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ANEXO I



RESUMO

O mel € um produto natural, ao qual sdo reconheqgulapriedades fisicas e
quimicas que contribuem para a sua actividade d¢icdd No entanto, o mel
actualmente, € comercializado a precos reduzidweando-se imperioso encontrar
alternativas que viabilizem as exploracdes apicotasonais. Uma destas alternativas
passa pela producao de hidromel.

Apesar das excelentes propriedades do mel, a giodde hidromel enfrenta
alguns problemas, nomeadamente, atrasos e amuoderdentacdo, falta de
uniformidade do produto e producdo de compostofgspkeveduras, com aroma
desagradavel. Estes problemas podem estar assoe@i@adacto das leveduras utilizadas
na fermentacdo serem leveduras enoldgicas queayelorente, ndo estdo adaptadas as
condicOes dstressdo mel.

Este trabalho teve como objectivos a caracterizad@omel da regidao de
Tras-os-Montes (Nordeste de Portugal), a selecedewiduras isoladas de mel para a
producao de hidromel e a optimizacéao das condidégsoducao de hidromel.

A primeira parte do trabalho consistiu na carazé&do do mel utilizado na
producdo de hidromel. O mel analisado mostrou serpwoduto de qualidade, que
cumpria os parametros estabelecidos na legislandoguesa.

Na segunda parte avaliou-se a capacidade de astdpeSaccharomyces
cerevisiaeisoladas de mel portugués para produzir hidrofata tal, cinco estirpes
isoladas de mel, uma estirpe de referéncia e urgpeasomercial, utilizada em
enologia, foram avaliadas e comparadas em termasi@aesisténcia ao sulfuroso, ao
etanol, estressosmotico. Todas as estirpes exibiram um comportgoreemelhante as
condicOes dstressestudadas.

Destas estirpes foram seleccionadas a comerca¢a@oriamente, duas estirpes
isoladas de mel para a producdo de hidromel. As dsdirpes foram submetidas a
fermentacdes com dois méis diferentes (um clarmmeescuro) enriquecidos com dois
suplementos (1: comercial; 2: desenvolvido pelapegde investigacdo). Para avaliar o
desempenho das fermenta¢des determinou-se o cezgoinm levedura e a producao de
etanol, glicerol e acido acético. As estirpesSaecharomyces cerevisignladas de
mel mostraram ser apropriadas para a producaoddenmel. No entanto, € necessario
ter em consideracdo as caracteristicas do mel e sdpkmentos utilizados na

formulacéo do meio de fermentagao.



Palavras-chave:Caracterizacdo do mel, hidrom&laccharomyces cerevisjageleccao

de estirpes, fermentacao, condicOestdess



ABSTRACT

Honey is a natural product with recognized physaradl chemical properties,
which contribute to its biological activity. Howavenoney is currently being sold at
low prices, making it imperative to find alternas/to make apiculture a viable national
enterprise. One of these alternatives could be meztlction.

Despite the excellent properties of honey, meaddymtion faces several
problems, namely, delays and “pouts” fermentatitexsk of uniformity of the product
and production of offtavours by the yeasts. These problems can be usuallgiatew
with the fact, the yeast used in fermentation aasy wine, which probably will not be
adapted to thetressof honey.

The main objectives of this work were the charazé¢ion of Tras-os-Montes
(Northeast Portugal) honey, the selection of yeastéated from honey for mead
production and the optimization of conditions fogad production.

The first part of the work consisted in the chagdzation of honey used in the
mead production. The analysed honey has shown ® dpgality product that met the
parameters established in Portuguese legislation.

In the second part, the ability 8accharomyces cerevisiagains isolated from
Portuguese honey to produce mead was evaluatefiv&astrains isolated from honey,
a reference strain and a commercial strain usedemology, were evaluated and
compared in terms of their resistance to ethamdphsir dioxide and osmotitress All
strains exhibited similar behaviour to the condis@fstressstudied.

Of these strains, for mead production it were getbtwo strains isolated from
honey (randomly) and the commercial one. The thstrains were subjected to
fermentations with two different honeys (a lightdaam dark honeys) enriched with two
supplements (1: commercial; 2: developed by rebe#ine team). To evaluate the
fermentation performance it was determined the tygemwvth and the production of
ethanol, glycerol and acetic acid. TBaccharomyces cerevisiag&rains isolated from
honey had shown to be appropriate for mead promluctiowever, it is necessary to
have into account the characteristics of the hoamy supplements used in the

fermentation medium formulation.



Keywords: Honey characterization, meaflaccharomyces cerevisjagrain selection,
fermentationstressfactors.
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CAPITULO |

Introducéao



1.1. INTRODUCAO GERAL AO TEMA

O mel é um produto natural utilizado desde os pmitie§ da humanidade na
medicina tradicional, tendo adquirido popularidadére os Egipcios, Arabes, Gregos e
outras civilizagdes.

Este produto é consumido em larga escala no muridoba e desempenha um
papel importante na dieta humana, sendo tambémadid nas industrias alimentar,
farmacéutica, e de cosméticos.

Ao nivel da agricultura Portuguesa, o mel é um pimdlimentar de grande
relevancia, envolvendo mais de 26000 apicultor@s, em valor de producdo na ordem
das 11000 toneladas por ano.

A apicultura apresenta-se, nesta regido, como wtiddade que € necessario
incentivar quer pela producdo de mel de qualidammstituindo uma fonte de
rendimento da populacéo de Tras-os-Montes, quargelducdo de outros produtos da
colmeia e de derivados do mel.

Na regido de Tras-os-Montes, associada a congtamacao dos apicultores e a
grande qualidade do mel atingida ao nivel da préoluextraccdo e comercializagao ja
existem quatro Associa¢cdes com Denominacéo de @r{B€©P) para o seu mel:

» Associacdo dos Apicultores do Parque Natural det&samho;

= Cooperativa de Produtores de Mel da Terra Quente;

= CAPOLIB — Agrupamento de Apicultores de “Mel do Re0”;

= MONTIMEL — Cooperativa dos Apicultores do Alto Tagze

Outras associacdes e cooperativas efectuam framelt®ramentos de forma a
obter a mesma designacéao.

A actividade apicola nesta regido é dinamica erdrex@se em franca expansao,
porém o mel nacional de qualidade sofre uma fatearréncia de paises Asiaticos e
da América do Sul, onde os custos de producéo egi@enciaveis e é comercializado
abaixo destes custos. Assim, torna-se urgente izxatoro mel nacional e,
simultaneamente, encontrar alternativas para o aesmoto deste produto. Estas
alternativas podem passar pela producao de hidrateeforma a que os apicultores
consigam superar as dificuldades financeiras qagedsam na actualidade. No entanto,
este produto apesar de ser uma das bebidas a&dhiais antigas, continua a ser

produzido de uma forma empirica e artesanal, degdarae o apicultor com inGmeros



problemas durante a fermentacdo. Para obviar e8iac&o, torna-se imperioso

optimizar as condi¢cdes de producéo desta bebida.

O presente trabalho teve como objectivos:

Caracterizacdo fisico-quimica e polinica do mel rdgido de Tras-os-
Montes;

Caracterizacao de leveduras utilizadas na proddedmdromel;
Contribuicdo para a optimizacédo das condi¢cOes daugéo de hidromel em

cultura descontinua.



1.2. CARACTERIZACAO DO MEL

1.2.1. Definicéo

De acordo com o Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Swtenentende-se por mel
a “substancia acucarada natural produzida pelabeasbela espécidpis melliferaa
partir do néctar de plantas ou das secrecdes pemtes de partes vivas das plantas ou
de excrec¢Oes de insectos sugadores de plantagcgoedobre partes vivas das plantas,
que as abelhas recolhem, transformam por combinegéo substancias especificas
proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixaradurecer nos favos da
colmeia”.

Segundo o mesmo diploma, os principais tipos de poelem ser divididos
consoante a origem e consoante o modo de produgdae apresentacdo. Consoante a
origem existe mel de néctar ou mel de flores, “oiido a partir do néctar das plantas”,
e mel de melada, “mel obtido principalmente a padiexcrecdes de insectos sugadores
de plantas(hemiptera)que ficam sobre as partes vivas das plantas oleclecdes
provenientes de partes vivas das plantas”. De acooch 0 modo de producdo ou de
apresentacao o mel pode ser classificado em méhews, mel com pedacos de favos,

mel escorrido, mel centrifugado, mel prensado olfiftr@ado.

1.2.2. Composicao e propriedades fisico-quimicas

A composicdo do mel é variavel e depende da fdatel fusada na recolha do
néctar, do clima, das condigbes ambientais e sazdmam como do manuseamento e
do processamento (Anklam, 1998; Al-Mamaey al, 2002; Azeredoet al, 2003;
Arrdez-Romaret al, 2006; Baltrusaitytet al, 2007; Kiuguket al, 2007).

O mel contém cerca de 200 substancias (Al-Maratg}, 2002; Arrdez-Roman
et al, 2006; Kucuket al, 2007), sendo as principais, os hidratos de carbenas
secundarias, 0s minerais, proteinas, vitaminaglosp acidos orgéanicos, aminoacidos
(Finola et al, 2007), compostos fendlicos (flavonoides e acigoslicos), enzimas e
outros fitoquimicos (Bertoncedit al,, 2007).

A qualidade do mel é determinada pelas suas pdgulés sensoriais, fisicas e

guimicas. As suas propriedades fisicas e quimiepsralem do néctar e pdlen da fonte



floral, da cor, do aroma, da humidade e do conteid@roteinas e acucares (Azeredo
et al, 2003).

Estas propriedades sédo avaliadas através de pavarestabelecidos na Norma
do Codex Alimentarius (Anonimo, 2001) e no Decretd-214/2003 de 18 de
Setembro, e incluem pH, teor de agua, teor de agsicadutores, teor de sacarose, teor
de matérias insolUveis na agua, teor de mineraigjutividade eléctrica, teor de cinzas,

acidez, teor de hidroximetilfurfural (HMF) e indid&astasico.

1.2.2.1. Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono sao os constituintes maimst do mel. Correspondem a
cerca de 95 a 99% da matéria seca (Olaitaal, 2007), e sdo essencialmente a frutose
(38,4%), a glucose (30,3%) e a sacarose (1,3%l)indue Fritz, 2005). Os outros
hidratos de carbono constituem cerca de 12% (lrkn Fritz, 2005), e incluem
dissacarideos, como maltose e isomaltose, trigdacar e tetrassacarideos (Anklam,
1998).

Os acucares redutores, glucose e frutose, sdmestamtes maioritarios do mel
(Kucguk et al, 2007), sendo o teor minimo permitido na legistggartuguesa 60g/100g
de mel. A proporcdo de frutose em relacdo a gluclegende bastante da fonte de
néctar (Anklam, 1998), sendo, geralmente, 1,2/progorcédo de frutose/glucose (de
Rodriguezet al, 2004). Esta propor¢édo pode influenciar tanfaweour do mel, pois a
frutose € mais doce que a glucose, como a sualgcdioy uma vez que a glucose é
menos soluvel em agua que a frutose. Assim, os uow#s razbes frutose/glucose
superiores permanecem liquidos durante periodosresa{de Rodrigueet al, 2004;
Finolaet al, 2007).

Um conteudo elevado de sacarose aparente no melgugmificar uma recolha
prematura, ja que a sacarose ainda nao foi totédntkesociada em glucose e frutose,
pela accdo da enzima invertase, secretada pel#fsasbhlcuiket al, 2007). Pode
indicar, ainda, uma adulteragdo do mel (Sedrél, 2007). Para este parametro, o valor

maximo permitido no mel é 5%, podendo existir exéeg para alguns tipos de mel.

1.2.2.2. Agua
A agua é o segundo componente mais importante tloAreetividade da agua
do mel varia entre 0,5 e 0,6 (lurlina e Fritz, 2005



O contetdo de agua do mel depende de véarios factoweno por exemplo, da
época de colheita, do grau de maturacdo alcangadolmeia e de factores climéticos
(Finola et al, 2007). Este parametro vai influenciar uma dagnedades fisicas do
mel, a viscosidade (Olaitat al, 2007).

De acordo com a legislacdo portuguesa (Decreto21ei/2003 de 18 de
Setembro) o limite maximo de 4gua no mel é 20%. & com um contelddo de agua
excessivo pode apresentar dificuldades na preseaarmazenamento (Olaitahal,
2007). De facto, este factor contribui para a eafable do mel prevenindo a sua

fermentacao e granulacdo durante o armazenameugoikkt al, 2007).

1.2.2.3. Acidos organicos

Os acidos organicos constituem cerca de 0,57% dp enacluem o acido
gluconico, que € um produto resultante da digest@ammatica da glucose (Olaita
al., 2007). Foram ainda identificados os acidos padivimalico, citrico, succinico e
fumarico. Os &cidos organicos sdo 0s responsaedisguidez do mel e contribuem
consideravelmente para o seu sabor caracterigtiddgm, 1998).

Valores de acidez abaixo do limite maximo estaleéde&0 miliequivalentes de
acidos por 1000 gramas de mel, indicam a auséreideinentacdes indesejaveis
(Finolaet al, 2007), pois a presenca de leveduras xerotolergude ser responséavel
pelo aumento da sua acidez (de Rodrigaied., 2004).

Os meis multiflorais apresentam valores de aciaderiores (Kicuket al,
2007). De facto, o tipo floral (Kucidt al, 2007) e a época de colheita (de Rodrigiez
al., 2004) do mel, sdo dois factores que influenciarcidez do mel. Finolat al.
(2007) verificaram uma relagéo inversa entre aeacliire e o teor de cinzas do mel.
Estes autores explicaram esta relacdo considergndoum teor de minerais mais
elevado corresponde a uma maior fraccao de acadios&zados presentes.

O pH do mel varia entre 3,4 e 6,1 com um valor méi 3,9 (lurlina e Fritz,
2005), no entanto, este parametro ndo esta direatanmelacionado com a acidez livre
devido a accdo tampéo dos acidos e minerais pessant mel (de Rodriguest al,
2004).



