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Resumo

O hidromel é uma bebida alcodlica, obtida por fermentagdo do mel, que contém 8
a 18% (v/v) de etanol. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da utilizacéo de
células imobilizadas de levedura Saccharomyces cerevisiae em alginato de calcio e
consequentemente da sua reutilizag&o na producgéo de hidromel, usando mel de segunda
categoria.

As células foram imobilizadas em duas concentracdes diferentes de alginato (2% e
4%) e utilizadas em cinco fermentacdes sucessivas. Paralelamente realizou-se uma
fermentacdo com ceélulas livres, como controlo. Todas as fermentacdes foram
monitorizadas diariamente através da leitura da densidade oética, determinacdo das
unidades formadoras de coldnias (UFC’s) e determinacdo dos agucares redutores. No
final das fermentacdes, a qualidade do hidromel foi avaliada através da determinacdo de
varios pardmetros enoldgicos nomeadamente: pH, acidez volétil, azoto assimilavel, SO,
total, teor alcodlico e agUcares redutores.

Constatou-se que o mel de segunda categoria utilizado neste trabalho, cumpre
todos os requisitos de qualidade descritos no Decreto-Lei n°214/2003 de 18 de
Setembro.

As duas concentracdes de alginato (2% e 4%) utilizadas para imobilizar as células
de S. cerevisiae ndo afetaram nenhum dos parametros estudados. Porém as esferas com
4% de alginato foram mecanicamente mais estaveis, podendo permitir um maior
namero de reutilizacBes tornando o processo mais econémico.

Nas fermentacdes conduzidas com células imobilizadas em esferas de alginato
tanto a 2% como a 4% a velocidade de consumo de substrato foi superior relativamente
ao processo realizado com células livres, reduzindo o tempo de fermentacdo 24h ou
48h.

A imobilizacdo de células ndo influenciou de forma significativa alguns dos
pardmetros enoldgicos estudados nomeadamente o agUcar/etanol, o teor alcodlico, o pH
e a acidez total. Na producdo de acido acético observou-se um ligeiro aumento (0,70 a
1,08 g/L), mas mantendo valores abaixo do limite legal (1,2 g/L) para o vinho branco.
Por outro lado assistiu-se a uma diminuigédo da producéo de SO,.

No caso das fermentacGes com células imobilizadas, verificou-se a libertagdo de

células para o mosto, devido a desintegracdo das esferas durante as varias fermentagdes,



indicando que a matriz utilizada para a imobilizacdo ndo é a mais adequada para a

fermentacdo do hidromel.

Palavras-chave: hidromel; imobilizacdo das leveduras; alginato de calcio
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Abstarct

Mead is an alcoholic beverage produced by the fermentation of honey, which
contains 8 to 18% (v/v) of ethanol. This work aimed to study the effect of the use of
immobilized cells of Saccharomyces cerevisiae in calcium alginate and hence its reuse
in the production of mead using honey second category.

The cells were immobilized in alginate two different concentrations (2% and 4%)
and used in five successive fermentations. In parallel there was a cell-free fermentation
as a control. All fermentations were monitored daily by reading the optical density
determination of colony forming units (CFU’s) and determination of reducing sugars.
At the end of fermentation, the quality of the mead was assessed by determining various
enological parameters such as: pH, volatile acidity, assimilable nitrogen, total SO,
alcohol and sugars.

It was found that the second category of honey used in this work, meets all quality
requirements described in Decree - Law No. 214/2003 of 18 September.

The two alginate concentrations (2% and 4%) used to immobilize cells of S.
cerevisiae does not affect any of the parameters studied. However balls with 4 %
alginate were mechanically more stable and can allow a greater number of reuses
making the process more economical.

In fermentations conducted with cells immobilized in alginate balls as much as
2% to 4% of the speed of substrate consumption was higher for the process carried out
with cell-free reducing fermentation time 24h or 48h.

Immobilization of cells not significantly influenced some of oenological
parameters studied including yield, alcohol content, pH and total acidity. In the
production of acetic acid there was a slight increase (0.70 to 1.08 g/L) , while
maintaining below the legal limit values (1.2 g/L) to white wine. On the other hand
there has been a decrease in the production of SO,.

In the case of fermentations with immobilized cells, there was the release of cells
into the wort due to the disintegration of the balls during various fermentations,
indicating that the matrix used for immobilization is not the most suitable for the

fermentation of mead.

Keywords: mead; immobilization of yeast, calcium alginate
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CAPITULO 1:
Introducao




Introducéao geral

Trés-0s-Montes tem todas as condi¢cdes para produzir mel de boa qualidade, no
entanto de forma a aumentar o rendimento dos apicultores é necessario transformar o
mel ndo escoado, ou mel de segunda categoria, num produto apropriado e valorizado
pelos consumidores como o hidromel.

O sector apicola tem sido uma mais-valia na economia desta comunidade rural.
No entanto os apicultores ndo tém acesso ao mercado.

Em Portugal o hidromel ¢ uma bebida alcoolica, produzida de uma forma
empirica e artesanal, apresentando varios problemas e varios custos associados a sua
producao.

Nos ultimos anos, os sistemas de imobilizacdo de células tem vindo a ser
explorados para a producéo de bebidas alcodlicas.

A imobilizacdo reduz os custos de funcionamento, permite o controlo dos

processos de fermentacdo e aumenta a qualidade do produto final.

Objetivo geral:

Avaliar o nimero de vezes que as células de levedura imobilizadas podem ser

utilizadas na producéo de hidromel sem que a "performance” fermentativa seja afetada.

Objetivos especificos:

e Avaliar a possibilidade de utilizar mel de segunda categoria na produgao
de hidromel.

e Avaliar o efeito da concentracdo de alginato (2% e 4%) utilizadas na
imobilizacéo de células de S. cerevisae na producao de hidromel.

e Avaliar o nimero de vezes que as células de S. cerevisae imobilizadas em
alginato podem ser reutilizadas sem que a performance fermentativa seja

afetada.



Enquadramento

No primeiro capitulo apresenta-se uma breve introducdo ao tema e a revisdo
bibliografica como os problemas das células imobilizadas e as suas vantagens e
desvantagens. No segundo capitulo procede-se a descri¢cdo das metodologias utilizadas
para a realizacdo do trabalho experimental. No terceiro capitulo apresentam-se 0s
resultados e a discussdo dos mesmos, recorrendo a comparacdo com trabalhos
realizados por outros investigadores. Finalmente, no quarto capitulo apresentam-se as
principais conclusGes que se podem retirar do trabalho efetuado, tendo em conta o0s

objetivos propostos.



1 Revisao bibliografica
11 Mel

Segundo o Decreto-Lei n°214/2003 de 18 de Setembro “Mel é uma substincia
acucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis mellifera a partir do néctar
de plantas ou das secregdes provenientes de partes vivas das plantas ou de excrecoes
de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas das plantas, que as
abelhas recolhem, transformam por combinacédo com substancias especificas préprias,
depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos da colmeia.”

Segundo este Decreto-Lei, 0 mel pode ter diversas origens: mel de néctar ou mel
de flores, e mel de melada. O tipo e 0 modo de producdo ou apresentacdo também pode
variar em favos, mel com pedacos de favos, escorrido, centrifugado, prensado e filtrado.

O mel € conhecido como um bom conservante, devido ao seu elevado teor em
acucares (Cherbuliez e Domerego, 2003), mas também pela sua composi¢ao nutricional,
demonstrando beneficios para a saude, como efeitos diurético, digestivo, prevencdo de

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

1.1.1 Composicdo e propriedades fisico-quimicas

Embora o mel se caracterize por ser uma mistura com uma elevada concentragéo
de acucares, apresenta uma composicdo complexa, tendo sido identificados até ao
momento cerca de 200 compostos (Al-Mamary et al.,2002; Arrdez-Roman et al., 2006;
Kiicik et al., 2007). E principalmente constituido por frutose e glucose (85% a 95%),
(Finola et al., 2007). Apresenta, no entanto, outras substancias secundarias, tais como,
sais minerais, proteinas, vitaminas, &cidos organicos, aminoacidos, compostos
fenolicos, enzimas, e outros fitoquimicos (Alvarez-Suarez et al., 2010).

A composicdo fisico-quimica do mel ¢, contudo, muito variavel uma vez que
depende ndo s da sua origem floral como também dos fatores sazonais e ambientais,

condicdes de processamento, armazenamento e maturacdo (Silva et al., 2004).



A variacgdo das propriedades fisico-quimicas do mel resulta no aparecimento de
méis com diferentes caracteristicas, podendo-se encontrar no mercado méis com
diferentes tonalidades.

A cor do mel pode variar desde amarelo palido até @mbar vermelho escuro,
quase preto (Bertoncelj et al., 2007). A cor do mel esta relacionado com o contetido em
minerais e compostos fenolicos e de certa forma esta caracteristica € utilizada para
determinar a origem botanica do mel (Bertoncelj et al., 2007; Baltrusaityté et al., 2007).
Convém, no entanto, salientar que a idade e as condi¢cdes de armazenamento do produto
também influenciam a cor, enquanto a quantidade de particulas suspensas influencia a
transparéncia ou a claridade (Olaitan et al., 2007).

A consisténcia do mel expressa-se pela viscosidade, caracteristica com grande
importancia comercial, uma vez que 0s consumidores associam o mel puro a um
produto de viscosidade elevada. O mel pode apresentar-se fluido, viscoso, parcialmente
ou totalmente cristalizado. A composicdo do mel, a temperatura e principalmente o teor
em &gua influenciam a consisténcia do mel (Abu-Jdayil et al., 2002).

O aroma, gosto, cor, viscosidade e propriedades medicinais estdo diretamente
relacionados com a fonte de néctar que o originou. Quanto a origem do néctar, este pode
provir de uma Unica flor (mel monofloral ou unifloral) ou de varias (mel multifloral). A
obtencdo de méis monoflorais depende das caracteristicas climaticas da regido, e das
técnicas adotadas pelo apicultor, neste tipo de mel a presenca de outro néctar em
pequena quantidade ndo influencia o seu aroma, cor e sabor. Normalmente, se um mel
apresenta uma qualidade de grdos de um tipo de p6len maior ou igual a 45%, considera-
se como monofloaral dessa espécie boténica. Porém esta regra simples, apresenta
algumas excecdes, como é o caso do mel de castanheiro. Neste mel o pdlen de
castanheiro surge sobre representado e apenas 0s méis que possuem no minimo 70% do
polen Castanea poderdo ser considerados como monoflorais (Maia et al., 2005), Por
outro lado, o pélen de lavandula (15%) aparece sub-representado. Assim na avaliagdo
das espécies vegetais que realmente contribuem para a formagdo do mel, deve-se
considerar a presenca de polen de plantas nectariferas que fornecem muito néctar, mas
pouco polen (sub-representadas) e plantas proliferas, produzem pouco néctar, mas muito
polen (Russo-Almeida e Paiva,1996; Maia et al., 2003).

A andlise polinica do mel fornece indicacbes sobre a origem botanica,

geogréfica, época de colheita e, inclusive permite detetar adulteracoes.



Cada tipo de mel possui caracteristicas fisico-quimicas relacionadas com a
origem botanica como a cor, acidez, pH, contetudo de minerais, condutividade elétrica e
relacdo frutose/glicose. Estes pardmetros em conjunto com a humidade e quantificagdo
de hidroximetilfurfurol sdo utilizados como indicadores de qualidade do mel.

A Legislacdo Portuguesa determina que o mel deve apresentar um teor minimo
de 60g/100g de acucares redutores, glucose e frutose. A proporcdo de frutose e glucose
depende da fonte do néctar (Anklam, 1998), mas normalmente é de 1,2/1 (de Rodriguez
et al., 2004). Esta relacdo pode influenciar o flavour do mel, visto que a frutose é mais
doce e a glucose é menos sollvel na adgua. Assim, os méis com relacdes de frutose
superior a glucose permanecem liquidos durante um maior periodo de tempo (de
Rodriguez et al., 2004; Finola et al., 2007).

A presenca de mais de 5% de sacarose aparente no mel pode significar tanto
uma recolha prematura (Kicuk et al., 2007), como indicar adulteracdo do produto
(Sodré et al., 2007).

A &gua € o segundo componente mais importante no mel, o seu contetdo
depende de varios fatores como a época de colheita, grau de maturacdo, fatores
climaticos (Finola et al., 2007).

O mel é um alimento higroscépio, pois capta agua facilmente (Vargas, 2006).
Segundo o Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Setembro o limite maximo de agua no mel é
de 20%, visto que o0 excesso pode apresentar dificuldades na preservacdo e
armazenamento (Olaitan et al., 2007). O contetdo de agua é um fator de extrema
importancia, pois influéncia a viscosidade, peso, maturidade, cristalizacdo, conservacao,
sabor e palatabilidade do mel (Mendes et al., 2009), prevenindo a fermentacdo e a
granulacdo durante o armazenamento (Kiguk et al., 2007).

