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RESUMO

O hidromel ¢ uma das bebidas fermentadas mais antigas, produzida tradicionalmente a
partir da fermentacao alcoolica de uma solugdo de mel e agua. No entanto, o elevado
custo do mel e a sua variabilidade sazonal constituem entraves a sua producdo em escala
industrial. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do
melago de cana-de-agucar como substrato alternativo para a produgdo de hidromel,
analisando o impacto da sua incorporagdo, parcial ou total, na cinética fermentativa e

composicao fisico-quimica.

Foram preparadas formulagdes com diferentes propor¢des de melago (0%, 50% e 100%),
mantendo-se constantes os parametros de fermentagao (pH, densidade inicial,
temperatura ¢ levedura inoculada). Monitorizaram-se varidveis como o consumo de
acucares redutores, producao de etanol, viabilidade celular e tempo de fermentagdo. Apos
o processo fermentativo, os hidroméis foram analisados quanto ao teor alcodlico, acidez,

acucares residuais, glicerol e dioxido de enxofre total.

Os resultados revelaram que a substituicdo parcial do mel até 50% por melaco ndo
comprometeu a fermentagdo nem a qualidade final da bebida, mantendo-se teores
alcoolicos entre 10,3% e 10,8% (v/v), com elevada eficiéncia fermentativa e bom
equilibrio sensorial. A formulagdo com 50% de melaco destacou-se pelo maior
rendimento alcodlico (90,2%) e composicdo estavel. Por outro lado, a substituicdo total
resultou numa fermentagdao mais lenta, com menor teor alcoolico (9,35% v/v) e acidez

mais elevada, embora compativel com a fermentagao controlada.

Conclui-se que o melago de cana-de-actcar pode ser utilizado como substituto parcial do
mel na producdo de bebidas fermentadas, representando uma estratégia tecnoldgica
viavel, economicamente acessivel e ambientalmente sustentavel, com potencial para

diversificar a oferta de bebidas fermentadas e valorizar subprodutos agroindustriais.

Palavras-chave: Hidromel, melaco de cana-de-agucar, mel, substrato alternativo,

bebidas fermentadas.
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ABSTRACT

Mead is one of the oldest fermented beverages, traditionally produced from the alcoholic
fermentation of a solution of honey and water. However, the high cost of honey and its
seasonal variability constitute obstacles to its production on an industrial scale. In this
context, the present work aimed to evaluate the potential of sugarcane molasses as an
alternative substrate for mead production, analyzing the impact of its partial or total

incorporation on the fermentative kinetics and physicochemical composition.

Formulations with different proportions of molasses (0%, 50%, and 100%) were
prepared, keeping the fermentation parameters constant (pH, initial density, temperature
and inoculated yeast). Variables such as reducing sugar consumption, ethanol production,
cell viability and fermentation time were monitored. After the fermentation process, the
meads were analyzed for alcohol content, acidity, residual sugars, glycerol and total sulfur

dioxide.

The results revealed that the partial replacement of honey up to 50% with molasses did
not compromise fermentation or the final quality of the beverage, maintaining alcohol
levels between 10.3% and 10.8% (v/v), with high fermentative efficiency and good
sensory balance. The formulation with 50% molasses stood out for its higher alcohol yield
(90.2%) and stable composition. On the other hand, total replacement resulted in slower
fermentation, with lower alcohol content (9.35% v/v) and higher acidity, although

compatible with controlled fermentation.

It is concluded that sugarcane molasses can be used as a partial substitute for honey in
the production of fermented beverages, representing a viable, economically accessible
and environmentally sustainable technological strategy, with the potential to diversify the

supply of fermented beverages and add value to agro-industrial by-products.

Keywords: Mead, sugarcane molasses, honey, alternative substrate, fermented

beverages.
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CAPITULO 1
Introducado



1. ENQUADRAMENTO GERAL

O hidromel ¢ uma das bebidas fermentadas mais antigas conhecidas, anterior mesmo a
cerveja e ao vinho. A palavra hidromel deriva do grego antigo e significa literalmente
“mel e dgua” (Felipe et al., 2019). Atualmente, ¢ considerada uma das bebidas alcodlicas
tradicionais a base de mel mais populares, com crescente reintrodu¢do no mercado

(Starowicz & Granvogl, 2020).

Em termos técnicos, o hidromel ¢ uma bebida alcoolica obtida pela fermentagdo de uma
solugdo aquosa de mel, conduzida por leveduras (Pereira et al., 2014), apresentando
normalmente um teor alcoolico entre 8% e 18% (v/v). Para além do etanol, o hidromel
contém uma variedade de compostos de interesse, incluindo agucares residuais, acidos
organicos, vitaminas, minerais e antioxidantes (Fu et al., 2023), que contribuem para o

seu valor nutricional e sensorial.

Embora o mel seja tradicionalmente o principal ingrediente utilizado na producdo de
hidromel, outras matérias-primas com caracteristicas semelhantes, como o melago de
cana-de-agucar, podem igualmente ser consideradas (Samaniego-Sanchez et al., 2020). O
melago € um subproduto espesso e viscoso resultante da refinacdo da sacarose
proveniente da cana-de-agticar (Guimaraes et al., 2007). Trata-se de um produto rico em
agucares e sais minerais, muitas vezes classificado como residuo industrial de baixo valor

econdmico, apesar do seu potencial biotecnoldgico e nutricional (Mordenti et al., 2021).

Esta subvalorizagdo do melago evidencia a falta de estratégias eficazes para o seu
reaproveitamento, constituindo, por isso, uma oportunidade promissora para o
desenvolvimento de novos produtos fermentados. De facto, este subproduto da industria
agucareira apresenta uma composi¢ao rica em agucares fermentaveis, vitaminas e
minerais, que favorecem o crescimento e a atividade metabolica das leveduras durante a
fermentacdo alcodlica. Tais caracteristicas justificam a sua utilizagdo como substrato

alternativo ao mel na producdo de bebidas fermentadas.

Além disso, a integragdo do melaco no processo produtivo podera reduzir o desperdicio
de subprodutos agricolas, refor¢ar a economia circular e promover a sustentabilidade
ambiental e econdmica do sector agroindustrial, criando oportunidades de inovagao e

valorizacao de recursos locais (Kaur & Keshri, 2020).



Contudo, a aplicagdo do melaco como substrato na producdo de bebidas alcodlicas
apresenta desafios tecnologicos relevantes, nomeadamente a necessidade de ajustar
parametros de fermentagdo, devido a sua elevada concentragdo de sais minerais e de
compostos fendlicos, que podem afetar o desempenho das leveduras e a qualidade
sensorial da bebida final. Apesar destes constrangimentos, estudos recentes indicam que,
através da otimizagdo das condi¢des fermentativas e da selecdo de estirpes de leveduras
mais adaptadas, ¢ possivel obter bebidas de qualidade, com caracteristicas organoléticas

competitivas e custos de producao reduzidos.

Neste contexto, o presente estudo tem como proposito avaliar a viabilidade técnica da
substitui¢do parcial ou total do mel por melago de cana-de-agucar na producao de bebidas
fermentadas, explorando o seu potencial como alternativa sustentavel e economicamente
vantajosa. Para além do contributo cientifico, esta investigacdo pretende promover a
valorizacao de subprodutos agricolas, fortalecer a economia local e incentivar a inovagao

no sector das bebidas fermentadas.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial do melago de cana-de-agticar como substrato alternativo para a
producao de bebidas fermentadas do tipo hidromel, através da comparagdo das suas
propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas com as do hidromel tradicional elaborado
exclusivamente com mel de abelha. Pretende-se, com este estudo, identificar as
vantagens, limitagdes e implicagdes tecnologicas da aplicacao do melago, tendo em vista
a sua utilizagdo como solucdo sustentavel, economicamente viavel e tecnologicamente

eficaz para a industria de bebidas fermentadas.

1.1.2. Objetivos especificos

Caracterizar e comparar a composicao fisico-quimica do melago de cana-de-agticar e
do mel de abelha, com énfase nos teores de acucares, pH, acidez total e volatil,
condutividade elétrica, teor de cinzas, atividade da agua e contetdo fendlico, com

vista a compreender o seu impacto no processo fermentativo.

Desenvolver formulacdes experimentais de bebidas fermentadas, utilizando mel,
melago e misturas em diferentes propor¢des, a fim de avaliar o comportamento

fermentativo sob condigdes laboratoriais controladas.

Monitorizar a cinética fermentativa das formulagdes, analisando pardmetros como a
deplecdo de acucares, producdo de etanol, variagdo do pH, viabilidade celular e
biomassa, de modo a avaliar a eficiéncia da fermentagdo em funcdo da composi¢do

do substrato.

Comparar os perfis fisico-quimicos e microbioldgicos das bebidas obtidas, incluindo
teor alcodlico, acidez, compostos fendlicos, teor de didxido de enxofre e estabilidade,

com especial atengdo ao efeito da substituicdo parcial ou total do mel por melago.

Identificar os principais beneficios e desafios técnicos associados a incorporacdo do
melaco na producdo de hidromel, considerando tanto o desempenho fermentativo

como os critérios de qualidade, sustentabilidade e custo-beneficio.



CAPITULO II
Fundamentacao teorica



Nesse capitulo, apresenta-se uma revisao da literatura que contextualiza o estado atual do
conhecimento sobre o processo fermentativo do hidromel e o potencial de utilizacdo do
melago como substrato alternativo ao uso de estirpes mais adaptadas, que pode resultar
em bebidas fermentadas com caracteristicas competitivas e acessiveis pelos

consumidores.

2. MELACO DE CANA-DE-ACUCAR

2.1. Definicao e origem como subproduto da producio de acicar

O melago ¢ um subproduto obtido como consequéncia de etapas seriais de repetidas
evaporacdo, cristalizacdo e centrifugacdo de sumo de cana-de-aglicar no processo de
preparagao do agucar numa usina (Noureldin et al., 2020), de forma simplificada pode-se
dizer que o melago de cana ¢ um xarope espesso obtido como um subproduto da
fabricacdo ou refino da sacarose da cana-de-agucar (Guimaraes et al., 2007), cuja extragao

de agucar ja ndo ¢ economicamente rentdvel, sendo rotulado como um subproduto da

refinaria (Vaz, 2016).

T d h [
: = | ‘
Matérias-primas | Processo ! ! Subprodutos i
| : i |
Cana-de-agucar plantada 3 Limpeza
1.000 Kg
. o Extragéo do suco ) Bagago
Cana-de-aglicar que seja é ¢ gag
fabrica 231 Kg(28%)
824 Kg (100%) Clarificagao
Desperdicio de cana-de-
aglicar
L p— Filtragem Torta de filtro
3
33 Kg(4%)
Evaporagéo e cristalizagdo
Centrifugagdo 3 Melago
26 Kg (%)
Aglicar i I
i Residuos liquidos :
104 Kg(13%) [ i

430 Kg (52%)

Figura 1: Processo de producao de agticar e subprodutos.

Fonte: Almazan et al.,1998; Ochoa et al.,2010 e Makul & Sua-iam, 2016.



No processo de producdo de agucar a partir da cana-de-agucar, existem trés subprodutos
principais denominados de bagaco, melaco e torta de filtro. A cada 824 kg de cana que
sdo enviados para uma usina de agucar apenas 104 Kg de agticar ¢ produzido e cerca de

26 Kg de melago conforme a Figura 1, segundo (Pajampa & Wongwuttanasatian, 2023).

2.2. Composicao e propriedades fisico-quimicos

Segundo Palmonari et al., (2020a), a composicao da matéria seca do melago de cana-de-
agucar variou entre cerca de 75,7% e 79,6%, com uma média bastante estavel de 76,8%,
1Sso mostra que a composicao esta bem equilibrada. Outro aspectos importante € o teor
de cinzas, relativamente alto, com uma média de 13,1%. Indicando que hd uma
quantidade significativa de minerais presentes. No que diz respeito aos carboidratos, a
sacarose € a principal componente, representando cerca de 48,8%. Além dela, também

encontramos frutose e glicose, com médias de 8,1% e 5,3%, respetivamente.

Tabela 1: Estatisticas descritivas da composi¢ao quimica do melago de cana.

Item Média DP Minimo Maximo

MS (Matéria Seca) 76,8 1,0 75,7 79,6
PB (Proteina Bruta) 6,65 1,79 2,22 9,31
Agucares totais 62,3 3,97 57,0 71,0
Sacarose 48,8 6,4 39,2 67,3
Glicose 5,29 2,69 1,30 12,07
Frutose 8,07 2,83 2,30 14,28
Raffinose 0,03 0,00 0,02 0,03
Galactose 0,04 0,01 0,04 0,04
Arabinose 0,01 0,02 0,00 0,04
Xilose ND’ ND ND ND
Amido 0,33 0,25 0,06 1,07
Levana 0,86 0,26 0,26 1,21
Dextrinas 0,79 0,42 0,27 1,63
Arabanos 0,20 0,05 0,16 0,27
Acido aconitico 1,42 0,85 0,24 3,78
Acido latico 6,10 2,82 1,62 12,75
Acido malico 0,10 0,05 0,04 0,21
Acido citrico 0,13 0,04 0,08 0,22
Acido piravico 0,34 0,13 0,18 0,51
Acido oxalico 0,06 0,04 0,01 0,14
Acido glicélico 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido acético 0,44 0,28 0,16 1,04
Cinzas 13,1 1,5 10,2 16,3
Calcio (Ca) 1,39 0,55 0,82 3,13
Magnésio (Mg) 0,43 0,14 0,19 0,74
Saodio (Na) 0,08 0,10 0,01 0,44
Potassio (K) 1,82 0,91 0,31 7,99
Sulfatos 2,09 0,88 0,61 4,10
Enxofre® 0,69 0,27 0,27 1,36
Fosfatos 2,03 0,77 1,00 2,97
Nitratos, mg/kg 464 337 17 999
Cloretos, mg/kg 60 86 1 340

'ND - nao detetavel; DP - desvio padrao.
2Enxofre obtido a partir de sulfatos, considerando seus respetivos pesos moleculares".
Fonte: Palmonari et al. (2020b).



Por outro lado, os acidos organicos, como o acido latico e o acido aconitico, estdo
presentes em quantidades significativas no melago de cana, sendo que o 4cido latico pode
chegar a representar até 12,8% da matéria seca (Tabela 1).

De um modo geral, o melago € constituido por uma elevada quantidade de agtcares, como
a sacarose, glicose e frutose (Barros, 2023), ¢ uma fonte importante de minerais como
potassio, calcio, magnésio e ferro, além da presenga vitaminas do complexo B (tiamina e
vitamina B12) em quantidades baixas segundo Instituto Nacional de Saide Doutor
Ricardo Jorge, (sem data). Resumindo, embora o melago de cana seja uma 6tima fonte de
agucares fermentéaveis, ele também contém minerais, acidos e outros compostos

(Palmonari et al., 2020b).

Segundo Kong et al. (2016), o melago de cana-de-agucar é uma fonte rica em compostos
fendlicos que trazem beneficios a saude. Os autores destacam que esse subproduto
apresentou propriedades bioldgicas significativas, com efeitos antioxidantes potentes,
além de agdes anti-mutagénicas, anti-inflamatdrias e inibidoras da enzima tirosinase.
Esses resultados indicam o potencial funcional do melago e sua relevancia como

ingrediente bioativo.
2.3. Uso industrial e potencial fermentativo

As tecnologias modernas permitem a transformacao do melaco em diversos produtos com
alto valor agregado (Figura 2). Sua versatilidade se estende a aplicacdes em bebidas,
producdo de 4cido acético, cultivo de levedura de panificagdo, processos de fermentacao
e utilizagdo como componente em ragdo animal e fertilizantes (Geremew Kassa et al.,

2024).

