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RESUMO

A industria meleira é uma atividade econ6mica desenvolvida no Sertdo
Pernambucano e o desenvolvimento de produtos a base de mel pode ser uma
importante alternativa para o escoamento da producdo e ao mesmo tempo uma
interessante forma de agregar valor ao produto. O hidromel € uma bebida
fermentada obtida pela diluicdo do mel em agua com adicdo de nutrientes e
leveduras. Esta bebida é bastante valorizada no mercado externo, e pode ser
uma nova forma de rentabilizar e agregar valor ao mel produzido no estado,
valorizando a producdo local. O Brasil se encontra entre 0s principais
exportadores de mel in natura, isso indica que o pais pode vir a se tornar um
forte competidor no mercado do hidromel. O presente estudo tem por objetivo
investigar o processo de fermentacao alcoodlica do mel, com diferentes cepas de
leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, produzir e avaliar o hidromel
fresco. Os méis, de apicultura, para o desenvolvimento do estudo foram
adquiridos de duas cooperativas do Sertdo Pernambucano, das cidades de
Triunfo e Serra Talhada. O produto foi caracterizado por meio de analises fisico-
guimicas: concentracdo de solidos soluveis, pH, acucares redutores por DNS,
perfil fendlico e viabilidade celular. Dessa forma, o presente estudo avaliou
diferentes cepas de leveduras, 7 (sete) Saccharomyces e 6 (seis) nao-
Saccharomyces, bem como a cinética fermentativa delas na producdo de
hidromel, buscando encontrar leveduras que submetidas a condicdes
fermentativas adequadas sejam capazes de gerar hidromel, em conformidade
com o preconizado pela legislacéo brasileira, a partir de méis de apicultura do
Sertdo Pernambucano. De maneira geral, esse estudo aponta a importancia da
escolha da cepa na producdo de hidromel, pois mesmo cepas da mesma
espécie, apresentaram perfis fermentativos e fendlicos distintos, o que vai
impactar diretamente na producao de um hidromel Unico.

Palavras-chave: bioma caatinga; nao-Saccharomyces; otimizacao;
fermentacao; parametros fermentativos; Saccharomyces.

viii



ABSTRACT

The honey industry is an economic activity developed in Sertdo Pernambucano.
The development of honey-based products can be an important alternative for
the production flow and an interesting way to add value to the product. Mead is a
fermented drink obtained by diluting honey in water with the addition of nutrients
and yeast. This drink is highly valued in the foreign market and can be a new way
to monetize and add value to the honey produced in the state, valuing local
production. Brazil is among the main exporters of honey in nature, which indicates
that the country may become a strong competitor in the mead market. The
present study aims to investigate the process of alcoholic fermentation of honey,
with different strains of Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts, to
produce and evaluate fresh mead. Beekeeping honey for the development of the
study was purchased from two cooperatives in the Sertdo Pernambucano, in the
cities of Triunfo and Serra Talhada. The product was characterized by physical-
chemical analyses: concentration of soluble solids, pH, reducing sugars by DNS,
phenolic profile, and cell viability. Thus, the present study evaluated different
strains of yeast, 7 (seven) Saccharomyces and 6 (six) non-Saccharomyces, as
well as their fermentative kinetics in the production of mead, seeking to find
yeasts that, submitted to adequate fermentative conditions, are capable of
generating mead, following what is recommended by Brazilian legislation, from
beekeeping honey from the Sertdo Pernambucano. In general, this study points
to the importance of choosing the strain in the production of mead, as even strains
of the same species have different fermentative and phenolic profiles, which will
directly impact the production of a unique mead.

Keywords: caatinga biome; fermentation optimization; fermentation parameters;
non-Saccharomyces; Saccharomyces.
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1. INTRODUCAO

As variacbes climaticas determinam a dindmica da vegetacao,
favorecendo a diversidade e qualidade do mel (GALVINCIO et al., 2016). O
estado de Pernambuco é caracterizado pelos climas: tropical imido e semiarido,
tais condi¢cdes climaticas exercem influéncia primordial nas caracteristicas
organolépticas do mel (VIDAL, 2017).

A mesorregiao denominada Sertéo, onde estéo localizadas as cidades de
Serra Talhada e Triunfo, € um dos principais destaques na producdo melifera
pernambucana (IBGE, 2021). Essa producdo encontra-se associada a
diversidade vegetal do bioma caatinga, vegetacdo natural Unica no mundo,
valorando ainda mais esse produto. Além disso, nessa regido do sertao
pernambucano existe uma baixa utilizacdo de agrotdxicos, o que diminui a
absorcéo desses produtos pelas abelhas (LEAO; MOUTINHO; XAVIER, 2012).

A producdo de hidromel vem sendo explorada, como alternativa a
comercializacdo in natura do mel, por seu valor agregado. Considerada uma das
bebidas mais antigas do mundo, teve seu consumo em €pocas mais antigas de
forma generalizada, porém com o passar do tempo, foi perdendo espaco e vindo
a ser substituido por outras bebidas (SILVA, 2016).

De maneira geral, a producdo comercial de hidromel utiliza culturas
starters, que séo leveduras disponiveis comercialmente, nas formas congelada
ou liofilizada, e que sdo selecionadas de acordo com a finalidade do uso. Essas
leveduras, sdo responsaveis por metabolizarem o0s acucares redutores
presentes no mel e outros aditivos, a depender do tipo de hidromel que esta
sendo produzido, gerando etanol e didéxido de carbono como principais produtos
da etapa de fermentacédo (CHEN et al., 2013; FERRAZ, 2015; IGLESIAS et al.,
2014).

As leveduras, ndo sdo apenas responsaveis pelo teor alcodlico para a
bebida, elas sdo de suma importancia nas caracteristicas organolépticas
apresentadas no hidromel. Essa influéncia é fruto da interacdo dos produtos
gerados no metabolismo secundéario do microrganismo (GUERRA, 2010).

Diversas cepas de leveduras estdo disponiveis para a fermentacdo do
hidromel, contudo, comercialmente, as mais viaveis sao as cepas de

Saccharomyces, também utilizadas na produgdo de cervejeira e vinifera
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(SCHULLER & CASAL,2005). Apesar de apresentar excelente tolerancia as
altas concentracdes de acucares do mosto de mel e capacidade de crescimento
em anaerobiose, nem sempre as cepas de Saccharomyces séo utilizadas na
producdo de hidromel. Esse fato estd ligado a diferenca de composicdo de
acucares do mel e da uva, o que leva os produtores de hidromel a considerar
gue ela ndo renda bons produtos (CHEN et al., 2016; IGLESIAS et al. 2014).

Contudo o produto perde muito do seu teor “Unico”, em detrimento da
eficiéncia, em especial quando comparado com as bebidas fermentadas por
leveduras selvagens (PUERTAS et al, 2017). Uma alternativa a essa
padronizacdo € a utilizacdo de leveduras que nao sejam da espécie
Saccharomyces, pois elas conseguem aumentar a complexidade aromética, o
gue eleva a qualidade do produto (CHEN et al., 2013; LI e SUN, 2019; PUERTAS
et al.,, 2017; SUN et al.,, 2022). Porém apesar de trazer essa melhoria na
gualidade e acabar agregando valor ao produto, essas leveduras apresentam
uma tolerancia ao etanol muito baixa, além de uma capacidade fermentativa
reduzida e algumas caracteristicas organolépticas indesejadas, de tal maneira
gue se torna inviavel a utilizacdo de qualquer ndo-Saccharomyces para a
fermentacdo de hidroméis. Contudo, ha algumas cepas dos géneros Candida,
Pichia, Kluyveromyces e Torulaspora, que apresentaram potencial fermentativo
em cervejas e vinhos (TATARIDIS et al., 2013).

Nos estudos de literatura que utilizaram leveduras nao-Saccharomyces
para produzir hidromel, poucos materiais de referéncia sdo encontrados em
bancos de dados como Scielo, Portal de periddicos da CAPES, Web of science,
Elsevier e Google Scholar foram consultados, buscando as palavras: “mead”,
“yeast”, “brewing” e “non-Saccharomyces”. Obteve-se um total de 1410
resultados potenciais, compreendidos no periodo de 2015 a 2022, dos quais
foram selecionados um total de dezoito artigos, por meio da leitura de seus titulos
e resumos disponiveis, apos a leitura e andlise do artigo na integra, esse nimero
foi reduzido para 8 publicacdes. O que demonstra a contribuicdo desta pesquisa
sobre a utilizac&o de leveduras ndo convencionais para a producao de hidromel.

Diante do exposto, esse estudo tem como objetivo selecionar leveduras
capazes de produzir hidromel com base em méis de apicultura do Sertédo

Pernambucano.
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2. PROBLEMA E PESQUISA E HIPOTESE

E possivel que leveduras em condicbes fermentativas adequadas sejam
capazes de gerar hidromel, em conformidade com o preconizado pela legislacéo
brasileira, proveniente de méis de apicultura e meliponicultura do Sertdo

Pernambucano?

HO: Leveduras submetidas a condi¢des fermentativas adequadas n&o sao
capazes de gerar hidromel, em conformidade com o preconizado pela legislacéo
brasileira, a partir de méis de apicultura e meliponicultura do Sertdo

Pernambucano.

H1: Leveduras submetidas a condi¢cdes fermentativas adequadas séo
capazes de gerar hidromel, em conformidade com o preconizado pela legislacéo
brasileira, a partir de meéis de apicultura e meliponicultura do Sertdo

Pernambucano.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a utilizacao de leveduras quanto a producédo de hidromel com base

em méis de apicultura do Sertdo Pernambucano.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a cinética fermentativa de leveduras em méis de apicultura
provenientes do Sertdo Pernambucano.

o Analisar a possibilidade de leveduras gerarem caracteristicas

diferentes nos hidromeéis produzidos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo, serdo abordados os principais temas relativos ao
desenvolvimento do estudo, tais como o mel, as espécies de leveduras utilizadas
na dissertacdo, o hidromel, o processo de fermentacdo e seus compostos

secundarios, bem como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
4.1 MEL

Mel é o produto alimentar de origem animal, produzido por abelhas
meliferas, com substancias proprias que € maturado nos favos da colmeia
(BRASIL, 2017). A modificacdo do material recolhido pelas abelhas, que
transformar-se-4 em mel, € iniciado logo apés a colheita na vesicula melifera das
abelhas coletoras. Apos isso uma classe de abelhas, chamada de operarias, fica
responsavel por preencher os favos e fecha-los com uma pelicula de cera, para
entdo ocorrer a transformacédo em mel, por meio da desidratacdo e inversao de
acucares (GARCIA-CRUZ et al., 2009). Apoés essa transformacéao é obtido o mel,
um produto natural com inumeras aplicacdes, seja na industria alimentar,
cosmeética ou medicinal (JEFFREY e ECHAZARRETA, 1996; SHARQUIE et
al., 2004; SHEIKH et al.,, 1995; SILVA etal., 2008; SWELLAM et al., 2003;).

Essa versatilidade do mel € possivel gracas a sua composicdo, tendo
como principal os carboidratos, acima de 65% (CRANE, 1985, BRASIL, 2000).
Também se encontra agua, 17%-20%, alguns aminoacidos em contagem quase
nula, 0,05% e minerais em baixas quantidades, entre 0,02% e 0,45%, outros
componentes também s&do presentes como: compostos aromaticos e vitaminas
(BOGDANOV, 2009).

A producédo nacional apresentou uma ascensao entre os anos de 2020 e
2021, com um aumento de 6,4% na producao, alcancando o total de 55,8 mil
toneladas, o que implica em R$ 854,4 milhdes, um aumento de 34,8% no
faturamento em relacdo ao ano anterior (SUARESSIG, 2023). Dentro do Brasil
existem duas regidoes que se destacam quanto a producédo de mel (Tabela 1), a
primeira € a regido Sul, com a maior producédo (IBGE, 2021), favorecida em
especial pela colonizacdo europeia que acabou dando todo o aporte técnico
necessario (BARROS, 2005). J& a outra que merece destaque é a regiao

Nordeste que vem tendo seu espaco produtivo aumentada consecutivamente e
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pelas suas condi¢Bes de producdo bem favoraveis (IBGE, 2021). E quando se
fala de crescimento de producéo no Nordeste, o estado de Pernambuco vem se
destacando, n&o pelo volume produzido, aproximadamente 1,4 toneladas anual,
0 que coloca o estado em 5° da regido Nordeste e em 10° do Brasil, de acordo
com o IBGE (2021), mas pelo seu ritmo de crescimento.

Tabela 1 - Producdo de mel de apicultura das Regiées Nordeste e Sul do Brasil em 2021.

Producédo de mel em 2021

Estado RS Kg
Regidao Nordeste
Maranhao 38.595 2522,55
Piaui 99.392 6496,21
Ceara 57.579 3763,33
Rio Grande do Norte 11.508 752,16
Paraiba 5.535 361,76
Pernambuco 21.195 1385,29
Alagoas 11.112 726,27
Sergipe 2.107 137,71
Bahia 60.492 3.953,73
Total 307.515 20.099
Regido Sul
Parana 123.683 8.083,86
Santa Catarina 67.261 4.396,14
Rio Grande do Sul 131.492 8.594,25
TOTAL 322.436 21.074,25

Fonte: adaptado de IBGE (2021).

Pelas caracteristicas de clima, o estado € caracterizado pelos climas
tropical umido e semiarido, e flora de Pernambuco o insere de maneira
competitiva no mercado meleiro, uma vez que, tais condi¢cdes edafoclimaticas
exercem influéncia primordial nas caracteristicas organolépticas do mel (VIDAL,
2017), sendo que as variacfes climaticas vao determinar a dinamica da
vegetacdo local (GALVINCIO et al., 2016).

Outro ponto importante que se destaca em Pernambuco € a prética da
apicultura, criacdo racional de abelhas de ferrdo, e a meliponicultura, criacéo
racional de abelhas nativas sem ferrdo (GOMES et al. 2017), presentes em todo
o territorio estadual. A mesorregido denominada Sertéo, onde estao localizadas

as cidades de Serra Talhada e Triunfo, € um dos principais destaques nha



21

producdo melifera pernambucana (IBGE, 2021). Essa importancia ganha ainda
mais destaque quando é analisada a diversidade vegetal local, com a caatinga,
vegetacdo natural, valorando ainda mais esse produto. Além disso a absorcao
de pesticidas pelas abelhas é bem menor, quando comparada com outras

regides, pois 0 uso de pesticida é baixo.

4.2 LEVEDURAS

De maneira geral, ao produzir-se hidromel, utilizam-se culturas starters,
gue sao leveduras disponiveis comercialmente, especialmente nas formas
congelada ou liofilizada, e que sdo selecionadas de acordo com a finalidade do
uso. Tal escolha é feita, pois uma fermentacdo espontanea, poderia gerar
produtos de qualidade inferior e ndo padronizada, podendo chegar a ser
insalubre para o consumidor (VEDOVATTO et al., 2019). Essas leveduras, séo
responsaveis por metabolizarem os acucares presentes no mel e outros aditivos,
a depender do tipo de hidromel que esta sendo produzido, e gerando etanol e
diéxido de carbono como principais produtos dessa acao, também chamada de
fermentacdo (CHEN et al., 2013; FERRAZ, 2015; IGLESIAS et al., 2014).

As leveduras, ndo sdo apenas responsaveis por trazer o teor alcodlico
para a bebida, elas sdo de suma importancia nas caracteristicas organolépticas
apresentadas no hidromel. Essa influéncia é fruto da interacdo dos produtos
gerados no metabolismo secundario do microrganismo (GUERRA, 2010).

Diversas cepas de leveduras estdo disponiveis para a fermentacdo do
hidromel, contudo, comercialmente, as mais viaveis sdo as cepas de
Saccharomyces, também utilizadas na producdo de cervejeira e vinifera
(SCHULLER & CASAL,2005). Apesar de apresentar excelente tolerancia as
altas concentracfes de acucares do mosto de mel e capacidade de crescimento
em anaerobiose, nem sempre as cepas de Saccharomyces sao utilizadas na
producédo de hidromel. Esse fato esta ligado a diferenca de composicdo de
acucares do mel e da uva, o que leva os produtores de hidromel a considerar
gue ela ndo renda bons produtos (CHEN et al., 2016; IGLESIAS et al. 2014).