O mel é constituido por 0,57% de é&cidos organicos, sendo constituido
essencialmente pelo acido glucénico, um produto resultante da digestdo enzimatica da
glucose (Olaitan et al., 2007). Neste produto também estdo presentes acidos como
piravico, malico, citrico, sucinico e fumarico. Estes acidos organicos sdo responsaveis
pela acidez e pelo sabor caracteristico do mel (Anklam, 1998).

Os méis multiflorais apresentam valores de acidez inferiores (Kugcilk et al.,
2007). O tipo floral e a época da colheita sdo fatores que influenciam a acidez do mel
(kuclk et al., 2007; de Rodriguez et al., 2004). Segundo Finola et al. (2007), existe uma
relagdo inversa entre a acidez livre e o teor em cinzas do mel, considerando que o teor

de minerais mais elevados corresponde a uma maior fracdo de acidos salinizados.



O pH do mel varia entre 3,4 e 6,1, sendo a média de 3,9 (lurlina e Fritz,2005),
este pardmetro ndo estd diretamente relacionado com a acidez livre devido a acéo
tampdo dos &cidos e minerais presentes no mel (de Rodriguez et al., 2004).

Os minerais embora presentes em pequenas quantidades, influenciam a cor do
mel. Quanto mais rico em minerais, mais escuro vai ser o mel, Nos meis claros
encontram-se descritos valores de 0,04% e de 0,2% em alguns méis escuros
(Anklam,1998), este indicam a origem geografica do mel e a sua poluicdo ambiental
(Anklam, 1998).

O teor em cinzas esta diretamente relacionada com o teor em minerais do mel.
Consequentemente o mel de cor clara, apresenta um teor de cinzas mais baixo que os
méis de cor escura (Finola et al., 2007).

O mel é constituido por aproximadamente 0,2% de teor em proteina
(Anklam,1998; lurlina e Fritz, 2005), sendo que uma peguena percentagem pertence a
enzimas como invertase, diastase, amilase, oxidase de glucose, catalase (Anklam, 1998),
a-glucosidase e B-glucosidade (Won et al., 2008). Estas enzimas sdo proprias das
abelhas e das plantas.

O conteudo em azoto do mel € muito baixo, sendo o valor médio de 0,04%
(Anklam, 1998). Estes compostos sdo normalmente alcaldides, derivados de clorofila,
aminoécidos e aminas (Al-Mamary et al., 2002). Relativamente aos aminoacidos
associados, a prolina é dominante na sua constituicdo, mas também se pode encontrar
arginina, triptofano e cisteina (Anklam, 1998). O perfil de aminoacidos é adequado para
detetar a origem boténica e geografica do mel (Anklam, 1998).

O indice diastésico e o teor em HMF sdo parametros indicadores da frescura do
mel (Valbuena, 1992; de Rodriguez et al., 2004; Kicuk et al., 2007). O indice
diastasico diminui com o tempo de armazenamento, ou abuso da temperatura (Vargas,
2006; Fallico et al., 2006). A diastase é um grupo de enzimas (a ¢ B —amilases),
segregadas pela abelha que hidrolisam o amido, originando dextrinas e maltose,
respetivamente. Esta enzima é sensivel ao calor. Assim a determinacdo do indicie
diastasico tem sido utilizado para avaliar sobreaquecimento durante o processamento do
mel (Vargas, 2006), como adulteragdes do produto (Aroucha et al.,2008). O HMF é um
composto formado pela degradacdo dos aclcares, diminuindo desta forma o valor
nutritivo do produto. A presenca do HMF influencia diretamente a cor, sabores e odores
estranhos, sendo por isso utilizado como um parametro da qualidade do mel (Valbuena,
1992). O HMF forma-se por desidratacdo das hexoses em condicBes acidas e a sua
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cinética de formacdo varia diretamente com a temperatura. O mel, normalmente, tem na
sua constituicdo pequenas concentracfes de HMF, no entanto, concentragbes mais
elevadas indicam sobreaquecimento, armazenamento prolongado e adulteragéo (Vargas,
2006). Os limites estabelecidos para estes dois parametros séo um minimo de 8, para o
indice diastasico e um maximo de 40 mg/kg, para 0 HMF.

Os compostos volateis sdo responsaveis pelo sabor (Finola et al., 2007). Muitos
destes compostos s@o provenientes do néctar das flores e j& foram identificados mais de
300 compostos (Castro-Vazquez et al., 2009). Estes compostos sdo indicadores da
origem botanica, se foi produzido pelas abelhas através do néctar das flores ou se foi
pela secrecdo das plantas ou insetos (Escriche et al., 2009).

A qualidade do mel também é influenciada pela quantidade de microrganismos
presentes no mel. A carga microbiana no mel é influenciada pelo tipo de mel e pelo seu
teor de agua, visto que, o baixo teor em agua inibe o crescimento. Os fungos sdo mais
tolerantes que as bactérias ao elevado efeito osmético (Olaitan et al., 2007). No entanto,
a acdo bacteriostatica ou bactericida, o pH baixo e o elevado teor em agUcares redutores
que o mel apresenta, consegue prevenir o crescimento de muitos microrganismos
(lurlina e Fritz, 2005).

1.2 Hidromel

A Apicultura Portuguesa contribui de forma significativa para o
desenvolvimento socioecondmico das comunidades rurais, além de contribuir para a
manutencdo e preservacdo dos ecossistemas existentes. Inclusive, nos ultimos anos
verificou-se um aumento do numero de colmeias, apiarios e apicultores, elevando a
capacidade produtiva anual para 12000 toneladas de mel, o equivalente a uma faturagédo
de 31 milhGes de euros. As razbes por detrds desta vitalidade do sector sdo diversas,
comecando pela valorizacdo atual do mercado internacional, pela organizacdo do
proprio sector e na valorizagdo qualitativa dos produtos da apicultura. Apesar da
Apicultura se apresentar favoravel nos cenarios mundial e nacional e o mercado de
Tréas-os-Montes apresentar perspetivas de crescimento, 0s apicultores deparam-se com
limitacOes estruturais aliadas as dificuldades de acesso ao mercado e de escoar todo o

produto, principalmente o mel que ndo detém a Denominacdo de origem Protegida.



Assim, uma forma de aumentar o rendimento dos apicultores seria a
transformacdo do mel ndo escoado num produto apreciado e valorizado pelos
consumidores.

O hidromel é uma bebida alcoolica tradicional, que contém entre 8 a 18% (v/v)
de etanol, que resulta da fermentacéo das leveduras do mel diluido (Sroka e Tuszynski,
2007).

O hidromel é uma das mais antigas bebidas consumidas pelo homem, sendo o
seu uso generalizado, mas com a evolucdo da civilizacdo e da agricultura houve uma
substituicdo do hidromel por outras bebidas, como o caso do vinho. Quando as
condicBes ndo sdo favoraveis para a producdo de vinho, como € o caso do norte da
Europa, o hidromel continua a ser muito apreciado e consumido, passando 0 consumo
do vinho para segundo plano, tendo como consequéncia, 0 vinho ser importado a baixos
custos (Sroka e Tuszynski, 2007).

Hoje em dia, o hidromel é consumido em alguns paises como Inglaterra,
Polonia, Alemanha, Eslovénia e principalmente paises Africanos como o caso da
Etiopia e Africa do Sul. Em Portugal, o hidromel, é produzido de uma forma artesanal,
pois a sua producao esta associada a inimeros problemas (Sroka e Tuszynski, 2007).

A capacidade do hidromel fermentar depende fundamentalmente da variedade de
mel, da estirpe da levedura, a composicdo do meio de cultura e o controlo do pH
(Navrétil et al., 2001)

Segundo Pereira et al. (2013), a estirpe de levedura mais adequada é ICV DA47,
visto que apresenta uma alta taxa de fermentagdo, uma baixa producédo de acetaldeido e
acidez volatil, também é a estirpe recomendada para a producéo de hidromel.

1.2.1 Condigdes da fermentagéo

A fermentacdo do mel pode durar algum tempo, isto porque o mel apresenta uma
elevada concentracdo de agUcares, propicia ao aparecimento de “amuos” da fermentagdo
0 que faz com que a fermentacdo seja demasiado demorada. A variedade do mel, a
estirpe da levedura, o pH, a quantidade de nutrientes presentes, influenciam a
fermentacao (Navratil et al., 2001).

O hidromel é produzido em varios passos, primeiro comeca-se por diluir o mel

em agua ou sumo, e adiciona-se uma mistura de nutrientes. Nesta mistura podem estar
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incluidos, (NH4),SO4, CaSO4, (NH4)3PO4 NHzH,PO4, (NH;),HPO, (DAP), K3POy,
MgCl,, MgSQO,.7H,0, NaHSO,, &cido citrico, citrato de sodio, &cido tartarico, tartarato
de potéssio, tartarato de sddio e de potéssio de 4-hidratado, acido malico, vitaminas,
mio-inositol, peptona ou levedura comercial (McConnell e Schramm, 1995; Navratil et
al, 2001; Pereira et al, 2009; Mendes-Ferreira et al, 2010). Segundo o autor Roldan et
al. (2011) a adicdo de polen no mosto melhora a taxa de fermentacdo, a producdo de
alcool e os atributos sensoriais do hidromel.

Outra das etapas, € a reducdo da carga microbiana presente no meio de modo a
ndo interferir nos processos fermentativos. O mosto pode ser esterilizado
posteriormente, sendo o método de esterilizagdo o mais utilizado (McConnell e
Schramm, 1995; Navratil et al, 2001; Ukpabi, 2006). No entanto, estes tratamentos
térmicos alteram os perfis fendlicos alterando as sua propriedades antioxidantes
(Wintersteen et al., 2005). A literatura refere outras técnicas menos agressivas para
reduzir a carga microbiana, nestas estdo incluidas a utilizacdo de meta bissulfito,
consiste na adicdo de sais de sddio ou potassio que libertam dioxido de enxofre que
elimina ou inibe a maioria dos microrganismos (McConnell e Schramm, 1995; Roldan
et al., 2011), o gas de diéxido de enxofre (Pereira et al., 2009; Ukpabi, 2006); a
pasteurizacdo (Mendes Ferreira et al., 2010); e a ultrafiltracdo sdo outros métodos
utilizados (McConnell e Schramm, 1995). Algum destes métodos tem como
inconveniente remover as proteinas por desnaturacao e coagulacéo.

Apds esta etapa, o pH do mosto deve ser ajustado para um intervalo de 3,7 a 4,0
com a adicdo de um tampdo (McConnell e Schramm, 1995). O carbonato de calcio,
carbonato de potassio, bicarbonato de potassio, &cido tartarico sdo possiveis tampdes
usados para ajustar o pH. Contudo o aumento destes sais pode levar ao desenvolvimento
de sabores como amargo e salgado (McConnell e Schramm, 1995).

Apesar da solucdo tampédo, o pH desce durante a fermentacdo o que pode
diminuir a eficiéncia da levedura, levando a produc¢éo do acido acético e sucinico (Sroka
et al., 2007) podendo levar ao abrandamento ou amuo da fermentacdo (Roldan, 2011).
A hidratagdo da levedura de ser feita com mais de 10% em volume (McConnell e
Schramm, 1995).

A fermentacdo deve ocorrer a temperatura ambiente segundo McConnell e
Schramm. (1995), no entanto Navratil et al. (2001) utilizou temperaturas a 25, 30, 35 e
40°C, Ukpabi (2006) temperaturas de 25 e 26°C, Pereira et al. (2009) a 27°C e Mendes-
Ferreira et al. (2010) uma temperatura de 22°C.
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1.2.2 Problemas associados a producéo de hidromel

Durante a producéo de hidromel, estdo associados varios problemas, como por
exemplo ndo atingir teor alcodlico pretendido ou a falta de uniformidade do produto
final. Também pode ocorrer a refermentacdo pela levedura e/ou a fermentacdo
secundaria por bactérias que produzem &cido lactico e &cido acético aumentando a
acidez indesejavel e a producdo de ésteres volateis (Casellas, 2005). A conjugacédo
destes compostos modifica a qualidade organolética do hidromel, especificamente o
aroma e o sabor, tornando-o desagradavel.

Foram efetuados alguns estudos, nomeadamente sobre variacdes no contetdo de
acidos organicos durante a fermentacdo do mosto de hidromel (Sroka e Tuszynski,
2007). Estes investigadores identificaram e quantificaram os acidos carboxilicos no
mosto de hidromel e estudaram as transformagdes que ocorriam durante a fermentagéo,
num grupo destes compostos. Verificaram que 0 mosto contém quantidades
relativamente elevadas de &cidos gordos de cadeia média, maioritariamente acidos
decandico (42 mg/L), dodecandico (31 mg/L) e octandico (26 mg/L), que se acredita
inibirem a fermentacdo. Demonstraram, também, que nos primeiros dias de fermentacéao
formam-se principalmente, os acidos acético e sucinico, que vao baixar o pH do mosto,
enguanto que o contetido em &cidos gordos decresce em 70-80%.