1.2.2.4. Minerais

Os minerais estao presentes em pequenas quantitadesl, e o seu conteudo
varia entre 0,04% nos méis claros e 0,2% em alguis escuros (Anklam, 1998). O
potassio € o mais abundante (Anklam, 1998; Olataal, 2007), mas encontram-se
outros minerais, como calcio, cobre, ferro, mangané&sforo (Olaitaret al, 2007). O
contetdo em minerais do mel pode fornecer indicag@erca da poluicdo ambiental ou

da origem geografica do mel (Anklam, 1998).

1.2.2.5. Cinzas

O mel normalmente, apresenta um baixo teor de sinzagual depende do
material recolhido pelas abelhas durante a reat¢haéctar e melada (de Rodrigetz
al., 2004). Os valores obtidos para este parametém estacionados com o teor em
minerais do mel. Uma disperséo elevada do teoindag entre amostras de mel, pode
indicar que o processo de recolha e/ou as técnitlamadas pelos produtores ndo sao
uniformes (Finolaet al, 2007). Os méis de cor clara tém, normalmente eon de
cinzas mais baixo que os méis de cor escura (Fatah 2007).

1.2.2.6. Compostos azotados

O conteudo de proteinas do mel €, aproximadame8 QAnklam, 1998;
lurlina e Fritz, 2005), provenientes das abelhdasplantas. Uma pequena frac¢ao das
proteinas sdo enzimas, nas quais se incluem ataseerdiastase, glucose oxidase,
catalase (Anklam, 1998)-glucosidasep-glucosidase e amilase (Wat al, 2008).
Assim, a actividade enziméatica pode indicar a exposdo mel ao calor durante o
processamento e armazenamento. Esta varia bastanteamostras de mel porque as
abelhas adicionam ao mel diferentes quantidadesatiea, consoante as condi¢oes
climaticas (Anklam, 1998).

O contetdo de azoto do mel é reduzido e varia i@staendo o valor médio
cerca de 0,04% (Anklam, 1998). Os compostos nitrades sdo essencialmente
alcaloides, derivados da clorofila, aminoacidosménas (Al-Mamaryet al, 2002).
Relativamente aos aminoéacidos, a prolina € domegnards também ja se identificou
arginina, triptofano e cisteina, cuja presencaracteristica em alguns tipos de mel
(Anklam, 1998). A andlise do perfil de aminoaciéasais adequada para a deteccao da
origem boténica e geografica do mel do que a coiggoproteica (Anklam, 1998).



O indice diastasico e o teor em HMF sdo paraméidisadores da frescura do
mel (de Rodrigueet al, 2004; Kucuket al, 2007). Os limites estabelecidos para estes
dois parametros sdo um minimo de 8, para o indagtasico e um maximo de 40
mg/kg, para o HMF. O HMF pode ser formado peladtasicdo da hexose em meio
acido ou pelas reaccdes de Maillard. O aquecimenéotemperatura e duracdo do
armazenamento podem aumentar o nivel de HMF. Undenelevada qualidade devera
ter um indice diastasico elevado e um teor de Hilkdo(Kicuket al, 2007). O indice
diastasico esta intimamente relacionado com onretiéo térmico do mel, ndo sendo

um parametro adequado para detectar a sua origekiafA, 1998).

1.2.2.7. Compostos volateis

Os compostos volateis do mel sado responsaveissgelffavour caracteristico
(Finolaet al, 2007). Muitos destes compostos provém do néemffldres, e ja foram
identificados mais de 300, incluindo &cidos, alspaietonas, aldeidos, terpenos e
ésteres (Castro-Vazquetal, 2009).

A presenca destes compostos pode fornecer infoesaeferca da origem
botanica do mel, e se foi produzido pelas abelhparar do néctar das flores ou de

exsudados secretados pelas plantas ou insectog(iest al, 2009).

1.2.2.8. Compostos fendlicos

O mel contém, ainda, uma enorme variedade de cdogofendlicos
(flavondides e acidos fendlicos), como constitigrgecundarios.

Os principais flavonéides presentes no mel pertaraes grupos das flavanonas
e flavonas (Anklam, 1998). Os principais flavon&igeesentes no mel sao miricetina,
tricetina, quercetina, hesperatina, luteolina, gq&enol, pinocembrina, crisina,
pinobanksina, genkvanina e galangina (Anklam, 1¥2et al.,2004; BaltruSaityi et
al., 2007; Bertoncelgt al, 2007). Foram ainda detectados os flavondides pizeite,
quercetina 3',3’-dimetil éter, quercetina 7,3'-dtihéter (Arraez-Romaet al, 2006), e
naringenina e apigenina (Estevinebal, 2008). Para meéis de determinadas origens
botanicas (mel de urze, mel de citrinos, mel desgol, etc.) é possivel determinar
padrées de flavonoides caracteristicos, que podgmsados na determinacdo da sua

origem geografica (Anklam, 1998).



Relativamente, aos &cidos fendlicos foram idemiifas como dominantes os
acidos galico ep-cumarico, e como constituintes minoritarios osdasi cafeico,
ferrdlico, elagico e clorogénico, siringico, vaodlj cinamico ep-hidroxibenzoico
(Baltrusaityt et al, 2007; Bertoncelgt al, 2007; Estevinhet al, 2008).

Os méis de urze podem ainda, caracterizar-se petem;a de concentracdes
elevadas de &cido benzodico, acido fenilacéticajcdonandelico e &cidg-fenilactico
(Anklam, 1998).

1.2.2.9. Outros compostos

No mel foram também identificadas vitaminas C,i8nfina) e do complexo B2,
como riboflavina, &cido nicotinico e &cido pantatér(Olaitanet al, 2007).

O teor de matérias insolUveis na agua € um métogoriante para detectar
impurezas do mel, as quais ndo podem exceder amo@ermitido pela legislacédo, de
0,1g/100g de mel.

A condutividade eléctrica do mel esta directamergéacionada com a
concentracdo de sais minerais, acidos organicosoteipas, podendo ser util para
seleccionar méis de diferentes origens florais (f&acgneet al, 2007). O valor maximo
admitido é 0,8 mS/cm. Alguns autores ja referiraste uma correlacao linear entre a

determinacao das cinzas e condutividade elécticquaroneet al, 2007).

1.2.2.10. Cor

A cor do mel, alem dflavour e aroma, € uma das caracteristicas que permite
identificar a sua origem floral, e pode variar aeaeelo palido a ambar, e de ambar
vermelho escuro até quase preto (Bertoratedj, 2007).

A cor do mel esta relacionada com o seu conteddanérarais e compostos
fendlicos e é caracteristica da origem botanicat¢Beeljet al, 2007; BaltruSaityt et
al., 2007; Finolaet al, 2007). Pode ainda variar com a idade e as coeslicle
armazenamento, mas a transparéncia ou claridadgndepla quantidade de particulas
suspensas, como o polen (Olaitral, 2007).

Durante o armazenamento pode ocorrer 0 escure@numtmel devido a
reaccOes Maillard, caramelizacdo da frutose e éescde poliendis, sendo o grau de
escurecimento dependente da temperatura e/ou téenpomazenamento (Bertoncel|
al., 2007).



1.2.2.11. Espectro polinico

A analise polinica do mel tem como objectivo idécdr a sua origem botanica,
e, em alguns casos, a sua origem geografica, pEseanca tem origem apenas numa
Gnica fonte floral.

O termo mel “monofloral” € usado para descrever pnetluzido principalmente
a partir de uma espécie de planta. Geralmente| pan& ser considerado monofloral de
um poélen tem que possuir, pelo menos 45% dessa.@dteentanto, esta percentagem
nao é valida quando uma fonte floral conduz a mémien um conteddo em gréos de
pdélen maior ou menor que a média. Por exemplo,lalmeastanha necessita de possuir
pelo menos 90% de pdlen @astanegpara ser monofloral (Anklam, 1998), mas o mel
de lavandula para ser considerado monofloral, séssita de apresentar 15% de graos

de polen da espédiavandulasp. (Russo-Almeida e Paiva, 1996; Maial, 2003).

1.3. MICROBIOTA DO MEL

A qualidade do mel ndo é sé influenciada pelasr@dades fisicas e quimicas
mas também pelos microrganismos presentes. A seéneia de microrganismos no
mel é influenciada pelo tipo de mel e pelo seu tleodgua. O baixo teor de agua deste
produto inibe o crescimento bacteriano. Os fungms geralmente, mais tolerantes que
as bactérias ao elevado efeito osmaético (Olaganal, 2007). As propriedades
intrinsecas do mel afectam o crescimento e a sw@r@ia dos microrganismos por
accao bacteriostatica ou bactericida e, particidate) o pH baixo e o elevado teor de
acucares do mel previne o crescimento de muitogsong@anismos (lurlina e Fritz,
2005). Consequentemente, espera-se que o mel bhanten pequeno nimero e uma
variedade limitada de microrganismos.

De acordo com Snowdon e Cliver (1996) estes miarosgnos podem ser
divididos em trés categorias: (1) microrganismos g@io encontrados normalmente no
mel (certas estirpes de leveduras e bactérias @mras de esporos); (2)
microrganismos indicadores da qualidade sanitata comercial (coliformes ou
leveduras); e (3) microrganismos que em determmadtandicbes (por exemplo,
germinacdo e crescimento num produto ndo tratadoid@mente), podem causar

doengas.
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As fontes de microrganismos no mel podem ser @icesdas em primarias e
secundarias. As fontes primarias de contaminac&wmbiana incluem o pdlen, o tracto
digestivo das abelhas, o p0d, o ar, a sujidadefleras (Snowdon e Cliver, 1996; Olaitan
et al, 2007). Os microrganismos encontrados na colméapsincipalmente bactérias
(Bacillus, Micrococcul leveduras $accharomycespp.) e boloresAspergillug na
forma esporulada, e provém das abelhas, das nsaptimas (néctar) ou de fontes
externas. No entanto, verifica-se uma discrepaeiege 0s microrganismos associados
as abelhas e os encontrados no mel. Isto suger@sju@crorganismos introduzidos
pelas abelhas ndo sobrevivem no mel e que ha marsmos presentes no mel que
tém origem noutras fontes de contaminacao. Por eiem solo e as flores podem ser
fontes de contaminacao de leveduras no mel (Snowddiver, 1996).

As fontes secundarias de contaminacdo microbianen@losdo o homem, as
embalagens e equipamento, o vento, a sujidade)sestos, os animais e a agua. As
possiveis vias de transmissao dos microrganismasopanel incluem o ar (nas casas do
mel ou durante o embalamento), os manipuladoremf{eecdes na pele e contaminacéo
fecal), a contaminacdo cruzada (dos animais ou@#ufps animais) e 0 equipamento
(incluindo residuos de alimentos e agua) (SnowddBliver, 1996). A presenca de
microrganismos na forma vegetativa, como n&do evidem capacidade de sobreviver
no mel, sdo indicadores de contaminacdo recentmaopor uma fonte secundaria
(Snowdon e Cliver, 1996).

As fontes priméarias de contaminacdo sdo muito e@lfficle controlar, mas as
fontes secundarias podem ser controladas com umect higienizacdo e com boas
praticas de fabrico.

Os principais microrganismos encontrados no mel lsdlores, leveduras e
bactérias na forma esporulada (Snowdon e Clived6)190s bolores normalmente,
encontrados no mel pertencem aos généasicillium, Mucor e Aspergillus Estes
microrganismos podem sobreviver mas nao se repeoduno mel, por iSso contagens
elevadas, nomeadamente, de estirpeBattsya alveiAcosphaera apig® Acosphaera
major podem indicar uma contaminacao recente pelo aneb® recolha da abelha,
colmeia ou equipamento de processamento (SnowdGhiver, 1996; Finolaet al,
2007).

As leveduras podem crescer em condi¢cdes de baixe p&b sdo inibidas pela
sacarose, assim a presenca de leveduras osmofitcaml € um problema pois o seu

crescimento apenas esta limitado pela quantidadeagle disponivel. Algumas
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condicOes, tais como o aumento da humidade, tetoupanaoderada, granulagcdo, uma
contagem elevada de leveduras e a presenca de eraato fomentam a fermentacéo
do mel (Snowdon e Cliver, 1996). As principais kwes encontradas no mel
pertencem ao génef@accharomycesio entanto, foram ja detectadas pertencentes aos
génerosDebaromyces, Hansenula, Lipomyces, Pichia, Schizhsaomyces, Torula,
Zygasaccharomycesentre outros (Snowdon e Cliver, 1996). Os estusiolsre a
quantificacdo de leveduras no mel sdo escassosentento Rallet al. (2003)
verificaram uma incidéncia de 64% de bolores edakees em méis obtidos no estado de
S&o Paulo no Brasil. Finolat al. (2007) verificaram que a contagem destes
microrganismos em méis da Argentina central ereriof a 10 UFC/g. Os méis com
uma contagem elevada de leveduras, devido a ocarée fermentacdes, ndo devem
ser comercializados. De facto, as leveduras utilipa acicares do mel, com producao
de acido, gas e outros produtos, o que torna emmpebprio para consumo.
Contrariamente aos bolores e leveduras, as bactgoidem sobreviver no mel
mas é pouco provavel que se reproduzam (Snowdoriver,C1996). As formas
vegetativas de bactérias patogénicas ainda namfdetectadas no mel, e como as
bactérias ndo se replicam no mel, uma contagenaddede bactérias vegetativas €
indicadora de contaminacéo recente por uma fordensi@ria (lurlina e Fritz, 2005).
Alguns dos microrganismos associados ao mel inclBanillus, Clostridium E. coli,
EnterobacterKlebsiella Proteus entre outros., e muitos destes ja foram detestado
mel (lurlina e Fritz, 2005). Os esporos bacteriapasticularmente os pertencentes aos
géneroBacillus e Clostridiumsao habitualmente os mais comuns no mel (Fieb&.
2007). Relativamente, ao géndacillus as espécies mais frequentes BaoereusB.
megaterium B. pumilus e B. coagulans(Lopez e Alippi, 2009). A caracterizagcao
microbiolégica de meéis da Argentina de diferentesv@niéncias, por lurlina e Fritz
(2005), revelou a presenca Bacillus cereusBacillus pumiluse Bacillus laterosporus
sendo a distribuicdo destes semelhante para nmisrciais e de apiario. Os esporos de
Clostrium sulfito-redutoresno mel sdo indicadores de contaminagcdo ou poluitas,
normalmente estdo presentes em niveis baixos éenill, 2007). O consumo de mel
contaminado con€. botulinumé especialmente perigoso para bebés e crianca® [@oi
causa de botulismo infantil. Recentemente a presdesta bactéria tem sido referido
por alguns autores. Finoé al. (2007) detectaram a presenca de esporos de diostri
sulfito-redutores em 70% das amostras de mel ada$s enquanto as amostras

analisadas por lurlina e Fritz (2005) ndo revelaeapresenca destes microrganismos.
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Kapldlt et al. (2006) num estudo sobre a incidéncia de espor@s tetulinumem mel
da Turquia verificou que o mel vendido nos mercadis Ankara estava

significativamente contaminado com este microrganis

1.4. PROPRIEDADES BIOACTIVAS DO MEL

O mel, como quase todos os produtos naturais, depdn da sua origem, pode
ter uma grande diversidade de compostos terap8uttam efeito, a fonte floral do mel
desempenha um papel fundamental nas suas propgetanlogicas (Basualdet al,
2007). As caracteristicas particulares do mel desera multiplicidade de compostos
secundarios que provém do néctar e das propridsaabas quais lhe conferem o seu
aroma dlavour especificos e a sua actividade biolégica (€osil, 2004).

