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ACOMPANHAMENTO DA FERMENTACAO NA PRODUCAO DE
HIDROMEL COM UTILIZACAO DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE E
SACCHAROMYCES BOULARDII

Resumo
Jaqueline Milagres de Almeida

Dezembro, 2018

Orientador: Prof(2) “Fabiola Cristina de Oliveira”

O hidromel é uma bebida alcoodlica fermentada a base de mel e agua, considerada uma
das bebidas mais antigas do mundo sendo consumida por vikings e romanos tratada
como um presente dos deuses, 0 néctar divino. A espécie de levedura mais utilizada na
elaboracdo de bebidas alcodlica € a Saccharomyces cerevisiae. Porém levedura da
espécie Saccharomyces boulardii, apresenta boa acdo fermentativa, além de trazer
inUmeros beneficios a saude. O objetivo deste trabalho foi acompanhar parametros
indicativos de fermentacdo utilizando Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
boullardii na producdo de hidromel. O experimento consistiu de 2 tratamentos (A com
Saccharomyes cerevisiae e B com Sacharomyces boulardii) com 3 repetigdes.
Inicialmente o mel foi diluido em agua, até 20 °Brix, e posteriormente foi realizada a
adicdo do pé-de-cuba de Saccharomyces cerevisiae e outro de Saccharomyces
boullardii e submetido o processo fermentativo. Foram realizadas anélises de Sélidos
soluveis totais (°Brix), pH, acidez total titulavel (mEg/L) durante a fermentacéo e teor
alcodlico no inicio e ao final do processo fermentativo. Também foi realizada anélise
microbiolégica a fim de determinar a contagem de leveduras no inicio e ao final do
processo. Houve reducéo do pH e aumento da acidez ao longo do processo para 0s
dois tratamentos. O tratamento B apresentou um menor pH e maior acidez ao final do
processo fermentativo. Para o teor de solidos sollUveis totais e teor alcoélico ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos ao final da fermentacéo. Tanto a formulagéo
Saccharomyes cerevisiae quanto a formulacdo com Saccharomyes boulardii
apresentaram um excelente desempenho fermentativo, promovendo alteracfes
semelhantes nos parametros fisico-quimicos da producéo.

Palavras-chave: producao de hidromel; Saccharomyes boulardii; fermentacao
alcodlica.
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FOLLOW-UP OF FERMENTATION IN HYDROMEL PRODUCTION USING
SACCHAROMYCES CEREVISIAE AND SACCHAROMYCES BOULARDII

Abstract
Jaqueline Milagres de Almeida

December, 2018

Adviser: Prof(2) “Fabiola Cristina de Oliveira”

Mead is a fermented alcoholic beverage based on honey and water, considered
one of the oldest drinks in the world being consumed by Vikings and Romans
treated as a gift from the gods, the divine nectar. The yeast species most used in
the manufacture of alcoholic beverages is Saccharomyces cerevisiae. But yeast of
the species Saccharomyces boulardii, presents good fermentative action, besides
bringing numerous health benefits. The objective of this work was to follow
parameters indicative of fermentation using Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces boullardii in the production of mead. The experiment consisted of
2 treatments (A with Saccharomyes cerevisiae and B with Sacharomyces
boulardii) with 3 replicates. Initially the honey was diluted in water, up to 20 ° Brix,
and afterwards the addition of Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces
boullardii was added and the fermentation process was carried out. Analyzes of
total soluble solids (° Brix), pH, total titratable acidity (mEq / L) were carried out
during fermentation and alcoholic content at the beginning and at the end of the
fermentation process. Microbiological analysis was also performed to determine
yeast counts at the beginning and at the end of the process. There was a
reduction of pH and increase of acidity throughout the process for both treatments.
Treatment B presented a lower pH and higher acidity at the end of the
fermentation process. For the total soluble solids content and alcohol content there
was no significant difference between the treatments at the end of the
fermentation. Both the Saccharomyes cerevisiae formulation and the formulation
with Saccharomyes boulardii presented an excellent fermentative performance,
promoting similar alterations in the physical-chemical parameters of the
production.

Keywords: mead production; Saccharomyes boulardii; alcoholic fermentation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Materiais utilizados na construcdo dos fermentadores...............ccc.ueee. 24
Figura 2. Etapas da fabricacdo de hidromel. ..............ccoovriiiiiii e, 24
Figura 3. FiltraGa0o dO MEl...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
Figura 4. Mosto de mel preparado. ..........ccoovvviiiiiiiiii e 25
Figura 5. Pé-de-cuba para o Tratamento A e tratamento B. ...........c.coocciiiiieenenn. 26
Figura 6. Cubas de fermentaCan. ...........ccevvviieiiiiiiii e e 26
Figura 7. Etapa de descuba € DOrra. ..............uvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 27
Figura 8. Produto envasado durante o periodo de maturagao. ..............ccceeeennne... 27
Figura 9. Variagédo do pH ao longo do processo fermentativo para o tratamento A
(S. Cerevisiae) € B (S. BOUHAIdii). ..........uuuuuuuummmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 29
Figura 10. Variacdo da acidez total ao longo do processo fermentativo para o
tratamento A (S. Cerevisiae) e B (S. Boullardii). ........ccoevveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 30
Figura 11. Variacao de solidos solUveis ao longo do processo fermentativo para o
tratamento A (S. Cerevisiae) e B (S. Boullardii). ........ccoovvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineee, 31

