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RESUMO

MILESKI, Jo&do Paulo Fernando. Producdo e caracterizacdo de hidromel
utilizando diferentes cepas de leveduras Saccharomyces. 86 f. Dissertacdo de
Mestrado (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Londrina, 2016.

A apicultura é uma atividade econ6mica importante no Sudoeste do Parana e o
desenvolvimento de produtos a base de mel pode ser uma importante alternativa
para o escoamento da producdo e ao mesmo tempo uma interessante forma de
agregar valor ao produto. O hidromel é uma bebida fermentada obtida pela diluicdo
do mel em &gua com adicdo de nutrientes e leveduras. Em algumas regibes da
Europa é uma bebida muito consumida e apreciada, no Brasil, no entanto, € pouco
conhecida e explorada. O presente estudo tem por objetivo investigar o processo de
fermentacao alcoodlica do mel, com diferentes cepas de leveduras Saccharomyces,
produzir e avaliar o hidromel fresco e maturado. O mel para o desenvolvimento do
estudo foi adquirido na Associacdo dos Apicultores do Municipio e submetido a
caracterizagdo fisico-quimica e de adulteracdo, os resultados demonstraram que a
matéria prima apresentava padrdo de qualidade e identidade caracteristico do mel
puro de abelhas (Apis mellifera). Conhecendo a qualidade da matéria prima, trés
tipos de diferentes leveduras (Red Star champagne, Lalvin EC 1118 e Fleischmann)
foram utilizados para producéo de hidromel. O produto final foi caracterizado através
de andlises fisico-quimicas e o0s compostos volateis foram identificados e
guantificados por cromatografia. Dentre as cepas utilizadas, a leveduras a Red Star
champagne apresentou maior capacidade de converter agcucar em alcool (etanol),
produzindo a bebida com maior teor alcodlico. A levedura Lalvin EC 1118 produziu
uma bebida mais equilibrada quanto ao teor alcodlico e agucares redutores
residuais, enquanto a levedura Fleischmann apresentou menor capacidade de
conversao de acucar em alcool, fornecendo a bebida com menor teor alcodlico. O
perfil de compostos volateis apresentou-se de maneira similar nas trés formulacdes
de hidromel elaborado com as diferentes cepas de leveduras Saccharomyces,
entretanto, a bebida produzida a partir da cepa Fleischmann, apresentou de modo
geral, maior concentracdo de ésteres relacionados ao aroma frutado e floral, sendo
esta a preferida sensorialmente e submetida a maturacdo em tonéis de carvalho e
balsamo por um periodo total de 180 dias. O carvalho apresentou maior capacidade
de alterar as caracteristicas fisico-quimicas e de cor da bebida, o que néo indica que
0 balsamo n&o possa ser considerado uma boa alternativa para maturacdo de
hidromel.

Palavras-chave: Mel. Fermentacgé&o. Leveduras. Hidromel.



ABSTRACT

MILESKI, Jodo Paulo Fernando. Production and characterization of mead using
different strains of Saccharomyces yeasts. 86 f. Dissertacdo de Mestrado
(Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnologica
Federal do Paranéa. Londrina, 2016.

Beekeeping is an important economic activity in the Southwest of Parana and the
development of honey-based products can be an important alternative to the flow of
production and at the same time an interesting way to add value to the product. The
mead is a fermented beverage obtained by dilution of the honey in water with
addition of nutrients and yeast. In some parts of Europe is a drink very consumed
and appreciated in Brazil, however, it is little known and exploited. This study aims to
investigate the process of alcoholic fermentation of honey with different strains of
Saccharomyces yeast, produce and evaluate fresh and matured mead. The honey
for the development of the study was acquired in the Beekeepers Association of the
City and subjected to physical and chemical characterization and adulteration, the
results showed that the raw material had quality standard and characteristic identity
of pure honey bees (Apis mellifera). Knowing the quality of raw material, three
different types of yeast (Red Star champagne, Lalvin EC and 1118 Fleischmann)
were used for production of mead. The final product was characterized by physical-
chemical analysis, volatile compounds were identified and quantified by
chromatography. Sensory analysis was performed to identify the greater acceptance
of sample, which was subsequently submitted to maturation in oak barrels and
balsam. Among the strains used, the yeast Red Star Champagne showed higher
ability to convert sugar into alcohol (ethanol), producing a beverage with higher
alcohol content. The Lalvin EC 1118 yeast produced a more balanced drink on the
alcohol content and residual reducing sugars, while Fleischmann yeast showed less
sugar conversion capacity in alcohol, providing drinking less alcohol. The profile of
volatile compounds presented in a similar fashion in the three mead formulations
developed with different strains of Saccharomyces yeasts, however, the beverage
produced from Fleischmann strain showed generally higher amounts of esters linked
to fruity aroma and floral. Sensory analysis indicated the drink produced by
Fleischmann yeast as the preferred, which was aged in oak barrels and balsam, the
maturation stage had a total of 180 days. Among the wood used for the maturation,
oak showed greater ability to alter the physical and chemical characteristics of the
drink, the color parameter has also been changed more intensely by maturation in
oak, which does not indicate that the balsam can not be considered a good
alternative to mead maturation.

Keywords: Honey. Fermentation. Yeasts. Mead.
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1.0 INTRODUCAO

A apicultura é uma das atividades mais antigas e importantes do mundo.
Trata-se de uma atividade lucrativa e pode ser praticada pelo pequeno produtor rural
ou agricultor familiar (WIESE, 2005; BARBOSA et al., 2007).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em 2013, o Brasil
produziu 35.364 toneladas de mel, movimentando cerca de 263 milhdes de reais
(IBGE, 2013). Nado ha duvidas de que a apicultura é uma atividade econémica
positiva, que gera empregos, fluxo de renda e que propicia a fixagdo do homem no
meio rural.

O principal produto proveniente da apicultura é o mel, alimento natural de
grande valor nutritivo e funcional, contém cerca de 200 substancias sendo as
principais: agucares, agua, minerais, proteinas, vitaminas, lipidios, 4cidos organicos,
compostos fendlicos, flavonoides, enzimas e outros fitoquimicos (PEREIRA, 2008).

No processo de extracdo do mel ha perdas consideraveis do produto, pois
guantidades significativas ficam retidas nos utensilios e equipamentos utilizados na
atividade. O mosto proveniente da lavagem destes materiais apresenta grandes
concentracbes de mel (FERNANDES et al., 2006), podendo ser utilizado para
producédo de outros alimentos.

O mel perdido na extracao, retido nos opérculos ndo pode ser comercializado
como mel puro, pois até o término de desorperculacdo este mel hidrata-se a um
valor superior a 20%, maximo permitido para a comercializacdo (FERNANDES et al.,
2006).

Neste sentido, Matietto et al. (2006) relata que o aproveitamento do mel, na
fabricacdo de produtos alimenticios, vem como uma alternativa complementar na
renda familiar de apicultores, agregando valor aos produtos, com tecnologias
relativamente simples para a comercializacdo de produtos artesanais, sendo uma
delas a producgéao de hidromel (ROCHA, 2007).

O hidromel € uma bebida alcoodlica produzida através da fermentacgéo,
realizada por leveduras (NAVRATIL et al., 2001), de uma solucéo diluida de mel,
obtida através da adicdo de uma quantidade adequada de agua. A Instrucéo
Normativa n° 64 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL,

2008) preconiza que o teor alcoodlico desta bebida deve apresentar variacédo de 4 —
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14%. No entanto, na Europa, onde este tipo de bebida é bastante consumida e
apreciada, o teor alcodlico pode variar de 8 — 18% (NAVRATIL et al., 2001)

O hidromel pode ser classificado como seco, licoroso, doce e espumoso, de
acordo com sua tecnologia de fabricacédo. Esta classificacdo varia de acordo com o
tempo de fermentacéo, quantidade e qualidade do mel utilizado na diluicdo, escolha
da levedura e da graduacéo alcodlica.

Sendo uma bebida pouco conhecida e explorada no Brasil, o presente estudo
busca gerar informacgbBes cientificas acerca da producdo e caracterizacdo de
hidromel de modo a contribuir com a comunidade cientifica além de fornecer
subsidios para o desenvolvimento do produto e agregacéo de valor a matéria prima,
propondo uma nova oportunidade de negdcio aos apicultores da regido.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como principal objetivo produzir e
caracterizar hidromel utilizando diferentes cepas de leveduras, a fim de avaliar o

impacto desta variavel sob a qualidade do produto final.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Produzir hidromel utilizando diferentes cepas de leveduras Saccharomyces,
caracteriza-los quanto suas propriedades fisico-quimicas, sensoriais,

identificar e quantificar os compostos volateis presentes nas amostras.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do mel (pH, umidade, cinzas,
acucares redutores, sacarose aparente, acidez, e hidroximetilfurfural — HMF);

> Realizar testes de adulteracdo na amostra de mel;

» Analisar o processo de fermentagdo alcodlica do mel, com uso de diferentes
leveduras para producéo de hidromel;

» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas;

> ldentificar e quantificar os compostos volateis dos hidroméis produzidos;

> Avaliar a aceitagdo sensorial do hidromel produzido com as diferentes
leveduras.

» Realizar a maturacdo do hidromel que obtiver melhor desempenho em
analise sensorial, em tonéis construidos de diferentes madeiras (Carvalho e
Balsamo).

> Executar caracterizacdo fisico-quimica e determinacdo de cor do hidromel

maturado.
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3.0 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Apicultura

A apicultura € uma das atividades mais antigas e importantes do mundo,
trata-se de uma atividade lucrativa e pode ser praticada pelo pequeno produtor rural
ou agricultor familiar (WIESE, 2005; BARBOSA et al., 2007).

O principal produto proveniente da apicultura € o mel, alimento natural de
grande valor nutricional. Contém cerca de 200 substancias sendo as principais:
acucares, agua, minerais, proteinas, vitaminas, lipidios, &cidos organicos, compostos
fendlicos enzimas e outros fitoquimicos (PEREIRA, 2008).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em 2014 o Sudoeste
do Parana produziu 370.432 Kg de mel, movimentado R$ 2.801.000,00, Francisco

Beltrdo foi o Municipio do Sudoeste do Parand que mais produziu mel em 2014,
66.000 Kg (IBGE, 2014).

