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APRESENTACAO

Empresas do segmento de alimentos e bebidas que adotam inovacédo e
tecnologia em seus produtos, processos e servigos sao reconhecidas e valorizadas
pelo consumidor, consequentemente competitivas no mercado. A area industrial
alimenticia é apenas uma das inUmeras op¢des que 0 engenheiro quimico tem como
campo de trabalho. Mas dentro desta, suas atribuicbes sé&o variadas, formando um
profissional capaz de atuar em multiplas tarefas.

A necessidade de novas tecnologias na industria de alimentos requer otimizacéo
dos processos de transformacéo e fabricacdo, desenvolvimento de novos produtos,
avanco da biotecnologia, garantia no controle da qualidade dos produtos, andlise
econbmica dos processos, além da garantia do controle ambiental dos rejeitos e
efluentes industriais.

A inovacéo é fundamental para o desenvolvimento de qualquer empresa. No
setor de alimentos ndo é diferente, e cada vez mais os consumidores desejam
consumir novos produtos que consigam aliar sabor, nutricdo, qualidade e seguranca.
Assim como uma destinacao correta de residuos e uso de subprodutos que favorecem
consumidor e meio ambiente.

Neste segundo volume, apresentamos inovagdes tecnologicas na Engenharia
Quimica no setor de alimentos e residuos de alimentos com estudos estatisticos
de controle e processos, modelagem matematica, estudo cinético, sinteses,
caracterizacdes, avaliacdo de propriedades, rendimento e controle analitico.

A Industria Alimentar esta em evolugcédo constante e a tecnologia desempenha
um papel cada vez mais importante neste setor. Os avancos cientificos e técnicos
permitem hoje produzir alimentos e bebidas que se adaptam melhor a procura dos
consumidores de uma forma segura, com processos produtivos mais sustentaveis e
eficientes, cobrindo a procura dos mercados globais.

Convidamos vocé a conhecer os trabalhos expostos neste volume relacionados
com alimentos, bebidas, residuos de alimentos com utilizagdo tecnoldgica de novos
recursos para o produto ou processo.

Bons estudos.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 8

ESTUDO CINETICO DA PRODUCAO DE HIDROMEL
PELAS CEPAS Saccharomyces cerevisiae LALVIN 71B
1122 E Saccharomyces bayanus RED STAR PREMIER

Ana Katerine de Carvalho Lima Lobato
Universidade Salvador, Escola de Arquitetura,
Engenharia e Tl

Universidade Federal da Bahia, Programa de Pés-
graduacao em Engenharia Quimica

Salvador — Bahia
Lucas Gois Brandao

Universidade Salvador, Escola de Arquitetura,
Engenharia e Tl

Salvador — Bahia
Victor Hoffmann Barroso

Universidade Salvador, Escola de Arquitetura,
Engenharia e Tl

Salvador — Bahia

RESUMO: O hidromel é uma bebida alcodlica
muito apreciada em diversas culturas e teve
um papel importante na histéria humana. Os
primeiros relatos sobre essa bebida datam
por volta de 1700 a 1100 anos a.c. No Brasil,
a consumo de hidromel vem crescendo e com
isso a necessidade desenvolver de estudos
sobre essa bebida. Este trabalho visa avaliar
a eficiéncia das leveduras Saccharomyces
cerevisiae Lalvin 71b 1122 e Saccharomyces
bayanus Red Star Premier Blank na producéao
de hidromel. Para isso foram realizados cultivos
em batelada utilizando um fermentadorde 1,5L e
avaliado a evolucao dos perfis de concentracéao
de células, substratos e produto, como também
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BLANK

os parametros fermentativos de produtividade
e fatores de conversao. A cepa que apresentou
maior produtividade em biomassa (0,0072
g.L".h"), em produto (0,3635 g.L".h"), como
também os maiores fatores de conversao (Y,
=0,0128, Y, = 0,0280 e Y, =0,4576) foi a S.
cerevisiae Lalvin 71b-1122. Pela anélise das
curvas de ajustes foi possivel concluir que é
possivel reduzir a concentracdo de acucares
iniciais como também o tempo de fermentacéo.
PALAVRAS-CHAVES:
Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122,

hidromel, cinética,
Saccharomyces bayanus Red Star Premier
Blank .

ABSTRACT: Mead is an alcoholic beverage
widely appreciated in many cultures and has
played an important role in human history. The
earliestreports on this drink date from about 1700
to 1100 years a.c. In Brazil, the consumption
of mead is increasing and it is necessary that
studies on this beverage be developed. This
work aims to evaluate the efficiency of the yeasts
Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 and
Saccharomyces bayanus Red Star Premier
Blank in the production of mead. For this, batch
cultures were carried outin a 1.5L fermenter and
the evolution of the cell, substrate and product
concentration profiles was evaluated, as well as
the fermentative parameters of productivity and
conversion factors. The strain with the highest
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biomass yield (0.0072 g.L".h"), in product (0.3635 g.L'.h""), as well as the highest
conversion factors (Y, ,=0.0128, Y, ,=0.0280 e Y, ,=0.4576) was S. cerevisiae Lalvin
71b-1122.