Figura 12. Teor alcodlico final do hidromel para A (Cerevisiae) e B (Boullardii)... 32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Padrdes de identidade e qualidade para hidromel. ..............cccoevvvnnnnnn. 16
Tabela 2. Parametros fisico-quimicos do mel estabelecidos pela legislacéo. ...... 19
Tabela 3. Contagem inicial e final de células viaveis de S. cerevisiae e S.
01011 = o 32



Sumario

AGRADECIMENTOS ...coiiiiiiiiiteiti ettt e e e st e e e e e e e s s bbb e e e e e e e e e s nnnnneeees %
RESUIMO ... ettt e et e et e et e e e e e e et e e eaaeeeaaaaes Vii
Y 011 7= Vo S SRR viii
LISTA DE ILUSTRAGOES ......ooiiiiieceeeeeee ettt ettt iX
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e e e e e e e s e e e e e e e e e anns X
Y0100 T T Xi
1. INTRODUGAO ...ttt ettt n et aeeae e nnanis 13
2. OBETIVOS ...ttt et e et e e e e e s st e e e e e e e e s e nnnabraeeeeaens 14
N L O o 1= 1Yo I o = > | IS 14
2.2. ODJetiVOS ESPECITICOS ...uveiiiiieeiiiiiiiii e 14
3. REVISAO DE LITERATURA ... 15
Rt I Y o1 o1 U U = PO 15
3.2, HIAIOMEL ... 15
3.2.2. Matérias Primas para fabricacdo do Hidromel.............ccccuviiiiiiiiiiniiiiiiiiee, 17
3.2.2.1. Qualidade da AQUAL...........cceeueieeeeeeeeeee et 17
Bi2.2. 2. MBL. .t a e s 17
3.2.2.3. LEVEAUIA ... 20
3.2.3. Principais etapas do processamento de fabricagéo do hidromel..................... 20
3.2.3.1. Preparo dO MOS0 ......ccoeeieeeeeeeee e 21
3.2.3.2. Preparo dO PE-0E-CUDA........cccoiiiiiiiiii e 21
3.2.3.3. FErmentacao dO MOSLO........ccciiiiiiiiiii e e e e e e e e 22
I B0 S I = ol | o - PSR 22
3.2.3.5. MATUMAGED ... 22
3.2.3.6. ENVASE ...ttt e e e e e e e e e eee 23
4, MATERIAL E METODOS ...t ete ettt s et st esae e eaeenenns 23
4.1 Construgao dos fermentadores ..........oovviiiiiiiiiiiiiiiieee e 23
4.2 Processamento do hidromel.............uoiiiiiiiiiiic e 24
4.3. Andlises fisico — quimicas € microbioldgiCa .............ccoivviiiiiiiii i, 28
4.4, ANAlISE EStatISHICA ...ceeeveieeiiieiiieee e 28
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD.......coiiiieieiiiiieieieiee st 28
5.1. Potencial hidrogenionico (PH) ......oooeeiiiieeeeeeeeee 28

B5.2. ACIAEZ tOtal tIHUIAVEL. ... e 30



SSRGS Yo ] o [0 SRS To] [NV =T ISR o] = VIS (=1 0 P 31

0 B =Y o T g 2N (oo Yo [Tt 1N POTTRRR 31
5.5. Contagem de células viaveis de leveduras ............cccccceeeiiii e, 32
B. CONCLUSOES ..ottt sttt eb e nens 33
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt ettt 34

Xii



1. INTRODUCAO

A apicultura é considerada uma das praticas mais antigas e de grande
importancia para o mundo, e seus beneficios ao homem séo diversos, além da
producdo de mel, obtém-se geleia real, propolis, cera e pélen (WIESE, 2005).

O mel é o principal produto derivado da apicultura e consequentemente o
mais conhecido e comercializado no mundo. Inserido na diversidade dos produtos
derivados do mel, o hidromel € uma bebida produzida mundialmente, preparada a
partir da fermentacdo do mel diluido em agua e de sabor apreciavel. Entretanto, a
maior parte do mel produzido no mundo é vendida para ser consumido como mel
de mesa ou utilizado na industria alimenticia (SEBRAE, 2007).

No Brasil, produtos fermentados a base de mel ainda ndo sédo populares,
em razao da falta de conhecimento e/ou estudos cientificos e tecnoldgicos para
producdo dos mesmos. Em contrapartida, sédo populares e consumidos na Europa
e na América Latina, destacando-se Argentina e Bolivia (MATIETTO et al., 2006).

De acordo com o Decreto n. 6871, de 04 de junho de 2009, hidromel é a
bebida com graduacédo alcodlica de quatro a quatorze por cento em volume, a
vinte graus Celsius, obtida pela fermentacdo alcodlica de solucdo de mel de
abelha, sais nutrientes e 4gua potavel (BRASIL, 2009).

Segundo Silva (2007), fermentacdo alcodlica é a transformacdo de
acucares em alcool etilico (etanol) e gas carbbnico (CO2) pela acdo de um
determinado grupo de organismos unicelulares denominados leveduras. Os mais
importantes e usados na producéo do etanol sdo os do género Saccharomyces.

A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura amplamente utilizada na
industria de alimentos em geral, em processamentos que envolvem fermentacéao.
Na industria de bebidas alcodlicas nao é diferente, por apresentar bom
rendimento na producdo de &lcool, esta levedura € utilizada na fabricacdo de
vinho, cerveja e hidromel, por exemplo.

