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RESUMO

O hidromel ¢ uma bebida fermentada a base de mel cuja producao pode ser
limitada pelo baixo teor de nitrogé€nio assimildvel pelas leveduras. Neste trabalho,
avaliou-se o uso de farinha de centeio ibérico maltado como ingrediente tecnoldgico e
bioativo na produgdo de hidromel.

Foram elaborados hidroméis com 1%, 2% e 5% de farinha de centeio maltado,
além de um controle sem adicdo, utilizando Saccharomyces cerevisiae QA23™. A
suplementagdo influenciou positivamente a cinética fermentativa, sendo o efeito mais
evidente no tratamento com 5%, que apresentou maior taxa especifica de crescimento
celular, menor tempo de duplicacdo e redugdo do tempo de fermentagdo de 192 para 96
horas em comparag@o ao controle. Apesar da aceleragdo do processo, os tratamentos
mantiveram teores alcoolicos semelhantes, entre 10,32 e 11,10°GL, e eficiéncia
fermentativa entre 82,77% e 85,50%.

Além do efeito tecnoldgico, a farinha de centeio ibérico maltado promoveu
enriquecimento bioativo da bebida. Os compostos fenolicos totais aumentaram de 5,50
mg EAG/mL no controle para 9,91 mg EAG/mL no tratamento com 5% de farinha,
enquanto a capacidade antioxidante por FRAP passou de 1,46 para 1,82 mg Fe*'/mL.

Os resultados indicam que a farinha de centeio ibérico maltado € uma alternativa
promissora para acelerar a fermenta¢cdo do hidromel sem comprometer o teor alcoolico

ou a eficiéncia fermentativa, além de aumentar a capacidade antioxidante da bebida final.

Palavras-chave: hidromel; centeio ibérico; malteagdo; cinética fermentativa; compostos

fendlicos; capacidade antioxidante.

v



ABSTRACT

Mead is a honey-based fermented beverage whose production may be limited by
the low content of yeast-assimilable nitrogen. This study evaluated the use of malted
Iberian rye flour as a technological and functional ingredient in mead production.

Meads were produced with 1%, 2% and 5% malted rye flour, in addition to a
control without flour addition, using Saccharomyces cerevisiae QA23™.,
Supplementation positively influenced fermentation kinetics, with the most evident effect
observed in the 5% treatment, which showed a higher specific cell growth rate, shorter
doubling time and a reduction in fermentation time from 192 to 96 hours compared to the
control. Despite the accelerated process, the treatments maintained similar alcohol
contents, ranging from 10,32 to 11,10 °GL, and fermentative efficiency between 82,77%
and 85,50%.

In addition to its technological effect, malted rye flour promoted the functional
enrichment of the beverage. Total phenolic compounds increased from 5,50 mg GAE/mL
in the control to 9,91 mg GAE/mL in the 5% flour treatment, while antioxidant capacity
determined by FRAP increased from 1,46 to 1,82 mg Fe*/mL.

The results indicate that malted Iberian rye is a promising alternative to accelerate
mead fermentation without compromising alcohol content or fermentation yield, while

also increasing the antioxidant capacity of the final beverage.

Keywords: mead; Iberian rye; malting; fermentation kinetics; phenolic compounds;

antioxidant capacity.



CAPITULO 1

INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

A diversificagdo de bebidas fermentadas tem sido um fendmeno crescente nas
ultimas décadas, impulsionada pela procura de produtos artesanais e naturais [1,2]. Neste
contexto, o hidromel, bebida fermentada a base de mel, tem despertado interesse de
produtores, investigadores e consumidores devido a sua relevancia historica, versatilidade
sensorial e potencial de inovagdo tecnoldgica [3,4].

Apesar de o mel ser rico em agucares simples e compostos bioativos, a sua
utilizacao isolada como substrato fermentdvel apresenta limitagdes importantes. Em
particular, a baixa disponibilidade de nitrogénio assimildvel e de minerais essenciais
dificultam o metabolismo das leveduras, prolongam a duragdo da fermentagdo e podem
originar paragens fermentativas ou perfis sensoriais desequilibrados no hidromel final [5—
7]. Para ultrapassar estas limitagdes e promover fermentagdes mais eficazes, tém sido
exploradas estratégias como a suplementagdo nutricional do mosto com fontes
nitrogenadas [8,9], a seleg@o de estirpes de leveduras de baixa exigéncia nutricional [3] e
a adicdo de ingredientes complementares que possam enriquecer nutricionalmente o meio
fermentativo [10].

Nesse contexto, a integracao de ingredientes como cereais maltados surge como
uma abordagem promissora para valorizar o hidromel. A malteagdo ativa enzimas
enddgenas e aumenta a disponibilidade de agucares fermentaveis, aminoacidos e
compostos bioativos [11-13]. Entre os cereais com potencial tecnoldgico destaca-se o
centeio (Secale cereale L.), cuja composigdo pode compensar parcialmente as limitagdes

nutricionais do mel [14-16].

1.1 Mel como substrato fermentativo

O mel ¢ definido como uma substancia doce natural produzida pelas abelhas a
partir do néctar das flores ou de secrecdes vegetais e excregdes de insetos sugadores, que
as abelhas coletam, transformam por meio de enzimas proprias, desidratam e armazenam
nos favos até a maturacdo [17]. A producdo global de mel apresenta variagdes regionais,
com a China destacando-se como o principal produtor mundial, enquanto a Europa figura
como o segundo maior bloco produtor de mel [18-20]. A Figura 1 ilustra a evolugdo da

producao de mel na Unido Europeia ao longo dos ultimos anos, evidenciando um



crescimento progressivo, com exce¢do de 2021, quando foi registada uma reducao

associada aos efeitos da pandemia.
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Figura 1 - Producao de mel na Unido Européia ao decorrer dos anos (anos vs toneladas) [21].

Neste contexto, a diversidade botanica e geografica dos paises europeus contribui
para uma ampla variedade de méis regionais, muitos dos quais possuem certificagdes de
origem, refor¢cando o valor cultural, econdomico e gastrondmico do mel no contexto
europeu [22,23].

Os valores de referéncia dos parametros fisico-quimicos do mel estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de referéncias dos parametros do mel.

Parametros Mel Referéncias

> 60 (mel de néctar)

Acgucares (g/100g) > 45 (mel de melada ou mistura de mel de [24]
néctar e mel de melada)

Umidade (%) <20% [24]

Cinzas (%) 0,01 -1,18 [25]

Acidez total (meq/kg) <50 [24]

< 0,8 (mel de néctar)
Condutividade elétrica

> 0,8 (mel de melada ou mistura de mel de [24]
(mS/cm)
néctar e mel de melada)
pH 32-64 [22,26]
HMF (mg/kg) <40 [24]




Indice diastasico

>8 [24]
(Escala de Schade)

Do ponto de vista quimico, o mel ¢ composto essencialmente por carboidratos
simples, com predominancia de frutose e glicose. Segundo os critérios de qualidade, o
teor total desses dois acgucares deve ser de, no minimo, 60 g/100 g para mel de néctar e
45 ¢/100 g para mel de melada e misturas de mel de melada com mel de néctar [24], cuja
propor¢ao influéncia diretamente caracteristicas como a cristalizagdo, viscosidade e
percepcao de dogura [2,22,25,27]. A agua é o segundo componente em maior propor¢ao,
sendo responsavel por valores iguais ou inferiores a 20% do mel. O teor de cinzas
representa a fragdo mineral do mel e varia entre 0,01 - 1,18 %, sendo um indicador
relevante da sua qualidade e da origem floral [25]. Acidos organicos, aminoacidos,
vitaminas € compostos aromadticos estdo presentes em menor quantidade, mas
desempenham fungdes essenciais na qualidade e funcionalidade do mel [3,22,28].

Os méis podem ser classificados segundo pardmetros botanicos, geograficos e
fisico-quimicos, sendo que a origem floral ¢ frequentemente utilizada como principal
critério [6], sendo definida pela analise polinica. A distingdo entre méis monoflorais e
multiflorais baseia-se na predominancia do pdlen de uma espécie vegetal especifica. A
origem botédnica determina ndo apenas o perfil sensorial, mas também a composicdo
quimica, incluindo a propor¢do de monossacarideos, o teor de compostos fendlicos, a
condutividade elétrica e a capacidade antioxidante [7,8].

As propriedades fisico-quimicas do mel, incluindo pH, acidez, condutividade
elétrica e atividade enzimatica, sdo essenciais para a sua caracteriza¢do e adequacdo a
processos tecnologicos [26]. Alguns desses pardmetros possuem limites méximos e
minimos estabelecidos pelo Decreto-Lei n° 214/2003 [24], sendo amplamente utilizados
como indicadores de qualidade do produto. O pH do mel depende diretamente de sua
origem botanica, apresentando valores geralmente entre 3,2 - 6,4 [22,26]. A acidez total,
deve permanecer igual ou inferior a 50 meq/kg, enquanto a condutividade elétrica
apresenta valores varidveis conforme a origem polinica do mel, para méis de néctar o
valor deve ser abaixo de 0,8 mS/cm, e para méis de mistura deve ser no minimo 0,8
mS/cm [26]. Outro parametro importante € o teor de hidroximetilfurfural (HMF), que
deve apresentar valores inferiores ou iguais a 40 mg/kg, sendo utilizado como indicador

de frescor e de possiveis degradacdes térmicas do mel [24]. Além disso, o indice
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diastasico deve ser maior ou igual a 8 na escala de Schade, refletindo a atividade
enzimdtica do mel e contribuindo para a avaliagdo da qualidade e do grau de
processamento do produto [26].

Adicionalmente, o mel apresenta uma elevada diversidade de compostos bioativos
responsaveis por efeitos bioldgicos associados a sua composi¢do [22]. Os compostos
fenolicos, amplamente estudados, conferem cor, estabilidade oxidativa e propriedades
antioxidantes. Acidos fenolicos como fertlico e cafeico, contribuem para a capacidade
antioxidante e para caracteristicas sensoriais que influenciam a aceitagcao do produto [29].

Estudos também indicam que méis de coloragdo mais escura tendem a favorecer
o desempenho fermentativo das leveduras devido ao seu maior teor de minerais e a0 maior
conteudo de compostos fendlicos, que atuam como cofatores enzimaticos e antioxidantes
naturais durante a fermentacao [29,30].

Apesar da elevada concentragao em agucares fermentaveis [6,22,31], o potencial
fermentativo do mel depende de diversos fatores fisico-quimicos e nutricionais. A
elevada osmolaridade do mel puro dificulta o metabolismo das leveduras, tornando a
diluicao essencial para reduzir a pressao osmotica e permitir o inicio da fermentagao.
Além disso, a frutose, mesmo sendo abundante, ¢ fermentada mais lentamente que a
glicose [32-34].

Outro fator critico € o baixo teor de nitrogénio assimilavel pelas leveduras (YAN),
soma de FAN (aminodcidos livres) e NH4" (amonio), que em mostos de mel ndo
suplementados tem sido relatada em valores muito baixos [3,35] os quais sdo insuficientes
para suportar o crescimento celular adequado e uma fermentacao eficiente. A deficiéncia
de YAN compromete a sintese de enzimas envolvidas nas vias glicolitica e fermentativa,
reduz a taxa de consumo de agucares ¢ aumenta o risco de fermentagdes lentas ou
interrompidas. Adicionalmente, limita a sintese de compostos de aroma desejaveis e
favorece a producao de metabolitos indesejaveis, como sulfureto de hidrogénio e outros
compostos sulfurados, que afetam negativamente a qualidade sensorial do hidromel [36].

O nitrogénio assimilavel representa um dos nutrientes mais importantes para a
Saccharomyces Cerevisiae, uma vez que fornece os precursores bioquimicos necessarios
para o crescimento celular, sintese de proteinas, enzimas e cofatores metabdlicos.
Nitrogénio assimilavel suficiente permite que a levedura forme enzimas envolvidas na
glicolise, fermentagdo alcodlica e sintese de aminoacidos essenciais [37-39].

A literatura indica que concentragdes de YAN na faixa de aproximadamente 140

a 300 mgN/L sdo adequadas para assegurar fermentacdes completas e estaveis,
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promovendo adequada atividade metabdlica das leveduras e reduzindo a ocorréncia de
defeitos sensoriais [5,40]. Dessa forma, a suplementagdo de nitrogénio em mostos de
hidromel constitui uma pratica essencial para garantir eficiéncia fermentativa e qualidade

do produto final.

1.2 Centeio como fonte de enriquecimento nutricional

O centeio (Secale cereale L.) ¢ um cereal adaptado a regides de clima temperado,
tradicionalmente valorizado pela sua tolerancia a solos pobres e pelas suas propriedades
nutricionais, que favorecem a sua utilizagdo em alimentos e bebidas fermentadas [41].
Apesar da redugdo da produg¢do mundial de centeio desde a década de 1960, motivada
pela intensificacao de outros cereais, o interesse cientifico sobre o seu valor nutricional e
aplicagdo tecnoldgica tem aumentado [41]. Conforme a Figura 2, a producdo europeia

concentra-se sobretudo na Alemanha e na Polonia.

Rye production. 1961 to 2024
Rye production is measured in tonnes.
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Figura 2 - Produc¢do mundial de centeio e principais produtores na Europa nos periodos de
1961 e 2023 [42].

Conforme apresentado na Tabela 2, a farinha de centeio ndo maltada apresenta os

seguintes parametros fisico-quimicos.



Tabela 2 - Valores de referéncia dos parametros fisico-quimicos de centeio nao

maltado.
Parametros Centeio nao maltado Referéncias

Carboidratos (%) 75-80 [43.,44]
Proteinas (%) 8-11 [45-49]
pH 5,6e6,2 [13,48]

Gordura Total (%) 2-3 [43]
Umidade (%) 8,2-13,0 [45,50]
Cinzas (%) 1,4-2,2 [45,51]
Sacarose (g/100g) 0,93-1,61 [52,53]
Maltose (g/100g) 0,05-1,02 [52,53]

Glicose (g/100g) 0,06-0,13 [53]

Frutose (g/100g) 0,052-0,08 [53]

Os teores de macronutrientes revelam uma concentracao proteica que varia de 8%
a 11%, acompanhada por teores mais baixos de gordura total (2 - 3%) e cinzas (1,4 -
2,2%). Ja a umidade oscila entre 8,2% e 13,0%. A fracdo de hidratos de carbono
representa a maior parcela da matéria seca do grao, correspondendo a aproximadamente
75 - 80% da sua composicdo. Esta fracao ¢ constituida predominantemente por amido,
principal reserva energética do cereal, e por um expressivo teor de fibras alimentares, que
giram em torno de 15 - 21% dessa fragdo [43]. Dentre as fibras, sobressaem as pentosanas,
particularmente os arabinoxilanos, macromoléculas responsdveis por conferir alta
viscosidade a matriz em processos de hidratacao [54].

Apesar da abundancia de carboidratos complexos, o perfil de acucares livres no
grao cru ¢ bastante restrito [53]. Os dados evidenciam a predominancia da sacarose, com
valores de 0,93 a 1,61 g/100 g, ao passo que monossacarideos como a glicose (0,06 - 0,13
g/100 g) e a frutose (0,052 - 0,08 g/100 g) encontram-se em proporgdes substancialmente

menores. E pertinente observar a concentracdo de maltose, a qual apresenta valores entre



0,05 a 1,02 g/100 g. Estes nimeros corroboram a dindmica bioquimica do grao,
evidenciando que, antes da ativagdo enzimatica promovida pela malteagcdo, a maltose
encontra-se em niveis reduzidos. Apenas a partir da degradagdo hidrolitica do amido
armazenado ¢ que este dissacarideo terd um aumento expressivo, junto com o aumento
de monossacarideos como a glicose e a frutose [15].