Os atrasos e 0s amuos das fermentacGes, outro problema encontrado no
hidromel, deve-se ao facto do mel apresentar baixos niveis de substancias azotadas e
minerais, interferindo no processo fermentativo. Segundo Mendes-Ferreira et al. (2010)
0 &cido tartarico ajuda a prevenir o amuo da fermentacéo.

A quantidade de azoto assimilavel inadequado no meio da fermentacdo pode
levar a um deficiente crescimento da levedura, a fermentacGes prolongadas, taxas de
crescimento reduzidas e consequentemente diminuir a produtividade. Os requisitos
minimos de azoto estdo interligados com a taxa de crescimento da levedura e a
concentracéo de etanol (lvorra et al., 1999).

Os requisitos minimos de azotos sdo comandados pela taxa de crescimento da
levedura que necessita nesse meio, no entanto, o nivel de azoto na solugdo modifica o
hidromel ao nivel sensorial, pois a composicdo de aminoécidos afeta 0 metabolismo da

levedura levando a producao de compostos volateis aromaticos (Roldan, 2011).
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Os diferentes tipos de mel também influenciam a fermentacdo, o mel escuro €
mais rico em minerais que o mel claro interferindo assim na fermentacéo. Pereira et al.
(2009) estudou a capacidade das Leveduras Saccharomyces cerevisiae para produzir
hidromel, com mel da regido de Tras-os-Montes. Este autor verificou que é de extrema
importancia as caracteristicas do mel (tipo de mel utilizado), e os suplementos usados,
para obter melhores resultados na producgéo de hidromel. Como esperado teve melhores
resultados com o mel escuro do que com o mel claro, visto que 0 mel escuro é mais rico
em minerais e pH é mais elevado.

No final da fermentacdo, o hidromel passa por um periodo de maturacao, que
inclui clarificacdo e filtracdo. Estes sdo obrigatorios, apesar de seus custos de producao
serem elevados. Para a clarificacdo é frequentemente usada a bentonita (McConnell e
Schramm, 1995; Pereira et al, 2009; Roldan et al, 2011), bem como a gelatina (Roldan.
etal, 2011).

O tempo de fermentacdo ainda é um problema para a industria, e tem sido alvo
de estudos de modo a reduzir o tempo de fermentagdo, sem alterar a qualidade do
produto, Pereira et al.,( 2009) conseguiu fermentaces com duracédo de 8 dias, utilizando
méis claros e escuros onde foram enriquecidos com dois complementos diferentes. O
autor Mendes-Ferreira et al. (2010) obteve fermentagfes com duracdo de 11 dias,
utilizando tartarato de potassio, acido malico e fosfato de diamdnio.

Para utilizar o mel excedente na producédo de hidromel, é necessario desenvolver
novos estudos de modo a solucionar os problemas associados na producdo de hidromel

e obter um produto estavel e de qualidade elevada.

1.3 Imobilizacéo

Nos ultimos anos, os sistemas de imobilizacdo de celulas tem sido explorados
para realizacdo de fermentacBes alcodlicas. Os resultados alcancados nestas
investigacOes sdo importantes na reducdo de custos de funcionamento, controlo dos
processos de fermentacdo e aumento da qualidade do produto final (Champagne, et al.,
1992; Genisheva et al., 2012).

A imobilizacdo das células consiste em isolar as células, mantendo as suas
atividades cataliticas em processos continuos ou descontinuos possibilitando a

reutilizagdo das mesmas. O uso de microrganismos imobilizados permite o aumento da
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produtividade, a sintese dos metabolitos e aumenta a eficiéncia da fermentacéo, devido
a elevada concentracgdo de células (Coelho, 2007; Covizzi et al., 2007).

Os sistemas de imobilizacéo das células nas fermentacdes apresentam vantagens
relativamente a fermentaces com células livres, nomeadamente a nivel tecnologico e
econdémico (Champagne, et al., 1992; Inal e Yigitoglu, 2011; Genisheva et al., 2012),
possibilitando a sua utilizacdo continua de células e de protecdo das células
relativamente as substancias inibidoras que possam estar presentes no meio (Vilela et
al., 2012). Como por exemplo, Ciani e Ferraro (1996) atraves de células de
Schizosaccharomyces pombe encapsuladas em esferas de alginato de calcio, conseguiu
reduzir a acidez fixa do vinho degradando &cido malico.

As principais vantagens sdo o aumento da produtividade, elevado numero de
células no bioreator, possivel reutilizacdo da biomassa em processos descontinuos
consecutivos, maior tolerancia a substancias inibidoras e eliminacdo de contaminacoes,
menor formacdo de subprodutos, apresenta menor custos para 0 processo, reducdo dos
custos com a centrifugacao, filtracdo e purificacdo do produto final. (Champagne, et al.,
1992; Inal e Yigitoglu, 2011; Genisheva et al., 2012). Contudo, uma das maiores
vantagens € a sua reutilizacdo principalmente quando os suportes escolhidos para a
imobilizagéo s&o inertes e apresentam alta resisténcia mecéanica.

A imobilizacdo das células pode ser dividida em naturais ou artificiais. No que
diz respeito as imobilizagbes naturais estdo incluidas a formacdo de biofilmes e a
adesdo/ adsorcdo microbiana em suportes sintéticos ou naturais. As imobilizacdes
artificiais sdo a encapsulacdo em matrizes como o alginato de calcio. A imobilizacdo
natural ocorre espontaneamente no meio através de interacdes eletrostaticas. Enquanto
no caso das imobilizacGes artificiais, as células sdo ligadas as matrizes por ligacbes
covalentes, utilizando agentes ligantes como o glutaralddeido ou carboiimida (Covizzi
et al., 2007; Oliveira, 2011).

Existem varias técnicas de imobilizacao, estas podem ser: fixacdo a um suporte,
0 aprisionamento a uma matriz, a agregacdo de células porosas e por trds de uma
barreira de contencdo (Divies e Cachon, 2005; Genisheva et al., 2012) (Fig. 1). Porém,
existem varios materiais para imobilizacdo de microrganismos. Estes podem ser
organicos (a pele da uva, casca de laranja), inorganicos (minerais), polimeros naturais
(alginato de sodio, quitosano), polimeros sintéticos (poliacrilamida) (Dives e Cachon,
2005; Inal e Yigitoglu, 2011).
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Figura 1: Diferentes imobilizacdes celulares de microrganismos. (Fonte: Pilkington et
al. (1998)).

Bezbradica et al. (2007) obtiveram resultados bons com a imobilizacdo da
levedura da cerveja em alcool polivinil, onde obteve uma elevada taxa fermentativa,
com uma quantidade de 10° células/mL, diminuindo assim a duracdo da fermentacéo.
Além disso apresentou uma elevada estabilidade mecénica, visto que suportou trinta
dias de fermentacdo em funcionamento durante seis meses sem alterar
significativamente a atividade celular. No entanto, Genisheva et al. (2012) fez um
estudo com leveduras imobilizadas em grainhas, onde obteve uma reducdo do tempo de
fermentacdo assim como a concentracdo de SO,, com uma maior concentragdo em
etanol.

As imobilizacbes com matrizes podem ser pelo método de engaiolamento, ou
encapsulamento.

O método de engaiolamento segundo Covizzi et al. (2007) consiste na insercéo
das células numa malha artificial rigida ou semirrigida. Esta malha impede a passagem
das células para o meio, no entanto possibilita a troca de nutrientes, metabolitos, gases
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durante o processo de fermentacdo. A encapsulacao, é outro método referido pelo autor,
onde as células ficam circundadas por uma membrana ndo existindo uma malha entre as
celulas.

A técnica de imobilizar células por engaiolamento consiste em misturar as
células microbianas com o composto de polimeros com cargas negativas (como o
alginato se sodio). Esta mistura é adicionada por gotejamento numa solucdo de iGes de
calcio (cloreto de célcio), formando um gel consistente e insollvel, devido a ligacdes
ionicas (Wang et al., 2005; Dives e Cachon, 2005; Inal e Yigitoglu, 2011) (Fig.2). O
tamanho das esferas vai depender da velocidade de fluxo, da densidade da solucdo do
polimero e da concentragdo da solucdo de calcio (Wang et al.; 2005). As esferas
formadas apresentam um diametro que varia de 0,2mm a 2mm (Dives e Cachon, 2005).

Alginato de
sodio e células
homogeneizadas

Cloreto de Calcio

Figura 2: Formacéo das esferas (Covizzi et al., 2007)

Esta técnica forma uma rede que permite as células trocarem com o exterior
substratos e produtos indispensaveis para o crescimento e manutencgéo das celulas, a fim
de garantir o seu crescimento (Groboillot et al., 1994).

O método de encapsulacdo consiste em colocar as células na solucéo de cloreto
de calcio, que vai ser adicionada gota a gota na solugdo de polimeros ocorrendo a
formacéo da cépsula (Wang et al., 2005).

O método de imobilizacdo por aprisionamento com polimeros naturais
(engaiolamento) tem sido muito investigado, visto que se trata de um método simples e
permite uma retencdo celular eficiente, sem perda da atividade catalitica (Carvalho,
2000; Sarrouh, 2009).
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A imobilizacdo de células em alginato tem sido o polimero natural mais
estudado para o aprisionamento de células viaveis devido a sua biocompatibilidade
(Hernéndez et al., 2010).

O alginato de sodio (NaAlg) € um polissacarideo natural, derivado
principalmente de algas marinhas castanhas (Najafpour et al., 2004; Inal e Yigitoglu,
2011;). Este polissacarideo geralmente é menos afetado pelo ataque microbiano em
relagdo a outros hidratos de carbono (Inal e Yigitoglu, 2011). E um composto
biocompativel, biodegradavel, sem toxicidade, apresentando capacidade gelificante
(Liouni, 2008; Inal e Yigitoglu, 2011). Segundo Carvalho (2006), a gelificagdo do
alginato ocorre rapidamente sem que ocorra alteragdes drasticas ao nivel da
temperatura, pH e pressdo osmotica, permitindo assim, preservar a viabilidade do
microrganismo imobilizado.

O alginato ¢ uma material barato e facilmente encontrado, podendo ser
preparado em grandes quantidades de uma maneira facil e répida (Carvalho, 2006;
Oliveira, 2011).

Nikoli¢ et al. (2008), estudou a fermentacdo de etanol em milho com a levedura
imobilizada em alginato de célcio utilizando o método de geracdo de goticula
electrostastico, obtendo uma maior tolerancia ao etanol e nenhuma inibicdo do produto
com células imobilizadas.

Vilela et al. (2013) estudou as células S26 em esferas de dupla camada de
quitosano-alginato com vista a reduzir a acidez volatil de um vinho, conseguindo
reduzir de 28 para 62% em 72 e 168 horas respetivamente a acidez, ocorrendo uma
diminuicdo de etanol (0,7%). Portanto, as células imobilizadas S26 em dupla camada é
uma alternativa para melhorarem a qualidade do vinho ao nivel da acidez.

Segundo Inal e Yigitoglu (2011), a fermentacdo ndo é so influenciada pela
imobilizacdo das células, mas também pela composicdo da matriz. O conjunto do
alginato de sddio e N-vinyl-2-pyrrolidone apresentam vantagens ao nivel da
produtividade e do rendimento em etanol.

No entanto todas estas vantagens dependem da estabilidade da matriz de
imobilizagdo. A matriz de imobilizacdo deve ser inerte, insollivel, ndo biodegradavel e
mecanicamente estavel durantes as diferentes operacGes num biorreator. A estabilidade
mecanica depende nomeadamente das propriedades viscoelasticas e da concentracdo da
solucdo de alginato de sddio. A levedura adicionada tem uma mudanga significativa na
elasticidade da amostra (Kostov et al., 2010).
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O problema mais comum que ocorre durante a fermentacdo alcoodlica € a
libertacdo das células do interior das esferas para o exterior, devido a destabilizacdo do
gel. Esta rutura ocorre devido ao crescimento celular, a formacéo e acumulacéo de CO,
(Drichoutis, 2007; Liouni, 2008, Vilela et al., 2012), a presenca de ides ndo gelificantes,
nomeadamente Mg*, Na* ou K* e a presenca de agentes quelantes (lactato, citrato ou
fosfato) (Drichoutis 2007; Vilela et al., 2012). A distribuicdo do O, é importante,
porque a aeracdo ndo uniforme pode originar a migracdo das células para o meio,
levando ao rompimento do gel (Covizzi et al., 2007).

Com este trabalho pretende-se avaliar o efeito das células Saccharomyces
cerevisiae imobilizadas em alginato na fermentacdo do hidromel. Simultaneamente
pretende-se avaliar a eficiéncia da reutilizagdo da Saccharomyces cerevisiae
imobilizada em alginato. Paralelamente estudou-se a influéncia da concentracdo de

alginato na eficiéncia da fermentacao.
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2 Material e Métodos

Para avaliar o efeito da reutilizacdo de células imobilizadas na producgdo de
hidromel, foi utilizado mel escuro de segunda categoria. A qualidade do mel foi
avaliada através das analises fisico-quimicas e polinicas.