Levedura da espécie Saccharomyces boulardii apresenta potencial
fermentativo, podendo ser utilizada no processamento de hidromel, além disso,
pode trazer diversos beneficios sendo considerada uma espécie com potencial
probiotico. Os probidticos sdo substancias ativas no trato gastrointestinal e na

inter-relacdo com este meio (BUTS, 2005).
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Na producédo de bebida, as variaveis comumente avaliadas séo acidez total
e volatil, pH, teor de sélidos sollveis totais, teor alcodlico e rendimento da
producdo de &lcool proveniente do consumo de acucares fermentesciveis pela
levedura (fermento) que é utilizada.

Atualmente o hidromel tem sido foco de estudos visando a potencializacao
e evolugdo no processo de fabricacdo desta bebida. Apresenta alto potencial
comercial, caracteristica que ja é visivel em alguns paises, como nos Estados
Unidos, pais que possui cerca de 45 marcas de hidromeis ja comercializados, e a
tendéncia € de expansao deste numero, que continua crescendo. Além disso, o
namero de produtores artesanais tem aumentando nos ultimos anos apesar de a
bebida ainda ser pouco conhecida nacionalmente (MARTINS, 2018). Janior,
Canaver e Bassan (2015), observaram que o hidromel é uma bebida com
progressiva importancia econémica devido ao aumento da demanda de produtos
fermentados.

Diante deste contexto, o presente estudo tem como objetivo elaborar
hidromel utilizando Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii e
avaliar as variaveis indicativas de fermentacdo destas duas espécies de

leveduras.

2. OBETIVOS

2.1. Objetivo geral

Elaborar hidromel a partir da utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces boulardii, e avaliar as variaveis indicativas de fermentacao destas

duas espécies de leveduras.

2.2. Objetivos especificos

e Construir fermentadores de forma artesanal, simples e de baixo custo;

e Elaborar o mosto do hidromel composto a partir de mel multifloral,

e Avaliar o potencial de producdo de alcool usando duas espécies de
leveduras na producgéo de hidromel;

¢ Realizar analises fisico-quimicas durante a fermentacéo;

14



e Realizar contagem de leveduras antes apés a fermentagdo do hidromel.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Apicultura

Segundo Santos e Ribeiro (2009), a atividade apicola é essencialmente
ecolégica, comprovadamente rentavel, que pode ser desenvolvida em,
praticamente todo o espaco geografico, que possui condi¢cdes de solo e clima
favoravel e uma vegetacdo exuberante e rica em floradas, sendo uma atividade
sustentavel e de grande importancia econémica na geracdo de emprego e
aumento da renda para o agricultor familiar.

Pela sua natureza, a apicultura € uma atividade conservadora das
espécies. Nao € destrutiva como a maioria das atividades rurais e € uma das
poucas atividades agropecuarias que preenche todos os requisitos do tripé da
sustentabilidade: o econbmico porque gera renda para os agricultores; o social
porque utiliza a mao-de-obra familiar no campo, diminuindo o éxodo rural; e o
ecoldgico porque ndo se desmata para criar abelhas (GUIMARAES, 1989).

De acordo com Ferraz (2015), devido as condi¢cdes edafo-climaticas, areas
extensas de cobertura vegetal diversa, aras de reflorestamento, pomares e
culturas agricolas, o Brasil apresenta potencial para producdo de produtos
apicolas.

Dentre os produtos apicolas, destaca-se majoritariamente o mel. Segundo
Neto e Neto (2005), dentre os principais produtos da apicultura se destacam: o
mel, a cera, a prépolis, e menos explorados a geleia real, apitoxina (usada no

tratamento de doencas).

3.2. Hidromel

Ha& muitos relatos de que o hidromel é a bebida fermentada mais antiga
que existe. Segundo Brunelli (2015) o hidromel tem sua origem em paises
africanos com extensdo a toda bacia do Mediterraneo e Europa, prestando um

papel consideravel nas antigas civilizagoes.
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O Rigved, livro dos Hinos, escrito por volta de 1.700 — 1.100 a.C.,
documento mais antigo da literatura hindu, tem a primeira descricdo conhecida de
hidromel. Por ser considerada a bebida dos nobres e deuses, a bebida era parte
dos rituais na mitologia celta e vikings, os quais acreditavam que seu consumo
proporcionava imortalidade, conhecimento e dom da poesia, além de ter poderes
magicos de cura, aumentando a for¢a e fertilidade (BRUNELLI, 2015).

Hidromel é a bebida com graduacdo alcodlica de quatro a quatorze por
cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela fermentacdo alcodlica de
solucdo de mel de abelha, sais nutrientes e agua potavel segundo o Decreto n.
6871, de 04 de junho de 2009 (BRASIL, 2009).

A Instrucdo Normativa n° 34 de 29 de novembro 2012 (BRASIL, 2012)

define padrbes de identidade e qualidade para hidromel (Tabela 1).

Tabela 1. Padrdes de identidade e qualidade para hidromel.

A Limite Limite - ~
Parametro o . Classificacao
minimo maximo
Acidez fixa, em meqg/L 30
Acidez total, em meqg/L 50 130
Acidez volatil, em meq/L 20
Anidrido sulfuroso total, em g/L 0,35
Cinzas, em g/L 15
Cloretos totais, em g/L 0,5
Extrato seco reduzido, em g/L 7
Graduacao alcodlica, em % viv
o 4 14
a20°C
<
Teor de agucar em g/L 3 Seco
>3 suave

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2012).

