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Resumo

O vinagre de mel é um produto obtido por dupla fermentacdo, fermentacao
alcoolica e acética. A partir da fermentacéo alcoolica do mel obtém-se o hidromel, que é
uma bebida alcodlica que contem entre 9-18% (v/v) de etanol. O vinagre de mel é
obtido pela fermentagdo acética do hidromel. O presente trabalho teve como objetivo
estudar a otimizacdo da producédo de vinagre de mel, utilizando dois tipos de mel, claro
(eucalipto) e escuro (urze), e duas estirpes de leveduras, LSA ICV D47 e LSA QA23.
Foi avaliado o teor de compostos fenolicos e flavonoides totais nos diversos produtos,
mel, hidromel e vinagre de mel. Foi também efetuado um estudo preliminar sobre o
efeito de varias colas na clarificacdo do hidromel.

As fermentacdes alcodlicas foram monitorizadas diariamente através da leitura da
densidade 6tica, viabilidade das células e consumo dos agucares redutores. A qualidade
do hidromel, no fim das fermentacdes, foi avaliada através da determinacdo de varios
pardmetros enoldgicos, como o SO, azoto assimilével, acidez total, teor alcodlico,
acidez volatil, pH e acgucares redutores. Foram ainda avaliados os produtos resultantes
do metabolismo (etanol, glicerol e acido acético) por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com um detetor de indice refrativo RI-4.

Os resultados obtidos indicam que o mel escuro foi mais adequado para a producgéo
de hidromel. Quando comparadas as duas estirpes de leveduras, apesar das diferencas na
sua “performance” fermentativa ndo serem relevantes, a estirpe LSA QA23 foi mais
adequada para a producdo de hidromel. O rendimento em etanol das fermentacdes
alcodlicas variou entre 48,37 e 53,33%.

Na producdo de vinagre de mel foram utilizadas culturas puras de bactérias acéticas
isoladas de vinhos tintos. As fermentacfes acéticas foram monitorizadas diariamente
através da quantificacdo do consumo de etanol e da producdo de &cido acético. A
producdo deste composto ndo correu como 0 esperado, uma vez que em ambos 0S
hidroméis, s6 obtivemos um teor de &cido acético de 2g/L. A utilizagdo de culturas
puras de bactérias acéticas, a ndo adi¢do de hidromel ao longo do tempo e o arejamento

insuficiente poderao justificar esta situacéo.

Palavras-chave: acido acético, etanol, hidromel, mel, vinagre de mel
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Abstract

The honey vinegar is a product obtained by double fermented, alcoholic and
acetic fermentation. From the alcoholic fermentation of honey obtained mead, which is
an alcohol that contains from 9-18% (v / v) ethanol. The honey vinegar is obtained by
acetic fermentation of mead. The present work aimed to study the optimization of the
production of honey vinegar, using two types of honey, of course (eucalyptus) and dark
(Heather), and two yeast strains, D47 and ICV LSA LSA QA23. The content of
phenolic compounds and total flavonoids in different products, honey, mead and honey
vinegar was evaluated. Was also conducted a preliminary study on the effect of various
glues in mead.

The fermentations were monitored daily by reading the optical density, cell
viability and consumption of the reducing sugars. The quality of mead at the end of
fermentation, was evaluated by determining various enological parameters such as SO2,
assimilable nitrogen, total acidity, alcohol, volatile acidity, pH and reducing sugars. We
also assessed the products of metabolism (ethanol, glycerol and acetic acid) by High-
performance liquid chromatography (HPLC) with a refractive index detector RI-4.

The results indicate that the dark honey was more adapt for the production of
mead. When comparing the two yeast strains, despite the differences in its
"performance™ are not relevant fermentation, the LSA QA23 strain was more adapt for
the production of mead. The ethanol yield from fermentations ranged between 48.37
and 53.33%.

In the production of honey vinegar pure cultures of acetic bacteria isolated from
red wines were used. The aseptic fermentations were monitored daily by measuring the
consumption of ethanol and acetic acid production. The production of this compound
did not go as expected, since in both meads only obtained an acetic acid concentration
of 2g/L. The use of pure cultures of acetic bacteria, not to the addition of mead over

time and insufficient ventilation may justify this.

Keywords: acetic acid, ethanol, mead, honey, honey vinegar
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CAPITULO 1:

Introducao



Introducdao geral:

Estima-se que a producdo mundial de mel seja superior a 1.200.000 toneladas
por ano, sendo a Europa o maior consumidor, produtor e importador de mel do mundo.
Nos Ultimos 20 anos verificou-se um aumento crescente na producdo devido ao
acréscimo no numero de colmeias e da producdo por colénia. O consumo de mel
também cresceu, devido a melhoria dos padrdes de vida e a um interesse por produtos
naturais e saudaveis.

A producdo de mel em Portugal engloba milhares de produtores, assumindo-se
como uma atividade econdmica muito importante a nivel nacional e, principalmente,
regional. Consoante a sua origem geografica, 0 mel apresenta caracteristicas especificas.

Contudo, convém salientar qua nem todo o mel produzido é de elevada
qualidade, pelo que, de forma a aumentar o rendimento dos apicultores é necessario
transformar esse mel de segunda categoria em produtos de valor acrescentado, como 0
hidromel e o vinagre de mel.

Tendo em conta que em Portugal o hidromel ainda € produzido de forma
empirica e artesanal e que a tecnologia de producdo do vinagre de mel carece de suporte
técnico-cientifico, é oportuno realizar estudos com vista a otimizacdo destes processos,

de forma a aumentar o rendimento e qualidade dos produtos.

Objetivo geral:

Otimizacdo da producdo de vinagre de mel a partir de mel de segunda categoria,

utilizando duas estirpes de leveduras.

Objetivos especificos:

e Avaliar a possibilidade de utilizar mel de segunda categoria na producdo de
hidromel.
e Otimizar a producdo de vinagre de mel a partir dos diferentes tipos de

hidromel produzidos.



1 Revisdo bibliografica

1.1 Mel

De acordo com o Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de Setembro, entende-se por mel a
“substancia agucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis melifera a
partir do néctar de plantas ou das secre¢Bes provenientes de partes vivas das plantas
ou de excrecOes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas das
plantas, que as abelhas recolhem, transformam por combinacdo com substancias
especificas proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos
favos da colmeia”.

Segundo o referido Decreto-Lei os principais tipos de mel podem ser agrupados
consoante a origem e modo de producéo e ou de apresentacdo. De acordo com a origem
o mel pode ser classificado em mel de néctar ou mel de flores, “mel obtido a partir do
néctar das plantas”, e em mel de melada, “mel obtido principalmente a partir de
excrecdes de insetos sugadores de plantas (hemiptera) que ficam sobre as partes vivas
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das plantas ou de secregoes provenientes de partes vivas das planta”. Em relacdo ao
modo de producdo e ou de apresentacdo pode ser classificado em mel em favos, mel em
pedacos de favos, mel escorrido, mel centrifugado, mel prensado e mel filtrado.

O mel em funcdo da fonte de néctar, pode ser classificado em monofloral ou
multifloral, dependendo se o néctar € recolhido de uma Unica espécie botanica ou de
mais de uma espécie botanica, respetivamente (Vargas, 2006).

Este produto natural € a maior fonte concentrada de agucares existentes (FAO, 1996)
sendo por isso utilizado como conservante alimentar (Ferreira et al., 2009). E também
uma excelente opg¢do nutricional devido aos seus beneficios para a saude, como efeito
bactericida, antisséptico, antirreumatico, diurético, digestivo, prevencao de constipacoes

e gripes, entre outros (Cuevas-Glory et al., 2007).

1.1.1 Composicao e propriedades fisico-quimicas

A composicao fisico-quimica do mel é muito variavel, uma vez que, depende de
varios fatores, como origem floral, clima, condicbes ambientais e sazonais,
manuseamento e processamento (Anklam, 1998; Al-Mamary et al., 2002; Azeredo et
al., 2003; Arrdez-Roman et al., 2006; Baltrusaityte et al., 2007; Kiguk et al., 2007).



A sua composicdo é muito complexa, tendo sido ja identificados até ao momento
cerca de 200 compostos (Al-Mamary et al., 2002; Arrdez-Roman et al., 2006; Kucuk et
al., 2007; Ferreira et al., 2009; Silva et al., 2009), sendo a maioria hidratos de carbono,
como a frutose e glucose. Apresenta ainda outras substancias em pequenas quantidades,
sais minerais, proteinas, vitaminas, lipidos, acidos organicos, aminoacidos, compostos
fenolicos (flavonoides e acidos fendlicos), enzimas e outras substancias fitoquimicas
(Alvarez-Suarez et al., 2010).

A qualidade do mel depende das suas propriedades sensoriais, fisicas e quimicas.
Estas sdo influenciadas pela fonte de néctar e polen, cor, aroma, humidade, teor em
proteinas e acgucares (Finola et al., 2007). A avaliacdo destas propriedades é efetuada
com base nos parametros estabelecidos pelo Codex Alimentarius (Codex Alimentarius —
International Food Standards, 1981) e pelo Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Setembro.
Segundo esta legislacdo devem também ser analisados, 0s teores de agucares redutores e
de hidroximetilfurfural (HMF), bem como os teores de sacarose, agua, matérias

insollveis na &gua, cinzas, minerais, condutividade elétrica, acidez e indice diastasico.

1.1.1.1 Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono constituem os principais componentes do mel,
representando cerca de 95 a 99% da matéria seca (Olaitan et al., 2007), sendo 0s
acucares redutores frutose (38,4%) e glucose (30,3%) os maioritarios (lurlina e Fritz,
2005). A proporcdo de frutose e glucose € de grande importancia, pois afeta o sabor e a
cristalizacdo do mel. Como a glucose € pouco solGvel em agua um contetdo elevado
deste acUcar conduz a cristalizagdo do mel (Anklam,1998; Rodriguez et al., 2004;
Finola et al., 2007).

A presenca de mais de 5% de sacarose aparente no mel pode simbolizar uma
recolha prematura (Kicuk et al., 2007) ou apontar para uma adulteracdo do produto
(Sodré et al., 2007).

De acordo com a Legislacdo Portuguesa, 0 mel deve apresentar um teor minimo
de 60g/100g de acucares redutores, glucose e frutose, para o mel de néectar e de
45¢/100g de agUcares redutores para 0 mel de melada e misturas de mel de melada com

mel de néctar.



Os acucares redutores do mel sdo responsaveis por alguma das suas
propriedades, tais como viscosidade, higroscopicidade, granulacdo, valor energético e

atividade antimicrobiana (lurlina e Fritz, 2005; Kuguk et al., 2007).

1.1.1.2 Agua

A atividade da agua do mel varia entre 0,5 e 0,6, sendo o segundo componente
maioritario no mel (lurlina e Fritz, 2005).

O teor de agua presente no mel pode ser influenciado por vérios fatores como
por exemplo, a época de colheita, o grau de maturagdo da colmeia, as condicOes
climaticas e pela manipulacdo do mel durante a extracdo e armazenamento (Finola et
al., 2007).

Segundo a Legislacdo Portuguesa o limite maximo de agua no mel é de 20%.
Méis com teores elevados de &gua podem apresentar dificuldades de preservacdo e
armazenamento, devido a ocorréncia de fermentagdes indesejaveis (Olaitan et al., 2007;
Kicuk et al., 2007). O conteldo de agua é um fator importante, uma vez que pode
influenciar a viscosidade, peso, maturidade, cristalizagcdo, conservacdo, sabor e
palatabilidade do mel (Mendes et al., 2009).

1.1.1.3 Acidos organicos

Os é&cidos organicos influenciam a acidez do mel, contribuindo para o seu sabor
caracteristico (Anklam, 1998). Representam 0,57% dos constituintes do mel, sendo o
mais abundante o &cido gluconico, um produto resultante da digestdo enzimética da
glucose (Olaitan et al., 2007). Encontram-se ainda presentes outros acidos, como por
exemplo o piravico, malico, citrico, sucinico e fumarico (Anklam, 1998).

O tipo floral e a época da colheita sdo dos principais fatores que influenciam a
acidez do mel (Kiglk et al., 2007; de Rodriguez et al., 2004). De facto, os méis
multiflorais apresentam valores de acidez inferiores (Kicuk et al., 2007). Segundo
Finola et al., (2007), existe uma relagdo inversa entre a acidez livre e o teor em cinzas
do mel, isto porque o teor de minerais mais elevados corresponde a uma maior fragédo de
acidos salinizados.

O pH do mel varia entre 3,4 e 6,1, com um valor medio de 3,9 (lurlina e Fritz,

2005), no entanto, este parametro ndo se encontra diretamente relacionado com a acidez
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livre devido a acdo tampao dos &cidos e minerais presentes no mel (de Rodriguez et al.,
2004).

1.1.1.4 Minerais

A quantidade de minerais no mel depende de varios fatores, principalmente, do
tipo de solo em que a planta produtora de polen se encontra e da cor do mel. Em relacéo
a cor, quanto mais rico em minerais mais escuro serd 0 mel. O teor de minerais varia
entre 0,04% nos méis claros e 0,2% em méis escuros (Anklam, 1998). O conteldo em
minerais do mel pode fornecer informacgdes acerca da poluicdo ambiental e da sua

origem geografica (Anklam, 1998).

1.1.1.5 Cinzas

O teor em cinzas esta diretamente relacionado com o teor em minerais. De facto,
se entre amostras de mel se verificar uma dispersdo elevada do teor em cinzas pode
inferir-se que o processo de recolha ou as técnicas utilizadas pelos produtores ndo foram
uniformes (Finola et al., 2007).

De acordo com a literatura, 0s meis de cor clara apresentam geralmente um teor

em cinzas inferior ao obtido nos de cor escura (Finola et al., 2007).

1.1.1.6 Compostos azotados

O teor de proteinas do mel é, aproximadamente 0,2% (Anklam, 1998; lurlina e
Fritz, 2005), sendo estes provenientes das abelhas e das plantas. Uma pequena fracdo
destes compostos séo enzimas, tais como a invertase, diastase, amilase, glucose oxidase,
catalase (Anklam, 1998), a-glucosidase, B-glucosidase e amilase (Won et al., 2008).

O valor médio de azoto no mel é de 0,04% (Anklam, 1998), sendo esses
compostos essencialmente alcaldides, derivados de clorofila, aminoacidos e aminas (Al-
Mamary et al., 2002). Em relagdo aos aminodacidos, a prolina € dominante mas também
ja foram identificados arginina, triptofano e cisteina (Anklam, 1998). O perfil de
aminoacidos € considerado o parametro mais adequado para identificacdo da origem

botéanica e geografica do mel (Anklam, 1998).