Para a produgdo de hidromel as células de levedura foram imobilizadas em duas
concentracdes diferentes de alginato, 2% e a 4% (m/v) em ensaios conduzidas com 3
amostras. As fermentacdes foram monitorizadas diariamente através da medicdo da
densidade 6tica, quantificacdo das células viaveis e quantificacdo de agucares redutores.
Para caracterizar o hidromel produzido, no final da fermentagdo foram determinados 0s
parametros enoldgicos, pH, azoto assimilavel, acidez total, acidez volatil, sulfuroso total

e teor alcoolico.

2.1 Caracterizagdo Fisico-quimica e Polinica do mel

Para a producédo de hidromel foi utilizado mel escuro de segunda categoria da
regido de Tras-os-Montes. A qualidade do mel foi avaliada através da determinacdo de
alguns parametros estabelecidos na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n°214/2003 de

18 de Setembro) e da avaliacdo do espectro polinico.

2.1.1 Humidade

O teor em agua do mel foi determinado através do metodo refractométrico
segundo os Métodos Harmonizados da Comissdo Internacional do Mel (IHC) (2002). A
amostra de mel foi homogeneizada e a leitura foi feita com um refratbmetro Abbe

(digital refractometro Atago, Alemanha). Os resultados foram expressos em % (p/p).

2.1.2 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica presente no mel foi determinada pelo método descrito
por Sancho et. al. (1991).
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Dissolveram-se 10 g de mel em 75 ml de agua destilada, a solucdo foi colocada
em banho-maria a 20°C e, apds se atingir o equilibrio da temperatura, realizou-se a
leitura no condutivimetro Inolab Cond Lvel 2 (Fig. 3).

A condutividade elétrica do mel foi calculada através da seguinte formula:

Condutividade elétrica (mS cm™) = valor lido x 1.50

Figura 3: Condutivimetro (Inolab Cond Lvel 2.)

2.1.3 Cinzas totais

O teor em cinzas presente no mel foi determinado através do valor da
condutivimetria, segundo a metodologia descrita por Sancho et al. (1991). Para
condutividades inferiores a 0,9x10° S/cm, o valor converteu-se para 10“ S/cm e
recorreu-se a uma tabela proposta por Sancho et. al (1991) (Fig. 4) para determinacao
do contetdo em cinzas totais (resultados expressos em %). Para valores de
condutividade superiores a 0,9x10 S/cm, o teor em cinzas foi determinado de acordo
com a formula:

Cinzas totais (%) = 0.083 x condutividade — 0.092
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Tabla II (continuacidn)

Conductividad % dc cenizas Alcalinidad de las cenizas % de
- (ml de acido IN/100 g miel) cenizas
10-4S cm-5 Totales Solubles Insolubles Solubles Insolubles Total sulfatadas
5,6 0,37 0,28 0,09 356 1,38 494 0,58
5,7 0,38 0,29 0,09 3,64 1,41 5,05 0,39
5.8 0,39 0,29 0,10 3,72 1,44 5,16 0,60
59 0,40 0,30 0,10 3,79 1,48 527 0,62
6,0 0,41 0,31 0,10 3,87 1,50 537 0,63
6,1 0,41 0,31 0,10 3,95 1,53 548 0,64
6,2 0,42 0,32 0,10 402 1,57 5,59 0,65
6,3 0,43 0,32 0,11 4,10 1,60 5,70 0,67
6,4 0,44 0,33 0,11 4,18 1,62 5,80 0,68
6,5 0,45 0,34 0,11 4,26 1,65 5,91 0,69
6,6 0,46 0,35 0,11 4,33 1,69 6,02 0,70
6,7 0,46 0,35 0,11 441 1,72 6,13 0,71
6,8 0,47 0,35 0,12 4,49 1,74 6,23 0,73
6,9 0,48 0,36 0,12 4,56 1,78 6,34 0,74
7.0 0,49 0,37 0,12 4,64 1,81 6,45 0,75
7,1 0,50 0,38 0,12 4,72 1,84 6,56 0,76
7,2 0,51 0,38 0,13 4,80 1,86 6,66 0,77
7.3 0,51 0,38 0,13 4 87 1,90 6,77 0,79
7.4 0,52 0,39 0,13 4,95 1,93 6,88 0,80
7.5 0,53 0,40 0,13 5,03 1,96 6,99 0,81
7.6 0,54 0,41 0,13 5,10 1,99 7.09 0,82
7.8 0,56 0,42 0,14 5,26 2,05 731 0,85
7.9 0,56 0,42 0,14 5,34 2,08 742 0,86
8,0 0,57 0,43 0,14 5,41 2,11 7,52 0,87
8,1 0,58 0,44 0,14 5,49 2,14 763 0,88
82 0,59 0,44 0,15 5,57 2,17 7,74 0,90
83 0,60 045 0,15 5,65 2,20 785 0,91
84 0,61 0,46 0,15 5,12 223 7.95 0,92
85 0,62 0,47 0,15 5,80 2,26 8,06 0,93
86 0,62 047 0,15 5,88 2,29 8,17 0,94
8,7 0,63 047 0,16 5,96 2,32 8,28 0,96
B8 0,64 0,48 0,16 6,03 2,35 8,38 0,97
89 0,65 0,49 016 6,11 2,38 8,49 0,98
9.0 0,66 0,50 0,16 6,19 24 8,60 0,99

Figura 4: Tabela para a determinacdo da percentagem de cinzas totais (fonte: Sancho et
al., 1991).
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214 pH

O pH do mel foi determinado segundo o método descrito por Bogdanov et al.
(1997). Dissolveram-se 10 g de mel em 75 ml de agua destilada, a solucdo foi colocada
em banho-maria a 20°C e ap6s o equilibrio da temperatura ser atingido, o pH foi
determinado no medidor de pH Meter Basic 20 (fig. 5).

Figura 5: Medidor de pH (Meter Basic 20)

2.1.5 Acidez

A acidez do mel foi determinada de acordo com o método proposto por Bogdanov
et al (1997). Dissolveram-se 10 g de mel em 75ml de &gua destilada, adicionaram-se de
seguida 4 a 5 gotas do indicador de pH, solucdo alcodlica de fenolftaleina, e titulou-se
com uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 N (Merck, Darmstadt, Germany)
até ocorrer a mudanca de cor que persistiu durante 10 segundos.

O resultado da acidez do mel foi obtido através da formula:

Acidez (miliequivalentes de acidos/ Kg de mel) = volume gasto de NaOH (L) 0,1 N x 10
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2.1.6 Hidroximetilfurfural (HMF)

O contetdo de hidroximetilfurfural do mel foi determinado segundo o método
descrito pelo IHC (2002).

Dissolveram-se 5 g de mel em 25 mL de &gua destilada e transferiram-se para um
baldo de 50 mL. A esta solucdo adicionaram-se 0,5 mL de solucédo de Carrez | e 0,5 mL
de solucéo de Carrez I, agitou-se e perfez-se o0 volume do baldo com agua destilada.

De seguida, filtrou-se a solucdo previamente preparada e desprezaram-se 0S
primeiros 10 mL de filtrado. Colocaram-se 5 mL do filtrado em 2 tubos de ensaio, onde,
num dos tubos se adicionou 5 mL de bissulfito de sodio 0,1% (Acros Organics,
Belgium) (branco) e no outro adicionou-se 5 mL de agua destilada (amostra). Misturou-
se bem e leu-se a absorvéncia a dois comprimentos de onda, 284 e 336 nm, num
espectrofotometro Varian Cary 50 Scan Uv-Visivel.

O teor em HMF do mel for determinado atraves da seguinte férmula:

mg HMF/Kg mel = (Absygq — Abszse) x 149,7 x (5/g amostra)

2.1.7 Indice Diastasico

O indice diastasico do mel foi determinado com base no método proposto por
Ano6nimo (1986).

Pesaram-se 10 g de mel e dissolveram-se em 5 mL de tampdo acetato (Merck,
Darmstadt, Germany) a pH 5,3 e 20 mL de agua destilada. Num baldo volumétrico de
50 mL, colocaram-se 3mL de cloreto de sddio 0,5 M (Panreac Quimica SA, Barcelona,
Spain), a amostra de mel previamente dissolvida e perfez-se 0 volume com agua
destilada. Transferiram-se 10 mL desta solucéo para dois balGes de 50 mL (um bal&o é
para a solucdo amostra e outro € para a solucéo de referéncia) que foram colocados num
banho-maria a 40°C, juntamente com a solucéo de amido (Merck, Darmstadt, Germany)
com um indice de azul entre 0,5 e 0,55 (anexo I). Ap6s 15 minutos no banho, pipitaram-
se 5 mL de &gua destilada para o baldo de referéncia e 5 mL de solucdo de amido
(Merck, Darmstadt, Germany) para o baldo amostra. Em intervalos de tempo de 5
minutos transferiu-se 1 mL dos baldes de referéncia e do baldo amostra para balbes
volumétricos de 50 mL que continham 10 mL de solucdo de iodo 0,0007 N e 35 mL de

agua destilada. Leu-se absorvancia a um comprimento de onda de 660 nm, da amostra
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contida no baldo amostra usando o baldo de referéncia para fazer o branco, recorrendo a
um espectrofotometro Varian Cary 50 Scan Uv-Visivel. A absorvéncia das amostras foi
lida de 5 em 5 minutos até atingir um valor inferior a 0,235.

O indicie diastasico (escala de Schade) do mel foi determinado pela seguinte

formula: Indice diastéasico = 300/ tempo (minutos).

2.1.8 Acucares Redutores

O teor em acucares redutores (glucose e frutose) do mel foi determinado de
acordo com o método descrito por Bogdanov et al. (1997).

Dissolveram-se 2 g de mel em 50 mL de agua destilada, transferiram-se para um
baldo de 200 mL e perfez-se 0 volume com agua destilada (solugdo de mel). Retiraram-
se 50 mL da solugdo de mel para um baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume
com agua destilada (solucdo diluida de mel).

Num copo graduado de 250 mL adicionaram-se 5 mL de solu¢do de Fehling A, 5
mL de solucdo de Fehling B, 7 mL de agua destilada e 14 mL da solucéo diluida de mel,
previamente colocada numa bureta de 25 mL. Aqueceu-se a solugcdo contida no copo até
a ebulicdo e deixou-se ferver durante 2 minutos, apds os quais se adicionou 1mL de azul
metileno 0,2%. Esta solucdo foi titulada com a solucdo diluida de mel contida na bureta
até que ocorreu a mudanca de cor. O volume gasto da solucdo diluida de mel foi
subtraido a 25 mL, e este valor correspondeu ao volume de agua que foi usado na
dosagem. Para a dosagem, num copo graduado de 250 mL adicionaram-se 5 mL de
solucdo de Fehling A, 5 mL de solucdo de Fehling B, o volume de &gua previamente
determinado e 12,5 mL de solugdo diluida de mel contida na bureta. A solucdo foi
aquecida, ferveu durante 2 minutos e adicionou-se 1 mL de azul metileno 0,2%, e de
seguida foi titulada com a solugdo diluida de mel contida na bureta até ocorrer a
mudanga de cor.

Para a determinacdo dos agUcares redutores do mel recorreu-se a seguinte
expressao:

2000

Teor em agUcares redutores (g/100 g de mel) = 5
X

, onde o P é 0 peso da

amostra de mel (2 g) e 0 V o volume da solucéo diluida de mel gasto na dosagem.
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2.1.9 Sacarose aparente

O teor em sacarose aparente do mel foi determinado pelo método de inversédo
segundo Bionchi (1990).

Dissolveram-se 2 g de mel em 200 mL de &gua destilada (solucdo de mel),
retiraram-se 50 mL para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionaram-se 25 mL de
agua destilada. A solucéao foi colocada em banho-maria a 64 °C e ap0s ter atingido esta
temperatura, retirou-se e adicionaram-se 10 mL de HCL 6,34 N (Panreac Quimica SA.
Barcelona, Spain). Apds arrefecer a temperatura ambiente, neutralizou-se com NaOH
5N (Merck, Darmstadt, Germany) confirmando com papel indicador completou-se o
volume até aos 100ml (solucdo diluida de mel).

Repetiu-se a metodologia usada no método da determinacdo dos acucares
redutores, apds ter promovido a inverséo.

O teor em sacarose aparente do mel foi determinado através da seguinte equacéo:
Sacarose aparente (g/100 g de mel) = (Teor em acucar invertido depois da inversdo —
Teor em acucar invertido antes da inversao) x 0,95

Em que o teor em acucar invertido antes da inversdo corresponde ao teor em

acucares redutores do mel.

2.1.10 Andlises Polinicas

A analise polinica do mel foi determinada pelo método descrito por Louveaux et.
al. (1978).