O mel contém uma grande variedade de compostofides@ representa uma
boa fonte de antioxidantes, o que o torna um boitivadalimentar antioxidante e

potencia o seu uso a nivel medicinal (Al-Mametral, 2002; Klcuket al, 2007).

1.4.1. Actividade antioxidante

Os radicais livres de oxigénio ou, de um modo rgaisl, as espécies reactivas
de oxigénio (ROS) sdo produtos normais do metaholiselular, sendo o seu efeito
nocivo, designado patressoxidativo (Valkoet al, 2007). As ROS sao responsaveis
por varias anomalias celulares e o consumo regi@antioxidantes parece limitar ou
prevenir os efeitos nefastos provocados por eathsais livres (Kaur e Geetha, 2006).
A manutencé&o do equilibro entre a producéo de azlitvres e as defesas antioxidantes
€ uma condicao essencial para o funcionamento holom@ganismo.

Um antioxidante € qualquer substancia que, quandsepte em baixas
concentragbes, quando comparadas com o substrat@avek atrasam
significativamente ou previnem a oxidacao dessemuesubstrato (Al-Mamargt al,
2002).

O mel é uma fonte natural de antioxidantes, ossqg&o efectivos na reducéo do
risco de doenga coronaria, cancro, cataratas,edifes processos inflamatorios, entre
outras patologias. Pode ainda, prevenir reaccOedatoyxas de deterioracdo nos

alimentos como a acastanhamento enzimatico desfrutgegetais, a oxidacao lipidica
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da carne (Arraez-Roméat al, 2006), e inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos e de deterioracdo de alimentos (Besljcgtcal, 2007).

O mel é um produto alimentar rico tanto em antiartds enzimaticos (glucose
oxidase e catalase) como nao enzimaticos (acidortaso, flavondides, acidos
fendlicos, derivados de carotenoides, acidos ocgéniprodutos das reaccbes de
Maillard, aminoacidos e proteinas) (Meataal, 2005; BaltruSaityt et al, 2007).

Recentemente, tém sido publicados inUmeros estadbee a avaliacdo da
actividade antioxidante do mel (Taormigigal, 2001; Al-Mamaryet al, 2002; Medaet
al., 2005; Baltrusaityt et al, 2007; Bertonceljet al, 2007; Kucuket al, 2007;
Estevinhoet al, 2008; Alet al, 2009), a qual esta fortemente correlacionada com
conteudo em compostos fendlicos e consequenteroenmtea sua origem botanica (Al-
Mamaryet al, 2002; Bertoncelgt al, 2007). De facto, verifica-se uma forte correlacéo
entre a actividade antioxidante e a cor do meltbddunvestigadores verificaram que 0s
méis de cor escura apresentam um teor em compdstadicos superior e
consequentemente, uma maior actividade antioxidgi@ormina et al, 2001;
Bertonceljet al, 2007; Estevinhet al, 2008; Alet al, 2009). A cor escura reflecte, em
parte, o conteiddo em pigmentos como 0s carotenéidiesondides, muitos dos quais
possuem propriedades antioxidantes (Taornghal, 2001). Aljadi e Kamaruddin
(2004) verificaram existir uma correlacéo significa entre o teor de agua do mel e a
sua actividade antioxidante, uma vez que o métgamas reflecte a actividade dos

antioxidantes sollveis em agua.

1.4.2. Actividade antimicrobiana

O mel tem sido usado como medicamento durante reghde anos para o
tratamento de doencas respiratorias, infecgBesogasstinais, queimaduras, feridas
infectadas e Ulceras (Mukt al, 2004; Kiguket al, 2007; Basualdet al, 2007). As
suas caracteristicas fisicas e quimicas conferenptpriedades uUnicas como um
efectivo agente antimicrobiano.

Estudos sobre actividade antibacteriana do melvi@éaio a ser desenvolvidos
por muitos investigadores, nomeadamente contragg@atoos resistentes a antibidticos
(Nzeako e Hamdi, 2000; Kumat al, 2005), contra bactérias patogénicas envolvidas
em algumas doencas (Muét al, 2004; Lusbyet al, 2005; Basualdet al, 2007),
contra bactérias alimentares patogénicas (Taorratnal, 2001) e contra bactérias
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responsaveis pela deterioracdo de alimentos (Mehab, 2004). As bactérias exibem
diferente sensibilidade ao mel. Algumas co®t@phylococcus aureygstevinheet al,
2008),Staphylococcus epidermidiBasualdcet al, 2007),Bacillus stearothermophilus
(Mundo et al, 2004) sdo extremamente sensiveis, enquanto p@taghylococcus
uberis Escherichia coliKlebsiella pneumoniaéBasualdaet al, 2007),Bacillus cereus
(Taorminaet al, 2001),Alcaligenes faecalijd.actobacillus acidophilugMundoet al,
2004), Helicobacter pylorj Bacillus subtilis (Kicuk et al, 2007) apenas 0 sao
moderadamente. Por outro lado, o crescimentddeococcus luteusEnterococcus
faecalis (Basualdoet al, 2007) ePseudomonas aeruginog&stevinhoet al, 2008)
parece nao ser afectado pelo mel.

A informacéo disponivel sobre a capacidade do raed mibir o crescimento de
fungos € limitada. Foram, no entanto, publicadgure estudos sobre a actividade
antifingica do mel, particularmente contra isolad@sicos deCandidasp. (Theunissen
et al, 2001; Lusbyet al, 2005; Irishet al, 2006; Kugcuket al, 2007). De um modo
geral, verificou-se que alguns méis exibem umavidetile fingica significativa contra
as leveduras do géneftandida No entanto, Lusbyt al (2005) verificaram que a
leveduraCandida albicansndo foi inibida pelos méis testados e Kugikal. (2007)
constatou que os trés méis estudados exibiram atividade antimicrobiana moderada
contraCandida albican® Candida tropicalis.

A capacidade antimicrobiana de alguns méis corstfaotoresAspergillus niger
Penicillium expansune Geotrichum candidunfoi testada por Mundet al. (2004),
tendo verificado que o seu crescimento ndo foideilpor nenhum dos méis.

A actividade antimicrobiana do mel deve-se prinoigante as suas propriedades
fisicas e quimicas. A elevada osmolaridade e &add mel, o peréxido de hidrogénio,
0S compostos volateis, os acidos organicos, os estop fendlicos e a lisozima estéao
entre as substancias que contribuem para a suadadg (Theunisseet al, 2001;
Mundoet al, 2004; Basualdet al.,2007). O principal agente antibacteriano no mel € o
peroxido de hidrogénio, o qual é produzido enzioaatiente no mel pela glucose
oxidase que tem origem nas glandulas hipofaringiassabelhas (Olaitaet al, 2007),
no entanto, a catalase que tem origem no poélenéiemn@parece no mel (Taormiea
al., 2001). O nivel de peroxido de hidrogénio no meleéerminado pelos niveis de
glucose oxidase e catalase (Weston, 2000). Quaaior ra nivel de glucose oxidase,
maior o nivel de peréxido e quanto menor o nivatatalase, maior o nivel de peroxido

de hidrogénio. A enzima glucose oxidase estd \irteate inactiva em mel com
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elevada densidade, mas torna-se activa no melddjluproduzindo perdxido de
hidrogénio e acido glucoénico a partir da glucoseNlamaryet al, 2002; Olaitaret al,
2007). Taorminaet al. (2001) verificaram que o peroxido de hidrogénidiin o
crescimento de algumas bactérias alimentares patage Constataram ainda, que 0s
antioxidantes do mel testado, contribuiram parasaactividade antimicrobiana, uma
vez que esta persistiu no mel tratado com catafzs® a remocdo do perdxido de
hidrogénio. Nzeako e Hamdi (2000) confirmaram guieactérias sdo mais susceptiveis
ao peroxido que os bolores e as leveduras. Mwidad. (2004) comprovaram que a
inibicdo do crescimento bacteriano pelo mel, devéssua elevada concentragdo de
acucares (actividade da &gua reduzida), a proddedperoxido de hidrogénio e a
presenca de compostos proteicos.

No entanto, a producédo e o tipo de mel produzidaspebelhas € dependente da
flora que existe em cada época. Assim, as floptér das quais as abelhas recolhem o
néctar para produzir o mel, podem contribuir pasa dferencas na actividade
antimicrobiana do mel (Nzeako e Hamdi, 2000; Matual 2004; Basualdet al.,
2007).

1.5. HIDROMEL

O hidromel é uma bebida alcodlica tradicional, qoatém 8-18% (v/v) de
etanol e resulta da fermentacéo alcodlica do meduzida por leveduras.

O hidromel é uma bebida reconhecida como das méigaa consumidas pelo
homem, talvez mesmo antes do vinho e é provaveémenprecursora da cerveja.
Antigamente 0 seu uso era generalizado, mas o w@sanento das civilizagbes e dos
recursos agricolas desencadeou a substituicioddontel por outras bebidas como o
vinho. Na Europa do Norte, regido onde a vinha e#&contrava as condi¢cdes
necessarias para o seu desenvolvimento, o consaitmdrmel foi bastante popular até
0 vinho ser importado a baixo custo de regidesutloN®a actualidade o hidromel ainda
€ consumido em alguns paises, tais como Inglateolnia, Alemanha, Eslovénia e
sobretudo em paises africanos, como a Etiopiaieadio Sul. Em Portugal, o hidromel
apenas € produzido de uma forma caseira, e o0s tpredue apicultores, tal como

noutros paises, deparam-se com inumeros problemnasted a sua produgéo.
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Existem poucos estudos disponiveis sobre hidromalguns paises produtores,
como a Poldnia, uma das razdes para a diminuic&uagroducdo esta relacionada
com a falta de avanco cientifico nesta area. Alquablemas descritos por Sroka e
Tuszyiski (2007) estdo relacionados com a fermentacamalsto e a maturacdao do
hidromel, que pode ir de alguns meses até anos,u® fgz com que seja
economicamente inviavel.

Os mostos de hidromel séo caracterizados pelo pté leapor uma combinacéo
de acidos que tém origem no mel, os quais poddomemfiar a taxa de fermentacdo. A
taxa de fermentacao do hidromel depende, sobretizdeariedade do mel, da estirpe de
levedura, da composi¢cdo do meio de cultura e dexitdcelular (Navratiét al, 2001).
Devido ao elevado conteudo em acgucares, o prodessentativo € bastante lento e
necessita que o pH, a temperatura, a estirpe @ellexr e os factores de crescimento
sejam os mais adequados. A identificacdo e elifimalps factores que diminuem a
actividade celular podem tornar o processo de m@amais rapido, e assim reduzir os
custos (Sroka e Tusigki, 2007).

As leveduras usadas na producdo de hidromel s&oalmoente, as estirpes
utilizadas na producdo de vinho, cerveja e champafAbtualmente, existem diversas
estirpes diferentes de leveduras enolégicas, quensiritariamente d8accharomyces
cerevisiag € Cujos numerosos compostos sintetizados poderar aastante entre
estirpes (Schuller e Casal, 2005). No entanto, iamparte destas leveduras enologicas
ndo estdo adaptadas as condi¢cbes presentes nodeastel, nomeadamente, niveis de
acucar elevados, valores de pH baixos e conceesaeduzidas de azoto.

Uma condicao dstressé qualquer factor ambiental que possa exercerfeio e
adverso no crescimento celular (lvoetaal, 1999). Durante a fermentacao alcodlica o
crescimento das leveduras é afectado por variadigims adversas, homeadamente
stressoxidativo, osmético, ao etanol e privacdo de gzatoquais as células devem
detectar e responder para a fermentacdo nao staddenegativamente (Zuzuarregui e
del Olmo, 2004). Assim, a analise da resisténcisti@sspode ser usada como critério
para a seleccdo de leveduras enologicas, uma wezexjgte uma relacdo entre o
desempenho fermentativo das leveduras e a resst&x condicbes destress
(Zuzuarregui e del Olmo, 2004).

De acordo com Nikolaoet al. (2006), para seleccionar estirpes de leveduras
com as caracteristicas desejadas € necessariomtecoasideracdo determinados

critérios, tais como, tolerancia a uma producacetdmol elevada, esgotamento dos

17



acucares e actividade fermentativa elevada, crestoma temperaturas baixas e
elevadas, crescimento na presenca de concentrdedegicar elevadas e boa producéo
de glicerol. Procura-se também, uma producdo rddude dioxido de enxofre, de
espuma, de sulfureto de hidrogénio e de acideztivoldom perfil enziméatico
(actividades elevadas gkglucosidase proteolitica), producédo baixa de &ieido e
auséncia de producdo de aminas biogénicas.

Os atrasos e amuos do processo fermentativo sadosrprincipais problemas
na producdo de hidromel, devido aos baixos niveisubstancias azotadas e minerais
presentes no mel, indispensaveis para a multigicaas leveduras e ao pH acido do
caldo fermentativo que afecta a evolucdo do processsim, € imperioso um controlo
rigoroso das condi¢des de fermentacao.