O indice diastasico e o teor em HMF sdo parametros indicadores da frescura do
mel (Valbuena, 1992: de Rodriguez et al., 2004; Kicuk et al., 2007). O indice
diastasico diminui com o tempo de armazenamento e com 0 aumento da temperatura
(Vargas, 2006; Fallico et al., 2006), sendo a sua determinagéo utilizada para avaliar o
sobreaguecimento durante o processamento do mel (Vargas, 2006) e detetar
adulteracdes do produto (Aroucha et al., 2008). O HMF é um composto formado pela
degradacdo dos acgucares, reduzindo consequentemente o valor nutritivo do mel. Para
além disso, a sua presenga influencia a cor, sabor e odor, sendo portanto utilizado como
um parametro da qualidade (Valbuena, 1992). ConcentracGes elevadas de HMF no mel
sdo indicadoras de sobreaquecimento, armazenamento prolongado e adulteracdes do
produto (Vargas, 2006). Os limites estabelecidos para estes dois parametros sdo minimo
de 8 para o indice diastatico e maximo de 40 mg/kg para o HMF, pelo que méis de
elevada qualidade deverdo apresentar um indice diastatico elevado e um teor de HMF
baixo (Kcik et al., 2007).

1.1.1.7 Compostos volateis

Os compostos volateis, maioritariamente provenientes do néctar das flores, sdo
responsaveis por conferir o flavour caracteristico de cada mel (Radovic et al., 2001;
Bonvehi e Coll, 2003; Finola et al., 2007;). Neste produto ja foram identificados mais
de 300 volateis, incluindo &cidos, lcoois, cetonas, aldeidos, terpenos e ésteres (Castro-
Vasquez et al., 2009). Estes compostos sdo indicadores da origem botanica, isto €, se 0
mel foi produzido pelas abelhas a partir do néctar das flores ou se teve origem em
secre¢des das plantas ou insetos (Escriche et al., 2009).

Segundo Castro-Vasquez et al., (2006), os compostos volateis, derivados de

furano, sdo bons indicadores do tratamento térmico e das condi¢des de armazenamento.

1.1.1.8 Cor

A cor do mel esta relacionada com o seu conteldo em minerais e compostos
fenolicos e é caracteristica da origem botéanica (Bertoncelj et al., 2007; Baltrusaityte et
al., 2007; Finola et al., 2007). A idade e as condi¢fes de armazenamento também

influenciam este parametro, ja as particulas suspensas influenciam a transparéncia ou



claridade (Olaitan et al., 2007). A cor do mel pode variar de amarelo palido a ambar, e

de &mbar vermelho escuro até quase preto (Bertoncelj et al., 2007).

1.1.1.9 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica do mel esté diretamente relacionada com o teor de sais
minerais, acidos organicos e proteinas. E geralmente, utilizada para selecionar méis de
origens florais distintas (Acquarone et al., 2007). A legislacdo estabelece o valor

maximo para este parametro de 0,8 mS/cm.

1.1.1.10 Outros compostos

As vitaminas C, B (tiamina) e do complexo B2, como a riboflavina, acido
nicotinico e acido pantoténico estdo presentes no mel, em pequenas quantidades
(Olaitan et al., 2007).

1.1.1.11 Espetro polinico

A analise polinica do mel tem como objetivo a identificacdo da origem botanica
e/ou geografica, pois este nunca apresenta apenas uma fonte floral. No entanto, pode ser
produzido maioritariamente a partir de uma Unica espécie de planta, sendo assim
designado por mel monofloral (Anklam, 1998). No entanto, dependendo do tipo de mel
existem algumas excecbes, como € o caso do mel de castanheiro que necessita de
possuir pelo menos 90% de pdlen de Castanea sp. (Anklam, 1998) e o mel de lavandula
que s6 necessita de apresentar 15% de pdlen da espécie Lavandula sp. (Russo-Almeida
e Paiva, 1996; Maia et al., 2003).

1.1.1.12 Microbiota do mel

A qualidade do mel ndo é so influenciada pelas propriedades fisico-quimicas mas
também pela microbiota do mel, ou seja, os microrganismos presentes no mel. A
microbiota do mel ¢ afectada pelo tipo de mel e pelo seu teor em agua, uma vez que o
baixo teor em agua inibe o crescimento microbiano. Os fungos sdo mais tolerantes ao
elevado efeito osmotico que as bactérias (Olaitan et al., 2007). As substancias com acéo

bacteriostatica ou bactericida, o pH baixo e o elevado teor de aclcares do mel véo afetar
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0 crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos, prevenindo deste modo 0 seu
aparecimento (lurlina e Fritz, 2005). Naturalmente, é de esperar que o mel contenha um

pequeno nimero e uma variedade limitada de microrganismos.

1.2 Hidromel

O hidromel ¢, provavelmente, a bebida alcodlica mais antiga da humanidade, sendo
produzida mesmo antes do vinho. Antigamente o seu uso era generalizado, porém
verificou-se um declinio devido principalmente a dois fatores. O primeiro fator foi a
descoberta da fermentacdo da uva, mais facil e barata, tomando assim o vinho o lugar
do hidromel nas regides onde a uva podia ser facilmente cultivada. O segundo foi a
urbanizagdo, com a introducdo da cana como um meio mais barato de obter agUcar caiu
drasticamente a producdo de mel, aumentando consequentemente o seu preco. No norte
da Europa, regido pouco propicia a producdo de vinho, o consumo de hidromel foi
bastante popular até o vinho ter sido importado a baixo custo de regides do sul. Hoje em
dia, ainda € produzido hidromel em alguns paises, como € o caso da Inglaterra, Polonia,
Alemanha, Eslovénia e em paises africanos, como a Etidpia e Africa do Sul. No entanto,
devido a falta de progresso cientifico nesta area em alguns desses paises, tem havido
uma queda na producdo. Segundo Sroka e Tuszynski (2007) alguns dos problemas
associados ao decréscimo da producdo estdo relacionados com o tempo de fermentagédo
do mosto mel e maturacdo do hidromel, que pode ir de alguns meses até anos e ao prego
das matérias-primas, o que faz com que o preco do produto final seja muito elevado.

Em Portugal, a producdo de hidromel é feita de forma artesanal por um namero
muito reduzido de apicultores.

O hidromel é uma bebida alcodlica, que contém entre 9% a 18% (v/v) de etanol,
obtida pela fermentacéo alcodlica do mosto mel (mel diluido em agua ou em sumo de
frutas) por leveduras (Sroka e Tuszynski, 2007). As leveduras utilizadas na produgéo de
hidromel sdo normalmente estirpes de Saccharomyces cerevisiae, usadas na producao
de vinho, cerveja e champanhe. Atualmente, existem diversas estirpes de leveduras
enoldgicas, cujos compostos sintetizados podem variar bastante entre estirpes (Schuller
e Casal, 2005). No entanto, a maioria destas leveduras ndo estdo adaptadas as condigdes
existentes no mosto mel, nomeadamente, teores elevados de agucares, valores de pH

baixos e concentrac¢des reduzidas de azoto.



Segundo a tecnologia de fabrico, o hidromel pode ser classificado em seco, licoroso,
doce e espumoso. Esta classificacdo depende do tempo de fermentacdo, da quantidade
de mel utilizada e do teor alcodlico, resultante da adicdo de aguardente vinica (Navratil
etal., 2001).

1.2.1 CondigGes da fermentacao

A producao de hidromel segue varias etapas, consistindo a primeira na dilui¢do
do mel em &gua ou sumo de frutas, seguida da adi¢cdo de uma mistura de nutrientes a
essa solucdo. Essa mistura pode conter: (NH4)2SOs, CaSOa, (NH4)3PO4, NH4H2POy4,
(NH4)2HPO4, K3POs, MgCl2, MgS04.7H20, NaHSO4, acido citrico, citrato de sodio,
acido tartarico, tartarato de potassio, tartarato de sodio e de potassio, acido malico,
vitaminas, mio-inositol e peptona) (McConnell e Schramm, 1995; Navrdtil et al., 2001;
Pereira et al., 2009; Mendes-Ferreira et al., 2010). Segundo Roldan et al., (2011), a
adigdo de pdlen ao mosto melhora a “performance” fermentativa, a producdo de etanol e
os atributos sensoriais do hidromel.

A etapa seguinte consiste no ajuste do pH para valores de 3,7 a 4,0. Este ajuste é
feito mediante a adicdo de um tampdo (McConnell e Schramm, 1995), como o
carbonato de calcio, carbonato de potassio, bicarbonato de potéssio e acido tartarico.
Porém a adicdo destes sais pode levar ao aparecimento de sabores amargo e salgado
(McConnell e Schramm, 1995).

A terceira etapa consiste na pasteurizagdo do mosto (McConnell e Schramm,
1995; Navratil et al., 2001; Ukpabi, 2006; Mendes-Ferreira et al., 2010), com o objetivo
de reduzir a microbiota presente no mosto mel (Wintersteen et al., 2005). Existem
outras técnicas para reduzir a carga microbiana que sao menos agressivas para 0 mosto,
tais como a utilizacdo de meta bissulfito, que consta da adi¢do de sais de sddio ou
potéassio que libertam diéxido de enxofre que vai eliminar ou inibir a maioria dos
microrganismos (McConnell e Schramm, 1995; Roldan et al., 2011), a ultrafiltracdo
(McConnell e Schramm, 1995) e o gas de dioxido de enxofre (Pereira et al., 2009;
Ukpabi, 2006). O inconveniente de alguns destes métodos € que removem as proteinas
por desnaturacdo e coagulacao.

No passo seguinte procedesse a hidratacdo da levedura selecionada para a

producdo de hidromel e, posteriormente, inoculasse no mosto mel e incuba-se a uma
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temperatura apropriada (Pereira et al., 2013). Ndo ha consenso entre os investigadores
relativamente a temperatura a que deve ser conduzida a fermentacdo do mosto mel. De
acordo com McConnell e Schramm (1995) deve ser levada a cabo a temperatura
ambiente, Navrétil et al. (2001) realizou ensaios utilizando temperaturas de 25, 30, 35 e
40°C, Ukpabi (2006) recomenda temperaturas de 25 e 26°C, Pereira et al. (2009)
utilizou uma temperatura de 27°C e Mendes-Ferreira et al. (2010) de 22°C. Apos a
execucdo dos passos anteriormente referidos, a monitorizagdo e desempenho
fermentativo é realizado diariamente retirando uma pequena quantidade de amostra que
é posteriormente analisada (Mendes-Ferreira et al., 2010; Pereira et al., 2014). No final
da fermentacéo € realizada uma filtracdo/centrifugacao para obtencdo do hidromel final

sem impurezas (Ramalhosa et al., 2011).

1.2.2 Problemas associados ao processo de producéo de hidromel

Existem varios problemas associados ao processo de producdo de hidromel,
nomeadamente, “amuos” e atrasos na fermentacdo, aumento da acidez volatil,
contaminacgdo por bactérias e refermentacdo por leveduras. Todos estes fatores poderao
contribuir para a falta de uniformidade do produto final (Sroka e Tuszynski, 2007;
Pereira et al., 2009).

Estes problemas estdo normalmente associados com a incapacidade das estirpes de
leveduras para se adaptarem as condi¢fes de crescimento desfavoraveis, como por
exemplo limitacdo em nutrientes, stresse osmotico, excesso de etanol e tensdes por
choque térmico (Attfield, 1997; Bauer e Pretorius, 2000; Bisson, 1999).

Foram ja realizados alguns estudos de forma a ultrapassar esta situacdo e melhorar a
qualidade do produto final. Sroka e Tuszynski (2007), estudou a influéncia do contetdo
em é&cidos organicos na fermentacdo do mosto mel. Verificaram que o mel continha
quantidades relativamente elevadas de acidos gordos de cadeia média, na sua maioria
acidos decandico (42 mg/L), dodecandico (31 mg/L) e octandico (26 mg/L), que se
acredita inibem a fermentacdo. Observaram também a formacgdo de &cido acético e
sucinico durante os primeiros dias de fermentacdo e a diminuicdo do teor de acidos
gordos em 70 a 80%.

Também, os baixos teores de substancias azotadas e de minerais presentes no mel,

indispensaveis para a multiplicacdo das leveduras e o pH acido do mosto afetam
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negativamente o desenvolvimento do processo. Segundo Mendes-Ferreira et al. (2010)
0 acido tartarico ajuda a prevenir 0 “amuo” da fermenta¢do, mantendo o pH dentro dos
valores permissivos ao crescimento das leveduras.

De todos os nutrientes assimilados pelas leveduras durante a fermentacdo, os
compostos azotados sdo quantitativamente 0os mais importantes, depois dos compostos
de carbono, pois sdo essenciais para 0 crescimento e metabolismo das leveduras
(Casellas, 2005). Quantidades de azoto assimilavel inadequadas no meio de fermentagéo
podem levar a um crescimento deficiente, a fermentacGes prolongadas, a taxas de
crescimento reduzidas e, consequentemente a uma diminui¢do da produtividade (Ivorra
et al., 1999). Convém no entanto salientar, que o teor de azoto influencia a qualidade
sensorial do hidromel, pois a composicdo em aminoacidos afeta o metabolismo da
levedura conduzindo a producdo de compostos aromaticos volateis (Roldan et al.,
2011).

Outro fator que também influencia a producéo de hidromel é o tipo de mel. Num
estudo conduzido por Pereira et al., (2009), sobre a capacidade da levedura S. cerevisiae
produzir hidromel a partir de mel da regido de Tras-os-Montes, verificou que o tipo de
mel e os suplementos usados afetaram a duracdo da fermentacdo e a qualidade do
produto final. Estes investigadores obtiveram melhores resultados para o mel escuro do
que para 0 mel claro, sendo isto explicado pelo facto do mel escuro ser mais rico em
minerais.

A duracdo da fermentacdo ainda é um grande problema na producdo de hidromel,
sendo alvo de alguns estudos de modo a reduzir esse tempo, sem alterar a qualidade do
produto. Pereira et al., (2009), utilizando méis claros e escuros enriquecidos com dois
suplementos diferentes, obtiveram fermentagfes completas ao fim de oito dias.
Enquanto que, nos trabalhos conduzidos por Mendes-Ferreira et al., (2010), a
fermentacdo terminou ao fim de 11 dias em mostos adicionados de tartarato de potassio,
acido mélico e fosfato de diamonio.

Pereira et al., (2014), quando utilizou na producdo de hidromel células de S.
cerevisiae imobilizadas em camada simples de alginato de calcio e em camada dupla de
quitosano-alginato, ndo obteve grandes vantagens comparativamente com as células
livres. O principal problema encontrado neste estudo foi a libertacdo das células para o

mosto.
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1.3 Vinagre de mel

Segundo o descrito no Decreto-Lei n° 174/2007 de 8 de Maio, entende-se por
vinagre “o produto obtido exclusivamente pelo processo bioldgico da dupla
fermentacdo, alcoodlica e acética, de produtos de origem agricola”. De acordo com o
mesmo Decreto-lei, 0s vinagres podem classificar-se quanto a sua origem em vinagre de
vinho, vinagre de bagas, vinagre de sidra, vinagre de alcool, vinagre de cereais, vinagre
de malte, vinagre de malte destilado, vinagres aromatizados e vinagres com especiarias.

A palavra vinagre deriva do latim Vinum acre, equivalente em portugués a vinho
azedo.