De acordo com Mileski (2016) hidromel pode ser classificado como seco,
licoroso, doce e espumoso, de acordo com sua tecnologia de fabricacdo. Esta
classificagcdo varia de acordo com o tempo de fermentacdo, quantidade e
qualidade do mel utilizado na diluicdo, escolha da levedura e da graduacao
alcodlica.

Apesar de ser o produto fermentado mais antigo produzido e consumido
pelo homem, é dificil encontrad-lo comercialmente. Porém existem varios
produtores e comerciantes informais, apresentando-se, portanto, como um novo

produto em potencial de producdo e comercializacdo bem como uma bebida
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atraente aos consumidores que apreciam bebidas alcodlicas tradicionais (FILHO,
2016).

3.2.2. Matérias Primas para fabricacdo do Hidromel

3.2.2.1. Qualidade da Agua

A Instrucdo Normativa n. 34, de 29 de novembro de 2012 que aprova o
Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade das bebidas fermentadas,
incluindo o hidromel; estabelece que a agua empregada na elaboracdo da bebida
devera ser destinada, exclusivamente, a padronizacdo do grau brix (teor de
sélidos sollveis) do mosto a ser fermentado, para matérias-primas que
proporcionem mostos com alto teor de agUcares naturais, tais como a cana-de-
acucar e o mel; para a reducdo da graduacao alcoodlica do produto final; ou
diluicho da matéria-prima concentrada, neste caso, o mel, para possibilitar a

formacéo do mosto a ser fermentado (BRASIL, 2012).

Segundo a Portaria n°® 2.914 de 2011 que dispde sobre os procedimentos
de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade, a agua empregada na fabricacdo do hidromel, bem como
para todas as bebidas, deve ser potavel, ou seja, 4gua para consumo humano
cujos parametros microbiologicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam ao
padrdo de potabilidade e que ndo ofereca riscos a saude (BRASIL, 2011). Se a
agua utilizada for da rede publica aconselha-se a filtracdo para eliminacdo do
cloro com carvao ativado, pois este pode conferir aromas indesejados no produto

final e atrapalhar o desenvolvimento das leveduras.

3.2.2.2. Mel

O mel é um produto natural utilizado desde os primérdios da humanidade
na medicina tradicional, tendo adquirido popularidade entre os Egipcios, Arabes,
Gregos e outras civilizagcdes. Este produto € consumido em larga escala no

mundo inteiro e desempenha um papel importante na dieta humana, sendo
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também utilizado na industria de alimentos, farmacéutica, e de cosméticos
(PEREIRA, 2008).

Entende-se por mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas a partir do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes
vivas das plantas ou mesmo de secrecfes de insetos sugadores de plantas que
ficam sobre partes vivas das mesmas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substéncias especificas proprias, armazenam e deixam madurar
nos favos da colmeia (BRASIL, 2001).

Segundo Garske e Budel (2014), o mel € composto principalmente por
glicose, frutose, 4gua, e em menores propor¢des por sais minerais, acidos
organicos, vitaminas, compostos fendlicos, proteinas e aminoacidos livres. E
utiizado na medicina tradicional por suas atividades antimicrobiana, anti-
inflamatoria, bioestimulante, depurativa, emoliente, imunoestimulante, cicatrizante,
anticérie e regeneradora de tecidos.

A legislacédo traz a classificacdo do mel quanto a sua origem, procedimento
de obtencao e apresentacdo e/ou processamento (BRASIL, 2001).

Segundo sua origem:

1. Mel floral: obtido dos néctares das flores. a) Mel unifloral ou monofloral:
quando o produto procede principalmente de flores de uma mesma familia,
género ou espécie e possua caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microscopicas proprias. b) Mel multifloral ou polifloral: obtido a partir de diferentes
origens florais.

2. Melato ou Mel de Melato: obtido principalmente a partir de secrecdes das
partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que se
encontram sobre elas.

Segundo o procedimento de obtencao:

1. Mel escorrido: obtido por escorrimento dos favos desoperculados, sem
larvas.

2. Mel prensado: obtido por prensagem dos favos, sem larvas.

3. Mel centrifugado: obtido por centrifugacdo dos favos desoperculados, sem
larvas.

Segundo sua apresentacdo e/ou processamento:

1. Mel: produto em estado liquido, cristalizado ou parcialmente cristalizado.
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2. Mel em favos ou mel em seccdes: produto armazenado pelas abelhas em
células operculadas de favos novos, construidos por elas mesmas, que nao
contenha larvas e comercializado em favos inteiros ou em secc¢des de tais favos.

3. Mel com pedacos de favo: produto que contém um ou mais pedacos de favo
com mel, isentos de larvas.

4. Mel cristalizado ou granulado: produto que sofreu um processo natural de
solidificagdo, como consequéncia da cristalizacdo dos aglcares.

5. Mel cremoso: produto com estrutura cristalina fina e que pode ter sido
submetido a um processo fisico, que |he confira essa estrutura e que o torne facil
de untar.

6. Mel filtrado: produto submetido a um processo de filtracdo, sem alterar o
seu valor nutritivo.

A Tabela 2 apresenta os parametros fisico—quimicos do mel preconizados
pela Instrucdo Normativa n. 11 de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2001):

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos do mel estabelecidos pela legislacéo.
Especificacao

variavei
ariavels Mel Floral Melato
Acucares redutores (g .100 g 1) Minimo 65 Mlg:)mo
Sacarose aparente (g .100 g 2) Méaximo 6 Maiqsmo
Umidade (g .100 g *) Méaximo 20
Sélidos insoltveis em agua (g.100 g 1) Maximo 0,1
Minerais (g .100 g %) Maximo 0,6 Malxgno
Acidez (mEg. 100 g 1) Maximo 50
Hidroximetilfurfural (mg .100 kg 1) Méaximo de 60

Fonte: Adaptado de Brasil, 2001.

