a fermentagdo!*®

. Segundo
Silva, Monteiro e Alcanfor (2003)%, o método da refratometria medida em °Brix em mel é
confiavel perante outros métodos, reproduzindo com bastante exatiddo valores obtidos para
acucares totais. Foram observados que os melhores resultados de fermentacdo partiram de
solugdes com 16 ¢ 28°Brix. Abaixo estdo relacionados os materiais e métodos utilizados.

A composi¢do quimica (nutrientes) do meio de cultura foi semelhante em todas as
fermentagdes realizadas para o preparo do hidromel, diferindo, somente, nas concentragdes de
mel utilizado. As solugdes de méis foram preparadas com agua destilada, até atingir
concentracdes de 16 e 28°Brix, em seguida foram adicionados os componentes indicados na
tabela 5, ajustando o pH com uma solucdo de 4cido cloridrico 1 mol/L.

Apos a preparacdo dos meios de fermentagdo, foram transferidos 500 mL destes para
erlenmeyers de 1000 mL de capacidade, previamente esterilizados em autoclave a 121°C, por

15 minutos. Em cada erlenmeyer foi adicionado 10% de inoculo, e acondicionados por dois

meses em local escuro sem agitacdo. Em intervalos de quinze dias foram retiradas aliquotas



de amostras para medida de pH e °Brix para acompanhamento do desenvolvimento da

fermentacao.

B) Estudo cinético do mel com diferentes meios

Os meios de fermentagdo continham mel diluido em dgua destilada esterilizada em
autoclave a 121°C por 15 minutos, e apds a adicdo dos nutrientes descritos nas tabelas 4 ¢ 5
sofreram ajustes de pH para 4,0 com uma solu¢ao de acido cloridrico 1 mol/L.

O ensaio de fermentagdo em batelada foi realizado em frascos de erlenmeyer de
125 mL contendo, aproximadamente, 40 mL de meio nutriente. Os meios de fermentagdo
continham mel diluido em 4gua destilada esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos, e
apos a adicdo dos nutrientes descritos nas tabelas 4 e 5 sofreram ajustes de pH para 4,0 com
uma solucao de acido cloridrico 1 mol/L.

Trés conjuntos cada um deles contendo trés frascos denominados conjunto de frascos
n°® 1, 2 e 3 (figura 7) foram empregados na fermentagao, que ocorreu a 30°C, com agitacdo de
150 rotagdes por minuto, sendo os meios nutrientes 1 e 2 contendo a mesma composi¢ao
descrita na tabela 5. Porém o conjunto de frascos ntimero dois sofreu esterilizagdo. E o
conjunto de frascos numero trés possuia a composi¢ao descrita pela tabela 6. A velocidade de
formagdo de produto foi acompanhada através da pesagem dos frascos em balanca analitica,
em funcdo do tempo, uma vez que se trata de um método bastante utilizado e obtendo assim
bons resultados . O inicio da fermenta¢do ocorreu com a adi¢do de 4 mL de suspensdo de
levedura em todos os frascos e, imediatamente, procedeu-se a primeira pesagem dos frascos
em balanca analitica.

Como pode ser observado na figura 8, os frascos que compde os meios nimero 1 e 3,
possuem coloragdo menos intensa que o conjunto de frascos do meio niimero 2, isto é
decorrente da esterilizacdo, uma vez que os meios nimero 1 e nimero 2 possuem a mesma

composi¢do, como ja descrito na tabela 5, diferenciando-se apenas pela esterilizagao.



Figura 8 : Amostras das triplicas dos meios n° 1, 2 e 3 respectivamente.

As amostras dos conjuntos de frascos numero 1, 2 e trés, eram levados em Shaker para

agitagdo como mostra a figura 9, retirados para pesagem em intervalos de tempo de uma hora.

Figura 9: Amostras das triplicas dos meios n° 1, 2 e 3 respectivamente, em Shaker a 30°C

com agitacdo de 150 rpm.

C) Estudo cinético do mel versus glicose

Outro estudo comparativo foi feito para determinar a velocidade de producao de CO,,
pelas células de levedura, em meio nutriente contendo mel diluido como unica fonte de
carbono e energia.

Com este estudo pode verificar se o mel possui algum inibidor da fermentagdo, sendo
possivel também verificar se ha consumo preferencial por um dos substratos. O procedimento

adotado foi o mesmo utilizado para o conjunto de frascos n° 1.