KEYWORDS: Mead, kinetic, Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122,
Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank

XIS

11 INTRODUCAO

O hidromel é uma bebida alcodlica que contém entre 8 e 18% de alcool por
volume, sendo produzido através da fermentacao, realizada por leveduras (IGLESIAS
et al., 2014). Ao longo do processo de fermentacéo, as leveduras sao afetadas por
uma sucessao de condicoes de estresse que afetam sua viabilidade e eficiéncia de
fermentacao (BORGES, 2008). Entre as condi¢cbes de estresse as mais relevantes sao
a alta concentragcéo de agucar, o baixo pH no mosto, a temperatura e, a medida que
a fermentacéo progride, o acimulo de etanol no meio fermentado (BORGES, 2008).
E de suma importancia utilizar uma levedura que, em meio as condi¢des de estresse,
possua uma boa eficiéncia na fermentacdo. Essa eficiéncia pode ser mensurada a
partir de estudos dos parametros cinéticos da fermentacéao (VIEGAS, 2003).

O estudo da cinética dos processos € fundamental para o entendimento das
transformagdes que ocorrem durante a fermentacdo, e tem o objetivo basico de
quantificar a taxas de crescimento celular, de consumo de substrato e formacgéo
de produtos (VIEGAS, 2003). Dessa maneira, o estudo cinético se mostra vital nas
tomadas de decisao para a producéo de hidromel. Por exemplo, escolher um tipo de
levedura baseado nesse estudo aumenta a eficiéncia do processo, diminuindo custos
e otimizando a producéo.

O campo da cinética de fermentacéao ja vem sendo explorado. Gomes e Barradas
(2013) teve como objetivo, comparar as leveduras Saccharomyces cerevisiae Fermol®
Reims Champagne e ICV® D47 e descobrir em quais condi¢cdes a fermentacao
apresenta os melhores resultados para otimizacao da producéo de hidromel. Para isso
foi comparado o consumo de substrato (glicose e frutose), crescimento populacional e
producao de etanol, 4cido acético e glicerol. Os autores concluiram que a cepa Fermol®
Reims Champagne a uma temperatura entre 24°C e 29°C e uma concentracao de sais
entre 85 e 100 g.L" obteve os melhores rendimentos de etanol, bem como de acido
acetico.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a cinética da fermentacao alcodlica
na producédo do hidromel pelas cepas Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 e
Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank.

Impactos das Tecnologias na Engenharia Quimica 2 Capitulo 8
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2.1 Histoérico do hidromel

Segundo a literatura arqueoldgica, a origem do hidromel provavelmente vem
dos paises Africanos, de onde logo foi levado para as regides da bacia mediterranea
e para alguns paises da Europa, desempenhando um papel importante nas antigas
civilizacdes. Esses povos acreditavam que essa bebida, apreciada por nobres e deuses,
forneceria imortalidade, conhecimento, virilidade, fertilidade e forca (IGLESIAS et al.,
2014).

A primeira descricdo sobre o hidromel foi citada no Rifved, livros dos Hinos, a
sua escritura foi por volta de 1.700 a 1.100 a.C., sendo o documento mais antigo da
literatura hindu. Assim como este documento, houveram outros relatos sobre hidromel
em outras regides, como os escritores romanos Lucius Junius Moderatus (Columella)
relata-se ao dedicar a agricultura, em seu livro De re Rustica (42 d.C.) e o naturalista
Plinio (Velho), em sua obra Naturalis Historia (77 d.C.), onde relata a utilizacédo do mel
para a producéo do hidromel, descrevendo detalhadamente o processo tradicional da
bebida (IGLESIAS et al., 2014).