Contudo o produto perde muito do seu teor “Unico”, em detrimento da
eficiéncia, em especial quando comparado com as bebidas fermentadas por
leveduras selvagens (PUERTAS et al.,, 2017). Uma alternativa a essa

padronizacdo € a utilizacdo de leveduras que ndo sejam da espécie
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Saccharomyces, pois elas conseguem aumentar a complexidade aromética, o
gue eleva a qualidade do produto (CHEN et al., 2013; LI e SUN, 2019; PUERTAS
et al., 2017; SUN et al., 2022). Porém apesar de trazer essa melhoria na
gualidade e acabar agregando valor ao produto, essas leveduras apresentam
uma toleréncia ao etanol muito baixa, além de uma capacidade fermentativa
reduzida e algumas caracteristicas organolépticas indesejadas, de tal maneira
gue se torna inviavel a utilizagcdo de qualquer ndo-Saccharomyces para a
fermentacao de hidroméis. Contudo, ha algumas cepas dos géneros Candida,
Pichia, Kluyveromyces e Torulaspora, que apresentaram potencial fermentativo
em cervejas e vinhos (TATARIDIS et al., 2013).

Um dos pontos importantes e necessarios das leveduras utilizadas para a
fermentacdo alcoodlica, é a sua capacidade de suportar o etanol, produto da
fermentacdo alcoolica. Durante o processo fermentativo ocorre o aumento
gradual da concentracéo de etanol no meio no qual a levedura se encontra, até
0 momento que atinge concentracdo que inativa ou autolisa a levedura,
cessando o processo fermentativo. Dessa maneira, uma alta tolerancia alcodlica
implica em maior producéo de alcool no mosto. Essa tolerancia esta ligada direta
ou indiretamente a fatores como: componentes genéticos da levedura, toxicidade
do etanol, influéncias do ambiente fisico, composicdo do mosto, bem como a
condicdo fisiologica da levedura (BOULTON e QUAIN, 2001).

Na primeira etapa da fermentacdo, conhecida como fase lag, latente ou
ainda, fase de adaptacdo, as células de levedura utilizam aclUcar e outros
nutrientes, especialmente nitrogénio, para obter energia e iniciar o crescimento
celular, ao passo que utilizam esses substratos para manter a sua sobrevivéncia
nas novas condicbes ambientais (ZAMORA, 2009).

Apés a adaptacéo, a levedura entra na fase de crescimento exponencial,
também chamada de tumultuosa, € considerada a etapa principal no qual ocorre
a intensa producdo de etanol e desprendimento de CO;, nesse momento a
levedura comeca a se replicar a uma taxa elevada que é limitada em grande
parte pela concentracdo de nitrogénio (VARELA; PIZARRO e AGOSIN,2004).
Durante esse mesmo periodo de crescimento, o oxigénio dissolvido no meio
fermentativo é utilizado pela levedura na producdo do principal esterol, o

ergosterol, e acidos graxos insaturados que serdo incorporados ao diacilglicerol
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(DAG), o precursor de todos os fosfolipidios que comp&em a membrana celular
de levedura (ZAMORA, 2009).

Apls a exaustdo do nitrogénio disponivel, as leveduras comecam a
transitar para a fase estacionaria, momento no qual a populacédo de células de
levedura atinge sua maior densidade. Durante o metabolismo da fase
estacionaria inicial, boa parte dos acucares fermentaveis sao convertidos em
etanol e a viabilidade celular permanece relativamente alta, porém é perceptivel
uma diminui¢do no seu ritmo fermentativo (COLEMAN, FISH e BLOCK,2007).

A concentracdo de aculcar comeca a decair, enquanto os teores de etanol
aumentam, conforme a concentracéo de acUcar continua a cair, com uma certa
estabilidade de células viaveis, até o ponto em que o aglcar € exaurido do meio,
a partir desse instante as leveduras comecam a morrer, havendo maior
concentracdo de subprodutos, caracterizada pela menor liberacdo de CO; e
menor temperatura (CARVALHO e SATO, 2001; HENDERSON e BLOCK,
2014).

Casey e Ingledew (1986) defendem que apesar de haver uma reducao
significativa no desempenho fermentativo em concentracdes de etanol a partir
de 10% (peso/volume) é apenas com 15% €é que ocorrem as desnaturacdes das
enzimas glicoliticas. Além disso, estudo publicado por Rowe (1992), diz que a
bicamada membranosa da célula tem sua fluidez diretamente ligada a
concentracdo de etanol, podendo chegar a uma perda proxima a 1/3 de sua
espessura. Essa reducao provocada pelo alcool acaba gerando uma saida de
proteinas agregadas e alteracbes na atividade das membranas proteicas
(HENDERSON e BLOCK, 2014).

Por fim essa exposicdo, da membrana plasmatica a meio rico em etanol,
tem mostrado uma certa capacidade de interferéncia do alcool em modular a
atividade das proteinas da membrana, como Pmal, que € a H-ATPase primaria
responsavel por manter o pH intracelular e o potencial da membrana plasmatica
na Saccharomyces cerevisiae (AGUILERA et al., 2006). Demonstra-se assim
gue a membrana da célula de levedura é o alvo principal do efeito toxico do
etanol (ALEXANDRE et al.,1994; BLOCK e BISSON, 2002;).

Sao diversas as cepas de leveduras disponiveis para a fermentagéo do
hidromel, contudo, comercialmente falando, as mais vidveis sdo as mesmas
utilizadas nas industrias cervejeira e vinifera (SCHULLER e CASAL,2005). Essa
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predilecdo, acaba dando uma certa atengdo as cepas de Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces bayanus, pois apresentam bons resultados
fermentativos, boa resisténcia ao alcool e a capacidade de processar acidos
malicos, alta velocidade de fermentagdo, elevado poder floculante, além de
produzir compostos aromaticos que contribuem para o sabor e aroma do
hidromel (BRUNELLI, 2015; GUAN et al, 2013).

Porém nem sempre a Saccharomyces era vista com bons olhos na
producéo de hidromel, isso ocorria, pois, devida a baixa homologia entre o mel
€ a uva, ou seja, por ndo possuirem estruturas semelhante, os produtores
acreditavam que ela ndo renderia bons produtos para a industria do hidromel.
Mas, estudos foram feitos e a Saccharomyces provou-se adequada, por
apresentar excelente tolerancia as altas concentragdes inerentes ao mosto e
pela capacidade de crescimento em anaerobiose (CHEN et al., 2016; IGLESIAS
et al. 2014;).

A Saccharomyces cerevisiae, tem por caracteristicas ser uma levedura
gue pode fermentar com a presenca ou auséncia de oxigénio. Caso haja
presenca, ou seja, trabalhe em meio aerdbio, ela converte glicose em agua,
diéxido de carbono e ATP (trifosfato de adenosina). Ja na auséncia, ocorre a
anaerobiose, onde o0 acucar assume papel de nutriente basico para a
sobrevivéncia do microrganismo, gerando assim excrementos interessantes
para a industria alcodlica como o etanol e o diéxido de carbono, vale ressaltar
gue o alcool possui dupla funcdo no processo fermentativo, além de fornecer o
teor alcoolico, atua também como inibidor de microrganismos competidores
(GOES-FAVONI et al, 2018; PAIXAO, 2018).

O interesse pela Saccharomyces cerevisiae vem desde o comeco do
século XX, sendo reconhecidamente um sistema paradigma dentre os seres
eucariotas unicelulares (SCHNEITER; REINER & MICOLOD, 2005), para Briggs
e colaboradores (2004) é sem duvida a mais estudada das leveduras e um dos
microrganismos mais explorados em pesquisas.

Esse extenso estudo e aprofundado debrucar da ciéncia e industria sobre
a Saccharomyces cerevisiae fez com que houvesse hoje em dia uma diversidade
genética de estirpes comerciais muito grande (FAY e BENAVIDES, 2005). Tudo
isso tem como consequéncia uma grande valorizagdo nas industrias da

fermentacdo, uma vez que ela traz caracteristicas de interesse primordial para a



25

industria, como: fermentagdo rapida e completa de agucares fermentesciveis;
alta producédo e tolerancia de etanol; bouquet caracteristico, mas moderado;
possibilidade de uso com mono-, di- e trissacarideos (DEQUIN, 2001; WALKER
e STEWART, 2016). Vale ressaltar que tais caracteristicas ndo sao exclusividade
fenotipicas da Saccharomyces cerevisiae, estando presente em muitos outros
géneros de leveduras, porém é o conjunto e a sinergia dessas qualidades que
faz ela receber o titulo de exceléncia (STEENSELS e VERSTREPEN, 2014).

A Saccharomyces cerevisiae pode apresentar uma morfologia oval ou em
forma de elipse, cilindro; na maior parte das vezes é encontrada individualmente
ou em pares, podendo ser encontrada em alguns casos em pequenas cadeias
(Figura 1), com dimensfes médias, apesar de variar de cepa para cepa, de: 2,5-
4,5 x 10,5-20 ym (KURTZMAN et al., 2010).

Figura 1 - Saccharomyces cerevisiae.
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Quanto aos produtos metabdlicos secundarios decorrentes da

fermentacdo, devido ao elevado numero de estirpes desta espécie a
generalizacao € dificil, pois varia muito de acordo com a cepa. (HIRALAL,
OLANIRAN e PILLAY, 2014; PEDDIE, 1990;).

Comumente estudada como microrganismo deteriorante em cervejas, a
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus é provavelmente o principal
deteriorante das Saccharomyces (SUIKER & WOSTEN, 2022). Por exemplo,
cerca de dois tercos das contaminacfes relacionadas a Saccharomyces
cerevisea em cerveja artesanal na Patagbnia Andina estdo relacionados a
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus (LATORRE et al., 2020). A

deterioracdo da cerveja por esta levedura se manifesta por fermentacdo de
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carboidratos residuais, incluindo dextrinas e amido, produzindo off-flavors
fendlicos e pela formacgéo de névoa e superatenuacgdo, o que acarreta a elevacao
do teor alcodlico, carbonatacdo excessiva e corpo enfraquecido ao paladar
(HUTZLER et al. 2012; PRIEST & CAMPBELL, 1996; SUIKER & WOSTEN,
2022).

A Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus, tem a capacidade de
fermentar amido e dextrina, devido a enzima extracelular, glucoamilase, que
hidrolisa o0 amido/dextrina em glicose (ERRAT & STEWART, 1981).

Porém, apesar de ser muitas vezes considerado como um microrganismo
indesejavel, a Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus vem sendo
comercializada como alternativa a Saccharomyces cerevisiae, devido a sua
capacidade de atenuacao e aporte sensorial na bebida, uma vez que pode levar
a alteragdes no sabor, mas ndo da sabor desagradavel a cerveja (ANDREWS &
GILLILAND, 1952). Com um melhor conhecimento do fenétipo e propriedades
cervejeiras fisiologicas, cepas de levedura com capacidade de superatenuacgao
poderiam ser ainda mais usadas para produzir cervejas com menores teores de
alcool, carboidratos e calorias (MEIER- DORNBERG et al., 2018).

As cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus
apresentam uma forma esférica (Figura 2), morfologia alongada e esférica. A
forma da célula geralmente esta intimamente ligada a padrdes de brotamento,

células apresentam uma forma oval geralmente.

As células variam em tamanho de 3,99 uym de didmetro a 4,5 pm,
apresentando tamanho celular menor que as demais cepas utilizadas na
fermentacao de cervejas ale e lager (POWELL & KERRUISH, 2017). Além disso
as células demonstram um comportamento de ndo aglomeracéo, aparecendo
isoladamente ou em pares de uma a quatro células (MEIER-DORNBERG et al.,
2018).
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Figura 2 — Morfologia celular de Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus.

Fonte: Meier-Dornberg et al., 2018.

A Saccharomyces pastorianus € uma levedura comumente utilizada na
industria cervejeira, na producédo de cervejas lager. Enquanto a Saccharomyces
cerevisiae € uma espécie pura, a Saccharomyces pastorianus € um hibrido de
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces eubayanus (HUTZLER et al.,
2023).

A proposta atualmente aceita sobre o surgimento da Saccharomyces
pastorianus € de uma hibridizacdo acidental, na qual a Saccharomyces
eubayanus, foi introduzida acidentalmente em um habitat existente de
Saccharomyces cerevisiae, 0s dois microrganismos interagiram e formaram uma
nova espécie, a Saccharomyces pastorianus (GALLONE et al. 2017, SAMPAIO
et al. 2017). Libkind et al. (2011) relatou que, mesmo o evento de hibridizacao
tendo ocorrido no fim do séc. XVI, apenas em 2011 € que surgem 0S primeiros
relatos de isolamento da S. eubayanus, que ocorreu na Ameérica do Sul e a
levedura foi posteriormente encontrada na Argentina, Chile, Tibete, China, Nova
Zelandia, EUA e, mais recentemente, na Irlanda (BERGIN et al., 2022;
EIZAGUIRRE et al., 2018; GAYEVSKIY & GODDARD, 2016; LIBKIND et al.,
2011; NESPOLO et al., 2020; PERIS et al., 2014).

Nos dias atuais € aceito que existem duas linhagens modernas de
Saccharomyces pastorianus, geralmente designadas como Grupo | (Saaz) e
Grupo Il (Frohberg) (HUTZLER et al., 2023). A identificacdo desses dois grupos
remonta ao tempo dos primeiros isolamentos de Hansen e Linder, quando
Hansen notou que um de seus isolados mais utilizados, o Unterhefe Nr. 1 (alta

fermentacao) tinha a formacéo, dos seus esporos, iniciada apenas 5 a 6 dias
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apos a inoculagéo, enquanto o Unterhefe Nr. 2 (baixa fermentagéo) esporulou
rapidamente (HANSEN apud HUTZLER et al., 2023).

Unterhefe Nr. 1 é a levedura Spaten-Carlsberg original e foi chamada
Saccharomyces carlsbergensis, sendo mais tarde reconhecida como
Saccharomyces pastorianus, mas o sindnimo Saccharomyces carlsbergensis foi
amplamente utilizado na literatura. O segundo isolado, Unterhefe Nr.2, foi
classificado como Saccharomyces monacensis, mas €, na verdade, uma

variante do Saccharomyces pastorianus (HUTZLER et al., 2023).

Em Berlim, Lindner também isolou leveduras com diferentes propriedades
de fermentagcdo. O primeiro grupo, chamado Saaz, originou-se da Common
Brewhouse (Burgerliches Brauhaus) em Saaz na Boémia. O outro isolado,
Frohberg, havia sido isolado de uma amostra enviada ao instituto de Berlim pelo
proprietario da cervejaria Frohberg em Grimma (REINKE apud HUTZLER et al.,
2023). No Instituto de Berlim, as cepas do tipo Saaz foram classificadas como 'S’
(schwer, referente a fermentacéao lenta) e tipo Frohberg como ‘F’ (flott, referente
a fermentacédo rapida) (REINKE apud HUTZLER et al., 2023). Hoje em dia a
terminologia comum para essas leveduras € Grupo | (S; Saaz) e Grupo Il (F;
Frohberg), estando as cepas Unterhefe Nr. 1 e Unterhefe Nr. 2 inseridas no
Grupo | (HUTZLER et al. 2023).

A cepa mais conhecida do grupo Frohberg é Saccharomyces pastorianus
TUM 34/70, que foi sequenciado em 2009 (NAKAO et al., 2009). Sendo
considerada uma cepa de floculacdo rapida e intensa; com capacidade de
metabolizar glucose, frutose, sucrose, maltose e maltotriose; ndo produzindo off-
flavors fendlicos; e capaz de atribuir um perfil aromatico balanceado com
tendéncia a notas florais e frutais em cervejas lagers (MEIER-DORNBERG et al.,
2017).

Como pode ser visto na Figura 3, a cepa de levedura de baixa
fermentacdo Saccharomyces pastorianus — TUM 34/70 R se apresenta em forma
de células ovais, com tamanhos de 6,01 ym a 6,5 ym de diametro (MEIER-
DORNBERG et al., 2018). Dentro de sua populagéo, as leveduras normalmente
mostram muita homogeneidade morfoldgica (POWELL & KERRUISH 2017).
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Figura 3 — Morfologia celular de Saccharomyces pastorianus.

Fonte: Meier-Dornberg et al., 2018.

Pertencente a familia Pichiaceae € uma das leveduras que ndo esporulam
(ALMEIDA, 2017).