O melaco ¢ um depdsito renovavel que se regenera a cada ano. Ele abrange uma
composi¢do quimica Gnica com um amplo espectro de efeitos (El Asri & Farag, 2023) e

o seu consumo tem sido associado a reducao das respostas de pico e de glicose oral, além



de aumentar os niveis de insulina, amilina e polipeptideos inibitorios gastricos apos a

ingestao oral (Geremew Kassa et al., 2024).

Melago | I Etanol
Outra aplicagio ) Biocombustiveis

industrial

Butanol

y

Enzimas Surfactante

Industria farmacéutica, quimica, alimenticia

l l |

Acidos citricos, lacticos, succinicos, glucdnicos, butiricos, sorbitol,
proteina unicelular, fermento de padeiro, alimentos para bebés

Figura 2: Aplicagdo industrial do melago.
Fonte: Jamir et al., 2021.

O melago destaca-se como um excelente substrato fermentativo devido a sua composicao
rica em carboidratos fermentaveis, como sacarose, glicose e frutose,(Figura 3) além de
materiais organicos ndo acucarados, como aminodcidos, minerais e vitaminas
(Samaniego-Sanchez et al., 2020), que favorece o crescimento de microrganismos em
processos fermentativos industriais, sendo amplamente utilizado na produ¢o de etanol,
acido citrico e outros compostos de alto valor agregado (Rabelo et al., 2009; Taherzadeh
& Karimi, 2007).

Conforme apresentado na Tabela 1, o melago contém oligossacarideos e nutrientes
essenciais que potencializam a eficiéncia da fermentacdo e a produtividade de
microrganismos utilizados nesses processos. Devido ao seu alto teor de carboidratos e
prego razoavelmente baixo, o melaco de cana € considerado um substrato excecional para

fermentacgdo (Jamir et al., 2021).



3. HIDROMEL

3.1. Definicao

Hidromel ¢ uma bebida alcodlica tradicional, contendo 8—18% (v/v) de etanol, preparada
pela fermentagdo do mel. A taxa de fermentacdo depende especialmente da variedade do
mel, da cepa de levedura, da nutricao da levedura e do controle do pH (Navratil et al.,
2001). O mosto de hidromel ¢ produzido através da dilui¢ao do mel de abelha com a
quantidade adequada de dgua. Dependendo da propor¢ao em que o mel ¢ diluido, obtém-

se diferentes tipos de hidromel (Sroka & Tuszynski, 2007).

3.2. Historia e Producao

Segundo Sroka & Tuszynski (2007), o hidromel ¢ uma bebida alcoolica produzida desde
a antiguidade, apesar de séculos de tradi¢cao na produgdo de hidromel na Polonia, tem
sofrido nos ultimos anos devido a falta de evolucdo cientifica na area.

Antigamente, o hidromel era produzido pela fermentacdo do mel em agua e apresentava

baixa qualidade, subprodutos indesejados, sabores estranhos e a producdo era demorada

(Felipe et al., 2019).

Figura 3: Hidromel Polonés.
Fonte: https://www.meadworld.com/meaderies/poland/pasieka-jaros/miod-pitny-trojniak--trybunalski-3

3.3. Classificacdo do Hidromel

O hidromel pode ser classificado em seco, licoroso, doce e espumoso, segundo a sua
tecnologia de fabrico. Esta produ¢do depende do tempo de fermentacdo, da quantidade
de mel utilizada e da graduacdo alcoodlica resultante da adigao de aguardente vinica

(Gomes, 2010). Além da classificacdo segundo a sua tecnologia de fabrico, existem
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outros fatores como teor alcoodlico, dulgor, composi¢ao e adicdo de ingredientes,
carbonatagdo e envelhecimento. Esses detalhes sdo apresentados na Tabela 2, que amplia

a visdo sobre a diversidade de tipos de hidromel.

Tabela 2: Classifica¢do do hidromel com base em diversos fatores.

Classificacao do Hidromel

Categoria Subcategoria

Hidromel Fraco ou Suave (Low mead)
Teor alcoolico - Hidromel Médio
Hidromel Forte (Sack mead)
Hidromel Seco
Dulgor - Hidromel Meio-Seco
Hidromel Doce
Tradicional.

Melomel: ex: Cyser e Pyment

Composi¢do e adigdo de Metheglin
ingredientes - Braggot
Bochet
Rhodomel

Hidromel Natural
Meétodo de produgao

Hidromel Enriquecido

Hidromel Tranquilo

Carbonatagao - Hidromel Frisante

Hidromel Espumante

Jovem

Envelhecimento
Envelhecido

Fonte: Adaptado de McGovern et al., (2004); Stewart, (2010); Catelli, et al. (2015) e Buchanan, (2006).
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3.4. Processo de producao

A obten¢ao do hidromel segue procedimentos semelhantes de fabricagdo de um vinho de
uva (Mattietto et al., 2006), de acordo com Gupta e Sharma (2009), a elabora¢ao de
hidromel ¢ um processo complexo que envolve diversos fatores, como a qualidade das
matérias-primas utilizadas, a escolha dos microrganismos fermentadores, o uso de
aditivos especificos, as praticas aplicadas durante a vinificacdo e o controle rigoroso do

processo de maturacdo.

O processo de produgdo do hidromel apresenta os seguintes passos: dilui¢do do mel,
preparacao do mosto, inoculagdo e fermentagao, sifonagem e clarificacdo, pasteurizagao

e engarrafamento e maturagao.

*  Diluicio do mel
E o processo que se inicia com a dilui¢do do mel em 4gua, visando obter um mosto com
composicdo adequada a fermentagdo. Segundo Pereira et al (2015), essa etapa ¢
fundamental para ajustar o teor de aclcar e garantir a viabilidade do processo

fermentativo.

* Preparaciao do mosto
Apos a diluicdo, o mosto € ajustado quanto a acidez e suplementado com nutrientes
essenciais para o desenvolvimento das leveduras, conforme destacado por Felipe et al.,

(2019). Essa etapa assegura condi¢des Otimas para o metabolismo dos microrganismos.

* Inoculacio e fermentacio
O mosto ¢ inoculado com uma cultura de leveduras, normalmente do género
Saccharomyces (Ramalhosa et al., 2011). Nessa etapa os agucares sdo convertidos em
etanol e outros compostos secundarios que contribuem para o perfil sensorial do hidromel

(Fu et al., 2023).

* Sifonagem e clarificacdo
Apos a fermentagdo, ocorre a separagao dos sedimentos, como células de leveduras
inativas e residuos, por meio de sifonagem ou processos de clarificacdo, melhorando a

limpidez da bebida (Gupta & Sharma, 2009).

12



* Pasteurizacdo e engarrafamento
Para garantir a estabilidade microbiologica e evitar fermentagdes secundarias, o hidromel
¢ pasteurizado, frequentemente a 62,5°C por 15 minutos (Gupta & Sharma, 2009), e

posteriormente engarrafado.

* Maturacao
O hidromel engarrafado ¢ submetido a um periodo de maturagdo, no qual ocorrem
transformagdes quimicas que aprimoram os aromas e sabores, resultando em uma bebida

equilibrada e de alta qualidade sensorial (Ramalhosa et al., 2011).

Essas etapas demonstram a complexidade e o cuidado técnico necessarios para a producao
de hidromel, evidenciando a intera¢do entre ciéncia e arte no desenvolvimento dessa

bebida tradicional. A Figura 4 ilustra o esquema do processo de produgdo classica de

hidromel.
Agua
Mel Mel —>|  Mel diluido
|
v
Cultura de
leveduras
_— Mosto — Fermentagao
|
v
Sifonagem/ trantes [~ Clarificagdo
|
v
Pasteurizagao
Engarrafamento [ 7| (62,5°C durante
15 min)
|
v
Maturacio — Hidromel

Figura 4: Fluxograma de diferentes operacdes unitarias na produ¢@o de hidromel.
Fonte: Adaptado de (Mattietto et al., 2006) & (Gupta & Sharma, 2009).



3.5. Teor alcoélico e leveduras

O teor alcoolico da bebida pode variar significativamente, situando-se entre 7% e 22%,
estando sujeito a propor¢do de mel e dgua utilizada, bem como do momento estratégico
em que o processo de fermentacao ¢ interrompido. Esses parametros permitem a obtengao
de diferentes tipos de hidromel, com caracteristicas Unicas ¢ adaptadas a diferentes

paladares e finalidades, segundo Gupta e Sharma (2009).

De acordo com Fu et al. (2023), o processo de fermentagdo do hidromel geralmente faz
uso da levedura Saccharomyces cerevisiae, que ¢ amplamente reconhecida como a mais
utilizada nesse tipo de producdo. Essa escolha deve-se, sobretudo, a sua eficiéncia na
conversao dos agucares presentes no mel em etanol € compostos aromaticos, além de sua
capacidade de adaptacdo as condi¢cdes do mosto, como alta concentracdo de agucares e
baixos niveis de pH. A utilizacdo de S. cerevisiae também contribui significativamente
para o desenvolvimento do perfil sensorial do hidromel, devido a sua produgdo de
metabolitos secundarios que enriquecem os aromas e sabores da bebida, tornando-a mais
complexa e apreciada. Assim, a escolha dessa levedura ndo ¢ apenas técnica, mas

estratégica, para obter um produto de qualidade
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CAPITULO III
Metodologia



4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a capacidade de utilizagao
de melago de cana-de-agucar e de mel de abelha como substratos na producao de bebidas
fermentadas, com foco nos aspetos fisico-quimicos e microbioldgicos, bem como na
compara¢do do rendimento fermentativo. Todas as andlises foram efetuadas em

triplicado.

4.1. Amostras de mel e melaco de cana-de-acucar

Para o estudo, foram escolhidas amostras de mel multifloral ¢ de melago de cana-de-
acucar, ambos produzidos em sistemas de agricultura orgénica e adquiridos diretamente
no mercado local. Reagentes e consumiveis, como agua destilada, nutrientes para
leveduras e solugdes tampao, adquiridos em empresas especializadas e pertencentes ao

laboratorio de Microbiologia do IPB.

MELAD & 50
Cana &,

Figura 4: Matéria-prima (mel multifloral e melago de cana-de-agiicar) para a elaboragdo do hidromel.

4.2. Caracterizacao fisico-quimica do mel e do melaco de cana-de-acucar
As amostras foram armazenadas em temperatura ambiente, de forma cuidadosa, para

manter suas caracteristicas até ao momento das analises laboratoriais detalhadas.

4.2.1. pH

Tanto o pH do mel quanto do melago, foram medidos usando o método descrito por
Bogdanov et al., (1997). Primeiro, foi dissolvida uma amostra de 10 g em 75 ml de dgua
destilada, em um béquer de 250 ml. A mistura foi agitada com um agitador magnético, e

o elétrodo de pH foi colocado na solucdo para registar o valor de pH.
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4.2.2. Acidez livre
Segundo a AOAC (1990), o método oficial 962,19 ¢ utilizado para determinacao da
acidez livre, uma amostra de 10 g foi dissolvida em 75 ml de agua destilada, usando um
béquer de 250 ml. Depois, foram adicionadas quatro gotas de solugdo de fenolftaleina.
Em seguida, foi realizada uma titulagdo com uma solucao de NaOH 0,1 M, até que a cor
mudasse e permanecesse durante 10 segundos, ou até atingir pH 8,30. A titulacdo foi
concluida em até dois minutos (Bogdanov, 2009). A acidez livre (miliequivalentes de
acido por Kg) foi determinada usando a seguinte equacao:

Acidez livre (ﬂ) = Vyaon X 10

Kg

Onde:

Vnaon = volume de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulagdo (em mL).

O fator 10 resulta da conversdo para miliequivalentes por kg de mel, considerando a

amostra de 10 g.

4.2.3. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi determinada pelo método de Sancho et al. (1991): pesar 10
g da amostra e dissolvé-la em 75 ml de dgua destilada. A solugdo foi colocada no banho-
maria a 20 °C até se estabilizar. De seguida, fez-se a leitura da condutividade elétrica num
condutivimetro calibrado. O valor que foi obtido foi multiplicado por 1,5 e os resultados

foram apresentados com mS/cm (10735 /cm).

4.2.4. Humidade

A humidade foi determinada conforme o método oficial AOAC 940.26 (1990). Para isso,
realizou-se a pesagem em cadinho de porcelana previamente tarado, utilizando balanca
analitica de precisdo e depois realizou-se a secagem na estufa a 105°C+1 até que o peso
se estabilizasse, ou seja, até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas fosse menor

que 0,001 g.

4.2.5. Cinzas totais

A determinagdo do teor de cinzas das amostras anteriormente usadas para calcular a
humidade segundo AOAC, (2005). J& com a matéria seca, iniciou-se logo pela
incineracao das amostras na mufla a uma temperatura elevada de 550°C por 5 a 6 horas,

até a completa eliminagdo da matéria organica e permitir medir o residuo inorganico que
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sdo as cinzas, de seguida a capsula foi transferida da mufla com pinga metalica para o
exsicador para esfriar e por fim pesar e calcular a massa final das cinzas através da

seguinte equagao.

massa de cinzas

Teor de cinzas (%) = ( ) x 100

massa da amostra inicial

4.2.6. Perfil mineral

Para a digestdo das amostras mel ou melago segundo a referéncia MARS 6™,
CEM, Method Note - Microwave Digestion of Honey (Raw). A digestdo da amostra foi
em vaso fechado com assisténcia do micro-ondas. Pesou-se rigorosamente cerca de 0,3 g
de amostra para o vaso de digestao e adicionou-se 10 mL de HNO3 concentrado; colocou-
se os vasos de digestdo com a amostra ¢ acido num banho-maria (~90°C) durante cerca
de 15 minutos. Agitou-se o contetido com cuidado e arrefeceu-se os vasos de digestdo,
em agua fria, durante cerca de 10 minutos; apds, fechar os vasos de digestao efetuou-se a
digestao do contetdo com assisténcia do micro-ondas. Rampa de pressao e temperatura

considerada esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3: Descrigdo da rampa de pressdo e temperatura considerada.

Etapa T/°C Rampa/min  Mantém/min  Pressao/psi P/W

1 200 20 15 800 900-1050

Apos arrefecimento dos vasos de digestdo, diluiu-se as amostras, com 30 mL de agua
desionizada e efetuou-se a quantificacdo dos metais pesados por espectrofotometria de

absor¢ao atomica.

4.2.7. Atividade da agua (a,,)

A determinacao da atividade da dgua (a,,) nas amostras do mel e do melago foi medida
usando um equipamento especifico, o Novasina LabSwift-aw (Figura 5).

Primeiro, as amostras foram pesadas com cuidado em recipientes adequados fornecidos
pelo fabricante, até atingirem o volume recomendado. Depois, esses recipientes foram

colocados no aparelho de leitura sem tampa.
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Antes das medigdes, o aparelho foi calibrado usando uma solug¢ao padrao de brometo de
sodio (NaBr), que possui uma atividade da agua de 0,584 (58%), conforme as orientagdes

do fabricante.

Figura 5: Medidor da atividade da agua.