As primeiras referéncias ao vinagre datam de ha cerca de 10 000 anos. Este produto
é um condimento muito utilizado devido as propriedades benéficas para o organismo
humano e a sua importancia na alimentacdo. Foi muito utilizado como bebida
refrescante, diluido na agua e também como medicamento. Foi recomendado para tratar
de disfuncdes respiratorias, feridas e Ulceras, devido as suas propriedades desinfetantes
e anti-inflamatorias. Na cozinha, a utilizacdo do vinagre foi generalizada e constante ao
longo dos tempos (Suarez-Lepe e Ifigo-Leal, 2004).

O vinagre ¢ uma solucdo diluida de &cido acético, obtida através de dois
processos bioquimicos sucessivos, a fermentacdo alcodlica, que converte aclcares em
etanol, e a oxidacdo fermentativa, que converte o etanol em acido acético (Bortolini et
al., 2001; Tesfaye et al., 2002). No caso de vinagre de mel comegamos com a produgéo
de hidromel, fermentacdo alcodlica, passando depois para a producdo de vinagre,
fermentacdo acética.

A producdo de vinagre permite a utilizacdo de matérias-primas improprias para o
consumo dos estabelecimentos industriais de frutas (Maldonado et al., 1975) e de
exploragdes agricolas (Evangelista, 2001), constituindo-se como uma forma de
aproveitamento de excedentes das colheitas (Oliveira et al., 1987; Bortolini et al.,
2001).

Os vinagres de frutas sdo considerados superiores em termos de propriedades
sensoriais e nutritivas, quando comparados a outros tipos de vinagres, pois apresentam
elevados teores de vitaminas, acidos organicos, proteinas e aminoacidos provenientes

dos frutos (Aquarone et al., 2001; Zancanaro, 2001).
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A qualidade do vinagre pode ser influenciada pela matéria-prima utilizada na sua
elaboracdo, pelo sistema de acetificacdo, e ainda pela presenca ou ndo de processos de

envelhecimento em barris de madeira (Tesfaye et al., 2002).

1.3.1 Processos de producéo de vinagre

O vinagre pode ser produzido por dois métodos. O primeiro consiste na
fermentacdo ou acetificacdo a superficie do meio de cultura. Neste processo as bactérias
acéticas encontram-se na interface liquido/gés fixas através de suportes de materiais,
como por exemplo, aparas de madeira. JA 0 segundo é um processo submerso. As
bactérias acéticas encontram-se submersas no interior do liquido, no qual se introduz ar,
simples ou enriquecido com oxigénio, em condicdes que permitam a maxima
transferéncia desde a fase gasosa até a fase liquida. O segundo processo € o mais
utilizado atualmente, por se produzir o vinagre de uma forma rapida (Suares-Lepe e
Inigo-Leal, 2004).

Enquanto na fermentacdo alcodlica é desejavel a utilizacdo de culturas puras de
S. cerevisiae para se obter um produto final agradavel, na fermentacéo acética o uso de
culturas puras resulta num produto inferior ao obtido com culturas mistas de
Acetobacter, pois estas bactérias atuam provavelmente em simbiose (Adams, 1997).

As bactérias acéticas diferem da maioria das outras bactérias aerdbias pelo facto
de ndo oxidarem completamente as suas fontes de energia a CO2 e H20, produzindo
pequenas quantidades de outros produtos, como aldeidos, cetonas, ésteres e outros
acidos organicos. A temperatura 6tima de crescimento das bactérias acéticas varia entre
25 e 30 °C, tendo um desenvolvimento adequado para valores de pH que oscilam entre
5,4 e 6,3 (acido-tolerantes).

Durante a sua multiplicagdo o consumo de oxigénio € elevado, sendo o principal
problema na producdo de vinagre a necessidade de controlar rigorosamente o
arejamento.

O processo metabolico da fermentacdo acética (Fig. 1) baseia-se na conversdo
do etanol, pela acdo da enzima é&lcool desidrogenase, que transfere os atomos de
hidrogénio do etanol para o oxigenio, em acetaldeido, que pela adicdo de agua forma
hidrato de acetaldeido. A partir do Gltimo produto, forma-se o &cido acético pela a¢éo da

acetaldeido-desidrogenase sendo a nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato (NADP)
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0 aceitador de hidrogénio. Para cada mole de acido acético produzido, é consumida uma
mole de oxigénio. Por este motivo, a sintese microbiana de acido acético requer um

arejamento e oxigenagéo intensiva.

1120 HsO ‘\\_::73 HADF" MWADP+H"
CHCHOH 7, CHCHO —2WCHCHOH) —— 4 CH.COOH
Eanol Alcool Acetaidsioo Hidato de Aldsido Arido aceScn
desidgenass acetaideldo desidmgerass

Figura 1: Representacdo esquematica da oxidacéo do etanol a acido acético.

Os principais processos industriais utilizados para a producéo de vinagres sdo o

Processo de Orleans, o Processo Alemao e o Processo Submerso.

1.3.1.1 Processo de Orleans

O processo de Orleans (lento, superficial ou estacionario) € o método mais
antigo de producéo de vinagre.

O vinagre é elaborado em barris de carvalho, de aproximadamente 200 litros de
capacidade, colocados deitados e sobrepostos, providos de duas aberturas nas
extremidades cobertas com tecido e um tubo em forma de J até ao fundo. As aberturas
laterais permitem a entrada de ar necessario para a oxidacdo acética, mas impede a
entrada de insetos e outros corpos estranhos (Figura 2). O tubo em forma de J permite a
adicdo de vinho sem haver rutura da pelicula sobre o liquido ou movimentacdo de
particulas ja decantadas.

No barril coloca-se vinho até ocupar trés quartos de sua capacidade. Na
superficie, em contato simultaneamente com o ar e com o vinho, forma-se uma pelicula
gelatinosa de Acetobacter, que é a chamada de mae do vinagre. Um suporte
quadriculado de madeira impede essa pelicula de afundar no liquido. A acetificacdo
ocorre na superficie, com arejamento natural.

O processo é lento, exige espaco e tem uma produtividade muito baixa. No
entanto, proporciona vinagres de boa qualidade, praticamente limpos, o que dispensa a

sua filtracdo ou clarificacdo (Cerezo et al., 2008).
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Figura 2: Processo de Orleans para a producéo de vinagre
(Fonte: adaptado de Aquarone et al., 2001).

1.3.1.2 Processo Alemao

Os processos réapidos, como é o caso do Processo Alemdo, sdo bastante
utilizados atualmente. Foram idealizados por Boerhave no comeco do século XVIII, ao
descobrir que a transformacdo do vinho em vinagre era bastante rapida quando deixava
passar 0 vinho, através de um recipiente cheio de bagaco. Atualmente, sdo utilizados
recipientes geradores, empacotados com material de enchimento dos mais diversos tipos
de materiais, como a madeira. As bactérias acéticas colonizam a superficie do material e
oxidam o etanol a acido acético (Llaguno e Polo, 1991).

O vinho circula repetidas vezes no gerador enquanto se injeta ar no sentido
contrario (Figura 3). O calor ndo se espalha tdo facilmente como no método tradicional,
e € necessario, entdo, um método de arrefecimento, estabelecendo um gradiente de
temperatura que impulsiona a circulacdo do ar. O vinho passa pela madeira, onde as
bactérias acéticas ficam fixadas, transformando o etanol em &cido acético. Uma vez
ocorrido o processo total, descarrega-se metade da tina do depoésito, voltando a
introduzir a mesma carga de vinho base (Aquarone et al., 2001).

Neste processo obtém-se um vinagre de boa qualidade, mas com baixo

rendimento.
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Figura 3: Gerador para a producédo de vinagre utilizado no processo Alemao
(Fonte: adaptado de Aquarone et al., 2001).

1.3.1.3 Processo Submerso

No Processo Submerso, as bactérias acéticas encontram-se submersas no vinho,
onde se multiplicam, convertendo o etanol em &cido acético (Figura 4). No entanto, para
ocorrer essa reagdo, as bactérias acéticas necessitam da introducéo continua e adequada
de oxigenio, uma vez que pequenas interrup¢cdes no seu fornecimento, principalmente
nas fases finais da fermentacdo pode afetar o rendimento do processo (Llaguno & Polo,
1991).

Este processo é muito eficiente e rapido, pois existe um grande contato entra as
bactérias acéticas, o oxigénio e o etanol presente no vinho. As perdas por evaporacao
sdo minimas, pois o0 oxigénio sé € administrado quando se verifica o decréscimo da
presséo interna, devido ao seu consumo (Sachs, 2001).

Devido ao revolvimento acentuado e persistente, provocado pela introducdo de
ar sob pressdo durante a acetificacdo, o produto final apresenta-se turvo e a qualidade é

inferior ao obtido pelo processo lento (Sachs, 2001).
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Figura 4: Corte transversal de um acetificador para elaboracao de vinagre pelo método com
fermentacdo acética submersa; a- turbina de ar; b- compensador de ar; c- dispositivo para coletar
liquido de condensacdo; d-e- dispositivo para controlar a formagéo de espuma; f- dispositivo
para medir o alcool; g- serpentina para refrigeracdo; h- dispositivo para refrigeragdo; i-
termdmetro; j- bomba para entrada do vinho; k- bomba para retirada do vinagre (Fonte: Mecca
etal., 1979).
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2 Material e Métodos

Para otimizar a producéo de vinagre de mel foram utilizados dois tipos de mel,
mel claro (eucalipto) e mel escuro (urze), de segunda categoria, ou seja, mel obtido
durante o seu processamento e considerado desperdicio. Para a producéo de hidromel,
produto base para a produgéo de vinagre de mel, foram ainda utilizadas duas leveduras
comerciais S. cerevisiae ICV D47 e a S. cerevisiae QA23, a fim de avaliar a que
apresentava melhor desempenho fermentativo. As fermentacdes alcoodlicas foram
monitorizadas diariamente através da determinacdo da biomassa celular, viabilidade
celular e acucares redutores. Na producdo de vinagre de mel foram utilizadas culturas
puras de bactérias acéticas isoladas de vinhos tintos que, posteriormente, foram
adicionadas aos diferentes tipos de hidromel a produzir. As fermentacdes acéticas foram
monitorizadas diariamente através da quantificacdo do consumo de etanol e da producao

de 4cido acético.

2.1 Producdo de hidromel

Para avaliar qual o tipo de mel e qual a levedura que apresenta melhor
desempenho na producdo de hidromel foram efetuados 4 ensaios cada um deles em
triplicado (repeti¢cdes independentes).

Para calcular a quantidade de mel a adicionar para preparar 0 mosto mel determinou-se
0 seu teor em agucares redutores.

Para caracterizar o mosto-mel foram determinados 0s seguintes parametros: °Brix, pH,
azoto assimilavel, acidez total e acUcares redutores. No produto final determinou-se o
teor alcoodlico, pH, acidez total, acidez volatil, sulfuroso total, azoto assimilavel e

agucares redutores.

2.1.1 Andlise polinica

A origem botéanica das amostras de mel foi determinada pelo método proposto
por Louveaux et al., (1978), que se baseia na analise do espetro polinico.
A andlise foi efetuada pelo método da preparacdo de laminas sem acetdlise. Para

tal, pesaram-se 10 g de mel e dissolveram-se em 10 mL de H2SOs 5% (&gua
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acidificada), colocando-a em banho-maria a 40°C para se dissolver completamente. Em
seguida, distribuiu-se por 2 tubos de centrifuga, aproximadamente, 10 mL da solucéo
anterior e acrescentou-se 5 mL de 4gua, levando-os a centrifugar durante 10 minutos a
2600 rpm. Apos a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado
com 10mL de agua destilada e agitado cuidadosamente para remover completamente os
acucares do mel e dispersar novamente o sedimento. Verteu-se a solucdo para novos
tubos, centrifugou-se e desprezou-se o sobrenadante. A preparacdo das laminas foi
efetuada com uma gota do sedimento e uma gota de glicerogelatina, fixada a chama e
solidificada antes da observacao. O exame das laminas, contendo os gréos de polen, foi
realizada num microscépio 6tico, a fim de fazer a identificacéo e quantificacdo de todos
os tipos de pdlen. Como referéncia, foi utilizada uma colecdo de polens da Escola
Superior Agréria de Braganga.

2.1.2 Determinacdo do teor em agUcares redutores

O teor em acucares redutores dos méis foi determinado pelo método descrito por
Bogdanov et al., (1997).

O método consiste na reducdo da solucdo de Fehling modificada (Soxhelt),
titulando-a em ebulicdo com uma solucdo de acucares redutores contidos no mel,
utilizando o azul-de-metileno como indicador. Pesou-me 2 g de mel, misturou-se com
50 mL de agua destilada, transferiu-se para um baldo de 250 mL e aferiu-se com agua
destilada. Retirou-se 50 mL desta solucao e colocou-se num baldo de 100 mL e voltou a
aferir-se com agua destilada.

Foi efetuada uma titulacdo preliminar a fim de determinar o volume necessario
de 4gua a adicionar a amostra para assegurar que a reducédo era efetuada a um volume
constante. Num copo de 250 mL misturou-se 5 mL da solucdo A e da solugédo B de
Fehling, adicionou-se 7 mL de &gua destilada, 14 mL da solucdo de mel contida na
bureta, levou-se a ebulicdo e manteve-se durante 2 minutos. Apds esse tempo
adicionou-se 1 mL de azul-de-metileno e utilizou-se a nossa amostra como agente
titulante, até ao aparecimento de um precipitado vermelho (analise efetuada em
triplicado).

A titulagdo da amostra foi efetuada do mesmo modo que o referido

anteriormente, exceto a quantidade de agua destilada que se adicionou, que foi calculada
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a partir de titulacao anterior (25-X =Y mL, sendo X a quantidade de solucdo de mel
utilizada na titulacdo e Y a quantidade de agua a adicionar), e 12,5 mL da solucéo
diluida de mel contida na bureta (anélise efetuada em triplicado).
Para calcular o teor em agucares redutores, utilizou-se a seguinte expressao:
C = 2/P x 1000/V
em que P corresponde ao peso, em g, da amostra de mel e o V ao volume, em mL, da

solucéo de mel utilizada na titulag&o.

2.1.3 Preparacao do mosto-mel

Para obter uma bebida alcodlica com uma percentagem de aproximadamente
12% de etanol, pesou-se uma quantidade adequada de mel que foi dissolvido em agua
comercial engarrafada. A mistura mel-agua foi suplementada com nutrientes comerciais
(Enovit) (40g/hL) e ap6s homogeneizacdo da mistura acertou-se o pH a 3,7, com acido
tartarico (Sigma-Adrich). De seguida o mosto-mel foi pasteurizado a 65°C durante 15
minutos.
Para caracterizar o mosto-mel antes da fermentacdo determinaram-se alguns parametros

enoldgicos: °Brix, pH, azoto assimilavel, acidez total e aglcares redutores.

2.1.4 Hidratacdo da levedura

As leveduras enologicas comerciais selecionadas para a producdo de hidromel
foram S. cerevisiae Lalvin ICV D47 (Lallemand, Montreal, Canada) e a S. cerevisiae
QAZ23 (Lallemand, Montreal, Canada).