2.2 Legislacao brasileira para hidromel

O hidromel, segundo o Decreto n° 6.871 de 4 de julho de 2009, “... é a bebida
com graduacéo alcodlica de 4 a 14 % em volume, 20 °C, obtida pela fermentagéo
alcodlica de solucédo de mel de abelha, sais nutrientes e agua potavel” (BRASIL, 2012).
A Instrucao Normativa n° 34 de 29 novembro de 2012 estabelece os parametros legais
para o hidromel, além de ressaltar que nao é permitido o uso de agucar (sacarose)
para a elaboracdo dessa bebida (BRASIL, 2012). De acordo com este instrumento
legal, o hidromel pode ser classificado em seco ou suave, de acordo com a quantidade
de acucar na bebida, como mostrado na Tabela 1 (BRASIL, 2012). O hidromel em sua
fermentacdo possui uma quantidade aceitavel de acido acético, comumente chamada
de acidez volatil, o limite maximo aceito é de 20 mEq L' (BRASIL, 2012). A acidez
fixa, que corresponde aos acidos tartarico, sulfurico, citrico entre outros, representam
0s acidos que nao séo arrastados pelo vapor da agua, e seu limite minimo dentro da
legislacéo é de 30 mEq L' (BRASIL, 2012). Pode-se conferir que para a acidez total,
proveniente dos 4cidos organicos, onde seu valor é determinado pela soma da acidez
fixa e a acidez volatil, tem-se um limite classificado pela legislagao brasileira, que varia
entre 50 a 130 mEq L"(BRASIL, 2012). A 4gua usada para a producao de hidromel
tem uma quantidade aceitaveis de cloro, tendo 0,5 o seu limite maximo em g L'. Na
producéo da bebida alcodlica é utilizada uma pequena quantidade de anidrido sulfuroso
para aumentar o tempo de prateleira do produto, sendo que o maximo para hidromel
€ de 0,35 g L' (BRASIL, 2012). As cinzas ou extrato seco total se referem a matéria
organica e inorganica nao volatil tendo um limite minimo de 1,5 g.L' (BRASIL, 2012).
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Enquanto o extrato seco reduzido é apenas o extrato seco total menos a quantidade
de acgucares totais, tendo um limite minimo de 7 g.L" para o hidromel (BRASIL, 2012).

Parametros Limite minimo Limite maximo Classificacao
Acidez volatil (mEq.L") --- 20
Acidez fixa (mEq.L") 30 ---
Acidez total (mEq.L")"! 50 130
Cloretos totais (g.L") 0,5
Anidrido sulfuroso (g.L™) 0,35
Cinzas (g.L") 1,5 ---
Extrato seco reduzido (g.L") 7
Graduacao alcodlica (% v/v) a 20°C 4 14
Teor de acucar (g.L ") <3 Seco
>3 Suave

Tabela 1. Parametros legais para o hidromel.

Fonte: Instrucdo normativa n° 34 (Brasil, 2012).

2.3 Processo de producao do hidromel

O hidromel é produzido segundo as etapas apresentadas no fluxograma da
Figura 1 e descritas nos itens subsequentes.

Preparacio do Controle de pH _ Adicdo de
Mosto : Nutrientes
L
Fermentacdo Preparo do Escolha da Cepa
Indculo
L 3
Maturagdo Clarificac3o

Figura 1. Fluxograma do processamento do hidromel (GOMES; BARRADAS, 2013).

2.3.1 Preparagéao do mosto

O mel é a principal matéria-prima na producao de hidromel, ele influencia
diretamente nas caracteristicas do mesmo (RAMALHOSA et al., 2011). Entretanto,
para se produzir hidromel, deve-se diluir o mel utilizando agua para evitar complicagdes
na fermentacdo (SROKA; TUSZYNSKI, 2007). As diluicbes (mel:agua) mais usuais
séo 1:0,5; 1:1; 1:2 e 1:3 (v/v). Nas misturas que contém concentra¢cdes mais elevadas
de acucar (1:0,5 e 1:1) pode ocorrer a inibicdo da levedura, devido a elevada pressao
osmotica. Dessa forma, € necessario fracionar a quantidade de mel antes do processo
de fermentacdo (SROKA; TUSZYNSKI, 2007). Caso o mel esteja cristalizado, pode
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ser aquecido até 60 ou 65 °C para sua liquefacéo, antes da sua diluicdo em agua.

2.3.2 Controle Do PH

E importante manter o pH do mosto entre 3,7 a 4,0 para iniciar a fermentacéo.
Para isso sao posto alguns aditivos como bicarbonato de potassio que irdo regular essa
faixa. Manter o pH na faixa ideal favorecera o crescimento das leveduras e promovera
o equilibrio da acidez fixa na bebida final (SCHMIDELL, 2001).

2.3.3 Adicédo de nutrientes

Mesmo com a quantidade nutricional do mel, sua composicao nao chega a ser
suficiente para nutrir a levedura usada no processo de fermentacdo da bebida, logo
ha uma necessidade de incluir ingredientes para a eficicia da taxa de producéo.
Geralmente sao utilizados tartarato de potassio, fosfato de diaménio, cloreto de
amonia, bicarbonato de potassio, acido citrico entre outros sais que sao utilizados nao
s6 para regulacao do pH do processo mas também para nutricdo da levedura devido
a falta de nutrientes do mel (GUPTA; SHARMA, 2009).