4.2.8 Analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.2.8.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a quantificacdo dos agucares utilizou-se sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia Waters Controller 600 com injetor manual e loop de 5 pL, equipado com detector
de indice de refragdo Waters 2414 ¢ detector PDA Waters 2996, utilizou-se coluna analitica
de aco inox Waters Spherisorb de NH, (4,6x250 mm, 10 pm). A temperatura da coluna e
detector foram ajustadas a 40°C.

A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua 80:20(v/v), com fluxo de 1 mL/min.
Acetonitrila (TEDIA) foi de grau CLAE. A 4gua ultra pura foi obtida no sistema TKA-
GenPure, todos os solventes foram previamente filtrados por membrana de poliamida
(Sartorius).

Os padrdes utilizados de glicose anidra (D(+)glucose) e frutose (D-frutose) purissima
sdo da marca VETEC.

Na determinacdo do 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (5-HMF) utilizou-se o sistema
HPLC Waters Controller 600 com detector PDA Waters 2996, a coluna Waters pBondapak
C-18 (3,9x300 mm, 10um). A temperatura da coluna foi ajustada a 25°C.

O padrao do 5-HMF 99% utilizado foi da marca FLUKA.

O padrao de 5-HMF de concentracdo 0,01243 g/mL foi preparada em agua ultra pura.

A fase movel utilizada foi CH;CN/H,O (&cido acético 1%) — 20:80 (v/v).

A solucdo padrao foi injetada em triplicata e utilizando o método comparativo e

obteve-se a concentragcdo do 5S-HMF presente na amostra através do software empower.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi dividido em duas partes; a primeira visou um estudo da influéncia de
parametros tais como pH, agitagdo, concentracao inicial de mel e diferentes nutrientes, na
fermentagdo, a fim de obter condigdes ideais para producdo do maior percentual possivel de
alcool. Levaram-se em conta, nesse estudo, as caracteristicas sensoriais do produto final, uma
vez que, de acordo Morse (1971) ], bebidas fermentadas, elaboradas em um tempo reduzido,
produz bebidas com paladar desagradavel. A segunda parte foi a determinagdo da cinética de
fermentagdo do mel, comparando diferentes meios, com variagdo dos nutrientes. O estudo da
cinética de fermentacdo de um meio nutriente, contendo glicose ao invés de mel como fonte

de carbono também foi feito para efeito de comparagao dos resultados.

5.1 Preparo de hidromel

O estudo de parametros na producdo de uma bebida fermentada com solugdes a
16°Brix e 28°Brix tiveram bons resultados, com fator de conversao em massa de substrato em
etanol iguais a 82,74% e 45,95%, respectivamente. Obtendo-se assim 21,14 gramas e¢ 12,21
gramas de alcool, respectivamente em cada caso apos a fermentagdo. Observa-se que quanto
maior a quantidade de substrato (agticares) menor foi a conversdo, devido a grande quantidade
de biomassa em suspensdo impedindo assim a continuidade da fermentagdo. Estes resultados
foram calculados convertendo-se o volume de etanol obtido, em massa, ¢ entdo aplicando na
estequiometria dada na equacdo. Estes permitiram concluir que o mel pode ser uma matéria-
prima com bons rendimentos para a produ¢do de uma bebida fermentada. Além de oferecer
bons resultados.

Vérias amostras foram preparadas alterando a quantidade de inoculo e concentragdo da

de mel, como mostra a tabela 7.



Tabela 7 : Resumo das condig¢des utilizadas no preparo de amostras de hidromel

°Brix | Armazenamento Indculo (%) pH AgitacaoComplementos| °Brix

inicial final
21 25°C 0,5 - - 14,4
21 5°C 10 - - 19
21 25°C 10 - Vitaminas 9
21 25°C 5 - -
21 30°C 10 200rpm - 16,5
21 25°C 10 - -
21 25°C 5 - Vitaminas 10
21 25°C 0,5 - Vitaminas 18
28 25°C 2 - - 15
20 25°C 2 - - 7
16 25°C 1 - - 6
26 25°C 5 - Vitaminas 19
30 25°C 5 - - 18
26 25°C 5 - - 14
30 25°C 5 - Vitaminas 19

Nas linhas da tabela 7, com sombreamento estdo indicadas as amostras que ocorreram
o aparecimento de fungos durante a fermentacdo, sendo portanto descartadas. Esta
contaminagdo ocorre devido o substrato (mel) oferecer condi¢des naturais e altamente
nutritivas, ricas em matéria organica e inorganica, que sdo fundamentais para o crescimento
de uma grande variedade de microorganismos. Sendo assim mesmo com os cuidados de
esterilizacdo dos materiais utilizados, uso adequado da bancada nao ¢ surpresa encontrar o
desenvolvimento de contaminantes.