De todos os nutrientes assimilados pelas levediuweante a fermentacdo, os
compostos azotados, sdo quantitativamente os ma@rtantes, depois dos compostos
carbonados, pois sdo essenciais para o0 crescingentetabolismo das leveduras
(Casellas, 2005). A quantidade de azoto dispompiarel as leveduras depende das fontes
de azoto assimilavel presentes no mosto e da ctvacén de etanol, que afecta
negativamente a assimilacdo do azoto. O aumentmleentracdo de etanol e 0 uso
progressivo das fontes de azoto pelas levedurbmgo da fermentacdo, pode conduzir
a privacao de azoto e consequentemente a condie8agss(lvorraet al, 1999).

Um fornecimento inadequado de azoto assimilaveham de fermentacédo pode
levar ao crescimento deficiente da levedura, a datagdes prolongadas, a taxas de
crescimento reduzidas e consequentemente a um sdecoé da produtividade.
Adicionalmente, a qualidade organoléptica do produbde deteriorar-se devido ao
catabolismo de aminoéacidos e péptidos causandored¢do de sulfureto de hidrogénio
(H2S), de determinados ésteres e de padrbes altededdsacetil (O’Connor-Cox e
Ingledew, 1991). Os requisitos minimos de azotodi&mlos pela taxa de crescimento
da levedura desejada nesse meio.

Outro problema na producdo de hidromel estad relado com a falta de
uniformidade do produto final. Como o contetdo geaddo mel € variavel de ano para
ano, a quantidade de agua a adicionar ao mel tensequajustada, de modo a obter um
teor alcodlico estandardizado no produto final.éRgrcomo actualmente o hidromel é
feito de uma forma empirica, ndo € feito este ejusbtendo-se bebidas muito

diferentes.
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No produto final, podem ainda ocorrer refermentac@®r leveduras e
fermentacdes secundarias por bactérias lacticaéteas que metabolizam os agucares
residuais, aumentando a acidez volatil e produzideli@rminados ésteres (Casellas,
2005). A presenca destes compostos altera a gdalideganoléptica do hidromel,
nomeadamente o aroma e sabor, tornando esta beésdmradavel para consumo.
Finalmente, as etapas, desejaveis, de clarificaddmacdo do produto final encarecem
bastante o processo de producéo.

Na tentativa de solucionar os problemas e difialdédaencontrados durante o
processo de producdo de hidromel, j& foram efeotiatjuns estudos, nomeadamente
sobre variagdes no conteudo de &acidos organicanidua fermentacdo do mosto de
hidromel (Sroka e Tus#gki, 2007). Estes investigadores identificaram angjticaram
os acidos carboxilicos no mosto de hidromel e estid as transformacfes que
ocorriam durante a fermentagcédo, num grupo destepastos. Verificaram que o mosto
contém quantidades relativamente elevadas de adodos de cadeia média,
maioritariamente acidos decanoico (42 mg/L), dodéica (31 mg/L) e octandico (26
mg/L), que se acredita inibirem a fermentacdo. Destraram, também, que nos
primeiros dias de fermentacdo formam-se principatmens acidos acético e succinico,
gue vao baixar o pH do mosto, enquanto que o cdateth acidos gordos decresce em
70-80%.

Ukpabi (2006) avaliou a qualidade de hidroméis pradbs com mel de
mandioca na Nigéria, usando tecnologia que podadagtada pelos apicultores, pelos
produtores de mandioca e pela industria alimeetaoncluiu que, de um modo geral
eram aceitaveis para os provadores. Verificou tambgae o hidromel, em que mel
diluido foi sujeito a um tratamento térmico, preserse melhor microbiologicamente
que o néo tratado termicamente. Os resultados iexgraais indicaram ainda, que para
aumentar o tempo de vida Gtil deste hidromel eraoessarias decanta¢des secundarias
ou filtracGes e engarrafamento anaerdbico aprogriad

A producdo de hidromel é realizada, normalmente, @&ulas livres de
Saccharomyces cerevisja@mo entanto as células imobilizadas podem aumentar
significativamente, a taxa de fermentacdo. A ppakcivantagem, € a diminuicdo do
preco do produto final, uma vez que a preparacasada continuamente com células
em concentracoes elevadas. Naveittial. (2001) desenvolveram um estudo no sentido
de tentar diminuir o tempo de fermentacdo do hiépratilizando células de uma

estirpe deS. cerevisiadolerante ao etanol, imobilizadas num gel de peala calcio.
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Os resultados obtidos demonstraram que este pooaasgentou a taxa de fermentagao,
e permitiu a producgéo de hidromel de modo continuo.

Apesar do hidromel ser um produto que permite lzagéo do mel excedente,
estdo a ser desenvolvidos novos produtos com geamnsga de diversificacdo de
produtos derivados do mel, bem como a incorporaiggie alimento saudavel nos

hébitos alimentares.

20



CAPITULO Il

Material e Métodos
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2.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E POLINICADO ME L

Para a producao de hidromel foram utilizados doéss tipicos da regido de
Tras-os-Montes, com caracteristicas diferentes, nueh escuro e outro claro. Para
avaliar a qualidade das amostras de mel, forantueféas analises fisico-quimicas e

avaliado o espectro polinico.

2.1.1. Humidade
O conteudo de agua do mel foi determinado de acammn o método
refractométrico descrito em Anonimo (1986). A ameste mel foi homogeneizada e a

leitura foi feita com um refractometro. Os resutts@xpressam-se em % (p/p).

2.1.2. Condutividade Eléctrica

A condutividade eléctrica do mel foi determinada at®rdo com o método
descrito em Sanchet al. (1991). Dissolveram-se 10 g de mel em 75 mL de agua
destilada. A solugéo foi colocada num banho a 20%pos ter atingido o equilibrio,
fez-se a leitura da amostra num condutivimetro.

O valor obtido foi multiplicado por 1,5 e os readlbs apresentam-se em mS/cm
(102 S/cm).

2.1.3. Cinzas Totais

O conteudo de cinzas do mel foi determinado podgtvimetria, de acordo
com a metodologia proposta por Sancéb al. (1991). Apds determinacdo da
condutividade, quando o resultado foi inferior @%,10° S/cm converteu-se o valor em
10* S/cm e determinou-se o teor de cinzas consultartdbela apresentada em Sancho
et al. (1991), Quando o resultado da condutividade foiesop a 0,9 x 18 S/cm
calculou-se a % de cinzas totais de acordo corgurge formula:

% cinzas totais = 0,088 condutividade — 0,092

2.1.4.pH

O pH do mel foi determinado de acordo com o métekerito por Bogdanost
al. (1997). Dissolveram-se 10 g de mel em 75 mL deaapstilada. Esta solucao foi
colocada num banho a 20°C e ap0s ter atingido titetp o pH foi determinado por
leitura directa com o medidor de pH Meter Basic 20.
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2.1.5. Acidez

A acidez do mel foi determinada de acordo com oodwtapresentado por
Bogdanovet al. (1997). Dissolveram-se 10 g de mel em 75 mL dea agstilada, de
seguida foram adicionadas 4 a 5 gotas de solug@wlmla de fenolftaleina. Esta
solucéo foi titulada com hidréxido de sédio (NaOG#H) N até a mudanca de cor se
manter durante 10 segundos.

O valor da acidez foi obtido, multiplicando por d@olume de NaOH gasto. Os

resultados sédo apresentados em miliequivalentésides por 1000 g de mel.

2.1.6. Hidroximetilfurfural (HMF)

O valor de HMF do mel foi determinado de acordo cammeétodo
espectrofotométrico descrito em Andnimo (1986)sbligeram-se 5 g de mel em 25 mL
de agua destilada e transferiram-se para um bal@métrico de 50 mL, ao qual foram
adicionados 0,5 mL de solucéo Carrez | e 0,5 misalacdo Carrez Il e perfez-se o
volume com agua destilada. Apés filtrar esta saugd primeiros 10 mL de filtrado
foram rejeitados e recolheram-se aliquotas de Parh dois tubos de ensaio. A um dos
tubos adicionaram-se 5 mL de 4gua destilada (smlagdostra) e ao outro 5 mL de
solucéo bissulfito de sodio 0,2% (solucéo refe@ndtieu-se a absorvancia das solucdes
a 284 e 336 nm num espectrofotometro UV-visiveti@graCary 50 Scan model, 1998).

O valor de HMF foi determinado através da segudom@ula:

mg HMF/100 g mel = (Abgs— Abssze) X 14,97x (5/g amostra)

2.1.7. indice Diastasico

O indice diastasico do mel foi determinado de azeaim o método descrito em
Andnimo (1986). Dissolveram-se 10 g de mel em 5dalsolucdo tampdo acetato pH
5,3 e 20 mL de agua destilada. Num baldo voluntéttee 50 mL, colocaram-se 3 mL
de solucéo de cloreto de sédio 0,5 M e a solucanealee perfez-se o volume com agua
destilada. Transferiram-se 10 mL desta solucéo g@igabaldes volumétricos de 50 mL
(baldo 1 = solugéo de referéncia; baldo 2 = solagaostra) que foram colocados num
banho a 40°C, juntamente com a solu¢do de amidoutnrmdice de azul entre 0,5 e
0,55. ApGs 15 minutos no banho, foram adicionadod.5le agua destilada ao baldo 1
e 5 mL de solucdo de amido ao baldo 2. Em intesvd® tempo de 5 minutos,

transferiram-se 1 mL dos baldes 1 (referéncia)(an®stra) para balées volumétricos
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de 50 mL que continham 10 mL de solucdo de iod®QF,0N e 35 mL de agua
destilada. Leu-se a absorvancia da solucdo am@xtt@ 2) a 660 nm, usando como
branco a solucéo referéncia (baldo 1), num esgetiiroetro UV-visivel (Varian Cary
50 Scan model, 1998). A absorvancia da amostriddaide 5 em 5 minutos, até ser
atingido um valor inferior a 0,235.

Construiu-se um gréafico da absorvancia em funcéotemopo, de modo a
determinar o tempo em que a absorvancia atingialar @e 0,235. O indice diastasico

foi determinado de acordo com a seguinte formilas BOO/t.

2.1.8. Agucares Redutores

O teor de glucose e frutose do mel foi determindeélcacordo com o método
descrito por Bogdanoet al. (1997). Dissolveram-se 2 g de mel em 50 mL de agua
destilada, transferiram-se para um baldo volun@étlie 200 mL e perfez-se o volume
com agua destilada (solu¢cdo de mel). ColocaranBsml5 desta solugdo de mel para
um balédo volumétrico de 100 mL e completou-se amal com agua destilada (solucéo
diluida de mel). Num copo graduado de 250 mL, ademiam-se 5 mL de solucédo de
Fehling A, 5 mL de solugéo de Fehling B, 7 mL dae&gdestilada e 14 mL da solucéo
diluida de mel, previamente colocada numa burefbdaL. A solu¢do contida no copo
foi aquecida até a ebulicao e ferveu durante 2 tosm@pds os quais se adicionou 1 mL
de azul de metileno 0,2%. Esta solucéo foi tituleala a solucéo diluida de mel contida
na bureta até haver mudanca de cor. O volume deg&wldiluida de mel gasto na
titulacdo foi subtraido a 25 mL, correspondendoatoivobtido ao volume de agua
usado na dosagem. Para a dosagem, num copo gradieid@d® mL adicionaram-se 5
mL de solucéo de Fehling A, 5 mL de solucéo deifglB, o volume de agua destilada
determinado previamente e 12,5 mL de solucdo dildiel mel contida na bureta. A
solucao foi aquecida e ferveu durante 2 minuto8s & quais se adicionou 1 mL de
azul de metileno 0,2%. Esta solugéo foi tituladan @solucéo diluida de mel da bureta
até haver mudanca de cor.

O teor em acucares redutores foi determinado delaoom a seguinte equacgao:

C= 2000
PxV

em que P é o peso da amostra de mel e V é o valamelucao diluida de mel gasto na

dosagem.
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2.1.9. Andlise polinica

A andlise polinica do mel foi efectuada de acordm @ método acetolitico
proposto em Andénimo (1986). Dissolveram-se 10 gndeem 30 mL de agua destilada
e centrifugou-se esta solucdo a 3500 rpm duranteniB@itos. O sobrenadante da
suspensao foi desprezado apds esta ter ficadoimesdgdr durante a noite a 2°C.
Efectuou-se uma preparacdo microscépica com unzadgosedimento e uma pequena
porcdo de glicerogelatina, fixada a chama e salalla antes da observacdo. Os

diferentes tipos de polen presentes na amostranfol@ntificados e quantificados.

2.2. SELECCAO DE ESTIRPES DE LEVEDURAS E PRODUCAO [E
HIDROMEL

Para a producdo de hidromel foram seleccionadag sstirpes de
Saccharomyces cerevisiadDestas sete estirpes, cinco foram isoladas des méi
portugueses e foram identificadas por Carvahal. (2005) por técnicas de biologia
molecular. Além das cinco estirpes isoladas do foehinda seleccionada uma estirpe
de referéncia, W303-1A (Wallist al. 1989) e uma estirpe comercial utilizada na

producao de vinho (Premier cru).

2.2.1. Caracterizacao de estirpes de leveduras paagproducédo de hidromel

As sete estirpes dgaccharomyces cerevisiaeleccionadas foram caracterizadas
guanto a sua resisténcia ao sulfuroso, resist@acganol e astressosmatico.
Para avaliar estas condi¢cdesstiess as leveduras cresceram durante a noite em

meio liquido YPD a 25°C e com uma agitacéo de paQ r

2.2.1.1. Efeito do sulfuroso na cinética de crescanto de estirpes dé&accharomyces
cerevisiae

Para estudar a resisténcia das leveduras ao sdf(88)), as células crescidas
em YPD foram transferidas para meio minimo complstgplementado com
concentracdes de $@e 100, 250 e 500 mg/L. As leveduras foram inaagaem 200
mL de meio, de modo a obter uma densidade opticalirde 0,05. As fermentacdes
decorreram a 25°C durante 48 horas, numa incubd&twart Scientific SI50 model,
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2001) com agitacdo de 120 rpm. Ao longo da ferng@iotaretiraram-se amostras
periodicamente para quantificar o crescimento agaa medicdo da densidade Optica a
640 nm, num espectrofotometro UV-Visivel (Unicamilde, 1997), e da contagem de
unidades formadoras de coldnias (UFC), em meio Y8do. Quando necessario
procedeu-se a diluicho das amostras. Para asakeitla densidade Optica foi usado
como branco, o meio de cultura.