4.2.8. Teor de acucares

A determinacdo do teor da sacarose glicose e frutose nas matérias-primas, foi feita por
cromatografia em fase liquida de alta performance, com dete¢@o por indice de refracao
(HPLC-IR). O melaco e o mel foram previamente diluidos em agua na propor¢ao 1:25
(melago: 4gua) e 1:20 (mel: agua), de seguida, as solugdes foram filtradas antes das
analises com o auxilio de uma seringa, através de um filtro de nylon com porosidade de

0,2 um, segundo a metodologia de Correia et al., 2014.

4.3. Analise do conteudo fenolico e da capacidade antioxidante

4.3.1. Extracao dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fenolicos presentes no mel foi realizada seguindo o método
descrito por Truchado et al. (2009), com algumas adaptagdes segundo Paula et al. (2024).
Para isso, utilizamos a técnica de extracdo em fase solida (SPE) com coluna C18 (Figura
6). Este método ¢ eficiente na remocdo de interferentes, como aglicares e outros
compostos organicos, que podem dificultar a identificacdo e a medi¢cdo precisas dos
compostos fenolicos.

Uma vez que as colunas SPE-C18 tém afinidade por compostos apolares e semi-polares,
ajudando a concentrar especificamente os fendlicos, o que aumenta a sensibilidade e a

confiabilidade dos resultados das analises.
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Para preparar a amostra, foram utilizados exatamente 10 g de mel e 1 g de melaco de
cana-de-agucar, ambos dissolvidos em 50 mL e 20 mL, respectivamente, de uma solugdo
de HCl de pH 2. A seguir, a coluna SPE-C18 foi fixada na cdmara de manifold e ativada

com 10 mL de metanol e 10 mL de dgua desionizada.

Figura 6: Coluna SPE-C18 usada para a extragdo dos compostos fenolicos.

Depois, foi feita a aplicacao das solucdes sobre a coluna. Em seguida, a coluna foi lavada
com 10 mL de 4gua deionizada. Para extrair os compostos fendlicos da coluna SPE-C18,
utilizou-se 4 mL de metanol. Essa solugdo extraida foi utilizada para realizar as analises
de teor de compostos fenolicos totais (TCFT), teor em flavonoides totais (TFT) e anélise

da capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP.

4.3.2. Determinacio de compostos fendlicos totais

O teor total de compostos fendlicos presentes no mel foi determinado em microplacas
segundo o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (método FC), proposto por
Singleton e colaboradores e com pequenas alteragdes feitas por (Majewska & Druzynska,
2025). Este método baseia-se na reacao dos compostos fenodlicos com o reagente de Folin-
Ciocalteu, resultando na formag¢dao de um complexo de cor azul, cuja intensidade ¢

proporcional a concentracao destes compostos.

Para a determinacgao do teor total de compostos fendlicos (TCFT), foram pipetados 20 uL
da solucdo extraida, previamente diluida na propor¢ao de 1:5 para o mel e 1:10 para o
melago em microplacas, aos quais se adicionaram 100 pL de reagente de Folin-Ciocalteu

(1:4). Apds 4 minutos de reagdo, foram acrescentados 75 puL de solugdo de carbonato de
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calcio (100 g/L). As amostras permaneceram em repouso no escuro durante 2 horas, e,
em seguida, a leitura da absorbancia foi realizada a 740 nm.

Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por grama de
amostra (mg EAG/g), com base numa curva de calibragao construida a partir de solugdes

padrao de acido galico (20-250 mg/L).

4.3.3. Determinacio de flavonoides totais

A determinagdo do teor total de flavonoides (TFT) foi realizada através de um método
colorimétrico baseado na formag¢do de um complexo com cloreto de aluminio (AlCls), de
acordo com metodologias descritas em (Ghadigaonkar et al., 2021) , com as devidas

adaptacdes as condigdes experimentais deste trabalho.

Para a andlise, recorreu-se a mesma solucao obtida na extragao em fase solida (SPE-C18),
previamente diluida (1:5 para o mel e 1:10 para o melago). Em microplacas, foram
adicionados 50 pL da amostra, seguidos de 10 pL de solucdo de cloreto de aluminio a
10%, 150 pL de etanol e 10 puL de solucdo de acetato de sodio (1 M).

As microplacas foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente, durante 40 minutos.
Apos este periodo, a leitura da absorbancia foi realizada a 415 nm. Os resultados obtidos
foram expressos em miligramas equivalentes de quercetina por grama de amostra (mg
EQ/g), com base numa curva de calibragdo construida a partir de solucdes padrdao de

quercetina (0-50 mg/L).

4.3.4. Determinac¢io da capacidade antioxidante pelo método FRAP

Para avaliar o poder redutor férrico (FRAP), optou-se por um procedimento direto em
microplaca seguindo a metodologia descrita por Bolafios de la Torre et al. (2015), que
oferece leituras estaveis e permite comparar amostras de forma clara. Em cada poco foram
adicionados 20 pL do extrato diluido (preparado previamente, SPE-C18) mais 280 pL do
reagente FRAP (o reagente foi preparado utilizando uma solucao tampao de 0,3 M de
acido acético de sodio tri-hidratado (CHsCOOH-3H.O) a pH 3,6, a qual foram
adicionados 4cido acético glacial, uma solugdo de TPTZ (1,0 x 10> M) dissolvido em HCI
40mM e uma solugdo de FeCl;-6H20 (2,0 x 10> M), numa propor¢do de volumes de
10:1:1), agitar durante 60 segundos e deixar a reag@o acontecer no escuro a 37 °C por 30
minutos e por fim, ler a absorvancia de 593 nm. A quantificagdo fez-se por comparagdo

com uma curva de calibragao preparada com padrao de sulfato de ferro (FeSO4.7H20, 19-
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314 mg/L). Os resultados foram expressos em equivalente de ferro Il por grama de

amostra (mg EFell/g).

4.3.5. Reducao do radical livre DPPH

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante por DPPH foi baseada no metodologia
descrito por Bobo-Garcia et al. (2014) num procedimento usando microplaca.
Primeiramente, foram adicionados 20 puLL da amostra a 180 pL da solugdo de DPPH (150
umol/L), misturando suavemente e deixar no escuro durante 40 minutos a temperatura
ambiente. No fim, foi lida a absorbancia a 515 nm. Os resultados foram expressos em
equivalente de trolox por grama de amostra € com base numa curva de calibragdo

construida a partir da solugdo padrao de trolox (25-151 mg/L).

4.4. Analises microbiologicas

As analises microbiologicas das matérias-primas foram realizadas com o objetivo de
avaliar a qualidade higiossanitaria e a viabilidade microbiana dos substratos utilizados no
processo fermentativo. Este tipo de avaliacao ¢ essencial para determinar a presenca ¢ a
dinamica dos microrganismos naturalmente associados ao meio, uma vez que estes
podem influenciar de forma significativa o desempenho fermentativo, a estabilidade do
produto final e a seguranca alimentar.

Para determinar quantos microrganismos estavam na amostra (exceto quantificacao de

Coliformes Totais e Escherichia coli), foi usado a seguinte formula:

Y.coléonias(contagens)
V X (n; +0,1xn,) xd

UFC/mL =

4.4.1. Determinacio quantitativa de Bacillus cereus

O procedimento foi realizado por meio de um cultivo em meio seletivo, enriquecido com
gema de ovo, seguindo os protocolos adaptados da ISO 7932:2004. As anélises foram
feitas a partir de dilui¢des decimais 107" e 1072, preparadas em dgua peptonada estéril. As
amostras de mel e melaco foram efetuadas em duplicado. A inoculacao foi realizada por
espalhamento superficial. As placas foram incubadas a 30 °C por +48 horas em uma
estufa bacterioldgica. A contagem das colonias foi realizada observando as coldnias
tipicas em meios contendo gema de ovo, que ajudam na dete¢do de atividades lipoliticas

e hemoliticas relacionadas a espécie.

22



4.4.2. Enumeracao de bactérias aerobias mesoéfilas totais

A contagem de bactérias aerobias mesofilos totais foi realizada usando o método de
cultivo em Agar Padrdo para Contagem (PCA) de acordo com ISSO 4833-1:2013. Foram
realizadas dilui¢des de 107!, 1072 e 10~ em agua peptonada.

As amostras de mel e melago foram semeadas em triplicado para cada diluigdo. A
semeadura foi feita pelo método de incorporagdo: 1 mL da dilui¢do foi depositado em
uma placa estéril antes do meio ainda estar fundido. Depois, as placas foram
homogeneizadas com uma leve agitacao e deixadas para solidificar. A incubacao foi feita

a 30°C por 48 horas a 72 horas.

4.4.3. Quantificacdo de fungos filamentosos e leveduras

A contagem de fungos e leveduras foi feita usando o meio 4gar rosa de Bengala com
cloranfenicol, que ajuda a inibir bactérias e favorece o crescimento de fungos, segundo a
norma ISO 21527-2:2008. Para isso, prepararam-se dilui¢des de 107! e 102 em agua
peptonada estéril. As amostras de mel e melago foram semeadas em duas placas para cada
diluicdo, totalizando oito placas. A inoculagdo foi feita por espalhamento superficial
sobre as placas. Depois, as amostras foram incubadas a 25 °C por 48 a 73 horas na estufa

microbioldgica.

4.4.4. Detecao e quantificacao de coliformes totais e Escherichia coli

A quantificacdo de coliformes totais e E. coli nas amostras de mel e melaco foi feita
usando o sistema comercial SimPlate. Esse método permite detetar os dois grupos de
bactérias a0 mesmo tempo, em uma Unica placa. Ele ¢ baseado em tecnologia de
substratos cromogénicos e fluorogénicos, e os resultados sdo apresentados como NMP
(Nimero Mais Provavel), conforme a tabela NCR fornecida pelo fabricante. Para
comegar, preparou-se uma solucio diluida da amostra em agua peptonada estéril. Nesse
passo, adicionou-se 1 mL das dilui¢des 107! e 102 das amostras ao meio SimPlate,
seguindo o protocolo recomendado. Depois, a mistura foi homogeneizada com cuidado e
distribuida uniformemente sobre os pocos da placa SimPlate (84 pocos; Figura 7). As

placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em uma estufa bacteriologica. Para
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interpretar o nimero de pocos positivos, utilizamos a tabela de conversao NCR, fornecida

pelo fabricante.

Figura 7: Quantificagdo de coliformes totais e de E. coli com o sistema comercial SimPlate.

4.5. Procedimento técnico e experimental para a producao das bebidas fermentadas
Para compreender melhor o mosto antes da fermentagdo e avaliar a qualidade das bebidas
fermentadas finais, as seguintes andlises fisico-quimicas foram feitas em triplicado, tanto
no inicio quanto no final das fermentagdes. No comeco, foi medido o pH, o teor de
acucares soltuveis (em °Brix), a acidez total e o nitrogénio assimilavel, além da biomassa
celular e assim conseguir caracterizar detalhadamente o mosto. J& no final da
fermentacgdo, as analises realizadas foram o pH, o teor de dioxido de enxofre total (SO-),
a acidez total e volatil, o nitrogénio assimildvel e o teor alcodlico das bebidas

fermentadas.

4.5.1. Preparacio dos mostos

A preparagdo do mosto (Figura 8) foi realizada com o objetivo de atingir um grau
alcoolico desejado, estimado entre 10% e 13% v/v. Essa faixa foi escolhida para garantir
um perfil sensorial equilibrado e uma fermentagao segura. Para obter esse teor alcodlico,
calculamos os teores iniciais de acucares fermentaveis necessarios, com base no °Brix
inicial de 20. De seguida, os mostos foram preparados em diferentes proporgdes (100%
mel, 50/50 de mel e melaco e 100% melaco). Apds a diluicdo, realizou-se a
suplementagdo nutricional conforme as recomendagdes do fabricante. O pH de cada
formulagdo foi ajustado com 4cido tartarico (para redu¢do do pH) ou com carbonato de
calcio (para elevagao do pH do mosto, nos casos em que o mel apresentava valores
inferiores aos recomendados para o inicio da fermentagdo), garantindo que o pH final se

situasse entre 3,8 € 4,0.
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Para garantir a seguranca microbioldgica sem alterar as caracteristicas sensoriais do
mosto, todas as formula¢des passaram por uma pasteurizacdo a 70°C por 30 minutos,
feita em autoclave controlado. Esse procedimento ajudou a reduzir a carga microbiana
inicial, sem causar uma desnaturagdo significativa dos compostos aromaticos e fendlicos

presentes no mel e no melago.

Figura 8: Formulagdes preparadas dos mostos.

4.5.2. Hidratacao da levedura

Para o processo de fermentacdo dos mostos, foi escolhida a levedura seca S. cerevisiae
QSA23, uma estirpe com elevada capacidade fermentativa, amplamente utilizada em
processos fermentativos devido a sua eficiéncia na conversdo de acglcares em etanol.
Apresenta boa tolerancia a elevadas concentragdes de agucar e etanol, bem como
adaptacdo a condigdes de pH acido, caracteristicas relevantes para fermentacdes de
mostos. Esta estirpe também ¢ reconhecida por sua estabilidade fermentativa e baixa
producdo de compostos indesejaveis, o que contribui para um perfil sensorial equilibrado

do produto final.

A levedura foi previamente reidratada em agua estéril, a uma temperatura controlada
(37°C) durante 30 minutos, sem agitagdo, conforme as recomendagdes do fabricante.
Apos a reidratagdo, a suspensdo foi homogeneizada e gradualmente adaptada ao mosto
antes da inocula¢do, de modo a minimizar o stress osmotico e térmico.

A sua hidratagdo foi realizada seguindo as orientagdes da ficha técnica do fabricante.
Apos a mistura, foi cuidadosamente colocada em banho-maria a temperatura de 37°C por

30 minutos, com agita¢des suaves.

25



4.5.3. Condicoes e monitorizacio da fermentacio

Para o processo de fermentacdo, foram distribuidos 2,5 L de mosto (mel, melago e
combinag¢do 50/50) em Erlenmeyer de 3 L (previamente esterilizados). Em seguida, foi
inoculada com a levedura selecionada anteriormente hidratada.

As fermentagdes foram realizadas a temperatura controlada de 25°C, com agitagao
constante, proporcionando um meio ideal para o crescimento das leveduras. O progresso
fermentativo foi acompanhado de perto diariamente com medi¢des da biomassa celular,
da viabilidade das células e da concentracao de agucares redutores e cada uma delas em
duplicado. Essas andlises tém por objetivo avaliar o ritmo do processo fermentativo. O

tempo total das fermentacdes foi aproximadamente 7 dias.

4.5.4. Caracterizacio fisico-quimica e microbiolégica do mosto e do produto final
As analises que foram realizadas desde a preparagao do mosto até a obtengao do produto
final, estdo resumidas na Tabela 4. Nela, também esta indicada a etapa especifica em que

cada parametro foi analisado.

Tabela 4: Parametros de analise, matriz e periodicidade.