Para validar o método anterior foi realizada anélise em HPLC das amostras presentes
na tabela 7 e de uma solucao de mel diluido 16°Brix denominada padrdao com objetivo de
quantificar os acucares glicose e frutose. As amostras utilizadas foram escolhidas por possuir
um diferencial, ou no °Brix, nas condi¢des de realizacdo do experimento como : tempo de

fermentagdo ou utilizagdo de complexos vitaminicos.



5.2 Analises cromatograficas

5.2.1 Quantificacdo dos acucares

As andlises foram feitas a partir de padrdes preparados da mistura de frutose e glicose
em agua ultra pura com concentragdes de 0,01 g/mL e 0,01 g/mL, respectivamente.

Cada solugdo padrdo foi injetada em triplicata e utilizando o método comparativo
obteve-se a concentragdo dos aglcares presentes nas amostras através do software empower.

A figura 10 mostra os cromatogramas obtidos para glicose e frutose nas amostras

padrdes.
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Figura 10: Analise de acticares na amostra padrao realizada em triplicata

Na figura 10 cada curva obtida refere-se a uma injecdo da triplicata realizada,
verificando-se, portanto que a analise foi confidvel uma vez que observa-se a semelhanca
obtida durante todo o tempo de analise.

A figura 10 mostra que a frutose possui menor tempo de retencdo, a resolucdo ¢ boa e
suficiente para determinagdo a concentragdo de glicose e frutose presentes na solugao.

Para melhor comparacao dos métodos fez-se os calculos manuais pelo Fator de Resposta

(FR) mostrado na equagao 5 :



FR= 1L
AP

Equacio 5 : Determina o fator de resposta pelo quociente da concentragdo [ ] pela area do

pico (AP)
O Fator de Resposta foi encontrado a partir da média da triplicata da mistura dos
padrdes. Na tabela 8 estdo representados, mostra os valores obtidos para a frutose e a glicose

em cada injecdo e em seguida a média obtida para cada agtcar.

Tabela 8 : Valores obtidos para o calculo do Fator de Resposta

Amostras FR da 1* FR da 2* FR da 3* Média Desvio
Injecao Injecdo Injecdo Padrao

Frutose 2,17.10°% 2,02.10°% 1,98.10° 2,05.10°% 1,0.10°
Glicose 2,31.10°% 2,28.10° 1,79.10* 2,12.10°% 29.10°

De posse do valor médio do Fator de Resposta, a amostra ¢ injetada obtendo-se entao
a concentracao de cada agucar presente.
Para cada amostra analisada retirou-se aliquotas de 1 mL e diluiu-se em baldo

volumétrico de 10 mL.

5.2.2 Quantificacio do 5-hidroximeltilfurfural (5-HMF)

Para obtencdo dos resultados em cromatografia liquida de alta eficiéncia varias
condigdes experimentais foram testadas até se obter uma condicdo adequada para sua
deteccao.

A figura 11 mostra o cromatograma obtido da andlise em triplicata realizada para a

amostra padrao do 5S-HMF.
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Figura 11: Analise de S-HMF na amostra padrao realizada em triplicata

Novamente a confiabilidade da andlise ¢ obtida uma vez que as curvas estdo muito
proximas da sobreposi¢ao.
Os resultados do Fator de Resposta para as trés injecoes resultantes do cromatograma

da figura 11 estdo na tabela 9.

Tabela 9 : Valores obtidos para o calculo do Fator de Resposta

Amostras 1" Injecao 2% Injecdo 3* Injecao Média Desvio
padrio
5-HMF 2,45.10° 2,11.10° 2,01.10° 2,19.10° | 2,3.10”

De posse do valor médio do Fator de Resposta, a amostra ¢ injetada obtendo-se entdo
a concentracdao do 5-HMF presente.

Para a andlise da amostra retirou-se aliquotas de 1 mL e diluiu-se em balao
volumétrico de 10 mL.

Apo6s andlises dos agucares e S-HMF nos padrdes fez a analise das amostras de mel
diluido com diferentes °Brix, utilizando o mesma metodologia.

