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Resumo. O hidromel é uma bebida fermentada, bastante antiga, produzida a partir da fermentagdo da mistura
de mel e 4gua. Ainda que ndo seja tdo popular quanto outras bebidas fermentadas, como cerveja e vinho, hd uma
crescente demanda pelo produto nos ultimos anos no Brasil. Este estudo teve como objetivo utilizar leveduras iso-
ladas do mel e de residuos de hidroméis para produzir e caracterizar hidroméis de acordo com a legislacdo vigente.
Inicialmente as leveduras isoladas foram caracterizadas molecularmente por sequenciamento de regides de DNA
ribossdmico. O resultado do sequenciamento revelou a presenca das espécies Saccharomyces cerevisiae € Rhodoto-
rula mucilaginosa. Essas leveduras foram submetidas a teste piloto de crescimento em meio de cultura e mosto de
mel, e mostraram crescimento em ambos. A partir da escolha de trés leveduras, sendo uma do género Rhodotorula
duas do género Saccharomyces, o processo de fermentagdo do mosto de mel e dgua foi realizado sem suplementagdo
nutricional. Os resultados fisico-quimicos mostraram que o hidromel produzido a partir das leveduras utilizadas estd
em conformidade com os pardmetros estabelecidos pela legislagdo vigente (cinzas totais, extrato seco reduzido, teor
alcodlico e teor de agticares). Além disso, foram realizados testes de andlise sensorial com 100 consumidores, ndo
treinados no produto. Os resultados dos testes de aceita¢iio e ranqueamento ndo apresentaram diferencas significa-
tivas entre as amostras de hidromel, demonstrando ndo haver preferéncia por uma amostra especifica. Contudo, o
resultado do teste de intencdo de compra, comprovou que o produto tem potencial de expansdo no mercado consu-
midor.

Palavras-chave: andlise sensorial; fermentacao; mel; rhodotorula mucilaginosa; Saccharomyces cere-
visiae.

YEAST ISOLATION, PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF
MEAD

Abstract. Mead is an ancient fermented beverage produced by fermenting a mixture of honey and water. Although
mead is not as popular as other fermented beverages such as beer and wine, there has been a growing demand for
the product in recent years in Brazil. This study aimed to use yeasts isolated from honey and mead residues to
produce and characterize mead in accordance with current legislation. In the first stage of the study, yeasts were
isolated. Then, the genetic material of these yeasts was extracted, purified and sequenced. The sequencing result
revealed the presence of two yeast species (Saccharomyces cerevisiae and Rhodotorula mucilaginosa). The yeasts
were submitted to a pilot growth test in culture medium and honey must, and showed growth in both. From the
choice of three yeasts, the fermentation process of the honey and water wort was carried out without nutritional
supplementation. The physical-chemical results showed that the mead produced from the yeasts used complies
with the parameters established by legislation. Sensory analysis tests were carried out with consumers not trained
in the product. The results of the acceptance and ranking tests did not show significant differences between the
mead samples, demonstrating that there is no preference for a specific sample. However, the result of the purchase
intention test proved that the product has potential for expansion in the consumer market.

Keywords: sensory analysis; fermentation; honey; rhodotorula mucilaginosa; saccharomyces cerevi-
siae.
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1 INTRODUGAO

O hidromel é uma bebida milenar, produzida a partir
da fermentacdo de uma mistura de mel e d4gua, podendo
ser adicionado especiarias, flores, frutas e graos. O mel
que devido a sua baixa umidade nio fermenta em condi-
¢des ambiente, quando armazenado com 4gua torna-se
apto a iniciar um processo de fermentacdo espontinea.
Uma das evidéncias mais antigas de sua producdo base-
ada na fermentacdo de arroz, fruta e mel data de 7 mil
a.C. na China (McGovern et al.l 2004). O aumento da
produgdo agricola contribuiu para o declinio na popu-
laridade do hidromel que, embora presente em vdrias
culturas, passou a ter um valor maior do que as bebi-
das derivadas de frutas ou graos, abrindo espago para a
ascensdo de bebidas fermentadas mais acessiveis como
cervejas, cidras e vinhos. Atualmente, os avan¢os em
pesquisa e processos de produgdo abrem novas perspec-
tivas de mercado consumidor, principalmente na Africa,
América e Europa (Demets, [2020)).

A fim de buscar novas solucdes para o reaprovei-
tamento de residuos provenientes da extracdo de mel,
o hidromel pode ser uma fonte alternativa para agregar
valor ao produto na cadeia produtiva do mel (Fernandes
Denisel 2009). Entretanto, para ganhar escala indus-
trial, alguns desafios precisam ser superados e incluem
a padronizacao do produto, visando atender questdes de
legislacdo, producido e estabilidade. Para tanto, pesqui-
sas sobre as fontes de mel e leveduras a serem utilizados
sd0 necessdrias para parametrizar os processos fermen-
tativos.

O interesse e familiaridade dos consumidores bra-
sileiros frente ao hidromel tem sido objeto de estudos,
revelando que embora permaneca relativamente desco-
nhecido e pouco explorado o produto causa curiosidade
e inteng@o de compra em um mercado recentemente ex-
plorado (Santos Keli Cristinal, [2021)).

O hidromel pode apresentar variagdes de acordo
com o tempo de fermentagdo, quantidade e qualidade
do mel utilizado na diluicdo, escolha da levedura e da
graduacdo alcodlica. Pode ser classificado em doce, es-
pumoso, licoroso ou seco, segundo a sua tecnologia de
fabricagdo (Ramalhosa ef al.l 2011). Sack € um exem-
plo de hidromel com maior quantidade de mel e, con-
sequente graduacdo alcodlica superior ao tradicional.
Além das variagdes de mel, outra varidvel na produgdo
resulta em hidromel espumante ou frisante, no qual o
diéxido de carbono dissolvido no produto se faz essen-
cial, podendo ser decorrente da segunda fermentagdo
realizada apds o engarrafamento da bebida ou do pro-
cesso de carbonatagdo (Iglesias, [2012)).