Foi efectuado um controlo, em que as leveduraanfoinoculadas em meio

minimo completo sem adic&o de sulfuroso.

2.2.1.2. Efeito do etanol na cinética de crescimentle estirpes deSaccharomyces
cerevisiae

Para avaliar a resisténcia das leveduras ao e@cklulas foram crescidas em
meio liquido YPD contendo 5% (v/v) de etanol (SighAldrich). As células crescidas
foram transferidas para meio liquido YPD, suplemé&atcom diferentes concentracdes
de etanol, 10 %, 15% e 20% (v/v). As levedurasnoizoculadas em 200 mL de meio,
de modo a obter uma densidade Optica inicial d6.A8 fermenta¢gfes decorreram a
25°C durante 168 horas, numa incubadora (Stuaentfac SI50 model, 2001) com
agitacao de 120 rpm. Ao longo da fermentacao fomiradas amostras periodicamente
para quantificar o crescimento através da medigadethsidade Optica a 640 nm, num
espectrofotometro UV-Visivel (Unicam kMes, 1997), e da contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC), em meio YPD soélidoai@lo necessario procedeu-se a
diluicho das amostras. Para as leituras da demsidpiica foi usado como branco, o
meio de cultura.

Foi efectuado um controlo, em que as levedurasfanaculadas em meio YPD

liquido com 2% de glucose, na auséncia de etanol.

2.2.1.3. Efeito dos acglucares na cinética de creseimio de estirpes de
Saccharomyces cerevisiae

Para testar a resisténcia stbessosmotico as células crescidas em 2.2 foram
transferidas para meio liquido YPD, contendo 40%giecares (20% de glucose e 20%
de frutose). As leveduras foram inoculadas em 20Gdenmeio, de modo a obter uma
densidade optica inicial de 0,05. As fermentac@®teram a 25°C durante 168 horas,
numa incubadora (Stuart Scientific SI50 model, 208dm agitacdo de 120 rpm. Ao
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longo da fermentac&o retiraram-se amostras peaoghote para quantificar o
crescimento, através da medi¢do da densidade @6d& nm, num espectrofotometro
UV-Visivel (Unicam Heios, 1997), e da contagem de unidades formadorasldeias
(UFC) em meio YPD solido. Quando necessario pracedea diluicdo das amostras.
Para as leituras da densidade 6ptica foi usado twamzo, 0 meio de cultura.

Para avaliar o comportamento das estirpes duranteferanentacéo,
periodicamente retiraram-se 1,5 mL de amostra gaaatificacdo da glucose, frutose,
etanol, glicerol e acido acético, por HPLC. As ammassforam filtradas com seringa,
usando um filtro de nylon de porosidade Q2 (Whatman). Quando necessario, 0
sobrenadante foi congelado a -24°C (Beko FNE 26483 analise posterior.

Foi efectuado um controlo, em que as leveduras egitveram sujeitas a
condicOes detressosmotico, isto é, foram inoculadas em meio YPDitiq com 2%

de glucose.

2.2.2. Producéao de hidromel

Para estudar a influéncia da estirpe na producdadiemel foram utilizadas
trés estirpes d8accharomyces cerevisjauas isoladas de mel e a comercial. As duas
estirpes isoladas de mel foram seleccionadas ak@aEnte, uma vez que as sete
estirpes estudadas, ndo apresentaram diferengaficativas de comportamento em
condicOes dstress Foram ainda usados dois tipos de mel, um clanatr® escuro, que
foram suplementados com dois tipos de nutrientes@moentracao diferentes.

Para produzir hidromel com ambos o0s suplementos,trés leveduras
seleccionadas cresceram durante a noite em maiadigyPD a 25°C, com uma

agitacao de 120 rpm.

2.2.2.1. Suplemento 1

Preparou-se 1 L de uma suspensado de mel com agfiladteesterilizada, a qual
foi adicionado o seguinte suplemento: 0,4 g/L deientes comerciais; 1 mL/L de $0
6% (v/v) e acido tartarico até se atingir um pH3¢2. Apos dissolugdo completa de
todos os reagentes, transferiram-se 200 mL paen@@yrs de 500 mL, previamente

esterilizados. Cada estirpe de levedura foi inataulkem 200 mL de mosto de hidromel,
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com uma densidade Optica inicial de 0,2. As feranghes decorreram a temperatura
ambiente durante 8 dias, numa incubadora (Stuaen®ec SI150 model, 2001) com
agitacao de 120 rpm. Ao longo da fermentacédo diiamiise o crescimento, através da
medicdo da densidade Optica a 640 nm num espedmoétro UV-Visivel (Unicam
Helios, 1997). Quando necessério procedeu-se a dilgigd amostras. Para as leituras
da densidade Optica foi usado como branco, a ss&petie mel enriquecida com o
suplemento. Para avaliar o comportamento das estigurante a fermentacéo,
periodicamente retiraram-se 1,5 mL de amostra gaaatificacdo da glucose, frutose,
etanol, glicerol e acido acético, por HPLC. As amassforam filtradas com seringa,
usando um filtro de nylon de porosidade Q2 (Whatman). Quando necessario, 0
sobrenadante foi congelado a -24°C (Beko FNE 26d&@) analise posterior.

No final da fermentacéo mediu-se o pH do hidrometipzido por cada uma das

estirpes.

2.2.2.2. Suplemento 2

O suplemento 2 foi desenvolvido pela nossa equipdarabalho, tendo em
consideracdo o que esta descrito na literatureedelbbmentacfes alcoolicas realizadas
por Saccharomyces cerevisiae

Preparou-se 1 L de uma suspensado de mel com asgfiladbeesterilizada, a qual
foi adicionado o seguinte suplemento: 0,4 g/L ddnidiogeno fosfato de amoénio
Merck, Darmstadt); 3,8 g/L tartarato de sédio eapsib 4-hidratado; 0,2 g/L de sulfato
de calcio precipitado; 0,08 g/L de sulfato de magnéeptahidratado; 6rL/L de SQ
6% (v/v); 1 g/L de acido tartarico e 0,3 g/L de tomite de sédio. Apds dissolucdo
completa de todos os reagentes, a mistura foi ypéstda a 100°C durante 15 minutos.
Depois de atingir a temperatura ambiente, medim{sé e transferiram-se 200 mL para
enlenmeyrs de 500 mL, previamente esterilizadosdaCastirpe de levedura foi
inoculada em 200 mL de mosto de hidromel, com uersidade Optica inicial de 0,2.
As fermentag6es decorreram a temperatura ambieménteé 8 dias, numa incubadora
(Stuart Scientific SI50 model, 2001) com agitacd® R0 rpm. Ao longo da
fermentacdo retiraram-se amostras periodicamenta gaantificar o crescimento,
através da medicdo da densidade Optica a 640 nmespecttrofotometro UV-Visivel
(Unicam Heaios, 1997). Quando necessario procedeu-se a dluigd amostras. Para

as leituras da densidade Optica foi usado comacbransuspensédo de mel enriquecida

28



com o suplemento. Para avaliar o comportamentcestipes durante a fermentacao,
periodicamente retiraram-se 1,5 mL de amostra gaaatificacdo da glucose, frutose,
etanol, glicerol e acido acético, por HPLC. As amassforam filtradas com seringa,
usando um filtro de nylon de porosidade Qi@ (Whatman). Quando necessario, o
sobrenadante foi congelado a -24°C (Beko FNE 26483 analise posterior.

No final da fermentagcéo mediu-se o pH do hidrometlpzido por cada uma das

estirpes.

2.2.3. Quantificacdo de glucose, frutose, etanoljagrol e &cido acético por HPLC

A glucose, frutose, etanol, glicerol e acido acétaram analisados utilizado um
sistema HPLC Varian, equipado com um injector Rigaedde 20uL, uma coluna da
Supelco Gel C-610H (300 x 17,8 mm) a 35°C e umctimtele indice refractivo RI-4 da
Varian. A eluicéo foi alcancada com uma fase maue consistia em acido fosforico
0,1% (v/v) com um caudal de 0,5 mL/min. Os dadwearnfogravados e integrados pelo
sistema informético Star Chromatography Workstadiarvarian.

A glucose, frutose, etanol, glicerol e acido améforam quantificados com base
na area dos seus picos e comparacdo com as cuevealidracdo obtidas com os

padrdes correspondentes.

2.2.4. Tratamento dos resultados

A variacdo da populacdo ao longo do tempo foi rdeteada, calculando o
logaritmo da densidade Optica ou o logaritmo dagdades formadoras de colonias.

As taxas especificas de crescimentpféram calculadas a partir do declive da
relacdo linear entre os valores da densidade ¢pti6d0 nm, e o tempo de fermentacao,
de acordo com a seguinte equacao:

INNi=InNp+pt
em quep corresponde a taxa especifica de crescimentoessgrem unidades do
inverso do tempo (§, e N e Ny & densidade populacional, expressa pela D.O. a 640

nm, ao fim do tempo t g,trespectivamente.
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Na producdo de hidromel, calcularam-se os rendimseda fermentagdo em
etanol e glicerol, de acordo com as seguintes égsac

Etanolproduzida(g/L)

Y %) =
Etanol (%0) Aclcaresonsumidogg/L)

Glicerolproduzido(g/L)

Y Giicerol (%) =
Glicerol (%) Aclcaresonsumidogg/L)
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CAPITULO Il

Resultados e Discussao
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3.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E POLINICADO ME L

Como o hidromel é uma mistura de mel e agua, a osiggo do mel vai
influenciar a qualidade do produto final. Assimtesnde se efectuarem os ensaios de
producdo de hidromel, os méis utilizados foranmcdigjuimicamente e polinicamente
caracterizados. Foram usados dois tipos de meklara e outro escuro, da regido de
Tras-os-Montes que foram analisados determinargimalparametros estabelecidos na
legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n°214/2003 dedd8Setembro), nomeadamente
humidade, pH, acidez livre, condutividade eléctricimzas totais, indice diastasico,
hidroximetilfurfural (HMF) e acUcares redutores.éM da determinacdo destes
parametros, foi ainda efectuada uma analise palinic

A andlise dos pélens presentes no mel permiterdatar a sua origem floral e
consiste na identificagdo e contagem do polen pame microscopico. Os pélens

identificados e a sua frequéncia no mel escuram chpresentam-se na Tabela 1.

Tabela 1.Caracterizacao polinica das amostras de melad#éig na producéo de hidromel.

% Polen
Mel Escuro Mel Claro

Erica 61,91 _
Castanea 14,28 -
Lavandula 14,8 52,0
Rubus 9,53 16,0
Trifolium _ 24,0
Outros 8,0

As diferengcas mais relevantes entre os dois tippsmel sdo o tipo e a
quantidade de polens presentes. O mel escuro copfdems deErica, Castanea,
Lavandula e Rubuyssendo o primeiro o pdélen dominante (61,91%). Coeo
percentagem de graos de poélenEdea sp. foi superior a 45%, o mel escuro pode ser
considerado mel monofloral de urze (Anklam, 199@)anto ao mel claro, apresentou
como polen dominante o deavandula(52,0%), contendo ainda polens Tefolium,
Rubuse outros em menor percentagem. A percentagemlde géLavandulano mel
foi superior a 45%, no entanto, este mel de rosmhani para ser considerado
monofloral apenas necessita de apresentar 15%adedgrpélen desta espécie (Russo-

Almeida e Paiva, 1996; Magt al, 2003). Resumindo, ambos os méis sdo monoflorais,
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mas enguanto o mel escuro é mel monofloral de ormeel claro € mel monofloral de
rosmaninho.

Em relacdo a caracterizacéo fisico-quimica do asetesultados obtidos para os
diferentes parametros analisados, no mel claro leeswiro, estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 Caracterizagao fisico-quimica das amostras deutiieado na producéo de hidromel.

Mel Escuro Mel Claro
Humidade (%) 16,80 16,20
pH 4,90 3,84
Acidez (meq.Ac/kg) 30,00 23,00
Condutividade Eléctrica (mS/cm) 0,77 0,32
Cinzas Totais (%) 0,55 0,17
indice Diastésico 14,60 8,65
HMF (mg/Kg) 3,59 16,02
AcUcares Redutores (%) 71,43 68,03

Relativamente aos critérios de composicédo dos rais) o mel claro como o
mel escuro de Tras-os-Montes estdo em conformidaeteos valores estabelecidos no
Decreto-Lei n © 214/2003 de 18 de Setembro. Quasitdiferencas entre os dois méis,
verificou-se que o mel claro apresentou um valopldemais baixo (3,8&ersus4,90),
assim como menor acidez (23,06rsus30,00 Ac meqg/Kg), menor indice diastasico
(8,65 versus14,60) e maior teor de HMF (16,02rsus3,59 mg/kg) do que o mel
escuro. A condutividade eléctrica e o teor de @rfimeam também, mais baixos no mel
claro que no mel escuro, 0,88rsus0,77 mS/cm e 0,1Versus0,55%, respectivamente.

O conteudo de agua do mel depende de varios factcoeno por exemplo da
época da colheita, do grau de maturacdo do mehgdda na colmeia e de factores
climaticos (de Rodrigueat al, 2004; Finoleet al, 2007). O teor de humidade das duas
amostras de mel foi quase idéntico e inferior a 20%alor maximo permitido na
legislacdo. Os valores obtidos indicam um grau deiridade e uma altura de extraccao
do mel adequados, sugerindo que as amostras danaleadas sdo de qualidade. De
um modo geral, um teor de humidade elevado podezind fermentacdo do mel
durante o armazenamento, provocando a sua detgeperda ditavour e também
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uma diminui¢cdo do seu tempo de vida util (de Radiget al, 2004; Alet al, 2009;
Escricheet al, 2009).