Uma amostra de mel diluido foi preparada a partir de 3,0804 g de mel em 25 mL de
solugdo, para posterior quantificacdo de glicose e frutose, a andlise em HPLC foi realizada em

triplicata obtendo-se os valores apresentados na tabela 10.



Tabela 10 : Valores obtidos para o célculo do Fator de Resposta para solugdo de mel diluido

Amostras 1* Injecao 2" Injecao 3? Injecao Média Desvio

Padrio
Frutose 0,05 g/mL 0,04 g/mL 0,05 g/mL 0,047 g/mL 0,0058
Glicose 0,04 g/mL 0,03 g/mL 0,04 g/mL 0,037 g/mL 0,0058

O cromatograma obtido para a triplicata estd presente na figura 12, o primeiro pico

refere-se a frutose e o segundo pico a glicose, mostrando assim que o mel utilizado tal como o

mel floral possui uma maior quantidade de frutose. De acordo com Moreira (2001)!"" os

teores médios de glicose e frutose encontrados em méis florais ¢ de 31% e 38%, sendo o

resultado expresso pela soma desses dois agucares que estdo em maior quantidade no mel

igual a 69%.
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Figura 12: Analise de frutose e glicose em amostra de mel diluido

Com os dados da quantificagdo dos acucares do mel, foi entdo realizado o calculo para

verificar se esta de acordo com a bibliografia encontrada em termos de percentual. Obtendo-

se a somatoria de glicose e frutose, o mel analisado acusou 68%, 38,05% de frutose e 29,95%

de glicose, estando de acordo com a bibliografia encontrada que referencia a frutose em maior

propor¢ao sendo a porcentagem da somatoéria igual a 69%, portanto tornando o método de

analise confiavel.




As amostras obtidas durante a fase experimental também foram submetidas a analise
de cromatografia uma vez que tinha sido realizada somente a medicao de °Brix. As médias do
Fator de resposta para a frutose, glicose e 5S-HMF, para as solugdes de mel diluido com 28,

26, 30 °Brix estdo esbocadas na tabela 11.

Tabela 11: Concentracdes de glicose, frutose e Hidroximetilfurfural (HMF) obtidos para as

amostras de diferentes °Brix e para uma solucdo padrao de mel diluido

Calculo da Espécies Média da Triplicata
Concentracao | Quantificadas | Mel | 28°Brix | 26°Brix | 30°Brix | 26°Brix | 30°Brix
diluido
Concentragdo
(g/mL) Frutose 0,047 | 0,096 0,087 0,104 0,045 0,088
Concentragao
(g/mL) Glicose 0,037 | 0,020 0,026 0,053 0,017 0,022
Concentragao
(mg/mL) HMF MLD* | 0421 | MLD* | MLD* | MLD* | MLD*

*MLD = menor que o limite de detec¢ao

Observa-se na tabela que o hidroximetilfurfural foi menor que o limite de detec¢ao do
aparelho, sendo relevante para o presente trabalho uma vez que o hidroximetilfurfural (HMF)

¢ uma molécula resultante da transformacao dos monossacarideos: frutose e glicose.

Quanto mais calor, mais rapida ¢ a conversdo, logo, o HMF passou a ser usado como
indicador de aquecimento, processamento inadequado ou mesmo adulteragdes em xaropes €
no mel. Além do calor, também o envelhecimento e o pH contribuem para a velocidade de
formacdo do HMF, sendo um motivo de apresentar-se em pequenas quantidades da amostra
de 28 °Brix a qual permaneceu em fermentagao por 3 meses.

Com estes resultados estimou-se o teor total de glicose e frutose consumidos em cada

uma das solugdes. Os resultados estdo presentes na tabela 12.
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Tabela 12 : Valores de massa residual (gramas) de acucares (glicose + frutose) obtidos por

refratometria na escala °Brix e em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Amostras Massa residual Massa residual por CLAE
(°Brix) por refratometria

28 61,64 51,04

26 89,73 71,19

30 88,26 98,91

26 58,84 39,06

30 80,61 69,30

Silva, Monteiro, Alcanfor, Assis e Asquiere (2008)1** possibilitaram a determina¢do de
solidos soltiiveis por °Brix, uma vez que realizaram um estudo comparativo de métodos para
determinagdo de agucares redutores e totais em mel ¢ dentre os métodos analisados o da
refratometria na escala °Brix demonstrou-se valido e confiavel. Assim no presente trabalho
fez-se uso desta técnica que ao ser comparada com outras ¢ uma técnica simples e de
resultados imediatos tornando-se uma ferramenta extremamente util para as industrias de

fabricag@o de bebidas fermentadas.