As diferentes linhagens de leveduras, mesmo que de
uma mesma espécie podem produzir diferentes perfis de

compostos aromaticos e volateis, sendo estes 0s respon-
sdveis pelas caracteristicas finais do hidromel (Pereira
et al), 2009; Pereira et al.,|2017). Embora exista baixa
oferta de linhagens de leveduras especificas, as levedu-
ras empregadas no processo de fermentacdo do hidro-
mel sdo na sua grande parte do género Saccharomyces,
frequentemente utilizadas para produgio de sidras e vi-
nhos, selecionadas para apresentar alta velocidade de
fermentacdo, boa floculagao e tolerancia a concentragao
de dlcool, aguicares e dcidos organicos (Brunelli; Orsi;
Filho, 2016).

Para a produgado de hidromel, é necessario um con-
trole do processo de fermentacdo, pois as leveduras
podem sofrer a interferéncia de condi¢des de estresse,
como baixos valores de pH ou altas concentragdes de
etanol e agtcares totais (Pereira ef al.,2009).

As metodologias cldssicas para a identificacao de le-
veduras baseiam-se nas caracteristicas fisiolégicas, nu-
tricionais, morfolégicas e sexuais, entretanto exigem
um expressivo volume de testes que podem ndo ser to-
talmente conclusivos, especialmente quando € necessa-
ria a identificacdo de cepas pertencentes 2 mesma espé-
cie, deste modo, técnicas de biologia molecular sdo de
extrema relevancia para uma identificagéo precisa (Car-
valhol 2010).

Acredita-se que nos primérdios, o hidromel
originou-se da fermentagcdo espontinea por leveduras
selvagens presentes no mel ou em cascas de frutas adi-
cionadas ao processo. Embora esse tipo de fermenta-
¢do tenha um papel importante como fonte de novas
cepas de leveduras aptas ao melhoramento e selecdo,
atualmente os avancos biotecnoldgicos e as producdes
em escala comercial, sdo utilizadas leveduras comerci-
ais selecionadas a fim de atingir uma padronizac¢do do
processo (Mendes-Ferreira et al.l 2010).

Em uma fermentacdo, aproximadamente 90% dos
actcares sao transformados em etanol e os ou 10% res-
tantes em dcidos organicos, dlcoois superiores, glicerol,
e outros constituintes em quantidades “despreziveis”
(Oliveira et all 2012). Para um melhor desempenho
da fermentacdo do hidromel € necessdrio encontrar e
isolar cepas de leveduras adequadas para a composi¢ao
especifica do mosto de mel ou associadas as condi¢des
de estresse encontradas, entre os quais destacam-se alta
osmocidade, baixa capacidade tamp3o, baixa concen-
tracdo de nutrientes essenciais, baixo teor de minerais e
baixo pH (Iglesias, [2014).

Steinkraus| (1966) realizaram um amplo estudo dos
fatores que influenciam a fermentacdo para produgdo
de hidromel. Para tanto, durante a obtencéo dos produ-
tos se analisou a velocidade da fermentacao, o pH ideal
de fermentagdo, a temperatura utilizada para fermen-
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tacdo das leveduras, e os tipos de méis utilizados para
produgdo de hidromel. O pH desejavel de fermentagio
encontrado no estudo ficou entre 3,7 — 4,6, sendo que
abaixo dessa faixa a taxa de fermentacg@o se apresentava
muito lenta. Ao nivel de pH 3,7, apresentava boa taxa
de fermentacdo, mas suficientemente baixo para inibir
crescimento de bactérias indesejaveis. No pH adequado
e com os fatores de crescimento adicionados, a fermen-
tacdo pode ser completa em duas semanas, a no ma-
ximo duas semanas e meia (Steinkraus, |1966). Na le-
gislagdo brasileira sdo relacionados o teor de agticar em
g/L, o que permite classificar o hidromel como seco ou
suave; graduagdo alcodlica (4-14%) e cinzas totais (li-
mite minimo 1,5 g/L) (Brasil, |2012). Sendo assim, a
legislacdo vigente estabelece parametros de producao,
limitando a graduagdo alcodlica e regulamentando os
ingredientes permitidos, o que tem impacto direto na di-
versificacdo e na inovacgdo do produto. Existem poucos
documentos de patentes e pesquisas sobre o hidromel
no Brasil quando comparados com outros paises como
China e Estados Unidos, revelando uma lacuna entre os
aspectos produtivos, de qualidade quimica, sensorial e
bioativa do hidromel que podem e devem ser explora-
das pelos produtores, pesquisadores e industrias (Simao
et al, [2022)). Além disso, o mercado brasileiro do hi-
dromel € caracterizado predominantemente por produ-
¢oOes artesanais e de pequena escala, com poucos em-
preendimentos industriais consolidados (Nakada Lidia
Urbano Caciatoril, [2020). Por este motivo, a disponibi-
lidade do hidromel em estabelecimentos fisicos € limi-
tada, com comercializa¢do predominantemente online
no Brasil (Denise} 2016). Por seu potencial econdmico,
tem surgido a partir dos entusiastas que iniciaram a pro-
dugdo caseira, pequenas fabricas de hidromel, devido a
semelhanca na demanda e popularizagdo com a expan-
sdo do mercado de cervejas artesanais alguns anos atras
(Fabri, 2017).

No pais, eventos como a ’Copa Kylix’, promovida
pela Associag@o Sul Brasileira de Produtores de Hidro-
mel (ASH), e o Encontro Anual de Produtores de Hidro-
mel (EAPAH) contribuem para a divulgacdo desse fer-
mentado. A competi¢@o internacional mais significativa
é a Mazer Cup International (MIC), realizada nos Esta-
dos Unidos, com mais de duas centenas de inscrigdes
apenas na categoria de hidroméis artesanais (Bakulic,
2018). Nesse contexto, surge a necessidade de explorar
tanto o potencial de mercado quanto as oportunidades
de inovagdo tecnoldgica e industrializacdo, visando ndo
apenas atender a demanda crescente por essa bebida an-
cestral, mas, promover o desenvolvimento econdmico e
a valorizacdo dos apicultores locais.