De acordo com as instrucdes das fichas técnicas, as leveduras secas ativas
(30g/hL) foram hidratadas numa proporcdo de 1 Kg de levedura para 10 L de mosto-
mel. A suspensdo foi colocada em banho-maria a 37°C durante 30 minutos, sendo

agitada periodicamente.

2.1.5 Condic@es e monitorizacdo da fermentacdo alcodlica

Distribuiram-se 300 mL de mosto-mel em Erlenmeyers de 500 mL, previamente
esterilizados, e inoculou-se com a levedura. As fermentacGes decorreram a 25°C, numa

incubadora com agitacdo de 100 rpm (SIF 6000R Incubater Shaker). As fermentacfes
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foram monitorizadas diariamente através da quantificacdo da biomassa celular,
viabilidade celular e agUcares redutores.

A biomassa celular foi avaliada através da medi¢do da densidade 6tica a 640 nm
num espectrofotometro UV-Visivel (UV-3100PC Spectrophotometer). Quando
necessario procedeu-se a diluicdo das amostras com mosto-mel, que foi utilizado como
branco.

As taxas especificas de crescimento () foram calculadas a partir do declive da
relacdo linear entre os valores da densidade Gtica e o tempo de fermentacdo, de acordo
com a seguinte equag&o:

INNt=InNo+pt
em que M corresponde a taxa especifica de crescimento, expressa em unidades do
inverso do tempo (h?), e Nt e Np as densidades populacionais, expressa pela densidade
Otica a 640 nm, ao fim do tempo t e to, respetivamente.

A viabilidade celular foi avaliada através da quantificacdo das unidades
formadoras de coldnias (UFC"s) em meio solido Yeast Peptone Dextrose (YPD — 20 g/L
de glucose, 10 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de agar). Quando
necessario efetuaram-se dilui¢Ges e as placas foram incubadas a 25°C durante 3-5 dias.

Os acucares redutores foram quantificados pelo método DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) de acordo com o procedimento proposto por Miller (1959), usando a
glucose como padrdo. Colocaram-se 500 puL da amostra centrifugada num tubo de
ensaio e adicionaram-se 500 pL de reagente de DNS. Os tubos foram colocados durante
5 minutos num banho-maria a 100°C, e apds esse tempo arrefeceram-se a temperatura
ambiente. De seguida foram adicionados 5 mL de &gua destilada, agitou-se e leu-se a
absorvancia num espectrofotometro UV-Visivel a 540 nm. Preparou-se um ensaio com
agua destilada para efetuar o branco do espectrofotémetro. Quando necessario
efetuaram-se diluices da amostra com &gua destilada. Os resultados dos acUcares
redutores foram expressos em g/L.

No final da fermentagdo alcodlica, o hidromel foi clarificado por centrifugacdo
(Centrifuge 5410 R eppendorf) para avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas

analisando diversos parametros enoldgicos.
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2.1.6 Caracterizagao fisico-quimica do mosto-mel e hidromel

No inicio e fim das fermentacGes alcoolicas foram realizadas analises fisico-
quimicas. Para avaliar as caracteristicas do mosto-mel foram determinados o °Brix, pH,
azoto assimil&vel, acidez total e agUcares redutores, enquanto que, para a qualidade do
hidromel produzido foram determinados o teor alcoolico, pH, acidez total, acidez
volatil, sulfuroso total, azoto assimilavel e agucares redutores. Determinou-se ainda o

rendimento em etanol de cada fermentacéo.

2.1.6.1 °Brix

O ©°Brix foi determinado por refratometria no mosto-mel utilizando um
refratometro portatil (Handheld Refractomer, 0-50% Brix, ATC) (Organizacdo
Internacional da Vinha e do Vinho, OIV, 2006).

2.1.6.2 pH

O pH do mosto-mel e hidromel foi determinado por leitura direta utilizando um
medidor de pH Meter Basic 20, (OIV, 1990). Antes de se efetuar a leitura do pH

calibrou-se o aparelho numa solugéo tamp&o com pH 7.

2.1.6.3 Azoto assimilavel

O azoto assimilavel foi determinado na solugdo mosto-mel e no hidromel, pelo
método do formaldeido de acordo com a metodologia descrita por Aerny (1996).

Num copo de 50 mL colocaram-se 10 mL de amostra clarificada e 15 mL de
agua destilada e acertou-se o pH a 8,1 com NaOH 0,1N usando um medidor de pH
(Meter Basic 20). Adicionou-se 2,5 mL de formaldeido a pH 8,1, esperou-se 5 minutos
e titulou-se com NaOH 0,05 N até atingir um valor de pH 8,1 (Pereira et al., 2013).

Os resultados foram calculados pela seguinte expressao:

Azoto assimilavel (mg/L) = volume de NaOH gasto (L) x 70
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2.1.6.4 Acidez total

A acidez total do mosto-mel e do hidromel foram determinadas com base no
método proposto pela OIV (1990) (Figurab).

O método consiste numa titulagdo potenciométrica com NaOH 0,1N na presenga
de azul de bromotimol como indicador de pH. Assim, num almofariz de porcelana, com
uma barra magnética, adicionou-se 30 mL de agua destilada, 10 mL de amostra e 1 mL
de azul de bromotimol, e titulou-se com NaOH 0,1N até se verificar a mudanga de cor,
de um laranja para um verde fugindo para o azul (Pereira et al., 2013).

Os resultados da acidez total, expressos em g¢/L de &cido tartarico, foram
determinados pela seguinte expressao:

Acidez total cido tartarico (9/L) = volume de NaOH gasto (mL) % 0,75

Figura 5: Determinacéo da acidez total.

2.1.6.5 Acucares redutores

A determinacdo dos agUcares redutores foi realizada conforme o descrito no

ponto 2.1.5.

2.1.6.6 Teor alcodlico

O titulo alcoométrico volimico do hidromel foi determinado por ebuliometria,
método usual da OV (1990).
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Inicialmente verificou-se a temperatura de ebulicdo da &gua e marcou-se no
disco do aparelho a temperatura registada. De seguida, colocou-se o hidromel no
ebuliometro (Figura 6) para determinar a sua temperatura de ebulicdo e verificou-se no
disco o teor alcoolico correspondente a temperatura lida (Pereira et al., 2013). Os

resultados expressaram-se em % volume.

Figura 6: Ebuliémetro.

2.1.6.7 Acidez volatil

A acidez volatil do hidromel foi determinada pelo método descrito pela OIV
(1990) e consiste numa titulacdo doa &cidos volateis que foram obtidos por destilacdo
utilizando o aparelho Cazenave-Ferré (Figura?).

Colocou-se 300 mL de &gua destilada nos matrazes do equipamento. Adicionou-
se 10 mL de hidromel no borbulhador do aparelho, colocou-se o borbulhador dentro dos
matrazes e recolheu-se 100 mL do destilado. Ao destilado adicionaram-se 3 gotas de
fenolftaleina e titulou-se com NaOH 0,1N até ocorrer mudanca de cor, de transparente
para cor-de-rosa (Pereira et al., 2013).

Os resultados da acidez volatil foram obtidos através da formula:

Acidez volatil acido acetico (9/L) = volume de NaOH gasto (mL) x 0,6
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Figura 7: Aparelho Cazenave-Ferré.

2.1.6.8 Sulfuroso total

A determinacdo do sulfuroso total do hidromel foi efetuada de acordo com a
metodologia de Ripper descrita pela OIV (1990) como método rapido. A determinacao
baseia-se na titulacdo iodométrica direta em meio &cido (Curvelo — Garcia, 1998). Num
almofariz de porcelana colocou-se 25 mL de hidromel e 10 mL de NaOH 1N, agitou-se
e deixou-se repousar durante 5 minutos. De seguida adicionou-se 2,5 mL de solucdo de
cozimento de amido 1% e 5 mL de H2SO4 1/3. Titulou-se com solugdo de iodo 0,02N
até ocorrer a mudanga de cor, de laranja claro para roxo escuro (Pereira et al., 2013).

Os resultados do sulfuroso total foram obtidos através da férmula:

SO total (mg/L) = volume de solugéo iodo gasto (mL) x 25,6

2.1.7 Quantificacao de glucose, frutose, etanol, glicerol e acido acético por HPLC

A glucose, frutose, etanol, glicerol e 4cido acético foram analisados utilizando
um sistema HPLC Varian, equipado com um injetor Rheodyne de 20 uL, uma coluna da
Supelco Gel C-610H (300 x 17,8 mm) a 35°C e um detetor de indice refrativo RI-4 da
Varian. A eluicdo foi alcancada com uma fase mével que consistia em acido fosforico
0,1% (v/v) com um caudal de 0,5 mL/min. Os dados foram gravados e integrados pelo
sistema informatico Star Chromatography Workstation da Varian.

A glucose, frutose, etanol, glicerol e acido acético foram quantificados com base
na area dos seus picos e comparacdo com as curvas de calibracdo obtidas com 0s

padrdes correspondentes (Pereira et al., 2014).
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2.1.8 Rendimento da fermentacao

Na producéo de hidromel, calculou-se o rendimento da fermentacédo em etanol,

de acordo com a seguinte equagéo:

Yetanol (%) = Etanol produzido (g/L) / Agucares (g/L)

2.2 Produgéo de Vinagre de Mel

Para avaliar qual dos 4 diferentes tipos de hidromel produzidos era mais rentavel
para a producdo de vinagre de mel, foram realizados 4 ensaios em triplicado.
As fermentacGes acéticas foram monitorizadas através da quantificacdo do etanol e do
acido acético. No final de cada fermentacdo foram avaliados alguns parametros, como o

pH e os teores de etanol e &cido acético.

2.2.1 Isolamento e crescimento das bactérias acéticas

O isolamento das bactérias acéticas foi realizado a partir de vinhos tintos ja
existentes no laboratorio. Utilizou-se 3 meios de cultura seletivos para bactérias
acéticas, designadamente, o meio de Frateur (Frateur — 10 g/L de extrato de levedura, 20
g/L de agar, 20 g/L de carbonato de célcio e 20 mL/L de etanol), meio Glucose Yeast
CaCOs (GYC — 3g/L de glucose, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 15 g/L
de agar e 7,5 g/L de carbonato de célcio) (Figura 8A) e meio de diferenciacdo de Carr
(Carr — 30 g/L de extrato de levedura, 50 mg/L de cicloheximida, 1 mL/L de verde
bromocresol a 2,2%, 20 g/L de agar e 20 mL/L de etanol) (Figura 8B).

Apbs identificacdo das bactérias ao microscépio, estas foram congeladas em glicerol a
30% (v/v) para posterior utilizacdo na producéo de vinagre.

Para iniciar a producdo de vinagre, as bactérias acéticas foram colocadas a
crescer em meio liquido, antes de se proceder a sua inoculagdo no hidromel. O meio
utilizado neste processo foi o meio GYC, pois foi 0 meio onde se obtiveram melhores
resultados no isolamento das bactérias acéticas. Em quatro Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL de meio de cultura, foram colocadas quatro colénias diferentes das
bactérias, obtidas anteriormente, e colocou-se numa incubadora, a 37° C com uma

agitacdo de 150 rpm, até se verificar o crescimento das bactérias.
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Figura 8: Crescimento de bactérias acéticas em meio sdlido. A- meio Glucose Yeast CaCOs. B-
meio de Carr.

2.2.2 Monitorizacdo da fermentacao acética

Para a obtencdo de vinagre, colocou-se 100 mL de hidromel em erlenmeyers de
250 mL e foi-se adicionando aos poucos indculo de bactérias acéticas, até se obter uma
densidade otica de 0,2. A densidade Otica foi medida a 540 nm num espectrofotometro
UV-Visivel (UV-3100PC Spectrophotometer), tendo sido utilizado como branco o
hidromel.

Os Erlenmeyers foram colocados numa incubadora a temperatura ambiente com
uma agitacdo de 150 rpm. A fermentacdo foi monitorizada diariamente através da
quantificacdo do acido acético e do etanol por HPLC.

A metodologia utilizada nos ensaios por HPLC foi a descrita no ponto 2.1.7.

No final da fermentacédo acética, o vinagre foi clarificado por centrifugacdo para

avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas através de diversos parametros.

2.2.3 Caracterizacdo fisico-quimica do vinagre

Para determinar as caracteristicas do vinagre de mel, no final da fermentacéo,

foram avaliados o pH, acido acético e etanol.

2.2.3.1 pH

A determinagéo do pH foi realizada conforme descrito no ponto 2.1.6.2.
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2.2.3.2 Quantificacao do &cido acético e etanol final por HPLC

A quantificacdo do acido acético e etanol final foi realizada de acordo com o

descrito no ponto 2.1.7.

2.3 Determinacéo de compostos fendlicos totais

Na determinacdo de compostos fenolicos totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu de acordo com o descrito por Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos,
(1999). Foram determinados os fenois totais no mel, hidromel e vinagre de mel, a fim

de se observar a sua varia¢do ao longo das duas fermentacdes.

2.3.1 Preparagéo da solucédo de mel, hidromel e vinagre de mel

A solucdo de mel foi obtida pesando cerca de 2 g de mel que foram dissolvidas
num baldo de 20 mL. J& as solugbes de hidromel e vinagre de mel foram obtidas
pipetando 2 mL de hidromel ou vinagre de mel que foram dissolvidos em balGes de 20

mL. Todas as solu¢cbes foram dissolvidas em agua desionizada.

2.3.2 Andlise de compostos fendlicos totais

Na analise dos compostos fendlicos totais das 3 amostras (analise efetuada em
triplicado) misturou-se 0,5 mL das solucOes preparadas anteriormente, 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteu a 10% e 2 mL de carbonato de sddio a 0,75%.

A solucdo resultante ficou a repousar durante 2 horas a temperatura ambiente, e

foi medida a sua absorvancia a 760 nm (Figura 9).

Figura 9: Determinacéo dos compostos fendlicos totais. A- Inicio. B- Ao fim de 2 horas.
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Para a determinacdo da curva de calibracdo (Figura 10) para analise dos fendis
totais, o composto padréo utilizado foi o &cido galico. A solucdo-mée foi preparada por
pesagem de 0,1 g de &cido galico que foi dissolvido em 100 mL de &gua desionizada.

As concentracOes usadas foram obtidas transferindo volumes de 0,5, 0,6, 0,75, 1,
2, 3 e 4 mL da solugdo-mae para balbes de 25 mL, que foram aferidos com agua
desionizada.

O branco foi preparado com 0,5 mL de &gua desionizada, 2,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu e 2 mL de carbonato de sodio. Decorridas 2 horas, foram efetuadas

leituras a 760 nm.
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Figura 10: Reta de calibracdo para os compostos fendlicos totais.

2.4 Determinacéo de flavonoides totais

Na determinacdo dos flavonoides totais usou-se o método de Woisky & Salatino
(1998). Foram determinados os flavonoides totais no mel, hidromel e vinagre de mel.