5.3 Comportamento cinético

Para o estudo do comportamento cinético utilizou-se o meio nutriente reportado na
tabela 5 do item materiais e métodos para o conjunto de frascos n° 1 e n° 2

Para o conjunto de frascos n° 2 os erlenmeyers contendo o meio nutriente sem
indculo foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C.

Um conjunto de frascos n° 3 utilizando o meio nutriente presente na tabela 6 do item
materiais ¢ métodos foi preparado para fins comparativos dos meios, porém este conjunto nao
sofreu esterilizacgao.

A cinética da producdo de CO, na fermentacao alcodlica do mel diluido, em ensaio em
batelada, mostrou que o conjunto de frascos n° 1 e 2 produziram o dobro de massa de CO, em
relacdo ao conjunto frascos n° 3, a partir de 4 horas de fermentacdo (figura 9). A fase lag ou
laténcia, ¢ a fase existente imediatamente apos a inoculagdo do meio com o microorganismo,

consiste em um periodo de adaptacdo, durante o qual a célula sintetiza as enzimas necessarias



ao metabolismo dos componentes presentes no meio, sua duragdo varia principalmente com a
concentracdo do indculo, com a idade do microorganismo e seu estado fisioldgico. Nesse
ensaio a fase lag foi de, aproximadamente, 2 horas para os trés conjuntos de frascos
investigados. Os conjuntos de frascos n° 1 e 2 ndo apresentaram diferenga significativa na
massa de CO, evoluida durante a fermentagao I

Um ensaio, paralelo foi feito objetivando quantificar a viabilidade das células de
levedura e sua concentracdo, durante a fermentacdo. O meio nutriente ¢ o apresentado na
tabela 5 do item materiais e métodos, a solugdo de mel diluido com 16°Brix foi transferida
para erlenmeyer de 125 mL, sendo submetido a esterilizacdo em autoclave somente o frasco
com posterior adi¢do da solug¢do. Aliquotas de 10 mL eram retiradas de hora em hora e,
imediatamente foi feita a analise microscopica. Os resultados estdo apresentados na tabela 13.
A viabilidade das células de levedura ficou em torno de 68,8% durante todo curso da
fermentagdo. De acordo com Ludwing e Angelis (2001)® a diminui¢do do pH, ocorre devido
a formagdo de acidos organicos, que ¢ intensificada com o aumento de floculagdo e causando

uma significativa queda no rendimento alcoodlico e viabilidade de leveduras.

Tabela 13 : Viabilidade celular em fun¢ao do tempo para solu¢do de 16°Brix

Tempo  Viabilidade pH ° Brix

(horas) (%)
1 72 4.4 16
2 75 4,1 15
3 82 4,7 14
4 73 3,3 13
5 70 3,0 11
6 87 2,9 10
7 84 2,9 9
8 56 2,9 9
9 69 2,9 6

No ensaio de fermentacdo alcoolica do mel diluido, realizados em triplicata, foram
investigados trés conjuntos de frascos, designados por conjunto n°l, n°2 e n°3. Sendo
apresentado nas tabelas 5 e 6 do item materiais e métodos a composicao do meio nutriente de
cada conjunto de frasco. Sendo que o conjunto de frascos n°2 foi submetido a esterilizacao.

Os valores de massa de CO, acumulados a mais nos conjuntos de frascos n° 1 e 2 em
relacdo ao conjnto n° 3, estdo representados na tabela 14.

Para cada concentragdo inicial de substrato investigada foi feito o grafico, em escala



semi-logaritmica, da massa de CO, evoluida versus tempo de fermentacdo, onde se obteve o
valor da taxa especifica de formagao de produto através da inclinagao da reta da que melhor

ajustou os dados experimentais da fase exponencial de formag¢ao de produto.

Tabela 14 : Massa acumulada de CO, liberada em gramas

Tempo Massa de CO,; liberada (acumulada) -
(h) gramas

Frascon®1 | Frascon®2 | Frascon®3
0 0 0,000 0,000
0,75 0,076 0,081 0,051
1,5 0,190 0,198 0,128
2,25 0,338 0,348 0,226
3 0,514 0,530 0,340
3,75 0,750 0,762 0,468
4,5 1,020 1,034 0,589
5,5 1,392 1,410 0,739
6,5 1,751 1,747 0,873
7.5 2,070 2,030 0,999
8,5 2,327 2,283 1,112
9,5 2,603 2,556 1,228
10,5 2,842 2,797 1,335
11,5 2,956 2,919 1,416
12,5 3,001 2,969 1,506
13,5 3,035 3,000 1,588

A fermentagdo de mel diluido por células de Saccharomyces cerevisiae nos frascos n
°] e n°2 sofreram aumento da velocidade de conversdo de substrato a etanol e CO,, em

relacdo a um sistema do frasco n° 3.
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Figura 13: Ensaio de cinética de fermentagdo para os ensaios com 16°Brix, expressando o

tempo de fermentacdo versus massa de CO, evoluida.