Mel de abelha - producdo - quantidade
L LEDERERD
1320 a 5000

5000 a 17500 : . _Brusque j

Acima de 17500 AT Santa Catarin
M indisponivel 1750
o Ernchim ! Saojosé
Figura 1. Cartograma da produg&o de mel de abelhas no Parand em 2014.
Fonte: (IBGE, 2014).
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Inimeros estudos indicam que o0 mel ja existe aproximadamente ha 42
milhdes de anos. Ha evidéncias do seu uso na pré-historia, através de pinturas em
rochas que retratam abelhas e favos. O mel é um produto natural muito apreciado,
sendo uma das formas concentrada de acucar disponivel em grande parte do
mundo.

O néctar pode provir de uma unica flor (mel monofloral) ou de varias (mel
multifloral), podendo o primeiro ndo ser rigorosamente monofloral devido a presenca
de outro néctar em pequena quantidade, ndo interferindo apreciavelmente no seu
aroma, cor e sabor (ALVES, 2005).

O pH do mel pode variar entre 3,4 e 6,1, sendo a média de 3,9. A sua cor
varia entre quase incolor a castanho-escuro (CODEX ALIMENTARIUS, 2001),
dependendo da sua origem floral, processamento, armazenamento, fatores
climaticos durante o fluxo do néctar e a temperatura a qual o mel amadurece na
colméia (SMITH, 1967). Além disso, quanto mais escuro for o mel, mais rico sera em
minerais. Contudo, geralmente este é mais desvalorizado economicamente, uma vez
gue 0s méis claros sdo mais aceitos no mercado mundial.

Além dos compostos ja citados, outros de semelhante importancia também
podem ser obtidos a partir da apicultura, dentre os quais, a cera, que é
industrialmente utilizada em produtos de beleza, medicamentos e velas; a prépolis,
usada industrialmente para producdo de artigos de beleza e medicamento; o pdélen
apicola, produto rico em proteinas, lipidios, minerais e vitaminas, a geléia real, que &
rica em proteinas, agua, acUcares, gorduras e vitaminas e a apitoxina (veneno das
abelhas) é usada como medicamento no tratamento de doencas reumaticas
(WIESE, 2005; MATTIETTO, et al., 2006; BARBOSA et al., 2007).

No processo de extracdo do mel ha perdas consideraveis do produto, pois,
guantidades significativas ficam retidas nos utensilios e equipamentos utilizados na
atividade. O mosto proveniente da lavagem destes materiais apresenta grandes
concentragdes de mel (FERNANDES; SCARTAZZINI, 2006), podendo ser utilizado
para producao de outros alimentos.

Outra consideracéo a se fazer, é que os méis retidos nos opérculos e o mel
perdido na extracdo ndo podem ser comercializados como mel puro, pois até o
término de desorperculacéo este mel hidrata-se a um valor superior a 20%, maximo

permitido para a comercializacédo (FERNADEZ et al., 2009).
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Neste sentido, de acordo com Matietto et al. (2006) o aproveitamento do mel,
na fabricacdo de produtos alimenticios, vem como uma alternativa complementar na
renda familiar de apicultores, agregando valor aos produtos, com tecnologias
relativamente simples para a comercializacdo de produtos artesanais. Uma das
formas de aproveitamento do mel rejeitado que pode viabilizar uma alternativa para
0 aumento da rentabilidade comercial dos apicultores no Brasil é a produgcdo de
hidromel (ROCHA, 2007).

3.2 Produtos obtidos do mel

O mel é amplamente utilizado como adocgante natural em inidmeros pratos e
bebidas, além disso, muitos outros produtos podem ser obtidos a partir do mel,
produtos alimenticios como doces, balas, barras de cereais com mel, vinagre de mel,
molho de mostarda ao mel, entre outros. Bebidas obtidas a partir do mel também
sao recorrentes, cachaca de mel, poncha (aguardente com mel e suco de liméo) e o
hidromel, a mais relevante bebida obtida a partir do mel (YUCEL e SULTANOGLU,
2013).

Entre os produtos de beleza e higiene corporal é possivel produzir-se um
sabonete vegetal de mel e 6leo de améndoas doces, recomendado principalmente
para pessoas de peles sensiveis.

Devido ao seu alto teor de acgucar, o mel é usado como conservante de
alimentos, sendo também uma excelente opc¢do nutricional devido aos seus
beneficios demonstrados para a salude a nivel do efeito bactericida, anti-séptico,
anti-reumatico, diurético, digestivo, prevencdo de gripes e constipacdes, etc
(GOMES, 2010).

Além dos compostos ja citados, outros de semelhante importancia também
podem ser obtidos a partir do mel, dentre os quais, a cera, que € industrialmente
utiizada em produtos de beleza, medicamentos e velas; a prépolis, usada
industrialmente para producao de artigos de beleza e medicamento; o pélen apicola,
produto rico em proteinas, lipidios, minerais e vitaminas; a geleia real, que € rica em
proteinas, agua, acucares, gorduras e vitaminas e a apitoxina (veneno das abelhas)
€ usada como medicamento no tratamento de doencas reumaticas (WIESE, 2005;
MATTIETTO, et al., 2006; BARBOSA et al., 2007).
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3.3 Hidromel

Produtos fermentados a base de mel, como o hidromel, sdo largamente
conhecidos e consumidos na Europa. Porém, no Brasil, produtos com esta
caracteristica ainda sdo pouco populares, talvez pela falta de conhecimento e/ou
estudos tecnoldgicos para sua obtencdo (MATTIETTO et al., 2006).

O hidromel é uma bebida reconhecida como das mais antigas consumidas
pelo homem, talvez mesmo antes do vinho e € provavelmente a precursora da
cerveja (PEREIRA, 2008). O vinho do mel (hidromel) trata-se de uma bebida
fermentada a base de mel, 4gua e leveduras, podendo ser adicionado ervas,
especiarias e frutas, quanto seu teor alcodlico pode variar de 8 a 18% em volume de
alcool.

A fermentacdo do hidromel pode levar alguns meses ou até anos e é
dependente principalmente do tipo de mel, da levedura, da nutricdo e do controle de
pH (NAVRATIL et al., 2001, SROKA e TUSZYNSKI, 2007, KAHOUN et al., 2008,
MENDES-FERREIRA et al., 2010). O hidromel pode ser classificado em seco,
licoroso, doce e espumoso, segundo a sua tecnologia de fabricacdo. Esta producao
depende do tempo de fermentacédo, da quantidade de mel utilizada e da graduacéao
alcodlica resultante da adicdo de aguardente vinica.

Antigamente, na producao do hidromel, a fermentacao alcodlica era resultado
do crescimento de micro-organismos selvagens naturalmente presentes no mel.
Nestes casos, a fermentacdo alcodlica é imprevisivel e, muitas vezes, torna o
hidromel intragavel pela presenca de leveduras contaminantes e de bactérias que
alteram as propriedades sensoriais. Recentemente, cepas selecionadas e leveduras
comerciais tém sido usadas para reduzir os riscos de contaminacdo e para se ter
maior controle durante o processo fermentativo (MENDES-FERREIRA et al., 2010,
ROLDAN et al., 2011). A levedura da estirpe Saccharomyces cerevisiae, utilizada na
producdo de vinho, champagne e de cerveja, tem sido utilizada com sucesso na
producdo de hidromel (PEREIRA et al., 2009, MENDES-FERREIRA et al., 2010,
ROLDAN et al., 2011).

O alto teor de acgucar do mel quando diluido para producédo do hidromel, é
fermentado pelas leveduras da espécie (Saccharomyces cerevisiae). As leveduras
utilizadas na producéo de vinho de mel s&o geralmente as estirpes empregadas na
producao de vinho, cerveja e champanhe (SCHULLER e CASAL, 2005).
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3.4 Producéao de Hidromel

O hidromel é produzido considerando as etapas de preparacdo e correcdo do
mosto, preparo do pé de cuba, inoculacdo de leveduras, fermentacao, clarificacéo,
maturacdo e envase (MATIETTO et al., 2006).

As condi¢des dos processos de fermentagdo comercial, tais como o pH, a
temperatura e os componentes do meio, geralmente ndo sado divulgados, mas
sujeitos a sigilo absoluto. Segundo Zabriskie et al. (1982) apud Gomes (2010), o
"meio de fermentagédo ideal" ndo se encontra bem definido e o “desenvolvimento do
meio de fermentagdo é uma mistura de arte e ciéncia”. A otimizagdo do meio de
fermentacdo representa um custo significativo e implica em tempo para o
desenvolvimento do bioprocesso. O objetivo da otimizacdo é determinar as
condicbes adequadas em termos de pH, temperatura, composi¢cdao do meio, dentre
outros fatores, de forma a maximizar ou minimizar econémica e tecnologicamente as
variaveis importantes do processo, tais como o rendimento do processo, a
concentracdo do produto e os custos.

Com o objetivo de determinar o meio ideal de fermentacdo, Mendes-Ferreira
et al. (2010) preparam mosto a partir da diluicdo de mel com agua potavel em uma
proporcao de 37 g/100mL, a mistura homogeneizada apresentou 22,2 °Brix, 0 que
tem potencial para se obter hidromel com aproximadamente 11% de &lcool. Os
autores avaliaram os parametros de pH, °Brix, acidez total e concentracdo de
nitrogénio assimilavel. Os parametros foram ajustados pela adicdo de acido malico,
tartarato de potassio e fosfato de amonio em diferentes proporcdes. A taxa de
inoculacdo foi de 10° UFC/mL e temperatura de fermentacdo de 22 °C em ambiente
anaerobio.

Para avaliar a composicdo do aroma do hidromel e verificar a influéncia das
condicbes de fermentacdo nas caracteristicas sensoriais, Mendes-Ferreira et al.
(2010) realizaram a identificagdo e quantificacdo de dezesseis compostos
aromaticos produzidos durante o processo de fermentacao.

Estudos cientificos relacionados a producdo e avaliagcdo de hidromel séo
escassos, entretanto observou-se que suplementacdo com nitrogénio € uma pratica
amplamente aceita na sua producdo. Na literatura consultada ndo foi encontrado
relatos referentes ao crescimento de leveduras e atividade de fermentagcédo, bem

como sobre sua qualidade sensorial.
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A fim de determinar a interferéncia na qualidade do hidromel pela utilizacao
de leveduras selecionadas, Pereira et al. (2009) realizaram importante trabalho,
submetendo cepas de leveduras a condi¢ces de estresse pela adicdo de etanol em
niveis que variaram de 5 a 20%, a resisténcia das leveduras ao dioxido de enxofre
foram testadas pela adicao de diéxido de enxofre em nos seguintes niveis 100, 250
e 500 mg.L?, para induzir ao choque osmético as leveduras formam expostas a meio
contendo 40% de acucares.