Para atingir os objetivos de um produto aceito pelo

mercado consumidor deve-se realizar a andlise senso-
rial do mesmo, nesse contexto os métodos de andlise
sensorial podem ser classificados em trés categorias
principais: andlise discriminativa, andlise descritiva e
andlise afetiva. A andlise discriminativa estabelece a
diferenciacdo qualitativa e/ou quantitativa entre amos-
tras, € utilizada para detectar alteracdes na qualidade
ou na formulacdo do produto. Os métodos de andlise
descritiva sdo utilizados para quantificar e descrever ca-
racteristicas sensoriais de atributos especificos, devido
a necessidade de precisdo, os métodos discriminativos
e descritivos devem ser realizados por pessoas treina-
das e qualificadas. J4 nos métodos de andlise afetiva os
consumidores avaliam os produtos alimenticios quanto
a sua percepcao pessoal, preferéncia e intengdo de com-
pra e ndo ha necessidade de treinamento prévio para sua
realizacdo (Lawless et al.,|2010).

Considerando os pontos abordados, esse trabalho
teve por objetivo isolar leveduras presentes em residuos
de hidromel e amostras de mel, caracterizar o hidro-
mel produzido e avaliar a aceitacdo do produto frente
ao mercado consumidor.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Mel

O mel utilizado nessa pesquisa, classificado como
mel silvestre (quando ndo ha a predominancia de uma
florada especifica), foi cedido em agosto de 2019, pelo
apidrio Fazenda Mussato CNPJ 64.699.267/0001-00,
localizado em Monte Alto estado de Sao Paulo, Brasil.
O entreposto responsavel pelo envase e beneficiamento
do mel é localizado em Paraiso-SP (20° 59’ 57.996"S,
48° 46’ 55.070"W), tendo registro no SISP (Secreta-
ria de Agricultura e Abastecimento do estado de Sao
Paulo) sob o n° 660/005.

2.2 Leveduras comerciais

Foram utilizadas leveduras comerciais, sendo C1 fer-
mento culindrio da marca Fleischmann® e C2 leveduras
comerciais M0O5 da empresa Jack Magroves® especifi-
cas para producgio de hidromel.

2.3 Isolamento de leveduras selvagens

As leveduras foram isoladas a partir de amostras de
residuos de hidromel artesanal, mel fermentado e mel
escuro in natura. A principio, os hidroméis artesanais
foram produzidos, utilizando-se leveduras comerciais
Ec1118 da empresa Lalvin, ao final o processo de cla-
rificag@o, os residuos que decantam sao classificados
como lama, esta contém leveduras e sélidos insoldveis
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como residuos de cera, proteinas e cinzas. Essas amos-
tras de lama foram diluidas com dgua destilada, 100 pL
foram espalhados com ajuda de alca de Drigalski em
placas de dgar Sabouraud (SAB) acrescido de cloran-
fenicol e estreptomicina ambos na concentracdo de 25
yg/mL.

Decorrido o periodo de incubacdo de 72 horas,
observou-se visualmente o crescimento de colonias de
leveduras nas amostras de residuos de hidromel e na
amostra de mel in natura, em placas de petri. Posteri-
ormente as coldnias foram isoladas através de método
de estrias multiplas utilizando alca de platina, em meio
SAB sdlido.

2.4 Extracao de DNA gen6émico

A partir do crescimento das coldnias isoladas anteri-
ormente foi realizada a extracdo de DNA gendmico, se-
gundo protocolo rapido de isolamento de DNA de leve-
duras de acordo com|Green e Sambrook|(2012) algumas
modificacdes (Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual.Sambrook, Joseph and Russell, David W., 2001)).

As coldnias selecionadas foram inoculadas em meio
Yeast Potato Dextrose (YPD) liquido e mantidas a 30°C
em agitacdo overnight. Apds crescimento os tubos fo-
ram centrifugados, o meio descartado e o pellet ressus-
pendido em 150 pL. de tampao STES [2 M Tris-Cl (pH
7.6) 0.5 M NaCl; 0.01 M EDTA; 0.1% (w/v) SDS]. Foi
adicionado cerca de 0,1 g de glass beads, 60 puL de tam-
pao TE e 180 pL de fenol cloroférmio em cada amostra,
seguido por processo agitacdo em vortex por 1 minuto.
Os tubos foram centrifugados na maxima rotacéo por 5
minutos em temperatura ambiente, foi coletado 200 uL.
do sobrenadante e adicionado 400 uL. de etanol 100%
gelado e 20 pL de acetato de sédio. Apds incubagdo
por 15 minutos, em freezer a -20°C, as amostras fo-
ram centrifugadas por 15 minutos a 4°C em velocidade
maxima, descartou se o sobrenadante e foi adicionado
100 L de etanol 70% que foi centrifugado na veloci-
dade méaxima por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. Apds secagem, o sedimentado foi ressus-
pendido em 40 pL de tampao de elui¢do (TE). Poste-
riormente o DNA gendmico total foi quantificado em
NanoDrop (Implen NanoPhotometer® P-360) e a inte-
gridade do material genético verificada em gel de aga-
rose 0,8%.

2.5 Amplificacdo e analise da regidao ITS do DNA
ribossomal

Para a amplificacdo da regido ITS1 e ITS2
foram utilizados os oligonucleotideos ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Figura 1). Os
oligonucleotideos foram escolhidos com base em
nucleotideos conservados do gene 5.8S rDNA de
Saccharomyces (White et al.,[1990).

As reacdes de amplificacdo da regido 5.8S-ITS con-
duzidas em termociclador Bioer GenePro TC-E-96G,
foram realizadas nos seguintes parametros de ciclo tér-
mico: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anela-
mento a 57°C por 30 segundos, extensdo em 72°C por
45 segundos; e uma etapa de extensdo final em 72°C por
5 minutos. Os produtos de amplificacdo foram aplica-
dos em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de eti-
dio (0,001%) e submetidos a eletroforese com corrente
constante de 100 V.