Observa-se na figura 13 que na fase inicial os frascos 1 e 2 possuem uma maior
velocidade de formacao de CO, quando comparado com o frasco 3. Isso, também, podera ser
observado nos tempos seqiientes, porém o frasco 3, em todos os tempos, continua aumentando
seu percentual em massa de CO, produzido (tabela 14) enquanto os frascos 1 e 2 comegam a
ter um patamar de constincia a partir da décima primeira hora de fermentagao, o que podera
ser observado na figura 13.

A figura 14 que mostra as fases de fermentacdo para o frasco 2, sendo possivel
observar que a fase que possui maior velocidade de fermentacao ¢ a fase 1 uma vez que a
massa de substrato presente ¢ a maxima, seguida das fases 2, 3 e 4 apresentando decréscimo

na velocidade decorrente da diminuicao da massa de substrato.
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Figura 14 : Ensaio de cinética de formacao de produto pela levedura. Tempo de fermentacao

versus massa de CO, evoluida em escala logaritmica natural.

Nas tabelas 15 e 16 pode-se verificar que as fases 1, 2, 3 e 4 para os frascos 1 € 2 ndo

apresentaram grandes diferengas na velocidade de fermentacao, € no percentual em massa de

didxido de carbono produzido. Assim, pode-se concluir que, esterilizando ou ndo o meio

nutriente, a velocidade de fermentacdo e o rendimento percentual, em massa, ndo sao

alterados.

Tabela 15 : Constante de velocidade da formacao de CO; nos frascos 1, 2, 3

Fases Constante de velocidade da fermentacio 10* / min
Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3
Fase 1 166,0 162,0 165,3
Fase 2 66,0 65,8 51,2
Fase 3 20,0 19,5 17,6
Fase 4 2,5 2,3 9.5




Tabela 16 : Percentual em massa de CO, formado nos frascos 1, 2, 3

Fases Percentual em massa
Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3
Fase 1 8,6 8,9 11
Fase 2 28,93 29 25
Fase 3 35,95 35 29
Fase 4 1,48 2,7 10,8

Observa-se, também, nas tabelas 15 e 16 que a constante cinética da fase trés em
relagdo a fase dois, ¢ aproximadamente, trés vezes menor em todos os frascos. Porém
observa-se que o melhor rendimento percentual em massa de dioxido de carbono produzido ¢
do frasco trés. Assim verifica-se que para a fase trés a velocidade de conversdo de substrato
em etanol ¢ menor, porém com maior rendimento em massa de produto.

A figura 15 mostra que a produgdo de CO, por células de Saccharomyces cerevisiae
nos ensaios com meio nutriente n°1 e n° 2, apos oito horas de fermentagao a producao de
dioxido de carbono chega aproximadamente ser 100 % mais acentuada que o frasco n° 3.
Isto continua sendo observado nos intervalos de tempos entre 7,5 — 11,5 horas, porém em
tempos subseqiientes e antecedentes o percentual ¢ menor, aproximadamente, 60% mas

mesmo assim observa-se uma grande diferenca em relagdo ao ensaio de n°3.

120

100 -

80 -

% CO,

60 - g
40

20 -

0,75 15 225 3 3,75 45 55 65 75 85 95 105115 125135

Tempo (horas)

m Frascon® 1 m Frascon® 2

Figura 15 : Valores de porcentagem em massa de CO, produzida a mais nos frascos n° 1 e n°

2 em relacdo aos de frascos n° 3.



5.4 Analise de solidos solaveis

Um estudo foi realizado com cromatografia para quantificagdo dos aglicares glicose e
frutose residuais ap6s a fermentagdo, uma vez que estes sistemas de fermentagdo haviam sido
investigadas somente com controle da massa evoluida de CO,. A massa de CO, evoluida era
obtida devido a constantemente monitoramento dos conjuntos de frascos n°1, n° 2 e n°3, mas
sem sofrerem alteragdes nos sistemas, como retiradas de amostras para acompanhamento de
solidos soluveis através do °Brix e reposicdo de substrato ou indculo, somente apds o
procedimento experimental aliquotas eram retiradas, centrifugadas e entdo analisadas através

da cromatografia, sendo assim possivel ter a massa residual de ac¢ticares na amostra.