Dissolveram-se 10 g de mel em 15 mL de &gua acidulada (solucdo de &cido
sulfurico 5 %) que foi colocado num banho-maria a 40°C até se dissolver.

Esta solucgéo foi centrifugada a (Eppendorf Centrifuge 5810R) a 2600 rpm durante
10 minutos.

Eliminou-se o sobrenadante e adicionaram-se 10 mL de agua destilada e
centrifugou-se novamente durante 5 minutos a 2600 rpm. Esta etapa foi repetida mais
uma vez e eliminou-se o sobrenadante. Efetuou-se uma preparacdo microscépica com
uma gota do sedimento e uma pequena porcdo de glicerogelatina, fixada a chama e
solidificada antes da observacdo. Os diferentes tipos de pdlen presentes na amostra

foram identificados e quantificados.
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2.2 Producéo de hidromel

Para avaliar o efeito da reutilizacdo de células imobilizadas na producdo de
hidromel foi utilizada a levedura comercial Saccaharomyces cerevisiae ICV D47. Esta
levedura foi selecionada considerando os resultados obtidos por Pereira et al. (2013) e
as suas caracteristicas enologicas. A levedura foi imobilizada em 2 e 4 % de alginato e
as esferas foram reutilizadas em 5 fermentacdes sucessivas de hidromel. Como controlo
realizou-se uma fermentacdo nas mesmas condi¢des e com a mesma estirpe na forma

livre.

2.2.1 Preparacao do mosto-mel

Para obter uma bebida alco6lica com uma percentagem de aproximadamente, 12%
de etanol, o mel foi dissolvido em &gua comercial engarrafada (314 g/L). A mistura
mel-4gua foi suplementada com nutrientes comerciais (Enovit) (60g/hL) e ap0s
homogeneizacdo da mistura, acertou-se o pH a 3,8 com &cido tartarico (Sigma-Adrich).
O mosto-mel foi pasteurizado a 70 °C durante 30 minutos e imediatamente arrefecido.
Para caracterizar o mosto-mel antes da fermentagdo determinaram-se 0s parametros

fisico-quimicos °Brix, pH, azoto assimilavel, acidez total e agUcares redutores.

2.2.2 Hidratacao e imobilizag&o da levedura

A levedura enoldgica comercial selecionada para a producdo de hidromel foi a
Saccharomyces cerevisiae Lalvin ICV D47 (Lallemand, Montreal, Canada).

De acordo com as instrucdes da ficha técnica, a levedura seca ativa (30 g/hL) foi
hidratada na proporcdo de 1 Kg de levedura para 10 L de agua esterilizada. A suspensao
foi colocada em banho-maria a 37 °C durante 15 minutos e depois foi agitada algumas
vezes durante 20 minutos. O tempo de hidratacdo ndo excedeu 0s 40 minutos.

Para a imobilizagdo da levedura foram utilizadas as concentragdes de 2 e 4%
(w/v) de alginato de sodio (BDH Prolabo, Leuveu, Belgica). O alginato de sodio foi
dissolvido em &gua destilada e autoclavado a 121°C durante 15 minutos. A levedura,
apos hidratacéo, foi adicionada as respetivas solucfes de alginato. Para a formacdo das
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esferas, a mistura polimero-células foi vertida para uma seringa e deixou-se gotejar para
uma solucdo esterilizada de CaCl, 0,18 M (Panreac, Barcelona, Spain), com agitagéo
(fig 6). As esferas ficaram nesta solugéo durante 30 minutos a 4°C para endurecerem.
Antes da inoculacdo, as esferas foram lavadas trés vezes com agua destilada

esterilizada.

Figura 6: Procedimento de imobilizacdo das células de levedura em 2% de alginato.

2.2.3 Condigoes e monitorizacdo da fermentacéo

Distribuiram-se 300 mL de mosto-mel em erlenmeyrs de 500 mL, previamente
esterilizados, e inoculou-se com a levedura na forma livre ou imobilizada. As
fermentacdes decorreram a 25 °C, numa incubadora (TH 25 Edmund Buhler 3019) com
agitacdo de 120 rpm. A fermentacdo foi monitorizada diariamente através quantificacdo
dos seguintes parametros: aclcares redutores, biomassa celular e viabilidade celular.

A biomassa celular foi avaliada da através da medicdo da densidade Otica a 640
nm num espectrofotdbmetro UV-Visivel (Unicam Helios, 1997). Quando necessario
procedeu-se a diluicdo das amostras com mosto-mel, que também foi usado como
branco.

As taxas especificas de crescimento (u) foram calculadas a partir do declive da
relacdo linear entre os valores da densidade Otica, a 640 nm, e o tempo de fermentacéo,
de acordo com a seguinte equacéo:

INNt=InNO+ pt
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em que p corresponde a taxa especifica de crescimento, expressa em unidades do
inverso do tempo (h™), e Nt e NO & densidade populacional, expressa pela D.O. a 640
nm, ao fim do tempo t e t0, respetivamente.

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

Os acucares redutores foram quantificados pelo método do DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) de acordo com o procedimento proposto por Miller (1959), usando a
glucose como padrdo. Colocaram-se 500 pL de amostra centrifugada num tubo de
ensaio e adicionaram-se 500 pL de reagente de DNS. Os tubos foram colocados durante
5 minutos num banho termostatizado a 100°C, e apds esse tempo ficaram a arrefecer a
temperatura ambiente. De seguida adicionou-se 5 mL de agua destilada, agitou-se a
mistura e leu-se a absorvancia num espectrofotdmetro UV-Visivel (Varian Cary 50
Scan model, 1998) a 540nm. Preparou-se um ensaio com agua destilada para efetuar o
ajuste do zero do espectrofotdmetro. Quando necessario efetuaram-se diluicdes da
amostra com agua destilada. Os resultados dos acUcares redutores foram expressos em
g/L.

No final da fermentagdo alcodlica, o hidromel obtido foi clarificado por
centrifugacdo para avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas através de diversos

parametros enoldgicos.

2.2.4 Caracterizacao fisico-quimica do mosto-mel e hidromel

Para determinar as caracteristicas do mosto-mel antes da fermentacéo e avaliar a
qualidade do hidromel produzido foram efetuadas diversas analises fisico-quimicas no
inicio e fim das fermentacdes. Para caracterizar o mosto-mel foram determinados o pH,
°Brix, acidez total e azoto assimildvel. No final das fermentagdes os hidromeis
produzidos foram avaliados quanto ao pH, sulfuroso (SO;) total, acidez total, acidez
volatil, azoto assimiléavel, teor alcoolico. Determinou-se ainda o rendimento em etanol

de cada fermentacéo.
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2.2.4.1pH

O pH do mosto-mel e hidromel foi determinado por leitura direta utilizando um
medidor de pH Meter Basic 20, (Organizagéo Internacional da Vinha e do Vinho, OIV,
1990).

2.2.4.2 Acidez total

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

O metodo consiste numa titulagdo potenciometrica com NaOH 0.1 N na presenca
de azul de bromotimol como indicador de pH. Assim, numa capsula adicionou-se 5 mL
de solucdo tampdo, para titular a amostra, colocou-se numa capsula com uma banda
magnética adicionaram-se 30 ml de agua destilada, 10 mL de amostra e 1 mL de azul de
bromotimol, e titulou-se com NaOH 0,1 N até se verificar mudanca de cor.

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

Acidez total igo tartarico (9/ L) = volume de NaOH gasto (L) x 0.75

Figura 7: Determinacgéo da acidez total.
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2.2.4.3 Azoto assimilavel

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

Num copo de 50 mL colocaram-se 10 mL de amostra clarificada e 15 mL de &gua
destilada, e acertou-se o pH a 8,1 com NaOH 0,1 N usando um medidor de pH (Meter
Basic 20). Adicionou-se 2,5 mL de formaldeido (Panreac Quimica SA., Barcelona,
Spain) a pH 8,1 (formaldeido a 37 % acertada a pH 8,1 com NaOH 0,1 N), esperou-se 5
minutos e titulou-se com NaOH 0,05 N até atingir um valor de pH 8,1.

Os resultados foram calculados pela seguinte expressao:

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

2.2.4.4°Brix

O °Brix foi determinado por refratometria no mosto-mel utilizando um
refratometro portatil (Zuzi serie 300) (OIV, 2006).

2.2.4.5 Sulfuroso total

A determinacdo do SO, total do hidromel foi efetuada de acordo com a
metodologia de Ripper descrita pela OIV (1990) como método rapido. A determinacao
baseia-se na titulacdo iodométrica direta em meio acido (Curvelo-Garcia, 1988).Nuns
almofarizes colocaram-se 25 mL de hidromel e 10 mL de NaOH 1 N, agitou-se e
deixou-se repousar durante 5 minutos. De seguida adicionou-se 2,5 mL de cozimento de
amido 1 % e 5 mL de H,SO,4 1/3. Titulou-se com solucédo de iodo 0,02 N até ocorrer a
mudanga de cor.

Os resultados foram calculados através da seguinte expressao:

SO, total = volume de solucdo de iodo gasto x 25,6

2.2.4.6 Acidez volatil
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A acidez volatil do hidromel foi determinada pelo método descrito pela OIV
(1990) e consiste numa titulacdo dos acidos volateis que foram obtidos por destilacdo
utilizando o aparelho Cazenave-Ferré (Fig. 8).

Colocou-se 10 ml de hidromel no borbulhador do aparelho e recolheu-se 100 ml
do destilado. Ao destilado adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina e titulou-se com NaOH
0,1 N até ocorrer a mudanca de cor para rosa (estavel pelo menos durante 15 segundos).

Os resultados da acidez volatil foram obtidos através da férmula:

Acidez volatil 4gigo acstico (9/ L) = volume de NaOH gasto (L) x 0,6

Figura 8: Aparelho de Cazenave-Ferré

2.2.4.7 Teor alcoolico

O titulo alcoométrico volimico do hidromel foi determinado por ebuliometria,
método usual da OIV (1990).

Inicialmente verificou-se a temperatura de ebulicdo da agua e marcou-se no disco
do aparelho a temperatura registada. De seguida, colocou-se o hidromel no ebuliémetro
(Fig. 9) para determinar a sua temperatura de ebulicdo e verificou-se no disco o teor
alcodlico correspondente a temperatura lida. Os resultados sdo expressos em % vol.
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Figura 9: Ebuliometro

2.2.4.8 Rendimento da fermentacéo

Na producdo de hidromel, calcularam-se os rendimentos da fermentacdo em

etanol, de acordo com a seguinte equagao:

Agicares consumides (g/L )

Y (og) = X 100
Erano1 (%) Etanol produzide

2.2.5 Caraterizacéo das esferas de alginato no final da fermentacao

No final da quinta reutilizacdo, para determinacdo da concentracdo de células
viaveis nas esferas com 2 e 4% de alginato, as esferas foram liquefeitas usando um
método quimico, de acordo com o procedimento adaptado de Goksungur e Zorlu
(2001). Pesaram-se 50 esferas que foram dissolvidas em 50 ml de uma solucdo
esterelizada de citrato de sodio 50 mM (Merck, Darmstadt, Alemanha), com agitacdo
continua durante aproximadamente 1 hora, a temperatura ambiente. A viabilidade
celular foi determinada através da quantificacdo das UFC’s em meio YPD, incubado a
25°C durante 3-5 dias.

2.2.6 Tratamento estatistico

A andlise estatistica dos dados foi efetuada utilizando o programa SPSS

(Statistical Package for Social Sciences)., versdo 17.0. O cumprimento do requisito da
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ANOVA, nomeadamente a homogeneidade de variancia foi avaliada através do teste de
Levene. Todas as varidveis dependentes foram analisadas através da ANOVA a um
fator e quando se verificaram diferencas significativas, as médias foram comparadas
usando o teste de Tukey, teste de comparacGes maltiplas. Todos os testes estatisticos

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




3 Efeito da reutilizagdo das células imobilizadas em

alginato na producéo de hidromel

A utilizagdo de células imobilizadas em fermentagdes alcodlicas tem sido alvo de
varios estudos. Estes sistemas de imobilizacdo de células apresentam inGmeras
vantagens relativamente a fermentaces com células livres, nomeadamente o0 aumento
da produtividade, reutilizagdo da biomassa em processos descontinuos consecutivos,
maior tolerdncia a substancias inibidoras e eliminagdo de contaminagdes, menor
formacéo de subprodutos. Permite também reduzir os custos do processo, centrifugacéo,
filtracdo e purificacdo do produto final (Champagne, et al., 1992; Inal e Yigitoglu,
2011; Genisheva et al., 2012).

3.1 Caracterizacdo fisico-quimica e polinica do mel

Para a producdo de hidromel utilizou-se mel escuro proveniente da regido de Tras-
0s-Montes, de segunda categoria, ou seja, um mel obtido durante o processamento do
mel e considerado desperdicio. Na caraterizacdo deste mel, utilizado na producdo de
hidromel, foram efetuadas andlises fisico-quimicas de acordo com a legislacdo
portuguesa Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro de forma a avaliar a sua
qualidade. Foram efetuadas as seguintes andlises fisico-quimicas: determinacdo da
humidade, pH, acidez volatil, condutividade elétrica, cinzas totais, indice diastésico,
hidroximetilfurfural (HMF), sacarose aparente e agucares redutores.