A preparagéo das soluces foi realizada conforme o descrito no ponto 2.3.1.

2.4.1 Anélise de flavonoides totais

A analise dos flavonoides totais nas diferentes solugdes foi feita por mistura de
2,5 mL de cada produto com 2,5 mL de cloreto de aluminio a 2%, sendo esta mistura

preparada em triplicado.
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A solucdo obtida ficou em repouso no escuro durante 1 hora, a temperatura

ambiente, de seguida mediu-se a sua absorvancia a 420 nm (Figura 11).

. »

o~

Figura 11: Determinacéo de flavonoides totais. A- Inicio. B- Ao fim de 1 hora.

Na determinacdo da curva de calibracdo para analise dos flavonoides totais
(Figura 12) usou-se como composto padrdo a quercetina. Para a preparacdo da solugéo-
mée pesaram-se 0,1 g de quercetina para um baldo de 100 mL que foi aferido com
etanol.

As concentracOes utilizadas foram obtidas por medi¢do dos volumes 0,1 mL
para um baldo de 100 mL, 0,1 e 0,2 mL para baldes de 50 mL, 0,2, 0,4, 0,5, 0,75e 1 mL
para balGes de 25 mL e 1 mL para um baldo de 20 mL, sendo os baldes volumétricos
aferidos com etanol.

O branco foi preparado com 2,5 mL de etanol e 2,5 mL do reagente cloreto de

aluminio. Ao fim de 1 hora foram efetuadas as leituras a 420 nm.
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Figura 12: Reta de calibragdo para os flavonoides totais.

2.5 Tratamento dos resultados

A andlise estatistica dos dados foi efetuada utilizando o programa SPSS
(Statistical Package for Social Sciences), versao 19.0. O cumprimento do requisito da
ANOVA, nomeadamente a homogeneidade de variancia foi avaliada através do teste de
Levene. Todas as varidveis dependentes foram analisadas através da ANOVA a um
fator e quando se verificaram diferencas significativas, as médias foram comparadas
usando o teste de Tukey, teste de comparagcdes mdultiplas. Todos os testes estatisticos

foram realizados para um nivel de significancia de 5 %.
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CAPITULO 3:

Resultados e Discussao



3 Otimizacao da producao de vinagre de mel

3.1 Analises ao mel

3.1.1 Anélise polinica

A identificacdo e contagem do pdlen, por analise microscopica, permite
identificar a origem floral do mel. Na figura 13 estdo identificados e quantificados os

tipos de pélens presentes nos méis utilizados na producédo de hidromel.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Percentagem (%)

i.

& & & & s & & & & & & g
w w w = W =] W =] W = w [ =

= = = =1 = =
g 2 § 3 8 F 8 & 8 8§ 8 & 9o
2 £ ¥ 3 =2 S g2 §E g s 3 4@
a O B ? = g TR 4_2 &

3 = 5 8] S

e |
Mel de Eucalipto Mel de Urze
Amostras

Figura 13: Caracterizacdo das amostras de mel em estudo

Segundo Maia et al. (2005), para o mel ser considerado monofloral tem de
possuir mais de 45% de um determinado tipo de p6len. No entanto, dependendo do tipo
de mel existem algumas excecdes, como € o caso do mel de castanheiro que necessita de
possuir pelo menos 90% de pdlen de Castanea sp. (Anklam, 1998) e o mel de lavandula
que sb necessita de apresentar 15% de polen da espécie Lavandula sp. (Russo-Almeida
e Paiva, 1996; Maia et al., 2003). Analisando a figura 13, verifica-se que 0s méis em
estudos sdao monoflorais, apresentando como pdlen dominante o de Eucaliptus sp.
(89,95%) e Erica sp. (46,75%) para o mel de eucalipto e para o mel de urze,

respetivamente.
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3.1.2 AgUcares redutores

Os monossacarideos, glucose e frutose, sdo 0s principais agucares redutores
presentes no mel (Kuguk, 2007). Os resultados obtidos para os agucares redutores

encontram-se sumariados na tabela 1.

Tabela 1: Analise dos agucares redutores do mel

Amostra Acucares
Redutores (%)
Mel de Urze 66,67 £ 0,44
Mel de
Eucalipto 68,97+0,48

De acordo com o referido no Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de Setembro, os
nossos resultados para os acglUcares redutores dos meéis encontram-se dentro do
estipulado (minimo 60 g/100 g de mel). De acordo com a tabela 1, 0 mel de eucalipto

(mel claro) contém mais glucose e frutose que o mel de urze (mel claro).

3.2 Producéo de hidromel utilizando mel de urze e de eucalipto e as leveduras LSA
ICV D47 e QA23

Nesta parte do trabalho avaliou-se o desempenho de duas estirpes de S.
cerevisiae nos dois tipos de méis, para a producdo de hidromel, a fim de determinar qual

seria a mais adequada para a producéo de hidromel.

3.2.1 Performance das diferentes fermentacGes alcodlicas

Conforme o descrito no material e métodos, o mosto-mel utilizado nas diferentes
fermentacdes foi preparado de modo a obter uma bebida com um teor alcodlico de 12%.
Depois da preparacdo do mosto-mel, antes da pasteurizacao, foram determinadas
as suas caracteristicas fisico-quimicas, como o pH, °Brix, azoto assimilavel, acidez total

e aclcares redutores. Os valores obtidos nessas analises encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2: Andlises fisico-quimicas do mosto-mel de Urze e Eucalipto

Amostra Azoto Acidez Total AcUcares
pH °Brix Assimilavel (g/L &cido Redutores
(mg N/L) tartarico) (g/L)
Mel de Urze 3,70 +£0,01 24,5+ 0,00 189+1 2,13+0,06 357,15+ 0,03
Mel de Eucalipto 3,74 +0,01 24,0 + 0,00 168 + 2 1,96 + 0,06 301,73 £ 0,03

Verifica-se que todos os parédmetros fisico-quimicos, com a excec¢do do pH,
foram superiores no mosto-mel preparado a partir do mel de urze. Os valores obtidos
por Pereira et al., (2014) em hidromel de mel multi floral para o azoto assimilavel e para
a acidez total foram inferiores aos determinados neste trabalho.

Tal como foi referido anteriormente, para monitorizar as diferentes fermentacdes
alcoolicas foram determinados varios parametros ao longo do processo, a referir: taxa
especifica de crescimento, viabilidade celular e acUcares redutores (Fig. 14 e 15 e
Tabela 3).
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Figura 14: Variacdo da viabilidade das células S. cerevisiae em func¢do do tempo.

A- fermentac¢Ges no mosto-mel de urze. B- fermentagdes no mosto-mel de eucalipto.

Da analise da figura 14, verifica-se que a fase exponencial de crescimento de
ambas as leveduras, quando crescidas nos dois tipos de hidromel teve inicio logo apos a
inoculagéo.

A fase estacionaria das estirpes LSA QA23 e ICV D47 iniciou-se 48 horas apds
a inoculacdo nos hidroméis de urze e de eucalipto. A fermentacdo para ambas as
leveduras no hidromel de urze terminou as 120 horas, enquanto no hidromel de
eucalipto a sua duracao foi de 192 horas.

Pereira et al., (2014), verificou que, para as duas leveduras em estudo, crescidas
em mel escuro, a fase estacionéria teve inicio as 48 horas e a fermentacdo terminou por

voltas das 120 horas.
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Tabela 3: Taxa especifica de crescimento e biomassa final do hidromel

Fermentagao uc (h) BI?LrJnFa(S:j?n 1;1 glal
Hidromel Urze LSA
ICV D47 0160680 413107+ 5,16x10%

Hidromel Urze LSA

QA23 0,12+0,70c  4,03x10" + 2,91x10°%

Hidromel Eucalipto

7 6
LSA ICV D47 0,056+0,71b  3,65x10" + 1,35x10°b

Hidromel Eucalipto
LSA QA23

As letras (a, b e ¢) representam que os méis sdo diferentes pelo teste de Tukey, com significancia de

0,07+0,79a  3,23x10" £ 9,75x10%a

p = 0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferencas significativas.

A taxa especifica de crescimento variou entre 0,05 e 0,16 h' na estirpe LSA ICV
D 47 crescida em hidromel de eucalipto e em hidromel de urze, respetivamente. No que
diz respeito a este pardmetro verificaram-se diferencgas significativas entre estirpes,
tanto no hidromel de mel de urze como no hidromel de mel de eucalipto. O tipo de
hidromel também influenciou significativamente o crescimento das leveduras, sendo a
taxa especifica de crescimento, para ambas, muito superior no mel de urze.
Relativamente & biomassa final o valor méximo obteve-se para a estirpe LSA ICV D47
quando crescida no hidromel de urze e o mais reduzido para a estirpe LSA QA23 no

hidromel de eucalipto.
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Figura 15: Variacdo dos agUcares redutores ao longo do tempo.
A- fermentaces no mosto-mel de urze. B- fermentacGes no mosto-mel de eucalipto.

Em relacdo ao consumo de acgucares redutores o comportamento das duas
estirpes de leveduras foi idéntico, tanto no mosto mel de urze como no mosto mel de
eucalipto, verificando-se um consumo progressivo durante as primeiras 100 horas de
fermentacdo. No mosto mel de urze o consumo terminou as 120 horas e no mosto mel
de eucalipto as 192 horas.

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica do produto final

A fim de avaliar a qualidade final dos hidroméis produzidos quantificaram-se 0s
produtos da fermentacdo, nomeadamente o sulfuroso total, azoto assimilavel, acidez
total, teor alcoolico, acidez volatil, pH e aclcares redutores finais. Os resultados obtidos
encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Andlises fisico-quimicas do hidromel

x Sulfuroso Azoto Assimilavel Acidez, Total Teor Alcodlico A,C i_dez MELEErEs
Fermentacao Total (mg/L) (mg N/L) (9/L acido (%) Volatil (g/L pH Redutores
g g tartarico) acido acético) (o/L)

Hidromel Urze

LSA ICV D47 24,75+ 1,48b 35,00 + 0,00b 573+0,17a 12,17+0,12c 0,84+0,06b 3,45+0,04a 22,81+0,32b

Hidromel Urze

LSA QA23 21,33 +1,48c 35,50 £ 0,50b 524+0,23a 12,13+0,15c 0,63+0,08a 3,50+0,0la 22,89+0,29c

Hidromel
Eucalipto LSA 17,07 £ 1,48a 27,17 +0,76a 430+050b 11,13+0,15a 0,96 +0,00b 3,04+0,0lb 25,98+ 0,12a

ICV D47

Hidromel
Eucalipto LSA 17,92 + 0,00a 27,17 £ 1,04a 3656+0,09p 11,67+0,15b 0,58+0,03a 3,056+0,03b 28,22+0,47a

QA23
As letras (a, b e ¢) representam que os méis sdo diferentes pelo teste de Tukey, com significancia de p = 0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferencas significativas.
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O dioxido de enxofre tem como funcédo proteger o vinho da acdo de bactérias e impedir
a acdo de enzimas oxidativas. O SOy, além da protecdo enzimatica, reage fortemente
com o0 oxigénio devido a alta afinidade por este substrato. Ao impedir a reagdo do
oxigénio com os compostos organicos do vinho, inibe os processos de oxidacao,
preservando a sua qualidade e a longevidade (Stefenon, 2008). Convém salientar que, a
auséncia de SO total em fermentacfes vinarias é pouco frequente, uma vez que as
leveduras produzem este composto durante a fermentacdo (Ribéreau-Gayon et al.,
2006).

Da anélise da tabela 4, verifica-se que a concentracdo de SO total foi superior
no mosto mel produzido a partir de mel de urze, variando entre 24,75 e 21,33 mg/L,
para a estirpe LSA ICV D47 e LSA QA23, respetivamente. As fermentagdes levadas a
cabo no mosto mel de eucalipto apresentaram niveis da SO total que oscilaram entre
17,07 e 17,92 mg/L, para a estirpe LSA ICV D47 e LSA QA23, respetivamente.
Relativamente a este parametro nao se verificaram diferencas significativas no hidromel
de eucalipto produzido pelas duas estirpes em estudo, no entanto o teor de SO
encontrado neste hidromel foi significativamente diferente do obtido no hidromel de
urze para ambas as estirpes. No hidromel de urze o teor de SO foi também influenciado
pela estirpe, observando-se diferencas significativas entre elas. Esta diferenca de
valores, entre os dois tipos de mel, podera dever-se, ao facto, de a composi¢do do mel
de urze facilitar o crescimento das leveduras e consequentemente a diminuicdo da
acumulacdo de substancias indesejaveis. Convém salientar que em nenhuma das
fermentagbes o teor de SO: ultrapassou os limites estipulados por Ribéreau-Gayon
(2006) (30 mg/L).

Em todas as fermentac6es, no final do processo, ficou azoto por consumir sendo
a quantidade mais elevada no mosto-mel de urze, ou seja, aproximadamente 35 mg
azoto/L nas fermentacbes conduzidas por ambas as leveduras. Para este parametro ndo
se verificaram diferencas significativas entre as leveduras, tanto no hidromel de urze
como no hidromel de eucalipto. No entanto, o azoto assimilavel residual do hidromel de
urze foi significativamente diferente do quantificado no hidromel de eucalipto. Estes
resultados estdo de acordo com as observagOes de Mendes-Ferreira et al., (2010),
também estes autores verificaram a presenca de azoto residual na producdo de hidromel

conduzida por S. cerevisiae. De acordo com o descrito por Pereira et al., (2013) o azoto
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residual provém do aminoacido prolina, substancia ndo utilizada pelas leveduras, e que
representa 50 a 85% do azoto total presente no mel. Por outro lado, 0 método utilizado
(método do formaldeido) apresenta apenas uma taxa de recuperagdo de 23% para a
prolina.

A acidez total € um pardmetro muito importante nas bebidas fermentadas, pois
esta relacionada com a caracterizacdo do produto, identificacdo de fraudes, controlo de
alteracdes indesejaveis por microrganismos (Avila, 2002).

Os valores obtidos para a acidez total variaram entre 3,65 e 5,73 g/L nas
fermentacdes levadas a cabo pela levedura LSA QA23 no mosto mel de eucalipto e pela
levedura LSA ICV D47 no mosto mel de urze. Para ambas as leveduras a acidez total
foi superior no hidromel de urze, ndo se tendo verificado diferencas significativas entre
elas. Também ndo se observaram diferencas significativas na acidez total produzida
pelas duas leveduras nos hidroméis de eucalipto. No entanto, este parametro diferiu
significativamente entre os dois tipos de hidromel. De acordo com o Regulamento (CE)
n® 491/2009, a acidez total dos vinhos tem de ser superior ou igual a 3,5 g/L de &cido
tartarico, sendo assim, os valores obtidos nas diferentes fermentacdes encontram-se
dentro do legislado.