Além disso, o centeio contém compostos fendlicos, com destaque para acidos
fenolicos como 4cido fertlico, p-cumadrico, sindpico e vanilico, além de flavonoides e
lignanas, concentrados principalmente nas partes externas do grao (farelo) [55]. Em
farinhas integrais de centeio, a capacidade antioxidante tende a ser significativamente
maior do que em farinhas refinadas, refletindo a influéncia da estrutura anatdémica do grao
na retencdo de compostos bioativos [46]. Estas propriedades antioxidantes estdo
associadas a potenciais beneficios a satde, incluindo efeitos protetores contra stress
oxidativo e alguns processos inflamatorios [46,55,56].

Do ponto de vista nutricional, o centeio apresenta uma composicao relevante em
proteinas, vitaminas do complexo B, minerais € compostos bioativos, caracteristicas que
o tornam um ingrediente de interesse para a melhoria da qualidade nutricional de produtos
fermentados [54]. Nesse contexto, sua incorporacdo em formulagdes fermentativas pode
representar uma alternativa promissora para o fornecimento de nutrientes
complementares ao processo, incluindo compostos nitrogenados, minerais e precursores
metabolicos importantes para a atividade das leveduras [5,57].

Além disso, sua composicdo pode favorecer o enriquecimento nutricional e
sensorial da bebida final, pela presenca de compostos bioativos e de compostos capazes
de influenciar o metabolismo fermentativo. Contudo, esses efeitos tendem a ser

potencializados quando o grao ¢ submetido a malteagdo [58].

1.3 Malteaciao como estratégia de melhoria fermentativa

A malteagdo ¢ um processo biotecnoldgico que tem como objetivo transformar
graos crus em matérias-primas mais acessiveis nutricionalmente, enzimaticamente ativas
e tecnologicamente adaptadas a processos fermentativos [16,59]. Embora
tradicionalmente associada a produgdo de cerveja, a malteacdo tem aplicagdes mais

amplas, sendo explorada como estratégia de bioprocessamento para melhorar a



fermentabilidade de substratos e refor¢ar a complexidade sensorial de bebidas
fermentadas, como o hidromel [50,53,60].

O processo de malteagdo envolve etapas controladas de hidratacdo (maceragao),
germinagdo e secagem. Durante estas fases, as reservas de carboidratos, proteinas e
lipidos sdao parcialmente degradadas e mobilizadas, tornando-se mais solaveis e
acessiveis a atividade enzimatica das leveduras durante a fermentacdo subsequente
[16,53,59]. A ativagdo de enzimas enddgenas, como amilases, proteases, B-glucanases e
fitases, resulta no aumento da fragao soluvel de acticares fermentaveis, aminoacidos livres
e peptideos, componentes essenciais para o metabolismo fermentativo, melhoria da
cinética fermentativa e expressao sensorial da bebida final [50].

A maceracdo, etapa inicial da malteacdo, consiste na imersao dos graos secos em
agua, promovendo o aumento do teor de umidade de aproximadamente 10 a 14 % para
44 248 % [15,61,62]. Este aumento de umidade ativa a respiracdo celular e o metabolismo
enzimatico, estimulando a sintese de giberelinas e ativando sistemas hidroliticos
essenciais a degradagdo subsequente do endosperma [61,63].

Na etapa de germinagdo, o grdo rompe o estado de dorméncia e desencadeia
intensa atividade metabdlica e enzimatica. Esta fase, conduzida sob condicoes
controladas de temperatura (=15-20°C) e elevada umidade, promove a sintese e ativagao
de enzimas amiloliticas que degradam o amido em agucares simples e dextrinas
fermentéveis [61,63—66]. Paralelamente, as proteases hidrolisam proteinas estruturais em
aminodcidos livres e peptideos, aumentando significativamente o teor de nitrogénio
assimildvel, essencial para o crescimento e viabilidade das leveduras durante a
fermentagdo alcodlica [50,53,64]. As B-glucanases degradam componentes da parede
celular, aumentando a solubilidade da matriz cerealifera e facilitando a libertacao de
nutrientes e compostos bioativos [61,64]. O tempo de germinagdo ¢ um parametro critico
e, em geral, o processo ¢ interrompido antes que a radicula ultrapasse cerca de trés quartos
do comprimento do grao, evitando perdas excessivas de constituintes nutricionais [50,63].

Posteriormente, a secagem tem como objetivo interromper a germinagao, reduzir
o teor de umidade para valores proximos a 6 % e garantir a estabilidade microbiologica
do malte. Durante esta etapa, a temperatura aplicada influencia tanto a preservacdo da
atividade enzimatica residual quanto o desenvolvimento de compostos aromaticos atraveés
de reagdes de Maillard e outras transformacodes térmicas (70,74).

Como resultado dessas etapas ocorrem alteracdes bioquimicas profundas que

transformam o grao numa matriz fermentavel eficiente. A degradacdo do amido pela agao
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coordenada das enzimas o- e B-amilases converte este polissacarideo de reserva em
moléculas menores, culminando na libertacao expressiva de maltose [14,66].
Simultaneamente, a protedlise conduzida por enzimas enddgenas liberta
aminoacidos e peptideos que enriquecem o mosto em nitrogénio assimilavel, favorecendo
a sintese proteica das leveduras, a atividade enzimatica e a formagdo de metabdlitos
secundarios responsaveis por atributos sensoriais desejaveis [12,67,68]. Também ocorre
a degradacdo das paredes celulares melhora ainda a biodisponibilidade de minerais,
enquanto transformacgoes lipidicas podem afetar o perfil de acidos gordos e a formagao
de compostos volateis durante a fermentagdo [11]. A malteacdo tem também sido
associada ao aumento da fragdo de compostos fenolicos soluveis e da capacidade

antioxidante do cereal [64].

1.4 Hidromel: producao e caracteristicas

O hidromel ¢ uma bebida fermentada tradicional produzida pela fermentagao
alcodlica de mostos a base de mel diluido em agua, sendo esta fermentagao conduzida
principalmente por leveduras do género Saccharomyces [4,67]. Durante este processo, as
leveduras consomem os agUcares presentes no mosto, convertendo-os principalmente em
etanol e dioxido de carbono, além da formacdo de metabolitos secundarios como glicerol
e acidos organicos, nomeadamente 4cido acético. A sua composicao, depende fortemente
das matérias-primas utilizadas e das condi¢des do processo fermentativo, o que tem
motivado crescente interesse académico e industrial para otimizagdo tecnologica e
valorizagao sensorial [2,69].

A evolucdo recente do mercado internacional de bebidas fermentadas,
particularmente das classificadas sob o codigo HS 2206 (Sistema Harmonizado), o qual
¢ usado no sistema internacional padrdo para categorizar mercadorias que sao importadas
ou exportadas, no que inclui o hidromel, a sidra e a perada, evidencia uma cadeia
produtiva em clara expansao e crescente globalizagao.

Conforme evidenciado na Figura 3, os principais exportadores de bebidas
fermentadas classificadas no HS 2206, concentram-se na Europa, bem como na América
do Norte, representada por Estados Unidos e Canadd. Em contrapartida, os principais
importadores, incluem os Estados Unidos e o Canad4, além de mercados localizados na

Asia e na Africa do Sul.
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Principais Fluxos de Comércio de Bebidas Fermentadas (HS 2206) em 2023
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Figura 3 - Principais exportadores e importadores globais de bebidas fermentadas (HS 2206)
em 2023, respectivamente [70].

Os fluxos representados no mapa (Figura 3) demonstram que a Europa se destaca
como importante polo exportador, direcionando suas exportagdes principalmente para a
América do Norte, Asia e Africa do Sul, enquanto os Estados Unidos e o Canada figuram
simultaneamente como exportadores e importadores relevantes no comércio internacional
dessas bebidas em 2023.

Estes dados confirmam a relevancia econdmica e comercial crescente do hidromel
e de outras bebidas fermentadas, refor¢cando a necessidade de investigacao aplicada para
a padronizagdo dos processos, a melhoria da qualidade e o refor¢co da competitividade
internacional destes produtos.

Em relacdo a produgdo do hidromel, etapas cruciais influenciam diretamente a
fermentagdo, a estabilidade e as caracteristicas sensoriais da bebida [71-73]. Como
apresentado no fluxograma da Figura 4, o processo de produgao inicia-se com a diluigao
do mel em agua, até atingir a concentracao de aglicares desejada, frequentemente expressa

em °Brix, ajustada ao teor alcoodlico alvo [5].
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Figura 4 - Fluxograma do processo de producdo do hidromel (adaptado de [67]) .

Em seguida, realiza-se a suplementacdo nutricional do mosto, necessaria devido
ao baixo teor de nutrientes presentes no mel. Posteriormente, ¢ efetuada a correcdo do
pH, geralmente para valores entre 3,5 e 4,0, com o objetivo de favorecer o
desenvolvimento das leveduras fermentativas e reduzir o crescimento de microrganismos
contaminantes. Apds esse ajuste, adiciona-se didoxido de enxofre (SO:), utilizado como
agente antimicrobiano, auxiliando no controle microbioldgico do mosto e prevenindo
reagOes oxidativas indesejaveis que podem comprometer a qualidade da bebida. Em
seguida, o mosto ¢ pasteurizado e posteriormente inoculado com estirpes selecionadas,
majoritariamente Saccharomyces cerevisiae, sendo a fermentacdo conduzida sob
condicdes controladas de temperatura e aeragado [5,74,75].

Concluida a fermentagdo ativa, o hidromel passa por etapas de clarificagao e
maturacao, que contribuem para a limpidez, estabilidade microbioldgica e otimizagao do
perfil sensorial [10,35]

A composi¢do quimica da bebida obtida nesse processo, resulta da interacao entre
os componentes naturais do mel e os metabolitos formados pelas leveduras durante a
fermentacgao alcodlica. A bebida final inclui etanol, ac¢tcares residuais, acidos organicos,
compostos volateis aromaticos, minerais, vitaminas e diferentes grupos de compostos

fenolicos, todos os quais influenciam o perfil sensorial e bioativo da bebida [3].
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Em termos de propriedades fisico-quimicas, o pH do hidromel tende a diminuir a
medida que a fermentagdo avanca, embora as diferengas entre o mosto e o produto final
sejam geralmente pequenas. Estudos reportam faixas de pH entre aproximadamente 2,7
e 4,3 em diversos tipos de hidromel, dependendo da composi¢ao do mosto e das condi¢des
fermentativas aplicadas. Também nota-se que a densidade do mosto diminui a medida
que os agucares sao consumidos, sendo um dos principais parametros de controle da
fermentagdo. A turbidez, por sua vez, tende a reduzir-se apds processos de clarificagdo e
maturacao, influenciando diretamente a aparéncia final da bebida [10,76].

Em relagdo aos compostos fenolicos presentes no mel, esses sdo parcialmente
transferidos para o hidromel durante a fermentagdo, conferindo-lhe capacidade
antioxidante [74]. Hidroméis produzidos com méis de cor escura tendem a apresentar
maior teor fendlico e maior capacidade antioxidante, traduzindo-se em estabilidade
oxidativa superior e possivel beneficio antioxidante [29].

Portanto, no contexto da producdo de hidromel, a malteacdo do centeio surge
como uma estratégia eficaz para corrigir as limitagdes nutricionais do mel,
nomeadamente a baixa disponibilidade de nitrogénio assimildvel e minerais essenciais ao
metabolismo fermentativo das leveduras [4,53,59]. A incorporacdo de malte de centeio
no mosto de mel diluido pode aumentar a fermentabilidade, promover fermentagdes mais
vigorosas € estaveis, reduzir a necessidade de suplementagdo externa e contribuir para

um perfil sensorial mais complexo e equilibrado [9,50,67,77].
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1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial tecnologico e bioativo
do centeio ibérico maltado como ingrediente de enriquecimento na produgao de hidromel,
analisando o efeito de diferentes niveis de adi¢do sobre a cinética fermentativa e nas

caracteristicas fisico-quimicas da bebida final.

1.5.2 Objetivos especificos

e Realizar a malteagdo laboratorial controlada do grao de centeio ibérico, seguida
da obtengdo da farinha maltada para utilizacdo como suplemento nutricional na
produgdo de hidromel;

e Caracterizar o mel e as farinhas de centeio (maltado e ndo maltado) a nivel fisico-
quimico;

e Determinar o teor de compostos antioxidantes e nitrogénio assimilavel nas
farinhas de centeio;

e Formular mostos suplementados com diferentes percentagens de farinha de
centeio maltado (1%, 2% e 5%);

e Avaliar o efeito da suplementacdo com farinha de centeio maltado sobre a
cinética fermentativa, o consumo de aglcares, a producdo de etanol e os
principais parametros fisico-quimicos dos hidroméis obtidos;

e Determinar o impacto da incorporacdo de farinha de centeio maltado no teor de

compostos fenolicos e na capacidade antioxidante do hidromel.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao polinica e fisico-quimica do mel

Foi utilizado o mel escuro do Parque de Montesinho produzido no ano de 2023,
adquirido de um produtor local da regido norte de Portugal (Figura 5). Antes da
preparacao do mosto, foram realizadas analises no mel, para confirmar as caracteristicas
e a garantir a qualidade satisfatoria exigida pelos limites da legislagdo portuguesa [24].

As anélises fisico-quimicas foram realizadas em triplicado.

Figura S - Mel do Parque de Montesinho Denominagao de Origem Protegida.

2.1.1 Analise Polinica

A determinacdo da origem botanica do mel foi realizada por analise polinica, com
base na identificagdo microscopica dos graos de pdlen presentes na amostra [78,79].
Inicialmente, foram pesados 10 gramas de mel, aos quais se adicionou 11 mL de 4gua
acidificada com acido sulfurico (H2SO4 5%, v/v). A mistura foi submetida a banho-maria
a 40°C até completa dissolucao.

Posteriormente, a solugdo foi distribuida em dois tubos de centrifugacao,
assegurando a transferéncia quantitativa da amostra com lavagens adicionais do
recipiente original.

As amostras foram centrifugadas a 2600 rpm durante 10 minutos. Apds
centrifugacao, o sobrenadante foi removido deixando aproximadamente 1 mL de volume
residual.

O sedimento foi entdo reunido num unico tubo e o volume ajustado para cerca de
10 mL com 4gua desionizada, promovendo a homogeneizacdo da suspensdo. As

preparagdes foram posteriormente centrifugadas a 2600 rpm durante 5 minutos para
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concentragdo adicional dos graos de polen, sendo o sobrenadante removido até volume
inferior a 1 mL. O sedimento foi deixado em agua glicerinada (1:1 v/v) durante 24 horas.

Uma aliquota de 10 pL da suspensdo foi colocada numa lamina de microscopia,
em duplicado, em gelatina. A identificagdo dos graos de podlen foi realizada por
observagao microscopica, com base em caracteristicas morfoldgicas e comparagdo com

atlas polinicos e literatura especializada.