Para determinar a origem botanica do mel analisou-se o espectro polinico. A
contagem dos poléns presentes no mel foi efetuada por microscopia conforme, descrito
na seccdo Material e Métodos. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela
1.
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Tabela 1: Perfil polinico do mel escuro.

Pélen %
Erica sp. 12,24 Pl
Castanea sp. 73,47 PD
Mel escuro Prumus sp. 3,06 Pl
Echium sp. 6,12 Pl
Trifolium sp. 511 Pl

Pl — Pélen isolado; PD — Pélen dominante

Da andlise da Tabela 1 verifica-se que o mel em estudo é monofloral de Castanea
sativa (73,47%) de acordo com a classificacdo de Maia (2005).

Na Tabela 2 encontram-se representados os resultados obtidos nas andlises fisico-
quimicas de acordo com o estipulado no Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 Setembro. Estas
analises devem ser efetuadas a todo o tipo de mel utilizado na producdo de hidromel,
pois a qualidade desta bebida alcodlica depende das caracteristicas da matéria-prima
utilizada na sua producdo. Estas andlises revestem-se de particular importancia no nosso
trabalho pois foi utilizado mel de segunda categoria, isto é, mel de lavagens e mel

utilizado na alimentagéo das abelhas.

Tabela 2: Analises fisico-quimicas realizadas ao mel

Parametros Fisico-quimicos Mel
Humidade (%) 17,25
Acidez (meq. Ac/KQ) 16,00
Condutividade Elétrica (mS/cm) 0,80
Cinzas Totais (%) 0,56
pH 4,47
indice Diastasico (escala de Schade) 13,34
HMF (mg/Kg) 8,26
Acucares Redutores (%) 62,35
Sacarose Aparente (%) 8,93
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Os parametros analisados encontram-se dentro dos valores estabelecidos no
Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro, & excecdo da sacarose aparente, deve ser
no méximo de 5g/100g para os méis em geral e neste caso obteve-se 8,39g/100g.

O teor de agua presente no mel é um parametro importante na qualidade, pois
permite prever a duracdo do produto e a capacidade para se manter estavel (Bogdanov et
al., 2004). Quanto maior o0 teor em &gua maior a probabilidade do mel fermentar
durante o armazenamento levando a sua deterioragdo e perda do flavour e,
consequentemente a diminuicdo do tempo de vida de prateleira (de Rodriguez et al.,
2004; Vargas, 2006; Al et al., 2009). O teor em humidade do mel, neste caso encontra-
se, de acordo com o estipulado na legislacdo portuguesa (<20%), sugerindo que o mel
foi extraido, processado e armazenado seguindo as boas praticas de fabrico.

A acidez livre depende da origem floral do mel e deve-se a presenca de acidos
organicos, resultante quer da degradacdo da glucose pela acdo da enzima glucose
oxidase com producdo de &cido glucénico (a acdo desta enzima mantem-se mesmo
durante 0o armazenamento), quer da acdo de bactérias durante a maturacdo do mel.
Assim, este parametro é um indicador da ocorréncia de fermentacGes no mel indicando
(Acquarone et al., 2007; Kicuk et al., 2007). A acidez livre também depende da
qualidade de minerais presentes no mel (Silva e Beserra, 2001).

A legislagdo portuguesa determina que o mel de qualidade deve possuir menos de
50 miliequivglentes de &cidos por 1000g de mel. Neste trabalho o mel analisado
apresentou um valor bastante inferior (16 miliequivalentes de acidos por 1000g de mel).

O valor de pH nédo estd diretamente relacionado com a acidez, devido a acéo
trampdo de acidos e minerais presentes no mel (Abu-Tarboush et al.,1993). O pH néo
consta atualmente como analise obrigatoria de controlo de qualidade do mel. No entanto
o pH do mel é muito importante porque influencia o desenvolvimento de
microrganismos além de condicionar a velocidade de formagcdo do HMF (Souza e
Bazlen, 1998).

Segundo lurlina e Fritz (2005) o pH nos méis varia entre 3,4 e 6,1 sendo a média
de 3,9. No mel estudado o pH foi de 4,47 valor dentro dos limites, mas acima da média.

A condutividade elétrica pode ser usada na determinacdo de origem boténica do
mel. De acordo com o Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro do mel de melada,
mel de flores de castanheiro e misturas desses méis devem conter no minimo 0,8
mS/cm, enquanto 0s outros méis ndo enumerados no Decreto-Lei devem apresentar

menos de 0,8 mS/cm.
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O valor obtido para o mel analisado no nosso trabalho foi de 0,8 mS/cm, seguindo
que a origem boténica deste mel é de Castanea sativa informacdo confirmada pelo
espectro polinico, tendo-se verificado a predominancia de Castanea sp.

O teor de cinzas expressa 0 conteddo de minerais presentes nos alimentos. No
caso do mel a qualidade mineral esta relacionada com a origem botanica, meio ambiente
e condi¢bes de producdo e processamento. No Decreto-Lei portugués ndo existe
especificacfes quanto ao teor de cinzas presente no mel, mas a legislacdo Brasileira
determina o teor maximo de 0,6% para os meis florais e de 1,2% tanto para méis de
melada, como para a mistura deste com méis florais. O valor de 0,56% obtido neste
trabalho indica uma elevada percentagem de sais contrastando com os valores obtidos
por de Rodriguez (2004) (0,19 a 0,4) em méis produzidos na Venezuela.

Segundo Al et al., (2009) o teor em minerais é o fator que mais influencia a cor do
mel. Quanto maior o teor em minerais mais escura vai ser a cor do mel. Tal como se

pode verificar na figura 10.

Figura 10: Mel de cor escura usado na experiencia

A diastase é um grupo de enzimas (a ¢ p —amilases), segregadas pela abelha que
hidrolisam o amido, originando dextrinas e maltose, respetivamente. Esta enzima é
termo sensivel. Assim, a determinagcdo do indice diastasico tem sido utilizado para
avaliar sobreaquecimento durante o processamento e armazenamento do mel (Vargas,
2006), e, para detetar adulteracdes do produto (Aroucha et al., 2008). O Decreto-Lei n°
214/2003 de 18 de Setembro estabelece atividade diastasica o minimo de 0,8 na escala

de Schade, os méis com baixo teor enzimatico, como é o caso do mel proveniente de
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citrinos devem ter como minimo de atividade diastasica no minimo de 3 na escala de
Gothe, mas sempre que o contetido de HMF nao exceda os 15mg/kg.

A atividade diastéasica ¢ um indice de frescura do mel, mas deve ser interpretada
juntamente com o teor em hidroximetilfurfural (HMF) (Valbuena,1992). O indice
diastasico diminui com o tempo de armazenamento, ou abuso da temperatura (Vargas,
2006; Fallico et al., 2006). O HMF é um composto formado pela desidratacdo das
hexoses em condi¢fes &cidas e a sua cinética de formacdo varia diretamente com a
temperatura, diminuindo desta forma o valor nutritivo do produto. A presenca de HMF
influencia diretamente a cor, sabor e odor estranhos, sendo por isso utilizado como um
pardmetro de qualidade do mel (Valbuena, 1992). O mel, normalmente, tem na sua
constituicdo pequenas concentracbes de HMF, concentracdes mais elevadas indicam
sobreaguecimento, armazenamento prolongado e adulteracdo (Vargas, 2006). O
Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 Setembro indica que a quantidade de HMF ndo deve
exceder os 40mg/kg. O mel estudado apresentou 13,34 de indice diastasico e 8,26 de
HMF indicando que durante o processamento foram respeitadas as boas préaticas de
fabrico que o mel € jovem e ndo sofreu adulteracéo.

A glucose e a frutose sdo 0s principais acucares redutores presentes no mel
(Klgik et al., 2007). O Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 Setembro estabelece para o mel
de néctar o valor minimo de glucose e frutose de 60g/100g. Como se pode observar na
Tabela 2 0 mel analisado cumpre este requisito.

A concentracdo de sacarose é utilizada para diferenciar os méis monoflorais dos
multiflorais (Carillo,1998), indicando elevados teores uma recolha prematura, ou seja, a
sacarose ainda ndo foi convertida em frutose e glucose (Azeredo et al., 2003). O
Decreto-Lei estabelece para os meéis monoflorais de Robinia pseudoacacia (falsa
acacia), Medicago sativa (luzerna ou alfalfa), Banksia menziesii (Mensies Banksia),
Hedysarum (hedisaro), Eucalyptus camadulensis, Eucryphia lucida, Eucryphia
milliganii, Citrus spp. (citrinos) o limite maximo de 10g/100g, para os méis Lavandula
spp.(rosmaninho, alfazema), Borago officinalis (borragem) o limite méximo de
15¢/100g e para todos os outros méis o limite maximo de 5¢/100g. Da anélise dos
nossos resultados observou-se que o valor obtido (8,93g/100g) se encontra acima do
valor estabelecido pelo Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 setembro sugerindo uma recolha

prematura.
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Resumindo o mel utilizado para a producdo de hidromel segundo os parametros
do Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 setembro é um mel de boa qualidade, apesar de ser

um mel de segunda categoria.
3.2 Producéo de hidromel utilizando células imobilizadas em esferas de alginato

Neste trabalho avaliou-se a possibilidade de reutilizar de células imobilizadas e a
influéncia da concentracdo de alginato (2% e 4%) na performance fermentativa S.
cerevisiae, utilizada na producdo de hidromel. As células imobilizadas com duas
concentracOes de alginato foram utilizadas em varias fermentacdes sucessivas.

Neste trabalho utilizou-se uma concentracdo de indculo10® UFC’s/mL de indculo
pois, segundo o descrito por Pereira et al. (2013) € a concentracdo mais adequada para a
producdo de hidromel.

Apbs a imobilizagdo de 10° UFC’s/mL em 2% e 4% de alginato as esferas obtidas
foram utilizadas em cinco fermentacgdes sucessivas segundo o esquema representando
na Fig. 11.
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Figura 11: Esquema das fermentacfes sucessivas.
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No fim das cinco fermentacfes determinou-se o nimero de células vidveis no
interior das esferas com a 2% e 4% de alginato. Verificou-se que com 2% de alginato
continham 4,65x10® CFU/qg esferas, enquanto que as esferas de 4% continham 1,98x10°
CFU/g esferas, ou seja a concentracdo de alginato ndo influenciou o niumero de células
viaveis no interior das esferas.

No entanto, as duas concentracdes de alginato utilizadas neste trabalho podem
influenciar a estabilidade mecéanica das esferas. De facto, a estabilidade depende néo s
das propriedades viscoelasticas e da concentracdo da solucdo de alginato de sodio, mas
também do ndmero de células imobilizadas (Kostov et al., 2010). Para identificar
possiveis alteragBes na estrutura das esferas durante a sua reutilizagdo, estas foram

analisadas visualmente imediatamente ap6s a imobilizagdo e no final das reutilizacbes
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(Fig. 12) As esferas de ambas as concentracdes de alginato apresentaram no final
modificagdes estruturais, as quais foram mais evidentes nas esferas a 2% de alginato.
Observa-se que a maioria se encontram deformadas e abertas, enquanto as esferas com
concentracdo de 4% alginato no final das fermentacfes apresentam apenas pequenas
fissuras na sua superficie.

Estes resultados mostram que as esferas obtidas com 4% de alginato séo
mecanicamente mais estaveis, permitindo um maior nimero de reutilizac@es, tornando

assim o processo mais econémico.

Figura 12: Esferas de alginato a 2% e 4% com S. cerevisae imobilizada A- inicio do

processo de imobilizacdo B- Apos 5 reutilizacOes.
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3.2.1 Performance da fermentacédo durante as diferentes reutilizacdes de células

imobilizadas

O mosto utilizado nas diferentes fermentacdes foi preparado de forma a obter no
final da fermentacdo um teor alcodlico de 12%, conforme descrito no material e
meétodos.

Apo6s cada preparacdo do mosto determinaram-se as suas caracteristicas fisico-
quimicas tais como: pH, °Brix, acidez total, azoto assimilavel e agucares redutores. Os

valores obtidos encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Andlise fisico-quimica ao mosto-mel.

Acidez total Azoto ;
) L Acgucares
Fermentacao pH °Brix (o/L assimilavel
. redutores (g/L)
ac.tartarico) (mg/L)

Células livres 3,71+0,01 23,00+£0,01 1,33+0,09 154,00+7,00 221,38+ 16,99

12 3,83£0,01 2450+001 158+001 212,33%10,69 27421 + 2328

22 382+001 2427+012 155+004 238,00+7,00 24616+ 8,59

Células
) o 3 3,83+0,01 2353+0,12 1,25+0,04 242,67+4,04 925214+ 2206
imobilizadas ' '

4 383+001 2440+020 135+011 259,00£001 23049+ 8,22

5% 3,83+0,01 2453+0,12 1,45+0,04 289,33+17,62 24533 +10,16

Neste trabalho foram efetuadas repeticdes independentes pelo que, apesar de todos
os esforgos de tentar obter um mosto uniforme para todas as fermentacdes, verificaram-
se pequenas diferencas em quase todos os parametros analisados tal como se pode
verificar na Tabela 3. Este facto pode prender-se principalmente com a dificuldade de
obter o mesmo mel pois trata-se de um mel de segunda categoria.