As leveduras do género Brettanomyces possuem um comportamento
fermentativo diferente das demais leveduras, seu maior ponto de divergéncia é
o efeito Cluster, ato de inibir a fermentacéo alcodlica em meio anaerébio, essa
divergéncia acontece, pois, a maioria das estirpes agem de maneira inversa
(ALMEIDA, 2017; WHITE e ZAINASHEFF, 2010).

De crescimento lento e produtora de aromas caracteristicos, € uma
levedura utilizada quando se deseja maior concentracdo de acucar residual e
acumulo de produtos secundarios, principalmente os fenodlicos como o 4-
etilguaiacol e o 4-etilfenol (BAl FLAGFELDT et al., 2009; GILLILAND, 1961). A
producdo desses compostos é dada por meio de vias metabdlicas inerentes da
levedura (Figura 4), onde s&o representadas as vias metabodlicas da
Bretanomyces bruxellensis (SMITH e DIVOL, 2016). Esse bouquet aromatico €
normalmente chamado de “aroma a Brett”, sendo caracterizado pela presenca
de aromas que remetem a: cravo, especiarias, estrebaria, fumo, fendlico, maca,

floral, fruta tropical, citrico, picante entre outros (STEENSELS et al., 2015).
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Figura 4 - Representagéo das vias de utilizag&o de carbono e azoto em Bretanomyces
bruxellensis sob condi¢gbes aerdbias e anaerdbias.
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Na Figura 4 € possivel encontrar ponto de interrogacédo (?) e “X”. O
primeiro simbolo é utilizado para descrever as vias utilizadas pela Bretanomyces
bruxellensis. Enquanto o “X”, presente na via de formacao de glicerol, indica que
apenas certas espécies possuem uma expressao de gene suficientemente alta
para formar glicerol (ALMEIDA, 2017).

Quando se estudam as necessidades nutricionais da Bretanomyces. spp.
encontram-se parametros muito similares aos da Saccharomyces cerevisiae,
porém sua tolerancia alcodlica ndo chega a ser maior que 13%. O crescimento
€ lento, esse fator € agravado com pH menor que 3,4 e temperaturas baixa,
tendo como faixa ideal de temperatura o intervalo entre 13°C e 32°C (ALMEIDA,

7

2017). Normalmente a Brettanomyces € utilizada de trés maneiras distintas:
fermentacdo pura, sem colaboracdo de outra levedura; fermentacéo
sequenciada, na qual outras leveduras séo inseridas ao longo da fermentacéao;
ou entdo em fermentacdo mista, processo no qual duas ou mais leveduras séo
inoculadas ao mesmo tempo (ALMEIDA, 2017; YAKOBSON, 2010).

Pesquisas relacionadas a vinhos e cervejas identificaram 5 espécies de
Brettanomyces: Bretanomyces bruxellensis, também chamada de Bretanomyces
intermedius, Bretanomyces lambicus e Bretanomyces custersii; Bretanomyces
custersianus ou Bretanomyces claussenii; Bretanomyces anomalus;

Bretanomyces naardensis e Bretanomyces nanus. Sendo que dessas, apenas
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as trés primeiras, em especial a Bretanomyces bruxellensis, sdo usadas pela
industria cervejeira e vinifera (ALMEIDA, 2017; WHITE e ZAINASHEFF, 2010).
A Bretanomyces bruxellensis é muito utilizada em fermentagfes secundérias,
Bretanomyces lambicus é mais implementada em cervejas do estilo Lambic,
Flandres red e cervejas escuras, ja a Bretanomyces anomalus ndo € muito
explorada em estudos, sendo considera muitas vezes uma cepa de
Bretanomyces bruxellensis (WHITE e ZAINASHEFF, 2010; YAKOBSON, 2010).

Apresenta células pequenas, ovais e redondas de extremidade
pontiaguda (Figura 5). Em meios adequados a maioria das estirpes tem
tendéncia a formar pseudomicélios (GILLILAND, 1961).

Figura 5 —Brettanomyces.

Fonte: Péter et al., 2017.

Anteriormente conhecida como Pichia anomala, Hansenula anomala ou
Candida pelliculosa foi incluida no género Wickerhamomyces com base nha
analise filogenética de sequéncias génicas, 0 que tem causado grandes
mudancas na classificacdo das leveduras (KURTZMAN, 2011). Esta espécie é
frequentemente isolada de uvas e vinhos, estando associada a producéo
excessiva de acetato de etila, 0 que representa uma séria desvantagem para seu
uso na vinificacdo, esta espécie ganhou consideravel importancia para a
industria do vinho uma vez que apresenta caracteristicas fisioldégicas e

metabdlicas interessantes e potencialmente exploraveis (Figura 6).



Figura 6 - Beneficios da Wickerhamomyces anomalus na producéo de vinho.
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Fonte: Padilla et al., 2018 (adaptado).
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Wickerhamomyces anomalus (WA) € uma levedura heterotalica

ascomiceta, formando de um a quatro ascosporos em forma de chapéu
(KURTZMAN, 1998; PASSOTH et al.,2006). Tem sua reproducdo por

brotamento e se apresenta em formato que varia de esferoidal a alongado,

medindo entre 1,9 e 4,1 ym x 2,1 a 6,1 um isoladamente, podem surgir em pares

ou pequenos aglomerados (Figura 7) (PASSOTH et al., 2006).

Figura 7 - Wickerhamomyces anomalus.
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Fonte: PASSOTH et al., 2006.

Wickerhamomyces anomalus é um nome amplamente utilizado e uma

proposta para conservar o nome da espécie anomala (-us). E uma espécie de
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levedura biotecnologicamente relevante com aplicagbes alimentares,
ambientais, industriais e médicas, podendo ser encontradas nos mais diversos
habitats naturais, que vao de exsudatos de arvores, plantas e cascas de frutas,
insetos, tecidos humanos e fezes, a aguas residuais e ambientes marinhos. A
versatilidade desta espécie é incentivada por sua capacidade de tolerar
condigBes ambientais extremas como estresse oxidativo, salino e osmético, bem
como choques de pH e temperatura (WALKER, 2011). Devido a essas
caracteristicas, essa levedura pode ser um organismo deteriorante, por exemplo,
em produtos alimenticios com alto teor de acucar (LANCIOTTI et al, 1998;
TOKUOKA et al., 1985) ou silagem (JONSSON e PAHLOW, 1984).

Wickerhamomyces anomalus € uma levedura onipresente na producéo de
vinho, que foi anteriormente associada a instalagées da vinicola, uva, mosto e
ao vinho. Diferentes estudos descreveram que Wickerhamomyces anomalus,
isolada do mosto de uva, foi capaz de persistir até o final da fermentacédo em
diferentes fontes de carbono (RENOUF; CLAISSE e LONVAUD-FUNEL, 2007;
WANG et al., 2020). Algumas cepas podem tolerar até 12,5% (v / v) de etanol e
sdo conhecidas por produzir toxinas responsaveis por fazer um controle
biologico de outros microrganismos maléficos ao vinho (SABEL et al., 2014;
WALKER, 2011), permitindo que esta espécie compita com outras leveduras no
mesmo ambiente. Gracas ao seu metabolismo totalmente aerdbio ou fracamente
fermentativo, é capaz de crescer abundantemente em bebidas fermentadas e é
conhecido pela formacédo de filme na superficie de vinhos com niveis
insuficientes de sulfito para prevenir seu crescimento (DU TOIT e PRETORIUS,
2000).

Cepas de Wickerhamomyces anomalus tém sido relatadas como uma
fonte interessante de diferentes enzimas que podem ser usadas na industria de
bebidas (MADRIGAL, MAICAS e MATEO, 2013). O aroma é uma das
caracteristicas mais apreciaveis que influenciam a qualidade geral dos
fermentados alcodlicos. Leveduras nao-Saccharomyces podem ter um impacto
no aroma primario e secundario pela producdo de enzimas e metabdlitos,
respectivamente. Cepas identificadas como Wickerhamomyces anomalus ou
seus nomes anteriores foram relatadas por produzirem glicosidases, como [3-d-

glicosidase, a-l-arabinofuranosidase, a-lI-ramnosidase e [-d-xilosidase, que
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estdo envolvidas na liberacdo de compostos de aroma (PADILLA e
MANZANARES, 2016).

O potencial enzimatico de cepas ndo-Saccharomyces com o0 objetivo de
identificar boas cepas é visto em estudos como o de Rosi, Vinella e Domizio
(1994), no qual 20 espécies de leveduras diferentes apresentaram atividade (-
glicosidase. Os resultados de outras triagens concluiram que cepas de WA
exibiram maior atividade B-glicosidase quando comparadas com espécies de
leveduras pertencentes a outros géneros, como Candida, Dekkera ou
Torulaspora (CHAROENCHAI et al., 1997; MANZANARES et al, 2000).

Além de apresentar atividade de [B-d-glicosidase, outras cepas de
Wickerhamomyces anomalus exibiram atividade de a-l-arabinofuranosidase e [3-
d-xilosidase em screenings com 300 cepas diferentes (LOPEZ; MATEO e
MAICAS, 2015; SPAGNA et al. 2002). Da mesma forma percebeu-se producéo
de [B-d-xilosidase com parametros de pH, temperatura e concentracdes de
glicose e etanol normalmente encontradas durante a fermentagdo de vinho
(MANZANARES, RAMON e QUEROL, 1999).

Apesar desse potencial, o efeito das enzimas purificadas na liberacdo de
compostos volateis de fermentados tem sido pouco explorado. Em testes com
suco de uva do tipo Muscat e vinho tratado com (-d-glicosidase, proveniente de
Wickerhamomyces anomalus, foi observada a producdo de terpeno
(SWANGKEAW et al., 2009; 2011). Essa glicosidase foi eficiente em liberar
aromas desejaveis principalmente durante a fase final da fermentacéo alcodlica
devido a sua tolerancia a altas concentracdes de etanol (LOPEZ; MATEO e
MAICAS, 2015). No entanto, a eficacia da Wickerhamomyces anomalus na
producédo de a-l-arabinofuranosidase, a-I-ramnosidase e B-d-xilosidase para a
liberacdo de compostos aromaticos durante a vinificacdo ainda néo foi
explorada.

Para além da contribuicdo para o perfil aromatico dos vinhos, outras
enzimas relevantes para a fermentacédo sdo também produzidas por estirpes de
Wickerhamomyces anomalus. A degradacdo por enzimas das proteinas
responsaveis pela turbidez € uma alternativa atraente para a clarificacdo, em
especial por bentonita, porque minimiza as perdas de volume e aroma do vinho
(VAN RESBURG e PRETORIUS, 2000). Na verdade, as leveduras que secretam

enzimas proteoliticas sdo de alto interesse biotecnologico para a prevencao da
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turbidez de proteinas porque podem ser adicionadas diretamente como culturas
iniciais. E o caso da WA 227, que secreta a protease aspartica WaAPR1, no
intuito de reduzir o teor de proteina do mosto de uva (SCHANDLER et al., 2016).

A Lachancea thermotolerans (LT) é uma espécie nao-Saccharomyces
ainda ndo bem explorada com enorme potencial biotecnolégico (HRANILOVIC
et al.,, 2017), anteriormente conhecido como Kluyveromyces thermotolerans
(KURTZMAN, 2003). O género Lachancea foi proposto por Kurtzman em 2003
para acomodar um grupo de varios géneros diferentes mostrando semelhancas
do rRNA. De acordo com Lachance e Kurtzman (2011), o género continua a
ancorar outras 11 espécies até hoje: L. cidri, L. dasiensis, L. fantastica, L.
fermentati, L. kluyveri, L. lanzarotensis, L. meyersi, L. mirantina, L. nothofagi, L.
guebecensis e L. Walti (SOUCIET et al., 2009).

Uma das peculiaridades de Lanchacea thermotolerans é sua capacidade
de produzir acido L-lactico durante a fermentacgéo alcodlica (JOLLY, VARELA e
PRETORIUS, 2014). Embora a producéo de acido lactico seja incomum entre as
leveduras, € de grande interesse biotecnolégico no que diz respeito aos
processos de fermentacdo onde a fermentacdo alcodlica com a acidificacao
concomitante € um beneficio, como a vinificacdo (DEQUIN, 2001).

Nos ultimos anos vem sendo estudada na producédo de vinho e cerveja,
devido a sua capacidade de diminuir o pH por meio da producédo de acido latico
(RIBEREAU-GAYON et al., 2021). Frequentemente encontrada em frutas, é
muito comum percebé-la no inicio do processo fermentativo antes da dominacéo
da Saccharomyces.

Devido a producao de acido L-lactico, de 0,23 a 9,6 g/L, dependendo das
diferentes condicdes de ensaio (BENITO et al.,2015; GOBBI et al., 2013), vinhos
produzidos por fermentacdo com Lanchacea thermotolerans sdo reconhecidos
por trazerem diferentes propriedades sensoriais, principalmente em termos de
sensacgao na boca, com um sabor 4cido aumentado (BENITO et al., 2015,2016;
GOBBI et al., 2013). Essas caracteristicas despertaram o interesse de endlogos
gue comecaram a deseja-las, de tal forma que LT estd sendo comercializada
como leveduras secas desde 2012 (CONCERTO ™ e MELODY ™) e é
recomendada para aumentar a complexidade e intensidade do sabor, melhorar
a acidez total e reduzir a acidez volatil (MORATA et al, 2018; PETRUZZI et al.,
2017).
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Estudos demonstraram que a Lanchacea thermotolerans é capaz de
produzir vinhos com maiores notas "picantes" e acidas, melhorando assim a
qualidade geral do vinho (BALIKCI et al., 2016; GOBBI et al., 2013). Também é
descrito como produtor de isobutirato de etila, que traz nuances de morango, e
por incrementar as notas frutadas, provavelmente favorecidas pelo aumento na
acidez (OGAWA et al.,2022).

Um exemplo dessa melhoria organoléptica foi o estudo realizado com o
vinho espanhol Airén (BENITO et al., 2016), no qual a cepa LT617 foi
selecionada para realizacdo de fermentacdo combinada, com o intuito de
aumentar a acidez e a qualidade do vinho. Embora esta variedade de uva
espanhola seja considerada muito neutra e produtiva, os vinhos em que é
utilizada sao geralmente considerados de baixa qualidade devido ao seu alto teor
de acucar e falta de acidez (BENITO et al., 2016).

Durante a fermentacdo do vinho, Lanchacea thermotolerans também
causa um aumento nos teores de lactato de etila (RIBEREAU-GAYON et al,
2021). Devido a essas caracteristicas metabdlicas, producao de acido lactico e
lactato de etila, esta levedura esta sendo atualmente estudada para fins de
producdo de cerveja sem a necessidade de inoculacdo de Lactobacillus
(DOMIZIO et al., 2016). Assim, usar LT para produzir cerveja com um sabor mais
acido pode ser mais simples do que tentar manter uma co-fermentacédo entre
leveduras e bactérias.

No entanto, a via metabolica de conversdo de acgucares em acido latico
por Lanchacea thermotolerans ainda ndo é completamente entendida.
Descobertas mostraram que niveis de &acido lactico entre 1 e 9 g/L foram
encontrados em vinhos fermentados com LT (GOBBI et al, 2013). O metabolismo
de acucares em acido lactico também é uma forma de reduzir o teor de alcool
nos vinhos, e uma reducao de até 0,5 a 1% (v / v) de alcool é possivel (GOBBI
et al, 2013).

Morfologicamente se apresenta na forma de glébulos ou elipses, sendo
indistinguivel da Saccharomyces cerevisiae (Figura 8), e pode ser encontrada
como células isoladas em meio liquido ou em pequenos grupos (COMBINA et
al., 2005; GANTER, 2006; HRANILOVIC et al., 2017; KURTZMAN, 2003).



37

Figura 8 — (A) Saccharomyces cerevisiae (B) Lachancea thermotolerans.

Fonte: MORATA et al, 2018.

A Lanchacea thermotolerans é capaz de fermentar glicose, sacarose e
fracamente galactose (SCHNIERDA et al, 2014). Apresenta capacidade variavel
para fermentar maltose, trealose e rafinose (LACHANCE e KURTZMAN, 2011).
A nutricdo com nitrogénio é semelhante a Saccharomyces cerevisiae, sendo
necessario um minimo de 200 mg/L de YAN (nitrogénio assimilavel por levedura)
para evitar fermentacdes lentas ou paradas (CIANI et al., 2006). As cepas de LT
podem expressar as seguintes atividades enzimaticas extracelulares com efeito
no aroma do vinho ou extracdo de fenol: Esterase, Esterase-Lipase, R3-
glicosidase, Pectinase, Celulase, Xilanase, Glucanase (ESCRIBANO et al,
2017).