2.1.2 Hidroximetilfurfural

O teor de HMF do mel foi determinado de acordo com o método
espectrofotométrico descrito em Andnimo [80]. Dissolveram-se 5 gramas de mel em 25
mL de dgua desionizada e transferiram-se para um baldao volumétrico de 50 mL, ao qual
foram adicionados 0,5 mL de solugdo Carrez I e 0,5 mL de solugdo Carrez Il e perfez-se
o volume com 4gua desionizada. Apos filtrar esta solugdo, os primeiros 10 mL de filtrado
foram rejeitados e recolheram-se aliquotas de 5 mL para dois tubos de ensaio. A um dos
tubos adicionaram-se 5 mL de dgua desionizada (solu¢do amostra) e ao outro 5 mL de
solucao bissulfito de sodio 0,2% (solugdo referéncia). Leu-se a absorvancia das solugcdes
a 284 e 336 nm num espectrofotometro UV—visivel (VWR, modelo UV-3100PC). O
resultado deve ser expresso em mg de hidrometilfutufral por kilograma de mel, seguindo

a Equacdo (1).
5

g amostra

HMF ()= (Abs 284 - Abs 336)  149,7  ( ) (1)

2.1.3 Indice diastasico

A atividade diastasica foi determinada através de um meétodo baseado na hidrélise
de substrato Amylazyme (Megazyme) [81]. Inicialmente, as amostras foram preparadas
por dissolucdo de 2 gramas de mel em 40 mL de tampao maleato de sédio (pH 5,6; 0,1
M), contendo cloreto de calcio (0,05 M), sendo posteriormente transferido para baldo de
50 mL e volume ajustado com o mesmo tampao.

Para a anélise, foi transferido 1 mL da solugdo de mel para tubos de ensaio,
procedendo-se a uma pré-incubagdo a 40°C durante 5 minutos. De seguida, foi adicionada
uma pastilha de Amylazyme, sem retirar o tubo de ensaio do banho-maria, deixou-se

incubar por mais 10 minutos. Ap6s este periodo, a reagdo foi interrompida pela adicao de
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10 mL de solugao Trizma base (pH 8,5; 0,2 M). Os tubos foram entdo agitados
vigorosamente em vortex e deixados em repouso durante 5 minutos.

Posteriormente, as amostras foram novamente agitadas e filtradas (papel
Whatman), sendo a absorbancia medida a 590 nm num espectrofotémetro. O branco foi
preparado seguindo o mesmo procedimento, substituindo a amostra de mel pelo tampao.

O resultado foi obtido através da Equagdo (2) e expressos em unidades Schade
por grama de mel.

ID (Indice diastasico) =20 x Abs  (2)

2.1.4 Acidez total

A acidez total foi determinada segundo o método oficial AOAC 962.19 [82].
Dissolveram-se 10 gramas de mel em 75 mL de agua desionizada. Depois, foram
adicionadas quatro gotas de solucdo de fenolftaleina. Em seguida, foi realizada uma
titulacdo com uma solu¢do de NaOH 0,1 M, até que a cor mudasse e permanecesse
durante 10 segundos, ou até atingir pH 8,30. A acidez total (miliequivalentes de acido por

Kg) foi determinada usando a Equacao (3).
Acidez total (T(—g"): Vieor 10 (3)

Onde:

VnNaon - volume de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulacdo (em mL).

2.1.5 pH

O pH do mel foi medido usando o método descrito por Bogdanov et al. [83]. Para
1sso, pesaram-se 10 gramas da amostra, que foram diluidos em 75 mL de &4gua
desionizada. A solucdo foi homogeneizada com o auxilio de um agitador magnético e,
em seguida, o eletrodo do medidor de pH foi imerso na mistura para a leitura do valor

correspondente.
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2.1.6 Umidade

O conteudo de agua do mel foi determinado de acordo com o método
refratométrico descrito em Andnimo [80]. A amostra de mel foi homogeneizada e a leitura

foi feita com um refratometro. Os resultados expressam-se em % (m/m).

2.1.7 Cinzas

O teor de cinzas do mel foi determinado por condutivimetria, de acordo com a
metodologia descrita por Sancho ef al. [84]. Apds a medi¢cdo da condutividade elétrica,
procedeu-se a interpretacao dos resultados conforme o intervalo obtido. Quando o valor
foi inferior a 0,9 x 107 S/cm, este foi convertido para 10* S/cm e o respetivo teor de
cinzas foi estimado com base na tabela de correspondéncia apresentada por Sancho et al.
[84].

Por outro lado, quando a condutividade elétrica apresentou valores superiores a
0,9 x 107 S/cm, a percentagem de cinzas totais foi calculada recorrendo a Equagdo (4)
proposta pelos mesmos autores.

% Cinzas totais = 0,083 x (Condutividade - 0,092) (4)

2.1.8 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi avaliada de acordo com o procedimento descrito por
Sancho et al. [84]. Inicialmente, foram pesados 10 gramas da amostra, que foram
posteriormente dissolvidos em 75 mL de agua desionizada.

Em seguida, a medicdo da condutividade elétrica foi realizada utilizando um
condutivimetro previamente calibrado. O valor registado foi multiplicado por 1,5, sendo

os resultados expressos em mS/cm (1073 S/cm).

2.1.9 Acucares redutores

A determinagao do teor de agucares foi realizada pelo método de Lane-Eynon,
fundamentado na reducdo do licor de Fehling por agucares redutores em ebuli¢do,

utilizando o azul de metileno como indicador de ponto final [83]. Para a anélise, pesaram-
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se 2 gramas de mel , que foram dissolvidos em balao volumétrico de 200 mL com agua
desionizada. Desta solu¢dao de mel, retirou-se uma aliquota de 50 mL, que foi transferida
para um baldo de 100 mL e completada com agua desionizada, obtendo-se a solugdo
diluida de mel para a titulacao.

O procedimento iniciou-se com uma titulagdo preliminar para determinar o
volume de 4gua necessario para manter a reagcdo a volume constante. Em um béquer de
250 mL, pipetaram-se 10 mL de solu¢do A e 10 mL de solug@o B de Fehling, adicionando-
se 7 mL de agua desionizada e 14 mL da solucdo diluida de mel contida na bureta. A
mistura foi aquecida até a ebulicdo por 2 minutos, seguida da adi¢do de 1 mL de azul de
metileno e titulagdo rapida até a descoloracao do indicador.

Para a titulacdo definitiva, empregaram-se as mesmas quantidades das solucdes
de Fehling A e B utilizadas na titulagdo preliminar, bem como um volume de adgua de
compensagao, calculado pela diferenga entre 25 mL e o volume consumido na etapa
preliminar. Posteriormente, adicionaram-se 12,5 mL da solu¢do de mel previamente
diluida, contida na bureta. A mistura reacional foi aquecida até a ebuli¢cao por 2 minutos,
seguida da adi¢do de 1 mL de azul de metileno, procedendo-se, em seguida, a titulacao
rapida até a completa descolorag¢do do indicador no sobrenadante. O teor de agticares foi

expresso em porcentagem (g/100g) através da Equacgao (5).

2000
C= - (5)

Onde:

C- gramas de agtcar invertido por 100 gramas de mel;
P- peso da amostra de mel (g);

V- volume da solug¢do diluida de mel gasto na titulagdo definitiva (mL).

2.2 Caracterizacao fisico-quimica do centeio ibérico

As andlises de proteinas (n=2), lipidios totais (n=2), umidade (n=3), cinzas (n=3),
carboidratos totais (n=2) e acucares soluveis (n=3) a seguir foram efetuadas nas amostras

de centeio ibérico maltado e ndo maltado.

20



2.2.1 Proteinas

A determinacdo do teor de proteina bruta nas amostras foi realizada por meio do
método de Kjeldahl, conforme descrito pelo método oficial da AOAC 950.36 [82], o qual
se baseia em trés etapas principais: digestao, destilagdo e titulagdo. Para a digestao, pesou-
se 1 grama de amostra em uma balanga analitica (Kern ADB). A amostra foi transferida
para um tubo de digestdo (Kjeldahl), onde foram adicionadas duas pastilhas catalisadoras
(compostas por 99,9% de K2SO4 e 0,1% de Se) e 12 mL de acido sulfurico concentrado.
ApoOs homogeneizagdo para garantir contato total entre os reagentes, os tubos foram
aquecidos em bloco digestor (modelo DK 8 — Heating Digester) a 420°C durante 60
minutos.

Depois de finalizado o processo de digestao, os tubos foram deixados em repouso
por cerca de duas horas para resfriamento. Em seguida, deu-se inicio a etapa de destilacao
no equipamento Velp scientifica- UDK 139: adicionou-se hidréxido de sodio para
neutralizar o acido sulfurico excedente e gerar vapor de agua, liberando amoniaco. Esse
amoniaco foi absorvido previamente em solu¢do de 4acido boérico contendo
aproximadamente 10 gotas do indicador Tashiro.

Na etapa final, procedeu-se a titulagdo do amoniaco com solugdo de HCI 0,2 M
até que a mudanga de cor indicasse visualmente o ponto final da reacdo. Em seguida, a
porcentagem de azoto presente nas amostras foi calculada com base no volume gasto na
titulagdo e na concentracdo da solucdo de HCI utilizada, conforme apresentado na
Equagdo (6). Esse calculo constituiu uma etapa fundamental para a posterior

determinac¢do do teor de proteina.

%azoto =

VX(HCX 0014 o 6)
m

Onde:
V- volume gasto na titulagao

m- massa inicial da amostra

Apos realizar o calculo de %azoto € necessario utilizar a Equacgdo (7) para o

calculo de %Proteina;

%Proteina = %azoto x fator de conversao (7)
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Segundo o manual do equipamento utilizado para a destilacdo, o fator de

conversao para o centeio € de 6,25.

2.2.2 Lipidios totais

A determinagdo do teor de gordura total nas amostras de farinhas foi realizada
segundo o método AOAC 920.85 [82], baseado na extragdo por Soxhlet (modelo
Behrotest), utilizando hexano como solvente. Aproximadamente 2 gramas de amostra
foram pesadas e inseridas em um cartucho préoprio para o extrator. O cartucho foi
colocado no sistema Soxhlet e acoplado a um baldo de fundo plano previamente seco em
estufa a 105°C e pesado. Foram adicionados 170 mL de hexano, e o sistema foi montado
com condensador e submetido a aquecimento para promover a extragdo continua durante
6 horas.

Apos esse periodo, o cartucho foi removido e o solvente recuperado por
destilacdo. O extrato lipidico foi entdo concentrado em rotaevaporador (IKA RV 8) a
50°C por aproximadamente 10 minutos para remocdo do solvente residual.
Posteriormente, os baldes foram colocados em estufa a 105°C para assegurar a completa
eliminagdo de solvente, resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de gordura

foi calculada com base na Equagao (8).

mf -

%gordura = % x 100 (8)
Onde:
mf- massa final do baldao com a amostra (g);
mi- massa inicial do baldo vazio (g);

ma- massa da amostra inicialmente pesada (g);

2.2.3 Umidade - Matéria seca

A determina¢do da umidade das amostras foi realizada por meio do método de
secagem em estufa a 105°C, utilizando equipamento da marca Memmert, procedimento
que consiste na evaporacao da dgua presente na amostra por aquecimento controlado.

Antes da analise, os cadinhos foram colocados na estufa por uma hora a 105°C,
depois transferidos para um dessecador até atingirem a temperatura ambiente e, entdo,

pesados para registro da massa do cadinho vazio. Em seguida, aproximadamente 2 gramas
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de cada amostra foram pesadas em uma balanga analitica (Kern ADB) e transferidas para
os respectivos cadinhos previamente identificados.

As amostras foram mantidas na estufa até peso constante. Ao término da secagem,
os cadinhos foram novamente colocados no dessecador até atingirem peso constante,
sendo entdo registrada a massa final. A porcentagem de umidade foi calculada utilizando

a Equacdo (9).

mi — mf

%umidade = x 100 (9)

mi — mc

Onde:
mi- massa inicial do cadinho com a amostra (g);
mf- massa do cadinho com a amostra apds secagem (g);

mc- massa do cadinho vazio (g).

2.2.4 Cinzas

A andlise do teor de cinzas e do residuo mineral das amostras foi realizada
conforme o método oficial no 923.03 da AOAC [85]. Primeiramente, cadinhos vazios
foram secos em estufa a 105°C por uma hora, resfriados em dessecador e pesados para
obter a massa. Em seguida, aproximadamente 1 grama de cada amostra foi colocado em
cadinhos identificados, registrando-se a massa inicial. Os cadinhos foram incinerados em
mufla a 550°C por 8 horas para combustdo da matéria organica. Apds a incineragao,
foram transferidos para o dessecador, resfriados até temperatura ambiente e pesados

novamente para obter a massa final. A porcentagem de cinzas foi calculada pela Equagao

(10).

2100 (10)

%cinzas =

Onde:
mf- massa do cadinho com a amostra incinerada (g);
mi- massa inicial do cadinho com a amostra (g);

mc- massa do cadinho vazio (g).
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2.2.5 Carboidratos totais

A determinacdo dos carboidratos totais foi realizada por calculo indireto, pelo
método da diferenca, conforme descrito pela FAO [86]. Para isso, subtraiu-se de 100% o
somatorio das porcentagens de umidade, cinzas, lipidios totais e proteina bruta

previamente determinadas.

%Carboidratos = 100 - (Umidade(%) + Cinzas(%) + Proteinas(%) + Lipidios(%)) (11)

2.2.6 Acucares soluveis

A extra¢do e quantificacdo de agucares soluveis (glicose, frutose e sacarose +
maltose) nas amostras de farinha maltada e ndo maltada foram realizadas por extragao
aquosa assistida por ultrassom, seguida de analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), de acordo com o método descrito por Klupsaite et al. [52], com
algumas modifica¢des. Aproximadamente 2 gramas de cada amostra foram pesadas e
transferidas para sacos Stomacher, aos quais foram adicionados 10 mL de &4gua
desionizada. As amostras foram submetidas a sonicag¢do por 5 min, visando promover a
solubilizacdo dos acglcares presentes na matriz. Em seguida, procedeu-se a
homogeneizacao em Stomacher por 60 segundos.

Posteriormente, aliquotas de 1,5 mL do sobrenadante foram submetidas a
centrifugacdo (Eppendorf® Centrifuge 5702 RG) a 5000 rpm por 8 minutos. O
sobrenadante obtido foi filtrado através de filtros de membrana com porosidade de 0,22
pum (Whatman®, EUA) para remog¢do de particulas em suspensdo e transferido para
microtubos tipo Eppendorf, sendo posteriormente armazenado sob congelamento até o
momento da analise cromatografica.

A determinacdo dos actcares foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando coluna Supelcogel H (Supelco, EUA) com dimensdes de 30 cm X
7,8 mm. Foi utilizada a solu¢do aquosa de acido formico 0,1 M como fase mdvel, com
fluxo de 0,5 mL/min. O volume de injecdo foi de 0,2 pL, com tempo total de corrida de
30 minutos, mantendo-se a temperatura da coluna a 30°C. A identificagdo e quantificacao
dos actucares foram realizadas por meio da comparacdo dos tempos de retencdo e das

areas dos picos cromatograficos com aqueles obtidos a partir de curvas analiticas

24



preparadas com padroes de glicose (0,4 - 10,02 g/L), frutose (0,4 - 8,11 g/L) e
sacarose+maltose (0,20 - 10,07 g/L).

2.3 Compostos fendlicos e capacidade antioxidante
2.3.1 Extrac¢ao dos compostos fendlicos

A extrac¢ao dos compostos fendlicos das farinhas de centeio foi realizada conforme
descrito por Makhlouf ef al. [87], com algumas modificagdes. Aproximadamente 5 g de
amostras homogeneizadas foram adicionadas a 50 mL de solucdo etanol/agua (70:30,
v/v), sendo a mistura submetida a tratamento ultrassonico por 35 minutos a temperatura
ambiente. Apds a filtragdo em papel de filtro Whatman, os extratos foram empregados
nas analises subsequentes.

A preparagao das amostras de hidromel final para a quantificacdo de compostos
fendlicos consistiu em uma diluicao direta, dispensando etapas prévias de extragao em
fase solida ou liquida. Seguindo metodologia adaptada de Socha et al. [88], o hidromel
foi diluido em dgua desionizada numa proporcao de 1:25 (v/v). Este procedimento visou
ajustar a concentragdo de analitos aos limites de linearidade para as leituras
espectrofotométricas subsequentes, garantindo que a absorvancia se mantivesse dentro da

curva de calibracao.