2.3.4 Escolha da cepa

Existem varios tipos de leveduras que podem ser usadas para producdo de
hidromel, porém as cepas usualmente utilizadas sdo as de producéo de vinho ou
cerveja, visando garantir um sabor e aroma agradavel a bebida (SCHULLER; CASAL,
2005). As mais comuns a serem utilizadas sao as cepas da espécie Saccharomyces
cerevisiae, mas outras espécies como Saccharomyces bayanus também podem ser
utilizadas devido aos resultados préximos na fermentacdo e de suas caracteristicas
como resisténcia ao alcool e capacidade de processar acidos malicos (GUAN, 2013).

Existem empresas especializadas em oferecer cepas especificas para
fermentacdo. As empresas LALVIN e Red Star tem uma variedade de cepas que
podem ser escolhidas para producéo de hidromel. Uma delas é a cepa Saccharomyces
cerevisiae Lalvin 71b 1122 pois apresenta a capacidade de processar acidos malicos,
sua necessidade nutricional é baixa, sua fermentacéo pode ocorrer nas temperaturas
de 15 a 30°C e durante a fermentacéo o mosto pode atingir um teor alcodlico de até
14%. Outra cepa de interesse para producao de hidromel € a Saccharomyces bayanus
Red Star Premier Blank, que tem a capacidade de sobreviver a mostos altamente
densos e alcoodlicos, possui uma média necessidade nutricional, sua fermentacéo é de
alta velocidade, a faixa de temperatura da fermentacéo é entre 15 a 30°C, e o mosto
fermentado pode atingir 18% de teor alcodlico.
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2.3.5 Preparo do inoculo

A liofilizacdo € um processo que tem por objetivo estabilizar os produtos
(diminuicao da atividade de agua) através de uma série de operagdes em que O
material é submetido durante o processamento: congelamento, sublimagéo, secagem
a vacuo e armazenagem do produto. Assim obtém-se produtos de qualidade superior,
facil reconstituicdo (hidratacéo) e longa vida de prateleira (OETTERER, 2006). As
empresas Lalvin e Red Star utilizam dessas técnicas para aumentar a vida util de
seus produtos. Entretanto é necessario a reidratacao do fermento para realizacéo da
fermentacao (LALVIN, 2001).

2.3.6 Fermentacao

A fermentagcdo alcodlica € um processo biolégico no qual agucares como a
glicose, frutose e sacarose sdo convertidos em energia celular com producédo de
etanol e didxido de carbono como residuos metabdlicos. Como este processo pode
ser realizado sem a presenca de oxigénio € considerado um processo anaerébico. No
processo fermentativo, é de suma importancia conhecer todas as suas caracteristicas
como o comportamento da célula viva (substrato) que iremos utilizar, bem como o
produto que queremos gerar a partir do substrato. Sendo assim, necessario ter total
controle dos requisitos minimos para que 0 bioprocesso ocorra, como a esterilidade
do meio, agitacao e aeracao empregada sem que ocorra o cisalhamento, temperatura,
pH, nutricdo e um rapido e eficiente sistema de limpeza (BENZ, 2011). Os biorreatores
operam apenas com células vivas ou enzimas (microbiana, animais ou vegetais) que
se comportam de maneiras diferentes mesmo com a utilizagdo da mesma cepa, uma
vez que pode ser influenciado pela sua via metabdlica, o que ira alterar a produtividade
e gerar diferentes produtos. O biorreator mais utilizado € o reator de tanque agitado
(BENZ, 2011). O processo fermentativo geralmente é realizado a 18°C, usado
geralmente a espécie Saccharomyces cerevisiae (GUPTA; SHARMA, 2009). Porém,
segundo Iglesias et al. (2014) as producdes mais rapidas sao realizadas a 25°C.
Todavia altas velocidades de reagdo nem sempre significa qualidade sensorial do
produto. O tempo de fermentacéo pode durar até 80 dias dependendo das condi¢des
em que a levedura se encontra e da quantidade de alcool requerida (IGLESIAS et al.,
2014).

2.3.7 Maturagdo

Depois de fermentado, o hidromel & colocado em um estado de repouso para
que entre em seu estado de maturacédo, onde a temperatura é reduzida, entre 0 a
5°C, para que os microorganismos entrem num estado de inatividade e possam se
sedimentar para, posteriormente, serem separados da bebida (GUPTA; SHARMA,
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2009). A maturacao tem um tempo variado de duracéao, ird depender do tipo de
hidromel produzido, sendo que, o hidromel tradicional necessita de um periodo de 2 a
8 semanas de maturacdo (GUPTA; SHARMA; 2009).