Apresenta um poder fermentativo moderado e uma tolerancia ao etanol
em torno de 5-9 % v/v (APONTE e BLAIOTTA, 2016; COMITINI et al., 2011;
FLEET, 2003; GOBBI et al,2013; KAPSOPOULOU et al., 2007). E possivel que
a fermentacao sofra uma reducéo o grau alcoodlico na escala de 0,7 % v/v (CIANI,
BECO e COMITINI, 2016). Observou-se que ela é capaz de sobreviver varios
dias na presenca de 9 % v/v de etanol (KAPSOPQOULOU et al., 2007), e que tem
uma boa persisténcia mesmo quando a fermentacdo € dominada por
Saccharomyces cerevisiae (MILLS; JOHANNSEN e COCOLIN, 2002). Essas
propriedades metabdlicas fazem com que apareca durante a fase intermediaria
do processo fermentativo, antes da prevaléncia total de cepas altamente
fermentativas de Saccharomyces cerevisiae. O uso de LT em fermentagbes
sequenciais ou mistas tem tendéncia a produzir fermentacfes lentas com mais

dificuldades para fermentar a frutose (CIANI et al., 2006). Além disso, a
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necessidade de disponibilidade de oxigénio para a persisténcia de LT parece ser
maior do que para Saccharomyces cerevisiae (HOLM HANSEN et al., 2001). A
tolerdncia a temperatura é semelhante & média das cepas de Saccharomyces
cerevisiae mostrando um bom crescimento a 25-30° C, mas crescimento mais
lento abaixo de 20° C (SCHNIERDA et al., 2014).

Algumas cepas de LT tém sido usadas como agentes de biocontrole
fungico em uvas e vinhas para inibir o crescimento de Aspergillus (FIORI et al,
2014). Essas cepas ndo afetam as propriedades metabdlicas e o desempenho
de Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo alcodlica (NALLY et al,
2018).

4.3 HIDROMEL

A legislacgédo brasileira vigente, por meio da Instrucdo Normativa n° 64 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, determina a faixa de teor
alcoolico possivel para o hidromel, que vai de 4 a 14 % a 20° C (BRASIL, 2008).
Enquanto a Instrucdo Normativa 34 do mesmo o6rgao, fica responsavel por
determinar os parametros fisico-quimicos (Tabela 2). J& o Decreto n® 6.871,
responsavel por regulamentar a padronizacdo, registro e classificacdo de
bebidas em territério nacional, versa que além das questdes acerca de teor
alcodlico, para que uma bebida seja considerada hidromel, ela deve ser produto
da fermentacao alcoodlica de uma solucédo de mel em agua potavel acrescida de
sais e nutrientes (BRASIL, 2009).

Quando se trata especificamente de hidromel, a legislacdo brasileira é
extremamente falha e vaga, apresentando apenas uma maneira de classificacédo
da bebida, de acordo com o teor de aclcar em suave ou seco. Em contrapartida,
€ possivel verificar que existem inUmeras maneiras de caracterizagao “paralela”
de um hidromel, que pode ser pelo seu dulgor, resultado da quantidade de acucar
residual: seco, meio, doce; pela sua carbonatacéo: normal (tranquilo), levemente
carbonatado e espumante; e de acordo com o teor alcodlico: suave ou forte.
Todas essas classificacdes vao sofrer influéncia de acordo com as técnicas de
producédo e insumos utilizados, sdo variaveis a serem consideradas: tempo de
fermentacdo, quantidade e qualidade do mel utilizado na diluicdo, escolha da

levedura, concentracdo de acucares e da graduacgdo alcodlica. Ainda ha a
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possibilidade de adicdo de frutas, vegetais, ervas e/ou especiarias, a fim de

aumentar a complexidade organoléptica do produto ofertado. (DE SOUSA et al.,
2018; MORAES, 2014; PEREIRA et al., 2017). O que acaba dando origem a

diversas variacdes da bebida (Tabela 3).

Tabela 2 - Requisitos fisico-quimicos do hidromel de acordo com a Instrucdo Normativa n°34.

Parametros Minimo Méaximo Classificacao

Acidez fixa (mEq/L) 30 N&o se aplica N&o se aplica
Acidez total (mEq/L) 50 130 N&o se aplica
Acidez volatil (mEq/L) N&o se aplica 20 N&o se aplica
Anidro sulfuroso (g/L) N&o se aplica 0,35 N&o se aplica

Cinzas (g/L)

Cloretos totais (g/L)

Extrato seco reduzido
(g/L)

Graduacao alcodlica
(% viv a 20°C)

Teor de acucar (g/L)

15

N&o se aplica

N&o se aplica

0,5

N&o se aplica

N&o se aplica

7 N&o se aplica N&o se aplica

4 14 N&o se aplica
N&o se aplica <3 Seco
>3 Nao se aplica Suave

Fonte: Brasil (2012) - adaptado.

Tabela 3 - Tipos de hidroméis com base nos insumos adicionados ao mosto e envelhecimento

DENOMINACAO

INGREDIENTES

Mead
Great Mead

Melomel

Pyment

Cyser
Methelgin

Braggot

Hippocras

Hidromel classico — mel e agua

Hidromel envelhecido

Adicao de frutas ao mosto, excetuando-se macas e uvas

Adicdo de uvas ao mosto (preferencialmente vitis viniferas)

Adicdo de macas ao mosto
Adicao de especiarias ao mosto, desde lupulo a pétalas de
rosas
Adicdo de malte ao mosto

Adicéo de pimentas ao mosto

Fonte: Berry, 2007 apud Brunelli, 2015.
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Ainda incipiente no mercado brasileiro, o hidromel n&o possui dados
especificos quanto ao seu consumo no Brasil, normalmente sendo atrelado ao
consumo de outras bebidas, categorizadas como “outras bebidas fermentadas”
(SEBRAE, 2015).

Considerada uma das bebidas mais antigas do mundo, teve seu consumo
em épocas mais antigas de forma generalizada, chegando a dar origem ao nome
da festa e periodo de comemoracdo das nupcias, "lua de mel" (JUNIOR,
CANAVER e BASSAN, 2015), estando associada a um ritual, no qual os recém-
casados eram presenteados com grandes quantias de hidromel que deveriam
ser consumidas no periodo compreendido entre da semana subsequente ao
casamento e ao més seguinte. Sendo assim associado a fertilidade, virilidade,
forca que faziam um bom casamento. Porém com o passar das épocas, foi

perdendo espaco e vindo a ser substituido por outras bebidas (SILVA, 2017).

4.AFERMENTACAO

A sociedade conhece ha alguns milénios como converter misturas néo
alcoolicas em alcodlicas por meio do processo fermentativo, de maneira empirica
e espontanea os egipcios faziam isso ha pelo menos 4 mil anos. Porém, foi s6
no século XIX, com Pasteur, que a fermentacdo foi mais bem estudada e ficou
clara a importancia das leveduras nesse processo em um experimento anaerébio
realizado pelo cientista (FERREIRA et al., 2012; LIMA et al., 2019).

4.4.1 Bioquimica

Leveduras que apresentam a caracteristica de serem aerdbias
facultativas, como € o caso da Saccharomyces cerevisiae, sdo capazes de agir
em aerobiose ou anaerobiose. Na aerobiose, ou seja, com presenca de oxigénio,
0 microrganismo acaba convertendo a glicose em ATP, gas carbodnico e agua,
contudo em meio anaerdbio esse mesmo acgulcar € utilizado para que a levedura
consiga sobreviver e multiplicar, gerando assim excrementos Uteis para a
industria de bebidas: o gas carbonico e o etanol (DE GOES-FAVONI et al, 2018;
PAIXAO, 2018).

Para que o etanol seja obtido por meio da transformacdo dos acucares

presentes na preparagcdo, algumas reacOes devem ocorrer de maneira
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sequencial, tais reacdes sdo catalisadas por enzimas presentes no citoplasma
celular, local onde ocorre a fermentacdo. (BORZANI, LIMA e AQUARONE, 2001;
MADIGAN et al., 2010). Quando se fala de fermentagc&o alcodlica, deve ter-se
em mente que a principal rota metabdlica existente é a glicélise, na qual a glicose
€ metabolizada e piruvato, na proporcdo de 1:2, em condi¢cdes anaerdbias o
piruvato é transformado em etanol, havendo também desprendimento de CO:
(BAI, ANSERSON, MOO-YOUNG, 2008 apud PACHECO, 2010).

A fermentacdo € dividida em duas fases, a primeira € a glicélise, ja a
segunda é a fermentacdo propriamente dita. A quebra da glicose, ou seja,
conversao de monossacarideos em piruvato, sé € possivel gracas a dez reacfes
enziméaticas em sequéncia e os ATPs produzidos nesse primeiro momento, sdo
utilizados pela levedura na sua biossintese (Figura 9) (MADIGAN et al, 2010). Ja
0 segundo momento, ocorre, pois, a levedura estad impedida de completar o
processo por meio do ciclo de Krebs, isso pois 0 meio anaerobio bloqueia tal via,
de tal maneira que o piruvato originado na primeira fase sofre descarboxilacao,
gerando assim gas carbonico e acetaldeido, que por meio da acdo da
desidrogenase, € transformado em etanol (BORZANI, LIMA e AQUARONE,
2001; MADIGAN et al., 2010; PACHECO, 2010).

Figura 9 - Transformacéao de glicose em etanol.
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Fonte: GALASSI, 2007 apud COUTINHO, 2020.

Apesar de ter sido um processo fortemente estudado por Louis Pasteur
na segunda metade do século XIX, foi outro conterraneo seu, Gay-Lussac, que
conseguiu, no comeco do mesmo século, descrever como agia 0 mecanismo das
leveduras; também é dele a Lei Volumétrica, que acabou dando origem a
unidade de volume para alcoois o “°GL”. Gay-Lussac, foi também responsavel

pela equacédo de rendimento, equagdo que que afirma que 100g de glicose
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originara 51,1 g de etanol e 48,9 g de CO2, gerando assim um rendimento, pelo
menos teoricamente, de 51,1 %. Esse valor recebe o nome de coeficiente de
Gay-Lussac e € dado béasico para calcular a eficiéncia de conversédo (JACKMAN,
BU'LOCK e KRISTIANSEN, 2009; MILESKI, 2016).

4.4.2 Compostos secundarios obtidos pela fermentacéo

A composicdo de aromas e sabores de bebidas fermentadas é uma
intrincada conexdo de substancias oriundas da matéria prima para fazer o mosto.
Mas é a etapa de fermentacdo que traz o maior peso de aporte organoléptico,
isso se da pela incontavel quantidade de metabdlitos, produzidos pelas
leveduras, e suas reacdes (BOULTON & QUAIN, 2001; DA SILVA, 2021).

A concentracdo desses componentes vai variar de estirpe para estirpe
(PROCOPIO; QIAN e BECKER,2011), isso demanda uma certa atencao para
gue alguns compostos sejam acondicionados em certos parametros para que
nao haja interferéncia que desequilibre o bouquet (PIRES et al.,2014).

Dentre os subprodutos formados pelas leveduras podemos citar etanal,
alcoois superiores, ésteres e compostos fendlicos (BOULTON e QUAIN, 2001).

O etanal, ou acetaldeido, é formado quando o piruvato € descarboxilado
e grande porcdo desse composto € posteriormente transformado em etanol.
Também pode ser produzido por meio da oxidacdo do etanol por meio de
processos quimicos ou bioquimicos. A levedura pode liberar pequenas
guantidades na bebida alterando seu perfil. O etanal possui aroma caracteristico
gue da a bebida uma sensacédo de oxidada, em alguns casos essa peculiaridade
€ primordial como no Jerez Fino (ZAMORA, 2009).

Os alcoois que possuem mais de dois atomos de carbono séo
denominados &lcoois superiores, sendo responsaveis por desempenharem
papel fundamental no perfil aromatico de fermentados alcodlicos, contudo se faz
necessaria uma concentracdo baixa para que a complexidade aroméatica se
apresente. Produzidos por meio dos metabolismos, tanto de acucares quanto
aminoacidos, sédo formados quando ceto-acidos, correspondentes aos
esqueletos de carbono de diferentes aminoacidos, sofrem descarboxilacdo e

posterior reducao. Fatores como pH e temperatura altos, bem como aeracao do
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mosto, sdo responsaveis pelo favorecimento de sua formacdo (AMERINE e
ROESSLER, 1983; RIBEREAU-GAYON et al., 2021).

A levedura se utiliza da presenca de aminoacidos para a producédo de
alguns alcoois (Tabela 4).

Tabela 4 — Relagdo entre aminoacidos e alcoois superiores com faixa padréo de concentracao.

Aminoécido Alcool Superior Concentracdo (mg/mL)
Valina 2-metil-1-propanol 50 - 150
Leucina 2-metil-1-butanol 30 - 100
Isoleucina 3-metil-1-butanol 80 — 300

Fonte: adaptado de Riberau-Gayon et al, 2003.

Sao precursores de acetatos que tém um grande impacto sobre o aroma.
No caso especifico de vinhos a sus concentracdo varia entre 150 e 550 mg/L,
porém somente no intervalo de 150 a 300 mg/L € que conseguem aportar a tao
desejada complexidade. Ja em concentragdes superiores acabam fazendo com
gue outros aromas passem despercebidos (ZAMORA, 2009).

Entre os principais alcoois superiores estdo: 1-propanol, 2-metil-1-
propanol, 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol (AMERINE e ROESSLER, 1983;
RIBEREAU-GAYON et al., 2021).

Considerados os principais contribuintes do aspecto frutado em bebidas,
em especial vinhos, sdo divididos em dois grupos, que séo sintetizados pelas
leveduras, os ésteres de acetato e os etilicos de acidos graxos. Como falado na
subsecdo anterior, 0s alcoois superiores sao precursores dos acetatos, iSSO
ocorre com a condensacao desses alcoois acetil-CoA, catalisados na célula por
enzimas alcool-acyl-transferase (MASON e DUFOUR, 2000). O equilibrio entre
as enzimas sintetizadoras e hidrolisadoras, alcool-acyl-transferase e esterease,
respectivamente, sera o responsavel pela concentracdo desse subproduto
(FUKUDA et al., 1998).

Os ésteres, em geral, apresentam aromas agradaveis frutados e florais,
com excecao do acetato de etila, que em altas concentracdes apresenta aromas
de solvente, verniz e cola, conferindo defeito olfativo. Podem ser formados por
duas vias: a esterificacdo enzimatica durante o processo fermentativo e a
esterificac&o quimica durante o envelhecimento em sur lie (RIBEREAU-GAYON
et al., 2021).

Durante a fermentacédo ocorre de acidos graxos de cadeia curta, C4-C12,

oriundo do metabolismo lipidico, sofrerem esterificacdo dando assim origem a
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ésteres etilicos de acidos graxos (UGLIANO e HENSCHKE, 2009). Mas esses
ésteres acabam por sofrer hidrélise no decorrer do armazenamento da bebida,
em especial o vinho (MOIO et. al., 2004; RAMEY e OUGH, 1980).

Os acetatos sédo formados durante a fermentacdo alcodlica e tendem a
oxidar rapidamente nos meses subsequentes a fermentacdo (RIBEREAU-
GAYON et al., 2021). J& o acetato de etila ndo se comporta dessa maneira, uma
vez que, € geralmente estavel durante o envelhecimento. Como os perfis de
éster dominados por altas concentracdes de acetato de etila, tendo em vista que
€ 0 éster com maior producdo, podem potencialmente resultar em vinhos com
aromas indesejados semelhantes a esmalte, é preciso ter cautela ao escolher
variedades de alta producéo de ésteres (UGLIANO e HENSCHKE, 2009).

Entre os ésteres de interesse a industria de bebidas alcoolicas estdo o
acetato de hexila (aroma maca verde e floral), acetato de 2-feniletila (rosas, mel,
frutado, floral), acetato de isoamila (banana, pera) e acetato de etila (solvente,
verniz, cola). Alguns ésteres como o lactato de etila e dietil succinato, ndo
apresentam impacto no aroma em concentracées normais (ZAMORA, 2009).