2.6 Purificacao

Os fragmentos de DNA detectados no gel de agarose
resultante de PCR foram purificados por meio de kit Ge-
nElute (Gel Extraction Kit — Sigma). Os fragmentos de
interesse foram extraidos do gel de agarose, com o auxi-
lio de uma lamina de bisturi, € armazenados em micro-
tubos que foram anteriormente pesados, a fim de que em
se deduzindo sua massa do peso do microtubo contendo
o gel de agarose, obtivéssemos o peso do gel contendo
o fragmento de interesse. Posteriormente, adicionou-se
300 pL de Gel Solubilization Solution para cada 100 mg
de gel de agarose, as amostras foram incubadas por 10
minutos a 60°C até total dissolug¢do do gel. As colunas
de ligacdo foram preparadas com 500 pL de Column
Preparation Solution em cada coluna, posteriormente
centrifugadas por 1 minuto e descartado o liquido. No
tubo contendo o gel dissolvido foi adicionado isopropa-
nol 100% no mesmo volume que gel, as amostras foram
colocadas nas colunas de ligacdo, e centrifugadas por 1
minuto descartado a fase liquida ao final. Foi adicio-
nado 700 pL de Wash Solution nas colunas de ligacao
e centrifugado por 1 minutos duas vezes. As colunas
foram transferidas para novos tubos e adicionado 50 uL
de Elution Solution, seguiu-se incubagdo de 1 minuto
e posterior centrifugacdo por 1 minuto, obtendo-se ao
final uma solucdo liquida contendo os fragmentos de
DNA.

2.7 Sequenciamento

Microtubos eppendorf de 500 pL, contendo os frag-
mentos de DNA amplificados que foram purificados do
gel de agarose (item 2.6), foram secas, por 18 horas,
em estufa a 30°C. Apds secagem, as amostras previ-
amente identificadas, foram enviadas para a empresa
ACTGene Analises Moleculares (Universidade Federal
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Figura 1: Localizagio da regido de rDNA entre primers ITS1 e ITS4.
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Fonte: Adaptado de (White et al.,|1990)

do Rio Grande do Sull [2003) que realizou o sequenci-
amento da regido amplificada entre os primers ITS1 e
ITS4. O sequenciamento foi realizado pelo método de
Sanger| (1977). Esse método de identificagdo molecu-
lar de espécies criado em 1977 por Sanger, se baseia
no sequenciamento de genes e genomas. Esse método
¢ realizado através da incorporac¢do de desoxinucleo-
tideos e didesoxinucleotideos marcados, a uma cadeia
de DNA em crescimento utilizando um molde de DNA
alvo que se deseja sequenciar. Apds a incorporagdo dos
didesoxinucleotideos marcados a extensdo da cadeia é
interrompida gerando fragmentos de diferentes tama-
nhos, entdo os fragmentos sdo organizados do menor
ao maior tamanho e submetidos a leitura por meio de
fluorescéncia, identificando assim a sequéncia das ba-
ses nitrogenadas na cadeia de DNA. Esse método de
sequenciamento sofreu evolugdes, mas continua sendo,
ainda hoje, o método de tecnologia que gera dados de
melhor qualidade (Chen, 2001).

As sequéncias obtidas sao normalmente depositadas
pelos pesquisadores em bases de bancos de dados de
genes, como Genbank, EMBL ou DDBJ, a comparagio
das sequéncias obtidas com as do banco de dados per-
mite que o organismo possa ser identificado, além de
gerar um alinhamento com sequéncias mais similares
dentro de limites predefinidos (Rosa et al., 2003).

2.8 Alinhamento

O alinhamento das sequéncias (forward e re-
verse) foram editadas no Chromas versio 2.6.6
(www.technelysium.com.au) e montadas no programa
CLUSTALX versio 2.1 (www.clustal.org). As
sequéncias foram alinhadas e comparadas com toda
base de dados de sequéncias de DNA disponi-
veis através da Internet usando a Ferramenta Ba-
sica de Pesquisa de Alinhamento Local (BLAST)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). A semelhanga percen-
tual entre os fragmentos foi calculada pelo BLAST®.

2.9 Curva de crescimento

A curva de crescimento das leveduras foi realizada
em meio Sabouraud liquido e em mosto. O meio de
cultura sabouraud foi acrescido de cloranfenicol e es-
treptomicina ambos na concentracdo de 25 pug/mL, en-
quanto o mosto foi preparado pela dilui¢do de mel em
dgua mineral na concentragdo de 30 °Brix e aquecido
em banho a 60 °C por 20 minutos.

Foram selecionadas 3 cepas de leveduras: A31 iso-
lada de lama de hidromel, A51 isolada de mel silvestre
e MO5 cepa comercial Mangrove Jacks - MOS5 - Mead®,
previamente isoladas em placas de dgar sabouraud e
pré-inoculadas em meio liquido.

O meio de cultura e o mosto foram inoculados em
duplicata na concentrago inicial de 1 x 10° células e
mantidos em agitador orbital shaker a 30°C e 200 rpm,
amostras foram coletadas a cada hora no periodo de
12 horas, em cada amostra foi realizada a contagem
celular e leitura de absorbancia. A contagem de cé-
lulas foi realizada em camara de Neubauer e a absor-
bancia medida em espectrofotometro (Multiskan™ FC
Microplate Photometer, Thermo Scientific™) em com-
primento de onda de 550 nm.

2.10 Preparacao e fermentacédo do mosto

O pré-inoculo das cepas de leveduras selecionadas
foi preparado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, con-
tendo meio Sabouraud com cloranfenicol e estreptomi-
cina na concentracao de 25 pg/mL, mantidos a 30°C e
200 rpm por 24 horas. As leveduras foram ajustadas
para concentragio de 106 células, lavadas com solugéo
salina, ressuspendidas em mosto e entdo adicionadas ao
volume total do mosto.