2.3.8 Clarificacao

No hidromel apds sua maturacédo, nem todas as particulas de levedura e
materiais suspensos foram decantados, entédo € empregado o método de filtracéo e
uso de agentes clarificantes. Diversos agentes podem ser aplicados, como a argila
bentonita, para uma sedimentacao de particulas insoluveis na bebida, permitindo uma
clarificagao do produto (GUPTA; SHARMA, 2009).

2.4 Cinética de processos fermentativos

O estudo cinético da fermentacao alcodlica se mostra de suma importancia para
compreensdo, otimizagcdo e ampliacdo de escala do processo fermentativo. Para
isso é necessario quantificar a variacdo dos principais componentes do sistema ao
longo do tempo de processo visando a geracao das curvas de ajustes e o calculo dos
parametros cinéticos, como produtividades e fatores de converséao.

Para ser avaliada a produtividade em biomassa e em produto &€ necessario
identificar o ponto de maior concentragéo dessas variaveis (X e P_, respectivamente)
no processo e comparar com o ponto inicial da produgéo (X, e P,), e podem ser
calculadas pelas Equacgdes 1 e 2:

Px =

X —X
- u Equagdo1 Pr = ’ Equacéo 2
Iy Lp

Onde t, f nao sdo necessariamente iguais. Considera-se que a concentragao
inicial do produto € desprezivel frente ao seu valor final ou maximo, (SCHMIDELL et
al., 2001). Essas unidades séo dadas em (massa) x (volume)™ x (tempo)™.

Outros parametros a serem analisados sdao os fatores de conversao, que
correlacionam os valores de reprodu¢do do microrganismo, o consumo de substrato
e a formacéo de produto em um determinado tempo t de fermentacdo. Os quais séo
definidos pelas Equacdes 3, 4, 5:

X-Xo X -Xo P-Py

Y% = =S Equacao 3 Y’% = P_P, Equagdo4 Y

- S =8

31 METODOLOGIA

Ametodologia aplicada no trabalho foi dividida em 5 etapas: limpeza dos materiais,
preparacdo do mosto, preparo do indculo, fermentacéo e as analises quantitativas.
Essa ultima etapa € dividida em 3 sub-etapas que visam quantificar o teor de sélidos
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soluveis, teor alcodlico e crescimento celular. As etapas de maturacéo e clarificagdo
nao foram incluidas, pois elas ndo interferem nos estudos cinéticos. A Figura 2 ilustra
o fluxograma com as principais etapas do trabalho.

Limpeza dos Materiais o Preparagio do Mosto s Preparodo Indculo

k4
Andlise Quantitativa |, Fermentagdo

Figura 2. Fluxograma das etapas realizadas no trabalho.

3.1 Limpeza dos materiais

Todos 0s equipamentos e materiais que entraram em contato com o meio de
cultura e seus componentes ou a levedura foram devidamente lavados com detergente
e agua. Posteriormente a lavagem foi utilizado alcool 70% para limpar os equipamentos
devido a sua capacidade bactericida e germicida (ROCHON-EDOUARD, 2004).

3.2 Preparacao do mosto

Foi utilizado no processo o mel de abelha silvestre proveniente da regidao de
Anguera na Bahia, o qual foi aquecido em banho maria até atingir a temperatura
de 60°C. Nessa temperatura, a maioria dos microrganismos presentes no mel nao
sobrevive e seus nutrientes s&o conservados (PIATZ, 2014). A partir desse momento
250 mL do mel foi diluido em 1 litro de agua mineral obedecendo a proporcéo de 1:3
(v/v) evitando assim trabalhar em elevada pressdo osmética (SROKA; TUSZYNSKI,
2007). Nessa etapa nao houve controle do pH e adicdo de nutrientes, pois o objetivo
do trabalho é comparar a eficiéncia das cepas em um mesmo ambiente.

3.3 Preparo do in6culo

Foram utilizadas duas cepas a Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 e a
Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank, as quais foram obtidas através da
compra das respectivas empresas. As cepas estavam na foram liofilizada e foram
reativadas segundo o procedimento a seguir. Antes da inoculacdo da levedura
preparou-se uma solucédo de 50 mL composta por 34 mL de agua mineral e 16 mL
do mosto produzido na etapa anterior(LALVIN, 2017). Essa solucéo foi aquecida até
atingir uma temperatura de 40°C, ideal para a levedura se desenvolver. Durante o
aquecimento, foi pesado 0,312g da levedura liofilizada e quando a solugao atingiu a
temperatura ideal, a levedura foi adicionada. Depois disso, a reproducéao da levedura
se estendeu por um periodo de 20 minutos, sob agitacdo com um bastao de vidro
(LALVIN, 2017). Esse procedimento foi realizado para as duas cepas estudadas.
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3.4 Processo fermentativo