O problema mais comum que pode ocorrer durante a fermentacdo alcoodlica
utilizando células de levedura imobilizadas em esferas de alginato de célcio € a
libertacdo de células do interior da esfera para 0 meio de fermentacdo, devido a
desagregacdo do gel. A rutura das esferas pode ocorrer devido ao crescimento celular, a
formacdo e a acumulagdo de CO, (Drichoutis 2007; Liouni, 2008, Vilela et al., 2012), &

presenca de agentes quelantes e a presenca de ides ndo gelificantes, nomeadamente
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Mg?" Na" ou K*, que substituem os ides de calcio no gel de alginato (Smidsrad, 1990;
Drichoutis, 2007; Vilela et al., 2012). Da analise da figura 13, verifica-se que em todas
as fermentagBes utilizando células imobilizadas com a 2% e 4% de alginato ocorreu
libertacdo de células das esferas para 0 mosto. Apesar das esferas de alginato a 4%
serem mecanicamente mais resistentes e apresentarem menos alteracGes ao fim das 5
reutilizagbes (Fig. 12), ndo impediram a saida de células para 0 meio.

Na primeira utilizagdo das esferas de alginato a 2% e a 4%, detetou-se células no
meio de fermentacdo 24 h ap0ds o inicio, enquanto que na segunda reutilizacdo e nas
reutilizacdes subsequentes observou-se a presenca de células logo no tempo zero. Estes
resultados indicam que o0 mosto preparado & base de mel interfere na estabilidade das
esferas de alginato logo na primeira fermentacdo e que a integridade das esferas se vai
deteriorando progressivamente nas seguintes fermentacdes. De acordo com Mendes-
Faia e Corte-Real, 2012, as alterac6es na integridade das esferas devem ser visualizadas
ao longo da 12 fermentacdo e subsequentes fermentagdes e ndo apenas ao fim do
processo. Os nossos resultados sdo também corroborados pelas observacgdes de Vilela et
al. (2012). Segundo estes autores a integridade das esferas de alginato-quitosano
depende do pH do mosto, para valores de pH igual ou superior a 3,5, as esferas de
alginato-quitosano perderam a integridade.

No futuro seria aconselhavel realizar estudos adicionais utilizando outros
materiais na imobilizacdo das células e avaliar o pH e outras varidveis do mosto na

integridade das esferas.
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Figura 13: Variagdo da viabilidade das células S. cerevisae livres em funcdo do tempo.
A - fermentacdes com 2% de alginato. B- fermentacdes com 4% de alginato.

De modo a avaliar a estabilidade das esferas com 2% e 4% em alginato durante as
sucessivas reutilizagdes na producdo de hidromel, quantificou-se o crescimento de
células livres S. cerevisae, isto €, celulas resultantes da rutura das esferas ao longo da
fermentacgdo, através da biomassa por espectrofotometria e da viabilidade celular. O
rendimento final de cada fermentagéo, ou seja a quantidade de etanol produzido por
grama de acucar consumido. Convém salientar que a concentracdo celular dentro das
esferas apenas foi determinada no fim da quinta reutilizac&o.

No que diz respeito a taxa especifica de crescimento de S. cerevisiae verificaram-
se diferengas significativas entre a primeira reutilizacdo e as restantes, tanto nas células
imobilizadas com 2% como com 4% de alginato. Este facto, podera estar relacionado
com a adaptacdo ao mosto e as condicBes de crescimento nas esferas de alginato. O
crescimento de células livres ndo foi significativamente diferente do obtido nas

reutilizacBes 3, 4 e 5. A biomassa final foi idéntica nas células livres e nas primeiras trés
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reutilizagdes. Nas fermentacdes conduzidas com células reutilizadas 4 e 5 vezes
observou-se um aumento significativo da biomassa final verificando-se diferencgas entre
a concentracdo de alginato 2% e 4% (Tab. 4 e Fig. 13). A fase estacionaria da
fermentacdo levada a cabo com células livres teve inicio as 72 horas, na primeira
fermentacao com células imobilizadas iniciou-se as 48 horas, nas restantes fermentagdes
as 24 horas. No entanto, nestas fermentagdes a fase estacionéria teve inicio apds as 48h
enquanto que na fermentagdo com células livres teve inicio &s 72h. Nas fermentagdes
realizadas com as esferas de alginato reutilizadas pela 22 e 32 vez verificou-se que a taxa
especifico de crescimento aumentou sucessivamente e a fase estacionaria iniciou-se
logo apds as 24h. Contudo, nas fermentagOes realizadas com as esferas de alginato
reutilizadas pela 42 e 5% vez a taxa especifica de crescimento diminui comparativamente
as duas fermentacbes anteriores e alcancando valores similares ao crescimento das

células livres. Nestas fermentacdes a fase estacionaria também teve inicio apds as 48h.

Tabela 4: Taxa especifica de crescimento, biomassa final das células livres e

rendimento em etanol para as diferentes fermentacdes.

Yetanol/acucares
(%)
Células livres 0,15 + 0,006 c 2,42x10" + 4,91x10° a 57,67 +4,38a

Fermentagéo pc (h™) BF (CFU/ml)

12 0,11+0,04b 1,83x107 + 2,08x10° a 47,90 + 5,40 a
Células 2 518+001def  270x107+141x10°a 5456 +0,05a
imobilizadas . 5
0,19 +0,0004 fg  4,45x10 + 7,07x10°a 54,89+1,21a
a 2%
10 8
alginato 42 0,15+0,0002cd 1,04x10°+2,83x10%b 57,50+ 1,96a

5 0,16 +0,006 cde 4,45x10%° +2,12x10% 52,39+ 0,27 a

12 0,08 + 0,006 a 1,75x10" + 5,71x10%a 47,76 + 4,48 a
Células 22 19+0004fg  3.23x10"+351x10°%a  54,09+273a

imobilizadas . 6
3 021+0,02¢g 5,40x10" + 3,46x10°a 52,78 + 4,88 a
a4%
10 9
alginato 42 0,17 +0,007 cde 1,84x10"+ 1,06x10° c 57,84 +1,88a

5 0,15+0,001cd  3,10x10°+2,65x10°d 55,51 +2,20a

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

de p = 0,05. Letras iguais representam que nao ha diferencas significativas.
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Em relacdo aos aglcares consumidos, os valores obtidos em ambos o0s ensaios
(células imobilizadas com 2% e 4% de alginato) foram idénticos (Fig. 14).

Analisando a figura 14, verificamos que nas fermentacGes e conduzidas com
células livres e com células ap6s imobilizacdo (12 reutilizacdo), com 2% e 4% de
alginato o consumo dos agucares ocorreu até as 96 horas, nas restantes fermentagdes o
perfil de consumo de agucares foi idéntico, sendo que, estes foram consumidos até as 72
horas. Segundo Duran (1986) a imobilizacdo aumenta a atividade fermentativa da
levedura, promovendo a adaptacdo das células ao meio e eliminando a fase lag nas

fermentacdes sucessivas.
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Figura 14: Variacdo dos acucares redutores ao longo do tempo. A - fermentagdes com
2% de alginato. B- fermentacgdes com 4% de alginato.

Bezbradica et al. (2007) na producdo de cerveja, observou um aumento da taxa da
fermentacdo de células S. cerevisiae imobilizadas em alcool polivinil, obtendo 10°

células/ml, e consequentemente a diminuicdo da duracdo da fermentacdo. A
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imobilizacdo em alcool polivinil apresentou uma elevada estabilidade mecanica, visto
que suportou trinta dias de fermentacdo sem alterar a atividade celular e o rendimento
do processo.

A analise dos nossos resultados sugere que as fermentacbes com celulas
imobilizadas sdo mais eficaz que as das células livres. No entanto, é necessario efetuar a
imobilizacdo das células em novas matrizes mecanicamente mais estaveis, uma vez que
a imobilizagdo com alginato de célcio, permitiu a saida de células para o meio, No caso
da producdo do hidromel esta é uma caracteristica indesejavel na clarificacdo do

produto final.

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica do produto final

Como se verificou no ponto anterior a reutilizacdo das células imobilizadas com
2% e 4% de alginato nédo afetou o rendimento em etanol nas diferentes fermentaces.
Para avaliar a qualidade do hidromel produzido com células livres e imobilizadas apds
sucessivas utilizacdes quantificaram-se os produtos da fermentacdo, homeadamente o
pH, a acidez volatil, acidez total, azoto assimilavel, SO, total, teor alcodlico e agucares
redutores finais. Na Tabela 5 apresentam-se os resultados obtidos nas fermentagdes com
celulas livres e imobilizadas com 2% e 4% de alginato.

Da anélise tabela 5, ndo se verificaram diferencas significativas nos valores de pH
entre as células livres e as células imobilizadas tanto a 2 e a 4% de alginato. De acordo
com Sroka e Tuszynski (2007) nos primeiros dias de fermentacdo do mosto sdo
produzidos dois &cidos principais, 0 &cido acético e o sucinico, que sdo responsaveis
pela diminuicdo do pH.

A acidez volatil, expressa em g/L de acido acético, pode conferir, acima de certos
valores, um sabor ou aroma desagradavel a vinagre, o que torna a bebida imprépria para
consumo implicando importantes perdas econdémicas para o produtor. A formacgéo do
acido acético pode ocorrer em qualquer etapa da fermentacdo alcodlica. A Tabela 5
representa os valores obtidos na producdo de acido acético, tanto na fermentagdo
realizada com células livres como com células imobilizadas. Da analise da Tabela 5
verificou-se que este parametro que influencia a qualidade organolética do hidromel
apesar de ligeiramente elevado em todas as fermentagfes ndo ultrapassou os limites
estipulados por lei para vinho branco. O valor mais baixo obteve-se na fermentagdo com
células livres (0,78g/L) e os valores mais elevados na segunda reutilizacdo de células
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tanto a 2% (1,08 g/L &c. acético) como a 4%, (1,02 g/L ac. acetico). Apesar disto, nao se
verificaram diferencas significativas na acidez volatil entre as varias fermentagdes. Os
valores obtidos neste trabalho foram superiores aos recomendados para Saccharomyces
cerevisiae quando utilizada na producéo de vinho branco em fermentacdes vinicas, que
variam entre 0,25 e 0,5 g/L (Nikolaou et al., 2006; Bely et al., 2008) mas abaixo do
limite legal (1,1 g/L) (Regulamento (CE) N° 1493/1999,Anexo VB-1b). Gomes (2010)
ao produzir hidromel & escala piloto (20L) obteve valores similares. No entanto, para a
mesma estirpe (ICV D47) mas com formulacGes de mosto diferentes da utilizada neste
trabalho Pereira et al. (2013), obtiveram valores de acidez volatil mais baixos na
producdo de hidromel. Os resultados obtidos podem estar associados a composicao do
mosto-mel e ao stress que as leveduras estdo sujeitas durante a fermentagcdo do mosto
constituido & base de mel.

Relativamente a acidez total, observou-se 0 mesmo comportamento, ou seja foi
estatisticamente idéntica comparando as fermentacdes com células livres com as
fermentacgdes utilizando células imobilizadas, a exce¢do da segunda reutilizacdo que
apresenta um valor superior. Ou seja, a fermentacdo com células imobilizadas com 2%
de alginato apresentou uma acidez de 5,36 g/L ac. tartarico e para a fermentacdo com
celulas imobilizadas com 4% em alginato com 5,50 g/L ac. tartarico. Segundo o Reg.
(CE) n° 491/2009, a acidez total nos vinhos tem de ser superior ou igual a 3,5 g/L ac.
tartarico, assim, os valores obtidos para este parametro nas diferentes fermentacoes
estdo dentro do legislado.

O azoto assimilavel nas fermentacBes sucessivas e para as diferentes
concentracdes em alginato, variaram entre 21,00 e 49,0 mg/L e ndo se verificaram
diferencas significativas entre elas, a exce¢do da quinta reutilizacdo que apresentou
valores de 73,50mg/L e 77,00 mg/L para 2 e 4% de alginato, respetivamente. Convém
salientar que as diferencas observadas podem resultar do facto do teor em azoto inicial
do mel a partir do qual foi produzido hidromel ndo ter a mesma composi¢cdo, pois
tratava-se de um mel de segunda categoria. Estes resultados estdo de acordo com as
observagdes de Mendes-Ferreira et al. (2010). Também, estes autores verificaram a
presenca de azoto residual quando utilizaram duas estirpes de S. cerevisiae, e diferentes
concentragdes de inoculo inicial na producéo de hidromel. A estimativa do teor de azoto
residual pode ser o resultado da quantificagdo de azoto ndo assimilavel pelas leveduras,
em particular do aminodcido prolina. Na verdade, o método de formaldeido usado tem
uma taxa de recuperacdo de apenas 23% para a prolina (Filipe Ribeiro e Mendes-Faia,
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2007), e este aminoacido representa 50 a 85% do teor de azoto total do mel (Anklam,
1998). Convém salientar que este aminoacido ndo é utilizado pela S. cerevisiae.