O mosto foi preparado pela dilui¢do de mel silves-
tre em dgua mineral obtendo-se 30 °Brix, esterilizado
em banho maria a 60°C por 20 minutos em panela de
aluminio e armazenado em 3 baldes fermentadores de
polipropileno com volume total de 5 litros.

A fermentacdo transcorreu com volume final de 3
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litros. Estes foram hermeticamente fechados com vél-
vula de fermentacdo do tipo “airlock”, que permite a
saida do gds carbonico produzido durante a fermenta-
¢do e impede a entrada do oxigé€nio e outros agentes
contaminantes. A fermentagdo foi conduzida com os
recipientes mantidos em estufas com temperaturas mo-
nitoradas de 30°C, acompanhada semanalmente até a
estabilizacdo dos sélidos soliiveis que se deu a 17 °Brix
na quarta semana de fermentac@o.

Ap6s estabilizacdo do processo fermentativo em 17
°Brix, foi entdo realizada a primeira trasfega para fras-
cos de vidro de 4 litros, que foram armazenados em ge-
ladeira a 4 °C por 20 dias para a ocorréncia da clarifica-
¢do.

Apés a clarificagdo houve a segunda trasfega para
garrafas de vidro verde previamente limpas e autocla-
vadas, as garrafas foram fechadas com tampa de metal,
e armazenadas por perfodo de 60 dias em temperatura
ambiente sem incidéncia de luz.

2.11
2111

Parametros do hidromel
Solidos soluveis (Brix)

Os solidos soliveis (Brix) dos tratamentos foram ava-
liados com refratdbmetro manual da marca ATAGO mo-
delo N-1E, devidamente calibrado segundo as instru-
¢oes do fabricante.

2.11.2 Potencial hidrogeni6nico (pH)

O pH foi determinado pelo método potenciométrico
utilizando um pHmeétro de bancada da marca MS Tec-
nopon modelo mPA210, previamente calibrado.

2.11.3 Acucares redutores

A determinacdo de acucares redutores foi reali-
zada em microplacas segundo metodologia |Santos ef
al.| (2017), utilizando-se o acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) como agente oxidante.

2.11.4 Teor alcoodlico

O teor alcodlico corresponde a porcentagem de al-
cool existente em uma amostra e foi realizado em par-
ceria com o Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e
Tecnologia de Sdo Paulo (IFSP) Campus Sertdozinho.
As medigdes foram realizadas por espectrometria NIR
em medidor de dlcool e extrato Anton Paar modelo Alex
500. O valor, expresso em % (v v-1), foi obtido au-
tomaticamente recorrendo a uma curva de calibragdo
(ANALYTICA - EBC|[2008).

2.11.5 Extrato seco

As amostras de hidromel foram pesadas e entdo sub-
metidas a evaporag@o do dlcool em temperatura ambi-
ente (30+5°C) por 3 dias, seguida de liofilizacdo com o
objetivo de extrair totalmente a 4gua presente nas amos-
tras, entdo foi novamente pesado e obtido o extrato seco
(ES), de acordo com protocolo do Instituto Adolfo Lutz
(Lutzl [1985)).

2.11.6 Extrato seco reduzido

Para o célculo do extrato seco reduzido (ESR) foi
feita a subtragdo do valor de acucares totais, quando
este excede 1 g/L, do valor do extrato seco (ES), sendo
assim: ESR = ATR (g/L) — ES (g/L) (Rizzon, |1996).

2.11.7 Cinzas

O teor de cinzas do mosto e do hidromel foi realizada
por incineragdo em mufla a 550°C, segundo protocolo
do Instituto Adolfo Lutz (Lutz, |1985).

2.12 Analise sensorial

Para avaliar as caracteristicas sensoriais dos hidro-
méis produzidos, foram realizados os testes afetivos
de aceitacdo, atitude e de preferéncia por ordenacdo,
conforme metodologia descrita por |Chaves e Sproesser
(1993)). Foram recrutados 100 avaliadores ndo treina-
dos do sexo masculino e feminino, comprovadamente
maiores de 18 anos, ndo gestantes e que ndo possuem
qualquer restricao/alergia a bebidas alcodlicas e deri-
vados de mel, estudantes, colaboradores celetistas ou
terceirizados, da Instituicdo de Ensino superior — UNA-
ERP campus Ribeirdo Preto/SP - Brasil. Estes ava-
liadores foram convidados voluntariamente a partici-
parem da andlise sensorial e a eles foi apresentado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
informando-lhes sobre os objetivos do projeto e orien-
tando sua participag@o na andlise. A avaliagdo sensorial
do hidromel produzido foi realizada, no Departamento
de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto —
UNAERP, mediante aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Ribeirdo Preto (Processo
CAAE n° 63102222.6.0000.5498).

Os avaliadores aguardaram em local separado e fo-
ram convidados a adentrar a sala em grupos de trés
pessoas por vez, foram também orientados a se senta-
rem em locais distantes e demarcados dentro de uma
sala climatizada. As amostras codificadas com algaris-
mos de trés digitos foram servidas em copos pldsticos e
transparentes contendo aproximadamente 20 mL de hi-
dromel, na temperatura aproximada de 5°C. Foram ofe-
recidos 4dgua e biscoito do tipo salgado/dgua e sal a fim
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Figura 2: Fragmentos de amplificagdo da regido ITS e padrao do marcador utilizado.

de realizar a limpeza do palato entre as amostras, tam-
bém foi oferecida uma amostra de café em gréos para
neutralizar o aroma entre as amostras. As amostras de
hidromel fornecidas foram identificadas como 310 que
representa o hidromel fermentado pela levedura A31,
assim como, a amostra 510 para levedura A51 e 050
para levedura MO5.