Foram realizados dois ensaios, cada um com uma cepa diferente. Dessa forma
foram utilizados dois biorreatores de 1,5 litros para a fermentacdo aos quais foram
instalados valvulas Air Lock (Figuras 3) para garantir a saida do CO, formado e evitar
a entrada de O, na mistura (PIATZ, 2014). Foram adicionados 1,25 litros de mosto e 50
mL de inoculo no biorreator. Durante a fermentacéo, os biorreatores foram mantidos
em uma incubadora da marca Sterilifer modelo SX 1.0 a uma temperatura de 22°C
durante 192 horas para que as cepas tivessem uma boa taxa metabdlica (GOMES;
BARRADAS, 2013). Durante esse periodo foram retiradas amostras, em triplicatas, de
12 em 12 horas durante as primeiras 96 horas de fermentacao. Depois desse periodo
houve uma pausa de 48 horas até as prdximas amostras serem retiradas com um
intervalo de 24 horas até o final da fermentacédo. Essas amostras foram analisadas
guanto ao teor de solidos soluveis, etanol e concentragao celular.

(a) (b)

Figura 3. Tanque de fermentacéo utilizado para a producdo de hidromel com a levedura
Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 (a) e Saccharomyces bayanus Red Star Premier
Blank (b)

3.5 Analise quantitativa

3.5.1 Concentragédo celular

A quantificacdo da biomassa foi medida por densidade 6tica e depois convertida
em concentracdo utilizando uma curva de calibracdo construida com concentracées
conhecidas da biomassa. Nos intervalos de tempo pré-determinados retirou-se
amostras de 15 mL, as mesmas foram centrifugadas utilizando a centrifuga da marca
INBRAS modelo ALB 32/15 4.0 durante 15 minutos a 3600 rpm, depois retirou-se
0 sobrenadante, que foi utilizado para as analises posteriores, e a biomassa foi
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ressuspensa com agua destilada. Repetiu-se esta operacéo duas vezes. As lavagens
tem o objetivo de retirar parte das impurezas contidas na biomassa provenientes do
meio fermentado. As amostras lavadas eram entao ressuspensas em 15 mL de agua
destilada e homogeneizadas através de agitacdo vigorosa, com as quais eram lidas as
absorbancias, em um espectrofotdmetro da marca Nova Instruments modelo UV-VIS
no comprimento de onde de 600 nm, utilizando a agua destilada como branco. Essa
primeira leitura ndo podia ser superior a 0,5, caso isso ocorresse fazia-se as diluicbes
com 5 mL de 4gua destilada (TRIBOLI, 1989).

Para construcéo da curva de calibragao adotou-se concentracdées conhecidas de
biomassa, concentracdes estas obtidas por massa seca. A concentracdo celular com
massa seca foi determinada com a ultima amostra de cada fermentacao. Este método
consiste em separar as células do meio, seca-las e pesa-las (TRIBOLI, 1989). Dessa
forma 15 mL da amostra do meio fermentado no tempo de 192h foi centrifugada por
15 minutos a 3600 rpm, o sobrenadante foi descartado e a massa foi ressuspensa em
15mL de agua destilada, procedimento esse que foi repetido duas vezes. Depois do
ultimo procedimento o sobrenadante foi descartado e a amostra foi pesada (massa
umida), colocada na estufa a 105°C por 24 horas e pesada (massa seca). Com o valor
da massa seca da amostra, a biomassa seca foi ressuspensa com agua destilada e
sua densidade otica foi verificada. Essa etapa foi repetida 9 vezes, em cada uma delas
houve uma diluicdo da amostra até se obter uma densidade Otica proxima de zero.
Com esses pontos de densidade o6tica, foi possivel gerar uma curva (concentracéo
versus densidade 6tica) bem como sua equacéo. Para isso foi utilizado o programa
Microsoft Excel 2010. De posse da equacgao, substituimos os valores de densidade
Otica encontrada nas amostras anteriores para encontrar a concentracéo de células
em gramas por litro.

3.5.2 Teor de sdlidos soluveis

Para quantificar os acucares presentes na amostra, foi utilizado 3 gotas do
sobrenadante, obtido no item 4.5.1, e um Refratbmetro de Bancada Digital ABBE
marca Polax modelo Wya-2S. A quantidade de acgucares foi medida em o °Brix e
posteriormente convertida em concentracéo através da correlagédo linear dada pela
Equacédo 6 (TORRES NETO et al., 2006),

CA= 10, 13 * (°Brix) + 1,445 Equacao 6

Onde, CA corresponde a concentracao dos agucares presentes em gramas por
litro.
3.56.3 Teor de etanol
O calculo da porcentagem de alcool na mistura foi realizado de acordo com a
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Equacéo 7.
ABV = (Densidade original — Densidade final) = 131,25 Equacéao 7

Onde ABV (Alcohol by volume) corresponde a porcentagem de alcool por volume
de mosto, a densidade original foi a densidade encontrada no tempo zero e a densidade
final se refere a encontrada no tempo da amostragem. O valor de 131,25 foi obtido
através de teste empirico segundo Piatz, 2014. Para obter o valor em g.L", o valor
ABYV foi multiplicado pela densidade do etanol (789 g.L™)

Para encontrar a densidade da amostra foi utilizado o sobrenadante diminuindo,
assim, a influéncia da levedura na analise. As densidades foram encontradas a partir
do °Brix utilizando a Tabela 2.