Parametro Matriz analisada Periodicidade da analise
pH Mosto e Hidromel Inicio e final da fermentacgao
°Brix Mosto/Hidromel Inicio e final da fermentagdo
Acucares redutores Mosto ¢ Hidromel Diariamente
Acidez total Mosto ¢ Hidromel Inicio e final da fermentagao
Biomassa Celular Mosto Diariamente
Viabilidade celular Mosto Diariamente
Acidez volatil Hidromel Final da fermentagao
Nitrogenio assimilavel Mosto e Hidromel Inicio e final da fermentagao
(YAN)
Teor alcodlico (% v/v) Hidromel Final da fermentacao
Dioxido de enxofre total Hidromel Final da fermentacao
(502)
Rendimento da Hidromel Céleulo final

fermentacdo
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4.5.5. pH
O pH do mosto e do hidromel foram feitas pela leitura direta usando um pHmetro digital,
que foi calibrado com solucdes tampao de pH 4,00 e 7,00, a uma temperatura de cerca de

25°C (mais ou menos 1 grau), seguindo as orientagdes da Organizagao Internacional de

la Vigne et du Vin (OIV, 2019).

Para cada amostra, foram retirados 10 mL do mosto e do hidromel, colocados num
erlemeyer limpo e seco. O elétrodo do pHmetro foi mergulhado diretamente na amostra,
garantindo que estivesse totalmente submerso. A leitura foi feita quando valor no visor
parou de oscilar, anotando o pH com duas casas decimais. Entre uma medicao e outra, o

elétrodo foi enxaguado com agua.

4.5.6. Teor de agticares soluveis (em °brix)
O teor de °Brix do mosto foi medida com o auxilio de um refratdémetro portatil, de acordo
com o método recomendado pela Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV,

2006).

4.5.7. Acidez total

Para medir a acidez total do mosto e do hidromel, foi baseada no método segundo OIV
(1990). Essa técnica consiste em uma titulagdo potenciométrica com solugdo de NaOH
0,1 N, utilizando o azul de bromotimol como indicador visual do pH. Primeiro, foram
adicionados 30 mL de 4gua destilada, 10 mL da amostra e 1 mL do indicador em um
almofariz de porcelana. Com o auxilio de uma barra magnética, a solugdo foi
homogeneizada, de seguida foi adicionado lentamente a solu¢cdo de NaOH at¢ se verificar
a mudanga de cor de um laranja intenso para um verde com tonalidades azuladas segundo
Pereira et al., (2013), esse € o sinal que chegou no ponto final da titulagdo. A partir dessa
leitura, foi calculada a acidez total em gramas por litro de acido tartarico utilizando a

seguinte formula:

Acidez total 4cido tartarico (g/L) = volume de NaOH gasto (mL) x 0,75

4.5.8. Azoto assimilavel
Para determinar a quantidade de azoto que as leveduras podem absorver no mosto e no

hidromel, baseou-se na metodologia do formaldeido, que segue a técnica descrita por



Aerny (1996). Primeiramente, foram adicionados num copo (de 50 mL) 10 mL da solugao
clarificada (centrifugada) e 15 mL de dgua destilada e cuidadosamente ajustando o pH
para 8,1 com solugdo de NaOH 0,1 N, com auxilio de um pHmetro.

Logo apds o ajuste, foi adicionado 2,5 mL de formaldeido a pH 8,1 (formaldeido a 37 %
acertada a pH 8,1 com NaOH 0,1 N) e aguardar cinco minutos para a reagao acontecer.
Por fim, fazer a titulagdo com NaOH 0,05 N até que o pH volte a atingir 8,1, conforme
orientagdes de Pereira et al. (2013).

A quantidade de azoto absorvivel foi entdo calculada usando a formula:

Azoto assimilavel (mg/L) = volume de NaOH utilizado (L) X 70

4.5.9. Biomassa celular

O célculo da biomassa celular serve para acompanhar o crescimento das células durante
a fermentacdo. A medi¢ao da biomassa celular foi pela densidade 6tica a 640 nm, usando
um espectrofotometro UV-Visivel. Quando necessario, em que as amostras apresentaram
valores fora da faixa ideal procedeu-se a diluigdo, que foi utilizado também como

referéncia (branco) nas medigoes.

As taxas especificas de crescimento (puc) foram calculadas com base na inclinaciao da
curva que relaciona os valores da densidade o6tica e o tempo de fermentacao. Essa relagdao
¢ descrita pela equacgao:

InNt =InNO + pt
onde 1 representa a taxa de crescimento especifica expressa em unidades do inverso do
tempo (h™"), Nt e NO sdo as densidades populacionais no fim do tempo t e no tempo inicial

to, respetivamente, calculadas a partir das leituras oticas a 640 nm.

4.5.10. Viabilidade celular

Para avaliagdo da viabilidade celular foi através da quantificacdo das unidades
formadoras de colonias (UFCs), cultivadas num meio s6lido Yeast Peptone Dextrose
(YPD).

Sempre que necessario, as amostras foram diluidas antes de distribuir nas placas, de
seguida foram incubadas a 25 °C, durante um periodo de 48 horas, permitindo assim o

crescimento € a observacao das colonias formadas.
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4.5.11. Acucares redutores

Para avaliar o desenrolar da fermentacdo e do hidromel, retiraram-se periodicamente 2
mL de amostra para quantificagdo da sacarose, glicose e frutose foram determinadas pelo
método DNS, de acordo com o método descrito por Miller (1959). Dado que a sacarose,
na sua forma original, ndo possui propriedades redutoras, procedeu-se a hidrodlise prévia
das amostras, de modo a converter a sacarose em glicose e frutose. Esta etapa foi essencial
para a determinacdo indireta da concentragdo total de sacarose. Primeiramente foi
adicionado a 500 puL de amostra (diluida quando necessario), 500 uL de reagente DNS,
deixar durante 5 minutos em banho-maria a 100°C e arrefecer a temperatura ambiente.

Por fim, adicionar 5 mL de 4gua destilada e ler a absorbancia a 540 nm.

Complementando a metodologia anterior, procedeu-se a quantificacdo dos agtcares finais
por cromatografia em fase liquida de alta performance, com detecdo por indice de
refracdo (HPLC-IR). As amostras foram filtradas com o auxilio de uma seringa, através

de um filtro de nylon com porosidade de 0,2 um.

4.5.12. Acidez volatil

A determinacdo da acidez volatil do hidromel foi determinada segundo o método descrito
pela Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 1990), baseada na titulagdo
dos acidos volateis extraidos por destilagdo, utilizando o aparelho Cazenave-Ferré.
Colocou-se 300 mL de 4gua destilada nos matrazes do equipamento, em seguida foram
adicionados 10 mL de hidromel no borbulhador, que foi entdo inserido nos matrazes, apds
a destilacdo, recolheram-se 100 mL do destilado. Na amostra destilada, foram
adicionadas trés gotas de fenolftaleina e titulou-se com uma solucao de hidréxido de sodio
(NaOH) a 0,1N até que houvesse mudanca de cor transparente para rosa, segundo (Pereira
etal., 2013). O valor da acidez volatil foi expresso em g/L de 4cido acético, obtido através

da formula:

Acidez volatil 4cido acético (g/L) = volume de NaOH gasto (mL) X 0,6

4.5.13. Teor alcodlico (% v/v)
O titulo alcoométrico volumico do hidromel foi determinado por ebuliometria, método

recomendado pela OIV (1990). Iniciou-se com a medi¢do da temperatura de ebulicdo da



agua, que foi registada no disco do equipamento. De seguida, o hidromel foi colocado no
equipamento para determinar a temperatura de ebulicdo. E por fim verificou-se no disco
o teor alcoodlico correspondente a temperatura lida, com os resultados expressos em

percentagem de volume (% v/v), conforme descrito por Pereira et al. (2013).

4.5.14. Diéxido de enxofre total (SO-)
A quantificacdo do didxido de enxofre total (SO2) no hidromel foi realizada seguindo o
método de Ripper, descrito pela Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV,

1990), baseada numa titulagao iodométrica direta em meio acido (Curvelo-Garcia, 1998)

Inicialmente, foram adicionados 25 mL de amostra de hidromel ¢ 10 mL de solugao de
NaOH 1 N num almofariz de porcelana agitou-se a mistura e deixou-se repousar durante
5 minutos para estabilizacdo. De seguida, foram incorporados 2,5 mL da solucdo de
amido a 1% e 5 mL de 4cido sulfurico diluido (H2SO4 a 1/3). Titulou-se entdo com solugdo
de iodo 0,02 N, até a coloracdo mudasse de laranja-claro para roxo-escuro, indicando o
ponto final da reacdo, segundo Pereira et al., 2013. O resultado de SO: total foi obtido

através da seguinte formula:
SO, total (mg/L) = volume de solu¢do de iodo utilizado (mL) X 25,6

4.5.15. Rendimento da fermentacao

No processo de producdo do hidromel, o rendimento da fermentacdo alcoodlica foi
calculado com o intuito de determinar o quanto dos agucares disponiveis realmente se
converteram em etanol.

YEtano1 (%) = Etanol produzido (g/L) / Acucares (g/L)

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por meio de estatisticas descritivas e inferenciais com
o objetivo de comparar os parametros de fermentacdo e a qualidade do hidromel
produzido a partir de diferentes substratos. Para isso, utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey. As andlises foram
realizadas com o apoio de diferentes softwares estatisticos: o SPSS, na sua versao gratuita
para estudantes, utilizado para calculos de ANOVA e geragao de graficos; o Microsoft

Excel (versdao 2019), empregado para organizagdo dos dados, célculos basicos e
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construgdo de tabelas; e o R Studio (versdo 4.4.2), software livre e de cddigo aberto,
utilizado para analises avancadas e visualizacdo de dados. Essa abordagem integrada
garantiu maior confiabilidade e robustez nos resultados, permitindo verificar diferengas

significativas entre as bebidas fermentadas produzidos com diferentes substratos.
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CAPITULO IV
Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos nas andlises
microbiologicas e fisico-quimicas realizadas as amostras de mel multifloral e melago de
cana-de-agucar, bem como as bebidas fermentadas produzidas a partir destes substratos.
As andlises permitiram comparar o comportamento fermentativo e as caracteristicas
finais dos produtos obtidos com diferentes propor¢cdes de melago, evidenciando

semelhangas e diferencas entre as matérias-primas e as bebidas fermentadas resultantes.

A apresentagao dos resultados encontra-se organizada em diferentes sec¢des, abrangendo
desde a caracterizagdo inicial das matérias-primas até a avaliagdo do rendimento
fermentativo, das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de bebidas fermentadas. Em
cada etapa, os valores experimentais sao comparados com dados disponiveis na literatura
cientifica, permitindo validar os métodos utilizados e interpretar criticamente os

resultados obtidos.

Assim, este capitulo procura relacionar os resultados experimentais com o0
enquadramento tedrico previamente apresentado, destacando os principais contributos
deste estudo para o entendimento do potencial do melaco de cana-de-agiicar como

substrato alternativo e sustentavel na producao de bebidas fermentadas.

5.1. Caracterizacao fisico-quimica do mel e do melaco de cana-de-agiicar

5.1.1. pH, acidez livre e condutividade elétrica

Os resultados obtidos para o mel multifloral revelaram valores de pH (3,57 £ 0,07), acidez
livre (28,5 + 0,70 meq/kg) e condutividade elétrica (0,44 + 0,02 mS/cm) consistentes com

os padroes descritos na literatura para méis de origem floral (Tabela 5).

Tabela 5: Analises quimicas dos substratos.

pH Acidez livre Condutividade
Amostra
(xDP) (meq/kg +DP) (mS/cm £DP)
Mel multifloral 3,57 £0,07° 28,5+ 0,700 0,44 + 0,02b
Melago de cana 5,79 £ 0,062 136,0 + 3,02 8,96 £ 0,122

Letras diferentes nas colunas indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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De acordo com estudos realizados no Instituto Politécnico de Braganga (Gomes et al.,
2010) o pH do mel situa-se geralmente entre 3,4 ¢ 6,1, com média proxima de 3,9,
refletindo a sua natureza intrinsecamente d4cida. Esta caracteristica contribui
significativamente para a estabilidade microbioldgica do mel, uma vez que o ambiente
acido inibe o crescimento de microrganismos indesejaveis (Oroian & Ropciuc, 2017). A
acidez livre observada situa-se consideravelmente abaixo do limite méximo de 50 meq/kg
estabelecido pelo Codex Alimentarius (2001), confirmando a boa qualidade da amostra e
a auséncia de sinais de fermentacdo indesejada. Relativamente a condutividade elétrica,
valores inferiores a 0,8 mS/cm s3o caracteristicos de méis provenientes de néctar,
enquanto méis de melada tendem a apresentar condutividades mais elevadas (Persano
Oddo & Piro, 2004). O valor de 0,44 mS/cm determinado neste estudo enquadra-se,
assim, no intervalo esperado para méis multiflorais, reforcando a autenticidade e a
conformidade da amostra com o perfil botanico declarado.

Em contrapartida, o melaco de cana-de-agticar apresentou um perfil fisico-quimico
marcadamente distinto, com pH de 5,79 £ 0,06, acidez livre de 136,00 £+ 3,00 meq/kg ¢
condutividade elétrica de 8,96 + 0,12 mS/cm. Estes resultados corroboram a elevada
carga mineral e o cardcter acidificante deste subproduto, conforme reportado por
Palmonari et al. (2020b), que descrevem o melago como uma matriz rica em minerais em
formas altamente biodisponiveis. O pH mais elevado em comparagdo ao mel encontra-se
em concordancia com outros estudos que referem valores tipicos entre 5,0 e 5,5 para o
melago (Palmonari et al., 2020b). A acidez livre acentuada pode ser atribuida a presenca
de 4acidos organicos, nomeadamente acido aconitico e o acido latico frequentemente
identificados constituintes predominantes no melago (Kaur & Keshri, 2020). Do mesmo
modo, a elevada condutividade elétrica observada confirma o alto teor de sais minerais,
ultrapassando amplamente os valores registados para o mel e refletindo o elevado grau
de mineralizagdo caracteristico desse subproduto (Jamir et al., 2021).

As diferencas observadas indicam que, enquanto o mel multifloral apresenta um perfil
fisico-quimico estavel e tradicionalmente adequado a producao de hidromel, o melaco de
cana-de-agiicar surge como uma alternativa fermentativa promissora, embora
tecnologicamente desafiante.

A sua composicdo complexa, marcada por elevada acidez livre, alta condutividade
elétrica e abundancia de minerais e compostos fenolicos, pode interferir no metabolismo

das leveduras, afetando a assimilacdo de nutrientes e a producgdo de metabolitos volateis
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essenciais a qualidade sensorial (Jamir et al., 2021; Geremew Kassa et al., 2024; Laluce
et al., 2016).

Essas particularidades justificam a necessidade de ajustes tecnoldgicos especificos
durante o processo fermentativo, nomeadamente a corre¢ao do pH, a suplementacdo de
azoto assimildvel, o controlo de temperatura e oxigenacao e a sele¢ao de estirpes de
levedura adaptadas as condigdes do melago, a fim de melhorar a eficiéncia da fermentacao
e preservar a qualidade sensorial do produto final (Ungureanu, Vladut, & Biris, 2022;
Singh et al., 2020; Gomes et al., 2013).

Os dados obtidos neste estudo corroboram a literatura recente, que reconhece o potencial
biotecnoldgico do melago como substrato para a produgdo de bebidas fermentadas e
bioetanol, desde que sejam aplicadas estratégias adequadas de otimizacdo e controlo
(Molina-Cortés et al., 2025; Laluce et al, 2016; Jamir et al., 2021).
Deste modo, o melago pode ser considerado uma matéria-prima sustentavel e de elevado
valor bioldgico, cuja valorizagdo contribui para o aproveitamento integral da cana-de-
acucar e a promocao de processos industriais mais circulares e ecologicos (Ungureanu et

al., 2022; Geremew Kassa et al., 2024).