O pH dos dois méis apresentou-se dentro do limipgsto por lurlina e Fritz
(2005) (3,4 — 6,1) e foi inferior para o mel clado entanto, como referido por de
Rodriguezet al. (2004), o pH do mel ndo esta directamente relaciorcom a acidez
livre devido & accéo tampdao dos acidos e minerageptes.

Os valores de acidez das amostras de mel, encmtdentro do limite
estabelecido na legislacéo (50 miliequivalenteaaigos por 1000 g de mel), indicando
a auséncia de fermentacdes indesejaveis do meferenca de valores observada para
os dois méis, de acordo com alguns autores, podarimiida a origem botéanica do mel
(Acquaroneet al, 2007; Kucuket al, 2007).

A condutividade eléctrica e o teor de cinzas deammis méis cumpriram 0s
limites requeridos. No entanto, os valores obtig@sa estes parametros foram
superiores no mel escuro. O contetdo de cinzaselcrdeterminado principalmente
pelo solo e caracteristicas climaticas (Acquareinal, 2007). Como as duas amostras
de mel sdo provenientes da mesma regido (ParqueraNale Montesinho), as
diferencas observadas no teor de cinzas, podeatrgmridas a diferente origem floral.
De facto, segundo de Rodrigusetzal. (2004) e Finolat al. (2007), o teor de cinzas de
mel depende do material recolhido pelas abelhd®reaa De acordo com Acquaromee
al. (2007), este parametro pode ser uma funcdo comptlas origens floral e
geogréfica.

O indice diastasico e o teor de HMF séo dois parasxamplamente utilizados
como indicadores da frescura do mel (de Rodrigues, 2004; Kiguket al, 2007;
Escricheet al, 2009) e, de acordo com 0s nossos resultadog)igsneis sdo produtos
frescos. O indice diastasico foi superior a 8, valtnimo permitido na legislacéo, para
ambos os méis. Porém, o mel claro apresentou uar dal 8,65, muito proximo do
minimo estabelecido, podendo estar relacionadoacongem botanica deste mel como
referido por Kicuket al. (2007). Para o HMF observou-se que as duas armsostra
apresentaram valores dentro do permitido porrdicando que nao foram submetidas a
tratamento térmico nem a condi¢cdes de armazenaneadequadas (Klclkt al,
2007). Os resultados obtidos para a actividadet&dima e HMF sugerem que o mel
escuro € mel de qualidade elevada, pois apresemtmdice diastasico elevado e um
teor de HMF baixo.
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Os acUcares sdo os compostos principais de qualipeede mel (Alet al,
2009), sendo os acgucares redutores, principalmantggucose e frutose, 0s seus
constituintes maioritarios (Kuc¢igt al, 2007). O teor de agucares redutores (glucose e
frutose) foi superior a 60%, minimo estabeleciddeggslacdo, e idéntico em ambos os
méis. O conteudo de acuUcares ligeiramente supavionel escuro (71,43%) pode estar
relacionado com a proporcao de glucose e frutogaabhdepende amplamente da fonte
de néctar (Anklam, 1998). A razéo frutose/glucasedce indicacbes acerca do estado
de cristalizacdo do mel, ou seja, quando o conteédoutose é superior ao de glucose
o mel apresenta-se fluido (de Rodrigwzal, 2004; Finolaet al, 2007; Al et al,
2009). Assim, como ambas as amostras de mel aedisse apresentavam fluidas,
provavelmente o contetdo de frutose dos méis @erisu ao de glucose.

Os resultados obtidos ndo foram comparados cone asittos investigadores,
devido a auséncia de estudos sobre a caracterifigigmquimica do mel de urze e de

rosmaninho.

3.2. SELECCAO DE ESTIRPES DE LEVEDURAS E PRODUCAO [E
HIDROMEL

3.2.1. Caracterizacéo de estirpes de leveduras paagproducéo de hidromel

Para seleccionar as estirpesS#echaromyces cerevisiagis adequadas para a
producao de hidromel, foram avaliadas cinco edirpeladas de mel de Portugal, uma
estirpe de referéncia e uma comercial em termaudaesisténcia a diferentes factores
de stress As sete estirpes foram submetidas a diferentesdigies destress
nomeadamente, ao sulfuroso, ao etanol e osmotistas Eexperiéncias permitiram,
ainda, comparar o desempenho fermentativo dagpestisoladas de mel com o da

estirpe utilizada em enologia.
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3.2.1.1. Efeito do sulfuroso na cinética de crescanto de estirpes dé&accharomyces

cerevisiae

Uma elevada tolerancia ao $& uma caracteristica desejavel nas estirpes de
leveduras utilizadas em fermentacoes.

Concentragfes de $@té 250 mg/L ndo afectaram o crescimento dasgpestir
estudadas. A Figura 1 exemplifica o comportamemtaucha estirpe isolada de mel

(estirpe 4) em diferentes concentracdes dg SO

7,0
6,0
5,0 -
4,0 +
3,0
2,0
1,0
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60

Ln (D.0.*100)

Tempo (horas)

‘ —e— 0 mg/L —=— 100 mg/L —a— 250 mg/L —x— 500 mg/L ‘

Figura 1. Variacdo da densidade 6ptica (640 nm) em funcddedwo da estirpe 4 d8. cerevisiae
(isolada de melxrescida na auséncia e na presenca de diferemesntacdes de SO

De facto, os valores da taxa especifica de crestimgara todas as estirpes
estudadas foram semelhantes, na auséncia e naqaekeconcentracdes em sulfuroso
de 100 mg/L e 250 mg/L (Tabela 3).

Tabela 3.Taxas especificas de crescimento de sete estigfescerevisia@ma auséncia e na presenca de
concentracdes de $@e 100 e 250 mg/L.

Estirpe k()
0 mg/L 100 mg/L 250mg/L
1 (mel) 0,14 0,12 0,14
2 (mel) 0,17 0,15 0,16
3 (referéncia) 0,17 0,15 0,15
4 (mel) 0,16 0,15 0,15
5 (mel) 0,15 0,12 0,15
6 (mel) 0,16 0,15 0,15
7 (comercial) 0,14 0,13 0,12
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Embora a taxa especifica de crescimento ndo temi@ afectada por
concentracdes de $@e 250 mg/L, verificou-se um ligeiro aumento naagéo da fase
de laténcia (Figura 1).

A presencga no meio de cultura de concentracoeOd@l&S500 mg/L inibiu o
crescimento de todas as estirpes. Na Figura 2reptésentada, como exemplo, a

variacdo da populacao viavel (UFC) da estirpe bago do tempo.

20,0 -
18,0 ~ —8
16,0 ~
14,0 -
12,0 1
10,0 A
8,0 \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)

Ln (n° células viaveis)

| ——0 mg/L —— 100 mg/L —A— 250 mg/L. —%— 500 mglL |

Figura 2. Variagdo do numero de células viadveis em fungétedmpo, para a estirpe 4 &e cerevisiae
(isolada do mel), na auséncia e na presenca demti#s concentracdes de SO

Estes resultados estdo de acordo com os divulgamtosikolaouet al. (2006),
que testou a resisténcia de seis estirpesSalecharomyces cerevisjaesoladas de
mostos de vinho, a diferentes concentracdes déddige enxofre (50-300 mg/L). Estes
autores observaram que apenas o0 crescimento de egtirpe foi afectado por

concentracdes de $@e 300 mg/L.

3.2.1.2. Efeito do etanol na cinética de crescimentle estirpes deSaccharomyces

cerevisiae
O stressao etanol € um dos critérios tradicionais usa@osateccédo de estirpes

de leveduras para producédo de bebidas alcodlicéslef@ncia das estirpes ao etanol é

um factor imprescindivel, devido as concentracdesadas que este alcool atinge
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durante a fermentagcdo (Carraseb al, 2001). Para avaliar o efeito do etanol na
viabilidade celular, este foi adicionado em diféesrconcentragdes ao meio de cultura.

Verificou-se que as sete estirpes de levedurasiasas apresentaram o mesmo

comportamento na presenca de 10% (v/v) de etaiguré3).

Ln (D.0.*100)

0,0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (horas)

—&@—Estirpe 1 —l— Estirpe 2 —&— Estirpe 3 ——Estirpe 4 —¥— Estirpe 5 —©— Estirpe 6 —+— Estirpe 7

Figura 3. Variacdo da densidade Optica (640 nm) em funcatehpo de sete estirpes fecerevisiae
crescidas na presenga de 10% (v/v) de etanolpestt, 2, 4, 5, 6 — estirpes isoladas do mel;pes8r—
estirpe de referéncia; estirpe 7 — estirpe comlercia

Apé6s 48 horas de fermentacdo, as estirpes atingaafase estacionaria e todas
alcancaram a mesma biomassa final. Quando compamda controlo (Figura 4), o
efeito toxico do etanol reflectiu-se num decréscide viabilidade celular e num

aumento da duracéo da fase exponencial de cregoimen

Ln (D.0.*100)

0,0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (horas)

—e&—Estirpe 1 —— Estirpe 2 —a&— Estirpe 3 —>— Estirpe 4 —X¥— Estirpe 5
—O— Estirpe 6 —+—Estirpe 7

Figura 4. Variacdo da densidade 6ptica (640 nm) em funcatehpo de sete estirpes 8ecerevisiae
estirpes 1, 2, 4, 5, 6 — estirpes isoladas do estifpe 3 — estirpe de referéncia; estirpe 7 —+pesti
comercial.
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Estes resultados tiveram como consequéncia a digamyara cerca de metade
das taxas especificas de crescimento das levedorastudo, quando na presenca de

10% de etanol, relativamente ao controlo (Tabela 4)

Tabela 4. Taxas especificas de crescimento de sete estigfescerevisia@ma auséncia e na presenca de
10% (v/v) de etanol.

, u(h)
Estirpe
Controlo (0% etanol) 10% (v/v) etanol
1 (mel) 0,18 0,10
2 (mel) 0,16 0,11
3 (referéncia) 0,18 0,10
4 (mel) 0,18 0,10
5 (mel) 0,17 0,09
6 (mel) 0,17 0,10
7 (comercial) 0,17 0,10

Nas concentracdes de etanol de 15% (v/v) e 20% Vefficou-se, em todas as
estirpes, a auséncia de crescimento, contrariaraenteservado para a concentracao de
10%. Na Figura 5, como exemplo, esta representadaiacdo do niumero de células
viaveis ao longo do tempo para a estirpe 4 isotbrdenel. Todas as estirpes estudadas

apresentaram o mesmo comportamento.

Ln (n° células viaveis)

0,0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (horas)

‘—0— 10% (v/v) etanol —il— 15% (v/v) etanol —&— 20% (v/v) etanol ‘

Figura 5. Variagdo do nimero de células viadveis em fungétedmpo, para a estirpe 4 &e cerevisiae
(isolada do mel), na presenca de diferentes coraegigs de etanol.

Resultados idénticos foram obtidos por Carrastcal. (2001), ao observarem

gue todas as estirpes enoldgicas comerciais estsidaddenciaram crescimento, para
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concentracdes de etanol de 10% (v/v), sendo a maelas afectada significativamente

para concentracoes de 12% (v/v).

3.2.1.3. Efeito dos acglUcares na cinética de creseimlo de estirpes de

Saccharomyces cerevisiae

O stressosmotico € uma condicdo adversa para as levednoasnicio da
fermentacdo, e mais precisamente na producédo haliramma vez que o mel tem um
teor de agucares elevado. A avaliagdo da sobresivé@tas estirpes de levedura sob
estas condi¢cdes dgresspode fornecer informacgfes Uteis sobre a capacidaed&as
para crescer e realizar a fermentacao.

Para avaliar o comportamento de sete estirpeSageharomyces cerevisia®
stressosmotico, foram adicionados ao meio de cultura Zp%) de glucose e 20%
(p/v) de frutose, de modo a simular, 0 melhor p@dsia concentragcdo de agucares
presentes no mel.

Todas as estirpes apresentaram um comportamentdhsene na presenca de

40% de acucares (Figura 6).

Ln (D.0.*100)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (horas)
—&— Estirpe 1 —l— Estirpe 2 —&— Estirpe 3 ——Estirpe 4 —¥— Estirpe 5

—6— Estirpe 6 —+—Estirpe 7

Figura 6. Variacdo da densidade Optica (640 nm) em funcatehpo de sete estirpes Hecerevisiae
submetidas atressosmotico (20% (p/v) glucose + 20% (p/v) frutosestirpes 1, 2, 4, 5, 6 — estirpes
isoladas do mel; estirpe 3 — estirpe de referéesidtpe 7 — estirpe comercial.
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As taxas especificas de crescimento, apresentaddsbela 5, variaram entre
0,18 K (estirpe 1) e 0,20 h(estirpes 2 e 4). Verificou-se que durante o énescto das
estirpes nestas condi¢cfes de stress, as taxasfiesgede crescimento ndo diminuiram,
quando comparadas com o controlo, notando-se, guks contrario, um ligeiro

aumento.

Tabela 5.Taxas especificas de crescimento de sete estigfgesagrevisiaga auséncia e na presenca de
concentracgdes de aglicar de 40% (20% (p/v) gluc@86-(p/v)).

. M (h?)
Estirpe Controlo 20%glucose + 20% fructose
1 (mel) 0,18 0,18
2 (mel) 0,16 0,20
3 (referéncia) 0,18 0,19
4 (mel) 0,18 0,20
5 (mel) 0,17 0,19
6 (mel) 0,17 0,19
7 (comercial) 0,17 0,19

Como todas as estirpes apresentaram um compor@ansamelhante, as
condicOes destressestudadas, para a primeira fase de producao dentet foram
seleccionadas aleatoriamente duas estirpes isothmasel, as estirpes 5 e 6. Como
controlo seleccionou-se a estirpe 7S#charomyces cerevisjagsada frequentemente

em enologia.