Desde que estejam em acordo com 0s regulamentos técnicos, obedecendo
aos parametros fisico-quimicos preconizados, qualquer mel pode ser utilizado na
fabricacdo do hidromel. Pereira (2008) constatou que na producao de hidromel, a
composicdo e tipo do mel usado e os suplementos adicionados, condicionou as

caracteristicas do produto final.
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3.2.2.3. Levedura

As leveduras sdo microrganismos eucariontes (assim como o0s fungos).
Leveduras como a Sacharomyces cerevisae, s&0 muito importantes na
microbiologia de alimentos. Industrias de bebidas fermentadas e de panificacao
sdo dependentes de seu metabolismo para transformar acucares em etanol (e
outros tipos de alcoois), na producdo de cervejas e vinhos e para produzir diéxido
de carbono na manufatura do pdo (FORSYTHE, 2013).

Geralmente, na producao do hidromel, séo utilizadas leveduras conhecidas
como culturas starters, normalmente aplicadas na producéo de vinho, cerveja e
espumantes. No entanto, o emprego destas cepas, gera inseguranga, visto que
nao € certa a adaptacdo das mesmas devido as particularidades do mosto de mel,
como maior concentracdo de acucares e menor concentracdo de nitrogénio
(FERRAZ, 2015).

As leveduras utilizadas na fabricagdo do hidromel sdo do género
Saccharomyces, pois enquadram-se nos requisitos que favorecem a fermentacao
da bebida, como: alta velocidade de fermentacdo, tolerancia a maiores
concentracbes de 4&lcool, aclcares e &acidos organicos e ainda produzem
compostos aroméaticos que contribuem com as caracteristicas sensoriais do
produto (BRUNELLI; IAMIZUMI; FILHO, 2017).

De acordo com Lopes e Pinto (2010), a levedura Saccharomyces boulardi,
foi isolada na Indochina, e utilizada para tratar doencas intestinais. Trata-se de
uma levedura com efeito probiético, ndo patogénica, termotolerante, ndo-toxica,
resistente a acdo do suco gastrico, das secrecfes entéricas, pancreaticas e da

bile, bem como a acéo de antibibticos e quimioterapicos.
3.2.3. Principais etapas do processamento de fabricacdo do hidromel

Na elaboracdo do hidromel, usam-se os procedimentos semelhantes ao
processamento de vinho, incluindo operagcdes de preparo e correcdo do mosto,

preparo do pé-de-cuba, adicdo do fermento, fermentacdo e envase (MATIETTO et
al., 2006)
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3.2.3.1. Preparo do mosto

Para a fabricacdo de um hidromel de qualidade é importante realizar um
bom planejamento. Dentre as principais fases da elaboracdo, o momento de
preparo do mosto se destaca, pois, sera definido a diluicAo necessaria para se
alcancar o teor alcodlico desejado.

A diluicdo € importante para que 0 mosto ndo se encontre em
concentracdes elevadas, pois, desta forma, a alta concentracdo de acucares pode
ocasionar a inibicdo da levedura a ser adicionada nas proximas etapas devido a
elevada pressdo osmoética. Além disso, o valor de pH € um fator importante na
elaboracéao do hidromel para iniciar e favorecer a fermentacdo (FILHO, 2016).

Em relacdo ao pH grande parte das leveduras empregadas em processos
fermentativos possui resisténcia a baixos niveis de pH, sendo que o pH
predominante em fermentacdes varia entre 4,0 a 5,5 (QUEIROZ et al., 2014).

Alguns autores recomendam a adi¢cdo de nutrientes ao mosto a fim de
otimizar as condicdes de fermentacdo, sendo justificada pela deficiéncia do mel
em sais minerais e fontes de nitrogénio (FERRAZ, 2015). No entanto, de acordo
com Matietto et al. (2006) quando se utiliza o mel de Apis, ndo € necessario a
adicdo de nenhum suplemento nutricional ao mosto, tampouco a corre¢cao de sua

acidez.
3.2.3.2. Preparo do pé-de-cuba

Trata-se de uma etapa importante para a adaptacao da levedura ao mosto
e multiplicacdo para que néo seja inibida pela pressdo osmotica do sistema.

Normalmente, retira-se 10% do volume total de mosto preparado, ao qual é
dado um tratamento térmico (pasteurizacdo), resfriado e adiciona-se o fermento.
Recomenda-se de 0,2 a 0,5 g de fermento para cada litro de mosto. O mesmo é
mantido a aproximadamente 20 °C por 24 horas em recipiente fechado
(MATIETTO et al., 2006).

ApoOs as 24h, o restante do mosto preparado € pasteurizado a 100 °C por 2
minutos, resfriado e o pé-de-cuba preparado € adicionado (MATIETTO et al.,
2006).

21



3.2.3.3. Fermentacao do mosto

A fermentac&o do mosto propriamente dita, ocorre em biorreatores, simples
ou modernos, montados com o0 objetivo de garantir a auséncia de oxigénio
(anaerobiose) no sistema e permitir o escape do gas carbbnico, produto da
fermentacdo (MATIETTO et al., 2006).

Nesta etapa sé@o produzidos etanol, gas carbdnico e compostos aromaticos
que irdo compor as caracteristicas sensoriais do produto (JUNIOR; CANAVER;
BASSAN, 2015).