As leveduras selecionadas foram postas a prova em processo de fermentacao
contra leveduras ndo submetidas ao estresse, utilizando dois tipos diferentes de
meéis, um mais claro pobre em minerais e um mais escuro rico, em nutrientes. Apos
acompanhamento do processo de fermentacdo e caracterizacdo dos hidroméis
produzidos, os autores concluiram que, a qualidade do mel, preparo do mosto e a
suplementacdo com nutrientes sdo as variaveis mais importantes na producédo de

hidromel.

3.5 Processo fermentativo

Devido ao elevado teor de aclUcares no mel, o processo fermentativo €
bastante moroso, sendo a variedade do mel, a estirpe da levedura, os nutrientes
disponiveis e o pH do meio (NAVRATIL et al., 2001), variaveis importantes que
afetam a producao e qualidade do produto final.

Leveduras sdo micro-organismos unicelulares, eucariotos, pertencem ao

Reino Fungi, principal género é o Saccharomyces.

Figura 2. Leveduras em processo de multiplica¢ao.
Fonte: (MADIGAN et al., 2010).
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No processo fermentativo as leveduras convertem os acgucares (glicose e
frutose) em etanol (Figura 3). O processo de conversao que ocorre dentro da célula
é dividido em duas etapas: A primeira etapa € a conversdo do monossacarideo em
acido piravido (piruvato), isso acontece através de uma sequéncia de dez reacdes
enzimaticas, esta etapa é conhecida como glicolise. A segunda etapa acontece a
partir do &cido pirtvico, em condi¢cfes de anaerobiose ocorre fermentagéo alcoodlica
propriamente dita, dando origem entdo ao produto final mais comum neste processo,
o etanol (MADIGAN et al., 2010).

2 NAD 2 ADP + 2P

2 ATP

' Acido piravico
\ (3C) 1 | (3C)

Fermentacao
co, Alcodlica co,

Etanol Etanol
(C.H,OH) (C.H,OH)

Figura 3. Converséo da Glicose em etanol pela acdo das leveduras.
Fonte: (MADIGAN et al., 2010).

Na fermentacdo alcodlica de acucares, por acdo de leveduras, os principais
produtos obtidos em proporcdes equimolares sdo o etanol e o didxido de carbono
(Figura 4). Esse mecanismo foi determinado pela primeira vez por Gay-Lussac, onde
100 g de glicose rendem 51,1 g de etanol e 48,9 g de dioxido de carbono. O
rendimento tedrico de 51,1% em massa é conhecido como coeficiente de Gay-

Lussac e é dado basico para célculo de eficiéncia de conversao (JACMAN, 1991).

Glicose Etanol Dioxido de carbono
CeH1206 —> 2C,HsOH + 2CO;
MM: 180 g/mol MM: 92 g/mol MM: 88 g/mol

Figura 4. Conversao estequiométrica de glicose em etanol e diéxido de carbono (Equagdo de Gay-Lussac).
(MM = Massa Molar). Fonte: (JACMAN, 1991).
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O alto teor de aclUcar do mel quando diluido para producdo do hidromel, é
fermentado pelas leveduras do género Saccharomyces. As leveduras utilizadas na
producdo de vinho de mel sdo geralmente as estirpes empregadas na producéo de
vinho, cerveja e champanhe (SCHULLER e CASAL, 2005).

Os atrasos e problemas nas fermentacdes, bem como a producao de flavours
indesejados, sao alguns dos problemas encontrados na produgdo de hidromel,
normalmente associados com a incapacidade de resposta das leveduras para se
adaptar as condi¢cfes de stress desfavoraveis ao seu crescimento.

Uma condicdo de stress é qualquer fator ambiental que possa exercer um
efeito adverso no crescimento celular (IVORRA et al., 1999). Alguns dos possiveis
fatores de stress sdo: o choque térmico, as limitagdes de nutrientes essenciais, 0
stress osmatico, o stress oxidativo, a privacdo de nitrogénio e a toxicidade ao etanol
(BAUER e PRETORIUS, 2000; HOHMANN e MAGER, 2003). As células devem
detectar e responder a estes fatores para que a fermentacdo ndo seja afetada
negativamente (ZUZUARREGUI e DEL OLMO, 2004).

A andlise da resisténcia ao stress pode ser usada como critério para a
selecdo de leveduras enologicas, uma vez que existe uma relacdo entre o
desempenho fermentativo das leveduras e a resisténcia a essas condi¢Oes
(ZUZUARREGUI e DEL OLMO, 2004). Numa fermentacdo alcodlica, procura-se
também, uma producéo reduzida de dioxido de enxofre, de espuma, de sulfureto de
hidrogénio e de acidez volatil, bem como um bom perfil enzimatico (atividades
elevadas de B-glucosidase proteolitica), producdo baixa de acetaldeido e auséncia
de producéo de aminas biogénicas.

Como mencionado anteriormente, 0s baixos niveis de substancias
nitrogenadas e de minerais presentes no mel, indispensaveis para a multiplicacéo
das leveduras e o pH acido do caldo fermentativo afetam negativamente a evolucéo
do processo. Assim, é vantajoso um controle rigoroso das condi¢cdes de
fermentacao.

Dentre os nutrientes assimilados pelas leveduras durante a fermentagcao, os
compostos nitrogenados s&o quantitativamente os mais importantes, depois dos
compostos de carbono, pois sdo essenciais para 0 crescimento e metabolismo das
leveduras (CASELLAS, 2005). A quantidade de nitrogénio disponivel para as
leveduras depende das fontes de nitrogénio assimilavel presentes no mosto e da

concentracéo de etanol, que afeta negativamente sua assimilacao.
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Um fornecimento inadequado de nitrogénio assimilavel no meio de
fermentacdo pode levar ao crescimento deficiente da levedura, a fermentagdes
prolongadas, a taxas de crescimento reduzidas e consequentemente, a um
decréscimo da produtividade.

Adicionalmente, a qualidade organoléptica do produto pode deteriorar-se
devido ao catabolismo de amino&cidos e peptideos causando a formacdo de
sulfureto de hidrogénio (H,S), de determinados ésteres e de padrdes alterados de
diacetil (O'CONNOR-COX e INGLEDEW, 1991). Os requisitos minimos de nitrogénio
sao ditados pela taxa de crescimento da levedura desejada nesse meio.

Fermentacao de hidromel é um processo demorado, que frequentemente leva
varios meses para se completar, dependendo do tipo de mel, levedura e composicao
do mel (NAVRATIL et al., 2001). Um objetivo importante na producéo de hidromel é
reduzir o tempo de fermentacdo, sem diminuir a qualidade do seu produto final.
Alguns estudos de otimizacdo da producéo de hidromel foram realizados, entre os
quais, cita-se o estudo de Pereira et al. (2009) que conseguiram reduzir o periodo de
fermentacdo de hidromel para cerca de oito dias, utilizando méis claros e escuros
enriquecidos com dois suplementos contendo nitrogénio e fosforo.

Mendes-Ferreira et al. (2010) na busca por otimizar o preparo do mostro para
producdo de hidromel, preparam mosto a partir da diluicdo de mel com agua potavel
em uma proporcao de 37 g/100mL, a mistura homogeneizada apresentou 22,2 °Brix,
0 que tem potencial para se obter hidromel com aproximadamente 11% de alcool.
Os autores avaliaram os parametros de pH, °Brix, acidez total e concentracédo de
nitrogénio assimilavel.

Os parametros foram ajustados pela adicdo de acido malico, tartarato de
potassio e fosfato de aménio em diferentes proporcdes. A taxa de inoculagéo foi de
10° UFC/mL e temperatura de fermentacdo de 22 °C em ambiente anaerébio.
Nestas condi¢cOes os autores conseguiram completar a fermentacdo do hidromel em
11 dias.

Mesmo sob condicbes melhoradas de processo fermentativo, os acucares
disponiveis nao foram completamente consumidos pelas leveduras e certa
quantidade de residuo de nitrogénio assimilavel permaneceu em todos o0s
fermentados, mesmo em processos de controle (sem adicdo de suplemento). Além
disso, a densidade celular nunca foi maior que 107 células por mL, o que sugere que

h& algo no mel que inibe o crescimento de levedura.



21

Em outros estudos, demonstrou-se que um tempo significativo pode ser
reduzido no processo de fermentacdo, aumentando a taxa de inoculagdo, no
entanto, um aumento na taxa de inoculacdo também pode ter efeitos colaterais
prejudiciais sobre o rendimento da fermentacédo ou sobre o perfil de sabor da bebida
final (VERBELEN et al., 2009).

Além da qualidade da matéria prima, pH, temperatura, teor de acucares e
disponibilidade de nutrientes, a taxa de inoculacdo de leveduras € fundamental no
processo de obtencao de hidromel.

A fim de determinar a melhor taxa de inoculagéo, Pereira et al. (2013)
desenvolveram estudo para testar a producéo de hidromel com diferentes taxas de
inoculacdo utilizando de 10°, 10° 107, 108 células por mL. Neste estudo, os autores
concluiram que a taxa de in6culo ndo tem necessariamente impacto inversamente
proporcianal ao crescimento celular, ou seja, quanto a taxa de inoculacdo € maior
nado necessariamente o crescimento celular € menor. Todavia, 0 tempo de
fermentacao é significativamente menor quanto maior for a taxa de inoculacédo, e o
sabor e aroma do produto final é diretamente afetado pela taxa de inoculacdo e pela

estirpe da levedura.

3.6 Maturacao do Hidromel

Dentre as especificidades do hidromel, o periodo de envelhecimento
(maturacdo) e as condigcbes de armazenagem podem conferir caracteristicas
singulares. A maturacdo ocorre geralmente em recipientes de vidro que lhe confere
as caracteristicas sensoriais (sabor agridoce e aroma picante) e fisico-quimica do
produto de fabrico tradicional (EU, 2012).

Os tipos de maturadores empregados podem contribui para alteracéo da cor,
aroma e sabor do hidromel tornando seus atributos sensoriais distintos, alterando,
portanto a qualidade sensorial. Dentre os diversos tipos de maturadores comumente
utilizados encontram-se o0s tonéis confeccionados de madeiras que conferem
caracteristicas particulares ao hidromel dependo da madeira utilizada qualidade
(FARIA, 2000; LIMA, 1999).