3.2.2. Comportamento fermentativo das estirpes sel@onadas

Para avaliar as diferencas entre as trés estigpbs/dduras seleccionadas para a
producdo de hidromel, analisou-se o seu desempfenmentativo em meio sintético
contendo 20% (p/v) de glucose e 20% (p/v) de feut@uantificaram-se os produtos da
fermentacdo, nomeadamente o etanol, o glicerch@do acético e a glucose e frutose
consumidas, e determinaram-se os rendimentos k@féacido em etanol e glicerol. Na
Tabela 6 apresentam-se os resultados obtidos gateés estirpes (estirpes 5 e 6,

isoladas do mel, e estirpe 7, comercial).
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Tabela 6 Quantificacdo dos produtos da fermentacédo (etagliwerol e acido acético (g/L)) e dos
acucares consumidos (glucose e frutose (g/L)) derBaimentagfes conduzidas por trés estripeS.de
cerevisiagem meio YPD contendo 20% (p/v) de glucose e 2084 (e frutose.

Tempo Glucose Frutose Etanol Y etanol Glicerol Y Glicerol Acido
(horas) (g/L) (g/L) (g/L) (%) (g/L) (%) acético (g/L)
Estirpe 5

0 197,77 199,58 n.d. n.d. n.d.
168 17,45 67,72 132,29 42,38 10,54 338 1,64
Estirpe 6

0 197,77 199,58 n.d. n.d. n.d.
168 23,99 82,43 120,26 4134 9,35 321 1,66
Estirpe 7

0 197,77 199,58 n.d. n.d. n.d.
168 25,32 83,20 122,49 4241 9,41 3,26 1,70

n.d. — ndo detectado.

Os resultados mostram que o comportamento dasstépes foi idéntico. O
rendimento da fermentacéo e a producéo de acidc@déi semelhante para todas as
estirpes. No entanto, comparando os acucares taiagsimidos e a producédo de etanol,
verifica-se que a estirpe 6 foi a que apresentonones rendimentos. A producgéo de
acido acético foi superior a quantidade normalmemtaluzida porSaccharomyces
cerevisiae(de 0,25 a 0,5 g/L). No entanto, em determinadeslicGes fermentativas,
particularmente em fermentacfes de meio com elecadaentracdo de acucar, 0
contetdo de acidez volatil pode ser superior @y/L,§Bely et al, 2008).

Na Figura 7 apresenta-se o perfil fermentativo tw@s estirpes, ao longo do
tempo. Da analise da figura observa-se que as 4@ la fermentacéo ainda néo tinha
terminado. Verificou-se também o consumo simult&ateeglucose e frutose, durante as
fases exponencial e estacionaria de crescimentenhmto, na fase exponencial, houve
um consumo preferencial de glucose, relativameff¢t@se.

Os resultados obtidos estédo de acordo com os asafielctuados por Bebt al.
(2008), que verificaram que o crescimento S@ccharomyces cerevisiago foi
afectado por concentracdes iniciais de agucar, estarde vinho, de 360 g/L. Nestas
condicbes a fermentagcao terminou ao fim de 11 desdo a produgcéo de etanol de
14% (v/v).
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Figura 7. Comportamento das estirpes 5 (A), 6 (B) e 7 (C)na#io de cultura YPD suplementado com
20% (p/v) de glucose e 20% (p/v) de frutose.

Como todas as estirpes evidenciaram 0 mesmo coanpento, ndo foi possivel

seleccionar a mais adequada para a producdo dentabrpelo que, nos estudos
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posteriores, continuaram a utilizar-se as estiggésccionadas anteriormente (estirpes 5

e 6, isoladas do mel e a estirpe 7, comercial).

3.2.3. Producao de hidromel

As estirpes seleccionadas anteriormente (estirpestp e a estirpe comercial
(estirpe 7) foram usadas para optimizar as congdici@eproducédo de hidromel. Para
caracterizar as estirpes de levedura e estudau a@aportamento na produgcao de
hidromel realizaram-se varias fermentagfes. Catilpesoi submetida a fermentacdes
com dois méis diferentes enriquecidos com doisesaphtos. Deste modo, foi possivel
avaliar a importancia do tipo de mel utilizado, bemmo dos nutrientes adicionados, no
crescimento da levedura e na producgéo de etancérgl e acido acético. O primeiro
suplemento adicionado a solucdo de mel era comgustmutrientes comerciais € 0
segundo foi desenvolvido pela nossa equipa delltraba

Na producdo de hidromel com mel escuro enriquecmm o suplemento 1

(nutrientes comerciais) o comportamento das tr@pes foi semelhante (Figura 8).
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Figura 8. Variacdo da densidade Optica (640 nm) em funcatempo de trés estirpes & cerevisiage
utilizadas na producédo de hidromel com mel escuarayeecido com o suplemento 1: estirpes 5, 6 —
estirpes isoladas do mel; estirpe 7 — estirpe ctialer

Como exemplo, na Figura 9 apresenta-se o desempemhentativo da estirpe

6 nas condic¢des de crescimento referidas anterraeme
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Figura 9. Comportamento da estirpe 6 8ecerevisiaglurante a producao de hidromel com mel escuro
enriquecido com o suplemento 1.

Verificou-se que, para todas as estirpes estudadsmentacéo terminou por
volta das 200 horas. Observou-se um aumento psigoedo consumo de glucose e
frutose, obtendo-se a maxima producdo de etanobxiapadamente, as 150 horas.
Convém salientar que estes resultados diferem temjdescritos na literatura (llre
al., 2000), sendo previsto observar durante o crestonexponencial a maxima
producao de etanol e 0 maximo consumo de acud2oesm, N0 NOSSO caso, a maxima
producédo de etanol foi durante a fase estacionaria.

Conforme se pode observar na Tabela 7, a produgdstathol foi semelhante
para todas as estirpes, sendo o rendimento darfeagd® ligeiramente superior para a
estirpe 7 (47,32%). Esta estirpe foi a que apresentenor rendimento em glicerol
(2,77%), cuja producdo foi cerca de 5 g/L para goda estirpes. A acidez volatil
aumentou durante as fermentagfes, principalmem® cesultado de sintese de acido
acético, atingindo o valor maximo de 0,3 g/L, nafi

Tabela 7. Quantificagdo dos produtos de fermentagéo (etahickrol e &cido acético (g/L)) durante a
producédo de hidromel com mel escuro enriquecido @éaoplemento 1.

Tempo ) Acido acético
(hor:fs) Etanol (g/L) Y Etanol (%) Glicerol (g/L) Y Glicerol (%) (g/L)
Estirpe 5

0 n.d. n.d. n.d.
192 84,12 45.90 5,52 3,01 0,30
Estirpe 6

0 n.d. n.d. n.d.
192 85,43 46,64 5,22 2,85 0,30
Estirpe 7

0 n.d. n.d. n.d.
192 86,45 47,32 5,07 2,71 0,30

n.d. — ndo detectado
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Na Figura 10 esté representado o crescimento @asestirpes de leveduras
durante a producédo de hidromel com mel claro eadglo com o suplemento 1
(nutrientes comerciais). Neste caso, apesar da éapecifica de crescimento ser

idéntica & observada com o mel escuro, observparsgiem da fermentagéo.

6,0 -
5,0
4,0 +
3,0 +
2,0
1,0

0,0 4 ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200

Ln (D.0.*10)

Tempo (horas)

—&— Estirpe 5 —m— Estirpe 6 —&— Estirpe 7 ‘

Figura 10. Variacdo da densidade optica (640 nm) em funcaempo de trés estirpes 8e cerevisiage
utilizadas na produgéo de hidromel com mel clardgercido com o suplemento 1: estirpes 5, 6 —
estirpes isoladas do mel; estirpe 7 — estirpe ctialer

N&o se verificaram diferencas no comportamentcedaipes estudadas, ou seja,
as fermentacdes utilizando mel claro suplementado rutrientes comerciais pararam,
para as trés estirpes, ap0s aproximadamente 5G Hbigura 11). Os acucares

praticamente nao foram utilizados pelas levedumpmducao de etanol foi reduzida.
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Figura 11. Comportamento da estirpe 6 8ecerevisiaelurante a produgédo de hidromel com mel claro
enriquecido com o suplemento 1.
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Na Tabela 8 observa-se que, nestas condi¢besrderfexcdo o rendimento em
glicerol das trés estirpes foi aproximadamente loral@7,60 - 9,27 g/L) do obtido na
fermentacdo com mel escuro (2,77 - 3,01 g/L), snderque as estirpes estavam em
condi¢cdes destress No entanto, a producdo de &cido acético (0,3335 @/L) foi

relativamente semelhante em todos os casos (0)3 g/L

Tabela 8.Quantificagdo dos produtos de fermentagéo (etahickrol e &cido acético (g/L)) durante a
producéo de hidromel com mel claro enriquecido ossuplemento 1.

Tempo . Acido acético
(hor:fs) Etanol (g/L) Y Etanol (%) Glicerol (g/L) Y Glicerol (%) ! (g/L) I
Estirpe 5

0 n.d. n.d. n.d.
192 17,26 3,52 9,01 034
Estirpe 6

0 n.d. n.d. n.d.
192 15,45 3,44 9.27 0,35
Estirpe 7

0 n.d. n.d. n.d.
192 16,04 3,31 7,60 0,33

n.d. — ndo detectado

A privacdo de azoto pode ser uma possivel explicggta a paragem da
fermentacdo quando se utiliza mel claro e os miggecomerciais. De facto, o mel
claro tem uma percentagem de pélen mais reduzida anel escuro, € como a maioria
dos compostos azotados estdo presentes no poétenr ode azoto pode ser o factor
limitante da fermentacdo. Adicionalmente, um teon eninerais mais reduzido,
expresso pelo baixo teor de cinzas do mel clarbdlBa2), pode também contribuir para

a inibicdo do crescimento da levedura.

A producdo de hidromel com mel escuro enriquecidm ® suplemento 2

(elaborado pela equipa) foi idéntica para as tséges (Figura 12).
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Figura 12. Variacdo da densidade optica (640 nm) em funcaempo de trés estirpes 8e cerevisiage
utilizadas na producdo de hidromel com mel escuarigeecido com o suplemento 2: estirpes 5, 6 —
estirpes isoladas do mel; estirpe 7 — estirpe cdiaier

Como exemplo, apresenta-se na Figura 13 o perfitdetativo da estirpe 6.
Verificou-se que a fermentacao terminou por voitsa 200 horas apos inoculagéo, como

é indicado pelos niveis de agucares residuaissepgpetiucdo de etanol.
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Figura 13. Comportamento da estirpe 6 Secerevisiaglurante a producéo de hidromel com mel escuro
enriquecido com o suplemento 2.

No entanto, na producdo de hidromel com mel esemmoquecido com o
suplemento 2, observa-se um comportamento de féag@m tipico. A méxima
producdo de etanol ocorreu nas primeiras 48 hagafeminentacdo, quando cerca de

65% do total do etanol ja tinha sido produzidoa i al. (2000) obtiveram resultados
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semelhantes quando utilizaram mel para produzagre tendo observado que durante

a fermentacgéo alcodlica, a maior producéo de alwoaireu até as 36 horas.
Relativamente aos produtos da fermentacdo e aalnrentos em etanol e

glicerol, apresentados na Tabela 9, ndo se veaaficaliferencas significativas entre as

estirpes.

Tabela 9. Quantificagdo dos produtos de fermentagéo (etatickrol e &cido acético (g/L)) durante a
producdo de hidromel com mel escuro enriquecido @é@omplemento 2.

Tempo . Acido acético
(hOI’&I\DS) Etanol (g/L) Y Etanol (%) Glicerol (g/L) Y Giicerol (%) (g/L)
Estirpe 5

0 n.d. n.d. n.d.
192 76,22 45,16 4,68 2,71 0,33
Estirpe 6

0 n.d. n.d. n.d.
192 75,32 44,70 4,41 2,62 0,42
Estirpe 7

0 n.d. n.d. n.d.
192 76,78 45,57 426 2,53 0,42

n.d. — ndo detectado

O rendimento da fermentacdo em etanol foi cercébée, para todas as estirpes.
A producéo de glicerol variou entre 4,26 g/L (¢=if7) e 4,68 g/L (estirpe 5). Estas
concentracdes de glicerol estdo de acordo com asewtiacbes referidas para as
estirpes deSaccharomyces cerevisiasoladas de vinho (Nikolaoet al, 2006). O
glicerol, um dos compostos mais importantes doojimhelhora a sua qualidade, pois
influencia a docura, plenitude e suavidade. Emragpattida, a formacédo de acido
acético durante a fermentacdo € altamente indedejdssim, todas as estirpes
estudadas produziram quantidades relativamenteadbaleste acido, 0,33 g/L para a
estirpe 5, e 0,42 g/L para as estirpes 6 e 7. Eateges também estdo de acordo com o0s
normalmente referidos pa®accharomyces cerevisian fermentacdes vinicas, que
variam entre 0,25 e 0,5 g/L (Nikolaetial, 2006; Belyet al, 2008). No entanto, Sroka
e Tuszwski (2007), ao estudarem a influéncia dos acidgérocos presentes no mel na
producdo de hidromel, verificaram que apés sete diafermentacdo a concentracao de

acido acético era de, aproximadamente, 0,75 g/L.

Finalmente, a produgcdo de hidromel com mel clar@m esuplemento 2,

desenvolvido pela equipa de investigacédo, apesaraderevelar diferencas entre as
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estirpes isoladas do mel e a estirpe comercialu(kigl4), mostrou que ocorreu

fermentacao e producéo de etanol.
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Figura 14. Variacdo da densidade éptica (640 nm) em funcaemhpo de trés estirpes 8e cerevisiae
utilizadas na producéo de hidromel com mel clarogeecido com o suplemento 2: estirpes 5, 6 —
estirpes isoladas do mel; estirpe 7 — estirpe ctialer

Relativamente ao comportamento fermentativo nestasdicbes, todas as
estirpes apresentaram um comportamento idénticdaaestirpe 6, representado na

Figura 15.
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Figura 15. Comportamento da estirpe 6 8ecerevisiaelurante a produgédo de hidromel com mel claro
enriquecido com o suplemento 2.

A fermentacéo terminou por volta das 200 horas, ootonsumo completo de
glucose e frutose. Contrariamente ao verificado comel escuro e este suplemento,

com o mel claro observou-se um aumento progresiEvaroducao de etanol até as 192
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horas, sugerindo que a fermentagcéo ndo ocorreun@geforma normal. Deste modo,
tanto o mel claro, como o suplemento usado ndonf@dequados para a producao de
hidromel.