3.2.3.4. Descuba

Quando cessa a fermentacdo, ndo ha mais desprendimento de COzq,
favorecendo a sedimentacao das particulas suspensas, como células de levedura,
sais insoluveis, proteinas entre outras, resultando num produto fermentado mais
limpido. Estes depdsitos sdo chamados de borra e sdo indesejaveis, pois
contribuem para a ocorréncia de reacdes quimicas e bioquimicas que podem
prejudicar as caracteristicas sensoriais da bebida, além de serem fonte de
contaminagao (FILHO, 2016).

Portanto a descuba consiste na separacao da borra do fermentado, e pode
ser realizado tanto por gravidade, manualmente ou com o auxilio de uma bomba
(BRUNELLI, 2015, MATIETTO et al., 2006).

3.2.3.5. Maturacao

Apés a descuba, o produto da fermentacdo, € mantido em repouso para
maturar, em anaerobiose, sob refrigeracdo. O tempo pode variar de algumas
semanas, meses e até anos (NETO, 2013). Nesta etapa se da o desenvolvimento
de compostos aromaticos que irdo compor o buqué da bebida (FILHO, 2016).

De acordo com Garlet et al. (2015), a etapa de maturacdo ou
envelhecimento, consiste em reacdes quimicas nos componentes secundarios da
bebida a qual adquire caracteristicas especiais pela formacdo de ésteres e que
guando em contato com madeira o envelhecimento € mais efetivo por facilitar a

oxidacao e trocas gasosas com o ambiente.
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3.2.3.6. Envase

O envase pode ser feito em garrafas de vidro, previamente sanitizadas e
pode ser pasteurizado a 65°C por 30 minutos, afim de cessar a fermentacao,
eliminar possiveis microrganismos patogénicos e aumentar a vida util do hidromel
(MATIETTO et al., 2006).

4. MATERIAL E METODOS

A elaboracédo do hidromel foi realizada a partir de mel multifloral adquirido
por meio de doacdo do setor de Apicultura do IF Sudeste MG — Campus Rio
Pomba no laboratorio de Desenvolvimento de Novos produtos do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Para a fermentacéo alcodlica foi utilizado fermento comercial liofilizado
Saccharomyces cerevisiae usado na industria de panificacdo e Sacchromyces
boulardii adquirida em farmacia na cidade de Rio Pomba.

O experimento consistiu de 2 tratamentos (A com Saccharomyes cerevisiae

e B com Sacharomyces boulardii) realizado com 3 repetic¢des.
4.1 Construcéo dos fermentadores

Os fermentadores foram construidos de forma simples, pratica e
econdmica. Foram utilizados baldes de plastico previamente higienizados com
capacidade para 3,0 L, torneiras adaptadas para a retirada das amostras para as
analises, mangueiras acopladas com a intencdo de expulsar o O:2 inicialmente
presente dentro do fermentador e o CO:2 produzido ao longo do processo
fermentativo. As mangueiras se encontraram imersas em alcool 70% em garrafas
PET a fim de impedir o contato do mosto com o ar ambiente evitando possiveis
contaminacgdes. Os materiais utilizados na confeccdo dos fermentadores podem

ser observados na Figura 1.
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Figura 1. Materiais utilizados na construcéo dos fermentadores.

4.2 Processamento do hidromel

O hidromel foi produzido seguindo as etapas apresentadas na Figura 2.

Aguae

| Preparo do Mosto | Mel

3

| Tratamento Térmico |

2 2

Levedura —_— | Resfriamento |

| Preparo do pé-de-cuba | ‘

| Fermentagao |

3

| Descuba |

.

| Clarificagdo |

4

| Maturacéo |

¥

| Envase |

Figura 2. Etapas da fabricagcdo de hidromel.

Inicialmente foi realizado o preparo do mosto. O mosto foi preparado
através da diluicdo do mel filtrado (Figura 3) com 77,5 °Brix em agua até obter 20°
24



Brix, para obtencéao de trés litros de mosto. Nao foi necessario fazer a correcao do

pH, pois ao final da diluicho o mosto apresentou pH igual a 3,8, sendo a faixa

Figura 3. Filtracdo do mel.

ApoOs a diluicdo o mosto foi submetido a um tratamento térmico de 100 °C
por 2 min e posteriormente resfriado a 25° C. O mosto preparado pode ser

\/

. q

Figura 4. Mosto de mel preparado.

observado na Figura 4.

Antes de iniciar a fermentacéo foi realizado o pé-de-cuba. Foi adicionado
0,4g/L do fermento a um volume de mosto equivalente a 10% da quantidade total
de mosto. Esta mistura foi mantida a temperatura de 25 °C por 24h onde foi
possivel observar a producdo de gas e formacdo da borra no fundo do frasco,
como mostrado na Figura 5. Esta etapa é importante para adaptacdo e

multiplicacdo das leveduras.
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Figura 5. Pé-de-cuba para o Tratamento A e tratamento B.

Apbs as 24h de adaptacdo e multiplicacdo das leveduras, a mistura foi
adicionada ao restante do mosto sob agitacdo. No pé-de-cuba haviam
aproximadamente 3,6 x 105 UFC/mL de células Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces boulardii suficientes para iniciar e conduzir o0 processo

fermentativo.

A fermentacdo ocorreu em cubas de fermentacdo (Figura 6) construidas

conforme descrito no item 4.1.

Figura 6. Cubas de fermentacéo.