Os dados cromatograficos nos forneceram resultados compativeis com a bibliografia
mostrando o consumo preferencial pela glicose do que pela frutose, este efeito ¢ chamado
diauxia. O efeito diauxia consiste no consumo preferencial de um substrato em relagdo a
outro, quando mais de um estao presentes no meio fermentativo, que € o caso da fermentacao
alcoolica com meios a base de sacarose. Este fato foi observado durante as analises feitas pela

CLAE nos frascos n° 1, n° 2 e n° 3, apresentados na tabela 17.

Tabela 17 : Valores obtidos para glicose, frutose e HMF no ensaio dos frascos n°l, n°2 ¢ n

(o} 3;
Substancias Concentracio
analisadas Frascon®1 | Frascon®?2 | Frascon®3 | Média para frasco n°3
MLD* MLD* 0,024 g/mL
MLD* MLD* 0,033 g/mL
Frut > 0,027 g/mL
rutose MLD* MLD* | 0,026g/mL el B
MLD* MLD* MLD*
Glicose MLD* MLD* MLD*
MLD* MLD* MLD*
MLD* MLD* MLD*
HME** 0,0018g/mL MLD* MLD*
MLD* MLD* MLD*

* = menor que o limite de deteccdo.
** = hidroximetilfurfural
Os resultados confirmam os valores obtidos em massa, durante a realiza¢do do estudo

cinético pela pesagem dos frascos, onde se verificava que os meios nutrientes dos conjuntos



de frascos n° 1, n° 2 sdo mais rapidos que o conjunto de frascos n° 3.

Durante a analise cromatografica os conjuntos de frascos n° 1 e n° 2 demonstraram
valores para glicose e frutose menor que o limite de detec¢do do equipamento ja o conjunto de
frascos n° 3 que utilizava um meio nutriente diferente dos outros dois, resultou em um meio
mais resistente a fermentagdo observando a existéncia de frutose residual, confirmando assim
o consumo preferencial pela glicose, tornando assim um método confidvel para analise da
cinética da fermentacao do mel diluido.

A verificagdo do HMF foi realizada uma vez que ndo ¢ permitida pela legislacdo a
presenga deste composto em bebidas alcodlicas, tornando o presente trabalho valido neste
aspecto, uma vez que em que os resultados apontam para valores menores que o limite de
detec¢do do equipamento.

As andlises cromatograficas obtidas permitiram verificar que os conjuntos de frascos n
° 1 e n° 2 ndo apresentaram picos correspondes a nenhum dos agtcares (glicose e frutose)
analisados, porém o conjunto de frascos n° 3 revela através do cromatograma (figura 16) que
houve o consumo de toda a glicose presente no meio, porém nao ocorrendo o consumo total
de frutose, confirmando assim que o meio nutriente utilizado para compor o conjunto de
frascos n° 3 ¢ mais lento e que quando ha dois substratos presentes na fermentagdo ha
consumo preferencial por um deles, neste caso a glicose apresentou-se mais susceptivel a

fermentacao.
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Figura 16 : Resultados obtidos para a triplicata do meio nutriente do frasco n° 3.



Os cromatogramas evidenciam nas figuras 14 e 15 o ndo apararecimento dos picos de
quantificacdo de glicose e frutose, porém na figura 13 obtido da analise do meio nutriente do
frasco n° 2, verifica-se os picos mostrando a existéncia de actcar residual apos o processo

fermetativo.

A presenca somente de frutose é aprecidvel pois esta passa mais lentamente para a
corrente sanguinea, sem necessitar a presenga de insulina num primeiro estadgio, sendo assim
um diferencial para pessoas com hipoglicemia reativa, pois pode evitar picos de altos e

baixos no teor de aguicar no sangue.

5.5 Comparativo : mel versus glicose

O ensaio realizado para comparar as cinéticas de fermentacdo do mel diluido e da
glicose pura ambas com 16 °Brix, forneceu resultados apresentados na tabela 18, que
mostram que a velocidade da fermentagdo, utilizando como meio, a glicose, ¢ mais eficiente
nas primeiras doze horas de fermentacdo figura 17, uma vez que a levedura pode sofrer
inibicdo pelo etanol produzido durante a fermentagdo e por outros componentes presentes no
mel KALENA. O mel contém compostos indesejaveis, tais como: sulfito, acidos organicos,
teor elevado de sais de calcio e magnésio, matéria em suspensao e outros.