5.1.2. Humidade e cinzas totais

A humidade determinada do mel multifloral foi de 19,9 % =+ 0,10, e o teor de cinzas
apresentou-se em 0,10 % =+ 0,001. Estes valores situam-se dentro dos limites
regulamentares estabelecidos pelo Codex Alimentarius (CXS 12-1981) e pela Diretiva
Europeia 2001/110/CE, que definem um valor maximo de 20% de humidade para maioria
dos tipos de mel, admitindo-se excecdes para algumas variedades especiais, como o mel
de urze, cujo teor pode atingir 23% (Codex Alimentarius, 2001; European Commission,
2002).

A manutenc¢do da humidade abaixo deste limite ¢ essencial para garantir a estabilidade
fisico-quimica, microbioldgica e sensorial do produto, uma vez que teores superiores a
20 % favorecem o desenvolvimento de leveduras osmofilas e a consequente fermentagao
espontdnea, comprometendo a qualidade e a conservagdo do mel
Diversos estudos indicam que o intervalo ideal de humidade para méis de elevada
qualidade situa-se entre 16% e 18%, o que assegura maior estabilidade microbiologica e

propriedades sensoriais mais consistentes (da Silva et al., 2016).

Relativamente ao teor de cinzas, o valor obtido (0,09 %) ¢ caracteristico de méis de

origem floral, os quais geralmente apresentam teores compreendidos entre 0,1 % e 0,3 %,
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raramente ultrapassando 0,6 % (Bogdanov et al., 2004; Saxena et al., 2010). O baixo
contetido mineral confirma, assim, a natureza floral do mel analisado, em concordancia

com as descrigdes tipicas de méis de elevada qualidade.

No caso do melago de cana-de-actcar, foram determinados uma humidade de 33,3% =+
0,24 e um teor de cinzas totais de 4,8% =+ 0,02. Estes resultados enquadram-se nas faixas
descritas pela FAO e em compilagdes técnicas, que reportam contetidos de dgua entre
20% e 34,5 % e teores de cinzas entre 4,6% e 15,9% (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2025).

De acordo com Geremew Kassa (2024), o melaco contém entre 75% e 85% de s6lidos
totais, o que implica um teor de humidade residual de 15-25%. Contudo, valores de
humidade até aproximadamente 30% tém igualmente sido observados em determinados

tipos industriais de melaco (Tabela 6).

Estudos efetuados por Palmonari et al. (2020a) corroboram que as variagdes no teor de
cinzas podem refletir quer o tipo de melago utilizado quer as diferengas nos processos

tecnologicos de fabrico.

Tabela 6: Analises de humidade e teor de cinzas analisadas.

Mel multifloral Melago de cana-de-acticar

VARIAVEL (média + DP) (média + DP) P-valor
Teor humidade (%) 19,94 + 0,09® 30,3 £ 0,242 < 0,001
Cinzas (%) 0,097 £+ 0,02° 4,8 £0,02a < 0,001
Teor matéria seca (%) 80,07 £ 0,122 69,67 £ 0,23 < 0,001

Letras diferentes nas colunas indicam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Resumidamente, os resultados do teste de Tukey HSD mostraram diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,001) entre o mel e o melaco de cana-de-agucar
bioldgico para todas as varidveis analisadas. As amostras do melago apresentaram maior

teor de humidade e de cinzas, enquanto o mel mostrou maior teor de matéria seca.
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5.1.3. Perfil mineral

A caracterizagdo mineral dos substratos evidenciou contrastes marcados entre as duas
amostras, refletindo ndo apenas as suas distintas origens botanicas e os diferentes

processos tecnoldgicos de obtencao, mas também a respetiva composi¢ao nutricional.

No caso do mel multifloral, os resultados revelaram um perfil mineral moderado e
equilibrado. O potassio destacou-se como o elemento predominante (0,17 g/100 g),
seguido pelo calcio (0,08 g/100 g), magnésio (0,02 g/100 g) e sodio (0,01 g/100 g). Os
oligoelementos (ferro, manganés, cobre e zinco) foram detetados apenas em niveis
vestigiais (< 0,36 mg/100 g). Estes resultados estdo em plena concordancia com a
literatura internacional, que identifica o potassio como o principal mineral presente em
méis europeus, representando entre 30% e 50% do total mineral, com valores médios
compreendidos entre 1100 e 1600 mg/kg (= 0,11-0,16 g/100 g), conforme referido por
Gonzalez-Miret et al. (2005), Escuredo et al. (2013) e Pohl et al. (2020). A presenca
residual de oligoelementos como Fe, Mn, Cu e Zn foi igualmente documentada em méis
provenientes da Peninsula Ibérica e de outras regides temperadas, corroborando a

consisténcia do perfil mineral observado no presente estudo.

Porém, o melago de cana-de-aglicar evidenciou uma composicdo mineral
significativamente mais elevada, fendmeno atribuido a concentracao natural de nutrientes
decorrente do processo de evaporacao do caldo da cana. Os teores de potéssio (1,54 g/100
g), calcio (0,66 g/100 g) e magnésio (0,21 g/100 g) foram superiores aos observados no

mel, caracterizando o melago como uma matriz altamente mineralizada.

Para além destes macronutrientes minerais, os oligoelementos apresentaram-se em
concentragdes substancialmente superiores, com destaque para o ferro (~10 mg/100 g),
manganés (3,46 mg/100 g), zinco (1,62 mg/100 g) e cobre (0,40 mg/100 g). Estes valores
enquadram-se nas gamas reportadas na literatura para melacos de cana, que normalmente
apresentam teores de ferro entre 8 e 15 mg/100 g e de manganés entre 2 e 5 mg/100 g
(Rajan et al, 2019; Geremew Kassa, 2024). De forma consistente, os valores
determinados neste estudo também se inserem nas faixas descritas para oligoelementos,
com teores de ferro entre 2 e 25 mg/100 g, manganés entre 2 e 4 mg/100 g, cobre entre

0,3 e 0,8 mg/100 g e zinco entre 1 e 2 mg/100 g, conforme apresentado na Tabela 7.

As diferencas observadas entre os dois perfis minerais analisados refletem nao apenas a

natureza intrinseca das matérias-primas, mas também os efeitos dos respetivos métodos
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de produgdo. Enquanto o mel € obtido a partir do néctar floral transformado pelas abelhas,
preservando uma composi¢do mais equilibrada e natural de minerais, o melago resulta de
um processo industrial concentrador, que promove o aumento substancial da densidade

de sais minerais e acgucares.

De forma geral, os resultados confirmam que o mel multifloral apresenta um perfil
mineral tipico, equilibrado e consistente com o reportado para méis europeus, a0 passo
que o melaco de cana-de-acticar se distingue pela sua elevada mineralizagdo e pela

concentracdo marcante de macro e micronutrientes.
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Tabela 7: Comparacdo mineral entre os substratos usados na producao do hidromel.

Elemento Unidade Mel calln\:iliifzgc:’lecar Referéncia tipica (mel) Referéncia tipica (melaco)
0,10-0,16 (=1100-1570 mg/kg) 1.0-1.6
K g/100 g 0,17v 1,54+ 0,102 (Escuredo et al., 2013; Gonzalez-Miret et al., . A
2005: Pohl et al., 2020) (Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)
0,003-0,015 0,05-0,10
b a b b b b
Na g/100 ¢ 0,01 0,08 +0,04 (Escuredo et al., 2013; Pohl et al., 2020) (Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)
0,5-1,2
Ca /100 g 0,08" 0,66 + 0,06 0’0?§;3£;§O(2?;11 2;)01111%1@ (Palmonari et al., 2020b; Queensland
° Department of Primary Industries, 1975)
0,003-0,008 (30—-80 mg/kg) 0,20-0,60
b a
Mg g/100 g e O = (Escuredo et al., 2013) (Palmonari et al., 2020b)
~0 . 3-6 mg/kg 2-25mg/100 g
Fe mg/100 g (tragos)® 100 (Escuredo et al., 2013) (Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)
0,2-2,0 2-4
b a 2 2
Mn gl els OSSR (Gonzalez-Miret et al., 2005) (Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)
0,05-0,7 0,3-0,8
b a b b b b
Cu mg/100 g 0,04 0,40+ 0,02 (Escuredo et al., 2013) (Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)
Zn mg/100 g 0,17v 1,62+ 0,07 0,1-0,5 12

(Escuredo et al., 2013; Pohl et al., 2020)

(Curtin, 1973; Palmonari et al., 2020b)

Letras diferentes nas colunas indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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5.1.4. Atividade da agua

A atividade da 4gua (a,,) ¢ um dos principais parametros fisico-quimicos envolvidos na
determinagdo do potencial fermentativo de substratos. No presente estudo, os valores
médios obtidos foram de 0,521 + 0,0025 para o mel e 0,648 + 0,0010 para o melago,
significativamente diferentes entre si (p < 0,001). Estes resultados confirmam a maior
disponibilidade de agua livre no melaco, condi¢ao essencial para a viabilidade e
desempenho das leveduras durante o processo de fermentagdo alcodlica (Malomo et al.,
2015).

O mel, por sua vez, ¢ naturalmente caracterizado por uma baixa atividade da agua,
variando entre 0,50 e¢ 0,60, o que o torna altamente resistente a contaminagao
microbioldgica, mas também menos favoravel a fermentagdo espontanea sem dilui¢cdo
prévia (Bogdanov et al., 2008). Esta baixa a,, inibe o crescimento de microrganismos nio
osmofilos, conferindo-lhe longa estabilidade, mas requer, no contexto da produgdo de
hidromel, a adigdo de 4gua ou corre¢des nutricionais para viabilizar a agdo das leveduras
(Mendes-Ferreira et al., 2010).

Por outro lado, o melaco apresenta uma atividade da 4gua (a,,) mais elevada,
normalmente entre 0,60 e 0,75, o que favorece o desenvolvimento e a atividade
metabolica dos microrganismos (Malomo et al., 2015). Além disso, o seu elevado teor
em minerais € compostos azotados contribui para uma fermentacdo mais vigorosa e
menos dependente de suplementagdes externas. De acordo com Mendes-Ferreira et al.
(2010), a disponibilidade de nutrientes assimilaveis, especialmente de azoto, ¢ um fator
determinante na cinética fermentativa do hidromel, e o melago distingue-se por ser um
substrato naturalmente mais rico e equilibrado nesse aspeto.

Os resultados obtidos refor¢cam a hipdtese de que o melago de cana-de-aglicar apresenta
vantagens em relagdo ao mel como substrato na producdo de bebidas fermentadas (Tabela
8), sobretudo devido a sua atividade de 4gua mais elevada e ao seu teor nutricional mais
rico. A presenga de compostos azotados, minerais e vitaminas no melaco cria condigdes
mais favordveis ao crescimento e ao metabolismo das leveduras, conduzindo a
fermentagdes mais rapidas, completas e eficientes (Mendes-Ferreira et al., 2010). Além
disso, a maior disponibilidade de agua livre favorece a viabilidade celular e contribui para
um controlo microbioldgico mais eficaz durante o processo fermentativo (Malomo et al.,

2015).
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Tabela 8: Atividade da 4gua das matrizes.

Matriz a,, (média = DP) Valor de p (anova)
Mel multifloral 0,52 £0,003® Anova: p < 0,001
Melago de cana-de-agucar 0,65+ 0,001 Anova: p < 0,001

Letras diferentes nas colunas indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

O teste ANOVA seguido de Tukey HSD mostrou que a atividade de agua (a,,) difere de
forma estatisticamente significativa entre o mel multifloral e o melago de cana-de-agucar.
O melaco apresentou a,, significativamente mais elevado (0,65 + 0,001?) do que o mel
(0,52 £+ 0,003Y); a diferenga média (melago menos mel) foi de 0,13 (IC ajustado Tukey:
0,12-0,13; p-ajustado < 0,001), isto significa que o melago tem muito mais agua livre
disponivel do que o mel, o que pode influenciar estabilidade microbiologica e

propriedades fisico-quimicas.

5.1.5. Teor de acucares

A analise do teor de agucares dos substratos melaco de cana-de-agtcar ¢ o mel multifloral
apresentaram diferencas relevantes, com impacto direto no seu potencial como substratos
fermentaveis. O mel apresentou, como esperado, teores bastante elevados de frutose
(38,00 g/100 g) e glicose (31,00 g/100 g), ambos aglicares simples que sdo rapidamente
metabolizados por leveduras. No caso do melago, os valores desses dois acticares foram
mais baixos (frutose: 4,58 g/100 g; glicose: 3,03 g/100 g), mas compensados por uma
concentragdo expressiva de sacarose (36,33 g/100 g), significativamente superior ao valor

observado no mel (1,90 g/100 g), conforme apresentada na Figura 9.

40.00 38.00 36.33
35.00 31.00

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00
4.58
5.00 3.03 1.90

0.00 | -
Frutose Glicose Sacarose

Tipo de acucares

g/100 g da amostra de mel e melago

= Melago (g/100 g) Mel multifloral (g/100 g)

Figura 9: Valores dos agucares presentes no mel e melago de cana-de-agtcar.
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Embora o melago apresente uma proporcao inferior de monossacarideos em comparagao
com o mel, a sua elevada concentragdo de sacarose nao constitui necessariamente uma
limitagdo ao processo fermentativo. As leveduras do género Saccharomyces, amplamente
utilizadas na producao de hidromel e noutras bebidas fermentadas, possuem a capacidade
de hidrolisar a sacarose em glicose e frutose por acdo da enzima invertase (-
frutofuranosidase) (Fleet, 2003). Esta enzima, codificada pelo gene SUC2 e localizada na
parede celular, permite a répida disponibilizacdo de agucares fermentdveis nas fases
iniciais da fermentagao, assegurando a eficiéncia do processo mesmo em substratos com

baixo teor de monossacarideos livres.

Apesar desta capacidade adaptativa, o uso do melago como substrato apresenta desafios
especificos devido a sua composi¢do complexa. Para além dos agticares fermentaveis, o
melago contém quantidades consideraveis de sais minerais (como calcio, potassio,
magnésio e ferro), compostos fenolicos e produtos de Maillard, que podem afetar
negativamente o crescimento celular e a atividade enzimatica das leveduras (Amorim &
Lopes, 2019). A sua elevada viscosidade e pressao osmotica podem igualmente dificultar
a transferéncia de oxigénio e nutrientes, prolongando a fase de laténcia e reduzindo a
velocidade de fermentagdo. Assim, a eficiéncia fermentativa depende de fatores como o
pH inicial, o arejamento controlado, a concentracido de so6lidos soluveis e a adaptagdo

prévia das leveduras ao meio.

O melago distingue-se ainda pelo baixo custo e pela elevada disponibilidade industrial,
caracteristicas que o tornam especialmente atrativo para processos fermentativos em
maior escala (Gomes et al., 2018). O seu perfil nutricional rico em micronutrientes
(nomeadamente potassio, calcio e magnésio) pode favorecer a atividade das leveduras,
representando uma vantagem face ao mel, que, apesar de conter aglicares facilmente
fermentaveis, apresenta um baixo teor de azoto assimildavel e, por isso, requer
frequentemente suplementacdo externa para assegurar uma fermentacdo equilibrada

(Mendes-Ferreira et al., 2010).