Alguns destes ésteres podem ser transformados pela levedura, durante a
fermentacao alcodlica, em acidos graxos por meio da sintese de Linnen, sendo
relacionados aos defeitos, apresentando descritores gerais de aroma de queijo,
oleoso e gorduroso. A presenca de acidos graxos de cadeia média no meio, pode
levar a paradas de fermentacdo, pois ocorre uma ligacdo desses acidos graxos
com as paredes celulares das leveduras, impedindo as trocas entre
microrganismo e meio (GENEIX, 1983; RIBEREAU-GAYON et al., 2021).

Quando um composto possui um grupo hidroxila ou mais, ligados
diretamente a um anel aroméatico chamado fenol, € designado composto fendlico;
semelhantes aos acidos fendlicos sdo reconhecidos por possuirem um radical
carboxila em vez de uma hidroxila (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Sendo
importantes para a indastria de bebidas alcodlicas, em especial a vinicola, pois
estao relacionados seja de maneira direta ou indireta com a qualidade da bebida,
principalmente nos aspectos de cor e adstringéncia. (RIBEREAU-GAYON et al.,
2021).

O perfil fenélico do hidromel esta diretamente ligado aos ingredientes
adicionados durante a mosturacédo e fermentacdo do produto. Porém, o mel

utilizado como matéria-prima € uma fonte significativa de compostos fendlicos,



45

contudo a concentracdo e o teor desse perfil dependem da origem e do tipo de
mel empregado (WIECZOREK et al., 2014). Tendo correlagdo com a localizac&o
geogréfica dos apiarios, pois elevadas temperaturas podem ocasionar acimulos
de compostos fendlicos, além da diversidade da flora conferindo a estes produtos
atividade antioxidante, antimicrobiana, antiviral e anticarcinogénica (KUCUK et
al. 2007). Essas ultimas caracteristicas demonstram que esses compostos
também s&o de interesses nutricional e farmacoldgico (RIBEREAU-GAYON et
al., 2003). Oliveira et al. (2012), apontou em suas analises que méis de cor
escura possuem maior teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Diferentes estudos tém mostrado que o mel pode ser inserido na dieta
como maneira de prevencdo de algumas doencas cronicas, incluindo cancer
(melanoma, colorretal, cancer de prostata, renal, de bexiga e cancer nos 0ssos),
além de doencas cardiovasculares, do trato gastroinstestinal e neuroinflamacdes
(EL-SEEDI et al., 2019; ETERAF-OSKOUEI e NAJAFI, 2013; KHAN; ABADIN e
RAUF, 2007; MANDAL e MANDAL, 2011; SAMARGHANDIAN; FARKHONDEH
e SAMINI, 2017;). Além disso foi reportado que o mel é capaz de reduzir a
oxidacdo das hemacias humanas (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2012; BLASA et
al., 2007;). Essas propriedades benéficas do mel sédo transferidas ao hidromel
durante a fermentacdo, aumentando assim as caracteristicas positivas e
funcionais da bebida, podendo essas caracteristicas serem potencializadas com
o0 acréscimo de frutas, oleaginosas e até mesmo ervas a producdo (SVECOVA
et al.,2015).

Ao menos 5000 flavonoides e acidos fendlicos foram descritos em
amostras de méis, utilizando-se de diferentes técnicas de analise (PYRZYNSKA
e BIESAGA, 2009). Dentre os principais compostos fendlicos encontrados em
meéis destacam-se os acidos: caféico, p-cumarico, galico, vanilico, siringico,
clorogénico, 4-(dimetillamino) benzoico; ja dentre os flavonoides: apigenina,
genisteina, pinocembrina, crisina, quercetina, luteolina, kaempferol, galangina e
pinobanksina (CIANCIOSI et al., 2018).

Em produtos podem ser analisada uma gama enorme de compostos, que
vao desde moléculas simples até complexos polimeros, essa variancia de
estrutura ocorre pois 0s compostos sdo muito reativos, em especial durante o
processo fermentativo, com tendéncia a estabilidade durante o armazenamento.

As hidroxilas associadas as propriedades nucleofilicas dos anéis fendlicos
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promovem as reagOes de oxidacdo, adicdo, polimerizagcdo, condensacao e
copigmentacao durante todo o processo de elaboracéo (CHEYNIER et al. 2006;
ES-SAFI et al. 2002).

Os acidos hidrocinamicos: ferralico, caféico e para-cumarico, sdo acidos
fendlicos presentes no mel (PEREIRA et al., 2009). Estes acidos participam das
reacdes de escurecimento do mosto e do vinho, mosto ja fermentado
(CHEYNIER et al., 2006; RIBEREAU-GAYON et al., 2003). Os acidos fenolicos
sdo incolores quando diluidos em solugéo alcodlica, mas tornam-se amarelos
quando oxidados (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Na presenca de
Brettanomyces podem vir a interferir negativamente no aroma, € o caso do acido
cumarico e &cido ferrlico, que s&o precursores de fendis volateis (RIBEREAU-
GAYON et al., 2021).

Durante a fermentacao os acidos cumarico e ferrulico podem dar origem
a outros compostos fendlicos (Tabela 5). No caso especifico do 4-vinil-fenol e 4-
vinil-guaiacol, essa transformacéo acontece pela descarboxilacdo provocada
pela levedura, durante a fermentacdo e passam por uma rapida reducéo,
gerando 4-etil-fenol e 4 etil-guaiacol. (ALBAGNAC, 1975; CHATONNET et al.,
1993; DUGELAY et al., 1992).

Tabela 5 - Acidos fendlicos e seus subprodutos e limiar de concentrag&o.

Composto Produto Limiar(mg/L)
Acido 4-vinil-fenol <0,02 mg/L
cumarico 4 -etil-fenol <0,6mg/L

4-vinil-guaiacol <10mg/L
4-etil-guaiacol <0,11 mg/L
Fonte: ALBAGNAC, 1975 (adaptado); DUGELAY et al.,, 1992;
CHATONNET et al, 1993; SWIEGERS et al., 2005, FRANCIS e
NEWTON, 2005.

Acido ferrulico

4.4.3 Fermentacdo de hidromel

A fermentacéo alcodlica é uma das quatro principais etapas envolvidas na

elaboracao do hidromel (Figura 10).

Primeiramente o mosto é preparado, de acordo com o estilo de hidromel
desejado pelo produtor, normalmente hd uma adicdo de nutrientes que
favorecem o crescimento da levedura e otimizagao a fermentacdo, geralmente
essa mistura € composta de nitrogénio, aminoacidos, vitaminas e minerais.
Alguns estudos (PEREIRA et al., 2013; 2014, 2015 e 2017; ROLDAN et al., 2011,
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WINTERSTEEN; ANDRAE e ENGESETH, 2005) mostram que a faixa ideal de
solidos soluveis presentes no mosto, que deve ser entre 20 e 23 °Brix, pois assim
é facilmente alcancados os teores alcodlicos compreendidos entre 8 e 12% (V/v).
Também é durante a preparacdo do mosto que o mesmo deve ser corrigido,
principalmente quanto ao pH, seja para obter um melhor equilibrio entre dogura
e acidez, seja para criar um ambiente que favoreca o crescimento da cultura
desejada, para isso se utiliza, normalmente, os &cidos citrico, malico ou tartarico.
(PEREIRA et al.,2009, 2013; 2014, 2015 e 2017; ROLDAN et al., 2011; SROKA
e TUSZYNSKI, 2007).

Figura 10 - Fluxograma bésico da producéo de hidromel
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Fonte: Autoria propria.

Na industria de hidroméis, o mosto, apds suas correcdes, € inoculado com
cepas de leveduras desejadas, tendo em vista o aporte organoléptico dado pelo
microrganismo, normalmente sdo estirpes selecionadas de Saccharomyces
cerevisiae, porém essas cepas foram desenvolvidas para a industria vinifera
e/ou cervejeira, ndo sendo caracteristicas para a producdo de mead, o que faz
com que os produtores acabem enveredando pelo caminho da tentativa e erro,
nao sendo rara as vezes que a fermentacdo ndo ocorre de maneira desejada,
podendo ocorrer de maneira mais lenta, interrompida ou até mesmo surgimento
de aromas e/ou sabores indesejaveis (RAMALHOSA et al., 2011). Normalmente,
estdo associados com a incapacidade de resposta das leveduras para se
adaptarem as condi¢Oes de estresse desfavoraveis ao seu crescimento, fazer

uma analise da resisténcia ao estresse para selecionar a levedura a ser utilizada
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€ uma alternativa para a otimizacdo do procedimento (MILESKI, 2016;
ZUZUARREGUI e DEL OLMO, 2004).

A fermentacdo de hidromel ocorre na faixa de temperatura de 22°C a
25°C, com monitoramento frequente, para evitar a interrup¢ao da fermentacao.
Esse processo ndo possui um tempo determinado de duracéo, iSso ocorre pois
sdo muitas as variaveis que vao influenciar diretamente na velocidade e duragéo:
tipo de mel, nutrientes do mosto, levedura utilizada, quantidade de levedura,
condicdes fermentativas. Ap6s a fermentacdo completa, o hidromel é
estabilizado, com estabilizadores quimicos e/ou procedimentos térmicos, como
o cold crush, e em alguns casos pode ocorrer o back sweetening, que € a adicao
de mel ao hidromel finalizado para que seja alcancado o parametro de dogura
proposto ao hidromel, para entdo ocorrer a clarificacao, filtracdo e por fim o
engarrafamento (PEREIRA, 2016).

45 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou High Performance
Liquid Cromatography (HPLC)é um método de analise que vem sendo altamente
difundido nos udltimos 50 anos (SANCHES et al. 2003), tendo como fator
determinante de destaque a sua capacidade identificar e quantificar substancias
solubilizadas nos mais diversos meios (SKOOG et al., 2006; LANCAS, 2013).
Em amostras de bebidas, alcodlicas ou ndo, essa técnica tem ganhado espaco,
principalmente por ser eficiente para separar e até mesmo isolar pigmentos
antocianicos, flavonoides e acidos fendlicos (LOPES et al., 2007). A CLAE é um
tipo de cromatografia que emprega duas fases, sendo uma a estacionaria (FE)
e a outra mével (FM); a FE séo colunas preenchidas com sélidos ou semirrigidos
gue possuam particulas porosas de diferentes diametros e suportem pressées
de até 350 bar, enquanto a FM passa por uma eluicdo a alta presséo, sendo
utilizado solventes que apresentem caracteristicas especificas: solubilizacdo da
amostra sem que haja interacdo quimica entre ambas, apresentar alto grau de
pureza ou ser de facil purificacdo, isencdo de oxigénio ou outros gases
dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes do uso, apresentar
compatibilidade com o detector empregado, além da polaridade adequada para
a separacao dos compostos (DEGANI et al.,1998; PERES, 2002).
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A CLAE ¢é reconhecida por sua alta resolugdo, eficiéncia e
detectabilidade, além de utilizar uma pequena quantidade de amostra,
possibilitando sua aplicagdo nos mais diversos experimentos (COLLINS;
BRAGA; BONATO,2006; SKOOG et al., 2006). O sistema cromatografico é
composto, basilarmente, de: reservatorio de fase movel;, uma bomba de alta
pressao que proporciona ao sistema vazao continua, sem pulsos, para eluigdo
da fase movel; vélvulas de injecdo da amostra; coluna cromatografica,
reaproveitaveis e devem ser de material inerte e resistente; um detector que
pode ser de diferentes tipos; e um registrador dos dados obtidos (Figura 11)
(LACOURSE & LACOURSE, 2017).

A coluna é componente fundamental na analise cromatogréfica, sendo
responsavel pela separacdo dos componentes quimicos. Essas sdo comumente
construidas em aco inoxidavel, com interior, na maioria das vezes, de silica com
particulas apresentando de 3 a 10 pum de didmetro. Entre os tipos de
cromatografia utilizados, destacam-se a cromatografia em fase normal, a FE é
mais polar que a FM; e em fase reversa, na qual a FM é mais polar. A
cromatografia em fase reversa vem sendo mais utilizada atualmente, por
empregar FMs aquosas, sendo a coluna do tipo C18 (octadecilsilica) a mais
usada (DEGANI et al., 1998; SKOOG et al., 2006). Na coluna as substancias
acabam passando por um processo de separacao, primeiramente com a eluicédo
das substancias com maior afinidade pela FM, ficando retidos os compostos que

interagem com maior interacdo com a FE.
Figura 11 — Esquematizacdo de CLAE
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As amostras que passaram sem retencdo pela coluna sao entao
direcionadas para o detector, que gera um sinal proporcional a concentra¢do do
analito e é enviado para um sistema de aquisi¢cdo de dados, que esquematiza as
informacdes num cromatograma, que mostra a corrida cromatogréfica (Figura
12) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; LANCAS, 2013).

Figura 12 — Exemplo de Cromatograma obtido em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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O sistema de deteccdo mais adequado deve ser escolhido de acordo com
a natureza da amostra. Nesse estudo foi utilizado o sistema de deteccédo de
absorcdo da radiacdo ultravioleta ou visivel (UV-Vis). Nesse caso, as
substancias analisadas devem possuir a capacidade de absorbancia da energia
proveniente de comprimentos de onda da regido do ultravioleta ou visivel no
espectro da luz. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG et al., 2006;
SUGIOKA, 2009). Os espectros de UV-Vis de substancias, como flavonoides e
outros fendlicos, sdo alterados pelas variacbes em suas estruturas quimicas,
facilitando a diferenciacdo entre os analitos das amostras, porém esse método
de deteccao apresenta como ponto negativo a falta de informacao estrutural, que
possibilita a interferéncia da matriz das amostras (presenca de compostos
guimicamente semelhantes) e a identificacdo errada de picos (YILMAZ e
TOLEDO, 2004; FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013).
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5 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioprocessos do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

51 MATERIAIS

5.1.1 Matérias-primas para o hidromel
° Mel

Os méis utilizados no estudo foram obtidos da cooperativa “Associacdo
dos Apicultores do Municipio de Serra Talhada e Adjacéncia”, de nome fantasia
Casa do Mel. As coletas foram realizadas nos apiarios localizados nas cidades
do Sertdo do Pajeu pernambucano de Serra Talhada (7°59'7"S, 38°17'34"0) e
Triunfo (7°50'26"S, 38°6'1"0). Os meéis fornecidos foram o mel escuro (Serra
Talhada) e mel claro (Triunfo), designados pela cooperativa como AP 14 e AP
15, respectivamente, sendo ambos o0s meéis provenientes de apicultura,
multifloral, sem beneficiamento ou suplementacdo e com a coleta realizada em
janeiro de 2022.

. Agua

A agua utlizada teve parametros em conformidade com as
regulamentacdes impostas para a industria de alimentos e a Instru¢cdo Normativa
34, de 29 de novembro de 2012, responsavel pela identidade e qualidade das
bebidas fermentadas, que preconiza que a agua utilizada deve estar

condicionada ao padrédo da graduacéo alcodlica final (BRASIL, 2012).

° Leveduras

Saccharomyces cerevisiae

Para o presente estudo foram utilizadas 7 leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae (Tabela 6) obtidas comercialmente. As leveduras
foram selecionadas pelo aporte sensorial de cada uma, a tolerancia alcodlica e

a faixa de temperatura ideal para fermentacdo. A excecdo quanto a faixa de
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temperatura é a Lallemand Diamond, que foi incluida no experimento por ndo ter

grande influéncia no aroma e sabor do fermentado, deixando assim que o

bouquet aromatico seja quase que exclusivamente do mel ou blend de mel.

Tabela 6 - Leveduras Saccharomyces pré-selecionadas para o estudo.

CODIGO

NOME

AT (°C)

TOLERANCIA(%ABYV)

SO01
S02

S03

S04

S05

S06
S07

Saf-Instant
Panificacao
Indupropil Ca-11
Lallemand
Diamond —
Saccharomyces
cerevisiae
pastorianus
Red Star
Premier
Montrachet
Lallemand Belle
Saison — Saison
Styles
Diastaticus
Renaissance
TR313
Lalvin k1v-1116

25-30
24-32

10-15

15-30

15-35

14-25
10-35

11-15

13

14

16
18

AT: faixa de temperatura de fermentacdo; TOLERANCIA (%ABV): tolerancia alcéolica por

volume.

N&o-Saccharomyces

Foram utilizadas cepas de Torulopsis dattila (Lachancea thermotolerans),

Hansenula anomala (Wickerhamomyces anomalus) e Brettanomyces (Tabela 7).