Sendo assim, o emprego do mel se traduz em inibig¢do da fermentag¢do, menores teores
de etanol no vinho final, aumento da carga de solidos em suspensdo na fermentagdo e
floculacdao do fermento. A floculagdo leva ao acumulo de leveduras no fundo do recipiente
dificultando a conversdo dos aglcares em etanol. Apesar dos transtornos causados pela
floculacdo das leveduras devido a presenca de bactérias indutoras da floculagdo, ndo ha

métodos de controle industrial para caracterizacdo e monitoramento desses agentes.



Tabela 18 : Média da massa acumulada de CO, para cada ensaio sendo os mesmos realizados

em triplicata;

Média da massa
acumulada (gramas)
Tempo
(horas) Glicose Mel
0 0,000 0,000
0,75 0,083 0,060
1,5 0,114 0,070
2,25 0,149 0,086
3 0,180 0,099
3,75 0,321 0,123
4,5 0,458 0,146
5,25 0,578 0,164
6 0,820 0,190
6,75 1,079 0,227
7,5 1,347 0,253
8,25 1,588 0,292
9 1,771 0,332
9,75 1,969 0,385
10,5 2,099 0,435
11,25 2,219 0,509
12 2,334 0,570
22,33 3,067 1,409
25,5 3,227 1,816

Consegue-se perceber que nas doze primeiras horas a fermentagdo utilizando o mel
como fonte de energia ¢ mais lenta, uma vez que a massa de CO, evoluida em fun¢do do
tempo ¢ menor do que a massa de CO, desprendida dos erlenmeyers contendo glicose como
unica fonte de carbono.

Porém durante todo processo fermentativo observou-se que houve um aumento na
producao de CO, produzido nos frascos que utilizavam o mel como substrato da fermentagao
0 que ndo ocorre com a glicose pura que a partir de certo intervalo de tempo tem aumento na

massa de CO,, porém menor quando comparado com a glicose.
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Figura 17 : Valores de massa de CO, obtidas utilizando mel e glicose durante a fermentagao.

Portanto o mel pode ser utilizado como fonte de energia, mas terd um tempo de

fermentacdo maior que outro nas mesmas condigdes utilizando a glicose.



6. CONCLUSOES

. Fermentagdes alcoolicas com células de levedura Saccharomyces cerevisiae podem

ser utilizadas para obten¢ao de bebidas utilizando como meio de fermentagao o mel.

* Observa-se que durante a fermentacao alcodlica, a presenca do alcool etilico ocasiona

queda na viabilidade celular.

* Uma separagdo da biomassa adicional, visando a diminuicdo dos componentes que
acompanham as células de levedura, durante a fermentagao, ¢ uma operagdo necessaria, apos

a producdo da bebida, decorrente de turvacao devido a precipitacdo de biomassa.

* H4 o consumo preferencial pela glicose quando comparado com a frutose, sendo

possivel verificar a existéncia da diauxia;

* Durante as fermentagdes realizadas ndo houve a forma¢do de HMF, sendo, portanto os

meios utilizados no trabalho favoraveis para produ¢do de hidromel;

* Determinou-se que os meios de fermentacdo dependem de vérios fatores ndo somente
do meio nutriente ¢ do microorganismo, ficando dificil estimar-se um tempo limite para a

finalizagdo da fermentagdo sem reabastecimento do meio por microorganismo;

- Em fermentacdo alcoodlica, a velocidade de producdo de CO,, por células de
Saccharomyces cerevisiae, utilizando o mel ¢ mais lento quando comparado com glicose
durante as doze primeiras horas. Isto decorrente, provavelmente, devido a componentes

inibitorios contidos no mel.

- A velocidade de conversdao do substrato em CO, foi praticamente igual nos conjuntos
de frascos n°l e n°2 durante a fase exponencial da fermentacdo ressaltando que ndo ha
alteracdes considerdaveis em meios submetidos a esterilizagdo ou ndo. O meio nutriente do
conjunto de frascos n°3, especifico para producao de hidromel, se mostrou mais lento que os
outros dois conjuntos devido apresentarem um meio nutriente mais pobre em sais que 0S

outros conjuntos.
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