2.3.2 Determinacio de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos presentes no centeio € no produto final foram
determinados segundo o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, proposto por
Shaghani ef al. [89] e com pequenas alteracdes feitas por Paula et al. [90]. Este método
baseia-se na reagdo dos compostos fenodlicos com o reagente de Folin-Ciocalteu,
resultando na formagdo de um complexo de cor azul, cuja intensidade € proporcional a
concentragdo destes compostos.

Inicialmente, foram pipetados 0,5 mL de amostra diluida, aos quais se
adicionaram 2,4 mL de 4gua desionizada, 2 mL de solucdo de carbonato de sodio a 2%
(Na2CO3) e 0,1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. As amostras permaneceram em

repouso no escuro durante 60 minutos, e, em seguida, a leitura da absorbancia foi
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realizada a 750 nm. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido
galico por grama de amostra (mg EAG/g), com base numa curva de calibragdo construida

a partir de solugdes padrao de acido galico (180 - 700 mg/L).

2.3.3 Determinacao da capacidade antioxidante pelo método FRAP

Para avaliar o poder redutor férrico (FRAP), optou-se pela metodologia descrita
por Berker et al. [91]. O reagente FRAP foi preparado misturando-se uma solugdo de
tampao acetato de sodio tri-hidratado (0,3M; CH3COONa . 3H,0) em pH 3,6 (ajustado
com 4cido acético), uma solugdo de TPTZ (1,0 x 102M) dissolvida em etanol 96%, e uma
solugdo de cloreto férrico hexa-hidratado (2,0 x 102M; FeCls . 6H,0), na propor¢do de
10:1:1 (v/v/v), respectivamente.

Para a andlise, uma aliquota de 0,1 mL da amostra foi misturada a 3 mL do
reagente FRAP e 0,3 mL de agua desionizada. A mistura foi homogeneizada e, apds 6
minutos de incubacdo no escuro, a absorbancia foi medida em 595 nm no
espectrofotometro. A quantificacdo foi realizada por meio de uma curva de calibracao
preparada com o padrao de sulfato de ferro (FeSO4. 7H20; 25 - 400 mg/L). Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalente de ferro II por grama de amostra (mg

EFell/g).

2.3.4 Reducio do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método do radical DPPH [90].
Uma aliquota de 0,3 mL do extrato da amostra foi misturada a 2,7 mL de solucdo de
DPPH (2,0 x 10* M). As misturas foram mantidas em repouso no escuro, a temperatura
ambiente, por 60 minutos. Posteriormente, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 517 nm.

O efeito inibitorio do DPPH foi calculado a partir do percentual de descoloragao
do radical, utilizando a Equagao (12).

(ADPPH - AS)

o ]><100 (12)

%inibicao = [

Onde:
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ADPPH- absorbancia da solu¢ao controle de DPPH;

AS- absorbancia da soluc¢ao contendo a amostra.

A quantificagdo foi realizada por comparacdo com uma curva de calibragdo
preparada com padrdo de Trolox (12,8 - 128 mg/L), com os resultados expressos em

equivalente de Trolox por grama de amostra (mg ETrolox/g).

2.4 Processo de malteacao do centeio

A malteagdo seguiu Calvi et al. [16], com quatro ciclos de hidratacdo e aeragao
(fase imida e seca). A Figura 6 demonstra o processo de malteacdo utilizado e suas

respectivas condigoes.

250 gramas de graos de
centeio

Malteacao

Figura 6 - Fluxograma do processo de malteacdo do centeio (adaptado de [16]).

Neste estudo, a expressao centeio maltado refere-se ao grao de centeio que passou

por maceracdo, germinacdo, secagem controlada e moagem para transformacgdo em

farinha.
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A eficiéncia da malteagdo foi avaliada por meio de observagdes visuais do inicio
da germinacdo, considerando o surgimento de radiculas como indicador da ativacdo
fisioldgica dos graos, bem como pela monitorizacdo do teor de umidade durante a etapa
de maceragao. A umidade foi acompanhada por pesagens sucessivas dos graos ao longo
dos ciclos de hidratacao, tendo como referéncia os valores recomendados na literatura
para a ativa¢do da germinag¢do. A combinacdo entre o aparecimento de radiculas e o
aumento do teor de umidade foi utilizada para verificar a eficacia do processo de

malteagao.

2.5 Matérias-primas e Aditivos Fermentativos
2.5.1 Agua

A 4gua utilizada no preparo dos mostos foi 4gua mineral natural, adquirida em
comeércio local. Devido a auséncia de cloro residual e a presenca de minerais dissolvidos
naturalmente, esta 4gua ndo interfere negativamente no metabolismo das leveduras e pode

contribuir positivamente para o desempenho fermentativo.

2.5.2 Levedura

A levedura utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae LALVIN QA23™ seca
(Figura 7). Antes da inoculagdo, a levedura foi reidratada conforme as instru¢des do
fabricante, garantindo alta viabilidade celular e inicio homogéneo da fermentagdo.

A escolha de utilizagdo dessa estirpe deu-se pois a Saccharomyces cerevisiae
QA23 ¢ amplamente reportada na literatura enologica pela sua elevada eficiéncia
fermentativa e desempenho em condi¢des de mosto com diferentes disponibilidades de

azoto, além de sua influéncia positiva na modulagao do perfil aromético do vinho [92].
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Figura 7 - Levedura utilizada na fermentacdo do hidromel.

2.5.3 Nutriente comercial

O nutriente comercial ENOVIT (AEB) (Figura 8) foi utilizado para complementar
o mosto, fornecendo nitrogénio assimildvel e vitaminas essenciais para a levedura. O
produto é composto principalmente por fosfato de amodnio, sulfato de amonio e tiamina

(vitamina B1).

£
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Figura 8 - Nutriente comercial utilizado para complementar o mosto.

2.5.4 Centeio Ibérico

Os graos de centeio ibérico (Secale cereale L.) utilizados neste estudo foram
obtidos por meio do projeto CERTRA, provenientes de produtores locais da cidade de
Braganca, Portugal. Ap6s a obtencdo, os graos foram armazenados em local seco e

protegido da luz até a realiza¢do do processo de malteacdo e das analises fisico-quimicas.
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2.6 Preparacio dos mostos para a fermentac¢io

Para obter uma bebida alcodlica com aproximadamente 11% de etanol, o mel foi
diluido com dgua mineral natural até atingir a homogeneizacao e 23°Brix, valor escolhido
para equilibrar agtcares fermentaveis e corpo da bebida. Em seguida, o centeio maltado
foi adicionado nas seguintes proporgdes 1%, 2% e 5% (m/v). Para comparacdo, foi
também preparada uma amostra controle sem adi¢ao de centeio, mas com suplementagao
nutricional padrdo (ENOVIT®), de modo a manter o teor de nitrogénio assimilavel e pH.
Essas concentragdes foram selecionadas de forma a avaliar o efeito de diferentes niveis
de suplementacao sobre a cinética fermentativa e as caracteristicas do hidromel. A
concentragdo maxima foi limitada a 5%, considerando que teores mais elevados poderiam
aumentar excessivamente a viscosidade do mosto em fungdo do clevado contetido de
fibras do centeio. Esse aumento de viscosidade poderia dificultar a homogeneizag¢do do
meio e comprometer o desempenho fermentativo das leveduras, influenciando a
interpretacdo dos efeitos da suplementagao.

Posteriormente, o nitrogénio assimilavel foi quantificado pelo método do
formaldeido [93], antes da adi¢do do ENOVIT®, com o objetivo de verificar a
contribui¢do do centeio maltado nesse pardmetro. Com base nessa quantificacdo inicial e
no valor experimental de que 0,6 g/ de ENOVIT® fornecem 140 mgN/L de YAN, os
mostos foram suplementados com ENOVIT® de forma ajustada, visando atingir o teor
desejado de 200 mgN/L. Apos a suplementacdo, foi realizada uma segunda aferi¢do do
nitrogénio assimilavel, a fim de confirmar que a adi¢do de ENOVIT® permitiu alcangar
o teor previamente estabelecido para os mostos.

Apos 1sso, procedeu-se com a adigdo de didoxido de enxofre (SO:) a 6%, na
proporcao de 0,66 mL/L, seguido por repouso do mosto por aproximadamente 12 horas.
Também foi determinado o pH do mosto através de um pHmetro de bancada (Mettler
Toledo, modelo FiveEasy) e feita a corregdo com carbonato de célcio (se pH abaixo da
faixa ideal) ou &cido tartarico (se pH acima da faixa ideal), até atingir pH 3,8. A levedura
foi pesada na proporcao de 0,3 g/L, hidratada com o proprio mosto conforme instrugdes
do fabricante, e inoculada.

Posteriormente, o mosto foi pasteurizado a 70°C por 30 minutos e, em seguida,
resfriado imediatamente. A fermentacdo foi realizada em Erlenmeyers de 500 mL
contendo o mosto previamente preparado, cada frasco equipado com um “airlock”

(Figura 9). O airlock tem a fung¢do de permitir a troca gasosa entre o interior do frasco e
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o ambiente externo, evitando a entrada de contaminantes enquanto libera o excesso de
didxido de carbono produzido durante a fermentacdo. Os Erlenmeyers foram mantidos
em temperatura controlada de 25°C e submetidos a agitagdo constante de 120 rpm,
garantindo homogeneizac¢ao do meio e boa dispersdo dos nutrientes, além de favorecer a
aeracao indireta da cultura. Todas as fermentagdes foram realizadas em duplicata.
Quando a fermentagdo atingiu estabilizacdo dos parametros, foi interrompida por
centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado para analises

subsequentes.

Figura 9 - Mostos com “airlock” em processo de fermentagao.

As etapas de clarificacdo e maturagdo do hidromel ndo foram realizadas neste
estudo, uma vez que o objetivo principal da pesquisa foi avaliar a influéncia da adi¢ao de
centeio maltado na cinética fermentativa. Entretanto, destaca-se que essas etapas possuem
grande importancia na qualidade final da bebida, especialmente em relacao a estabilidade,
limpidez e desenvolvimento das caracteristicas sensoriais. Além disso, a incorporagao de
farinha de centeio maltado pode influenciar atributos sensoriais como aroma, sabor,
corpo, textura e aparéncia do hidromel, podendo afetar a aceitacdo do consumidor. Dessa
forma, a realizagdo das etapas de clarificagdo e maturacao, associada a andlises sensoriais,
representa uma perspectiva relevante para trabalhos futuros, permitindo uma avaliacao

mais abrangente da qualidade e da aceitagdo do hidromel produzido.
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2.7 Monitorizaciao da Cinética Fermentativa

O acompanhamento rigoroso da cinética fermentativa, desde o mosto inicial até a

estabilizacdo do hidromel, ¢ um pilar fundamental para assegurar a reprodutibilidade e a

exceléncia sensorial do produto final. Esta monitorizacdo permite ndo apenas o controle

da eficiéncia biotecnologica das leveduras, mas também a detec¢ao precoce de desvios

metabolicos ou contaminagdes microbioldgicas que possam comprometer a seguranga e

a qualidade da bebida.

A matriz analisada, bem como os parametros e a periodicidade das analises,

encontra-se sintetizados na Tabela 3. Os protocolos analiticos detalhados sdo

apresentados nas secdes subsequentes. De forma a garantir o rigor estatistico ¢ a

confiabilidade dos dados obtidos, todas as determinagdes foram realizadas, no minimo,

em duplicata, com a inclusdo de réplicas adicionais sempre que a variabilidade

experimental assim o exigiu.

Tabela 3 - Parametros de analise, matriz, periodicidade e referéncias.

Periodicidade da

Parametros Matriz analisada Referéncias
analise
Biomassa celular Mosto e hidromel Diariamente [94]
pH Mosto Inicio da fermentagao [95]
Sélidos soluveis ‘ o
] Mosto e hidromel Diariamente [95]
(°Brix)
Acucares redutores Mosto e hidromel Diariamente [96]
Inicio e fim da
Acidez total Mosto e hidromel [95]
fermentacao
Acidez volatil Hidromel Fim da fermentagao [95]
Nitrogénio Inicio e fim da
o Mosto e hidromel [93]
Assimilavel (YAN) fermentacao
Produtos da ‘ Inicio, meio e fim da
Hidromel [77]
fermentagao fermentacao
Diéxido de enxofre _ '
Hidromel Fim da fermentagao [97,98]
(SO2)
Eficiéncia ) .
. Hidromel Fim da fermentagao [73]
fermentativa
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Efeitos ' .
. . . Hidromel Fim da fermentagao [99]
sinérgicos/antagonicos

2.7.1 Biomassa celular

A avaliagdo da biomassa celular foi através da quantificacdo das unidades
formadoras de colonias (UFCs). Amostras colhidas diariamente foram submetidas a
dilui¢des seriadas e inoculadas em meio YPD Agar (Yeast Extract Peptone Dextrose
Agar), com incubagdo a 25°C por 48 horas. Para assegurar a validade estatistica dos
resultados, foram consideradas apenas as placas que apresentem entre 15 ¢ 150 coldnias.
O célculo da concentragcdo microbiana, expressa em UFC/mL, foi efetuado através da
formula de média ponderada, representada na Equagao (13).

B C
VX (g +(0,1 xnp))xd (13)

N

Onde:

>C- representa a somatodria das coldnias contadas em todas as placas retidas de
duas dilui¢des consecutivas;

V- ¢ o volume do indculo aplicado em cada placa (0,1 mL);

ni- € o nimero de placas contadas na primeira dilui¢ao selecionada;

n2 - ¢ o nimero de placas contadas na segunda dilui¢ao selecionada;

d- corresponde ao fator da primeira dilui¢do considerada no calculo.

2.7.2 Nitrogénio Assimilavel

A determinacao do nitrogénio assimilavel pelas leveduras no mosto e no hidromel
foi efetuada através do método do formaldeido [93]. O protocolo iniciou-se com a
preparacdao de uma mistura contendo 10 mL da amostra clarificada por centrifugacao e
15 mL de agua desionizada, cujo pH foi ajustado para 8,1 com auxilio de uma solugdo de
NaOH (0,1 M).

Sequencialmente, adicionaram-se 2,5 mL de formaldeido (previamente

neutralizado para pH 8,1), permitindo-se um periodo de repouso de cinco minutos para a
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estabilizacao da reacdo. A etapa final consistiu na titulagao da amostra com NaOH (0,05
N) até que o valor de pH retornasse ao ponto de neutralidade inicial (8,1). A partir do
volume de titulante consumido nesta ultima fase, procedeu-se ao calculo da concentragdo

de nitrogénio absorvivel presente nas amostras seguindo a Equagao (14).

Nitrogénio assimilavel (%) = volume de NaOH utilizado 0,05N (mL) x 70 (14)

2.7.3 Acucares redutores

A quantificacao dos agucares redutores (AR) foi realizada pelo método do acido
3,5-dinitrossalicilico (DNS), fundamentado na reducdo deste reagente a acido 3-amino-
S-nitrossalicilico em meio alcalino e sob aquecimento (Figura 10) [96]. Este processo
oxidativo resulta em uma alteragdo cromatica do amarelo para tons de alaranjado ou
avermelhado, cuja intensidade é diretamente proporcional a concentragdo de aglicares na
amostra.

Para a andlise, preparou-se inicialmente uma dilui¢do da amostra em dagua
desionizada (propor¢ao 1:10), seguida de outras dilui¢des subsequentes de acordo com
testes preliminares para a correta leitura e enquadramento na curva padrao. Com o intuito
de eliminar interferentes particulados provenientes do centeio maltado, as amostras foram
submetidas a processos sequenciais de centrifugacdo e filtragem, garantindo a obtencdo
de um extrato limpido para a reagao.