°Brix Densidade °Brix Densidade
26,1 1,1107 24,6 1,1037
23,9 1,1006 23,1 1,0969
22,3 1,0933 21,7 1,0906
21,1 1,0879 20,6 1,0857
20,2 1,0839 19,5 1,0807
18,5 1,0763 17,2 1,0706
15,9 1,065 15,4 1,0628
14,7 1,0598 14 1,0568
13,5 1,0547 12,1 1,0488
11,5 1,0463 10,8 1,0433

Tabela 2. Tabela de conversao de °Brix para Densidade reduzida (United States of America,
1981).

3.5.4 Calculo dos parametros cinéticos

Nessa etapa foram calculados os parametros cinéticos da fermentacdo. A
produtividade e os fatores de conversao foram calculados de acordo com as Equacgdes
1, 2, 3, 4 e 5. Apresentadas no item 3.4. Para calculo dos fatores de converséao levou-
se em consideracado os dados obtidos no ponto de maxima producéo de biomassa, ou
seja, no final da fase exponencial de crescimento celular.

4 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curvas de calibracao para biomassa

As Figuras 4 e 5 apresentam dados referente a variagdo da concentracao celular
(X) em funcéo da densidade otica (DO) para as cepas Saccharomyces cerevisiae
Lalvin 71b-1122 e Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank, respectivamente.
Baseado nesses dados obteve-se as correlacées entre essas duas variaveis e as
respectivas equacoes.
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Figura 4. Curva de calibragao para a cepa Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122.
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Figura 5. Curva de calibracédo para a cepa Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank.

4.2 Avaliacao do desempenho

As Figuras 6 e 7 apresentam as curvas de ajustes com relagao ao crescimento
celular, a producdo de etanol e ao consumo de substrato obtidas nas fermentacdes
com as cepas Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 e Saccharomyces bayanus
Red Star Premier Blank, respectivamente, em meio a base do mel de abelha silvestre
proveniente da regido de Anguera na Bahia.
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No progresso da fermentacao da cepa Lalvin 71b-1122 (Figura 6), pode-se notar

uma fase de lag entre 0 e 48 horas de fermentacdo, devido a uma adaptacdo da

levedura ao mosto. Entretanto entre 48 e 72 horas, a cepa iniciou seu reproducéo,

entrando na fase log. Ao final dessa fase obteve-se a concentracdo maxima de células

(3,77 g.L'"), com um substrato residual de 157,45 g.L' e 49,60 g.L" de produto gerado

(aproximadamente 6,3% de etanol).

Logo ap6s a fase de pico do crescimento celular, a geragao de produto comegou

a inibir o crescimento celular, levando a entrada da fase de declinio da fermentacéo até

o término, 192 horas. Ao final da fermentacgéo verificou-se que a concentracéo celular

atingiu 2,78 g.L", a de substrato 110,85 g.L"' e o produto atingiu sua concentragédo

maxima que foi de 69,80 g.L" (aproximadamente 8,8% de etanol).
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Figura 7. Variagédo da concentragéo celular (e), do consumo de substrato (@) e da producéo de
etanol (a) ao longo do tempo de fermentacao utilizando a levedura Saccharomyces bayanus
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No cultivo da cepa Red Star Premier Blank (Figura 7) verifica-se que nao houve
a fase lag, indicando que a cepa teve uma melhor adaptagcdo ao mosto utilizado.
Apresentou, assim, uma alta taxa de crescimento celular nas primeiras 36 horas de
fermentacao, visualizada na Figura 7 pela fase exponencial. O pico do crescimento
celular se deu ao final dessa fase onde a concentragédo de células atingiu seu maximo
(0,84 g.L'") em 36 horas de cultivo, o substrato consumindo atingiu uma concentracao
de 227,34 g.L" e o produto formando 18,02 g.L"' (aproximadamente 2,3% de etanol).

Ap0ss o pico, comegou haver inibicao do crescimento celular devido a presenca do
etanol no meio, logo a cepa entrou em sua fase de declinio até o final de fermentacao
nas 192 horas onde a concentracdo de biomassa atingiu o valor de 0,33 g.L", o
substrato residual foi de 143,26 g.L' e a maxima concentracao de produto foi de 55,81
g.L" (aproximadamente 7% de etanol).