As cubas de fermentacdo foram armazenadas em BOD (CE-300/120) a
25°C. A fermentacgdo ocorreu durante 16 dias até que o teor de sélidos soluveis

na bebida apresentasse constante. Durante a fermentacdo 0s microrganismos
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consomem 0s agucares presentes no mel com consequente producao de alcool e
gas.

Ao término do processo fermentativo, com a estabilizagdo do teor de
sélidos soluveis, foi realizada a descuba. Nesta etapa houve separacdo da borra

(solido precipitado) do fermentado (liquido) conforme apresentado na Figura 7.

Figura 7. Etapa de descuba e borra.

O liguido proveniente da etapa de descuba (hidromel) foi submetido a um
breve processo de maturacéo sob refrigeracdo por um periodo de 30 dias e a uma
etapa de clarificacdo com separacao dos sélidos em suspensdo sedimentados
durante o periodo de maturacdo a fim de se obter a separacdo da borra
novamente.

Ap6s a clarificagdo a bebida foi transferida para garrafas de vidro,
previamente higienizadas e tampadas com rolha de cortica (Figura 8).

Figura 8. Produto envasado durante o periodo de maturacao.
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4.3. Analises fisico — quimicas e microbiolégica

Foram realizadas durante o processo de elaboracédo do hidromel e apés a
etapa de fermentagcdo, andlises fisico-quimicas de pH, acidez total titulavel
(meq/L), teor de solidos soluveis totais (SST), expresso em ° Brix e graduacao
alcoolica (% v/v) seguindo as metodologias preconizadas pelo Instituto Adolfo
Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

A contagem de células vidveis foi realizada por contagem em placas
utilizando o meio de cultura DRBC no inicio (tempo 0) e ao final do processo
fermentativo, de acordo com Silva et al. (2010). Todas as analises foram

realizadas em triplicatas.

4.4. Analise estatistica

Os dados médios para cada varidvel considerando as duas leveduras
(Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii) foram comparadas pela
analise de variancia (ANOVA) em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
Teste de Tukey (p<0,05), pelo programa Statistica, verséo 13 (TIBCO, 2017).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Potencial hidrogeniénico (pH)

Observando os valores de pH durante o processo fermentativo (Figura 9), €
possivel constatar que os mesmos se mantiveram dentro da faixa ideal de acordo
com a literatura, que estabelece para o hidromel uma faixa de variacédo de 3,42 a
6,10 e a média do pH 3,9 (QUEIROZ et al., 2014).
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Figura 9. Variacdo do pH ao longo do processo fermentativo para o
tratamento A (S. Cerevisiae) e B (S. Boullardii).

Para os dois tratamentos houve diminuicdo do pH ao longo da
fermentacdo. E possivel observar diferenca significativa (p<0,05) no valor de pH
entre os tratamentos a partir do décimo terceiro dia de fermentacdo, sendo que
com 16 dias de fermentac&o o tratamento A (S. cerevisiae) apresentou pH=3,61 e
o tratamento B apresentou pH=3,35.

Alves et al. (2013) afirmaram que nos primeiros dias de fermentagao, sao
produzidos &cidos principalmente acido acético e succinio, que contribuem para o
abaixamento do pH. Esta reducdo do pH € um fator importante pois, ndo afeta a
acao das leveduras, e inibe o crescimento bacteriano, beneficiando a producéo e
impedindo a proliferacdo de bactérias indesejaveis na bebida.

Analisando o pH do processo fermentativo de hidromel artesanal, Queiroz
et al. (2014) observaram uma pequena variacdo do valor de pH, que se manteve
menor que quatro e maior que trés durante todo o processo fermentativo.

Munieweg et al. (2016) acompanharam a evolucédo do pH ao longo de 30
dias de fermentacdo na producdo de hidromel em escala laboratorial e artesanal.
O pH apresentou pouca variagdo durante o periodo, encontrando-se ao final do
processo laboratorial em 3,79 e no artesanal em 3,64 sem diferenca significativa.

Diante do exposto, é possivel observar as semelhancas entre os resultados
para valores de pH durante o processo fermentativo do hidromel realizado neste

estudo com os encontrados por outros autores.
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5.2. Acidez total titulavel

Observando os resultados para acidez total ao longo do processo
fermentativo (Figura 10), pode-se constatar um aumento gradativo da acidez,
acompanhando a evolucdo do pH, devido a producdo de acidos organicos nos

primeiros dias de fermentagao.
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Figura 10. Variacdo da acidez total ao longo do processo fermentativo para o
tratamento A (S. Cerevisiae) e B (S. Boullardii).

No tratamento B (S. boulardii), € possivel observar um valor de acidez total
de 72 meg/L ao final do processo, encontrando-se de acordo com o valor
preconizado pela legislacdo (BRASIL, 2001) e diferindo significativamente dos
valores do tratamento A (S. cerevisiae) a partir do décimo terceiro dia de
fermentacao. Este ultimo se encontrou com 42 meq/L de acidos totais no final do
processo, resultado inferior ao valor minimo estipulado pela legislacdo. Supde-se
que este valor aumente no periodo de maturacdo, devido a producdo de
compostos secundarios de carater acido, levando em consideracdo que este

estudo foi feito até o ultimo dia de fermentacéo.