O procedimento colorimétrico consistiu na homogeneizagao de volumes iguais
(0,5 mL) da amostra diluida e do reagente DNS, submetendo a mistura a banho-maria a
100°C por 5 minutos. Apds o resfriamento e adi¢do de 5 mL de 4dgua desionizada, as
leituras de absorbancia foram conduzidas em espectrofotometro a 540 nm.

A concentracao de AR foi determinada por meio de uma curva de calibracao
obtida por regressao linear de solugdo padrao de glicose (0,2 - 1 g/L), utilizando-se agua
desionizada como "branco" para compensar possiveis interferentes. O calculo final

incorporou os fatores de dilui¢do aplicados durante o preparo das amostras.
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Figura 10 - Diferenciagdo cromatica das amostras antes (esquerda) e ap6s (direita) o

aquecimento a 100°C pelo método DNS.

2.7.4 Produtos da fermentacio

A determinacdo de sacarose+maltose, glicose, frutose, acido acético, glicerol e
etanol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando as
mesmas condi¢des cromatograficas descritas na se¢do 2.2.1, com adaptagdes para a
quantifica¢do dos produtos da fermentacdo.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas por meio da
comparag¢do dos tempos de retencdo e das areas dos picos cromatograficos com curvas
analiticas obtidas a partir de padrdes de glicose (0,4 - 10,02 g/L), frutose (0,4 - 8,11 g/L)
e sacarose+maltose (0,20 - 10,07 g/L). Devido as caracteristicas da coluna cromatografica
utilizada, a sacarose e a maltose apresentaram tempos de retengdo muito semelhantes, ndo
sendo possivel sua separagdo nas condigdes analiticas empregadas. Dessa forma, esses
acucares foram quantificados conjuntamente e os resultados foram expressos como
sacarose+maltose.

A Figura 11 apresenta o perfil cromatografico obtido a partir da inje¢do da mistura
de padrdes utilizada para a identificagdo dos compostos analisados, bem como os tempos

de retencdo aproximados observados para cada analito.
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Figura 11 - Perfil cromatografico da injecdo da mistura de padrdes.

2.7.5 pH

A determina¢do do pH das amostras de mosto foi realizada via potenciometria,
utilizando-se um pHmetro digital devidamente calibrado com solugdes tampao de
referéncia (pH 4,00 e 7,00). As medi¢des ocorreram sob temperatura de 25°C, em
conformidade com as diretrizes da International Organisation of Vine and Wine [95]. A
leitura foi efetuada apos a estabilizagdo do sinal eletroquimico, registrando-se os valores
com precisdo de duas casas decimais. Entre as analises consecutivas, o eletrodo foi

submetido a lavagem com agua desionizada para evitar contaminagdes cruzadas.

2.7.6 Solidos soluveis

O teor de °Brix do mosto € do hidromel foi medida com o auxilio de um
refratometro portatil (VWR International), de acordo com o método recomendado pela

Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho [95].
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2.7.7 Acidez total

A acidez total foi determinada de acordo com o método da Organizagdo
Internacional da Vinha e do Vinho [95], calculada com base na Equacgao (15) e expressa
em equivalentes de acido tartarico (g/L). Inicialmente, aproximadamente 50 mL da
amostra foram submetidos a desgaseificacdo sob vacuo durante 1-2 minutos, com
agitacdo continua, a fim de remover dioxido de carbono dissolvido.

Apbs o preparo, uma aliquota de 10mL da amostra foi titulada com solug@o padrao
de hidréxido de sodio (NaOH 0,1 M), sob agitacdo constante, até atingir o ponto final

correspondente a pH 7,0, monitorado por pHmetro calibrado.

Acidez total (&cido tartarico) (%) = volume de NaOH gasto (mL) x 0,75 (15)

2.7.8 Acidez volatil

A aferi¢do da acidez volatil no hidromel seguiu as diretrizes da Organizagao
Internacional da Vinha e do Vinho [95], o resultado foi calculado segundo a Equagao (16)
e expresso em acido acético por litro (g/L). O procedimento consistiu na extragdo dos
acidos por arraste de vapor em um aparelho de Cazenave-Ferré (Anadil). Para isso, 10
mL da amostra foram introduzidos no borbulhador, enquanto 300 mL de 4gua desionizada
foram vertidos no matraz. Apos a obtengdo de 100 mL de destilado, procedeu-se a
titulagdo com NaOH (0,1 M), utilizando fenolftaleina como indicador até a viragem para

a coloragao résea.

Acidez voltil (4cido acético) (£)=volume de NaOH gasto (L) x 0.6 (16)

2.7.9 Dioxido de enxofre

A quantificacdo do didxido de enxofre (SO2) total no hidromel foi realizada
através do método de Ripper. Esta técnica baseia-se numa titulagdo iodométrica direta em
meio 4cido, tal como descrito por Curvelo-Garcia [98]. O procedimento iniciou-se com a
mistura de 25 mL de amostra e 10 mL de uma solu¢ao de NaOH (1 M) num almofariz,
procedendo-se a agitacdo € a um repouso de cinco minutos para garantir a estabilizagdo

da amostra.
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Posteriormente, incorporaram-se 2,5 mL de uma solu¢do de amido a 1% ¢ 5 mL
de 4cido sulftrico diluido (H2SO4 a 1/3), seguindo-se a titulagdo com uma solucdo de
iodo (0,02 N). O ponto final da reagdo foi identificado pela mudanga cromatica de laranja-
claro para roxo-escuro. O valor final de SO, total foi determinado através da aplicacao da

Equagao (17).

SO, total (%) = volume da solugdo de iodo gasto (mL) x 25,6 (17)

2.7.10 Eficiéncia fermentativa

A Equagdo (18) foi utilizada para calcular a eficiéncia fermentativa da
fermentagdo em etanol [100].
Etanol produzido (%)

(Acucar inicial (%) - Agucar final (%) )

Eficiéncia fermentativa (%) = x 100 (18)

2.7.11 Avaliacao de efeitos sinérgicos/antagénicos nos hidroméis

Com o objetivo de avaliar a contribuicdo intrinseca do centeio maltado, foi
realizado um ensaio de fermentacdo independente, na auséncia de mel. Para tal, foram
utilizadas solucdes de agucares simples (glicose e frutose) em concentragdes equivalentes
as quantificadas nas formulagdes com mel, de acordo com o delineamento experimental
estabelecido.

A substituicdo do mel por uma solucdo de agucares permitiu isolar o efeito do
centeio maltado, eliminando a interferéncia de outros constituintes do mel, tais como
acidos organicos e compostos fenolicos. Dessa forma, foi possivel avaliar, em condi¢des
controladas de fermentagdo, o potencial do centeio maltado como fonte de compostos
bioativos e a sua contribui¢do para os parametros analisados, nomeadamente compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante.

Os resultados obtidos neste ensaio foram posteriormente utilizados para estimar a
contribuicao teodrica do centeio maltado nas formulagdes completas do hidromel, sendo
integrados no célculo dos valores esperados para a andlise de interagdes entre os

componentes do sistema.
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A avaliacdo das interagdes entre os componentes foi baseada na comparacao entre
o efeito observado e o efeito esperado segundo um modelo aditivo, apresentada na
Equagdo (19), abordagem amplamente utilizada em estudos de sinergia, aditividade e

antagonismo em sistemas biologicos e alimentares, conforme descrito por Yuan et al.

[99].

SI — Eobservado (19)

Eesperado

Onde:

e  Eopservado corresponde ao valor experimental obtido no ensaio contendo centeio
maltado e o mel em conjunto.

o Eesperado corresponde ao valor tedrico calculado com base na soma das

contribui¢des individuais dos ensaios com centeio maltado e mel.

A interpretagdo dos resultados foi realizada conforme os seguintes critérios:
e SI> I: efeito sinérgico
e SI=1: efeito aditivo

e SI<1: efeito antagdnico

A analise foi aplicada aos parametros de compostos fenolicos totais e capacidade

antioxidante, determinada pelo método FRAP.

2.8 Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como média = desvio-padrao. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste
de Levene. Todas as anélises estatisticas foram realizadas no software R [101], utilizando
0 pacote car para a avaliacao da homogeneidade de variancias [102]. Em todas as analises,
adotou-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Para a comparacdo entre o centeio maltado e ndo maltado, cada parametro foi
analisado separadamente. Como os dados apresentaram distribui¢do normal, aplicaram-

se testes paramétricos para comparagao de duas médias independentes. Quando atendido
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o pressuposto de homogeneidade de variancias, utilizou-se o teste ¢ de Student. Quando
observada heterogeneidade de variancias, utilizou-se o teste ¢ de Welch.

Para os hidroméis elaborados com 0%, 1%, 2% e 5% de centeio maltado, os
parametros avaliados apresentaram distribui¢do normal, porém nao atenderam ao
pressuposto de homogeneidade de variancias. Dessa forma, a comparagdo entre os
tratamentos foi realizada por ANOVA de Welch. Quando observadas diferencas
significativas, as médias foram comparadas pelo teste pds-hoc de Games-Howell,

implementado do pacote rstatix [103].
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizaciao polinica e fisico-quimica do mel

A qualidade final do hidromel ¢ condicionada diretamente pela natureza das suas
matérias-primas, uma vez que resulta da fermentagao de uma mistura de mel e agua. Neste
estudo, foi selecionado um mel escuro, cuja escolha se fundamenta ndo apenas nas suas
caracteristicas sensoriais mais intensas, mas também no seu perfil composicional.

Autores reportam que méis escuros tendem a proporcionar melhor desempenho
fermentativo, devido a sua composi¢cdo nutricional mais rica quando comparados com
méis claros [29].

Sendo assim, a amostra de mel utilizada foi submetida a uma rigorosa
caracterizacdo fisico-quimica e polinica antes dos ensaios de produgdo. Esta avaliagdo
teve como base os critérios definidos pela legislacdo portuguesa vigente [24],
compreendendo a andlise de parametros fundamentais como o pH, a umidade, a acidez
livre, a condutividade elétrica e o teor de cinzas totais, além da determinagao de acticares
(glicose e frutose). Foram ainda verificados indicadores de frescura e qualidade,
nomeadamente o indice diastasico e o teor de hidroximetilfurfural (HMF).

Adicionalmente, procedeu-se ao exame microscopico para identificagdo e
contagem de graos de polen, técnica que permite atestar a origem floral do mel e reforgar
a rastreabilidade da matéria-prima. Os dados detalhados relativos as espécies polinicas
encontradas e a sua respetiva frequéncia encontram-se sistematizados na Tabela 4,
permitindo uma caracterizagdo abrangente do mel escuro utilizado como substrato

fermentativo neste estudo.

Tabela 4 - Caracterizacdo polinica da amostra de mel.

% Pélen = DP

Castanea sativa 50,8 £1,70
Prunus spp. 8,75 +0,35
Echium spp. 7,45+0,78
Acacia spp. 6,55 +0,78
Rubus spp. 8,1 £0,71

Cistus spp. 2,25+0,35
Trifolium spp. 2,4+£0,57
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Olea europaea ‘ 5,25+0,35
Cistus ladanifer ‘ 4,25 +0,35
Erica spp. ‘ 42 +0,42

A analise revelou um perfil polinico diversificado, indicando que o mel apresenta
origem multifloral, com predominancia de Castanea sativa (~51%). De acordo com os
critérios classicos de classificacdo, como os propostos por Louveaux et al. [79], esta
percentagem situa-se no limiar dos polens dominantes, sugerindo uma forte contribui¢ao
do castanheiro. Segundo a literatura, esse fato pode estar associado a caracteristicas
sensoriais mais intensas € a um maior teor de compostos bioativos [29].

No entanto, a presenga de outros tipos polinicos em proporg¢des relevantes, como
Prunus spp. (8,75%), Echium spp. (7,45%), Acacia spp. (6,55%) e Rubus spp. (8,1%),
reforcam a classificacdo do mel como multifloral.

Os restantes polens identificados, nomeadamente Cistus spp., Trifolium spp., Olea
europaea, Cistus ladanifer e Erica spp., surgem em menores quantidades, sendo
classificados como polens minoritarios.

Em relagao a caracterizacao fisico-quimica do mel, os resultados obtidos para os

diferentes parametros analisados, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros fisico-quimicos analisados no mel.

Parametros analisados Médias + Desvio padrao

HMF (mg/kg) 1,50 + 0,02

Indice diastasico (escala de Schade) 31,54 +£2,98
Acidez total (meq/kg) 45,76 £ 0,45

pH 4,80 £ 0,02

Umidade (%) 16,23 £ 0,11

Cinzas (%) 0,083 + 0,001
Condutividade elétrica (mS/cm) 1,09 +0,01
Acgucares redutores (g/100g) 52,75+ 0,17

Os parametros mais indicativos da frescura do mel e da auséncia de

sobreaquecimento sao o hidroximetilfurfural (HMF) e o indice diastasico. O teor de HMF
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obtido foi de 1,5 mg/kg. Este valor encontra-se muito abaixo do limite maximo permitido
pela lei (40 mg/kg), indicando elevada frescura e auséncia de degradacdo térmica
significativa. Corroborando este dado, o indice diastasico apresentou um valor de 31,55
(escala de Schade), cumprindo o valor minimo legal de 8 [24].

A amostra apresentou uma acidez total de 45,76 meq/kg, embora este valor esteja
proximo do limite maximo estabelecido pela legislacdo (50 meq/kg), encontra-se dentro
da conformidade. Este nivel de acidez, conjugado com o pH de 4,80, sugere um mel com
caracteristicas acidas naturais, contribuindo para a sua estabilidade microbiolédgica ao
inibir o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis antes do inicio da fermentacao
alcodlica [2].

O teor de umidade do mel analisado foi de aproximadamente 16,23%, valor
inferior ao limite maximo de 20% estabelecido pelo Decreto-Lei n.® 214/2003 [24]. Este
resultado indica uma boa estabilidade do produto, uma vez que baixos teores de umidade
reduzem o risco de fermentagdo por leveduras osmofilicas, favorecendo para a sua
conservagao durante o armazenamento [2].

Relativamente ao teor de cinzas, o valor obtido, 0,083 + 0,001%, encontra-se
dentro dos intervalos normalmente reportados para méis, refletindo um conteido mineral
reduzido a moderado. De acordo com a literatura, o teor de cinzas ¢ um importante
indicador da fracdo mineral do mel e esta diretamente associado a sua origem botanica
[104]. Importa ainda salientar que, ao contrario de outros parametros, o Decreto-Lei n.°
214/2003 nao estabelece limites legais especificos para o teor de cinzas.

No que respeita a condutividade elétrica, o valor obtido, 1,09 = 0,01 mS/cm,
enquadra-se nas excegoes previstas pelo Decreto-Lei n.° 214/2003, que admite valores
superiores a 0,8 mS/cm para méis de melada, méis de flores de castanheiro (Castanea
sativa) e respetivas misturas. A andlise polinica evidenciou uma predominancia de
Castanea sativa (45%), espécie associada a valores naturalmente elevados de
condutividade elétrica. Assim, o resultado observado ¢ compativel com a origem botanica
do mel, ndo configurando uma nao conformidade, mas sim uma caracteristica intrinseca
do produto.

No que diz respeito aos agucares redutores, particularmente glicose e frutose, o
valor obtido, 52,75 + 0,17 g/100 g, encontra-se abaixo do minimo de 60 g/100 g
estabelecido para méis de néctar. No entanto, o Decreto-Lei n.° 214/2003 prevé um limite

minimo de 45 g/100g para méis de melada ou misturas de mel de néctar e melada.
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Considerando a diversidade polinica observada, € plausivel que o mel analisado apresente
caracteristicas de um mel multifloral com possivel influéncia de melada.