Tendo em vista 0 uso recorrente em producao cervejeira e vinicola, bem como
estudos de fermentacéo mista. (DOMIZIO et al., 2016; OSBURN et al., 2018; DA

SILVA, 2021).

As referidas leveduras, com excecao da Brettanomyces, que foi adquirida

comercialmente, foram cedidas pela Micoteca/CCB (UFPE) para a presente

pesquisa.
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Tabela 7 - Leveduras ndo-Saccharomyces pré-selecionadas para o estudo

CODIGO CEPA ESPECIE
NSO01 URM 3981 Wickerhamomyces Al
NS02 L2-LSOG Lachancea thermotolerans
NSO3  Levteck Blend Brasil Brettanomyces
bruxelensis
Levteck Brettanomyces bruxelensis Brettanomyces
NS04 . .
Bélgica bruxelensis
NSO05 Brettanomyces bruxelensis Brettanom_yces
bruxelensis
NSO06 URM 3989 Wickerhamomyces Al

Fonte: Autoria propria (informag8es obtidas com os fornecedores).

5.2 METODOS

5.2.1 Producéao do hidromel

a) Pré inoculo

As leveduras passaram por processo de replicacao, onde foram utilizadas
técnicas estéreis de transferéncia em meio de cultura YPD. O meio apos ser
preparado e autoclavado a 121° C por 15 minutos foi resfriado em banho
termostatico invertido até atingir a temperatura ambiente de 28° C para as
Saccharomyces e 30° C para as ndo-Saccharomyces, momento no qual ocorreu
a inoculacéo das leveduras. Decorrido o periodo de 36 horas, as leveduras (10
% vlv) foram transferidas para o meio de cultura celular (90 % v/v), composto
pelo blend de mel diluido em agua destilada na proporcdo de 30 %(v/v),

permanecendo assim por 48 horas.

b) Mosto e inoculacéao

Para a preparacdo do mosto, os méis AP 14 e AP 15 foram misturados
num blend na proporcao 1:3 (v/v), respectivamente. O blend com 90 °Brix foi
diluido a 30 % v/v com agua destilada, para obtencédo do meio fermentativo com
26° Brix (mosto). Esse mosto foi aquecido até temperatura de ebulicdo, e
permaneceu nesse estado por 15 minutos, posteriormente, ainda quente, foram
transferidos volumes de 0,9 L para os tanques de fermentacéo, desenvolvidos
(Figura 13), permanecendo assim até que atingissem a temperatura do recinto,
32° C para inoculagédo das leveduras Saccharomyces e 24,6° C das nao-

Saccharomyces. Apés o resfriamento o mosto foi inoculado com 0,1 L do meio
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de propagacao. Nao foi feita nenhuma suplementacgéo, corre¢ao ou controle de
temperatura no meio fermentativo, tendo a fermentag&o ocorrida de acordo com

a temperatura ambiente.

Figura 13 - Tanque de fermentacgéo (1,5L) desenvolvido no Laboratério de Bioprocessos
(UFPE/I?;rasiI).

Fonte: Autor.

A fermentacédo foi conduzida até que nédo houvesse variagao significativa
na concentracdo de solidos soluveis (°Brix). Durante a fermentacédo, foram
retiradas amostras a cada 24 horas para a determinacao de pH, solidos soluveis
(SS), acucares redutores e viabilidade celular. A interrupcéo da fermentacéo foi
dada apoOs 48 horas sem alteracdo dos solidos soluveis, totalizando 72h sem

variacao significativa.

5.2.2 Anélises microbioldgicas e fisico-quimicas
a) Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por contagem de levedura em
Camara de Neubauer espelhada (Almonacid et al. 2012), por microscopia OGtica
(Nikon Eclipse E200). A solucéo de azul de metileno 0,02 % p/v foi utilizada para
a identificacdo de células viaveis, e o percentual de viabilidade celular foi

calculado de acordo com a equacao:

células vivas x 100

Viabilidade celular(%) = células totais

b) Acucares redutores

Os acgucares redutores foram  quantificados por meétodo

espectrofotométrico, no comprimento de onda de 540 nm, utilizando como
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reagente de reducéo o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), como proposto por Miller
(1959). Para a determinacdo utilizou-se espectrofotometro (Astral Cientifica®,

Parana, Brasil) e cubetas de vidro, com percurso 6tico de 10 mm.
c) Concentracao de soélidos soluveis

A medida de concentracdo de soélidos sollveis no mosto foi realizada em
refratobmetro de bancada (ABBE-RMT; Bel Engineering) e expressa em °Brix
(AOAC, 2000).

d) pH

O pH foi mensurado usando um eletrodo, acoplado a um pHmetro digital
(TECNOPON mPA 210%), previamente calibrado com solug¢do tampé&o pH 4,0 e
7,0 (AOAC, 2000).

e) Teor alcoolico

O teor alcoolico foi obtido a partir dos dados da anélise de solidos soluveis,
utilizando-se o software computacional Brewer’s Friend (CERVEJARIA FALLER,
2021), que apresenta a concentracdo de alcool mediante dados obtidos por

analise de soélidos sollveis em refratbmetro.
f) Identificacdo de compostos fendlicos

Para identificar os compostos fendlicos foi utilizada a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detetor de ambsor¢cdo molecular UV/Vis. As condicfes
cromatograficas seguiram metodologia de Lima et al. (2011), com ajustes: coluna
cromatografica Acclaim® 120 Dionex C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), com fluxo da
fase mével 0,6 mL.mint, temperatura do forno de 36° C, volume de injecéo de
20uL e comprimentos de onda de 290nm (&cido galico, catequina, acido vanilico,
acido ferdlico, acido caféico e acido siringico) e 304nm (acido p-cumarico, rutina,
miricetina e quercetina). A fase modvel foi constituida pela solucdo A (acido
fosforico, 0,5% em agua Milli-Q®:metanol (90:10)) e solucéo B (acido fosférico,
0,5% em agua Milli-Q®:metanol (10:90)), em sistema gradiente das solucées A
e B foi realizada: 0 a 25 min, 0 a 20 % B; 25 a 35 min, 20 a 25 % B; 35 a 55 min,
25 a 55% B. A identificacdo dos compostos ocorreu pela comparacao do perfil
cromatografico e tempo de retencdo das amostras com solugbes de 10 pg/mL

dos compostos analisados em metanol. As amostras de hidromel foram filtradas



56

a 0,45 uym antes da injecdo cromatogréfica (LIMA et al.,, 2011; PORGALI e
BYUKTUNCEL, 2012).

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram obtidos em triplicata e apresentados como média e
desvio-padrao. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e

teste de médias de Duncan (p<0,05), utilizando o programa Microsoft Excel.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo da capacidade fermentativa de leveduras Saccharomyces e néo-
Saccharomyces para a producao de hidromel

Resumo

O hidromel é uma bebida, que remota a mais de 8000 anos, produzida pela
fermentacdo do mel por leveduras. A disponibilidade e utilizagdo de mel de
diferentes procedéncias confere a producao de hidromel um amplo leque de
possibilidades, porém as leveduras utilizadas sdo geralmente as mesmas
utilizadas na producéo de vinhos e cervejas, 0 que acaba gerando produtos sem
assinatura propria. O objetivo deste estudo foi analisar a capacidade
fermentativa de leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces em mosto de
hidromel produzido com mel do Bioma Caatinga dos municipios de Serra
Talhada e Triunfo (Pernambuco-Brasil). Treze cepas de leveduras, 7
Saccharomyces e 6 ndo-Saccharomyces, foram inoculadas em mosto de mel
nao suplementado e tiveram seu processo fermentativo monitorado, com coletas
a cada 24 horas para analises fisico-quimicas: concentracdo de solidos soluveis,
concentracao de etanol, pH, acucares residuais; viabilidade celular e ao final do
processo foi realziada andlise cromatografica para deteccdo de compostos
fendlicos. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que todas as cepas
possuem capacidade fermentativa no mosto proposto, com algumas
apresentando potencial para fermentacdo pura e outras para fermentacdes
sequenciais ou mistas, seja pelo seu perfil fermentativo, sensorial e/ou potencial
antioxidante.

1. Introducéo

A producdo de hidromel utiliza culturas starters, que sao leveduras
disponiveis comercialmente, nas formas congeladas ou liofilizadas, e que séo
selecionadas de acordo com a finalidade de uso. Essas leveduras séo
responsaveis por metabolizar os aclUcares redutores presentes no mel e outros
aditivos, dependendo do tipo de hidromel que esta sendo produzido, gerando
etanol e didxido de carbono como principais produtos da fermentacdo (BENITO
et al., 2016; CHEN et al., 2013; IGLESIAS et al., 2014;).

As leveduras selecionadas sdo aquelas cepas induzidas a operar e se
reproduzir em condicdes de estresse, sejam causadas, por exemplo, por alto teor
de substrato, temperatura ndo ideal e teores elevados de metabdlito (alcool).
Além disso, devem ter uma alta capacidade de converter acucar em alcool
(PEREIRA et al., 2009).

As leveduras ndo séo responsaveis apenas pelo teor alcodlico da bebida,

mas também sdo de suma importancia nas caracteristicas organolépticas
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apresentadas no hidromel, como aroma e sabor. Essa influéncia é resultado da
interacdo de produtos gerados no metabolismo secundario do microrganismo
(ZHA et al., 2018).

No entanto, a Saccharomyces nem sempre foi a principal levedura na
producéo de hidromel, devido a baixa homologia entre o0 mel e as uvas, ou seja,
por ndo apresentarem estruturas semelhantes. Mas estudos mostraram que a
Saccharomyces provou ser adequada na producdo de hidromel, pois tem
excelente tolerancia as altas concentracdes de acucar inerentes ao mosto e
capacidade de crescer em condi¢cdes anaerdbias (CHEN e LIU, 2016; IGLESIAS
et al. 2014). O interesse por Saccharomyces cerevisiae data do inicio do século
XX, sendo reconhecida como um sistema paradigma entre o0s eucariotos
unicelulares (SCHNEITER; REINER & MICOLOD, 2005), para Briggs et al.
(2004) é sem duvida a mais estudada das leveduras e um dos microrganismos
mais explorados em pesquisas.

O estudo da ciéncia e da industria sobre Saccharomyces cerevisiae
resultou em uma grande diversidade genética de cepas comerciais (FAY e
BENAVIDES, 2005; PADILLA et al., 2018). Tudo isso tem resultado em grande
valorizacao nas industrias de fermentacéo, pois traz caracteristicas de primeiro
interesse, como: fermentacao rapida e completa dos agUcares fermentesciveis;
alta producado e tolerancia ao etanol; bouquet caracteristico, mas moderado;
possibilidade de uso com mono, di e trissacarideos (DEQUIN, 2001; WALKER e
STEWART, 2016). Vale ressaltar que tais caracteristicas ndo séo exclusividade
fenotipica de Saccharomyces cerevisiae, estando presente em muitos outros
géneros de leveduras, mas é o conjunto e a cooperacao dessas qualidades que
a faz receber o titulo de exceléncia (STEENSELS e VERSTREPEN, 2014).

Saccharomyces cerevisiae € extremamente comercial e eficiente,
principalmente por sua capacidade de aproveitar completamente os aglcares do
mosto e produzir um produto homogéneo. No entanto, o produto perde muito do
seu conteudo “Unico”, do bouquet aromatico e vintage, em detrimento da
eficiéncia, principalmente quando comparado a bebidas fermentadas por
leveduras selvagens (PUERTAS et al., 2017).

Uma alternativa a essa padronizacdo é o uso de leveduras néo-
Saccharomyces, pois podem aumentar a complexidade aromatica, o que
aumenta a qualidade do produto (CHEN et al., 2013; LI e SUN, 2019; PUERTAS
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et al., 2017;). Porém, apesar de trazerem esse aumento de qualidade e
acabarem agregando valor ao produto, essas leveduras apresentam baixa
tolerancia ao etanol, além de uma capacidade fermentativa reduzida e algumas
caracteristicas organolépticas indesejadas (CIANI et al., 2016; PETRUZZI et al.,
2017), de forma que seja proibida a utilizacdo de quaisquer ndo-Saccharomyces
para a fermentacao de hidroméis.

No entanto, existem algumas cepas dos géneros Candida, Pichia,
Kluyveromyces e Torulaspora, que, apesar de ndo conseguirem completar o
ciclo fermentativo, séo potenciais agregadores quando utilizadas com leveduras
Saccharomyces (TATARIDIS et al., 2013, VAQUERO et al., 2021).

Nos estudos de literatura que utilizaram leveduras nao-Saccharomyces
para produzir hidromel, poucos materiais de referéncia sdo encontrados em
bancos de dados como Scielo, Portal de periddicos da CAPES, Web of science,
Elsevier e Google Scholar foram consultados, buscando as palavras: “mead”,
“yeast”, “brewing” e “non-Saccharomyces”. Obteve-se um total de 1410
resultados potenciais, publicados no periodo de 2015 a 2022, dos quais foram
selecionados um total de dezoito artigos, por meio da leitura de seus titulos e
resumos disponiveis, apos a leitura e analise do artigo na integra, esse numero
foi reduzido para 8 publicacdes. O que demonstra a contribuicdo desta pesquisa
sobre a utilizacdo de leveduras né&o-Saccharomyces provenientes da
fermentacao de hidromel.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de fermentacdo de
leveduras Saccharomyces e ndo-Saccharomyces em mel das cidades: Serra
Talhada e Triunfo, ambas localizadas no bioma caatinga, no estado de
Pernambuco, Brasil. A analise cinética foi realizada na producao de hidromel, a
partir da viabilidade celular, crescimento celular, consumo de substrato, variacao

de pH, sdlidos soluveis e concentracdo de etanol; perfil sensorial e fendlico.

2. Material e Métodos
2.1 Mel

Os méis utilizados no estudo foram obtidos de duas cooperativas
parceiras deste estudo participantes do projeto de pesquisa BCT-0248-2.12/21

(Edital FACEPE, no bioma caatinga (Brasil), que trabalham com méis multiflorais
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da apicultura, localizadas nos municipios de Serra Talhada-Pernambuco/Brasil
(7°59'7"S, 38°17'34"W) e Triunfo-Pernambuco/Brasil (7°50'26"S, 38 °6'1"W).

2.2 Leveduras

Neste estudo foram analisadas treze leveduras (7 Saccharomyces e 6
nao-Saccharomyces).

As cepas de Saccharomyces foram obtidas no comércio eletrénico, as
quais sao habitualmente utilizadas na fabricacdo de cerveja e/ou vinho. A
escolha das leveduras considerou a descri¢cdo da contribuicdo organoléptica, a
toleréncia alcodlica e a faixa de temperatura ideal para fermentagéo (Tabela 1).
Para os nao-Saccharomyces, foram selecionadas 6 (seis) leveduras de
diferentes géneros (Tabela 2). As leveduras ndo-Saccharomyces, com excecao
das NS03, NS04, NS05, que foram adquiridas comercialmente, foram cedidas
pela Micoteca/CCB (UFPE) para essa pesquisa.

Tabela 1- Saccharomyces utilizada para o estudo cinético.

CcODIGO NOME AT (°C) TOLERANCIA(%ABVY)

s01 Saf-Instant 25-30 :
Panificacdo

S02 Indupropil Ca-11 24-32 11-15
Lallemand
Diamond —

S03 Saccharomyces 10-15 7
cerevisiae

pastorianus
Red Star Premier
S04 Montrachet 15-30 13
Lallemand Belle

Saison — Saison

S05 15-35 14
Styles
Diastaticus
Renaissance
S06 TR313 14-25 16

S07 Lalvin k1v-1116 10-35 18
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Tabela 2 - Ndo-Saccharomyces usadas no estudo cinético

CODIGO CEPA ESPECIE
NSO01 URM 3981 Wickerhamomyces Al
NS02 L2-LSOG Lachancea thermotolerans
NSO3  Levteck Blend Brasil Brettanomyces
bruxelensis
Levteck Brettanomyces bruxelensis Brettanomyces
NS04 . .
Bélgica bruxelensis
NSO05 Brettanomyces bruxelensis Brettanom_yces
bruxelensis
NSO06 URM 3989 Wickerhamomyces Al

2.3 Pré-in6culo

As leveduras foram replicadas utilizando técnicas de transferéncia estéril,
com subcultivo em meio de cultura YPD em erlenmeyers de 500mL. Apoés atingir
a temperatura ambiente, 28°C, as leveduras foram inoculadas. Apos 36 horas as
leveduras (10% v/v) foram transferidas para o meio de cultura celular (90% v/v),
composto de mel diluido em agua destilada na proporcao de 30% (v/v), por 48

horas.