Relativamente aos produtos de fermentacdo naorgeamam diferencas entre
estirpes (Tabela 10), mas observam-se alguma®ndas comparando estas condi¢cdes

de fermentag&do com a anterior (mel escuro enriqoezom o suplemento 2).

Tabela 10.Quantificacéo dos produtos de fermentagdo (etatiokrol e acido acético (g/L)) durante a
producéo de hidromel com mel claro enriquecido osuplemento 2.

Tempo . Acido acético
(hor:fs) Etanol (g/L) Y Etanol (%) Glicerol (g/L) Y Glicerol (%) (g/L)
Estirpe 5

0 n.d. n.d. n.d.
192 88,85 41,69 5,67 3,04 0,45
Estirpe 6

0 n.d. n.d. n.d.
192 89,26 4762 5,44 2,90 0,36
Estirpe 7

0 n.d. n.d. n.d.
192 89,65 47,82 5,21 2,78 0,37

n.d. — ndo detectado

A producédo de etanol e glicerol foi ligeirament@enior a observada na producéo de
hidromel com mel escuro e o suplemento 2 (TabeladD9)endimento em etanol foi
cerca de 48% e o de glicerol rondou os 3%. Relaivae a producdo de acido acético,
e contrariamente, ao observado para o mel esaurgue a estirpe 5 foi a que produziu
menores concentracdes de acido (0,33 g/L), pareeloctaro esta estirpe foi a que

produziu a concentracado mais elevada (0,45 g/L).

Em todas as fermentacdes de hidromel verificoursa reducdo do pH inicial
em, aproximadamente, 0,5. Apesar de se verificaltdarencas entre as estirpes na
producao de acido acético, em todos os casosnasrpacoes estdo abaixo dos limites
referidos na literatura (Nikolaoat al, 2006; Sroka e Tusagki, 2007; Belyet al,
2008), pelo que a reducéo do pH se deve, provantéma producdo de outros acidos.
De facto, os estudos de Sroka e Tusky (2007) demonstraram que, durante os
primeiros dias de fermentacdo de mosto de hidrowelprincipais acidos que se
produzem sdo o acético e o succinico. Estes as#@lmgesponsaveis pela reducado do
valor de pH, o qual se mantém praticamente inalteedé ao fim da fermentagdo. Em

estudos posteriores proceder-se-a a quantificag®oitdos acidos, além do acético.
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Como ja foi referido, o processo fermentativo feimelhante para as trés
estirpes, no entanto o hidromel produzido pelapestb revelou um aroma e sabor
desagradaveis. Provavelmente, os compostos resgisgdor estas alteracbes sao
compostos fendlicos, tais como etilfenol ou etilgunal, ou sulfureto de hidrogénio.
Assim, estdo a ser efectuados estudos suplementaresentido de identificar estes
compostos, recorrendo a técnicas cromatograficas.eBte motivo, esta estirpe de
levedura néo sera utilizada em estudos posteriores.

Uma vez que os nutrientes comerciais e 0 mel clmdguecido quer com o
suplemento comercial quer com o suplemento elabguath equipa, ndo se mostraram
adequados para producdo de hidromel, provavelngewvido a limitacdo de nutrientes,
terdo que ser testadas novas formulacbes do meiferdeentacdo, utilizando-se
diferentes fontes de azoto.

Relativamente ao mel escuro, os dados obtidos neatemlho, onde o
comportamento fermentativo ndo adequado a proddedbidromel se verificou na
presenca de nutrientes comerciais, ndo estao deéoacom os relatados por Navratl
al. (2001). Estes autores quando testaram diferentées de nutrientes na producéo
hidromel, utilizanddsaccharomyces cerevisiaen cultura descontinua, observaram que
a eficiéncia dos dois nutrientes comerciais estosl@da muito maior do que do fosfato

de amonio, mostrando a importancia da fonte deoarmprocesso fermentativo.
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CAPITULO IV

Consideracoes Finais
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho pretendeu-se caracterimael @la regido de Tras-os-
Montes, e contribuir para a optimizacdo das coradigle producdo de um derivado do
mel, o hidromel.

Existem poucos estudos sobre o mel nacional, e snemala sobre o mel do
Nordeste de Portugal, concretamente do da regidoateos-Montes. Assim, a primeira
parte deste trabalho teve como objectivo contripaia um melhor conhecimento de
dois tipos de mel, claro e escuro, do Parque NaflerMontesinho.

Os parametros fisicos e quimicos analisados sugguemo mel da regido de
Tras-os-Montes € um produto alimentar de qualidagesar de tudo, os apicultores
enfrentam enormes dificuldades no seu escoamemijtas vezes utilizam o excesso
de mel para produzir hidromel. No entanto, comooaycéo desta bebida é realizada de
modo artesanal, deparam-se com Varios problemasair parte destes problemas
parecem estar relacionados com as estirpes utiizad fermentacdo do mel, que
normalmente séo as leveduras comerciais utilizadggoducdo do vinho e da cerveja,
as quais ndo estdo adaptadas as condigcbes do bidroomeadamente, elevada
concentracdo de acgucares, valor de pH baixo e obacées de azoto reduzidas.
Assim, na segunda parte do trabalho fomos seleaciestirpes deSaccharomyces
cerevisiaeisoladas de mel, que ja estdo adaptadas as cendigdtressdeste produto,
para produzir hidromel.

Para seleccionar as estirpes $le cerevisiaemais adequadas a producdo de
hidromel estudou-se o comportamentosa@ssosmotico, resisténcia ao etanol e ao
sulfuroso de cinco estirpes isoladas do mel, unigoesde referéncia e uma estirpe
comercial. Verificou-se que todas as estirpes eskasl apresentaram comportamento
semelhante as condi¢des steess sugerindo que todas sao adequadas para a producao
de hidromel.

A producao de hidromel, utilizando duas estirpedatas de mel e a estirpe
comercial, mostrou que todas as estirpes exibiratmesmo comportamento. No
entanto, o hidromel produzido pela estirpe 5, dalalo mel, revelou um aroma
desagradavel, tornando-a imprépria para a proddesia bebida.

Constatou-se que na producéao de hidromel, a coggmsio meio de cultura,
nomeadamente, o tipo de mel usado e os suplemadio®nados, foi 0 que mais

condicionou as caracteristicas do produto final.n@hores resultados foram obtidos
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guando se utilizou o mel escuro enriquecido conupesnento preparado pela nossa
equipa, tendo em conta as necessidades das leséduptemento 2).

A influéncia do suplemento e do tipo de mel na pgd@ de hidromel foi
bastante evidente quando se utilizou mel clareeptemento comercial, verificando-se
uma paragem da fermentagéo. Este resultado compsoddiculdades sentidas pelos
apicultores quando produzem hidromel de forma aoapir

A paragem da fermentacédo pode ser explicada pk#ada azoto. De facto, o
mel claro tem menor proporcao de polen, onde gstEsentes a maioria dos compostos
azotados, que o mel escuro. Além disso, 0 mel dg@resenta outros factores que
podem diminuir o crescimento das leveduras, nomeadee pH e conteddo em
minerais, expresso pelo teor de cinzas, inferiacedo mel escuro.

Os conhecimentos adquiridos relativamente a praddeahidromel permitiram
reduzir os tempos de fermentacéo deste produtenimto, outros estudos estédo a ser
conduzidos sobre a formulacdo dos meios de ferm@ntaestando a ser testadas
diferentes fontes de azoto, diferentes concentsacie mel, assim como diferentes
temperaturas de fermentacédo, no sentido de auneeqtalidade do produto final.

No futuro serdo efectuados também, ensaios expaidise em continuo,
utilizando células imobilizadas, com o objectivo dEluzir os custos inerentes a

filtracdo e a clarificacdo desta bebida alcodlica.
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ANEXO |

Reagentes utilizadas para a caracterizacao fisicatgmica e polinica do mel

» Solucao alcoolica de fenolftaleina

Dissolver 1 g de fenolftaleina em 60 mL de alcodlileir com agua destilada
até 100 mL.

* Solucao de Carrez |

Dissolver 15 g de ferrocianeto de potassio trihatta em agua destilada e

perfazer o volume até 100 mL.

* Solucao de Carrez Il

Dissolver 30 g de acetato de zinco dihidratado gonaalestilada e perfazer o

volume até 100 mL.
* Solucao tampéo acetato pH 5,3
Dissolver 87 g de acetato de sodio trihidratado4®® mL de agua destilada,
num baldo volumétrico de 500 mL. Adicionar 10,5 dd_acido acético glacial (4,4) e

perfazer com agua destilada até 500 mL. AjustaHpse necesséario, com acetato de

sodio ou acido acético.

* Solucao stock de iodo

Dissolver 22 g de iodeto de potassio (p.a.) em 40 da agua destilada.
Adicionar 8,8 g de iodo (p.a.), dissolver e perfazgolume de 1 L com gua destilada.

* Solucao de iodo 0,0007 N (solucédo com validade d&hbras)
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Dissolver 20 g de iodeto de potassio (p.a.) em #0dm agua destilada, num
baldo volumétrico de 500 mL. Adicionar 5 mL de sélo stock de iodo e perfazer o

volume até 500 mL com agua destilada.

* Solucao de iodo 0,02 N (solucao diaria)

Dissolver 20 g de iodeto de potassio (p.a.) em #0dm agua destilada, num
baldo volumétrico de 500 mL. Adicionar 143 mL d&séo stock de iodo e perfazer o

volume até 500 mL com agua destilada.

* Solucdo de amido (o indice de azul tem que estarmapreendido entre 0,5 e
0,55)

Dissolver 1 g de amido anidro em 45 mL de agualddat num copo de 50 mL.
Levar rapidamente a ebulicdo, agitando sempre ntki@ minutos. Deixar arrefecer a
temperatura ambiente. Adicionar 2,5 ml de tampaaaéc pH 3,5. Transferir para um
baldo volumétrico de 100 mL, colocar em banho-m@ad@°C, e perfazer o volume com
agua destilada.

Num baldo volumétrico de 100 mL, colocar 75 mL deadestilada, 1 mL de
acido cloridrico 1 N, 1,5 mL de solucéo de ioda20\) adicionar 0,5 mL de cozimento
de amido e perfazer o volume de 100 mL com agudatis Deixar repousar durante 1
hora no escuro e ler a absorvancia a 660 nm. Usao dranco, uma solucdo de
composicao idéntica excepto cozimento de amidoalorwle absorvancia é igual ao
valor de indice de azul, e para valores ndo comgides entre 0,5 e 0,55, é necessario
ajustar a massa de amido anidro pesada.

* Solucao de Fehling A

Dissolver 69,28 g de sulfato de cobre pentahidcatech agua destilada, e
perfazer o volume até 1 L. Deixar repousar 1 diasade usar.

* Solucao de Fehling B
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Dissolver 346 g de tartarato de sodio potassicali&tratado e 100 g de

hidroxido de sodio (NaOH) em agua destilada, perfazvolume até 1 L e filtrar.

» Glicerogelatina

Pesar 7 g de folhas de gelatina, cortadas em pedseguenos, colocar num
copo de 100 mL e adicionar 42 mL de agua destiladaar repousar durante 2 horas.
Adicionar a gelatina, agitando sempre, 50 g deesgh@a concentrada e 0,5 g de fenol.
Aquecer a mistura durante 15 minutos e adicionaasugotas de fucsina basica. Filtrar

a solucdo através de 1a de vidro e recolher aditirpara uma placa de Petri.

Solucao corante de fucsina basica

Dissolver 0,5 g de fucsina basica em 1 mL de étad%, e perfazer o volume

de 150 mL com agua destilada.
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ANEXO I

Meios de cultura utilizados para a seleccao de ledaras

+ Meio mineral minimo

Meio mineral base 700 mL
Solucéo glucose 300 mL
Solucéo de vitaminas 0,5 mL
Solucéo de oligoelementos A 0,5mL
Solucéo de oligoelementos B 0,5 mL

Juntar assepticamente as vitaminas e os oligoatesia solucdo de glucose, e
esterilizar esta solucéo por filtracdo. A solucatida adicionar assepticamente o meio
mineral base, obtendo-se deste modo 1 L (700 mQG+3L) de meio mineral minimo

completo, liquido e esterilizado.

Meio mineral base

Sulfato de amoénio 59
Fosfato didxido de potassio 59
Sulfato de magnésio 0,59
Cloreto de célcio 0,13 g
Agua destilada 700 mL

Dissolver os reagentes acima mencionados em 708ardgua, e autoclavar a
121°C durante 20 minutos.

Solucao de glucose

Glucose 20 ¢
Agua destilada 300 mL

Dissolver 20 g de glucose num litro de agua ecanar a 121°C durante 20

minutos.
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Solucao de vitaminas

Biotina 0,01¢g
Pantotenato de calcio 0,8¢g
Inositol 40 g
Niacina 169
Pihidroxina 169
Tiamina 169
Agua destilada 1L

Dissolver todos os reagentes num litro de aguarikzar a solucéo por filtracéo

e guardar no frigorifico.

Solucao de oligoelementos A

Borato de hidrogénio 109
lodeto de potassio 0,29
Molibedato de sddio 0,49
Agua destilada 1L

Dissolver todos os reagentes num litro de aguasterikzar a solucdo por

filtracéo.

Solucao de oligoelementos B

Sulfato de cobre 0,08 g
Cloreto de ferro 0,49
Sulfato de manganés 0,8¢
Sulfato de zinco 0,8¢g
Agua destilada 1L

Dissolver os oligoelementos em 0,1 mL de uma salug¢Cl 1M, a fim e evitar
turbagéo e depois adicionar a agua e esteriligalugéo por filtragéo.
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« Meio YPD sdlido

Agar 209
Peptona 10g
Extracto de leveduras 50
Glucose 20 g
Agua destilada 1L

Dissolver todos os componentes num litro de agaat@clavar a 121°C durante
20 minutos. Distribuir cerca de 10 mL de meio pada placa de Petri e deixar

solidificar.

e Meio YPD liquido

Peptona 109
Extracto de leveduras 509
Glucose 20g
Agua destilada 1L

Dissolver todos os componentes num litro de 4gaateclavar a 121°C durante

20 minutos.
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