De forma global, a integracdo dos pardmetros fisico-quimicos com a analise
polinica evidencia que o mel analisado apresenta caracteristicas compativeis com um
produto de origem multifloral com forte influéncia de Castanea sativa e possivel
contribuicdo de melada. Esta abordagem integrada permite justificar os desvios face aos
critérios gerais da legislagdo, reforcando a importancia da andlise polinica na correta

classificacdo e avaliagao da qualidade do mel.

3.2 Centeio ibérico
3.2.1 Eficiéncia da malteacio

A malteacdo foi conduzida segundo o protocolo descrito por Calvi ef al. [16].
Durante a maceracdo observou-se o aparecimento de radiculas em varios graos (Figura
12), indicando ativagdo metabolica e inicio da germinacdo. O surgimento da radicula

constitui um indicador visual importante da eficacia do processo [105].

Figura 12 - Inicio do surgimento da radicula em grdo de centeio ibérico durante a etapa de

maceragao.

A umidade dos graos foi monitorada por pesagens sucessivas durante a
maceragdo, observando-se um aumento progressivo até atingir valores proximos a 40%,

nivel considerado minimo para ativagdo fisiologica da germinacdo. Embora a literatura
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recomende valores ideais entre 44% e 48% para modificagdo mais completa dos graos
[16], o surgimento da radicula ja demonstra que a umidade alcancada foi suficiente para
a ativagdo metabolica do embrido [105]. Visualmente, o surgimento de radiculas foi mais
evidente ao final do segundo ciclo de maceragao, confirmando que o protocolo adotado

favoreceu o inicio da germinagdo com sucesso.

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica do centeio ibérico

A Tabela 6 apresenta as médias dos parametros analisados para as farinhas

maltada e ndo maltada.

Tabela 6 - Resultados da caracterizagao fisico-quimica do centeio em estudo.

Analises Nao maltado Maltado
Proteinas (%) 8,75 £0,55% 9,02 + 0,46%
Lipidios (%) 2,49 + 0,07 3,35+ 0,40°
Umidade (%) 9,96 + 0,452 6,63+ 1,11°

Cinzas (%) 1,50 = 0,08% 1,36 +0,04*
Carboidratos (%) 77,28 £ 0,84 79,63 + 1,25°

Sacarose + Maltose (g/100g) 1,09 £0,03% 3,51 +£0,02°

Glicose (g/100g) 0,069 + 0,002? 0,63 + 0,02°
Frutose (g/100g) 0,064 + 0,002% 0,127 + 0,002°

Letras diferentes nas linhas indicam diferenga significativa entre grupos (p < 0,05).

O teor de proteinas ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre
as amostras (p > 0,05), embora tenha sido ligeiramente maior no centeio maltado (9,02%)
em comparagdo ao ndo maltado (8,76%). Esse resultado ¢ consistente com a literatura,
que aponta alteragdes qualitativas e aumento na digestibilidade das proteinas durante a
germinagdo, mesmo que o teor absoluto de proteina permanega estavel, proporcionando

maior biodigestibilidade dos nutrientes em caso de fermentacao [45,48,49].
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Os teores de lipidios aumentaram significativamente no centeio maltado (3,36%)
quando comparados ao ndo maltado (2,49%). Segundo Al-Taher ¢ Nemzer [13], esse
aumento pode decorrer da biossintese de novos lipidios durante a germinagdo ou de
modificagdes estruturais que favorecem sua extragao. No entanto, outros autores relatam
redugdes de lipidios em graos germinados, atribuidas a atividade lipolitica [43]. Essa
divergéncia pode estar associada a espécie, tempo e condi¢cdes da germinagao.

Do ponto de vista fermentativo, o aumento lipidico pode exercer um efeito
benéfico indireto, uma vez que os lipidios, particularmente acidos graxos insaturados e
esterois, desempenham papel essencial na manutencdo da integridade e fluidez da
membrana celular das leveduras. Essa fungao ¢ especialmente relevante em condic¢des de
stress, como elevada pressdo osmdtica e aumento da concentracao de etanol, contribuindo
para maior tolerancia celular e reducdo do risco de paragens fermentativas [106,107].

Quanto a umidade, observou-se decréscimo significativo no centeio maltado
(6,63%) em comparagdo ao nao maltado (9,96%), fato atribuido ao processo final de
secagem, necessario para interromper a germinagdo [50]. J& os teores de cinzas nao
diferiram significativamente (p > 0,05), mantendo aproximadamente 2% de cinzas,
sugerindo preservacao global da fragao mineral do grao [45,51].

No que concerne a fracdo de carboidratos totais, o aumento estatisticamente
significativo de 77,28% no centeio ndo maltado para 79,63% no maltado representa um
efeito matemadtico de concentracdo e ndo a biossintese de nova massa glicidica. Como
esta fracdo foi calculada por diferenca em base imida, a reducdo dréastica da umidade
decorrente da secagem do malte encolheu a porcao de agua na amostra, for¢ando o
aumento relativo do valor residual para completar a totalidade da composi¢ao centesimal.
Do ponto de vista fisiologico, a quantidade absoluta de carboidratos permanece estavel
ou sofre leve declinio devido ao consumo energético da respirag@o celular. A principal
alteracdo impulsionada pela germinagdo ocorre no perfil estrutural desta matriz, na qual
a expressiva atividade das enzimas amiloliticas fragmenta o amido de reserva e o converte
em moléculas menores [53].

Quanto a alteragdes possiveis que a malteacdo pode promover verificou-se um
aumento significativo na fracao de agticares simples, refletindo o elevado poder diastasico
desenvolvido na germinacao do grao.

Os valores quantificados no centeio maltado para a glicose (0,63 g/100g) e frutose

(0,12 g/100g) encontram-se em forte concordancia com a literatura recente. Murniece et
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al. e Pejcz et al. [53,108] relataram teores variando entre 0,50 € 0,75 g/100g para a glicose
e entre 0,08 ¢ 0,48 g/100g para a frutose em diferentes amostras de malte de centeio.

Adicionalmente, embora o presente estudo tenha quantificado a sacarose e a
maltose em conjunto (atingindo 3,51 g/100g no centeio maltado), este resultado corrobora
os dados da literatura quando analisados de forma combinada. No estudo
supramencionado, a sacarose variou de 2,31 a 3,18 g/100g e a maltose de 0,82 a 1,29
2/100g [53,108]. A soma destas fragdes resulta num intervalo teodrico de 3,13 a 4,47
g/100g, confirmando que a nossa matriz se enquadra perfeitamente no perfil esperado
para um malte com boa atividade enzimatica.

No contexto da produgdo de hidromel, o fornecimento imediato de glicose e
frutose funciona como um gatilho energético durante a fase de laténcia da Saccharomyces
cerevisiae QA23™, Esses acticares de rapida assimilagdo favorecem o inicio da atividade
fermentativa, promovendo maior eficiéncia na adaptagdo celular ao meio e contribuindo

para uma cinética fermentativa mais robusta e estavel [5].

3.2.3 Compostos bioativos e capacidade antioxidante no centeio

Em relacdo aos compostos bioativos e capacidade antioxidante no centeio, os
resultados obtidos demonstraram que a malteagdo promoveu alteragdes significativas. Os
valores quantitativos e os respetivos desvios padrdao encontram-se detalhados na Tabela
7, enquanto a magnitude proporcional desse incremento pode ser visualizada

graficamente na Figura 13.

Tabela 7 — Teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante das farinhas

de centeio ndao maltado e maltado.

Aumento
Parametro Analisado Nao maltado Maltado
Relativo
Fenolicos Totais (mg EAG/g) 3,75+ 0,13 21,31 +0,35° 5,68x
DPPH (mg ETrolox/g) 0,42 £0,01% 1,43 +0,08° 3,40x
FRAP (mg EFell/g) 1,08 £0,05% 3,94+0,11° 3,65x

Meédias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 13 — Efeito dos compostos bioativos do centeio maltado e ndo maltado.

Conforme expresso na Tabela 7, o centeio ndo maltado apresentou valores de
compostos fenodlicos totais de 3,75 + 0,13 mg EAG/g, enquanto o centeio maltado
apresentou valores substancialmente superiores, 21,31 + 0,35 mg EAG/g, sendo esta
diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). A Figura 12 ilustra de forma clara esta
variagdo quantitativa, evidenciando um aumento expressivo de aproximadamente 6 vezes
apds o processo de malteacdo. Esse comportamento estd de acordo com o descrito na
literatura, que aponta a malteagdo como um processo capaz de aumentar a disponibilidade
de compostos fendlicos em cereais. De acordo com o estudo de Mancino et al. [109], a
malteagdo promove alteragdes metabolicas significativas em farinhas de centeio,
resultando em maior abundancia relativa de compostos fendlicos quando comparado ao
grao ndo germinado.

A literatura descreve que os compostos fendlicos no centeio estdo
majoritariamente presentes na forma ligada a parede celular, especialmente associados a
arabinoxilanos e lignina [64]. Esses compostos estdo concentrados principalmente nas
fragdes externas do grao e sua extracao depende da ruptura da matriz estrutural. Durante
a germinacdo, ocorre ativacdo de enzimas como esterases e¢ outras hidrolases, que
promovem a liberagdo desses compostos previamente ligados, aumentando sua fragao
solavel [110].

A capacidade antioxidante apresentou a mesma tendéncia de aumento observada
para os compostos fenodlicos totais, embora em menor magnitude, como visualmente

corroborado pelas barras na Figura 13. Analisando os dados da Tabela 7, observa-se que
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os valores obtidos pelo método DPPH aumentaram de aproximadamente 0,42 + 0,01 mg
ETrolox/g no centeio ndo maltado para 1,43 + 0,08 mg ETrolox/g no centeio maltado,
enquanto os valores de FRAP aumentaram de 1,08 + 0,05 mg EFe*"/g para 3,94 + 0,11
mg EFe*/g, sendo também diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Esse
comportamento estd de acordo com a literatura, que demonstra forte relacdo entre
compostos fendlicos e capacidade antioxidante. O estudo de Andreasen et al. [111]
demonstrou que extratos fenolicos de centeio apresentam elevada capacidade
antioxidante, especialmente devido a presenca do acido ferulico.

Mas, conforme ja citado, o aumento da capacidade antioxidante ndo teve a mesma
magnitude do aumento dos compostos fendlicos totais. Enquanto os compostos fenolicos
apresentaram aumento de aproximadamente seis vezes, os valores de DPPH e FRAP
aumentaram cerca de trés a quatro vezes. Esse comportamento sugere que nem todos os
compostos quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu contribuiram efetivamente para
a capacidade antioxidante. Essa limitagao do método ¢ amplamente reconhecida, uma vez
que o reagente de Folin-Ciocalteu pode reagir com outros compostos redutores presentes
na amostra [112—114]. Durante a malteacao, ocorrem transformagdes metabolicas que
podem levar a formagdao de compostos adicionais com capacidade redutora, como
aglcares e pequenos peptideos, os quais podem contribuir para a superestimacao dos
valores obtidos [115].

Além disso, diferencas nos valores de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante reportados na literatura podem ser atribuidas a diversos fatores, incluindo
condi¢gdes da malteagdo (tempo, temperatura e umidade), diferengas entre cultivares de
centeio, bem como ao tipo de solvente e método de extragao utilizados [56]. Dessa forma,
embora os valores absolutos possam variar entre diferentes estudos, a tendéncia de
aumento dos compostos fenolicos e da capacidade antioxidante apds a malteagdo ¢
consistente.

O aumento da capacidade antioxidante podera ser particularmente relevante na
producdo de hidromel, uma vez que compostos antioxidantes contribuem para maior
estabilidade oxidativa e podem influenciar positivamente o perfil sensorial da bebida final
[74,77].

De forma global, os resultados sugerem que a malteagdo do centeio ndo apenas
melhora a disponibilidade de nutrientes fermentativos, mas também pode aumentar o
potencial tecnoldgico da matéria-prima através do enriquecimento em compostos

bioativos.
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3.2.4 Nitrogénio assimilavel no centeio

Procedeu-se a quantificagdo do nitrogénio assimildvel utilizando a classica
metodologia de titulagdo pelo formaldeido [93]. A andlise avaliou a adi¢ao de 50 g/L de
centeio (maltado e ndo maltado) a um mosto padrdo de mel e agua ajustado para 23°Brix
e, apos a subtracao do valor de nitrogénio fornecido exclusivamente pelo mel, revelou-se
diferengas significativas (p value = 6,27 x 107®) entre as amostras. A Figura 14 mostra
que o centeio maltado forneceu, em média, 68,83 + 0,49 mgN/L ao mosto, um valor
aproximadamente catorze vezes superior a contribuicdo da amostra de centeio ndo

maltado, que se fixou em apenas 4,67 = 0,99 mgN/L.
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Figura 14 - Contribuicdo de nitrogénio assimilavel, expresso em mgN/L, de 50g/L de centeio

ndo maltado e maltado adicionada a um mosto de mel.

Esta disparidade marcante corrobora a literatura cientifica sobre o impacto da
maceracdo e germinagcdo de cereais na solubilizagdo de compostos nitrogenados
[50,53,60]. A justificagdo fisioldgica para este fendmeno reside no estado fisico das
matrizes proteicas no endosperma do grao. Apesar do resultado da andlise bruta de
proteina ndo ter apresentado diferencas significativas, pode-se notar que no centeio ndo
maltado o nitrogénio encontra-se predominantemente incorporado em proteinas de

reserva de alto peso molecular, como as prolaminas e as glutelinas [116].
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Nestas macromoléculas, o nitrogénio encontra-se maioritariamente ligado em
pontes peptidicas internas, existindo reduzida quantidade de grupos amina livres
disponiveis [117,118]. Como a titulagdo pelo formaldeido deteta especificamente estes
grupos, a reduzida degradagdo proteica no centeio nao maltado limita a quantidade de
compostos tituldveis presentes no mosto, justificando os baixos valores de YAN
observados.

Deste modo, verificou-se que a adi¢do direta de centeio ndo maltado apresenta
reduzida eficacia tecnologica como fonte de nitrogénio assimilavel, enquanto o centeio
maltado se destaca como suplemento natural promissor para enriquecimento nutricional

de mostos fermentativos.

3.3 Caracterizacio fisico-quimica do mosto e do hidromel

Com base na avaliacdo fisico-quimica e bioativa, a etapa fermentativa foi
conduzida exclusivamente com centeio maltado. Para fins de padronizacdo nos proximos
topicos, o termo 'centeio', quando aplicado a produgdo de hidromel, designa

exclusivamente o grao maltado.

3.3.1 Cinética de crescimento microbiano durante a fermentacao
A monitorizagdo da populacao de leveduras ao longo do tempo permitiu avaliar o
impacto da suplementacao com centeio na capacidade proliferativa da Saccharomyces
cerevisiae. A evolugdo da biomassa vidvel (expressa em In UFC/mL) encontra-se
representada na Figura 15, e os respetivos parametros cinéticos, calculados a partir da

fase exponencial, estdo sumarizados na Tabela 8.
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Figura 15 - Cinética de crescimento microbiano durante a fermentacao do hidromel.

A Figura 15 evidencia diferencas claras na cinética de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae em fun¢do da concentracdo de centeio adicionada ao mosto.

Em todas as formulagdes, observou-se crescimento microbiano imediatamente
apos a inoculacdo, comportamento esperado devido a ativagao prévia da cultura seca ativa
antes da fermentacdo. No entanto, as formulagdes suplementadas com centeio maltado
apresentaram comportamento distinto relativamente ao controle.