Brunelli, lamizumi, Filho (2017) a partir de um estudo com cinco cepas de
leveduras diferentes, constataram que hidromeis produzidos com levedura de
vinho, apresentaram maiores concentragbes de acidez total, sendo este
comportamento, justificado pelo metabolismo das leveduras, que liberam &cidos

organicos durante o processo fermentativo.
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5.3. Sélidos Solaveis Totais (°Brix)

Com o objetivo de produzir um produto mais doce, os valores iniciais de
sélidos soluveis se encontraram em torno de 20 °Brix, apresentando uma
consequente reducédo ao longo do processo fermentativo devido ao consumo dos
acucares do mel como substrato pelas leveduras, e atingiu estabilidade com 16
dias apresentando um valor de 7,9 °Brix, tanto para S. cerevisiae quanto para S.
boulardii (Figura 11).
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Figura 11. Variacdo de solidos solUveis ao longo do processo fermentativo
para o tratamento A (S. Cerevisiae) e B (S. Boullardii).

Munieweg et al. (2016) encontraram, com 30 dias de fermentacéo valores
entre maiores que 8,0 e menores que 9,0, a partir de um mosto com 20 °Brix.
Neste trabalho, no entanto, comparando os valores de SST atingiram esta faixa
na metade do tempo.

Queiroz et al, 2014, encontraram valores de SST ao longo de nove dias
entre 6 e 10 °Brix.

5.4. Teor Alcodlico

Ao final do processo fermentativo os hidromeis produzidos com S.
cerevisiae apresentaram 11,06 %v/v de &lcool e os que foram produzidos
utilizando S. boulardii apresentaram um teor alcodlico final de 11,1 %v/v, nao
havendo diferenca significativa para os tratamentos (Figura 12), e estando dentro
da faixa estabelecida pelo regulamento técnico (BRASIL, 2009) que é de 4,0 a 14

%v/v, comprovando a eficiéncia na producéo de alcool pelas leveduras.
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Figura 12. Teor alcodlico final do hidromel para A (Cerevisiae) e B
(Boullardii).

Silva (2016), encontrou um valor de 12,7 %v/v de etanol na fermentacao de
mosto de hidromel a 20 °Brix com meéis de trés diferentes floradas,
suplementados, com 48h de fermentacéao.

Brunelli, 2015, ao elaborar mosto de hidromel a 20 °Brix com mel silvestre,

encontrou valor de 10,98 %v/v de alcool.

5.5. Contagem de células viaveis de leveduras

Apods o preparo do pé-de-cuba, obteve-se contagem de 3,5x10% UFC/mL
para S. cerevisiae e 3,6x10° UFC/mL para S. boulardii (Tabela 3), sendo esta a
guantidade inicial de células adicionadas para dar inicio ao processo fermentativo.
Ao final da fermentacdo pode-se observar uma reducdo do numero de células
para S.cerevisiae com uma contagem de células de 1,9x10% UFC/mL engquanto
que para S. boulardii 0 niumero de células ndo reduziu apresentando uma
contagem 6,0x10% UFC/mL.

Tabela 3. Contagem inicial e final de células viaveis de S. cerevisiae e S.
boulardii.

Levedura Contagem inicial Contagem final
S.cerevisiae  3,5x10% UFC/mL 1,9x10° UFC/mL
S. boulardii 3,6x10°% UFC/mL  6,0x108 UFC/mL

A diferenca na taxa de sobrevivéncia das leveduras pode ser explicada

pelo fato de que a S.cerevisiae utilizada era destinada a panificagdo, sendo uma
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linhagem nédo adaptavel aos produtos da fermentacdo como o alcool, por
exemplo, além disso, apresenta maior facilidade de decantacdo em relacédo a S.
boulardii, que apresentou maior contagem final, podendo se manter dispersa no
meio e com menor decantacao.

llha et al. (2008), iniciaram a producéo de hidromel com 1x10'4 UFC/mL de
S. cerevisiae em mosto a 21 °Brix. A fermentacdo cessou em 84 horas com
adicao de nutrientes ao mosto.

Mileski (2016), citou que Mendes-Ferreira et al, 2010, prepararam mosto de
22,2 °Brix, com objetivo de produzir hidromel com aproximadamente 11 %v/v de
alcool, adicionando 1,0x10° UFC/mL de fermento e, seguindo os mesmos,

também adicionou em seu mosto a mesma taxa de inoculagéo.

6. CONCLUSOES

Os fermentadores construidos se mostraram adequados a producdo de
hidromel em pequena escala, artesanalmente ou em escala laboratorial para
estudos de fermentacdo, mantendo o sistema em anaerobiose e de facil
manuseio.

A elaboracdo e producdo do hidromel foi possivel utilizando as duas
espécies diferentes de leveduras, estando os parametros indicativos de
fermentacao de acordo com o esperado, exceto o valor de acidez total titulavel
final do hidromel produzido com S. cerevisiae, que se apresentou abaixo dos
parametros legais. Desta forma, sugere-se que sejam realizados estudos futuros
com a utilizacdo desta levedura, mas com linhagens especificas adaptadas a
fermentacdo do mosto de mel.

Levedura da espécie S. boulardii apresentou potencial fermentativo no
processamento de hidromel, além disso, pode trazer diversos beneficios sendo
considerada uma espécie com potencial probiético, o aumento do namero de
células inoculadas poderia levar uma diminuicdo do tempo de fermentacdo e
maior numero de células sobreviventes.

Estudos em relacdo a caracterizacéo, fabricacdo, equipamentos e tipos de
leveduras que envolvem a producdo de hidromel no Brasil sédo de grande valia

para a comunidade cientifica e para a melhoria dos processos de obtencédo e
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condicbes de processamento, melhorando, através destes, a eficiéncia da

producéo e qualidade da bebida.
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