Nas duas fermentacbes foi perceptivel que sobrou bastante substrato a ser
consumido, porém o hidromel produzido estava dentro das normas estabelecidas
pela portaria brasileira n°34 (Tabela 1) permitindo ser categorizado como hidromel
suave. Quanto ao teor de etanol, ambos, no final da fermentacao atingiram os valores
estipulados pela mesma portaria, entre 4 e 14%.

A avaliacdo do desempenho das cepas também foi realizada através das
produtividades e dos fatores de conversao. A Tabela 3 mostra os valores calculados.

Cepas P P
(9. L-¥h-1) (9. |_-$ h) Y(X/S) Y(X/P) Y(P/S)
S. cerevisiae Lalvin 71b 1122 0,0072 0,3635 0,0128 | 0,0280 0,4576
S. bayanus Red Star Premier 0,0013 0,2907 0,0067 | 0,0144 0,4681
Blank

Tabela 3. Produtividade em biomassa (P, ), em produto (P,) e fatores de converséo para as
cepas Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b 1122 e Saccharomyces bayanus Red star premier
blank.

Observa-se que a maior produtividade em células e em produto ocorreu
no cultivo com a cepa S. cerevisiae Lalvin 71b 1122 (0,0072 e 0,3635 g.L'00h")
respectivamente. O mesmo comportamento foi observado ao avaliar os fatores de
converséo evidenciando assim um melhor desempenho dessa cepa com relacéo a
S. bayanus Red Star Premier Blank, quando cultivadas nas mesmas condicbes de
processo.

Comparando os resultados da cepa S. cerevisiae Lalvin 71b 1122 com Gomes
(2013), o comportamento se mostrou semelhante, tanto em relacdo a duracéo da
fermentacao quanto em relagdo a concentracao de acucares. Nos dois estudos, o fim
da fase exponencial da fermentacdo ocorreu nas primeiras 72 horas. Apesar disso, a
eficiéncia encontrada da cepa Lalvin ICV D47 por Gomes (2013) se mostrou superior
ao desse estudo. A cepa estudada por eles apresentou ao final de 200 horas uma
concentracéo de etanol de 110 g.L' enquanto que no presente estudo o maximo
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atingido foi de cerca de 70 g.L™. Isso pode ter ocorrido devido as diferentes condi¢des
de fermentacéao, pois os autores utilizaram aditivos (tartarato de potassio, suplemento
de acido malico e fosfato de diamdnio) para melhorar a eficiéncia da fermentacgéao,
estratégia essa que nao foi utilizada no presente trabalho.

No estudo realizado por Pereira (2015), as duas cepas estudadas (QA23 e ICV
D47) obtiveram um 6timo resultado na fermentacdo. O consumo de substrato para
as duas foi alto. Ao final de 96 horas o substrato, que tinha 200 g.L-' no tempo zero,
chegou a 50 g.L". Isso aconteceu devido a suplementagédo com fosfato de diaménio.
Os autores também realizaram um estudo sem a suplementacéo. Ao final de 192 horas,
o substrato chegou a uma concentracédo de 75 g.L" para as duas cepas, resultados
bem inferiores ao atingindo no presente estudo.

51 CONCLUSAO

Através da avaliacdo das curvas de ajuste foi possivel concluir que, apesar da
cepa Saccharomyces cerevisiae Lalvin 71b-1122 precisar de uma fase de adaptacao
ao meio, a mesma apresentou maiores concentragdes celulares, maiores consumos
de substrato e maior tolerancia a presenca de etanol no meio quando comparada com
a cepa Saccharomyces bayanus Red Star Premier Blank. Comportamento esse que
foi confirmado ao avaliar os parametros cinéticos de produtividade e os fatores de
conversao. Verificou-se que, ao final da fase exponencial de crescimento (72 horas),
o fermentado produzido pela cepa Lalvin 71b-1122 ja apresentava as caracteristicas
desejaveis (teor de agucares e etanol) para ser classificado como hidromel, podendo
dessa forma reduzir o tempo de fermentacdo e consequentemente o custo do
processo. Também foi observado que a concentragdo de acgucar ao final do processo
foi muito maior do minimo necessario de acordo com a legislacéo brasileira, dessa
forma pode-se diminuir o custo do processo diminuindo a quantidade da matéria-prima
(mel) utilizada. Ao comparar os resultados encontrados com os da literatura pode-se
concluir que na fermentagcao das duas cepas nao foi realizada nenhum ajuste no meio
(a adicao de nutrientes ou controle de pH) podendo ser uma estratégia interessante
para futuros trabalhos visando acelerar a fermentacé&o e aumentar sua eficiéncia.
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