2.4 Fermentacgao

Trinta por cento do mel com 90° Brix foi solubilizado em 70% de agua
destilada, com o objetivo de se obter, ao final, um meio de fermentacdo com
26°Brix. O mosto foi levado a fervura por um periodo de 15 minutos. 0,9 L de
meio de cultivo foi entéo transferido para cada um dos tanques de fermentacao
da bancada laboratorial (1,5 L) desenvolvidos no Laboratoério de Bioprocessos
(UFPE/Brasil) (Figura 1). Em seguida, inoculado com 10% de meio de
propagacdo. O mosto ndo recebeu nenhuma suplementacédo, sofreu qualquer
correcdo ou controle de temperatura e pH, fermentando de acordo com a
temperatura do local.

A fermentacédo foi conduzida até que ndo houvesse variagao significativa
na concentracao de solidos soluveis (°Brix) por 48 horas. Durante a fermentacéo,
amostras foram coletadas a cada 24 horas para determinar pH, teor de sélidos

soluveis, acucares redutores e viabilidade celular.
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Figura 1 - Tanque de fermentagéo de bancada (1,5 L) desenvolvido no laboratorio de
Bioprocessos (UFPE/Brasil).
;. S - \Fsl > o

Fonte: Autores.

2.6 Andlises microbioldgicas, fisico-quimicas e cromatogréfica

2.6.1 Viabilidade e crescimento celular

Foram determinadas por contagem de leveduras em Camara de
Neubauer espelhada, por microscopia de luz (Nikon Eclipse E200®) (Almonacid
et al.,, 2012). A solugédo de azul de metileno (0,02% p/v) foi utilizada para
identificar células viaveis ou néo viaveis, e o percentual de viabilidade celular foi

calculado de acordo com a equacéao:

Viabilidade celular (%) = (células vivas x 100)

células totais

2.6.2 Acucar residual
Os acucares residuais foram quantificados por espectrofotometria com
DNS (MILLER, 1959).

2.6.3 Concentracao de solidos soluveis
A concentracdo de sdlidos soluveis foi medida utilizando um refratémetro
de bancada (AOAC, 2000) e expressada em °Brix (ABBE-RMT; Bel

Engineering).

2.6.4 pH

O pH foi medido utilizando um eletrodo, acoplado a um pHmetro digital
(TECNOPON mPA 2102), previamente calibrado com solu¢des tamp&o com pH
4,0 e 7,0 (AOAC, 2000).
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2.6.5 Concentracao de etanol

A concentracdo de etanol foi calculada a partir dos dados obtidos na
analise de solidos soluveis, utilizando o programa de computador Brewer's
Friend (CERVEJARIA FALLER, 2021).

2.6.7 Compostos fendlicos

Para identificar os compostos fendlicos foram utilizados dois
comprimentos de onda 290nm (acido galico, catequina, acido vanilico, acido
ferdlico, acido caféico e acido siringico) e 304nm (acido p-cumaérico, rutina,
miricetina e quercetina) e comparacgao de tempo de retencao. Para realizacao da
analise foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de
absorcéo molecular UV/Vis e coluna analitica Acclaim® 120 Dionex C-18 (250 x
4,6 mm, 5 um) (LIMA et al., 2011; PORGALI e BYUKTUNCEL, 2012).

2.7 Andlise estatistica

As andlises foram realizadas em leitura repetida e os resultados
expressos em media e desvio padréo. Para avaliar diferencas significativas entre
as caracteristicas fisico-quimicas dos hidroméis foi aplicada uma analise de
variancia de um fator (ANOVA) e um teste de Duncan. Todos os testes
estatisticos foram realizados com nivel de significancia de 5%. A analise foi

processada no software Excel para Windows.

3 Resultados e discusséao

Os resultados obtidos e apresentados, sdo de leveduras que ndo foram
originalmente aplicadas a este ambiente de produ¢do, com mosto de mel, mas
sim a producédo de cervejas e vinhos, e expressam a capacidade fermentativa
dessas leveduras em mosto de hidromel, abrindo assim novas possibilidades
para a producéo de hidromel com assinaturas proprias. Este projeto faz parte da
pesquisa BCT-0248-2.12/21 (Edital FACEPE, no bioma caatinga (Brasil).

Uma das variaveis analisadas € o teor de sélidos soluveis (°Brix) (Tabela
3 e 4), em funcdo ao tempo de fermentacdo, esta varidvel foi definida, neste
trabalho, para determinar o andamento da fermentagéao e o momento em que ela

deve ser interrompida. As leveduras Saccharomyces apresentaram um processo
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de fermentagdo mais curto, 9 dias, enquanto as leveduras ndo-Saccharomyces
presentaram uma fermentacdo mais longa, 15,5 dias com queda atenuada nos
teores de acucar e no grau Brix (Tabela 4), porém, mesmo que a atenuacao
fosse baixa , o fato de ocorrer essa diminuicdo nos valores de sdlidos sollveis
indica que ocorreu o processo de fermentagdo, pois se refere a transformacao
dos acucares fermentesciveis em etanol e gas carbbnico(CO2) (RIBERAU-
GAYON et al., 2021).

O estresse etanoico é tradicionalmente um dos critérios de selecédo de
leveduras, pois as leveduras para producdo de bebidas alcodlicas devem
apresentar tolerancia ao etanol, devido as altas concentra¢fes atingidas durante
a fermentacao (PEREIRA, 2013). Ao analisar a concentragao de etanol (v/v) no
final da fermentacdo (Tabelas 3,4), verifica-se que variou de 7,61+0,13% a
9,08+0,17% para leveduras Saccharomyces e menor que 7% para nao-
Saccharomyces, 0 que poderia indicar uma baixa tolerancia ao etanol, ndo fosse
a alta viabilidade celular (>70 %) apresentada por cada levedura (Tabela 4). Ao
analisar a relacdo entre a concentracdo de etanol e a viabilidade celular,
possivel observar que 3 cepas apresentaram possivel intoxicacdo pelo meio
alcoolico, com queda abrupta da viabilidade celular que pode ser percebida apos
6 dias na concentracdo etanoica de 7,58+0,19 % (Saf-Instant (S01)); e 7 dias
com concentracdes de 7,65%0,09 % e 8,53+0,28 % para Indupropil Ca-11 (S02)
e Lallemand Diamond — Saccharomyces cerevisiae pastorianus (S03),
respectivamente (Figuras 2A,2C), o que ndo impede que sejam utilizados na
fermentacdo. Embora as leveduras L2-LSOG (NS02), Levteck Brettanomyces
bruxelensis Bélgica (NS04), Brettanomyces bruxelensis (NS05) apresentem um
padrdo que ndo atende a legislacdo nacional, por meio da Instrucdo Normativa
n° 64 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que prevé
concentragao superior a 4 % e inferior a 14 % de etanol a 20° C (BRASIL, 2008),
isso ndo as impede de sendo usado em uma co-inoculacdo ou fermentacdes

sequenciadas.
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Tabela 3 - Par@metros fisico-quimicos da matéria-prima e hidroméis obtidos de cada levedura, apds 9 dias de fermentacéao.

Acucar o Viabilidade
* *% *k%
Cepa (°SB?ix) FG E(gf‘r\‘ﬁ\'/) pH  residual** Ef'C'?(;():'a celular** cel/mL
° (g/L) ° (%)
26,07 1,1106 7,51
Mosto 1021  +0,0010 - 1003 218:2¥2.4 - - -
12,47  1,0503 7,91 6,10 26,35% 6 6
S01 - Saf-Instant 1012 +0,0005 018  +0.06 44,610,7 79% +1.29% 1,09x10°+0,22 x10
: 12,47  1,0503 7,91 6,17 39,48% 5 6
S02 - Indupropil Ca-11 1006 £0.0002 £0 112 +0.09 49,242 72 77% +2 0992 0,14 x10°+0,08 x10
S03 —-L. Diamond
10,87 1,0436 8,79 5,98 37,12% 6 6
(qucharomyqes 1012 40,0005 +0.07 £011 22,7+1,4 89% +1 42962 2,11 x10°+£0,41 x10
cerevisiae pastorianus)
S04 - Red Star Premier 12,40 1,0501 7,95 5,82 a o 54,33% 6 6
Montrachet 1035 +00015 +0322 008 ~24tL2 7% +148%  232x10°£0,48 x10
S05 - L. Belle Saison
; 13,00 1,0526 7.6 5,08 68,28% 6 6
(Sa}lson Styles 1000 400000 140132 +0.08 52,9+1,1 75% +1.23% 5,36 x10°+0,55 x10
Diastaticus) ' ' ' ' '
S06 - Renaissance 13,00 1,0526 7,61 4,87 a o 63,24% 6 6
TR313 +000 +0,0000 #0132 1006 +70¥20 8% +2.7205  379x10°+1,09x10
. 10,33 1,0414 9,08 5,42 98,57% 6 6
S07 - Lalvin k1v-1116 +0.29 £0.0012 +0.17 +0.06 22,1+0,5 90% +1.06% 9,19 x10°+1,14 x10

Resultados apresentados como médias de leituras em triplicata seguidas de desvio padréo.
* SS — Concentragdo de Sdlidos Soluveis

** | etras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca significativa (p < 0,05).

***A eficiéncia é calculada em fungdo dos agucares redutores (1-agucar inicial/agucar final)



Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos da matéria-prima e hidroméis obtidos de cada levedura, ap6s 372h (15,5 dias) de fermentacao

Actcar Viabilidad
SS* Etanol** ; «~ Eficiéncia e
rix o VIV () celular
Cepa B FG % v/ pH res(ld/llj_;il Ny lular** cel/mL
9 (%)
1,1106+0,001 7,51
Mosto 26,07+0,21 0 - £0.03 213,242 .4 - - -
NSO01 - URM 1,0583+0,002 5,25 0 53,79%  0,59*10%+0,25*
3981 14,33+0,58 5 6,87+0,42 +0.07 78,10+0,7 63% +1.00% 106
NSO02 - L2- 1,0814+0,000 3,61 70,10%  1,14*10%+0,21*
| SOG 19,63+0,15 5 3,84+0,18 £0.07 146,5+3,1 31% +1 0390 106
NSO3 - Levteck 1,0750+0,001 3,81 0 81,50% 1,98*10%+0,16*
Blend Brazil 18,20+0,35 5 4,67+0,08 £011 130,7+1,5 39% +3 66%%2 106
Levteck
Brettanomyces 1,0827+0,000 3,83 0 91,53% 2,1*10%+0,14*1
bruxelensis 19,93+0,12 5 3,66+0,19 +0.06 154,7+3,7 27% +0.98% 06
Belgium
NSO5 - 1,0920+0,000 3,87 47,38%  0,33*10%+0,13*
H —_— ] L 0 1 b — b
Brettanomypes 22,00+0,00 0 2,45+0,13 +0.08 180,5+2,1 15% +5,19%?2 106
bruxelensis
NSO06 - URM 1,0692+0,000 3,72 0 72,52%  1,4*106+0,24*1
3089 16,87+0,12 5 5,44+0,07 +0.08 113,2+2 .4 47% £3 1190 06

Resultados apresentados como médias de leituras em triplicata seguidas de desvio padréo.
* SS — Concentragdo de Sdlidos Soluveis

** | etras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca significativa (p < 0,05).

***A eficiéncia é calculada em fungdo dos acgucares redutores (1-agucar inicial/agucar final)
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Os valores de pH obtidos no final das fermentagdes foram inferiores aos
do mosto melifero (7,51+ 0,03) para todas as estirpes (Tabela 3, 4). Durante o
estudo, observou-se que apds uma queda inicial, nas primeiras 48h, para todas
as 13 leveduras, os valores de pH se mantiveram estaveis, néo interferindo no
processo de fermentagcdo. Esta reducdo pode ser causada pelo aumento da
concentracdo de gas carbdnico (CO2) e producdo de é&cidos organicos, que
ocorre durante a fase anaerébia do metabolismo, ou pela baixa capacidade
tamponante do mosto de mel (MENDES et al., 2010).

A maioria das cepas de Saccharomyces nao apresentou variagao
significativa na concentracao de acucares residuais (Tabela 3). Entretanto, as
linhagens Lallemand Diamond — Saccharomyces cerevisiae pastorianus (S03) e
Lalvin klv-1116 (SO07) apresentaram maior consumo de agucares, com
concentracgOes finais de 22,7+1,4 e 22,1+0,5 g/L. Ja as n&o-Saccharomyces
encerraram a fermentacdo com valores superiores a 113,0+2,4g/L de acgucar
residual (Tabela 4), o que caracteriza um hidromel com altissima dogura. Esses
altos valores de acucares residuais podem ser alterados com o
redimensionamento das proporc¢des para produzir o mosto, reduzindo assim a
carga inicial de acucares no meio de fermentacao, o que aumentaria o volume
do mosto com a mesma quantidade de mel, reduzindo os custos de producéo.

As concentracfes de acucares residuais durante a fermentacédo quando
analisadas em paralelo com a viabilidade celular (Figuras 2B e 2C; 3B e 3C)
indicam que houve provavel inibicdo nas fermentacfes, pois indicam valores
elevados de acucares e viabilidade celular ao final da fermentacdo, o que
caracteriza fermentagbes incompletas. Segundo Sroka e Tuszynski (2007),
mostos que contém maiores concentracdes de aglcar podem causar a inibicao
do processo de fermentacao devido a pressdo osmotica. Um ponto importante a
ser observado em relacdo a concentracdo inicial de acucar é o fato de que
Wickerhamomyces anomalus pode ser um organismo deteriorante em produtos
alimenticios com alto teor de acucar (LANCIOTTI, 1998; TOKUOKA, 1985).
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Figura 2 - Perfil cinético de fermentacéo das sete cepas de Saccharomyces estudadas: (A)

andlise da concentragdo de etanol (v/v) em funcdo do tempo. (B) gréafico representando a

concentracao de acucar (g/100mL) em funcao do tempo. (C) viabilidade celular (%) em funcao
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Figura 3: Perfil cinético de fermentacao das seis cepas ndao-Saccharomyces estudadas: (A)
andlise da concentragdo de etanol (v/v) em funcdo do tempo. (B) gréafico representando a
concentracao de aclcar (g/100mL) em funcao do tempo. (C) viabilidade celular (%) em funcao
do tempo.
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As cepas de Saccharomyces estudadas apresentaram rendimentos acima
de 75%, indicando alta capacidade de aproveitamento dos agucares presentes
no mosto. Por outro lado, as ndo-Saccharomyces renderam menos, com a
maioria das cepas obtendo rendimento inferior a 50%, o que pode indicar a
incapacidade de utilizar acucares complexos que se encontram em maior
concentragdo no mosto (MORATA et al., 2018), ou sofreu inibicdo devido aos
altos niveis de aglcares no mosto. Este parametro demonstra a capacidade de
aproveitamento dos acuUcares presentes no mosto pelas cepas, estando
relacionado com a capacidade da levedura em fermentar os aglcares do mosto,
e a formacdo dos compostos de aroma e sabor que compdem a bebida
(STAMBUK et al.,, 2006). Essas caracteristicas foram percebidas em
observacoOes feitas pelo grupo de pesquisa, que mostraram que os hidroméis
produzidos tinham assinaturas diferentes, abrindo a possibilidade para outras
etapas, de otimizacdo, analise sensorial e escalonamento.

A viabilidade celular representa a capacidade de adaptacéo da levedura
ao meio e sua sobrevivéncia. As leveduras com baixa viabilidade celular Saf-
Instant (S01), Indupropil Ca-11 (S02), Lallemand Diamond — Saccharomyces
cerevisiae pastorianus (S03), Brettanomyces bruxelensis (NS05) (Tabela 3,4)
acabam tendo impacto direto na producdo de hidromel, pois ha uma perda
econdmica relacionada a aquisicdo e adaptacdo da levedura, pois a baixa
viabilidade celular torna impossibiltando o reaproveitamento em novas
fermentacdes. A baixa viabilidade celular das cepas Saf-Instant (S01), Indupropil
Ca-11 (S02), Lallemand Diamond — Saccharomyces cerevisiae pastorianus
(S03) estao relacionadas com o teor alcodlico do mosto (Figura 2A e 2C), porém
essa relacao nao foi encontrada no caso da Brettanomyces bruxelensis (NS05),
pois a queda da viabilidade celular ocorre em um momento em que a
concentracdo de etanol ja estava estabilizada. (Figura 3A e 3C).