Segundo Navrdétil et al., (2001), o hidromel é uma bebida alcoolica que contém
entre 9-18% de &lcool por volume, o que esta de acordo com o0s resultados obtidos para
as nossas fermentagdes. A quantidade de etanol produzido no mosto mel de urze variou
entre 0s 12,13 e 12,17% para as leveduras LSA QA23 e LSA ICV D47, respetivamente.
No mosto mel de eucalipto os valores obtidos foram 11,13% para a estirpe LSA ICV
D47 e 11,67% para a levedura LSA QA23. No hidromel de urze ndo se verificaram
diferencas significativas entre as duas estirpes de leveduras utilizadas na producéo. O
teor alcodlico do hidromel de urze foi superior e significativamente diferente do valor
obtido no hidromel de eucalipto.

A acidez volatil acima de certos valores, pode conferir ao produto final um sabor
ou aroma desagradavel, o que torna a bebida impropria para consumo implicando,
assim, perdas econdémicas para o produtor. A formacdo de &cido acético pode ocorrer
em qualquer etapa da fermentagdo alcoolica (Sroka e Tuszynski, 2007; Pereira et al.,
2009). Verifica-se que os valores obtidos para esse pardmetro, nas nossas fermentacoes,

estdo abaixo do limite legal para os vinhos brancos e rosés (1,4 g/L) (Regulamento (CE)
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n° 491/2009). Estes variaram entre 0,58 e 0,96 g/L de acido acético para a LSA QA23 e
LSA ICV D47, respetivamente, nos hidroméis de eucalipto. A acidez volatil produzida
pela levedura LSA ICV D47 nos dois tipos de hidromel foi superior a formada pela
levedura LSA QAZ23, tendo-se observado diferencas significativas entre a producéo de
cada uma delas.

O pH é uma das caracteristicas mais importantes das bebidas fermentadas, pois
além de interferir na cor, exerce um efeito acentuado sobre o sabor. Bebidas
fermentadas com elevado pH sdo mais suscetiveis as alteracfes oxidativas e bioldgicas,
uma vez que o teor de didoxido de enxofre ativo € proporcionalmente menor (Aerny,
1985). Os valores de pH obtidos no hidromel de urze nas fermentagdes conduzidas por
ambas as leveduras foram ligeiramente superiores aos determinados nos hidroméis de
eucalipto. N&o se verificaram diferencas significativas entre leveduras, quer no hidromel
de urze quer no hidromel de eucalipto. No entanto, este parametro, foi
significativamente diferente nos dois tipos de hidromel. Os nossos resultados
corroboram as observacOes de Sroka e Tuszynski (2007), segundo as quais nos
primeiros dias da fermentacdo do mosto existe uma diminui¢cdo do pH, causada pela
producdo de dois acidos principais, 0 acido acético e o sucinico. De facto, o pH do
mosto mel de urze diminuiu de 3,7 para 3,45 e 3,50 quando se utilizaram as estirpes
LSA ICV D47 e LSA QAZ23, respetivamente, e o do mosto mel de eucalipto de 3,74
para 3,04 na presenca da estirpe LSA ICV D47 e para 3,05 na fermentacdo conduzida
pela estirpe LSA QA23.

Em relacdo aos acucares redutores finais, os valores obtidos variaram entre
22,81 g/L no hidromel de urze fermentado pela estirpe LSA ICV D47 e 28,22 g/L no
hidromel de eucalipto inoculado com a levedura LSA QA23. Os valores mais elevados
foram observados no hidromel de eucalipto, tal como era de prever uma vez que a
“performance “ fermentativa de ambas as leveduras neste tipo de hidromel foi inferior.
No hidromel de eucalipto ndo se verificaram diferencas significativas entre as duas
estirpes de leveduras. Relativamente ao hidromel de urze o comportamento das
leveduras foi significativamente diferente. Verificou-se ainda que os agucares redutores
quantificados no hidromel de urze foram significativamente diferentes dos do hidromel

de eucalipto.
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3.2.3 Resultados do HPL.C e rendimento da fermentacgéo

Os resultados obtidos para a glucose, frutose, etanol, glicerol e acido acético por
HPLC e o rendimento da fermentacdo encontram-se descritos na tabela 5.

Da andlise da tabela 5 verifica-se que os teores de glucose no hidromel de urze
diminuiram de 85,76 para 2,64 e 2,62 g/L e os de frutose de 105,10 para 3,04 e 3,78
g/L, quando se utilizaram as estirpes LSA ICV D47 e LSA QAZ23, respetivamente.
Relativamente ao hidromel de eucalipto a concentracdo de glucose diminuiu de 73,62
para 1,89 e 2,02 g/L e os de frutose de 102,04 para 0,09 e 0,02 g/L, nas fermentacdes
conduzidas pelas estirpes LSA ICV D47 e LSA QA23, respetivamente. Tanto no
hidromel de urze como no hidromel de eucalipto ndo se verificaram diferencas
significativas entre leveduras, para o teor de glucose e frutose. Contudo, para esses
parametros, foram detetadas diferencas significativas entre os dois tipos de hidroméis
produzidos. Em ambos os hidroméis a glucose e frutose presentes no mosto-mel foram
quase totalmente consumidos. A baixa concentracdo de agucares residuais indica que o
hidromel é pouco suscetivel a refermentacbes, o que poderia levar a deterioracdo do
produto final do ponto de vista das suas caracteristicas sensoriais. Convém salientar que
como referido anteriormente, quando se determinaram 0s aguUcares redutores pelo
método do DNS ficaram aclcares por fermentar. Porém, tal como se verificou pela
analise cromatografica trata-se de acuUcares presentes no mel ndo fermentesciveis pelas
leveduras.

Inicialmente, a taxa de consumo da glucose foi maior do que a da frutose,
demonstrando o consumo preferencial do primeiro aglcar em relacdo ao segundo
(Figura 16). Estes resultados sdo corroborados pelas observacdes de Fleet (1998),
Berthels et al. (2004) e de Pereira (2008), os quais verificaram que apesar da glucose e
da frutose serem consumidas ao longo da fermentacdo, as estirpes de S. cerevisiae tém

preferéncia pela glucose.
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Figura 16: Determinacdo da glucose e frutose por HPLC no mosto-mel de urze com a LSA
QAZ23. A- no tempo inicial. B- ap6s 48 horas de fermentagdo. C- no final da fermentacao.
1- glucose. 2- frutose.

No hidromel de urze o teor de etanol foi de 11,85 e de 11,33 g/L quando se
utilizaram as estirpes LSA ICV D47 e LSA QAZ23, respetivamente, enquanto que no
hidromel de eucalipto obtiveram-se valores de 10,37 g/L para a estirpe LSA ICV D47 e
10,10 g/L para a estirpe LSA QA23. Segundo Pereira et al. (2009), o etanol é um
metabolito priméario, e como tal, espera-se que a sua producéo se realize durante a fase
exponencial, no entanto tal como verificado pelos autores referidos anteriormente no
nosso trabalho a sua producdo ocorreu também durante a fase estacionaria.

N&o se registaram grandes diferencas no teor em etanol determinado por HPLC
e pelo método recomendado pela OIV (1990). No hidromel de eucalipto, para as duas
leveduras, ndo se verificaram diferencas significativas. Relativamente ao hidromel de
urze verificou-se diferengas significativas entre ambas. O etanol no hidromel de urze é
significativamente diferente do quantificado no hidromel de eucalipto

Em relacdo ao teor em glicerol, verificou-se um aumento ao longo da
fermentagdo. Para o hidromel de urze obtiveram-se valores finais de 5,83 e 4,77 g/L nas
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fermentacdes levadas a cabo pelas estirpes LSA ICV D47 e LSA QA23, respetivamente.
Os valores determinados no hidromel de eucalipto foram ligeiramente inferiores, 4,95 e
4,76 g/L, respetivamente, para as estirpes LSA ICV D47 e LSA QA23. Néo se
verificaram diferengas significativas entre as estirpes de leveduras no hidromel de
eucalipto. No entanto, para o hidromel de urze verificaram-se diferencas significativas
entre elas. Contudo, o teor glicerol quantificado no hidromel de urze apresenta
diferengas significativas do hidromel de eucalipto para a estirpe LSA ICV D47. Os
nossos resultados estédo de acordo com as observagOes de Pereira (2008), que obtiveram
valores para este parametro de 3,31 e 5,52 g/L. O glicerol é um dos constituintes mais
importantes do vinho, uma vez que melhora a sua qualidade, influenciando a dogura,
plenitude e suavidade (Pereira, 2008).

Os valores obtidos para o &cido acético oscilaram entre 0,31g/L para o hidromel
de urze produzido pela estirpe LSA QA23 e 0,53 g/L para o hidromel de eucalipto cuja
fermentacdo foi conduzida pela estirpe LSA ICV D47. Estes valores situam-se dentro
do limite legal (1,4 g/L) (Regulamento (CE) n° 491/2009) para vinhos brancos e rosés.
O teor de acido acético foi influenciado pela estirpe e pelo tipo de hidromel,
verificando-se diferencas significativas entre as leveduras e os hidroméis.

O rendimento em etanol das vérias fermentacdes variou entre os 48,37% no
hidromel de eucalipto fermentado pela estirpe LSA QA23 e 53,33% no hidromel de
urze produzido pela estirpe LSA ICV DA47. Para este pardmetro, nos dois tipos de
hidroméis, ndo se verificaram diferencas significativas entra as duas leveduras, no
entanto, os rendimentos obtidos nas fermentacdes do mosto-mel de urze foi
significativamente diferente do hidromel de eucalipto. Os valores mais elevados foram
registado no hidromel de urze, tal como era esperado uma vez que houve maior
producdo de etanol. Resultados idénticos, na producdo de hidromel, foram obtidos por
Pereira (2008) (mel escuro - 44,70% a 47,32% e mel claro — 47,62% a 47,82%) e
Fonseca (2013) (mel escuro - 47,76% a 57,84%).
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Tabela 5: Resultados do HPLC e rendimento das fermentacdes

Tempode Acido Acético Rendimento da
Fermentacdo fermentacdo Glucose (g/L)  Frutose (g/L)  Etanol (g/L) Glicerol (g/L) (/L) fermentaco (%)
(horas)
Mosto-mel Urze 0 85,76 £ 0,00 105,10 + 0,00 0,12 + 0,00 0,00 + 0,00 0,05+ 0,00 -
Hidromel Urze 120 2,64 +£0,10b 3,04+0,33b 11,85+0,26c 5,83+1,18b 0,49 +0,16b 53,33+1,34b
LSA ICV D47 OF Y, 0420, 8520, 83£1, ,49 £ 0, 33¢1,
Hidromel Urze 120 2,62+0,06b  3,78+0,69b 11,33+0,20b 4,77+0,14a  0,31+0,03a 52,88 + 1,00b
LSA QA23
Mosto-mel 0 73,62+0,00 102,04+0,00 0,00£0,00  0,01+0,00 0,01 + 0,00 -
Eucalipto
Hidromel
Eucalipto LSA ICV 192 1,89+0,06a  0,09+0,01a 10,37+0,09a 4,95%0,20a 0,53 +0,04b 49,68 +0,47a
D47
Hidromel
Eucalipto LSA 192 2,02 +0,08a 0,02+0,03a 10,10+0,12a 4,76 £0,22a 0,32 +0,06a 48,37 +0,75a
QA23

As letras (a, b e ¢) representam que os méis sdo diferentes pelo teste de Tukey, com significancia de p = 0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferencas significativas.
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3.3 Producéo de vinagre de mel a partir dos diferentes hidroméis produzidos

Nesta parte do trabalho avaliou-se a producéo de vinagre de mel, a partir dos
diferentes hidroméis produzidos anteriormente. Para a sua producdo foram utilizadas

culturas puras de bactérias aceticas.

3.3.1 Caracterizacao fisico-quimica do produto final

A fim de avaliar a qualidade final do vinagre produzido quantificaram-se 0s
produtos da fermentacdo, nomeadamente o etanol, acido acético e pH. Os resultados
obtidos nessas analises encontram-se na tabela 6.

Analisando a tabela 6, podemos observar que em todas as fermentacdes o etanol
foi consumido com producdo de acido acético. O hidromel de urze apresentava um teor
de etanol inicial superior ao do hidromel de eucalipto, 0 que podera ter contribuido para
0 aumento da duracdo da fermentacédo acética.

No vinagre de hidromel de urze a quantidade residual de etanol foi de 0,68 g/L e
de 0,65 g/L quando se utilizou o hidromel produzido pela estirpe LSA ICV D47 e pela
LSA QAZ23, respetivamente. No vinagre de hidromel de eucalipto o etanol residual foi
mais reduzido em ambos os hidromeis (0,54 g/L- estirpe LSA ICV D47 e 0,58 g/L -
estirpe LSA QA23). Ndo se verificaram diferencgas significativas entre leveduras nem
entre hidroméis.

Como era esperado, com o consumo de etanol, houve producéo de acido acético.
Para o vinagre de hidromel de urze os valores de acido acético variaram entre 2,04 g/L e
2,27 g/L dependendo da estirpe utilizada na producdo. No vinagre de hidromel de
eucalipto os valores obtidos oscilaram entre 2,35 e 2,25 g/L no hidromel produzido pela
estirpe LSA ICV D47 e no hidromel produzido pela estirpe LSA QA23, respetivamente.

Os valores de acido acético ficaram muito abaixo do minimo estipulado por lei
(5 g/mL, para vinagres que ndo sejam de vinho). Este fato pode ser explicado por
termos utilizado culturas puras de bactérias acéticas, em vez de culturas mistas ou
indculos provenientes de algum tipo de vinagre e ainda, por ndo termos adicionado o
hidromel ao longo da fermentacdo. Outra explicagdo encontrada para estes resultados
tem a ver com a agitacdo, se for muito elevada, pode levar a volatilizagdo do &cido
acetico (Ladeiro, 2007). Ilha et al. (2000) e Ladeiro (2007) obtiveram teores de acido
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acetico, em hidroméis obtidos a partir de méis escuros, na ordem dos 90 g/L e 30 g/L de

acido acético, respetivamente.

Os valores obtidos para o pH dos diferentes vinagres variaram entre 2,92 e 3,02,

encontrando-se em concordancia com os resultados determinados por outros autores

para diversos tipos de vinagres comerciais (White, 1971; Rizzon e Miele, 1998;

Pinsirodom et al., 2010). Este parametro ndo foi influenciado pela estirpe nem pelo tipo

de hidromel.
Tabela 6: Analises fisico-quimicas do vinagre de mel
~ Tempo df Acido Acético
Fermentacao fermentacao Etanol (g/L) (g/L) pH
(horas) &
0 11,94 £ 0,28 0,44 £ 0,02 -
Vinagre de Hidromel
de Urze LSA ICV D47 960 0,68 £0,12a 2,04 £0,10a 2,97 £0,02a
0 11,31 +0,22 0,32 +£0,05 -
Vinagre de Hidromel
de Urze LSA QA23 960 0,65 £ 0,03a 2,27 £0,05b 3,02+0,07a
0 10,44 £ 0,22 0,58 £ 0,02 -
Vinagre de Hidromel
de Eucalipto LSA ICV
D47 840 0,54 £ 0,04a 2,35+ 0,05b 2,96 £ 0,02a
0 10,65 + 0,07 0,33+0,05 -
Vinagre de Hidromel
de Eucalipto LSA QA23 840 0,58 £ 0,04a 2,25 +0,04b 2,92 £0,04a

As letras (a, b e ¢) representam que os méis sdo diferentes pelo teste de Tukey, com significancia de p =

0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferencas significativas.
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3.4 Determinacéo de compostos fendlicos totais e de flavonoides totais

Os resultados obtidos para os compostos fenolicos totais e para os flavonoides

totais estdo sumariados na tabela 7.