Desta forma, o recipiente utilizado na maturagcdo afeta diretamente as
caracteristicas da bebida, podendo remover ou adsorver algumas substancias como

flavondides e taninos. Além disso, a decomposi¢cdo parcial de macromoléculas da
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madeira (lignina, celulose, hemiocelulose) em monémeros sollveis, como aldeidos e
acidos carboxilicos sdo incorporados a bebida. Todas as transformagfes promovem
aumento progressivo de coloracdo e viscosidade além do sabor no produto
submetido ao envelhecimento (MAINIERI e CHIMELO, 1989).

Dentre as madeiras usualmente utilizadas para o envelhecimento de bebidas,
o carvalho é mundialmente predominante (GONZALES-CENTENO et al., 2016).
Contudo o Brasil existe uma grande disponibilidade de madeiras com possivel
potencial para substituicdo do carvalho, dentre elas podemos citar: balsamo, jatoba,
jequitib4, amburama e ipé.

O carvalho (Quercus alba) originario da América do Norte, tem sido o tipo de
madeira preferido para confeccdo de barris e maturacdo de bebidas, este material
possui porosidade adequada, transfere cor e extrato para a bebida e favorece o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais de boa qualidade (LIMA, 1999;
FARIA, 2000).

O béalsamo (Myroxylon balsamun (L.) Harms), também conhecido por
cabritva-vermelha, 6leo vermelho, pau-balsamo ou sangue de balsamo, madeira
nativa do Brasil, existente em varios estados brasileiros, também é bastante utilizada
para confeccdo de barris para envelhecimento de bebidas, o qual apresenta
resultados favoraveis em substituicdo ao carvalho (LORENZI, 1992; LIMA, 1999;
TEO et al., 2005). Esta madeira é caracterizada por apresentar cheio caracteristico
balsamico e agradavel e seu gosto é levemente adstrigente (MAINIERI e CHIMELO,
1989; TEO et al., 2005).

Neste trabalho, barris de carvalho e bélsamo foram utlizados para a
maturacdo do hidromel, a variacdo das caracteristicas fisico-quimicas e
principalmente a cor, serdo acompanhados ao longo do tempo, com o intuito de

avaliar a performance de cada madeira.

3.7 Consumo de Hidromel

O hidromel é uma bebida reconhecida como das mais antigas consumidas
pelo homem, talvez mesmo antes do vinho e é provavelmente a precursora da
cerveja (PEREIRA, 2008). O vinho do mel (hidromel) trata-se de uma bebida
fermentada a base de mel, agua e levedura, podendo ser adicionado ervas,

especiarias e frutas.
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O consumo de hidromel é bastante expressivo em alguns paises, tais como
Inglaterra, Poldnia, Alemanha, Eslovénia e sobre tudo em paises africanos, como a
Etiépia e Africa do Sul. Em Portugal, o hidromel apenas é produzido de uma forma
caseira (PEREIRA, 2008).

No Brasil, embora a producdo de mel de abelhas africanizadas seja
significativa contando ainda com incentivo do governo, a producédo de hidromel é
bastante modesta, pois grande parte da producdo de mel € destinada a exportacao
(MATTIETTO, et al., 2006; BERRY, 2007).

Assim, a produgcao de hidromel e a diversificagdo desta bebida promovida
pela etapa de maturagcdo ocorrem com o intuito de aproveitar o mel dissipado
durante a extracdo, agregar valor ao produto e complementar na renda familiar dos
apicultores, bem como, apresentar ao consumidor uma nova opcdo de bebida
fermentada, posto que, no Brasil e principalmente no Sudoeste do Parana esta
bebida é pouco conhecida e ndo esta disponivel comercialmente nos mercados.

3.8 Compostos volateis no Hidromel

As caracteristicas sensoriais do hidromel estdo diretamente ligadas a sua
composi¢cdo de compostos volateis, tais como: alcodis, ésteres, aldeidos, acidos
carboxilicos, entre outros. A presenca e concentracdo destes compostos estao
relacionadas com a qualidade da matéria prima, condicbes de fermentacdo e
também a maturacdo (MENDES-FERREIRA et al., 2010).

Atrasos no processo fermentativo relacionados ao estresse osmatico, falta de
nutrientes esséncias ou em funcdo de temperatura inadequada, podem gerar
compostos e ou sabores indesejaveis, dando origem a um hidromel desagradavel ao
paladar, com sabor residual gerado pelas leveduras em fungcéo da incapacidade de
adaptar-se ao meio (PEREIRA, 2009).

Cuidados especiais no preparo do mosto sdo essenciais para garantir uma
fermentacao sadia, livre de contaminacéo por bactérias que possuem capacidade de
metabolizar os agUcares gerando acidos carboxilicos, aumentando os niveis de
acidez volatii da bebida e dando origem a ésteres anormais e indesejaveis
(PEREIRA et al., 2009).
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Os principais compostos volateis que contribuem para a formacdo do aroma
no hidromel sdo os ésteres. A Tabela 1 apresenta os principais ésteres avaliados

neste trabalho, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas e sensorias.

Tabela 1. Caracteristicas (Massa Molar e Temperatura) e aroma dos principais

ésteres.
Nome do éster MM PE Aroma
(g/mol) (°C)

Acetato de etila 88,12 77,06 Solvente; Frutado; Abacaxi.

Butanoato de etila 116,16 121 Macd; Banana; Doce; Frutado.

Hexanoato de etila 144,22 168 Banana; Abacaxi; Frutado; Maca verde;
Doce.

Octanoato de etila 172,27 208,5 Frutado; Banana; Abacaxi; Damasco; Vinho;
Floral.

Nonanoato de etila 186,30 227 Frutado

Decanoato de etila 200,33 2415 Macéa; Conhaque, Uva; Frutado

Dodecanoato de etila 228,38 269 Frutado; Floral

PE: Ponto de Ebulicdo; MM: Massa Molar.
Fonte: (FERREIRA, 1999; CROW, 2004; WEAST, 2006; PEREIRA, 2015)

3.8.1 Técnicas de Analise de compostos volateis

Entre as diferentes técnicas utilizadas na determinacdo e analise de
compostos volateis, sdo relevantes: espectrofotometria uv/vis; espectrometria no
Infravermelho, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa e
alguns métodos convencionais (ndo instrumentais) (HOLLER, 2009).

A cromatografia € um procedimento analitico bem estabelecido com uma
histéria de uso de varias décadas. Constitui um método que vem sendo
continuamente aperfeicoado através de suas novas variantes e modificacdes dos
procedimentos.

Uma definicdo geral estabelecida por um comité especial da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and Applied

Chemistry — IUPAC), considera a cromatografia como:

“..um método, usado primariamente para separagdo dos
componentes de uma amostra, no qual os componentes Sao
distribuidos entre duas fases, sendo uma delas estacionéria,
enquanto a outra se move. A fase estacionaria pode ser um sélido,
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um liquido sobre um suporte, ou um gel. A fase estacionaria pode
ser acondicionada em uma coluna, espalhada como uma camada,
ou distribuida como um filme... A fase mével pode ser gasosa ou
liquida” (IUPAC, 2015).

Sendo a cromatografia um método de separacdo, os cromatografos sao
acoplados detectores para que seja possivel a identificacdo e quantificacdo das
substancias, existem diversos tipos de detectores, porém no presente estudo foram
utilizados, o detector de Massas acoplado e o detector de lonizacéo de chama (FID).

A cromatografia de fase movel gasosa acoplada a um detector de massa
(CG-MS) apresenta-se como uma poderosa ferramenta na identificacdo de
compostos volateis de uma amostra. O MS é capaz de determinar a massa do ion
molecular e a massa dos fragmentos do composto a ser identificado, um
determinado composto apresenta padréo de fragmentacao caracteristico. A partir da
massa do ion molecular, nimero e massa dos fragmentos € possivel identificar o
composto baseando-se em uma biblioteca incorporada no proprio software do
equipamento (HOLLER, 2009; HARRIS, 2008).

O detector tipo FID (ionizac&do por chama), € um método destrutivo, o detector
€ dotado de uma chama de H; ar sintético, uma vez que o composto ao atinge a
chama ¢é ionizado e os ions geram um pulso elétrico convertido em pico no
cromatograma (HARRIS, 2008).

O procedimento de analise € preciso e relativamente rapido, porém, 0s
procedimentos de preparo da amostra sdo complexos, demandando trabalho e
tempo, sendo, em alguns casos sao ineficazes (HOLLER, 2009). No intuito de
aperfeicoar técnicas de preparo de amostras, reduzir o consumo de reagentes e
ganhar tempo surge, no meio cientifico, uma alternativa moderna a tecnologia
tradicional da preparacdo da amostra, a denominada microextracdo em fase soélida
(solid-phase microextraction - SPME). Esta técnica é um método da extracao
desenvolvido por Pawliszyn e colaboradores no ano de 1989.

A técnica SPME elimina o uso de solventes (toxicos) organicos, e diminui
substancialmente o tempo de analise ao permitir uma automatizacdo conveniente da
preparacao da amostra. Pode integrar a amostragem, a extragao, a concentracao e
a introdug&o da amostra em um Gnico processo ininterrupto (MORES, 2009).

Aléem disso, apresenta caracteristicas consideradas importantes como:
simplicidade, custo baixo, rapidez, seletividade e sensibilidade quando combinadas

com as modalidades apropriadas de deteccdo podendo ser usado como um estagio
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prévio da preparacdo da amostra, ndo somente na cromatografia a gas, mas na
cromatografia liquida e na eletroforese capilar (MORES, 2009). A Figura 5 apresenta

esquema de extracdo de analitos via SPME.

Perfurar Retirar Retirar

septo Para o
Cromatoégrafo
Extrair Dessorcdo
O 8]
1 1
i I
d - l -

Injetor do cromatégrafo

EXTRAGCAO ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 5. Uso do SPME, para extracao e dessorcéo de analitos para posterior anélise em GC.
Fonte: (MORES, 2009).

3.9 Colorimetria

A cor é um dos principais atributos fisicos dos alimentos e pode ser fator
decisivo para preferencia do consumidor (KEMPKA e MANTOVANI, 2013).