O tratamento com 5% apresentou o declive mais acentuado da curva durante as
primeiras 48 horas, evidenciando maior velocidade de crescimento das leveduras. Este
comportamento € corroborado pelos pardmetros cinéticos apresentados na Tabela 8, onde
esta formulacdo apresentou o maior valor de taxa especifica de crescimento maxima
(umax) (0,174 h™") e o menor tempo de duplicagdo celular (3,99 h).

A quantificagdo matematica destas observagdes confirma a vantagem cinética da

suplementagdo mais elevada (Tabela 8).
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Tabela 8 - Parametros cinéticos de crescimento da Saccharomyces cerevisiae.

Tempo de Tempo de
Formulacio Hmax(h™D)
duplicacao (td) (h) fermentacao (h)*
Controle 0,106 6,53 192
Centeio 1% 0,099 7,01 168
Centeio 2% 0,145 4,78 168
Centeio 5% 0,174 3,99 96

*Determinado pela estabiliza¢ao do valor de °Brix.

Em contraste, o controle e a formulagao com 1% apresentaram menor crescimento
celular, refletido nos menores valores de pmax (0,106 e 0,099 h™', respetivamente) e nos
maiores tempos de duplicacdo celular. A formulacdo com 2% apresentou comportamento
intermédio, aproximando-se do perfil observado na formulacdo com 5%, embora com
menor taxa especifica de crescimento.

As diferencas observadas sugerem que a suplementacdo com centeio aumentou a
disponibilidade de nutrientes essenciais ao metabolismo fermentativo, nomeadamente
nitrogénio assimilavel, aminoacidos, minerais e vitaminas. Estes compostos poderdo ter
favorecido a atividade metabolica das leveduras e promovido maior eficiéncia no
crescimento celular.

O impacto operacional mais relevante observou-se na duracdo total da
fermentagdo. A aceleracdo do crescimento na condi¢do de 5% permitiu concluir o
processo em apenas 96 horas, o que representa uma reducao de 50% comparativamente
ao controle (192 horas). As condi¢des de 1% e 2%, embora distintas em termos de gy,
estabilizaram ambas as 168 horas, oferecendo ainda assim uma vantagem temporal sobre
0 mosto controle.

Globalmente, os resultados demonstram que a suplementacdo com centeio
influenciou positivamente a cinética de crescimento de Saccharomyces cerevisiae,
promovendo maior velocidade de crescimento celular e redugdo do tempo total de
fermentacao.

Este fato, sugere que a matriz cerealifera podera atuar como fonte de vitaminas,
minerais, € proteinas, compostos fundamentais para a integridade da membrana
plasmatica e para a eficiéncia metabolica celular. Estes fatores poderdo justificar as
maiores taxas de crescimento observadas e a reducgdo significativa do tempo da

fermentagao [106,117].
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3.3.2 Nitrogénio assimilavel no mosto e hidromel

A Figura 16 apresenta a variagdo do nitrogénio assimilavel (YAN) em fungdo da

percentagem de centeio adicionada, antes e apds o ajuste.
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Figura 16 - Evolucdo do YAN em fung¢do da percentagem de centeio antes e depois do ajuste.

Observou-se aumento progressivo do YAN com o incremento da concentragao de

centeio, evidenciando um bom ajuste do modelo linear aos dados experimentais (R* =

0,974). Estes resultados confirmam a contribuicdo do centeio como fonte complementar

de nitrogénio assimilavel para o meio fermentativo.

Apesar deste aumento, mesmo a formulagdo com 5% permaneceu abaixo do

intervalo critico de 140 - 150 mgN/L normalmente considerado necessario para assegurar

fermentagdes completas e evitar stress metabolico na Saccharomyces cerevisiae [5,73].

A necessidade de suplementag@o diminuiu progressivamente com o aumento da

concentragdo de centeio, conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Parametros de suplementacao e substituicao do nutriente comercial Enovit.

Centeio YAN Inicial Enovit Adicionado Reducao de

Amostra

(g/L) (mgN/L) (g/L) Aditivo (%)
Controle 0 66,50 +2,97 0,57 -
Centeio 1% 10 87,50 1,98 0,48 15,8%
Centeio 2% 20 101,50 £ 1,48 0,42 26,3%
Centeio 5% 50 133,00 + 2,47 0,29 49,9%

A formulagdo com 5% necessitou apenas de 0,29 g/l de nutriente comercial,

correspondendo a uma redugdo aproximada de 49,9% relativamente ao controle. Este

resultado demonstra que a farinha maltada podera substituir parcialmente suplementos

sintéticos, contribuindo para formulagdes mais naturais e sustentaveis.

A andlise de nitrogénio assimildvel residual apds a fermentagdo (Figura 17)

revelou consumo eficiente por parte de Saccharomyces cerevisiae nas formulagdes

controle, 1% e 2%, que apresentaram concentragdes residuais semelhantes, entre 35 e 38

mgN/L. Estes resultados indicam assimilag¢do equilibrada do nitrogénio proveniente do

Enovit e do centeio.
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Figura 17 - Teores de nitrogénio assimilavel apos o término da fermentacao.

Em contraste, a formulacdo com 5% apresentou valor residual significativamente

superior (~56 mgN/L), sugerindo a presenca de fragcdes nitrogenadas mais complexas,

como proteinas de reserva e peptideos de elevado peso molecular, que ndo sao totalmente
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assimilados durante a fermentagdo. Adicionalmente, deve-se considerar que o método de
titulagdo com formaldeido, utilizado para a determinagdo do nitrogénio assimilavel, pode
superestimar a fragcdo residual, uma vez que o formaldeido reage ndo apenas com
aminoacidos livres, mas também com outros compostos nitrogenados contendo grupos
amino, nao refletindo exclusivamente o nitrogénio efetivamente assimilavel pelas
leveduras, entre estes destaca-se a prolina, que, embora reaja no método analitico, ndo ¢
metabolizada por Saccharomyces cerevisiae em condi¢des anaerdbias, uma vez que sua
assimilagcdo depende da disponibilidade de oxigénio [119].

Do ponto de vista microbioldgico, concentragdes elevadas de nitrogénio
assimilavel residual podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes durante o armazenamento [5]. Contudo, a presenga residual de aminoacidos
e outros compostos nitrogenados poderda também influenciar positivamente o perfil
aromatico do hidromel, uma vez que estes compostos participam em vias metabolicas
associadas a formacao de alcoois superiores e ésteres durante a fermentagao [40].

De modo geral, os resultados demonstram que o centeio atua como fonte relevante
de nitrogénio assimilavel, reduzindo significativamente a necessidade de suplementacao
sintética e contribuindo para a otimiza¢ao nutricional do mosto fermentativo. Contudo, a
interpretacdo dos valores residuais deve considerar as limitagdes inerentes ao método

analitico utilizado para a determinacdo do nitrogénio assimilavel.

3.3.3 Cinética de consumo de agucares

A analise da cinética fermentativa demonstrou que a composicdo do mosto
influenciou diretamente a velocidade de assimilacao dos agucares. A Figura 18 apresenta
o perfil de consumo de agucares redutores ao longo da fermentacdo nas diferentes

formulacgdes.
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Figura 18 - Perfil cinético de consumo de agucares redutores totais pelo método de DNS.

O controle apresentou consumo mais gradual, enquanto os tratamentos
suplementados com 1%, 2% e 5% de centeio exibiram taxas de consumo
significativamente superiores, sobretudo nas primeiras 72 horas. Este comportamento
relaciona-se com o aporte nutricional do centeio maltado, caracterizada por maiores
concentragdes de glicose, frutose e nitrogénio assimildvel.

O fornecimento adicional destes nutrientes podera ter favorecido a sintese de
transportadores de hexoses e estimulado a atividade fermentativa da levedura,
promovendo fermentacdes mais rapidas e eficientes [120,121].

A Figura 19 apresenta a evolugdo dos aglicares individuais e da producdo de
metabolitos ao longo da fermentagdo, permitindo avaliar o efeito da suplementagdo com

centeio no metabolismo fermentativo.
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Figura 19 - Cinética de consumo de agucares individuais e producdo de metabolitos

quantificados por HPLC.

Em relacdo a analise da cinética fermentativa por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) revelou-se um padrao tipico de consumo preferencial de hexoses pela
Saccharomyces cerevisiae, caracterizado pela assimilagdo inicial da glicose, seguida da
frutose, concomitantemente a producdo de etanol. Nos tratamentos suplementados com
2% e 5% de centeio, a glicose foi praticamente esgotada entre 48 e 72 horas,
comportamento consistente com os resultados obtidos pelo método DNS.

Este fendmeno estd associado a repressdo catabolica pela glicose, mecanismo
regulatorio através do qual a presenca deste agucar favorece preferencialmente a sua
propria assimilagdo em detrimento de outros substratos fermentesciveis [32]. Apds a
redugdo da glicose disponivel, observou-se aumento do consumo de frutose, embora a

uma velocidade inferior, consistente com o carater glucofilico de Saccharomyces

cerevisiae [122,123].
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O perfil cromatografico final (Figura 20) evidenciou apenas picos residuais de

glicose e frutose, contrastando com a predomindncia de etanol e dissacarideos ndo

assimilados.
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Figura 20 - Perfil cromatografico obtido por HPLC da amostra final de hidromel suplementado

com 5% de centeio ibérico maltado.

Cabe ressaltar que, por meio da metodologia de HPLC empregada, ndo foi

possivel quantificar o acido acético. Dessa forma, para a determinagdo deste metabdlito

e monitoramento da sanidade da fermentacao, serd utilizada a andlise complementar de

acidez volatil.

A Tabela 10 apresenta a composicao final dos hidroméis, incluindo agucares

residuais, produgdo de metabdlitos e parametros fisico-quimicos, em fungdo da

suplementagdo com centeio.

Tabela 10 - Perfil de agucares residuais e caracterizagao final dos hidroméis.

Parametros Controle Centeio 1% Centeio 2% Centeio 5%

Glicose (g/L) ‘ 0,60 £0,03* 0,51 +0,072 0,58 £0,05* 0,65+ 0,032
Frutose (g/L) ‘ 0,84+0,08 0,51 +0,07° 0,59 +0,02° 0,58 +0,02°
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Sacarose +
17,48 £ 0,05* 17,70 + 0,4 17,60 +£0,2* 17,83 + 0,09
maltose (g/L)
Glicerol (g/L) 7,8 £0,3% 7,2 +0,5 8,0 + 0,22 7,7+ 0,6
Etanol (g/L) 82,0 + 4,4° 82,8 + 8,8° 87,5+ 0,7 81,4+ 5,8
pH final 3,43+£0,07°  3,48+0,01% 3,53+£0,07° 3,68 £ 0,02°
°Brix final 11,5 12,0 12,5 14,3

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p > 0,05).

Os resultados finais apresentados na Tabela 10 demonstraram concentragdes
residuais muito reduzidas de glicose e frutose (<1 g/L), confirmando consumo eficiente
destes monossacarideos. Em contrapartida, sacarose e maltose mantiveram-se
praticamente inalteradas em todos os tratamentos (17,48 - 17,83 g/L), indicando auséncia
de atividade enzimdtica suficiente para hidrolise eficiente destes dissacarideos nas
condi¢des experimentais utilizadas.

Neste contexto, a malteagdo revelou-se particularmente importante, uma vez que
promoveu a ativa¢ao de enzimas amiloliticas responsaveis pela conversao parcial do
amido em acucares fermentesciveis. Este processo aumentou a disponibilidade de
substratos metabdlicos para as leveduras e favoreceu o desempenho fermentativo.

Observou-se ainda que a suplementacdo com centeio reduziu significativamente
os teores residuais de frutose relativamente ao controle, sugerindo melhoria da
assimilagdo deste agucar pelas leveduras. Estes resultados corroboram os achados de
Mendes-Ferreira et al. [73], indicando que o aporte adicional cofatores metabolicos
favorece maior vigor celular e utilizagdo mais eficiente dos agucares fermentaveis.

Verificou-se discrepancia entre os valores obtidos pelos métodos DNS e HPLC.
Enquanto o DNS indicou concentracdes residuais mais elevadas de agucares redutores, a
analise por HPLC demonstrou consumo quase completo de glicose e frutose. Esta
diferenca podera estar associada a menor especificidade do método DNS, que quantifica
globalmente compostos com capacidade redutora presentes na matriz, incluindo maltose
e outros interferentes [124]. Além disso, as condi¢des alcalinas e de aquecimento do
ensaio podem favorecer reacdes secundarias que contribuem para a sobrestimagdo dos
agucares redutores [125,126].

Os teores finais de etanol variaram entre 81,4 e 87,5 g/L, sem diferencas

estatisticamente significativas (p value = 0,5370) entre tratamentos, demonstrando que o
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centeio atuou principalmente na aceleragao da cinética fermentativa, sem alterar
significativamente a eficiéncia fermentativa do processo.

A producdo de glicerol manteve-se estavel entre os tratamentos (7,2 - 8,0 g/L),
situando-se dentro dos intervalos normalmente descritos para hidromel [127,128]. Estes
resultados sugerem auséncia de stress osmotico severo [129], mesmo nos tratamentos
com maior concentragao de solidos soluveis.

O pH final aumentou ligeiramente com a suplementagdo de centeio, variando de
3,43 no controle até 3,68 na formulacdo com 5%. Este comportamento poderd estar
associado a maior capacidade tamponante conferida pelos compostos nitrogenados e
minerais presentes no centeio [130]. Ainda assim, todos os valores permaneceram dentro
dos intervalos normalmente descritos para bebidas fermentadas semelhantes
[22,131,132].

Por fim, o aumento do °Brix final (de 11,5 no controle para 14,3 no centeio 5%)
¢ reflexo do incremento de dextrinas e solidos soluveis do centeio que ndo sdo
fermentesciveis, ndo representando ineficiéncia metabolica, mas sim a natureza da matriz
utilizada.

Portanto, nota-se que a suplementagdo com centeio nao apenas acelerou o
esgotamento dos acucares fermentesciveis, mas também otimizou a performance
metabolica da Saccharomyces cerevisiae em um meio complexo, superando as limitagdes

nutricionais inerentes ao controle.

3.3.4 Acidez total, acidez volatil e dioxido de enxofre total

Os valores de acidez total, acidez volatil e didoxido de enxofre total (SO2), bem

como as suas diferencas estatisticamente significativas, estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Efeito da adi¢do de centeio na acidez total, acidez volatil e dioxido de

enxofre total do hidromel.

Amostras Acidez total Acidez volatil SO: total
(g/L de acido tartarico)  (g/L de 4cido acético) (mg/L)
Controle ‘ 3,43 +£0,02% 0,51+0,1% 11,52 +0,9°
Centeio 1% ‘ 3,43 + 0,022 0,85 +0,1° 12,48 + 1,3%®

Centeio 2% ‘ 3,53 £0,04* 0,93 + 0,04° 10,88 + 0,9
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Centeio 5% 3,41+ 0,05* 0,94 +0,02° 15,68 + 0,4*

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

A acidez total ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos, variando entre 3,41 e 3,53 g/L de 4cido tartarico. Esses valores estdo dentro
da faixa tipica reportada para hidroméis, geralmente compreendidos entre 3,0 ¢ 7,0 g/L
[73], indicando que a suplementagdo com centeio ndo alterou significativamente as vias
metabolicas primdrias responsaveis pela produ¢do de 4acidos organicos. Este
comportamento sugere que as alteragdes na composicao nutricional do meio ndo foram
suficientes para modificar de forma relevante o equilibrio acido da matriz fermentativa
[69].