Adicionalmente, técnicas de pré-tratamento, como o aquecimento ou a acidificagdo,
podem ser aplicadas para promover a hidrélise parcial da sacarose, aumentando a
disponibilidade imediata de agucares fermentaveis e acelerando o processo (Pereira et al.,

2021).
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Em sintese, o melaco de cana-de-acucar revela-se um substrato alternativo viavel e
sustentavel para a produgdo de hidromel, desde que sejam implementadas estratégias
adequadas de controlo e otimizacdo do processo fermentativo, permitindo conciliar
viabilidade econdmica, eficiéncia tecnoldgica e qualidade sensorial do produto final.
Para além do seu papel como fonte de acucares e minerais, o melago apresenta uma
composicao rica em compostos bioativos, cuja contribui¢do para a estabilidade oxidativa
e o valor funcional do hidromel ¢ particularmente relevante, conforme descrito na sec¢ao

seguinte.

5.2. Analise do conteudo fendlico e da capacidade antioxidante

O melago de cana-de-agucar apresentou valores superiores de compostos fenolicos totais
(9,20 + 0,11 mg eq. acido galico/g) e flavonoides totais (0,63 + 0,01 mg eq. quercetina/g)
em comparag¢ao com o mel (0,20 £ 0,001 mg eq. AG/g e 0,03 + 0,001 mg eq. Q/g) (Tabela
9). Paralelamente, observaram-se valores mais elevados de capacidade antioxidante no
melago, tanto no ensaio FRAP (2,97 + 0,08 mg eq. Fe*"/g) como no DPPH (4,94 = 0,01
mg eq. Trolox/g).

Estes resultados sdao coerentes com estudos prévios que atribuem a elevada bioatividade
do melago a presenca de melanoidinas, compostos fendlicos e produtos da reagdo de
Maillard, formados durante o processamento térmico do caldo da cana (Palmonari et al.,
2020c; Martins et al., 2018; Chung et al., 2021).

O mel, por sua vez, apresentou teores fendlicos inferiores, embora contenha acidos
fendlicos leves e flavonoides simples, que também contribuem para a sua capacidade
antioxidante (Gomes et al., 2013).

Assim, a substitui¢do parcial ou total do mel por melago em mostos fermentaveis podera
incrementar o potencial antioxidante do hidromel, promovendo maior estabilidade
oxidativa e valor funcional superior no produto final.

De forma complementar, a elevada riqueza mineral e o contetido fendlico expressivo do
melaco reforgam o seu potencial como substrato multifuncional, combinando valor
nutricional, bioatividade e aptiddo fermentativa, caracteristicas que o distinguem do mel
e que poderao refletir-se positivamente na qualidade global e estabilidade do hidromel

obtido.
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Tabela 9: Potencial bioativo: compostos fendlicos totais, flavonoides e capacidade antioxidante.

Fenois . FRAP DPPH
Flavonoides Valor de p
Amostras (mg eq. (mg eq. Q/g) (mg eq. (mg eq. (anova)
AG/g) £cq-L/e Fe*'/g) Trolox/g)
Mel 0,20 £0,001®> 0,03 £0,001> 0,38 £0,01® 0,17+0,002> P <0,001
multifloral
Melago de
cana-de- 9,20+£0,11=  0,63+0,01>2 2,97 +0,08 4,94 +£0,012 P <0,001
agucar

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

O melago de cana-de-agucar apresenta potencial antioxidante muito superior ao mel
multifloral em todos os pardmetros testados, tornando-o uma excelente op¢do como

substrato rico em compostos fenolicos e flavonoides.

5.3. Analises microbiologicas

A contaminagdo microbiana em substratos agucarados pode comprometer a viabilidade
das leveduras inoculadas e afetar o rendimento e qualidade final do hidromel, através da
producdo de metabdlitos indesejaveis ou da competicdo por nutrientes. Para tal, foram
determinados os principais indicadores de qualidade microbiologica, nomeadamente a
contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos, bolores e leveduras, e bactérias
esporuladas e formadoras de acido lactico. Estes parametros permitem avaliar a condi¢do
higiénica geral dos substratos e identificar potenciais riscos de alteracdo microbioldgica

durante a fermentacao.

A Tabela 10 apresenta os resultados da andlise microbioldgica dos dois substratos
estudados, o melago de cana-de-agicar e mel multifloral — expressos em unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Foram avaliados quatro parametros
microbioldgicos principais: a contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos
(PCA), os coliformes totais e Escherichia coli (como indicadores de contaminagao fecal,
segundo a norma ISO 21528-2:2017), a presenga de Bacillus cereus € a contagem de
bolores e leveduras. Estes parametros permitem avaliar tanto a qualidade higiénico-
sanitaria das matérias-primas como o seu potencial de conservacdo e adequacdo para
processos fermentativos, como € o caso da producao de hidromel.

No que respeita a contagem total de microrganismos em meio PCA, o melago apresentou
um valor de 8,82 x 10> UFC/mL, enquanto o mel multifloral registou uma contagem

inferior ao limite de dete¢dao, <10 UFC/mL.
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Para coliformes totais e E. coli, ambos os substratos apresentaram valores <1 UFC/mL,
nao sendo detetada a presenca destes microrganismos indicadores de contaminagao fecal.
Em relagdo a Bacillus cereus, os resultados foram igualmente baixos, com valores <10
UFC/mL tanto para o melaco como para o mel multifloral, sugerindo auséncia deste
microrganismo esporulado.

Finalmente, as contagens de bolores e leveduras revelaram-se também reduzidas, com

valores <10 UFC/mL para ambos os substratos.

Tabela 10: Analises microbiologicas dos substratos.

UFC/mL
Mesofilos Coliformes/ Bolores/
Amostras B. cereus
totais E. coli leveduras
Melago 8,82 x10? <1 <10 <10
Mel multifloral <10 <1 <10 <10

De forma geral, ambos os substratos apresentaram baixa carga microbiana, sem detego
de microrganismos patogénicos, de flora deteriorante ou de indicadores de contaminacao
fecal em niveis preocupantes. O mel multifloral destacou-se por apresentar valores
inferiores ao limite de detecdo (<10 UFC/mL) em todos os parametros analisados. Estes
resultados confirmam o seu caracter microbiologicamente estavel, o que se deve a sua
baixa atividade de agua (a,, < 0,6) e a presenca de compostos com ac¢ao antimicrobiana,
como o peroxido de hidrogénio, os acidos organicos e os polifenois (Mandal & Mandal,
2011).

A estabilidade do mel ¢ amplamente reconhecida na literatura. Estudos da FAO/WHO
(2020) e da European Commission (Comissdao Europeia) (2022) indicam que os méis de
boa qualidade apresentam contagens de microrganismos mesoéfilos inferiores a 10> UFC/g
e valores de bolores e leveduras geralmente abaixo de 10' UFC/g, devido a sua baixa
atividade de dgua e composi¢do rica em agucares redutores. Esta composi¢ao limita a
disponibilidade de dgua livre e inibe o crescimento microbiano, o que explica os baixos
valores obtidos no presente estudo.

Além disso, o mel contém compostos naturalmente antimicrobianos, como enzimas
oxidativas e compostos fenolicos, que contribuem ndo s6 para a sua estabilidade
microbiologica, mas também para o perfil sensorial e bioativo do produto (Mandal &

Mandal, 2011). Estas propriedades conferem ao mel uma vantagem natural enquanto
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substrato para fermentacdes alcodlicas, reduzindo o risco de contaminacdes durante a fase
inicial e assegurando maior previsibilidade no processo fermentativo do hidromel.

O melago de cana-de-actcar, por sua vez, apresentou uma contagem total de
microrganismos de 8,82 x 10> UFC/mL, ligeiramente superior a do mel, mas ainda dentro
das faixas reportadas para melagos comerciais (Dantas et al.,2022). Estes valores situam-
se entre os 10° e 10* UFC/g normalmente registados para produtos de melaco
armazenados em condigdes controladas (Kepa et al., 2022), demonstrando que o material
analisado se encontra dentro de padrdes aceitaveis.

A diferenca entre o melago e o mel multifloral pode ser atribuida a maior humidade do
melaco (a,, = 0,65) e a abundancia de nutrientes assimildveis, fatores que favorecem a
sobrevivéncia de microflora ambiental, como bactérias esporuladas e leveduras
osmofilicas. Apesar disso, a auséncia de coliformes totais ¢ E. coli (<1 UFC/mL)
demonstra boas condi¢des de higiene e processamento, o que estd em conformidade com
os critérios da ISO 21528-2:2017, que define os limites e métodos de detecdo de
Enterobacteriaceae em produtos alimentares.

Relativamente a Bacillus cereus, registaram-se valores <10 UFC/mL para ambos os
substratos, indicando auséncia pratica deste microrganismo esporulado. A presenca de B.
cereus ¢ comum em produtos de origem vegetal, mas os niveis obtidos sdo
significativamente inferiores aos reportados em alguns estudos com méis de diferentes
origens geograficas, onde as contagens variam entre 10! e 10* UFC/g (Luca et al., 2025).
Este resultado confirma a boa qualidade sanitiria tanto do melago como do mel
multifloral e a auséncia de riscos toxigénicos relevantes.

As contagens de bolores e leveduras foram igualmente inferiores a 10 UFC/mL em ambas
as amostras, comprovando a estabilidade microbioldgica e a auséncia de flora
deteriorante. Segundo (Luca et al.,2025), contagens superiores (10>-~10° UFC/g) sao
geralmente associadas a armazenamento inadequado ou a humidade excessiva. Assim, 0s
valores obtidos neste estudo demonstram que ambos os substratos foram devidamente
acondicionados e apresentam as condigoes ideais para fermentacao controlada.

De forma geral, os resultados obtidos demonstram que tanto o mel multifloral como o
melaco exibiram niveis microbianos baixos, compativeis com as especificacdes
internacionais para matérias-primas destinadas a processos fermentativos (FAO/WHO,
2020; European Commission, 2022; ISO 21528-2:2017). O mel multifloral, pela sua
composicao e propriedades intrinsecas, € naturalmente mais estdvel e menos suscetivel a

contaminagdes. O melago, embora apresente uma flora ligeiramente superior, mantém-se
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dentro de limites aceitaveis e pode ser utilizado como substrato fermentavel, desde que
submetido a tratamento térmico prévio, por exemplo, pasteurizagdo a 60—70°C durante
15-30 minutos de modo a garantir a inativacdo microbiana e a preservacgao da estabilidade
do mosto (Dantas et al.,2022).

Em sintese, conclui-se que ambos os substratos apresentam qualidade microbiologica
adequada para a produgdo de bebidas fermentadas. O mel multifloral destaca-se pela sua
estabilidade natural e seguranga intrinseca, sendo ideal como base principal do mosto,
enquanto o melago, embora apresente uma carga microbiana ligeiramente mais elevada,
¢ igualmente viavel desde que sejam asseguradas boas praticas de higienizagdo e
armazenamento. Assim, tanto o mel multifloral como o melago de cana-de-agticar podem
ser considerados matérias-primas seguras e tecnicamente adequadas para o processo
fermentativo de producdo de bebidas fermentadas, garantindo a qualidade, seguranca e

reprodutibilidade do produto final.

5.4. Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica do mosto e do produto final

5.4.1. Analise da cinética de crescimento microbiano durante a fermentacao

A avaliacao da cinética de crescimento microbiano nas trés formulagées de mosto A
(100% mel), B (50% mel + 50% melaco) e C (100% melago) permitiu compreender de
que forma as caracteristicas fisico-quimicas dos substratos influenciam a dinamica
fermentativa, mesmo quando se assegura suplementacao nutricional adequada. A andlise
das curvas de crescimento, expressas em logaritmo natural da densidade 6tica (Ln (DO)),
revelou inicio imediato da fase exponencial em todos os mostos, com aumento acentuado
da biomassa nas primeiras 24 horas (Figura 10). Este comportamento ¢ compativel com
a inoculacao de leveduras previamente hidratadas e metabolicamente ativas, bem como
com a presenca de nutrientes essenciais resultante da suplementa¢do com fontes
comerciais de azoto e micronutrientes.

Apos a fase exponencial, observou-se uma estabilizagdo das curvas, caracteristica da fase
estaciondria do crescimento, durante a qual a taxa de multiplicag¢do celular diminui devido
a exaustdo dos agucares fermentesciveis e a acumulagdo de produtos secundarios, como
etanol e 4cidos organicos. A manuten¢do dos valores de Ln (DO) ao longo do tempo
sugere que, apesar da interrup¢do do crescimento ativo, a viabilidade das células foi

preservada até ao final do processo.
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Figura 10: Resultados da densidade o6tica e curva de crescimento microbiano durante a fermentagéo.

Em termos quantitativos, os dados obtidos evidenciam diferencas claras entre as
formulagdes. O mosto B, constituido por uma mistura em partes iguais de mel e melago,
apresentou a taxa especifica de crescimento mais elevada (uc = 0,183 h™"), bem como o
menor tempo de duplicagdo (TD = 3,79 h), o que reflete uma dindmica de multiplicagdo
celular rdpida e eficiente. A biomassa final atingida foi de 4,76, muito proéxima da
registada nos restantes mostos. O mosto A (100% mel) apresentou taxa de crescimento
mais baixa (uc = 0,134 h™') e tempo de duplicagdo mais longo (TD = 5,19 h), com
biomassa final de 4,75. Por sua vez, o mosto C (100% melago) apresentou uma taxa de
crescimento idéntica ao mosto A (nuc = 0,134 h™'; TD = 5,17 h), mas registou a biomassa
final mais elevada de todas (4,94), o que evidencia maior rendimento acumulado ao longo

da fermentacao,

Como todos os mostos foram suplementados com nutrientes comerciais, ndo se pode
atribuir estas diferengas a limitagdes em azoto ou outros fatores nutricionais essenciais.
A explicagdo devera, por isso, centrar-se em fatores fisico-quimicos intrinsecos aos
substratos. O mel ¢ naturalmente rico em agucares simples, como glicose e frutose, de
assimilagcdo rapida pelas leveduras, o que justifica o arranque célere da fermentagdo
observado nos mostos A e B. No entanto, o mel apresenta também uma pressao osmotica
elevada, resultado da sua elevada concentracio de agucares redutores, o que pode causar
stress osmotico nas células e limitar o crescimento celular em fases mais avancadas da
fermentagdo. Além disso, possui uma capacidade tampao reduzida e um perfil mineral
relativamente pobre, o que pode condicionar o metabolismo das leveduras durante a fase

estacionaria, mesmo com suplementacao nutricional adequada.

O melago, por sua vez, contém predominantemente sacarose, um dissacarido que requer

hidrélise enzimatica prévia antes de ser metabolizado pelas leveduras. Este passo
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adicional pode justificar o crescimento ligeiramente mais lento observado nos mostos C,
sobretudo nas fases iniciais. No entanto, o melago compensa esta limitagdo com uma
matriz nutricional mais diversificada, rica em compostos fenolicos, minerais, azoto
organico e substancias com efeito tampao, que favorecem a estabilidade metabdlica ao
longo de todo o processo. Estes fatores explicam a biomassa final mais elevada obtida no
mosto C, apesar da sua taxa de crescimento especifica mais baixa. Os pardmetros pc (taxa
especifica de crescimento), TD (tempo de duplicacdo) e BF (biomassa final) obtidos para
cada mosto constam da Tabela 11, refletindo a dinamica cinética e o desempenho

metabolico ao longo da fermentagao.

Tabela 11: Parametros de crescimento.