Foi aplicada a ficha de andlise sensorial, avaliando a
aceitacdo, inten¢do de compra do produto e ordenagdo
das amostras. Para avaliagdo de aceitagcdo cada amos-
tra foi julgada frente aos atributos aparéncia, aroma, sa-
bor, teor alcodlico e impressdo geral. Foi utilizada a

escala hedébnica verbal de 9 pontos de
(1952).

Para a avaliacdo de intencdo de compra do produto
hidromel foi utilizada a escala de cinco pontos descrita
por[Chaves e Sproesser] (1993).

Quanto o teste de ordenag@o foi orientado aos parti-
cipantes ranquear as amostras em primeiro (1) segundo
(2) e terceiro (3) lugar, sendo nimero 1 para amostra
que mais gostou e nimero 3 para que menos gostou.

Os resultados gerados foram compilados e submeti-
dos a analise estatisticas. Os dados coletados, no teste
de aceitacgdo, foram avaliados estatisticamente pela ana-
lise de variancia [2006), utilizando como fon-
tes de variag@o as amostras e os julgadores. Todos os re-
sultados expressos em média foram comparados quanto
a sua significancia estatistica pelo teste de Tukey a 5%
de significAncia 2011). Os dados do teste
de inten¢do de compra foram avaliados pelas frequén-
cias através dos graficos de histogramas. Os resulta-
dos do teste afetivo de preferéncia por ordenacdo fo-
ram analisados por meio de estatistica ndo-paramétrica,
utilizando o teste de Friedman, conforme indicado por

Legenda:

Amostra A21,
A22 — Amostra A22,
A31 - Amostra A31,
A32 — Amostra A32,
A51 - Amostra A51,
C1 - Amostra C1,
C2 - Amostra MOS,
Branco — Controle Branco.
* Gel de agarose 1% em TAE.

Dutcosky| (2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Selecao e identificacao de leveduras

O isolamento de leveduras se deu a partir de mel in
natura e de residuos de hidromel provenientes de pro-
ducido artesanal. As amostras de leveduras A21, A22,
A31 e A32 foram isoladas da lama de hidromel, en-
quanto a amostra A51 foi isolada de mel in natura. As
leveduras comerciais foram denominadas amostras C1
e C2, sendo CI1 fermento culindrio da marca Fleisch-
mann® e C2 levedura comercial para produgdo de hi-
dromel MO5 da empresa Jack Magroves®.

Ap6s extracdo de DNA das amostras a regido ITS
foi amplificada e os produtos da PCR foram verifica-
dos em gel de agarose A amplificagdo da regido ITS
das amostras A21, A22, A31, A32, Cl e C2 exibem
produto de amplificacdo de aproximadamente 750 pb,
compativel com o tamanho esperado para Saccharomy-
ces cerevisiae (Cl - Fleischmann®). A amostra A51
apresenta um produto de amplificacdo de aproximada-
mente 600 pb indicando tratar-se de outra espécie ou
género de levedura (Figura 2).

Apds sequenciamento dos produtos de amplifica-
¢do, as sequéncias obtidas foram editadas utilizando o
programa Chromas, com a finalidade de garantir me-
lhor qualidade e precisdo da andlise. Os arquivos gera-
dos foram comparados com sequéncias depositadas no
GenBank, as amostras A21, A22, A31, MO05 obtiveram
similaridades da regido ITS acima de 85% para a espé-
cie Saccharomyces cerevisiae, enquanto a amostra A51
obteve 100% de similaridade para a espécie Rhodoto-
rula mucilaginosa. A partir dos resultados preliminares
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Figura 3: Crescimento celular em meio de cultura Sabouraud e mosto.
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foram selecionadas 3 amostras, sendo duas pertencentes
ao género Saccharomyces: amostra A31 isolada de re-
siduos de hidromel e amostra M05 proveniente de cepa
comercial selecionada para hidromel, e uma amostra do
género Rhodotorula (A51).

3.2 Curva de Crescimento

A curva de crescimento foi obtida a partir da leitura
de absorbancia e contagem de células vidveis, de cada
aliquota coletada de hora em hora pelo periodo de 12
horas e podem ser observadas nos graficos 1A e 1B.

A levedura Saccharomyces proveniente de cepa co-
mercial especifica para producdo de hidromel apresen-
tou velocidade de multiplicagio superior quando com-
parada com demais amostras em ambos cendrios, en-
quanto a levedura selvagem (A51) isolada de mel obtém
o menor desempenho de crescimento. Os resultados
apontam que em 12 horas de fermentacdo em mosto,
as leveduras tiveram um crescimento de 8, 0 x 107 célu-
las/mL, enquanto no meio de cultura (SAB) essa mesma
quantidade celular pode ser observada entre o 8 € 9 ho-
ras de incubagdo (Gréficos 1A e 1B).

A grande diferenca em se trabalhar com meios de
cultura quimicamente definidos (SAB) e um meio com-
plexo (Mosto diluido) € que neste tltimo, por ndo ser
conhecidas as concentra¢des dos constituintes presentes
no meio, a taxa de multiplicacdo dos microrganismos
alvo bem como a reprodutibilidade da velocidade de
crescimento dos mesmos, ndo segue um padrdo. O que
é facilmente estabelecido em meios comercialmente de-
finidos (Ceccato-Antonini, [2010).

Nas condi¢des dos ensaios, independente da taxa de
multiplicagdo celular diferencial, observou-se que as le-
veduras foram capazes de multiplicarem-se no mosto
(mel e dgua) sem necessidade de suplementacdo nu-
tricional, quimicamente definida, além dos elementos
contidos no préprio mel.

MO05

Crescimento celular (MOSTO) B
[
LE1E+OS
1,61E+08
B 1216408
=
| 1,721E+08
= 1,01F408 A1
=
Es.:luuz = Y
& GAIE:07 MOS
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2,11E107 f:__"j
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3.3 Processo fermentativo

Durante a primeira semana, observou-se a maior va-
riacdo do °Brix, como indicativo de uma maior ativi-
dade fermentativa no periodo. A partir do consumo dos
nutrientes disponiveis a variagdo diminui até sua estabi-
lidade que ocorre apds a terceira semana, o que sugere
o final da atividade fermentativa das amostras. As ce-
pas analisadas demonstram comportamento semelhante
entre si, sinalizando que todas as cepas estudadas apre-
sentam capacidade de assimilar os sélidos soldveis pre-
sentes do mosto.