A cor enquanto parametro fisico pode ser definido como a distribuicdo de
energia da luz transmitida eu refletida por um alimento, a cor pode ser distribuida em
um espectro eletromagnético continuo que pode ser medido por método
instrumental, utilizando-se de um colorimetro (JIMENEZ e GUTIERREZ, 2001).

Através do meétodo instrumental, podemos obter trés valores representados
no diagrama tridimensional (Figura 6), podendo definir a coloracdo do produto.
Conhecido como sistema CIELAB, (1976), define os parametros de cor da seguinte
maneira: L* mede a variacdo da luminosidade entre o preto (0) e o branco (100), a* €
uma coordenada da cromaticidade, define a cor vermelha para valores positivos e
cor verde para valores negativo, b* também é uma coordenada de cromaticidade,

define a cor amarela para valores positivo e cor azul para valores negativos, 0
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método traz ainda a variavel C* (saturacdo de cor) e h* (tonalidade) (MINOLTA,
1994).

L')
branco

preto

Figura 6 — Diagrama de cores para analise no colorimetro.
Fonte: (MINOLTA, 1994).

3.10 Analise Sensorial

O desenvolvimento de produtos estd estreitamente relacionado com as
necessidades e tendéncias de consumo da populacdo consumidora. Porém,
paralelamente a essas tendéncias estdo os atributos sensoriais de um produto,
como sabor, cor e textura. Visando avaliar a interacdo de todas essas caracteristicas
desejaveis em um produto, a industria de alimentos faz uso de uma ferramenta
fundamental que é capaz de indicar aspectos relevantes no alcance do sucesso de
um produto alimenticio e no controle de qualidade do mesmo: a andlise sensorial de
alimentos. Por isso, grande parte das decisfes das industrias de alimentos se
baseiam nas respostas obtidas nesse tipo de analise, utilizada ndo somente no
desenvolvimento de novos produtos, mas também para modificagcdo de produtos ja
existentes, na otimizacdo de processos, reducdo de custos, vida util e pesquisa de
mercado (QUEIROZ e TREPTOW, 2006).

Segundo Lawless e Claasem (1993), a escolha de um método de analise
sensorial para desenvolvimento de um produto depende da resposta de pelo menos
uma das questdes fundamentais:

1 — O produto possui aceitagcéo pelos consumidores?
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2 — Existe diferenca sensorial perceptivel entre um novo produto e um produto
convencional similar? Dois produtos podem ser diferentes, mas igualmente aceitos?

3 — Quais os principais pontos de diferenca? (Que qualidades sensoriais
estdo presentes? Quais as suas intensidades?).

As respostas a essas trés questbes gerais permitem classificar os métodos
sensoriais em testes de aceitacdo, para responder a primeira pergunta; testes
discriminativos (ou de diferenca) para a segunda; e analise descritiva, para terceira.

As analises do tipo discriminativas e descritivas exigem que 0s testes sejam
realizados por julgadores treinados.

Para se obter e medida da reacdo de preferéncia do consumidor sobre
determinada amostra em relacdo a outra, ha necessidade de um grande nimero de
julgadores. N&do se deve ter menos de 50 respostas para preferéncia e 100
respostas independentes para aceitabilidade, quando o teste for realizado em
laboratério. Nesse caso, h& interesse em que os julgadores sejam nao treinados,
estabelecendo-se o perfil da populacéo testada (DUTCOSKY, 2007).

Dentre os métodos subjetivos, aqueles que expressam a opinido pessoal do
julgador, séo relevantes: comparacao pareada, ordenacao, escala heddnica e escala
de atitude.

A escala hedbnica que avalia 0 quanto o julgador gostou ou desgostou de
uma determinada amostra, é largamente utilizada, desde que foi desenvolvida por
Peryam e Pilgrim (1957), para andlise de preferéncia e aceitabilidade dos
consumidores, aplicada a um publico-alvo definido. A forma geral da escala é:

1 — Desgostei extremamente

2 — Desgostei muito

3 — Desgostei moderadamente

4 — Desgostei ligeiramente

5 — Indiferente

6 — Gostei ligeiramente

7 — Gostei moderadamente

8 — Gostei muito

9 — Gostei extremamente

A escala hedbnica pode ser utilizada em testes de aceitacdo em laboratério,
obtendo informacdes acerca da provavel aceitagdo de produtos pelo consumidor.

Através dessa metodologia, pode-se determinar a aceitacdo quando forem feitas
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alteracdes ou inclusédo de ingredientes em um produto alimenticio. ModificagBes nos
processos ou condi¢des de estocagem, por exemplo, também podem ser avaliadas
por esse teste sendo que, para um estudo representativo, faz-se necesséaria a
participacdo de 100 julgadores na avaliacdo das amostras (CHAVES e
SPROESSER, 2002).
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As leveduras e tonéis (maturadores) foram adquiridos em comércio
especializado nestes produtos. O mel polifloral de (Apis melifera) foi adquirido na
associacdo dos apicultores de Francisco Beltrdo - Parana de um uanico produtor, de
modo a garantir a homogeneidade da matéria prima.

Foram adquiridas e testadas trés diferentes cepas de leveduras para a
producdo de hidromel, sendo que as demais variaveis do processo como a taxa de
inoculacéo, o teor de sacarideos do mosto, a adicdo de nutrientes, a temperatura de
fermentacao e a disponibilidade de oxigénio foram mantidas constantes.

As leveduras utilizadas para producdo da bebida foram: a levedura da marca
Fleischmann, pela disponibilidade e preco acessivel; a levedura da marca Red Star,
tipo Pasteur Champagne, por ser largamente utilizada na produgcédo de champagne e
hidromel e resistir a altos niveis de teor alcoodlico (>16%) e a levedura da marca
Lalvin tipo EC 1118, por ser amplamente utilizada na producéo de hidromel.

Durante o processo de fermentacao foram avaliados periodicamente o pH e a
variacdo do °Brix do mosto a fim de acompanhar a progressdo do processo
fermentativo. A contagem de leveduras foi realizada no inicio e ao término da
fermentacao a fim de avaliar o crescimento celular.

As bebidas produzidas com as trés diferentes cepas de leveduras foram
submetidas a caracterizagao fisico-quimica, compostos volateis foram identificados e
quantificados por cromatografia, as amostras foram submetidas a analise sensorial.
A amostra que obteve o melhor desempenho na analise sensorial (bebida produzida
pela cepa Fleischmann), foi submetida ao processo de maturacdo em barris de
balsamo e carvalho e as caracteristicas fisico-quimicas das bebidas foram avaliadas

em diferentes tempos de maturacgédo (30 dias, 60 dias, 90 dias, 120 dias e 180 dias).

4.2 Caracterizacgdao fisico-quimicas do mel

A caracterizagdo fisico-quimica do mel foi realizada segundo metodologias
oficiais da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005), da Codex
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Alimentarius Commission (CAC, 2011) e do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) e

encontram-se descritas a abaixo.
4.2.1 Umidade/Saolidos soluveis

A umidade do mel foi determinada, segundo a Codex Alimentarius
Commission (CAC, 2011), utilizando-se um refratbmetro de Abbe. A leitura do indice
de refracao foi transformada em umidade de acordo com a tabela de Chataway. Faz-
se, entdo, a corre¢ao da temperatura para 20 °C.

422 Cinzas

O teor de cinzas do mel foi determinado pela incineragdo em mufla a 550 °C,
segundo o Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.2.3 Acucares redutores

A determinacado de acUcares redutores (glicose e frutose) no mel foi realizada
volumetricamente e baseada no método de Lane e Eynon, segundo o Codex
Alimentarius Commission (CAC, 2011) utilizando reagentes de Fehling A e B.
4.2.4 Sacarose aparente

A determinacdo de sacarose aparente foi realizada volumetricamente
segundo procedimento do Codex Alimentarius Commission (CAC, 2011) Apés a
hidrolise &cida dos dissacarideos da amostra.
4.2.5 Acidez

Para determinacdo do grau de acidez nas formas de acidez livre e acidez

lactbnica, foi utilizado o método volumétrico, conforme descrito no método da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005).
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4.2.6 Hidroximetilfurfural

A determinacdo do hidroximetilfurfural foi realizada por meio do
espectrofotometro UV/VIS a 284 e 336 nm, conforme método estabelecido pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005).

4.2.7 pH

Medicbes do pH foram realizadas com auxilio de pHmetro devidamente
calibrado de acordo com o IAL (2008).

4.3 Testes de adulteracdo do mel

Para identificar possiveis adulteracdes e fraudes no mel (matéria prima para
producdo do hidromel) foram realizados os testes de Reacéo de Fiehe; Reacao de
Lugol e Reagéo de Lund (IAL, 2008).

4.4 Producéo do hidromel

4.4.1 Preparo do in6culo

As diferentes leveduras (desidratadas) foram preparadas (starting) de acordo
com as instrucbes de cada fornecedor pela incorporacdo de agua a temperatura
aproximada de 35 °C. Apds aproximadamente 2 horas, fora fornecido sacarideos
(10% de glicose/frutose) e ajustada a temperatura para 30 °C e posteriormente
fermentada em shaker.

Apos fermentacdo foi realizada a contagem de células viaveis através de
camara de Neubauer, utilizando azul de metileno como corante (ANTONINI, 2004;
LUCARINI et al., 2004).

4.4.2 Preparo do mosto

O volume total de mosto preparado foi de 40 litros, com 27 °Brix. Foi

preparado a partir de mel de abelha comercial (Apis mellifera) de 80 °Brix, diluido
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com agua estéril e suplementado com fosfato de amonio dibdsico na proporcéao de
25 g/hL. O pH foi corrigido para 4,0 com &cido citrico 1,0 mol/L, o mosto foi
previamente aerado com ar estéril por 1 hora e fracionado em trés partes de 13,3
litros, a taxa de inoculagéo foi na ordem de 10° células viaveis por mL de mosto, nos

trés fermentadores.
4.4.3 Fermentacgéao

A fermentacédo foi conduzida em fermentadores de polipropileno com volume
total de 20 litros, o sistema foi mantido em anaerobiose e em temperatura constante
de 25 °C, o processo de fermentacdo foi acompanhado através de medicbes de
indices de refracéo e pH.

O cessar do desprendimento de gas carbdnico seguido da estabilizacdo do
indice de refracdo, bem como, parada no consumo de acucares indicou o final do
processo de fermentacéo.