Tabela 7: Resultados dos compostos fenolicos totais e flavonoides totais do mel, hidromel e
vinagre de mel

Compostos Fendlicos Flavonoides totais

Amostra Totais (mg AG/mL) (mg Q/mL)

Mel Urze 3,14 £ 0,02f 0,28 £0,01c

Hidromel Urze LSA ICV D47 2,30+0,13d 0,06 £ 0,00a
Hidromel Urze LSA QA23 2,45 +0,03c 0,08 £ 0,00a
Vinagre Urze LSA ICV D47 2,81 +£0,07e 0,25 +0,00b
Vinagre Urze LSA QA23 2,70 £0,15e 0,25 +0,02b
Mel Eucalipto 2,62 £ 0,05e 0,08 +0,02a
Hidromel Eucalipto LSA ICV D47 1,05 +£ 0,032 0,05 £ 0,00a
Hidromel Eucalipto LSA QA23 1,16 £ 0,06ab 0,06 £ 0,00a
Vinagre Eucalipto LSA ICV D47 1,35+0,02b 0,07 £0,00a
Vinagre Eucalipto LSA QA23 1,04 £ 0,042 0,08 + 0,00a

As letras (a, b, ¢, d, e e f) representam que as amostras sdo diferentes pelo teste de Tukey, com

significancia de p = 0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferencas significativas.

Da analise da tabela 7 observa-se que o mel de urze (mel escuro) apresentou 0s
valores mais elevados, quer para os compostos fenolicos totais (3,14 mg AG/mL) quer
para os flavonoides totais (0,28 mg Q/mL). Seguiu-se o vinagre de urze LSA ICV D47
cujos valores para os compostos fendélicos totais foram de 2,81 mg AG/mL e para 0s
flavonoides totais de 0,25 mg Q/mL.

Estes resultados estdo em concordancia com os determinados por Estevinho et
al,, (2012), em mel monofloral de Erica sp., utilizando a mesma metodologia.
Estevinho et al. (2008), ja tinha verificado que o mel escuro apresentava um teor de
compostos fendlicos e flavonoides totais superior ao do mel claro.

Os hidroméis obtidos a partir do mel de urze apresentaram teores de compostos
fenolicos totais mais elevados do que os de eucalipto. De facto, nos hidromeis de urze

estes compostos variaram entre 2,30 e 2,45 mg AG/mL e nos de eucalipto entre 1,05 e
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1,16 mg AG/mL. Relativamente aos flavonoides totais ndo se verificaram diferencas
significativas entre os varios tipos de hidromel.

Os compostos fendlicos totais oscilaram entre 2,81 e 2,70 mg AG/mL nos
vinagres de hidromel de urze e entre 1,35 e 1,04 mg AG/mL nos de eucalipto.
Relativamente aos flavonoides o teor foi superior nos vinagres de hidromel de urze.

Verificaram-se diferencas significativas no teor de compostos fendlicos totais
entre os varios produtos, obtidos quer a partir do mel de urze quer do de eucalipto.

Relativamente aos flavonoides totais néo se verificaram diferencas significativas
nos produtos a base de mel de eucalipto. Contudo, nos produtos a base do mel de urze,
verificaram-se diferencas significativas entre o mel, hidromel e vinagre de mel. Os
teores de flavonoides totais dos produtos a base de mel de urze foram significativamente
diferentes dos determinados nos produtos a base de mel de eucalipto. A estirpe nao
influenciou o teor de flavonoides totais.

Os produtos a base de mel de urze (escuro) foram 0s que apresentaram teores
mais elevados para estes compostos.

Os resultados obtidos para os flavonoides, no vinagre de mel, foram idénticos
aos determinados por Pinsirodom et al. (2008) e Verzelloni et al. (2010), em vinagres
balsamicos.

De acordo com Kuglk et al. (2007), a origem floral do mel influencia a
concentracdo e o tipo de substancias fendlicas presentes e, consequentemente as suas

propriedades bioldgicas, incluindo a atividade antioxidante, antimicrobiana e antiviral.
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CAPITULO 4:

Conclusoes Finals



4 Conclusoes finais

Com a realizacdo do presente trabalho pretendeu-se otimizar a producdo de

vinagre de mel a partir de hidroméis obtidos de méis de segunda categoria.

Os resultados obtidos permitem-nos tecer as seguintes consideragoes:

e As fermentacGes dos mostos-mel de urze e eucalipto tiveram uma duracdo média
de 5 e 8 dias, respetivamente;

e Acestirpe de levedura LSA ICV D47 apresentou taxas especificas de crescimento
e biomassa final superiores as verificadas para a estirpe LSA QA23;

e Os teores de SO total e acidez volatil foram inferiores para a estirpe LSA
QAZ23, enquanto que a percentagem de etanol foi superior, independentemente
do mel usado;

e Para ambas as leveduras, a percentagem de etanol e o glicerol foram mais
elevados nas fermentacdes levadas a cabo no mosto mel de urze;

e A acidez volatil foi idéntica no hidromel de urze e de eucalipto;

¢ Independentemente do mel utilizado, ndo houve consumo total dos agucares nem
do azoto;

e O mel de urze foi mais adequado para a producdo de hidromel do que o mel de
eucalipto;

e A fermentacdo acética no hidromel de urze terminou ao fim de 960 horas
enquanto que no hidromel de eucalipto durou 840 horas;

e A producdo de vinagre ndo foi influenciada de forma significativa pela estirpe de
levedura;

e Nd&o se verificaram diferencas relevantes na quantidade de &cido acético nos dois
tipos de vinagre;

e O teor de compostos fenolicos totais e flavonoides totais foi mais elevado no mel
de urze;

e Os produtos a base de mel de urze apresentaram teores mais elevados de

compostos fenolicos totais e de flavonoides totais.

56



CAPITULO 5:

Referéncias Bibliograficas



Acquarone, C., Buere, P., & Elizalde, B. (2007). Pattern of pH and electrical
conductivity upon honey dilution as a complementary tool for discriminating

geographical origin of honeys. Food Chemistry, 101, 695-703.

Adams, M. R. (1997). Vinegar. Em B. J. Wood (Ed.), Microbiology of Fermented
Foods (pp. 1-44).

Aerny, J. (1985). Définition de la qualité de la vendange. Revue Suisse de Viticulture,
Arboriculture, Horticulture, 17, 219-223.

Aerny, J. (1996). Composés azotes des modts et des vins. Revue Suisse de Viticulture,
Arboriculture, Horticulture, 28, 161-165.

Al-Mamary, M., Al-Meeri, A., & Al-Habori, M. (2002). Antioxidant activities and total
phenolics of different types of honey. Nutrition Research, 22, 1041-1047.

Alvarez-Suarez, J. M., Tulipani, S., Romandini, S., Bertoli, E., & Battino, M. (2010).
Contribution of honey in nutrition and human health: a review. Mediterranean

Journal of Nutrition and Metabolism, 3, 15-23.

Anklam, E. (1998). A review of the analytical methods to determine the geographical
and botanical origin of honey. Food Chemistry, 63, 549-562.

Aquarone, E., Lima, U. A., Borzani , W., & Schmidell, W. (2001). Biotecnologia na
producéo de alimentos (Vol. 4). Sdo Paulo: Editora Edgard Blucher.

Aroucha, E. M., Oliveira, A. J., Nunes, G. H., Maracaja, P. B., & Santos, M. C. (2008).
Qualidade do mel de abelha produzidos pelos incubados da lagram e
comercializados no municipio de Mossord/RN. Revista Caatinga, 21, 211-217.

Arrdez-Roman, D., Gébmez-Caravaca, A. M., Gomez-Romero, M., Segura-Carretero, A.,
& Fernandez-Gutiérrez, A. (2006). Identification of phenolic compounds in
rosemary honey using solid-phase extraction by capillary electrophoresis-
electrospray ionization-mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 41, 1648-1656.

58



Attield, P. V. (1997). Stress tolerance: the key to effective strains of industrial baker's
yeast. Nature Biotechnology, 15, 1351-1357.

Avila, L. D. (2002). Metodologias Analiticas Fisico-Quimicas - Laboratdrio de
Enologia. Apostila de Graduacdo do Curso Superior de Tecnologia em

Viticultura e Enologia. Bento Gongalves.

Azeredo, L. C., Azeredo, M. A,, Souza, S. R., & Dutra, V. M. (2003). Protein contents
and physicochemical properties in honey samples of Apis mellifera of different
floral origins. Food Chemistry, 80, 249-254.

Baltrusaityte, V., Venskutoins, P. R., & Ceksteryte, V. (2007). Radical scavenging
activity of different floral origin honey and beebread phenolic extracts. Food
Chemistry, 101, 502-514.

Bauer, F. F., & Pretorius, I. S. (2000). Yeast stress response and fermentation
efficiency: how to survive the making of wine - a review. South African Journal
of Enology and Viticulture, 21, 27,51.

Berthels, N. J., Cordero-Otero, R. R., Bauer, F. F., Thevelein, J. M., & Pretorius, 1. S.
(2004). Discrepancy in glucose and fructose utilisation during fermentation by

Saccharomyeces cerevisiae wine yeast strains. FEMS Yeast Research, 4, 683-689.

Bertoncelj, J., Dobersek, U., Jamnik, M., & Golob, T. (2007). Evaluation of the
phenolic content, antioxidant activity and colour of Slovenian honey. Food
Chemistry, 105, 822-828.

Bisson, L. F. (1999). Stuck and sluggish fermentations. American Journal of Enology
and Viticulture, 50, 107-119.

Bogdanov, S. M. (1997). Harmonised methods of the European Honey Commision.
Apidologie, 28, 1-59.

Bonvehi, J. S., & Coll, F. V. (2003). Flavour index and aroma profiles of fresh and
processed honeys. Journal of the Science of Food and Agriculture, 83, 275-282.

59



Bortolini, F., Sant'anna, E. S., & Torres, R. C. (2001). compostamento das
fermentacdes alcodlica e acética de sucos de kiwi (Actinidia deliciosa):
composi¢do dos mostos e métodos de fermentacdo acética. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, 21, 236-243.

Casellas, G. B. (2005). Effect of low temperature fermentation and nitrogen content on
wine Yyeast metabolism. Dissertacdo para obtencdo de grau de doutor.

Universitat Rovira i Virgili.

Castro-Vazquez, L., Diaz-Maroto, M. C., Gonzélez-Vifas, M. A., & Pérez-Coelho, M.
S. (2009). Differentiation of monofloral citrus, rosemary, eucalyptus, lavander,
thyme and heather honeys based on volatile composition and sensory descriptive
analysis. Food Chemistry, 112, 1022-1030.

Castro-Vazquez, L., Diaz-Maroto, M. C., Pérez-Coello, M., & Soledad. (2006). Volatile
composition and contribution to the aroma of Spanish honeydew honeys.
Identification of a new chemical marker. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 54, 4809-4813.

Cerezo, A. B., Tesfaye, W., Torija, M. J., Mateo, E., Garcia-Parrilla, M. C., &
Troncoso, A. M. (2008). The phenolic composition of red wine vinegar

produced in barrels made from different woods. Food Chemistry, 109, 606-615.

Codex Alimentarius — International Food Standards. (1981). Codex Standard for honey,
12.

Cuevas-Glory, L. F., Pino, J. A., Santiago, L. S., & Sauri-Duch, E. (2007). A review of
volatile analytical methods for determinig the botanical origin of honey. Jounal
Food Chemistry, 103, 1032-1043.

de Rodriguez, G. O., de Ferrer, B. S., Ferrer, A, & Rodriguez, B. (2004).
Characterization of honey produced in Venezuela. Food Chemistry, 84, 499-502.

Decreto-lei n® 174/2007 de 8 de Maio. Diario da Republica I# Série, n° 88.

60



Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro. Diario da Republica 12 Série A, n° 216.

Escriche, 1., Visquert, M., Juan-Borrés, M., & Fito, P. (2009). Influence of simulated
industrial thermal treatments on the volatile fractions of different varieties of
honey. Food Chemistry, 112, 329-338.

Estevinho, L. M., Feés, X., Seijas, J. A., & Vazquez-Tato, M. P. (2012). Organic honey
from  Tras-Os-Montes  region  (Portugal):  Chemical, palynological,
microbiological and bioactive compounds characterization. Food and Chemical
Toxicology, 50, 258-254.

Estevinho, L., Pereira, A. P., Moreira, L., Dias, L. G., & Pereira, E. (2008). Antioxidant
and antimicrobial effects of phenolic compounds extracts of Northeast Portugal
honey. Food Chemistry Toxicology, 46, 3774-3779.

Evangelista, J. (2001). Microrganismos e enzimas de utilidade na inddstria de
alimentos. Em Tecnologia de alimentos (pp. 245-281). Séo Paulo: Atheneu.

Fallico, B., Arena, E., Verzera, A., & Zappala, M. (2006). The European Food
Legislation and its impact on honey sector. Accreditation and Quality
Assurance, 11, 49-54,

FAO. (1996). Value-added products from beekping. Rome, Italy: FAO Agricultural

Services Bulletin.

Ferreira, 1. C., Aires, E., Barreira, J. C., & Estevinho, L. M. (2009). Antioxidant activity
of Portuguese honey samples: Different contributions of the entire honey and
phenolic extract. Food Chemistry, 114, 1438-1443.

Filipe-Ribeiro, L., & Mendes-Faia, A. (2007). Validation and comparison of analytical
methods used to evaluate the nitrogen status of grape juice. Food Chemistry,
100, 1272-1277.

61



Finola, M. S., Lasagno, M. C., & Marioli, J. M. (2007). Microbiological and chemical
characterization of honeys from central Argentina. Food Chemistry, 100, 1649-
1653.

Fleet, G. H. (1997). The microbiology of alcoholic beverages. Em Microbiology of
Fermented Foods (pp. 217-262). Brian J. B. Wood.

Fonseca, A. P. (2013). Reutilizacdo de Células Imobilizadas na Producéo de Hidromel.
Dissertacdo para obtencdo do grau de Mestre em Qualidade e Seguranca

Alimentar.

Gurblz, O., Go¢men, D., Dag delen, F., Glrsoy, M., Aydin, S., Sahin, I., . . . Usta, M.
(2007). Determination of flavan-3-ols and trans-resveratrol in grapes and wine
using HPLC with fluorescence detection. Food Chemistry, 100, 518-525.

llha, E. C., Torres, R. C., Bertoldi, F. C., dos Reis, V. D., & Sant’Anna, E. (2009).
Tecnologia de Producdo de Vinagre de Mel. Boletim de Pesquisa e

Desenvolvimento, 86.

lurlina, M. O., & Fritz, R. (2005). Characterization of microorganisms in Argentinean
honeys from different sources. International Journal of Food Microbiology,
105, 297-304.