Ao final da fermentacdo, o liquido foi separado do
sedimento e o hidromel passou por um periodo de ma-
turacdo que inclui a clarificagdo, processo necessario
para que haja a total decantagdo das leveduras e a se-
dimentacdo das particulas em suspensdo. O hidromel
foi mantido em recipientes de vidro hermeticamente fe-
chados na temperatura de 4°C durante 30 dias, apds a
total decantag@o dos sedimentos foi realizada a trasfega
do hidromel para garrafas de vidro verde, armazenados
em temperatura ambiente ao abrigo da luz.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica do Hidromel

A caracterizacgdo fisico quimica de bebidas fermen-
tadas € fundamental para a determinagdo de sua identi-
dade e qualidade, sendo os principais pardmetros a den-
sidade, o teor alcodlico, a acidez total e volatil e os agu-
cares redutores (Mileski, [2016). O resultado obtido na
caracterizacdo fisico quimica e o padrdo permitido pela
legislagdo vigente sdo apresentados na tabelall]

Os valores de pH variaram entre 4,30 e 4,10, o que
possibilita maior resisténcia a possiveis contaminagdes
microbioldgicas. (Pereira ef al.,2009) apresentou valo-
res de pH para hidromel na faixa de 3,8 a 4,9. Apesar
das diferencas observadas, ndo foi possivel comparar
com as normas, visto a inexisténcia de padrdo para este
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Quadro 1: Caracterizagdo fisico-quimica dos hidroméis produzidos com diferentes cepas de leveduras.

Parametros Padrao Amostra A31 Amostra A51 Amostra M05
pH Naio determinado 4,15 4,10 4,30
Sdlidos soluveis °Brix Nio determinado 17 °Brix 17 °Brix 17 °Brix
Teor de agicar em g/L. Abaixo de 3 g/L 6,58 g/L 6,56 g/LL 6,60 g/L
(Seco)
Graduacao alcodlica, em % 4_ 149 14,18 % 14,04 % 14,16 %
v/iva?20°C
Extrato seco reduzido, em -y, oo 1tnimo 7 96,78 g/L 97,05 g/L 98,13 g/L
gL g/L
Cinzas, em g/L Limite minimo 4,9 g/LL 4,3 g/LL 5,0 g/L
1,5 g/L

Fonte: Autora e |Brasil|(2012). Os resultados sdo as médias de trés repeti¢des.

parametro.

Os hidroméis produzidos apresentaram graduagdo
alcodlica de 14,04% a 14,18% estando assim ligeira-
mente acima do limiar superior dos parametros permi-
tidos por legislacdo (4 a 14%) (Brasil, [2012). |Gomes
(2015) também utilizaram mosto a 30 °Brix inicial, e
observaram que leveduras comerciais foram capazes de
produzir 5,9% (v/v) de etanol. Gupta e Sharma tam-
bém relataram valores de 4,6 e 11,8% (v/v) de etanol
em hidroméis com 8,2 e 13 °Brix finais respectivamente
(Gupta; Sharmal, 2009).

Os acucares redutores totais (ART) foram dosados
durante a fermentacdo e no produto final, para as ani-
lises foi necessdria a construcio da curva padrio atra-
vés de solugdes de glicose nas concentragdes de 2 g/L
a 0,05 g/L, a partir da curva se obteve a equagdo da reta
como sendo: y = 1,5229x - 0,141, com coeficiente de
determinacdo 2 = 0,9913. A curva obtida apresentou
linearidade (r = 9956) o que atende aos critérios resolu-
tivos de validacdo uma vez que a RDC n° 166/2017,
preconiza valores superiores a 0,99 como aceitdveis
a validacdo analitica de linearidade nas concentracdes
analisadas na faixa de trabalho determinada (ANVISA|
2017).

Inicialmente, o mosto apresentava 22,77 g/L. de
ART, enquanto o hidromel produzido apresentou uma
variacdo de ART residuais de 6,56 a 6,60 g/L, esses
acucares presentes ao final da fermentacdo sdo respon-
saveis pelo dulgor final da bebida.

Segundo a legislagdo brasileira para hidromel Brasil
(2012)), pode se classificar o hidromel em suave, quando
apresentam teor de acucares acima de 3 g/L, e secos
quando inferior. Sendo assim, os hidroméis produzidos
no estudo foram classificados como suave. Todas as

amostras de hidroméis produzidos estdo de acordo com
os parametros preconizados pela legislacdo. Ademais,
andlises comparativas das amostras quanto aos aspectos
de aroma e sabor do produto podem ser interessantes
para a escolha de um hidromel que agrade o mercado
consumidor.

O extrato seco (ES) é um pardmetro que esta relaci-
onado com a estrutura e o corpo de bebidas alcodlicas,
em vinhos podemos classificar aqueles com menos de
20 g/L de extrato sdo considerados leves e, acima de
25 g/L, encorpados (Rizzon, [1996). O ES € constituido
por acidos, sais, compostos fenélicos, compostos nitro-
genados, actcares e polissacarideos. Através do ES po-
demos calcular o teor de extrato seco reduzido (ESR)
pela subtracdo do valor de actcares totais, quando este
excede 1g/L, do valor do extrato seco total (Brunelli; la-
mizun; Filho,|[2017). A legislacdo brasileira para hidro-
mel preconiza que os hidroméis apresentem uma con-
centracdo de ESR no minimo de 7 g/L, sendo assim, o
presente estudo se encontra dentro dos parametros por
apresentar ESR acima de 96,78 g/L (Brasil, 2012). O
parametro de cinzas expressa o teor de residuos mine-
rais fixos, em sua maioria minerais derivados da ma-
téria prima do mel como o potdssio, cdlcio, magné-
sio, sodio, enxofre, fosforo entre outros. Estudos in-
dicam que os méis escuros apresentam maior conteido
de cinzas quando comparados com méis claros (Las-
ceve; Gonnet, ; Bogdanov; al., 2008). Os resultados
do presente estudo demonstraram valores de cinzas de
4,3 a 5,0 g/L estando de acordo com os parametros de
identidade e qualidade do hidromel segundo legislacao
(Brasill, 2012).
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Figura 4: Distribuicdo das notas da escala hedonica para impressao geral.
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3.5 Anadlise sensorial