O fermentado foi clarificado através de refrigeracdo e trasfega, depois da
devida clarificagcdo a bebida foi engarrafada ou acondicionada em tonéis de madeira

para maturacao.
4.4.4 Maturacédo do hidromel

Dentre os hidroméis produzidos com diferentes cepas de leveduras, o que
obteve melhor desempenho na analise sensorial (Fleischmann), foi submetido ao
processo de maturacédo realizado em toneis com volume de 10 litros, construidos de
diferentes madeiras (Carvalho e Balsamo). Foram coletadas amostras ao longo do
tempo para avaliar a variacdo das caracteristicas fisico-quimicas, os tempos de
maturagdo foram: 30 dias, 60 dias, 90 dias, 120 dias e 180 dias, as amostras

maturadas foram comparadas entre si e com o hidromel fresco.
4.5 Caracterizacgéao fisico-quimica do hidromel

As analises dos parametros fisico-quimicos do hidromel durante o periodo de

maturacdo foram realizadas segundo metodologias oficiais da Association of Official
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Analytical Chemists (AOAC, 2005), da Codex Alimentarius Commission (CAC, 2011)
e do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.5.1 Densidade relativa

Foi realizada a 20 °C utilizando balanca analitica e picnbmetro de acordo com
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

45.2 Teor alcodlico real

O etanol formado durante a fermentacdo foi quantificado de acordo com o
método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005). A amostra foi
parcialmente destilada e ajustado seu volume em com agua destilada de acordo com
volume inicial, a densidade foi medida utilizando picnémetro a 20 °C, a densidade foi

convertida através de valores tabelados para teor alcodlico em porcentagem (%).
4.5.3 Extrato seco

Este método foi aplicado a amostras de bebidas alcodlicas e baseia-se na
pesagem do residuo apdés a evaporacdo da agua e alcool por aguecimento, de
acordo com Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
4.5.4 Acucares redutores

A determinacéo de acucares redutores foi realizada de acordo com o método
modificado de Lane e Eynon, segundo o Codex Alimentarius Commission (CAC,
2011).

455 Acidez total, fixa e volatil

Foi determinada volumetricamente pela titulagdo com NaOH 0,1 molL™
padronizado, de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.5.6 Identificacdo e quantificacdo de compostos volateis
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As analises dos compostos volateis do hidromel foram realizadas por CG-MS
e microextracdo em fase solida (SPME), baseada na metodologia desenvolvida por
Morés (2009). Para isso, foi utilizado um dispositivo suporte da fibra (holder), fibra,
vial hermeticamente fechado com um septo (silicone ou teflon). O procedimento de
SPME consta de duas etapas principais: uma etapa de extracdo do analito e uma de
dessorcdo do analito. A etapa de extracdo foi realizada mediante utilizagcdo de
headspace (HS/SPME): Neste caso, a fibra foi exposta na fase gasosa, dentro do
vial, acima da amostra, por 15 minutos a 25 °C. Os analitos passam para a fase
gasosa em funcédo de suas pressdes de vapor e sao adsorvidos pela fibra. A etapa
de dessorcdo ocorre mediante aguecimento (dessorcdo térmica), quando se acopla
SPME a um cromatografo a gas. A fibora SPME (Fiber Assembly 100um PDMS,
Fused Silica 24 Ga, manual holder) foi inserida no injetor que se encontra em
temperatura suficientemente alta para que, rapidamente, ocorra a dessorgao.

O cromatégrafo utilizado para a identificacdo dos compostos foi da marca
Shimadzu GC 2010, equipado com injetor Split/splitless e detector de massas.
Coluna capilar Rtx-5 Restec (USA), com 30 m, 0,25 mm de d.i. e 0,25 pym de
espessura de fase estacionaria.

O modo de injecdo foi Splitless, temperatura do injetor foi de 270 °C, a
temperatura inicial da coluna de 35 °C nos primeiros 3 minutos, na sequéncia a
temperatura passou para 150 °C numa razéo de 5 °C por minuto, atingindo 150 °C o
aguecimento continuou até atingir 270 °C, numa razdo de 15 °C por minuto, a
temperatura de 270 °C foi mantida por 2 minutos, com vazdo do gas de arraste
(hélilo 5.0) de 1,21mL Min™ , o detector operou no modo varredura total (15 a 400 u)
e com elétron ionizacao a (70 eV), tempo total de corrida foi de 36 minutos.

Para a quantificacdo dos compostos volateis foi aplicada a técnica de
padronizacdo externa em que, as curvas de calibragdo foram obtidas a partir da
diluicdo de padrdes analiticos (Sigma Aldrich) de cada composto identificado.

Para quantificacdo dos compostos volateis utilizou-se um Cromatégrafo de
fase gasosa Shimadzu GC 2010, equipado com injetor Split/splitless com detector de
ionizacao de chama (280 °C). As demais condi¢cdes analiticas foram as mesmas que
as utilizadas na identificagdo dos compostos.

A Tabela 2 apresenta as equacgOes das retas, coeficientes de correlacdo e

faixas de concentracdes da quantificagdo dos compostos volateis. As curvas de



calibragdo de cada composto quantificado encontram-se apresentadas no Apéndice

E.

Tabela 2. Dados relativos a quantificacdo dos compostos volateis.

Composto Equacéo Coeficiente de Faixa de
correlagéo - R concentracdo em

mg/L

Acetato de etila y =5351,3x + 1398,8 0,9987 10 - 125

3 Metil 1 butanol y =1933x + 12850 0,9993 50 - 625

2 Metil 1 Butanol y = 3248,2x — 9235,2 0,9980 10-125
Butanoato de etila y =79515x + 1129,8 0,9991 0,1-5
Acetato de isoamila y =247172x — 373,72 0,9994 0,1-5
Hexanoato de etila y = 920262x + 26249 0,9984 0,1-5
Alcool fenil etilico y =91283x + 15083 0,9975 0,1-5
Octanoato de etila y = TE+06x - 436571 0,9967 0,1-5
Fenil etil acetato y = 148443x - 17495 0,9960 0,1-5
Acetato de fenil etila y =129697x - 12200 0,9953 0,1-5
Nonanoato de etila y = 1E+07x + 446256 0,9919 0,1-5
Decanoato de etila y = 6E+06x + 2E+06 0,9897 0,1-5
Dodecanoato de etila y =487050x + 63511 0,9974 0,1-5

4.6 Determinacéo de cor

A determinacdo da cor foi realizada utilizando-se de colorimetro da marca
KONIKA MINOLTA, modelo Chroma Meter CR-400, as amostras foram
acondicionadas em placa de petri, até atingir altura de 25 mm, utilizou-se fundo
branco para evitar interferéncias, as medidas foram realizadas em triplicata com

colorimetro devidamente calibrado.

4.7 Andlise sensorial

Para realizacdo da analise sensorial, foram recrutados de forma aleatoria 112

provadores néo treinados. As avaliagcdes foram realizadas no laboratorio de analise

sensorial da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus de Francisco
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Beltrdo. Todas as amostras foram servidas geladas. As amostras de hidromel foram
servidas em copos de vidro transparente de volume maximo de 25 mL, sendo
fornecido aos provadores um copo com agua para enxague da boca a fim de limpar
o palato entre cada amostra. A andlise sensorial foi realizada com as trés diferentes
amostras de hidromel com o intuito de avaliar qual seria a preferida e mais aceita
pelos consumidores. Neste sentido, o estudo foi planejado de modo que cada
participante avaliasse os atributos sensoriais das amostras. Foram comparadas as
trés amostras de hidromel e avaliados os atributos aparéncia, cor, aroma e sabor.

Cada amostra foi avaliada individualmente por cada julgador sobre uma
escala hedonica de 1 a 9 pontos para os atributos cor, aroma e sabor, sendo o valor
9: Gostei muitissimo e o valor 1: Desgostei muitissimo. Foi solicitado ao avaliador
gue apontasse a amostra de sua preferéncia, e fale sobre sua intencdo de compra
(Apéndice A).

4.8 Tratamento de dados

Para verificar as suposi¢des de normalidade e homogeneidade de variancias

foram utilizados os testes de Shapiro Wilk e Levene, ambos com 5% de significancia.

A andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias Tukey

foram utilizados para verificar se os efeitos dos diferentes tratamentos foram

significativos, considerando 95% de confiabilidade, os testes foram realizados
através de software Statistica versao 7.0 (STATSOFT INC, 2004).

Quanto aos dados obtidos através da analise sensorial, estes dados nédo
apresentaram distribuicdo normal, tentativas de transformacdo para obter
normalidade ndo apresentaram sucesso, portanto, para tratamento estatistico destes
dados foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, através do software
“Action” suplemento do Microsoft Excel 2010.

Os dados obtidos através da analise sensorial foram ainda submetidos a
andlise estatistica “Multivariada” (analise de componentes principais) através do
software “XLSTAT”, suplemento do Microsoft Excel 2010.

4.9 Aspectos éticos

O envolvimento de seres humanos na pesquisa ficou restrito a analise

sensorial das bebidas. Menores de 18 anos e pessoas que possuem restricoes ao



38

consumo de bebidas alcodlicas, mel ou derivados de mel foram orientados a néo
participar. O volume de bebida oferecido ao provador nao treinado n&o foi superior a
25 mL por amostra, a analise foi realizada mediante o conhecimento e aceitacao dos
termos constantes no “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Apéndice B).
O projeto foi submetido ao comité de ética sob o protocolo n® 35293414.2.0000.5227
e devidamente aprovado de acordo com o parecer substanciado n° 968.053
(Apéndice C).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do mel

A caracterizacdo fisico-quimica e andlises de adulteracdo do mel fornecem
um conhecimento prévio do teor de acUcares e a pureza da matéria prima. A Tabela
3 apresenta os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica do mel de
abelhas (Apis melifera) que foi utilizado como matéria prima na producdo das
bebidas.

Tabela 3. Caracterizacdo fisico-quimica do mel utilizado no na producdo do
hidromel.

Parametros Resultados Padrdo de qualidade do mel
Teor de sélidos (%) 81,53 £ 0,23 NA
Umidade (%) 18,40 £ 0,20 <20
Cinzas (%) 0,22 + 0,01 <0,6
AcUcares redutores (gramas/100g) 74,63 +£0,01 > 65
Sacarose aparente (gramas/100g) 1,05 +0,01 <6
Acidez livre (meq./Kg) 33,51+0,60 <50
Acidez lactbnica (meq./Kg) 5,03 +1,38 NA
HMF (mg/Kg) 5,03+ 1,38 <60
pH (adimensional) 4,44 +0,01 NA
Solidos insoluveis (%) 0,03 +0,01 <0,1

Os valores sdo médias dos resultados em triplicata, acompanhado do seu respectivo desvio padréo. O padrao de
gualidade refere-se a IN MAPA n° 11/2000 (BRASIL, 2000), que determina os limites minimos ou maximos para
cada parametro. Sendo NA, ndo se aplica.