Por outro lado, a acidez volatil aumentou significativamente com a adigcdo de
centeio, passando de 0,51 g/L no controle para valores entre 0,85 e¢ 0,94 g/L nos
tratamentos com centeio. No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes concentracdes de centeio, indicando que mesmo a menor
percentagem adicionado de centeio foi suficiente para promover o aumento da acidez
volatil. Embora estes valores permanecam abaixo do limite tecnoldgico normalmente
aceito para hidromel (~1,4 g/L), encontram-se acima da faixa frequentemente associada
a melhor qualidade sensorial [69].

Este aumento podera estar relacionado com a maior disponibilidade de nutrientes
provenientes do centeio, que pode ter intensificado a atividade fermentativa e alterado o
metabolismo da levedura, favorecendo a formagao de subprodutos como acidos organicos
[133]. Entre estes, o acido acético € particularmente relevante por representar a principal
fragdo da acidez volatil e por exercer impacto sensorial quando presente em
concentracoes elevadas [77].

Relativamente ao didxido de enxofre total (SO2), os valores obtidos variaram entre
10,88 e 15,68 mg/L, sendo observada diferenca estatisticamente significativa apenas no
tratamento com 5% de centeio. De forma geral, os valores encontrados sao baixos e
consistentes com o perfil tipico do hidromel, que apresenta concentra¢des reduzidas de
SO quando comparado a bebidas vinicas [73,134].

De acordo com estudos sobre hidromel, a presenca de SO- estd frequentemente
associada a produ¢do endogena pelas leveduras durante a fermentagdo, uma vez que este

composto pode ser formado como intermediario do metabolismo do enxofre [135].
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No hidromel, contudo, a utilizacao deste composto tende a ser mais limitada, uma
vez que o mel possui naturalmente compostos com atividade antimicrobiana, reduzindo
a necessidade de concentragoes elevadas de SO2 [136].

De forma integrada, os resultados demonstram que o centeio atuou como fonte
nutricional capaz de modular o metabolismo fermentativo, promovendo aumento da
producdo de metabolitos secundérios, particularmente acido acético, sem alterar
significativamente a acidez total. Estes resultados corroboram estudos que demonstram
que a suplementagdo nutricional pode melhorar o desempenho fermentativo,
influenciando simultaneamente parametros quimicos e sensoriais da bebida [137].

Assim, embora a utilizagdo de centeio se apresente como uma alternativa
promissora a suplementagdo convencional, os resultados de acidez volatil sugerem que
sua aplicag¢do deve ser cuidadosamente controlada, sendo concentragdes intermediarias

mais adequadas para equilibrar eficiéncia fermentativa e qualidade final da bebida.

3.3.5 Teor alcéolico e eficiéncia fermentativa

A Tabela 12 apresenta o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de centeio
(1%, 2% e 5%) nos teores de etanol e na eficiéncia fermentativa apds o processo de

fermentagdo, em compara¢do com a amostra controle.

Tabela 12 - Efeito da adi¢do de centeio na produgao de etanol e eficiéncia

fermentativa.
Amostras Etanol (°GL + DP) Eficiéncia fermentativa (% = DP)
Controle 10,40+0,56* 83,44+1,32?
Centeio 1% 10,51+1,122 82,77+2,48?2
Centeio 2% 11,10+0,09% 85,16+0,94°
Centeio 5% 10,32+0,74% 85,50+3,61?

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

Os resultados apresentados indicam que a adicdo de centeio nas concentragdes
avaliadas (1%, 2% e 5%) ndo promoveram diferengas estatisticamente significativas na

concentracao final de etanol e na eficiéncia fermentativa. Esses achados demonstram que
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a suplementacdo do mosto ndo alterou de forma significativa os parametros finais da
fermentagdo nas condi¢des estudadas.

Os valores de etanol foram semelhantes entre todos os tratamentos, indicando que
a fermentacao atingiu niveis finais comparaveis independentemente da adi¢cao de centeio.
Da mesma forma, a eficiéncia fermentativa permaneceu estatisticamente inalterada,
indicando que o desempenho do processo foi mantido entre os tratamentos.

Apesar da auséncia de diferengas estatisticas, observa-se uma tendéncia de valores
ligeiramente superiores de etanol e eficiéncia fermentativa nos tratamentos com 2% e 5%
de centeio, o que pode indicar um possivel efeito positivo da suplementagao. No entanto,
essa variagdo ndo foi suficientemente expressiva para ser confirmada.

Nesse contexto, ¢ importante considerar que o efeito da adi¢do de centeio pode
estar mais relacionado a cinética da fermentagdo do que aos parametros finais de
rendimento. O aumento na disponibilidade de aglcares fermentesciveis pode ter
favorecido uma maior atividade metabolica das leveduras nas fases iniciais do processo,
contribuindo para uma aceleragdo da fermentagdo. Esse comportamento é consistente
com a redugdo do tempo de duplicagdo celular observada com o acréscimo progressivo
de centeio (topico 3.3.1), o que sugere maior velocidade de crescimento das leveduras.

Assim, embora os tratamentos tenham apresentado valores finais semelhantes de
etanol e eficiéncia fermentativa, a suplementacdo com centeio poderd reduzir o tempo
necessario para conclusdo da fermentagdo, otimizando o processo sem comprometer a

eficiéncia da fermentagao.

3.3.6 Bioatividade do hidromel

A Tabela 13 apresenta o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de centeio

nos teores de compostos fenolicos totais e na capacidade antioxidante dos hidroméis.

Tabela 13 - Teor de compostos fenolicos totais (mg EAG/mL) e capacidade

antioxidante (mg Fe**/mL) em hidromel com diferentes concentragdes de centeio.

Amostras Compostos fendlicos totais FRAP
(mg EAG/mL + DP) (mg EFell/mL + DP)
Controle ‘ 5,50+ 0,2° 1,46 £ 0,04°

Centeio 1% ‘ 6,55+0,01° 1,53 +0,07°
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Centeio 2% ‘ 7,40 +0,2° 1,68 +0,06°
Centeio 5% ‘ 9,91 +0,08¢ 1,82 +0,03°

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

A adicdo de centeio promoveu um aumento significativo no teor de compostos
fendlicos totais do hidromel, conforme evidenciado pelos resultados obtidos pelo método
de Folin-Ciocalteu. Como observa-se na Tabela 13, nota-se uma tendéncia crescente com
o aumento da concentragdo de centeio, passando de 5,50 £ 0,2 mg EAG/mL no controle
para 9,91 + 0,08 mg EAG/mL na formulagdo com 5% de centeio. Além disso, as
diferencgas estatisticas entre as amostras confirmam que cada nivel de adigao resultou em
incrementos significativos, sugerindo um efeito dependente da concentracao de centeio.

Esse comportamento pode ser atribuido a composicdo do centeio, que ¢
naturalmente rico em compostos fenolicos, como acidos fendlicos ligados a parede
celular [56], como pode-se observar no topico 3.2.3. O processo de malteagdo intensifica
a atividade enzimadtica, promovendo a liberacdo desses compostos previamente ligados,
aumentando sua disponibilidade [64].

De forma semelhante, a capacidade antioxidante determinada pelo método FRAP
também apresentou aumento com a adi¢ao de centeio, embora com menor magnitude em
comparagdo aos fenolicos totais. Os valores passaram de 1,46 + 0,04 mg Fe**/mL no
controle para 1,82 + 0,03 mg Fe*/mL na formulacdo com 5% de centeio. No entanto,
diferentemente dos fendlicos, as amostras intermediarias (1% e 2%) ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao controle, indicando que o efeito
do centeio sobre a capacidade antioxidante s6 se torna mais evidente em concentragdes
mais elevadas.

Entretanto, a semelhanca do observado na caracterizagdo do centeio, deve-se
considerar que os valores de compostos fenolicos totais determinados pelo método de
Folin-Ciocalteu podem estar superestimados [113,114]. Como ja citado, esse método
pode também quantificar outras substancias com capacidade redutora, como agucares
redutores, produtos intermedidrios da fermentacdo e outros compostos presentes na
matriz do hidromel. Dessa forma, parte do aumento observado pode refletir ndo apenas a
presenca de compostos fendlicos, mas também a contribuicdo desses compostos
interferentes.

Apesar dessa limitacdo, essa possivel superestimagdo nao compromete a

interpretagdo do comportamento observado entre as amostras. Isso porque o aumento dos
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valores de compostos fenodlicos com a adi¢ao de centeio segue uma tendéncia consistente
e progressiva, sendo corroborado pelos resultados de capacidade antioxidante obtidos
pelo método FRAP. A concordancia entre ambos 0s ensaios sugere que o incremento
observado esta, de fato, associado ao aumento de compostos com atividade redutora,
incluindo compostos fenolicos, € nao apenas a interferéncias analiticas.

Para avaliar possiveis interagdes entre a matriz fermentativa do hidromel e os
compostos provenientes do centeio, foi analisado o efeito sinérgico com base na
comparacgdo entre os valores observados experimentalmente e os valores esperados,
calculados a partir da soma do controle com a contribui¢do do centeio determinada em

ensaio de fermentacdo separado sem o mel, o resultado foi apresentado na Tabela 14.

Tabela 14 - Indice de sinergia (SI) para compostos fenolicos totais e capacidade

antioxidante (FRAP) em hidromel com adi¢do de centeio.

Amostras SI (Fenolicos) SI (FRAP)
Centeio 2% ‘ 1,19 1,03

Centeio 5% ‘ 1,46 1,05

SI = valor observado / valor esperado; SI > 1 indica efeito sinérgico.

Os resultados demonstraram que, para os compostos fenolicos totais, os valores
observados nas formulagdes com 2% e 5% de centeio foram superiores aos valores
esperados, resultando em indices de sinergia superiores a 1. Esse comportamento ¢
indicativo da ocorréncia de efeito sinérgico, sugerindo que a interagao entre a matriz do
hidromel e os constituintes do centeio promovem um aumento adicional de compostos
com capacidade redutora, além do esperado por simples efeito aditivo.

Esse efeito pode ser explicado por diferentes mecanismos associados ao processo
fermentativo. A atividade metabdlica das leveduras pode contribuir para a libertagcdo de
compostos fendlicos ligados a matriz do centeio, através da agdo de enzimas como
glicosidases [138]. Além disso, a fermentagdo pode promover a biotransformacdo de
compostos fendlicos em formas mais reativas ou mais facilmente detectaveis pelo método
analitico, aumentando a resposta obtida [ 139]. Também ¢ possivel que ocorram interagdes
entre compostos provenientes do mel e do centeio, resultando na formac¢do de novos
compostos com maior capacidade redutora [140].

Para a capacidade antioxidante avaliada pelo método FRAP, também se observou

efeito predominantemente aditivo, com ligeira tendéncia sinérgica. Os valores observados
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foram ligeiramente superiores aos esperados, indicando que o efeito sinérgico existe, mas
¢ menos pronunciado quando comparado aos compostos fendlicos totais.

Assim, os resultados indicam que a adi¢ao de centeio ndo s6 contribui diretamente
com compostos bioativos, mas também promove interagdes sinérgicas durante a
fermentagado, potenciando o valor funcional do hidromel. Esse efeito ¢ particularmente
evidente em niveis mais elevados de incorporagdo, como observado na formula¢do com

5% de centeio.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES



4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o mel multifloral escuro
utilizado apresentou qualidade fisico-quimica adequada para aplicacdo fermentativa, com
parametros dentro dos limites estabelecidos pela legislacdao e literatura, evidenciando
aptidao tecnolodgica para a producao de hidromel.

A malteagdo do centeio ibérico promoveu alteragdes relevantes na composi¢ao do
cereal, aumentando a disponibilidade de agucares fermentaveis, compostos bioativos e
nitrogénio assimilavel. Estas modificagdes reforcam o potencial tecnologico do centeio
maltado como ingrediente complementar em mostos de hidromel, contribuindo para
suprir parcialmente limitagdes nutricionais caracteristicas do mel.

A incorpora¢do de centeio maltado favoreceu o desempenho fermentativo da
Saccharomyces cerevisiae, sobretudo nas etapas iniciais da fermentagao, refletindo-se na
tendéncia de aceleragdo da cinética fermentativa € no comportamento do consumo de
acucares. Estes resultados indicam que o enriquecimento do mosto com centeio maltado
proporcionou melhores condi¢des nutricionais ao metabolismo das leveduras.

Apesar das diferencas observadas durante a fermentagdo, os tratamentos nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas nos valores finais de etanol e
eficiéncia fermentativa, demonstrando que a suplementacdo com centeio nado
comprometeu o desempenho do processo fermentativo nas condigdes estudadas.

Relativamente aos parametros fisico-quimicos, verificou-se influéncia da adigao
do centeio maltado sobre a acidez total e a acidez volatil dos hidroméis. Embora os
tratamentos suplementados tenham apresentado aumento da acidez volatil, os valores
obtidos mantiveram-se compativeis com a estabilidade da bebida, ndao indicando
comprometimento da qualidade fermentativa.

A adi¢do de centeio maltado promoveu ainda aumento significativo dos
compostos fenolicos totais e da capacidade antioxidante dos hidroméis, especialmente
nos tratamentos com maiores concentragoes de centeio.

Contudo, os resultados demonstram a necessidade de ponderagdo entre o
incremento bioativo e os impactos tecnologicos associados a utilizagdo de maiores
concentragdes de centeio, uma vez que estas também influenciaram parametros fisico-
quimicos importantes da bebida, como acidez volatil e nitrogénio assimilavel.

De forma geral, conclui-se que o centeio ibérico maltado apresenta elevado
potencial de aplicacdo na producdo de hidromel, atuando simultaneamente como fonte

complementar de nutrientes fermentativos e como ingrediente de enriquecimento
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bioativo. A utilizagdo deste cereal representa, assim, uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de hidroméis inovadores e para a valorizagdo de matérias-primas
regionais.

Como perspetivas futuras, recomenda-se a realizacdo de analises sensoriais,
estudos de maturacao e estabilidade, bem como a caracterizagdo detalhada do perfil
aromatico dos hidroméis produzidos, permitindo uma avaliagdo mais abrangente da

qualidade e aceitagdo da bebida final.
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  HMF (   mg  kg ) =   ( Abs 284 - Abs 336 )  × 149,7 × (  5  g amostra )


  ID (Índice diastásico) = 20 × Abs


  Acidez total   (   meq  Kg ) =   V  NaOH  × 10  


  % Cinzas totais = 0,083 × (Condutividade - 0,092


  C =    2000  P × V


  %azoto =    V × [HCl] × 0,014 m  × 100


  %Proteína = %azoto × fator de conversão


  %gordura =    mf - mi  ma  × 100


  % umidade =     mi   −   mf  mi   −   mc   ×   100


  %cinzas =    mf - mc  mi - mc  × 100


  %Carboidratos = 100 - (Umidade  ( % )  + Cinzas  ( % )  + Proteínas  ( % )  + Lipídios  ( % ) )


  % inibi ç ã o =  [   ( ADPPH   −   AS ) ADPPH ] × 100


  N =    ΣC  V × (  n  1  + (0,1 ×    n 2 )) × d


  ΣC


  Nitrogênio assimilável   (   mg L )  = volume de NaOH utilizado 0,05N   ( mL )  × 70   


  Acidez total (ácido tartárico)   (  g L )  = volume de NaOH gasto   ( mL )  × 0,75


  Acidez volátil (ácido acético)   (  g L ) = volume de NaOH gasto (mL) × 0,6


   SO 2 total  (  mg L ) = volume   da   solu ç ã o   de   iodo   gasto    ( mL ) × 25 , 6


  Eficiência fermentativa   ( % )  =    Etanol produzido (  g L )  (Açúcar inicial   (  g L )  - Açúcar final   (  g L )  )  × 100


  SI =     E  observado   E  esperado


   E observado    


   E esperado


    𝝁  𝒎 𝒂 𝒙 (   𝒉  − 𝟏 )


    𝜇  m a x