Mostos uc TD BF
A ‘ 0,134 5,19 4,75
B ‘ 0,183 3,79 4,76
C 0,134 5,17 4,94

pc- Taxa especifica de crescimento; TD-Tempo de duplicacdo; BF- Biomassa final.

A combinacdo de mel e melaco, utilizada no mosto B, parece oferecer um equilibrio
vantajoso entre as caracteristicas de ambos os substratos. Os agucares simples do mel
permitem um crescimento inicial rapido, enquanto os compostos estruturantes e
estabilizadores do melago sustentam o crescimento posterior. Este efeito sinérgico pode
justificar a taxa especifica de crescimento superior observada no mosto B (uc = 0,183
Estes resultados estdo de acordo com a literatura recente, que demonstra que, mesmo em
meios com suplementacdo nutricional adequada, o comportamento fermentativo das
leveduras ¢ fortemente influenciado por fatores fisico-quimicos como viscosidade, pH,
pressdo osmoatica, composicao acucarada e presenca de compostos de Maillard (Silva et
al., 2021; Eliodério et al., 2023; Gutiérrez et al., 2022). Além disso, estudos recentes
mostram que o metabolismo de S. cerevisiae ¢ regulado por vias de sinalizacdo que
respondem ao stress osmatico e ao etanol, afectando tanto a taxa de crescimento como a

capacidade de adaptacdo ao meio (Gonzalez et al., 2021; Chatzitheodoridou, 2024).

h™), sem prejuizo da viabilidade celular a longo prazo. Embora a biomassa final ndo tenha
sido significativamente superior as restantes, a maior velocidade de crescimento
representa uma vantagem tecnologica relevante, especialmente em processos de

fermentagdo com restrigdes temporais.
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Em termos gerais, a composi¢ao fisico-quimica do substrato revelou-se determinante para
o comportamento fermentativo observado. A substitui¢do parcial ou total do mel pelo
melaco ndo comprometeu a viabilidade nem a eficiéncia do processo. Pelo contrério, o
uso do melago, quer isoladamente, quer em combinagdo com o mel, demonstrou potencial
para melhorar a produtividade e a estabilidade da fermentacdo. Estes resultados reforgcam
a viabilidade da incorporacao de melago em formulagdes destinadas a produgdo de
bebidas fermentadas, contribuindo ndo s para a otimizagdo do processo, mas também

para a valorizacao de subprodutos agroindustriais com elevado valor biotecnolédgico.

5.4.2. Azoto assimilavel

Ap6s a adigdo de 0,60 g/L do nutriente comercial, observou-se um aumento consideravel
do azoto assimilavel (YAN) nas trés formula¢des de mosto, conforme apresentado na
Figura 11. Esta suplementagcdo teve como objetivo garantir condi¢des adequadas a
fermentagdo alcoodlica, uma vez que o YAN ¢ um dos principais fatores limitantes do
crescimento e metabolismo das leveduras (S. cerevisiae) em matrizes pobres em azoto. A
suplementagdo resultou em valores entre 140-250 mg N/L, ultrapassando o limiar
minimo de 140 mg N/L recomendado para fermentagdes completas em condi¢des

anaerobias (Christofi et al., 2022; Gobert et al., 2019).
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Figura 11: Azoto assimilavel antes e apds o ajuste nos mostos.

O mosto A (100% mel), que inicialmente apresentava niveis de YAN muito reduzidos,

alcancou cerca de 160 mg N/L apo6s a corregdo, evidenciando um aumento significativo.
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Este resultado confirma que o mel, apesar de rico em agucares, ¢ uma matriz naturalmente
pobre em azoto disponivel, com grande variabilidade consoante origem floral e o
processamento. A auséncia de azoto suficiente pode levar a paragem prematura da
fermentagao, baixa produgao de etanol e aumento da producao de compostos indesejaveis
(como H:S), sendo por isso necessaria a suplementacdo para garantir o desempenho das

leveduras (Pereira et al., 2015).

No caso do mosto B (50% mel + 50% melacgo), os valores de YAN apds o ajuste situaram-
se ligeiramente acima de A, na ordem dos 170-180 mg N/L. Esta diferenca deve-se a
contribuicdo do melaco, que contém naturalmente maior quantidade de compostos
azotados e minerais do que o mel, como reportado por Fadel et al. (2013). No entanto, ¢
importante notar que, apesar desta riqueza aparente, a biodisponibilidade real do azoto no
melaco pode variar significativamente entre lotes, devido a natureza do processo

industrial de produc¢ao e a presenga de compostos complexos ou inibidores.

A formulacdo C (100% melago) atingiu o valor mais elevado de YAN apos
suplementagdo, com cerca de 250 mg N/L, o que reflete ndo sé o azoto adicionado, mas
também o conteudo azotado naturalmente presente no substrato. Este valor indica que o
melaco ndo sé permite atingir rapidamente niveis adequados de azoto para fermentagao,
como também fornece uma reserva adicional, o que pode ser benéfico para processos de

fermentagdo mais longos ou com elevadas concentragdes de acucar.

Estes dados evidenciam que o ajuste do YAN é um passo imprescindivel para garantir
uma fermentagdo robusta, especialmente em substratos com composi¢do variavel ou
naturalmente pobre em azoto. Estudos recentes confirmam que valores inferiores a 140
mg N/L comprometem o crescimento celular, a sintese de biomassa e a producdo de
etanol, sendo frequente a ocorréncia de fermentacdes incompletas em mostos nao

ajustados (Christofi et al., 2022; Gobert et al., 2019).

A analise dos valores de azoto residual apds a fermentacao (Figura 12) fornece uma
perspetiva complementar sobre a utilizacdo de YAN pelas leveduras. Observa-se uma
tendéncia crescente no contetido de azoto residual com o aumento da proporcao de
melaco nas formulagdes: o hidromel A (100% mel) apresentou um valor residual muito
reduzido, cerca de £12 mg N/L, o que indica uma deple¢do quase total do azoto
disponivel. Este esgotamento esta associado a limita¢do do substrato e demonstra que,
sem suplementacdo, a fermentacdo teria sido comprometida. Na bebida B (mistura)

apresentou um valor intermédio, na ordem dos +56 mg N/L, o que demonstra que a

51



levedura consumiu a maior parte do azoto disponivel, mas que existiu uma pequena
margem residual, suficiente para sustentar a fermentagdo até ao final. J& na bebida C
(100% melaco) apresentou o valor residual mais elevado, cerca de £86 mg N/L,
confirmando que parte do azoto permaneceu disponivel apos a conclusdo da fermentagao,
o que podera estar associado a oferta excedente ou a menor utilizagao de certos compostos

azotados ndo preferenciais pelas leveduras.

Esta tendéncia crescente, A < B < C reflete a relacao direta entre a matriz do substrato e
a retencao/utilizacdo do azoto durante a fermentagdo. Enquanto o mel exige corre¢ao
rigorosa ¢ precisa, o melago oferece maior seguranga operacional, ainda que, como
referido, o azoto presente nem sempre seja de assimilagdo imediata. Fadel et al., (2013)
destacam, neste sentido, que a composi¢do do melaco pode incluir compostos complexos,
como peptideos ou compostos fenolicos, que, embora contribuam para o YAN total, ndo

sao utilizados eficientemente pelas leveduras.
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Figura 12: Azoto assimilavel ap6s a fermentagao.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram, por conseguinte, a importancia de ajustar
o0 YAN consoante a matriz utilizada, tendo em consideragao nao apenas a quantidade de
azoto, mas a sua qualidade e biodisponibilidade. Este ajustamento € particularmente
critico em fermentacdes com mel, mas continua a ser relevante em formulacdes com

melaco, dado que a composi¢do natural do substrato pode ser insuficiente ou variavel.

Além disso, a presenca de azoto residual nas formulagdes B e C pode ter implicagdes
positivas para a qualidade final do produto, uma vez que evita a libertagdo de compostos
de stress (como compostos sulfurosos), melhora a sintese de biomassa e assegura uma

fermentagdo mais estavel e previsivel. Segundo Pereira et al. (2015), o controlo adequado
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do YAN ndo s6 assegura a fermentacado alcoolica completa, como também contribui para

a formagdo equilibrada dos aromas e para a redugdo de defeitos sensoriais.

5.4.3. Acucares redutores

A composicao inicial dos mostos revelou perfis de agucares bastante distintos entre as
formulagdes, de acordo com os dados apresentados na Tabela 12 e na Figura 13. O mosto
A (100% mel) apresentou um teor de agucares totais de 198,6 + 3,3 g/L, dos quais 192,2
+ 4,3 g/L (*96%) correspondem a aglcares redutores, essencialmente glicose e frutose,
os principais monossacaridos presentes no mel. Este resultado esta de acordo com o perfil
ja bem descrito para mel multifloral utilizado na producdo de hidromel, no qual os

acucares redutores dominam a composi¢ao sacaridea (Webster et al., 2025).

Tabela 12: Andlise dos agtcares determinada pela metodologia DNS.

Mostos Acucares totais Acucares redutores
A 198,6 £ 3,32 192,2 + 4,32
B 177,2 +£0,7> 142,4 + 0,6°
C 177,7 +3,9» 52,2+ 1,6¢

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

A adicao de melago no mosto B (50% mel e 50% melaco) conduziu a uma diminuig¢ao
dos acucares redutores para 142,4 + 0,6 g/l (=80%). Esta redugdo ¢ explicada pela
substitui¢do parcial do mel por melago, um substrato rico em sacarose, mas com menor
teor de agucares redutores, conforme reportado em diversos estudos (Fadel et al., 2013;
Eliodério et al., 2023). O mosto C (100% melago) evidenciou a composi¢ao mais distinta,
com 52,2 + 1,6 g/l de agucares redutores, o que representa apenas cerca de 30% dos
acucares totais (177,7 = 3,9 g/L). Estes resultados revelam uma reversao do perfil de
aclcares em comparacdo com o mosto A, sendo a sacarose o agucar predominante no
melago (=70%), o que esta de acordo com a literatura sobre a composi¢ao quimica deste

subproduto agroindustrial (Silva et al., 2021).
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Durante o processo fermentativo, observou-se uma reducao gradual dos aglcares
redutores em todas as formulac¢des, conforme ilustrado na Figura 13. No entanto, a
velocidade e extensdo da deplecdo variaram consoante a composi¢do do mosto. No mosto
A, a reducdo foi mais lenta e incompleta, o que pode ser atribuido @ menor densidade
nutricional do mel, mesmo apos suplementacdo, o que pode ter afetado a atividade
fermentativa das leveduras. Por contraste, nos mostos B ¢ C a redugdo dos acgucares
redutores foi mais rapida e eficiente, o que reflete uma maior disponibilidade de nutrientes
essenciais a fermentacdo, bem como um perfil de agucares mais favoravel ao

metabolismo de S. cerevisiae.
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Figura 13: Consumo de agucares redutores durante a fermentagdo das bebidas fermentadas.

A andlise dos actcares residuais no final da fermentagao, obtida por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e apresentada na Tabela 13, confirma estas observacdes. A
glicose foi praticamente esgotada nos mostos B e C, encontrando-se abaixo do limite de
quantificagdo (LOQ). Por outro lado, no mosto A, ainda se verificaram 9,96 + 0,38 g/L
de glicose, indicando uma fermentagdo incompleta, possivelmente devido a limitacdo na
assimilagdo de certos nutrientes, a presenga de compostos inibitorios naturais no mel, ou
a menor eficiéncia metabodlica em ambientes de elevada osmolaridade (Ciani et al., 2016).
A frutose, por sua vez, apresentou valores residuais de 13,77 = 0,52 g/L em A, 0,79 +
0,07 g/L em B, e 1,14 + 0,09 g/L. em C, evidenciando a cinética preferencial de consumo
da glicose antes da frutose, fendémeno conhecido como glucofilia, tipico de S. cerevisiae
(Tronchoni et al., 2009; Bely et al., 2003). A baixa frutose residual nos mostos B e C esta
associada a sua fermentacdo ativa e completa, enquanto o teor mais elevado em A

confirma a limitagao ja referida.
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A sacarose residual foi também distinta entre as formulagdes. No mosto A, o valor foi de
11,57 £ 0,41 g/L, em B foi de 7,45 £ 0,28 g/L, e em C foi inferior ao limite de
quantificagdo, indicando hidrolise e fermentagdo eficazes nesta ultima formulagdo. A
auséncia de sacarose residual em C € coerente com a presenga de invertase, que converte
rapidamente a sacarose em glicose e frutose, € com uma fermentacao eficaz posterior

destes monossacaridos (Novo et al., 2021).

Por fim, o glicerol, subproduto da fermentagao alcoolica e marcador secundario do stress
osmotico e redox, foi inferior ao limite de quantificacio (<LOQ) em todas as
formulagdes, o que indica fermentagdes controladas e sem sinais de stresse metabolico
acentuado. Este resultado ¢ desejavel em bebidas fermentadas como o hidromel, onde

teores elevados de glicerol podem comprometer a perce¢ao sensorial do produto final.

Em sintese, os dados obtidos confirmam que a composicao inicial dos substratos afeta
diretamente a cinética de fermentacao, a utilizacao dos agticares e o rendimento alcoolico
final. O mel, embora rico em agucares redutores, limita-se em termos de composicdo
nutricional. J& o melago, apesar de conter mais sacarose, favorece a fermentagdo quando
bem suplementado. A combinagdo de ambos (mosto B) parece representar um equilibrio
otimo entre agucares fermentesciveis e suporte nutricional, permitindo fermentagao

eficiente.

Tabela 13: Concentracdo dos acucares finais determinados pelo HPLC.

Bebida Sacarose Frutose Glicose Etanol Glicerol
fermentada (g/) (g (g/) (% v/v) (g
A D27 137740520 996038+ 10304022 <LOQ
B Z)’iséf 0,79+ 0,07 ¢ <LOQ 10,84 + 0,19 2 <LOQ
C <LOQ 1,14+0,09° <LOQ 9,35+£0,25¢ <LOQ

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

5.4.4. Acidez total, acidez volatil e diéxido de enxofre total (SO-)

A andlise da acidez total final das bebidas fermentadas revelou um gradiente crescente
associado a composi¢do do substrato, com valores de 5,44 = 0,16 g/l na bebida
fermentada A (100% mel), 9,68 + 0,21 g/L. em B (50% mel / 50% melaco) e 13,8 = 0,10
g/L na bebida C (100% melago) (Tabela 14). Estes resultados indicam que a incorporagao
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progressiva de melago tem um efeito direto no aumento da acidez total, o que pode ser
justificado por varias caracteristicas fisico-quimicas desta matriz.

Em primeiro lugar, o valor registado no hidromel A estd de acordo com a faixa
normalmente descrita para hidroméis tradicionais, geralmente situada entre 4 ¢ 7 g/L
(Gomes et al., 2013; Webster et al., 2025). Esta acidez moderada ¢ atribuida a producao
de acidos organicos primarios (como o acido succinico e latico) durante a fermentacao de
mostos de mel, cuja composi¢ao € pobre em compostos precursores de acidificagao.