Os resultados demonstram que o mel utilizado como matéria prima para o
desenvolvimento do estudo, apresentou padrédo de qualidade e identidade
caracteristico do mel puro de abelhas (Apis melifera) e, ao mesmo tempo obedece
aos limites estabelecidos pela Instrucdo Normativa nimero 11/2000 emitida pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2000).

O teor de umidade esta diretamente relacionado com a qualidade do mel, o
qgue foi comprovado para a amostra analisada no presente estudo, que também se
encontra dentro do limite estabelecido pela legislagéo brasileira (BRASIL, 2000). Em
estudo realizado por Sereia et al. (2011), os indices de umidade de mel organico, de

ilhas de triplice fronteira (entre Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul) e do
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Estado do Parana, variaram de (23,50% a 24,40%), valores estes, superiores ao
preconizado pela legislacdo (BRASIL, 2000) e também superiores aos encontrados
no presente estudo (18,40%).

O teor de acucares redutores é uma informacdo fundamental para que o
mosto possa se preparado de forma correta, pois, serdo os agucares redutores que
serdo convertidos em alcool através da acao das leveduras.

Em funcédo do alto valor comercial e dificuldade da producdo do mel, este,
tende muitas vezes ser alvo de recorrentes tentativas de fraudes e adulteracéo,
sendo que as adulteragbes mais comuns e recorrentes ocorrem pela adicdo de
xaropes com baixo custo comercial, neste sentido, testes adicionais foram realizados

para comprovar a pureza e procedéncia do mel utilizado (Tabela 4).

Tabela 4. Testes de adulteracdo (fraude) na amostra de mel utilizado na producéo
do hidromel.

Testes Resultados
Glicose comercial Fiehe Negativo
Glicose comercial Lugol Negativo
Teste de adulterag&o de Lund Negativo

Os testes foram realizados em triplicata.

Os testes comprovam a néo adulteracdo do mel por parte dos produtores,
sendo que o teste de Fiehe demonstrou a auséncia de glicose comercial, o teste de
Lugol apresentou resultado negativo para adulteracdo do mel com xaropes contendo
dextrinas e amido, e a reag¢do a reacao de Lund, que avalia o teor de substancias
albuminoides que devem estar presentes no mel puro, também apresentou resultado

negativo para adulteragéo.

5.2 Processo Fermentativo

Comprovado a qualidade da matéria prima (mel), realizou-se o
acompanhamento da evolugdo do processo fermentativo das trés diferentes cepas
de leveduras Saccharomyces, que foram selecionadas e utilizadas para a producéo

do hidromel (Figura 7).
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Variagao do Brix em funcdo do tempo
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Figura 7: Variacdo do °Brix (consumo de substrato) ao longo do tempo.

Leveduras selecionadas s&o aquelas cepas induzidas a operar e se
reproduzir em condi¢des de estresse, seja este causado pelo alto teor de substrato,
temperatura ndo ideal, elevados niveis de metabdlito (alcool), e/ou outros,
(PEREIRA et al., 2009). Além disso, devem possuir alta capacidade de conversao de
acucar em alcool.

Pela evolucao do processo fermentativo pelas diferentes cepas de leveduras
Saccharomyces, observou-se que no quinto dia, a cepa Red Star champagne
demonstrou maior potencial de transformacdo do aclcar em etanol, ou seja,
capacidade superior as demais de adaptacdo a condicdo adversa de fermentacéo
caracterizada pelo alto nivel de substrato.

Diferentemente, as cepas de Lalvin EC 1118 e Fleischmann s6 comecaram a
demonstrar comportamento diferenciado entre si ap6s o décimo primeiro dia, iSsoO
provavelmente ocorreu em funcdo de outra condicdo de estresse, provocada pelo
teor de metabdlito (teor alcodlico). Nestas condicdes, a cepa Lalvin EC 1118
demonstra estar mais bem adaptada, entretanto, esta caracteristica foi mais
marcante na cepa Red Star champagne, que demonstra maior adaptacdo a essa
condicdo se comparada com as demais cepas de leveduras utilizadas.

O processo fermentativo foi estabilizado a partir do décimo sétimo dia,
indicando que possivelmente as leveduras atingiram sua capacidade maxima de
tolerancia aos niveis de alcool contido no fermentado. Isso foi refor¢cado pela analise
dos resultados de caracterizacdo das bebidas que demonstram que todas ainda

dispdem de acucar fermentescivel apos a estabilizacdo do processo fermentativo.
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Leveduras possuem certa limitacdo no processo de conversdo de agucares
em &lcool, isto € uma consequéncia dos niveis do produto (&lcool) gerado nesse
processo, mesmo leveduras selecionadas ndo sao capazes de continuar 0 processo
qgquando os niveis de alcool atingem valores préximos a 18% v/v. As cepas de
leveduras sédo selecionadas conforme o tipo de substrato a ser fermentado
(PEREIRA et al., 2009).

Além da qualidade da matéria prima, pH, temperatura, teor de acucares e
disponibilidade de nutrientes, a taxa de inoculacdo de leveduras € fundamental no
processo de obtencdo de hidromel (PEREIRA et al., 2013). Para acompanhamento
desta importante variavel, foi realizada a contagem e ajuste inicial do in6culo, bem
como a determinacdo do numero de leveduras viaveis ao final da fermentacdo para

determinacao da taxa de crescimento (Tabela 5).

Tabela 5. Taxa de inoculagdo, contagem apds fermentacdo e taxa de crescimento
das leveduras.

Parametros Red Star champagne Lalvin EC 1118 Fleischmann
Taxa de inoculac&o inicial 10°+155° 10°+132° 10°+142°
Contagem final 4,8x10°+16142 8,61x10°+1178" 1,32x10'+1919°
Taxa de crescimento* 48,00 86,10 132,00

* NUmero de vezes a taxa de inoculagdo. Os resultados representam médias das determinacdes em triplicatas,
seguidos do desvio padrdo. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05).
(Analise de variancia - ANOVA e Teste de Tukey).

Os resultados para crescimento celular foram coerentes com o rendimento, a
cepa que apresentou o maior crescimento (Fleischmann), foi que apresentou o
menor rendimento. Pereira et al. (2013), relata que o crescimento celular tem
impacto direto sobre o rendimento uma vez que o substrato foi parcialmente
consumido para que fosse possivel o crescimento, reduzindo desta forma o
rendimento. A cepa Fleischmann apresentou maior taxa de crescimento (132 vezes
o valor inicial) e consequentemente o menor rendimento (45,93%) (Tabela 6).

Este comportamento diferenciado para taxa de crescimento esta diretamente
relacionado com o processo de selecao a qual as diferentes cepas foram submetidas
(PEREIRA et al., 2009).

A Figura 8 apresenta a camara de Newbauer e imagem microscopica da

contagem de células viaveis.
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Figura 8. Parte superior esquerda camara de Newbauer, inferior esquerda area demarcada da camara, imagem a
direita demonstra as células na camara, as leveduras circuladas sdo consideradas inativas, pois, admitem o
corante para dentro da célula.

5.3 Caracterizacao fisico-quimica do hidromel fresco produzido com diferentes

cepas de leveduras Saccharomyces

A caracterizacgéo fisico-quimica de bebidas fermentadas é fundamental para a
determinacdo de sua identidade e qualidade, os principais parametros s&o:
densidade, teor alcodlico, acidez total e volatil e agUcares redutores.

A densidade das bebidas est4 diretamente relacionada com o consumo de
substrato e producédo de élcool, pois, 0 consumo de glicidios diminui o teor de
sélidos dissolvidos e consequentemente diminui a densidade. Ao mesmo tempo, a
producdo de etanol também contribui para diminuicdo da densidade do fermentado
(GOMES, 2010).

Os resultados das determinacgdes fisico-quimicas (Tabela 6) corroboram com
as informagbes demonstradas na Figura 7, principalmente no que se refere ao
consumo de substrato (aproveitamento) e consequente producdo de etanol. Extrato
seco e acgucares redutores também apresentam valores coerentes, uma vez que a
cepa que apresentou o maior rendimento e aproveitamento (Red Star Champagne),

também apresentou menores niveis de extrato seco e acucares redutores.
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Tabela 6. Caracterizagao fisico-quimica dos hidroméis produzidos com as diferentes

cepas de leveduras Saccharomyces.

Parametros Red Star Lalvin EC 1118 Fleischmann
champagne
Densidade (g.mL'l) 1,0006 + 0,0001% 1,0034 + 0,0002° 1,0053 + 0,0002°
Teor alcodlico (% VIv) 17,16 + 0,06° 15,52 + 0,05° 14,39 + 0,09°
Acidez total (meq.L™) 53,66 + 1,52° 66,66 + 0,57° 65,00 + 1,00"
Acidez volatil (meq.L™) 11,33+ 0,57° 14,66 + 0,57° 9,00 + 1,002
Aclcares redutores (g.L™) 19,63 + 0,35% 26,23 +0,23" 43,16 + 0,57°
Extrato seco (g.L™) 59,97 + 0,11 64,25 + 0,16" 85,22 +0,39°
Aproveitamento (%) 93,22 +0,12° 90,95 + 0,08" 82,48 + 0,47%
Rendimento (%) 47,71+ 0,17° 46,32 + 0,03" 45,93 +0,11°

Os resultados representados referem-se a médias das determinagBes em ftriplicatas, seguidos do respectivo
desvio padrdo. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05). (Andlise de
variancia - ANOVA e Teste de Tukey).

Foi possivel constatar que os valores de densidade corroboram com os dados
obtidos para teor alcodlico real, acucares redutores, extrato seco e aproveitamento.
Evidencia-se, também, por meio destes resultados, a maior capacidade da cepa Red
Star champagne em processar substrato e transforméa-lo em produto (alcool).