Ivorra, C., Pérez-Ortin, J. E., & del Olmo, M. (1999). An inverse correlation between
stress resistance and stuck fermentations in wine yeasts. A molecular study.

Biotechnology and Bioengineering, 64, 698-708.

Kicuk, M., Kolayli, S., Karaoglu, S., Ulusoy, E., Baltaci, C., & Candan, F. (2007).
Biological activities and chemical composition of three honey of different types
from Anatolia. Food Chemistry,100, 526-534.

Ladeiro, B. C. (2007). Produgdo de vinagre de hidromel a escala laboratorial. Relatorio

final de Curso Licenciatura em Engenharia Biotecnoldgica.

62



Llaguno, C., & Polo, M. C. (1991). El Vinagre de Vino. . Madrid: Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas.

Louveau, J., Maurizio, A., & Vorwohl, G. (1978). Methods of melissopalinology. Bee
World, Bucks, 59, 139-157.

Maia, M., Russo-Almeida, P., & Pereira, J. (2003). Contribuicdo para a caracterizacdo

do mel da regido do Alvao-Mardo. O Apicultor, 39, 19-23.

Maia, M., Russo-Almeida, P., & Pereira, J. (2005). Caracterizacdo do Espectro Polinico
dos Meis do Alentejo (Portugal). Silva Lusitana, 13, 95-103.

Maldonado, O., Rolz, C., & de Cabrera, S. S. (1975). Wine and vinegar production from
tropical fruits. Journal of Foof Science, 40, 262-265.

McConnell, D. S., & Schramm, K. D. (1995). Mead success: Ingredients, processes and

techniques. Zymurgy Spring, 4, 33-39.

Mecca, F., Andreotti, R., & Veronelli, L. (1979). L aceto. Brescia: AEB, 433.

Mendes, C. G., Silva, J. B., Mesquita, L. X., & Maracaja, P. B. (2009). As anaises do
mel: revisdo. Revista Caatinga, 22, 7-14.

Mendes-Ferreia, A., Cosme, F., Barbosa, C., Falco, V., Inés, A., & Mendes-Faia, A.
(2010). Optimization of honey-must preparation and alcoholic fermentation by
Saccharomyces cerevisiae for mead production. International Journal of Food
Microbiology, 144, 193-198.

Miller, G. L. (1959). Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for determination of reducing
sugar. Analytical Chemistry, 31, 426-428.

Navréatil, M., Sturdik, E., & Gemeiner, P. (2001). Batch and continuous mead
production with pectate immobilised, ethanol-tolerant yeast. Biotechnology
Letters, 23, 977-982.

63



Olaitan, P. B., Adeleke, O. E., & Ola, I. O. (2007). Honey: a reservoir for
microorganisms and an inhibitory agent for microbes. African Health Sciences,
7, 159-165.

Oliveira, J. A., Costa, F. J., Maia, M. d., Santos, A. M., & de Vasconcelos, P. M.
(1987). Producéo de vinagre de alcool a partir de frutos tropicais excedentes de
safra. Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos, 5, 33-40.

Organisation International de la Vigne e du Vin. (1990). Recueil des méthodes

internationales d'analyse des vins et des modts. OIV, Paris.

Organisation International de la Vigne e du Vin. (2006). Recueil des méthodes

internationales d'analyse des vins et des modts. OIV, Paris.

Pereira, A. P. (2008). Caracterizacdo de Mel com vista a Producdo de Hidromel.
Dissertacdo para obtencdo do grau de Mestre em Qualidade e Seguranca

Alimentar.

Pereira, A. P., Dias, T., Andrade, J., Ramalhosa, E., & Estevinho, L. M. (2009). Mead
production: selection and characterization assays of Saccharomyces cerevisiae
strains. Food and Chemical Toxicology, 47, 2057-2063.

Pereira, A. P., Mendes-Ferreira, A., Oliveira, J. M., Estevinho, L. M., & Mendes-Faia,
A. (2014). Effect of Saccharomyces cerevisiae cells immobilisation on mead.

Food Science and Technology, 56, 21-30.

Pinsirodom, P., Rungcharoen, J., & Liumminful, A. (2010). Quality of commercial wine
vinegars evaluated on the basis of total polyphenol content and antioxidant

properties. Asian Journal of Food and Agro-Industry, 3, 389-397.

Radovic, B. S., Careri, M., Mangia, A., Musci, M., Gerboles, M., & Anklam, E. (2001).
Contribution of dynamic headspace GC-MS analysis of aroma compounds to

authenticity testing of honey. Food Chemistry, 72, 511-520.

64



Ramalhosa, E., Gomes, T., Pereira, A., Dias, T., & Estevinho, L. (2011). Mead
production: Tradition versus modernity . Advances in Food and Nutrition
Research, 63, 101-118.

Regulamento (CE) n° 491/2009 de 25 de Maio. Jornal Oficial da Unido Europeia.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, B., & Lonvaud, A. (2006). Handbook of
Enology. Em The Microbiology of Wine and Vinifications. Chichester, England:
Jonh Wiley and Sons, Ltd.

Rizzon, L. A., & Miele, A. (1998). Caracteristicas analiticas de vinagres comerciais de
vinhos brasileiros. Brazilian Journal of Food Technology, 1, 25-31.

Roldan, A., van Muiswinkel, G. C., Lasanta, C., Palacios, V., & Caro, I. (2011).
Influence of pollen addition on mead elaboration: Physicochemical and sensory
characteristics,. Food Chemistry, 126, 574-582.

Russo-Almeida, P., & Paiva, J. (1996). Andlise polinica do mel da Terra Quente

Transmontana. O Apicultor, 13, 33-42.

Sachs, L. G. (2001). Vinagre. Bandeirantes - Parand: Fundacdo Faculdades "Luiz
Menghel".

Schuller, D., & Casal, M. (2005). The use of genetically modified Saccharomyces

cerevisiae strains in the wine industry. Appl Microbiol Biotechnol, 68, 292-304.

Silva, L. R., Videira, R., Monteiro, A. P., Valentdo, P., & Andrade, P. B. (2009). Honey
from Luso region (Portugal): Physicochemical characteristics and mineral

contents. Microchemical Journal, 93, 73-77.
Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventoés, R. M. (1999). Analysis of total

phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-

Ciocalteu reagent. Methods in enzymology, 299, 152-178.

65



Sodré, G. d., Marchini, L. C., Moreti, A. C., Otsuk, I. P., & Carvalho, C. A. (2007).
Caracterizacdo fisico-quimica de amostras de meéis de Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae) do Estado do Ceara. Ciéncia Rural, 37, 1139-1144.

Sroka, P., & Tuszynski, T. (2007). Changes in organic acid contents during mead wort
fermentation. Food Chemistry, 104, 1250-1257.

Stefenon, C. A. (2008). O papel do Dioxido de Enxofre (SO2) nos vinhos. Revista
Adega, 31.

Suérez-Lepe, J. A., & ifiigo-Leal, B. (2004). Microbiologia enoldgica: fundamentos de
vinificacion. Madrid: Ediciones Mundi-Prensa.

Tesfaye, W., Morales, M. L., Garcia-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. M. (2002). Wine
vinegar: technology, authenticity and quality evaluation. Trends in Food Science
& Technology, 13, 12-21.

Ukpabi, U. J. (2006). Quality evaluation of meads produced with cassava (Manihot
esculenta) floral honey under farm conditions in Nigeria. Tropical and

Subtropical Agroecosystems, 6, 37-41.

Vargas, T. (2006). Avaliacdo da qualidade do mel produzido na Regido dos Campos
Gerais do Parana. Dissertacdo para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias e

Tecnologia dos Alimentos. Universidade Estadual de Ponta Grossa, Brasil.

Verzelloni, E., Tagliazucchi, D., & Conte, A. (2010). Changes in major antioxidant
compounds during aging of traditional balsamic vinegar. Journal of Food
Biochemistry, 34, 152-171.

White, J. (1971). Vinegar quality: legal and commercial standards. Process
Biochemistry, 6, 21-25.

Wintersteen, C. L., Andrae, L. M., & Engeseth, N. J. (2005). Effect of Heat Treatment
on Antioxidant Capacity and Flavor Volatiles of Mead. Journal of Food Science,

70, 119-126.
66



Woisky, R. G., & Salatino, A. (1998). Analysis of propolis: some parameters and
procedures for chemical quality control. Journal of Apicultural Research, 37,
99-105.

Won, S.-R., Lee, D.-C., Ko, S. H., Kim, J.-W., & Rhee, H.-1. (2008). Honey major
protein characterization and its application to adulteration detection. Food
Research International, 41, 952-956.

Zancanaro, O. (2001). Vinagres. Em E. Aquarone, W. Borzani, W. Schmidell, & U. d.
Lima, Biotecnologia Industrial (Vol. 4, pp. 183-208). Sdo Paulo: Edgard
Blucher Ltda

67



68



CAPITULO 6:

ANnexos



6.1 Anexo I: Reagentes utilizados na determinacéo dos agucares redutores do mel

» Solucéo de licor de Fehling A
Dissolver 69,28 g de sulfato de cobre pentahidratado em &gua destilada e perfazer o

volume até 1 L. Deixar repousar 1 dia antes de usar.
» Solucéo de licor de Fehling B
Dissolver 346 g de tartarato de sddio E potéssio e 100 g de hidréxido de s6dio em

agua destilada e perfazer o volume até 1 L.

» Solucéo de azul-de-metileno a 0,2%
Dissolver 2 g de azul-de-metileno em agua destilada e diluir até 1 L.
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6.2 Anexo Il: Reagentes utilizados na producéo de hidromel

» Meio YPD solido
Agar—20g
Peptona—10 g
Extrato de levedura—5g
Glucose —20 g
Agua destilada— 1 L
Dissolver os reagentes acima mencionados em 1 L de agua destilada, e
autoclavar a 121°C durante 20 minutos. Distribuir cerca de 10 mL de meio por cada

placa de Petri e deixar solidificar.

> DNS

Dissolver 1 g de &cido 3,5-dinitrossalicilico em 50 mL de &gua destilada, a
temperatura de 80°C ndo deixando ferver. Deixar arrefecer a solugdo anterior e
adicionar 20 mL de NaOH a 2N. Juntar 30 g de tartarato de sddio e potassio e perfazer o

volume com &gua destilada até 100 mL.

» Solucédo de NaOH a 2N
Dissolver 4 g de NaOH em &gua destilada e perfazer o volume até 50 mL.

» Solucdo de NaOH a 1N

Dissolver 40 g de NaOH em agua destilada e perfazer o volume até 1 L.

» Solucéo de NaOH a 0,1N
Diluir 100 mL de NaOH a 1N em 900 mL de agua destilada.

» Solucéo de NaOH a 0,05N
Diluir 500 mL de NaOH a 0,1N em 500 mL de &gua destilada.
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» Azul de bromotimol a 4%
Dissolver 4 g de azul de bromotimol em 200 mL de alcool. Juntar 200 mL de agua

destilada sem CO2 e NaOH 1N até ficar azul. Perfazer até 1 L com &gua destilada.

» Solucdo de fenolftaleina a 1%
Dissolver 1 g de fenolftaleina em 60 mL de alcool e perfazer até 100 mL com agua

destilada.

» Solucdo de cozimento de amido a 1%

Dissolver 1 g de amido em 100 mL de &gua destilada, ferver e deixar arrefecer.

» Solucéo de H2SO4 a 1/3

Misturar 1 volume de H2SO4 para 2 volumes de agua destilada.

» Solucéo de iodo a 0,02N

Preparar uma solucéo de iodo a 0,1N, dissolvendo 2 g de iodeto de potassio em 3-4
mL de agua destilada. Pesar 1,27 g de iodo I, e transferir para a solugdo de iodeto de
potassio. Transferir para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com
agua destilada.

Diluir 50 mL da solugdo de iodo 0,1N com &gua destilada para um volume de 250

mL.
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6.3 Anexo I11: Reagentes utilizados na producéo de vinagre de mel

» Meio de Frateur sélido
Extrato de levedura—10 g
Carbonato de calcio - 20 g
Etanol — 20 mL
Agar—20g
Agua destilada — 1 L
Dissolver os reagentes acima mencionados, exceto o etanol, em 1 L de agua
destilada, e autoclavar a 121°C durante 20 minutos. Deixar arrefecer o meio e adicionar
o0 etanol, com uma seringa estéril. Distribuir cerca de 10 mL de meio por cada placa de

Petri e deixar solidificar.

» Meio GYC solido
Glucose —3 g
Extrato de levedura—5g
Peptona—5g¢
Agar—15¢g
Carbonato de calcio—-7,5¢
Agua destilada — 1 L
Dissolver os reagentes acima mencionados em 1 L de agua destilada, e autoclavar a
121°C durante 20 minutos. Distribuir cerca de 10 mL de meio por cada placa de Petri e

deixar solidificar.

» Meio de diferenciacéo de Carr sélido
Extrato de levedura—30 g
Cicloheximida — 50 mg
Verde bromocresol a 2,2% - 1 mL
Agar—20g
Etanol — 20 mL
Agua destilada — 1 L
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Dissolver o extrato de levedura e a cicloheximida em 500 mL de &gua destilada. A
parte, dissolver o agar em 450 mL de agua destilada, em banho fervente, agitando
frequentemente para evitar o sobreaquecimento. Apds dissolucdo total, adicionar a
solucdo feita anteriormente, homogeneizar e perfazer com &gua destilada até 1 L e
autoclavar a 121°C durante 20 minutos. Deixar arrefecer o meio e adicionar o etanol,
com uma seringa estéril. Distribuir cerca de 10 mL de meio por cada placa de Petri e

deixar solidificar.

» Verde bromocresol a 2,2%
Dissolver 2,2 g de verde bromocresol em agua destilada e perfazer o volume até 100

mL.

» Glicerol a 30%
Dissolver 30 mL de glicerol em 70 mL de agua destilada e autoclavar a 121°C

durante 20 minutos.

» Meio GYC liquido
Glucose -3 g
Extrato de levedura—5g
Peptona—5 g
Carbonato de calcio-7,5¢
Agua destilada — 1 L
Dissolver os reagentes acima mencionados em 1 L de &gua destilada, e

autoclavar a 121°C durante 20 minutos.
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6.4 Anexo IV: Reagentes utilizados na determinacé@o dos compostos fendlicos totais
e flavonoides totais

» Folin-Ciocalteu a 10%
Dissolver 10 mL de reagente Folin-Ciocalteu em &gua desionizada e perfazer o
volume até 100 mL.

» Carbonato de sodio a 0,75%
Dissolver 75 g de carbonato de sédio em &gua desionizada e perfazer o volume até 1

L.

» Cloreto de Aluminio a 2%

Dissolver 2 g de cloreto de aluminio em etanol e perfazer o volume até 100 mL.

75



76