No entanto, a medida que o melago ¢ introduzido na formulagdo (mostos B e C), os
valores de acidez aumentam significativamente. A bebida B apresenta uma acidez total
intermédia (=9,7 g/L), enquanto a bebida fermentada C ultrapassa os 13,8 g/L, valor
elevado, mas coerente com fermentagdes baseadas exclusivamente em melaco. Este
comportamento deve-se, em parte, a maior riqueza mineral do melago, a sua capacidade
tampao mais acentuada e a presenca de compostos precursores metabodlicos (como
aminoacidos, acidos fendlicos e outros compostos azotados), que favorecem a producao
e acumulagdo de acidos organicos ao longo da fermentacao (Palmonari et al., 2020b).
Adicionalmente, substratos mais complexos como o melago proporcionam ambientes
mais favoraveis a atividade anaplerodtica das leveduras, conduzindo a biossintese de
acidos como o succinico, acético e piruvico, o que contribui para o aumento da acidez
total. Este efeito ¢ amplificado em fermentagdes prolongadas ou em ambientes com maior
densidade nutricional (Feng et al., 2023).

Relativamente a acidez volatil, os valores obtidos foram de 0,78 + 0,06 g/L. em A, 0,84 +
0,02 g/l em B, ¢ 0,93 + 0,04 g/L em C, apresentando também uma ligeira tendéncia
crescente com o aumento da proporcao de melago. Estes valores situam-se proximos do
limite superior geralmente aceite para vinhos e hidroméis bem fermentados, cujo
intervalo tipico € entre 0,6 e 0,9 g/L de 4cido acético (Cebridn-Tarancon et al., 2024;
Waterhouse, 2018).

A acidez volatil resulta principalmente da produgdo de acido acético por parte das
leveduras durante a fermentagdo alcoolica e pode ser influenciada por fatores como a
aerobiose acidental, o stress nutricional ou o teor elevado de acucares. Neste estudo, os
valores mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis, indicando um processo fermentativo
controlado, sem sinais de contaminacao bacteriana ou de oxida¢ao. No entanto, o valor
mais elevado na bebida fermentada C pode estar relacionado a maior reatividade do
melaco, cuja composicdo favorece a formacdo de 4cidos volateis, especialmente em

ambientes de maior carga osmatica e mineral.
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O teor de SO: total também revelou diferengas significativas entre as trés bebidas
fermentadas. A bebida A apresentou 60,16 = 1,81 mg/L; a B, 94,72 + 3,62 mg/L; e a C,
161,28 + 3,62 mg/L. Estes resultados refletem, novamente, o impacto do substrato na
composi¢ao quimica final da bebida. O mel, com baixo teor de compostos fendlicos e
carboxilicos, apresenta menor tendéncia a interagdes com o SOz, o que explica os valores
mais baixos observados. Por outro lado, o melago contém diversos compostos altamente
reativos, como acidos organicos, aglicares redutores e metais de transi¢do, que formam
complexos estaveis com o dioxido de enxofre, exigindo maiores quantidades de SO- para
assegurar a mesma acao antimicrobiana e antioxidante (Webster et al., 2025; Palmonari
et al., 2020c).

De acordo com as directrizes da Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV,
2023), o teor maximo permitido de SO: total em vinhos e hidroméis situa-se entre 150 e
200 mg/L, o que torna tecnicamente aceitaveis os valores obtidos. Assim, embora a
bebida C apresente um teor de SO: superior ao das demais, este valor permanece dentro
dos limites regulamentares, justificado pela maior necessidade de prote¢ao antioxidante

e microbioldgica devido a maior reatividade do substrato.

Tabela 14: Resultados das analises quimicas das bebidas fermentadas.

Bebidas fermentadas  Acidez total final (g/l)  Acidez volatil (g/1)  So: total (mg/l)

A 5,44+ 0,162 0,78 £ 0,062 60,16 = 1,812
B 9,68 £0,21° 0,84 + 0,022 94,72 +3,62¢
C 13,8 +0,10¢ 0,93 + 0,04 161,28 + 3,62¢

Letras diferentes nas colunas indicam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Em conjunto, os resultados obtidos evidenciam que a incorporagdo de melago na
formulagdo das bebidas fermentadas influéncia significativamente os pardmetros
quimicos finais. O aumento da acidez total, a manutencao de niveis controlados de acidez
volatil e o maior teor de SO: total evidenciam o impacto da composicao da matéria-prima
na fermentagdo, na estabilidade e na qualidade sensorial da bebida. Estes efeitos devem
ser tidos em conta na formulagdo e no controlo tecnolégico da producdo de hidromel,

especialmente quando se pretende utilizar subprodutos, como o melago.
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5.4.5. Teor alcoodlico (% v/v) e rendimento da fermentacgao

O teor alcodlico final das bebidas fermentadas foi determinado por dois métodos
analiticos: destilagdo/ebuliometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os
resultados obtidos por ebuliometria foram de 10,25 + 0,07% v/v para as bebidas
fermentadas A, 10,35 £ 0,21% para o B ¢ 10,10 £ 0,14% para o C, enquanto os valores
determinados por HPLC foram, respetivamente, 10,30%, 10,84% e 9,35% (Tabela 15).
A elevada concordancia entre os dois métodos confirma a fiabilidade das medicoes ¢ a
consisténcia da producao de etanol ao longo do processo fermentativo, finalizado apos
sete dias.

As ligeiras discrepancias entre os dois métodos sdo consideradas aceitaveis do ponto de
vista técnico. A ebuliometria tende a sobrestimar ligeiramente o teor alcodlico, devido a
interferéncia de outros compostos volateis presentes na matriz fermentada, como alcoois
superiores, ¢ésteres e aldeidos, conforme descrito por Webster et al. (2025). O método
cromatografico, por sua vez, fornece valores mais especificos, ao quantificar unicamente
o etanol.

Os valores de teor alcodlico encontrados situam-se dentro do intervalo tipico para
hidroméis secos (entre 9 e 12% v/v), conforme descrito por Gomes et al., (2013) e
Mendes-Ferreira et al. (2010), o que evidencia um processo fermentativo eficiente, sem
indicios de inibi¢do alcodlica ou de fermentacdes incompletas.

O rendimento da fermentacdo alcoolica, calculado com base na conversao dos acticares
iniciais em etanol, variou entre 79,7% (A) e 90,2% (B). O mosto B (50% mel e 50%
melago) destacou-se por apresentar o valor alcodlico mais elevado e o rendimento mais
eficiente, possivelmente devido ao perfil nutricional mais equilibrado da mistura. A
adi¢do de melago contribui para a presenca de compostos azotados, minerais e fatores de
crescimento, que favorecem a viabilidade celular e a atividade fermentativa de S.
cerevisiae (Palmonari et al., 2020b; Vicente et al., 2022). Além disso, a combinac¢do de
mel e melago parece ter resultado numa matriz com boa disponibilidade de agucares
fermentesciveis e um balango redox adequado, potenciando a eficiéncia global do
processo.

Apesar da bebida C (100% melago) apresentar uma concentragao de a¢ucares semelhante
a bebida B, o teor de etanol final foi ligeiramente inferior (9,35% v/v), o que podera
dever-se a fatores inibitérios associados ao melaco, como a presenga de compostos de

Maillard, fendis ou metais pesados em concentracdes trago, que podem interferir com a
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atividade metabolica da levedura (Feng et al., 2023). Ainda assim, o rendimento
observado nesta amostra (87,8%) evidencia uma fermentacgdo robusta e completa, mesmo

em substrato alternativo.

Tabela 15: Teor alcoolico das bebidas fermentadas e o rendimento alcodlico.

Bebida Acucares totais Etanol Rendimento
fermentada (g/L £ DP) (% v/v = DP) (% = DP)
A 198,6 £ 3,42 10,25 + 0,082 79,7 + 1,5b
B 177,2 £2,1v 10,35 £ 0,052 90,2 + 1,22
C 177,7 + 3,00 10,10 £ 0,062 87,8 1,02

Letras diferentes nas colunas indicam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Em sintese, os resultados obtidos confirmam a eficacia do processo fermentativo em todas
as formulagdes testadas. A utilizagdo do melago, total ou parcial, revelou-se uma
estratégia viavel para a producao de bebidas fermentadas, com impacto positivo sobre o
rendimento alcoodlico, sobretudo quando combinado com o mel. Assim, conclui-se que o
melaco de cana-de-aciicar ¢ um substrato seguro, economicamente acessivel e
tecnologicamente eficaz, com potencial para a diversificacdo e sustentabilidade da
producdao de bebidas fermentadas, aliando inovagdao tecnoldgica a valorizacdo de

subprodutos agroindustriais.
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CAPITULO V
Consideracoes finais
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, avaliou-se o impacto da substituicao parcial e total do mel por melaco
de cana-de-agiicar na formulacdo de mostos destinados a producdo de bebidas
fermentadas, considerando parametros microbiologicos, fisico-quimicos e fermentativos.
Os resultados obtidos evidenciaram diferencas relevantes entre as trés formulagdes
testadas, demonstrando que a composicdo do substrato exerce influéncia decisiva na

dinamica fermentativa e na qualidade final do produto.

e Do ponto de vista microbiologico, todas as formula¢des favoreceram o crescimento
eficiente de S. cerevisiae, com inicio rapido da fase exponencial, indicando uma
adaptacdo eficaz das leveduras as condi¢cdes experimentais. A substituicdo parcial
(50%) ou total (100%) do mel por melago ndo comprometeu a viabilidade celular nem
a eficiéncia da fermentacdo. Pelo contrario, o mosto com 100% de melago (C)
apresentou ligeira superioridade na densidade Otica e na biomassa final, resultado
associado a maior riqueza nutricional do melago, especialmente em azoto e minerais.

e A composi¢ao sacaridica inicial dos mostos revelou perfis distintos: o mel apresentou
predominancia de agucares redutores (glicose e frutose), € o melago, principalmente
sacarose. Esta diferenca refletiu-se na cinética de consumo de agucares: a fermentagao
do mosto A (100% mel) foi mais lenta e incompleta, com agucares residuais mais
elevados, mesmo apos suplementagdo. Por sua vez, os mostos B ¢ C evidenciaram
fermentagdes mais rdpidas e completas, o que confirma a glucofilia tipica de S.
cerevisiae € a maior eficacia na metabolizagdo de aglcares em matrizes mais
equilibradas.

e A suplementacdo azotada dos mostos foi essencial para garantir fermentagdes
completas. Apos o ajuste com 0,60 g/L de nutriente, todas as formulagdes atingiram
valores de YAN superiores a 140 mg N/L, o que se considera o limiar minimo para
fermentagdes robustas em condigdes enologicas. Os resultados mostraram, ainda, que o
melago contribui naturalmente para niveis mais elevados de azoto assimilavel, o que se
traduziu em valores residuais mais altos ao final da fermentacdo, indicando maior
margem de seguranca nutricional. No entanto, este desempenho s6 foi alcancado com a
corre¢do nutricional prévia, o que € um ponto critico para o sucesso da fermentacao com
melaco.

e A combinagdo de mel e melago na propor¢ao 50/50 revelou-se a formulagdo mais

eficiente, permitindo conciliar a disponibilidade de acucares fermentesciveis com um
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perfil nutricional mais completo, o que resultou em bom rendimento etandlico e melhor
desempenho fermentativo.

eEm relacdo a acidez, verificou-se um aumento progressivo da acidez total com a
incorporagdo de melaco: de 5,44 g/ em A a 13,8 g/L em C. Esta tendéncia ¢ atribuida
ao elevado teor mineral do melago, a sua maior capacidade tampao e a presenca de
precursores metabodlicos que favorecem a biossintese de acidos organicos. A acidez
volatil manteve-se dentro dos limites aceitaveis para bebidas fermentadas (<1 g/L), ndo
se registando valores indicativos de fermentacdes defeituosas. O teor de didxido de
enxofre total também aumentou com a proporg¢ao de melago, devido a maior reatividade
quimica da matriz, mas permaneceu dentro dos limites legais estabelecidos pela OIV
(2023), assegurando a estabilidade microbioldgica das bebidas.

eDe forma geral, os resultados demonstram que o melago de cana-de-agticar ¢ um
ingrediente vidvel, eficaz e seguro para a produgdo de bebidas fermentadas, tanto do
ponto de vista microbiologico quanto do tecnoldgico. A mistura de 50% de mel e 50%
de melago revelou-se particularmente vantajosa, conjugando alta eficiéncia
fermentativa, rendimento alcodlico otimizado e composi¢do final equilibrada. Este
estudo contribui ainda para a valoriza¢do de subprodutos agroindustriais, promovendo
uma abordagem mais sustentavel na produ¢do de bebidas fermentadas.

¢ A utiliza¢do do melago, um subproduto econdémico e amplamente disponivel, permite
reduzir a dependéncia do mel, preservando as caracteristicas do hidromel tradicional.
No entanto, a suplementacdo nutricional adequada ¢ imprescindivel para assegurar o
sucesso da fermentagdo, sobretudo em substratos de composicao variavel. O presente
trabalho abre, assim, novas perspetivas para a diversificagcdo de matérias-primas na
producdo de bebidas fermentadas, combinando inovagdo tecnologica, sustentabilidade

e valorizagdo de recursos subutilizados.
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7. PERSPETIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos, que demonstraram a viabilidade da substitui¢ao
parcial do mel por melaco na producdo de bebidas fermentadas, abrem-se diversas

possibilidades de investigagdo futura e desenvolvimento tecnoldgico:

 Avaliacao de diferentes tipos de melaco - Estudos futuros poderdo explorar a
utilizacao de melagos provenientes de outras fontes vegetais (ex. beterraba, sorgo)
ou de diferentes processos industriais, avaliando o seu impacto na composigao,
fermentabilidade e perfil sensorial do hidromel.

* Otimizacdo da suplementacdo nutricional - Embora o melaco fornecia
micronutrientes adicionais, sua composicdo pode variar significativamente entre
lotes. Investigagdes adicionais poderdo centrar-se na formulacdo de regimes de
suplementagdo especificos (ex. azoto assimildvel, vitaminas, minerais) adaptados a
cada tipo de substrato, com vista a maximizar o rendimento fermentativo e a
estabilidade do produto final.

* Avaliacio da estabilidade e envelhecimento da bebida - Sera relevante
acompanhar a evolugao fisico-quimica e sensorial dos hidroméis com melaco durante
o armazenamento, a fim de compreender melhor a sua estabilidade, potencial de
envelhecimento e vida util.

* Caracterizaciio sensorial aprofundada - O perfil sensorial das formulagdes com
diferentes propor¢des de melago pode ser explorado em maior detalhe com recurso a
analise descritiva quantitativa (QDA) e estudos de preferéncia com consumidores,
com vista a adaptacdo do produto a diferentes nichos de mercado.

* Escalonamento industrial e avaliacdo econdémica - Uma vez demonstrada a
viabilidade técnica a escala laboratorial, torna-se pertinente realizar estudos piloto
em escala semi-industrial, incluindo uma analise do custo-beneficio, viabilidade
econdmica e impacto ambiental da substituicdo do mel por melago.

* Estudo do impacto microbioldgico e da diversidade de leveduras - Investigacdes
futuras poderdo também avaliar o comportamento fermentativo de estirpes nao
convencionais ou de consorcios microbianos, com o intuito de melhorar o perfil
aromatico, a complexidade sensorial e a resiliéncia do processo fermentativo.

- Aplicacio em bebidas funcionais ou mistas - A incorporacdo de ingredientes com
propriedades funcionais (ex. infusdes vegetais, especiarias, frutas) combinados com

melago poderd ser explorada como estratégia de inovacao para o desenvolvimento
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de novos produtos fermentados com apelo sensorial e beneficios nutricionais

acrescidos.
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