Ao analisar a categoria impressdo geral do produto
(Gréfico 2), foi constatado que aproximadamente 80%
dos avaliadores julgaram o produto com notas entre
6 ¢ 9, o que indica niveis de satisfacio que variam
de "gostei ligeiramente"a "gostei extremamente". Em-
bora a amostra 050 tenha apresentado uma porcenta-
gem menor de niveis de gostei, ela se destacou por ter
obtido a maior numero de avaliagdes de "gostei extre-
mamente"(9). Entretanto, apesar da aceitagdo do pro-
duto pelos possiveis consumidores, as diferencas entre
as amostras ndo foram consideradas significativas se-
gundo/ANOVA|(2006), p>0,05.

Aproximadamente 70% dos participantes, experi-
mentaram o produto pela primeira vez, destes, 61%
apresentam inten¢do de compra. Enquanto do total,
66% dos avaliadores apresentaram intengdes de compra
do hidromel, e apenas 8% afirmaram que ndo compra-
riam o produto. Esses resultados sugerem que embora o
hidromel seja um produto pouco conhecido, apresenta
um grande potencial de mercado consumidor.

No teste de preferéncia, os avaliadores foram solici-
tados a classificar as trés amostras simultaneamente, de
acordo com sua preferéncia, usando a escala de 1 (para
a amostra mais preferida), 2 (para a amostra intermedia-
ria) e 3 (para a amostra menos preferida). A andlise dos
resultados foi realizada por meio do teste ndo paramé-
trico de Friedman, para determinar se houve diferenca
significativa entre as amostras. A diferenca entre as so-
mas das classificacdes foi menor que o valor critico ta-
belado, indicando que nao houve diferenca significativa
entre as amostras no nivel de significancia de 5%.

A distribui¢do das classificacdes apontou que 44%
dos avaliadores classificaram a amostra 050 como a

. B9 - Gostei extremamente

8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente
. 6 — Gostei ligeiramente

- |Indiferente

80% 100%

(53]

4 — Desgosteiligeiramente
® 3 - Desgostei moderadaments
® 2 — Desgostei muito
® 1 — Desgostel extremamente

mais preferida, enquanto 29% definiu a amostra 510
como a de maior preferéncia e 27% julgou a amostra
310 como preferida. Do que nos foi possivel buscar
na literatura, ndo ha relatos de estudos que tenham rea-
lizado analise sensorial de hidromel produzido exclusi-
vamente a partir da fermentacdo de mel silvestre e dgua,
isento de suplementagdo nutricional. Os trés trabalhos
encontrados (Brunelli; Orsi; Filhol 2016)), obtiveram hi-
droméis a partir de mel de eucalipto, laranjeira, silves-
tre, ou ainda receberam a adi¢do de actcar e fruta (mo-
rango). Deste modo, os resultados disponiveis na litera-
tura, até o momento, sdo incompardveis com os obtidos
neste trabalho.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os objetivos delineados neste estudo foram alcanca-
dos com éxito. As leveduras presentes em residuos de
hidromel e amostras de mel, foram isoladas e identifi-
cadas. Os hidroméis produzidos por esses microrganis-
mos, através de um processo fermentativo simples, fo-
ram caracterizados fisico-quimicamente e as amostras
de hidromel produzidas estdo em conformidade com os
parametros regulatorios.

A receptividade do produto por potenciais consu-
midores foi avaliada. Observamos que, embora o mer-
cado demonstre receptividade e intengdo de compra em
relacdo ao hidromel produzido, ainda ha uma lacuna
perceptivel entre os potenciais consumidores quanto a
apreciacdo das nuances sensoriais resultantes das dife-
rentes leveduras utilizadas no processo de fermentacio.
A capacidade de distinguir e valorizar tais variagdes nao
estd plenamente desenvolvida no publico consumidor,
indicando uma necessidade de familiarizacdo com os
diversos perfis de sabor e aroma proporcionados por ce-
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pas de leveduras distintas. Deste modo, a produ¢do de
hidromel emerge como uma oportunidade promissora
para os pequenos produtores de mel.

A escolha de leveduras comerciais pode represen-
tar uma estratégia interessante para os pequenos produ-
tores, permitindo-lhes oferecer produtos consistentes e
previsiveis, capazes de atender as expectativas do mer-
cado em termos de qualidade e padronizagao.

A disseminag@o de conhecimento sobre técnicas de
fermentacdo e a oferta de cepas de leveduras comerci-
ais acessiveis podem contribuir significativamente para
o desenvolvimento deste segmento. Ademais, € funda-
mental promover capacitagdes e disponibilizar recursos
que facilitem a incorporagc@o dessas prdticas em suas
atividades. Em sintese, a producdo de hidromel re-
presenta ndo apenas uma alternativa lucrativa para os
produtores de mel, mas também uma oportunidade para
a diversificacao e enriquecimento do mercado de bebi-
das fermentadas, proporcionando experiéncias sensori-
ais distintas aos consumidores.

Estudos futuros, poderdo disponibilizar aos peque-
nos produtores acesso a novas linhagens fermentadoras
do mosto de mel silvestre e, a presenca de leveduras
nao-Saccharomyces, como a Rhodotorula, na microbi-
ota do mel, oferece novas perspectivas para a diversifi-
cacdo e expansdo do mercado de bebidas fermentadas.
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