A auséncia de SO, total em fermentacdes vinarias é pouco frequente, pois as
leveduras produzem este composto durante a fermentacdo o qual pode ser superior a
30mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Analisando a Tabela 5, verifica-se que o SO,
diminuiu nas fermentacdes realizadas com células imobilizadas o que podera dever-se,
ao facto, da imobilizacéo facilitar a adaptacdo das células e diminuir a acumulacao de

substancias inibidoras, isto é, reduzir as condicdes de stress.
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Tabela 5: Analises fisico-quimicas do hidromel

) - Acidez total Azoto . 5
5 Acidez volatil o SO; total Teor alcoolico Acucares

Fermentacéo pH ’ . (o/L assimilavel

(g/L &c. acético) . (mg/L) (%) redutores (g/L)
ac.tartarico) (mg/L)

Células livres 3,35+0,13 a 0,78+0,03a 4,25+0,16ab 32,67+4,04ab 39,25+1,48¢c 11,33+0,12a 24,02 £0,61 ab
1@ 3,63+0,10c 0,82+0,03ab 458+0,08b 21,00£0,00a 28,16+0,00b 12,03+0,12 bc 21,08 +3,22a
Células 28 3,44 +0,02 abc 1,08£0,00f 536+0,27c 42,00+0,00bc 30,72+0,00b 11,80+ 0,14 abc 24,97 £ 0,55 ab
imobilizadasa 3* 351+0,16abc 096+0,00de 458+0,00b 3850+495bc 30,72+0,00b 11,80+ 0,14 abc 24,77 £ 3,36 ab
2% alginato 4* 351+0,02abc 0,84+0,08abc 4,05+0,32a 42,00£0,00bc 30,72+3,62b 11,50+0,28 ab 28,94 £ 0,60 b
58 347+0,0labc 0,93+0,04bcde 439+0,05ab 7350+4,95d 16,64+18la 11,55+0,50ab 29,34 +£1,43b
1@ 3,61+001bc 086+0,03abcd 458+0,08b 2333+4,04a 28,16+0,00b 12,10+ 0,10 ¢ 19,46 £2,40a
Células 28 337+0,10ab 1,02+£0,00ef 550+0,04c 46,67+404bc 30,72+256b 11,97+0,12bc 24,58 + 1,65 ab
imobilizadasa 3* 3,46+0,04abc 0,94+0,03cde 4,10+0,04a 42,00+0,00bc 30,72+0,00b 11,90 +0,00 bc 25,34 £0,71ab
4% alginato 4* 3,48+0,06abc 0,92+0,03bcde 4,48+0,11ab 49,00£7,00c 31,57+148b 11,70+ 0,00 abc 28,08 +£2,33b
58 347+004abc 094+003cde 4,20+0,15ab 77,00£7,00d 1621+148a 11,97+0,12bc 29,48 +0,40b

As letras (a, b, ¢, d, e, e f) representam que os méis sdo diferentes pelo teste de Tukey com significancia de p = 0,05. Letras iguais representam que ndo ha diferengas

significativas.
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4 Conclusao

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito de utilizacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato na producdo de hidromel,
utilizando mel de segunda categoria, bem como a influéncia da concentragéo de alginato
na performance fermentativa. Também se estudou a possibilidade de reutilizar células
de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato em fermentagdes sucessivas.

Apo6s as andlises fisico-quimicas e polinicas ao mel de segunda categoria,
utilizado na producédo de hidromel, constatou-se que este mel de Tras-os-Montes, é um
produto alimentar de boa qualidade, que cumpre todos os requisitos descritos no
Decreto-Lei n°214/2003 de 18 de Setembro, e como tal pode ser utilizado na producao
de hidromel.

Relativamente a producdo de hidromel os resultados obtidos indicam que é
possivel conduzir a fermentacdo alcoodlica do mosto-mel utilizando leveduras
imobilizadas em esferas com diferentes concentragdes de alginato. Nas células
imobilizadas com 2% e 4% de alginato a velocidade de consumo de substrato, a partir
da primeira reutilizacdo foi superior ao processo realizado com ceélulas livres,
permitindo que a fermentacdo terminasse 24h ou 48h mais cedo. Verificou-se também
que o consumo de acgucares nas diferentes reutilizacdes de células imobilizadas e nas
células livres apresentou um perfil semelhante, apesar de, na segunda e restantes
reutilizagdes o consumo terminar as 72 horas e, na primeira reutilizacdo e no ensaio
com células livres terminar as 96 horas.

A imobilizacdo de células ndo influenciou de forma significativa alguns
parametros enoldgicos como o rendimento dos aglcares consumidos/etanol, o teor
alcoolico, o pH e a acidez total. Relativamente a acidez volatil, apesar de se ter
verificado um ligeiro aumento, o valor obtido foi inferior ao limite legal (1,2 g/L) para o
vinho branco. Verificou-se uma diminuicdo da producdo de SOx.

A concentracdo de alginato (2 e 4%) néo influenciou significativamente quer 0s
parametros utilizados para monitorizar o processo fermentativo quer as caracteristicas
do hidromel. Quanto & estabilidade mecénica das esferas, verificou-se que as de 4% de
alginato foram mecanicamente mais estaveis, permitindo um maior ndmero de

reutilizagdes, tornando o processo mais econémico.
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Para as duas concentracfes de alginato o numero de células aumentou da
primeira & quarta reutilizacdo, enquanto entre a quarta e a quinta ndo se verificaram
diferengas, indicando que a matriz utilizada para a imobilizacdo ndo é a mais adequada

para a producdo de hidromel.
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ANexos



6 Anexos

6.1 Anexo I: Reagentes utilizadas para a caracterizacao fisico-quimica e polinica

do mel

v Solucao alcodlica de fenolftaleina
Dissolver 1 g de fenolftaleina em 60 mL de alcool e diluir com agua destilada até
100 mL.

v Solucao de Carrez |
Dissolver 15 g de ferrocianeto de potassio trihidratado em &gua destilada e

perfazer o volume até 100 mL.

v Solucao de Carrez Il
Dissolver 30 g de acetato de zinco dihidratado em agua destilada e perfazer o

volume até 100 mL.

v Solucao de bissulfito de s6dio a 0.2% (validade de 24 horas)
Num baldo de 100 ml, pipetar 0,38 ml de bissulfito de sddio e perfazer o volume

com agua destilada.

v Solucdo tampéo acetato pH 5,3
Dissolver 87 g de acetato de sodio trihidratado em 400 mL de agua destilada, num
baldo volumétrico de 500 mL. Adicionar 10,5 mL de acido acético glacial (4,4) e
perfazer com agua destilada até 500 mL. Ajustar o pH, se necessario, com acetato de
sodio ou &cido acetico.

v" Solucao stock de iodo

Dissolver 22 g de iodeto de potassio (p.a.) em 40 mL de agua destilada. Adicionar

8,8 g de iodo (p.a.), dissolver e perfazer o volume de 1 L com agua destilada.
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v" Solucéo de iodo 0,0007 N (solucdo com validade de 48 horas)
Dissolver 20 g de iodeto de potéssio (p.a.) em 40 mL de &gua destilada, num baldo
volumétrico de 500 mL. Adicionar 5 mL de solugdo stock de iodo e perfazer o volume

até 500 mL com agua destilada.

v Solucgao de iodo 0,02 N (solugéo diaria)
Dissolver 20 g de iodeto de potéssio (p.a.) em 40 mL de &gua destilada, num baldo
volumétrico de 500 mL. Adicionar 143 mL de solucdo stock de iodo e perfazer o

volume até 500 mL com agua destilada.

v" Solucao de cloreto de sédio 0,5M
Dissolver 14,5 g de cloreto de sddio (p.a.) em agua destilada e completar até 500

mL.

v Solucdo de amido (o indice de azul tem que estar compreendido entre 0,5 e
0,55)

Dissolver 1 g de amido anidro em 45 mL de agua destilada, num copo de 50 mL.
Levar rapidamente a ebulicdo, agitando sempre, durante 3 minutos. Deixar arrefecer a
temperatura ambiente. Adicionar 2,5 ml de tampéo acetato pH 3,5. Transferir para um
baldo volumétrico de 100 mL, colocar em banho-maria a 40°C, e perfazer o volume com
agua destilada.

Num baldo volumétrico de 100 mL, colocar 75 mL de &gua destilada, 1 mL de
acido cloridrico 1 N, 1,5 mL de solucdo de iodo 0,02 N, adicionar 0,5 mL de cozimento
de amido e perfazer o volume de 100 mL com agua destilada. Deixar repousar durante 1
hora no escuro e ler a absorvancia a 660 nm. Usar como branco, uma solucdo de
composicao idéntica excepto cozimento de amido. O valor de absorvancia é igual ao
valor de indice de azul, e para valores ndo compreendidos entre 0,5 e 0,55, é necessario

ajustar a massa de amido anidro pesada.
v Solucao de Fehling A

Dissolver 69,28 g de sulfato de cobre pentahidratado em &gua destilada, e perfazer

o volume até 1 L. Deixar repousar 1 dia antes de usar.
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v Solucéo de Fehling B
Dissolver 346 g de tartarato de sodio potéssio tetrahidratado e 100 g de hidrdxido
de sddio (NaOH) em &gua destilada, perfazer o volume até 1 L e filtrar.

v Solucao de azul-de-metileno (0.2%o)
Dissolver 2 g de azul-de-metileno em agua destilada e diluiu-se até 1 L.

v Glicerogelatina
Pesar 7 g de folhas de gelatina, cortadas em pedacos pequenos, colocar num copo
de 100 mL e adicionar 42 mL de &gua destilada. Deixar repousar durante 2 horas.
Adicionar a gelatina, agitando sempre, 50 g de glicerina concentrada e 0,5 g de fenol.
Aguecer a mistura durante 15 minutos e adicionar umas gotas de fucsina basica. Filtrar

a solucdo através de 1a de vidro e recolher o filtrado para uma placa de Petri.

Solucdo corante de fucsina basica

Dissolver 0,5 g de fucsina basica em 1 mL de etanol 70%, e perfazer o volume de

150 mL com &gua destilada
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6.2 Anexo Il: Reagentes utilizadas para a producéo de hidromel

v" Meio YPD s6lido
20 g Agar,
10 g Peptona;
5 g Extrato de leveduras;
20 g Glucose;
1 L Agua destilada.

Dissolver todos os componentes num litro de dgua e autoclavar a 121°C durante

20 minutos. Distribuir cerca de 10 mL de meio por cada placa de Petri e deixar
solidificar.

v" DNS
Dissolver 2g de DNS em 40 mL de NaOH 2M a 80°C. Simultaneamente dilui-se
60g de tartarato duplo de sdédio e potassio (Sal de Rochelle) em 100 mL de &gua
destilada. Apds dissolucdo completa, misturar duas solucdes e perfazer o volume de 200

mL de agua destilada. A solucdo € conservada num frasco e local escuro.

v" Azul de bromotimol 0, 4%
Dissolver 4g de azul de bromotimol em 200 cm® de alcool. Juntar 200 cm® de

agua destilada sem CO, e NaOH 1N até ficar azul. Perfazer até 1 L com agua destilada.

v Solucdo de NaOH a 1IN

Dissolver 40g de NaOH em &gua destilada e perfazer o volume até 1000 mL

v Solucédo de NaOH a 0,1N
Diluir 100 mL de NaOH a 1N em 900 mL de agua destilada.

v Solugdo de NaOH a 0,05N
Diluir 500 mL de NaOH a 0,1N em 500 mL de agua destilada.

v Solucéo de cozimento de amido a 1%

Dissolver 1 g de amido em 100 mL de &gua destilada, ferver e deixar arrefecer.
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v Solucéo de H,SO4 a 1/3
Misturar 1 volume de H,SO4 para 2 volumes de agua destilada.

v Solucéo de iodo a 0,02N
Preparar uma solucdo de iodo a 0,1N. Dissolver 2g de iodeto de potassio em 3-4
mL de agua destilada. Pesar 1,27 g de iodo I, (reagent grade) e transferir para a solugao
de iodeto de potassio. Transferir para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume com agua destilada.
Diluir 50 mL da solucdo de iodo 0,1 N com &gua destilada para um volume de

250 mL.
v Solucao de fenolftaleina a 1%

Dissolver 1 g de fenolftaleina em 60 mL de alcool e perfazer até 100 mL com

agua destilada.
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