De maneira geral, as cepas de Saccharomyces apresentaram perfis de
viabilidade celular semelhantes, com queda mais acentuada do valor apds 6
dias, exceto Renaissance TR313 (S06) e Lalvin klv-1116 (S07), que
apresentaram declinio mais suave (Figura 2C), no caso de cepas de nao-
Saccharomyces, esse comportamento ndo pode ser padronizado, pois cada
cepa apresentou comportamento diferente durante a fermentacdo. Ao analisar a

viabilidade celular em paralelo com os acgucares residuais e concentracdo de
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etanol (Figuras 2B e 2C; 3B e 3C), é possivel perceber que a maioria das
linhagens apresentou potencial para producdo de hidromel, porém a alta
concentracéo de acUcares presentes no mel acabam interferindo no processo de
fermentacao.

Apesar de todas as 13 cepas estudadas apresentarem capacidade
fermentativa, pois conseguiram transformar aglcares fermentaveis em etanol e
CO,, algumas acabaram se destacando, como URM 3981 (NSOl1) e
Saccharomyces em geral, com excec¢éo de Saf-Instant (SO1), Indupropil Ca-11
(S02) e Lallemand Diamond — Saccharomyces cerevisiae pastorianus (S03), que
acabaram apresentando uma baixa viabilidade celular no final da fermentacéo,
gue teve um bom rendimento, com uma boa viabilidade celular, demonstrando
assim potencial a ser explorado em estudos futuros.

Por outro lado, as altas concentracdes de acucares redutores, a boa
viabilidade celular final e as baixas concentracdes de etanol encontradas nos
hidroméis fermentados pelas cepas L2-LSOG (NS02), Levteck Blend Brasil
(NS03), Levteck Brettanomyces bruxelensis Beélgica (NS04) e URM 3989
(NS06), abrem a possibilidade de usar essas cepas em um processo de
fermentacdo sequenciado usando um A cepa Saccharomyces, como
microrganismo sinérgico, pois a combinacdo: meio com baixa concentracdo de
alcool e quantidade consideravel de acucares fermentaveis, permite que uma
segunda cepa continue a fermentacdo. Porém, ao analisar o pH de leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces, € possivel notar a necessidade de
corrigir este parametro, para um meio mais acido, ao inocular a levedura
Saccharomyces.

Embora este estudo ndo tenha encontrado uma &ncora na literatura
consultada sobre fermentacdes secundarias para hidroméis, ao pesquisar este
topico para vinhos as referéncias sdo massivas e promissoras.

Ao passarem por uma analise sensorial ndo sistematica, na qual os
avaliadores foram 4 integrantes do grupo de pesquisa, foi perceptivel as
caracteristicas distintas apresentadas em cada um dos 13 hidroméis, dando
assim assinaturas Unicas as bebidas. Dentre as percepcfes obtidas as notas
frutais e herbaceas foram as mais destacadas, com especial atencdo para as
notas de uva verde no hidromel fermentado pela Lalvin k1lv-1116 (SO07) e de

banana madura no hidromel fermentado com URM 3981 (NSO01).
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Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de origem vegetal,
provenientes de diferentes fontes como: frutas, cereais e ervas (MIKOLAJCZAK;
TANSKA; OGRODOWSKA, 2021). Nos compostos fendlicos, estdo inclusos:
flavonoides, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas, catequinas, acidos
fendlicos, fitoestrégenos, taninos, estilbenos e curcuminoides (WANG et al.,
2016). Os compostos fendlicos sdo potentes antioxidantes que reduzem ou
inibem a propagacédo das reagcdes de oxidagéo, capturando a forma reativa do
oxigénio (SOCHA et al., 2015).

Devido a composicdo fendlica do hidromel e, consequentemente, sua
capacidade antioxidante, estéo fortemente relacionados ao mel utilizado, porém
a bebida apresenta potencial bioativo benéfico a sautde humana (STAROWICZ;
GRANVOGL, 2020). Uma vez que o mel é o principal insumo na producéo de
hidromel, é ele também o responsavel pelo aporte da maior carga fendlica da
bebida, isso acontece porque alguns compostos fendlicos séo transferidos das
plantas para o mel pelas abelhas (KAHOUN; REZKOVA; KRALOVSKY, 2008) e
como as caracteristicas do mel estdo diretamente ligadas a condi¢cdes
edafoclimaticas, esse perfil fendlico ira variar de acordo com a origem do mel, da
florada, condicdes climaticas e espécie de abelha que o produziu (SOCHA et al.
2015). Apesar dos extensos estudos sobre o perfil fendlico e a atividade
antioxidante de diferentes méis (BERGAMO et al., 2019; BRUGNEROTTO et al.,
2019; SERAGLIO et al., 2019), quando se trata de hidromel, os estudos ainda
sao incipientes.

Outro aspecto, ndo menos importante, a ser considerado quando se trata
de compostos fendélicos em bebidas fermentadas é a cepa de levedura utilizada
na fermentacdo, isso se da, pois, a producdo de compostos bioativos esta
diretamente relacionada ao metabolismo do microrganismo. Em estudo realizado
por Guerrini et al. (2018) foi percebido que o desenvolvimento de alguns
compostos promotores a saude, além dos compostos fendlicos presentes na
prépria matriz, é oriundo da cepa utilizada na fermentacéo alcodlica.

A variacdo da composicao fendlica devido as leveduras (Tabela 5), uma
vez que a levedura URM 3989 (NS06) apresenta 6 compostos fendlico (NS6) e
a CA-11(S2) apresenta 3 compostos.
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Tabela 5 — Perfil fendlico de hidroméis fermentados por diferentes leveduras.

COMPOSTO CEPAS DE LEVEDURAS

FENOLICOS S01 S02 S03 S04 S05 S06 SO07 NSO1 NS02 NSO3 NS04 NS05 NS06
AcdoGdico D D D ND D ND D D D D ND D D
Cg’fﬁco D NDND D D D ND D D D D D D
Acido ND NND D ND ND ND ND ND D ND ND ND N/D
Siringico

Acido p- N/D N/D N/D N/D N/D N/D N'D N/D ND ND ND ND N/D
cumarico

Acido ND NND ND ND D ND D D ND ND ND ND D
Elagico

é:%?co D D D ND D ND D ND D D D D D
ég'r%‘ﬁco NND D D ND D D D ND ND ND ND D
Querceina N/D N/D N'D D D ND ND ND ND ND D D ND
Miricetina N/D ND D D D D ND ND ND D D D D
Catequina D N/D N/D ND ND ND ND D D D ND ND D
Epicatequina N/D N/D N/D N/D ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Rutina D N/D ND ND ND ND NND ND ND ND ND ND ND

*D representa que houve deteccdo do composto, enquanto N/D significa que ndo houve detec¢éo
dele. Leveduras: S01 - Saf-Instant; S02 - Indupropil Ca-11; S03 —L. Diamond (Saccharomyces
cerevisiae pastorianus); S04 - Red Star Premier Montrachet; S05 - L. Belle Saison (Saison Styles
Diastaticus); S06 - Renaissance TR313; S07 - Lalvin k1v-1116; NSO1 - URM 3981; NS02 - L2-
LSOG; NSO03 - Levteck Blend Brazil; Levteck Brettanomyces bruxelensis Belgium; NS05 -
Brettanomyces bruxelensis; NS06 - URM 3989.

Dentre os compostos identificados, o acido galico € o mais presente, com
deteccdo em 10 amostras com diferentes tipos de leveduras. Zahrani, El-
Shishtawy e Asiri (2020) relataram que esse composto é encontrado facilmente
nas espécies vegetais, e apresenta diferentes atividades bioldgicas, sendo
considerada uma substancia, antibacteriana, antifUngica, antiviral,
antinflamatoria e antidiabética.

Os &cidos vanilico e cafeico, bem como a catequina, foram detectados,
majoritariamente nas leveduras ndo-Saccharomyces. O acido vanilico atua na
regulacéo do estresse oxidativo e da resposta inflamatéria (BEZERRA-FILHO et
al., 2019). Esse acido e seu metabdlito, o vanilil, possuem varias atividades
farmacoldgicas, como no combate a hipersensibilidade diabética e desordens
neuroldgicas, atividade antiasmatica e prevencdo de cancer de pulméo
(SHARMA et al., 2020). O acido cafeico pode atuar na diminui¢do de incidéncia

de doencas crbnicas, por apresentar atividade antioxidante, devido a sua
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capacidade de sequestrar radicais livres (LOPES et al., 2021), antiproliferativa
(SOVA & SASO, 2020), anti-inflamatoria e anticancerigena (DING et al., 2020).
Entretanto, o &cido cafeico possui baixa disponibilidade nos fluidos corporais,
mesmo apos a ingestdo de alimentos que o contém (BIAN et al., 2020). As
catequinas, possuem sabor amargo e adstringente (NARUKAWA et al., 2011) e
vém sendo estudadas principalmente no combate a obesidade, doencas
cardiovasculares e diabetes por meio da reducao das fracOes de triacilglicerol,
colesterol total e da lipoproteina de baixa densidade (colesterol LDL). Além
disso, também apresentam potencial antioxidante, por meio de suas
propriedades quimioprotetoras, que impedem a atividade dos radicais livres no
organismo (KONSTANTINIDI & KOUTELIDAKIS, 2019; SILVA & NAVARRO,
2007).

Por outro lado, o acido ferulico mostrou-se mais presente nos hidroméis
fermentados com as leveduras Saccharomyces. Esse composto fendlico
apresenta uma vasta gama de propriedades: anti-inflamatério (ZHAO et al.,
2014), antioxidante (KUMAR; PRUTHI, 2014); e no combate de doencas
cronicas como: cancer (LI et al., 2012), diabetes (AZAY-MILHAU et al., 2013),
trombose (HONG et al.,, 2016). Além disso, foram documentados efeitos
neuroprotetores em modelos animais de isquemia cerebral focal, doenca de
Alzheimer, lesdo da medula espinhal e acidente vascular cerebral
(HASSANZADEH et al., 2016). Aparte desses beneficios o acido ferulico vem
sendo estudado amplamente pela inddstria cosmética como alternativa para o
combate aos sinais de envelhecimento e estrias (HAHN et al., 2016; MARCATO,
2019), além disso apresenta propriedades antidepressivas e vém sendo
estudado no tratamento de transtornos de ansiedade (SBORGI, 2018).

O acido elagico foi encontrado em 3 das amostras de Saccharomyces e 3
das ndo-Saccharomyces, enquanto o siringico teve uma detec¢cdo em 1 amostra
das leveduras Saccharomyces e 1 nas nao-Saccharomyces. A capacidade
antioxidante, do acido elagico, é resultado da associacdo do anel benzénico a
guatro hidroxilas livres ligadas diretamente a estrutura ciclica, o potencial
antioxidante esta diretamente relacionado a essas, pois sdo elas que iréo reagir
com os radicais livres (ABE, 2007; LIMA, 2008; MONTEIRO et al., 2005). Estudo

realizado em camundongos apontou efeitos antiproliferativos, ou seja, inibe a
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invasdo de células endoteliais na matriz extracelular humana, e aumenta a
atividade antitumoral da mitomicina C. Dessa maneira, nutrientes ricos em acido
elagico ou até mesmo suplementos alimentares podem agir de forma preventiva
€ COmo um suporte para a prevencao e tratamento de cancer (CECI et al., 2018).
Embora o niumero de estudos in vivo ainda seja incipiente, suas descobertas
sobre os efeitos do consumo do &cido elagico merecem mais atencdo, uma vez
que, foi comprovado o papel potencial como terapia adjunta para canceres de
neuroblastoma, ovario, pancreético e astrocitoma (ZHANG et al., 2019).

Apesar de poucas amostras detectarem a quercetina 30,77% (S4, S5,
NS4, NS5), ela é um flavonol com status Generally Recognized As Safe (GRAS)
(USFDA) com amplo conhecimento pelos seus potenciais: antiaterogénico, anti-
inflamatorio (ABBEY & RANKIN, 2011), anticarcinogenico (FRESCO et al., 2010)
neuroprotetor (SASAKI et al., 2003), antibacteriana (CUSHINE & LAMB, 2005),
antiviral (GATTO et al.,2002) e na preservacao de alimentos (JAISINGHANI,
2017). Em contrapartida a miricetina foi detectada em 61,54% dos hidroméis (S3,
S4, S5, S6, NS3, NS4, NS5, NS6) e vem sendo estudada pelo seu emprego no
combate ao cancer (BAZERGAR,2016), isso se da pelo seu potencial terapéutico
capaz de atuar em relacdo a inflamacao, proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese, invasao e metastase (DEVI et al., 2015). E recentemente tem sido
alvo de estudos promissores como coadjuvante na luta contra com cancer de
mama (SOUSA, 2022).

A rutina foi apenas encontrada em 7,69 % das amostras (Saf-Instant
(S01)), porém é um flavonoide extremamente relevante pela sua capacidade
farmacoldgica (PEDRIALLI, 2005). Em estudo realizado por Becho, Machado e
Guerra (2010) algumas dessas potencialidades foram elencadas, como: melhora
nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos, promocdo e
normalizacdo da resisténcia e permeabilidade da parede vascular; combate a
fragilidade capilar; diminuicdo de perda da acuidade e alteracdes do campo
visual. Além de sua eficiéncia no tratamento de artrite por Candida albicans
(HAN, 2009), atividade antihiperlepidémica (SANTOS et al., 1999),
anticonvulsivante (NASSIRI-ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008),
anticarcinogénica (MACHADO, 2005), efeito anti-inflamatério (GUARDIA et al.,
2001), supressdo da imunidade celular (MIDDLETON, KANDASWAM &
THEOHARIDES, 2000).
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Ainda que estudos tenham apontado presenca massiva dos &cidos p-
cumarico e protocatecuico, esses ndo foram detectados nesse estudo, uma vez
que o &cido p-cumérico esta diretamente ligado ao tipo de mel utilizado e ao fato
de ocorrer suplementacdo no mosto, enquanto no caso do protocatecuico a
deteccdo nao foi possivel por ndo haver padréo para o teste (AKALIN, BAYRAM,
& ANLI, 2017; FORTES et al., 2022; KAHOUN, REZKOVA, & KRALOVSKY,
2017; STAROWICZ & GRANVOGL, 2020).

4 Concluséao

Neste estudo observou-se que as leveduras Saccharomyces e nao-
Saccharomyces apresentaram capacidade fermentativa para producédo de
hidromel. As leveduras nédo-Saccharomyces demostraram capacidade
fermentativa diferente entre si, independentemente da espécie. O baixo
rendimento fermentativo pode supor que esteja associado a alta concentracéo
de acucares e a falta de suplementacdo de base nitrogenada, estudos mais
sistematicos se tornam necessarios. No geral, pode-se concluir que leveduras
nao-Saccharomyces demostraram potencial para fermentacdo pura, enquanto
outras poderiam ser estudas em processos heterofermentativo com leveduras
Saccharomyces, favorecendo assim a continuidade da pesquisa. Em relacdo aos
perfis fenolicos e as percepcdes sensoriais das leveduras foram variados,
destacando a importancia da escolha adequada da cepa para producédo de

hidromel Unico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as cepas estudadas todas foram capazes de fermentar em mosto
de mel e produzir hidromel. Mesmo as leveduras ndo-Saccharomyces nao
apresentando um padréo fermentativo, essas cepas despertaram interesse para
um estudo a ser desenvolvido futuramente, com foco na otimizacdo das
condicdes fermentativas, bem como em processos heterofermentativos
buscando o desenvolvimento de hidroméis unicos.

O perfil fendlico apresentados pelos hidroméis apontou a diferentes
capacidades da levedura em moldar esse perfil, uma vez que néo foi possivel
determinar um padréo entre as cepas avaliadas.

De maneira geral, esse estudo aponta a importancia da escolha da cepa
na producéao de hidromel, pois mesmo cepas da mesma espécie, apresentaram
perfis fermentativos e fendlicos distintos, 0 que vai impactar diretamente na

producéo de um hidromel dnico.
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