A cepa de leveduras Lalvin EC 1118 apresenta condicdo intermediaria,
seguida pela cepa Fleischmann, no que diz respeito a capacidade de converter o
substrato (acucar) em produto (etanol), indicando menor capacidade de producédo de
alcool. Este fato pode estar, relacionado, possivelmente, ao processo de selecédo da
cepa. A cepa Fleischmann, trata-se de uma levedura produzida para panificacao e
sua aplicacdo esta em funcédo da sua capacidade de produzir gas carb6nico, sendo
que a condicdo de estresse provocada pelo excesso de produto (alcool) ndo se
aplica, e como consequéncia ela apresenta menor rendimento e aproveitamento.

Todos os parametros fisico-quimicos avaliados com as trés diferentes cepas
de leveduras apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os hidroméis,
exceto a acidez total, que para a bebida produzida com as leveduras Lalvin EC 1118
e Fleischmann nédo diferiram significativamente entre si (p>0,05), ao passo que
ambas diferiram estatisticamente (p<0,05) para a bebida produzida com a levedura

Red Star champagne.
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A acidez é um pardmetro importante para avaliar a qualidade das bebidas
fermentadas. A acidez relativamente alta indica a formacdo de &cido acético em
demasia, isso ocorre quando o processo fermentativo ndo € conduzido de modo
adequado, contaminacdo por bactérias acidogénicas ou eventual oxidacao
provocada pela adicdo/infiltracdo de ar atmosférico e consequentemente o oxigénio
(BAUER e PRETORIUS, 2000; HOHMANN e MAGER, 2003; SROKA e
TUSZYNSKI, 2007).

Para os indices de acidez total e acidez volatil a Portaria n° 64, de 23 de abril
de 2008 (BRASIL, 2008), determina limites maximos de 130 e 20 meq.L™,
respectivamente, o que indica que os resultados obtidos neste trabalho para acidez
total (53,66 a 66,66 meqg.L™) e volatil (9,00 a 14,66 meq.L™) demonstram conducao
adequada dos processos fermentativos para todas as amostras.

Quanto ao teor alcodlico, todas as amostras diferiram entre si (p<0,05), sendo
gue o hidromel produzido com a cepa Red Star champagne apresentou maior teor
alcoodlico (17,16%) quando comparado aos hidroméis produzidos com as cepas
Lalvin EC 1118 (15,52%) e Fleischmann (14,39%), sendo estes resultados coerentes
com o teor de acUcar redutor residual das amostras.

Em termos de aproveitamento (consumo do substrato presente no mosto) a
cepa Red Star champagne, apresentou maior resultado, com aproveitamento de
(93,22%), seguida pela Lalvin EC 1118 (90,95%) e Fleischmann com (82,48%).

O rendimento foi calculado em funcao da producao de etanol a partir de uma
determinada quantidade de glicidios. Neste sentido, as trés diferentes leveduras
apresentaram rendimento significativamente diferente entre si (p<0,05), sendo que a
cepa Red Star champagne, demonstra melhor desempenho (47,71%), seguida pela
Lalvin EC 1118 (46,32%) e Fleischmann (45,93%).

5.4 Composicao Volatil dos hidroméis

As caracteristicas sensoriais do hidromel estdo diretamente ligadas a sua
composi¢cdo de compostos volateis, tais como: alcoois, ésteres, aldeidos, acidos
carboxilicos, entre outros. A presenca e concentracdo destes compostos estao
relacionadas com a qualidade da matéria prima, condicbes de fermentacdo e
também a maturacdo (MENDES-FERREIRA et al., 2010).



46

A Figura 9 apresenta os cromatogramas sobrepostos das trés diferentes
amostras de hidromel produzidas neste trabalho.
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Figura 9. Cromatogramas sobrepostos das trés diferentes amostras de hidromel, CG-MS. Onde 1- 3 Metil 1
butanol. 2- 2 Metil 1 butanol. 3- butanoato de etilal. 4- Acetato de isoamila. 5-Hexanoato de etila. 6- Alcool Fenil
etilico. 7- Octanoato de etila. 8- Fenil etil acetato. 9- Acetato de fenil etila. 10- Nonanoato de etila. 11- Decanoato
de etila. 12- Dodecanoato de etila.

7

A cromatografia gasosa acoplada a detector de massas € uma poderosa
ferramenta para identificacdo de compostos volateis, a identificacdo de substancias
em amostras desconhecidas é realizada pelo detector de massa em funcédo da
massa do ion molecular, da massa dos fragmentos, bem como, do padrdo de
fragmentacao da substancia (HOLLER, 2009).

O conhecimento da composicdo em termos de compostos Vvolateis,
principalmente dos ésteres, torna-se uma importante ferramenta, pois a aceitacdo
sensorial, bem como a preferéncia por parte dos consumidores e/ou julgadores
podem estar diretamente relacionadas a composi¢édo destes compostos no hidromel,
gue por sua vez, pode definir qual das bebidas elaboradas mais agrada o paladar
dos consumidores.

A Tabela 7 apresenta o tempo de retencao linear, fragmentacédo e percentual

de certeza na identificacdo dos compostos de interesse no hidromel.
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Tabela 7. Fragmentacao, tempo de retencao e percentual de certeza da identificacao
dos compostos volateis presentes no hidromel.

Compostos Tempo de Fragmentacao (m/z) Percentual
retencao min. de certeza
3-Metil 1-Butanol 4,27 87 70 55 45 42 31 15 94%
2-Metil 1-Butanol 4,35 87 70 57 45 41 29 96%
Butanoato de etila 6,02 116 101 88 71 60 45 43 29 15 90%
Acetato de isoamila 8,45 115 100 97 87 85 75 70 67 61 55 97%

45 43 38 27 15

Hexanoato de etila 12,40 144 115 99 97 88 83 71 60 55 43 95%
41 29 27 15
Alcool Fenil Etilico 16,04 123 122 105 103 93 91 85 77 74 97%

65 62 51 39 31 26

Octanoato de etila 18,65 172 157 143 131 127 115 109 101 96%
88 83 70 60 57 43 39 29 18

Fenil etil acetato 19,90 164 136 119 105 91 86 77 65 63 90%
51 41 39 29 18

Acetato de fenil etila 20,25 121 105 104 91 77 65 51 43 39 94%
27 15
Nonanoato de etila 21,41 186 157 143 141 129 115 112 101 93%

88 84 73 60 43 41 29 18

Decanoato de etila 24,14 200 171 155 143 129 115 111 101 96%
88 83 73 60 45 43 29 18

Dodecanoato de etila 28,23 228 199 183 171 157 143 129 115 94%
106 101 88 73 61 55 43 29

No entanto, atrasos no processo fermentativo relacionados ao estresse
osmotico, falta de nutrientes essenciais ou em funcdo de temperatura inadequada,
podem gerar compostos e/ou sabores indesejaveis, dando origem a um hidromel
com sabor residual gerado pelas leveduras em funcao da incapacidade de adaptar-
se ao meio (PEREIRA, 2009).

A Tabela 8 apresenta a concentracdo dos compostos volateis presentes nas

trés formulacdes de hidroméis produzidos com diferentes cepas de leveduras.
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Tabela 8. Concentracéo (mg.L™) dos compostos volateis nas amostras de hidromel

produzido com diferentes cepas de leveduras Saccharomyces.

Volateis Red Star champagne Lalvin EC 1118 Fleischmann
mg.L"! mg.L"! mg.L"?
Acetato de etila 66,64 + 0,39° 71,65 +1,07% 43,88 = 2,00b
Butanoato de etila 0,18 +0,01° 0,18 + 0,01° 0,34+ 0,01*
Acetato de isoamila 0,62 + 0,014° 0,47 £ 0,01° 0,77 £0,01*
Hexanoato de etila 0,28 +0,01° 0,31+ 0,01" 0,36 + 0,09%
Octanoato de etila 0,37 £ 0,01° 0,37 +0,01° 0,43+ 0,01*
Fenil etil acetato 0,45 +0,01° 0,51 +0,01° 0,49 + 0,01*
Acetato de finil etila 0,25+ 0,01° 0,22 +0,01° 0,22 +0,01°
Nonanoato de etila 0,12 +0,01* 0,13 +0,01* 0,12 +0,01*
Decanoato de etila 0,11 +0,01° 0,16 + 0,01* 0,15+ 0,01*
Dodecanoato de etila 0,12 +0,01* 0,12 +0,01* 0,12 +0,01*
3 Metil 1 butanol 358,80 + 2,87° 365,76 + 4,94° 512,65 + 1,69°
2 Metil 1 butanol 49,51 + 1,92 40,14 + 0,55° 61,25 + 0,75
Alcool fenil etilico 3,25+0,03" 2,55+ 0,13° 4,86 +0,01%

Os resultados representados referem-se as médias das determinacBes em triplicatas, seguidos do respectivo
desvio padrdo. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05). (Andlise de
varidncia - ANOVA e Teste de Tukey).

O principal éster encontrado em bebidas alcodlicas é o acetato de etila, o qual
é formado durante o processo de fermentacdo onde uma pequena parte do etanol
reage com &cido acético (BARCELQOS, 2006). No presente estudo, a concentracao
do acetato de etila diferiu significativamente (p<0,05) entre as amostras de
hidroméis, cujos valores variaram de 43,88 a 71,65 mg.L™.

Embora, o acetato de etila seja, dentre os volateis, o0 mais comumente
encontrado em bebidas fermentadas, nao tem estabelecido no Regulamento Técnico
de identidade e qualidade para hidromel (BRASIL, 2008), o limite de sua
concentracéo para esta bebida. No entanto, a Instrugdo Normativa n° 13 do MAPA
(BRASIL, 2005) estabelece que bebidas fermento-destiladas ndo possuam mais que
2000 mg.L™ de &lcool anidro de ésteres totais expressos em acetato de etila.

Desta forma, e em se tratando de uma bebida fermentada, pode-se inferir que

a concentracdo deste éster na bebida elaborada contribuiu para seu sabor e aroma,
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pois, de acordo com Windholz, (1976) e Maia, (1994), baixa concentracao de acetato
de etila em bebidas alcodlicas pode incorporar um aroma agradavel de frutas,
porém, em altas concentracdes, propicia um sabor indesejavel e enjoativo.

Para os demais ésteres, as concentracdes encontradas foram bem menores
guando comparadas as concentracdes do acetato de etila, sendo que de alguns
apresentaram, maiores concentragcbes no hidromel produzido a partir da cepa
Fleischmann, sendo, butanoato de etila (0,34 mg.L™?), acetato de isoamila (0,78
mg.L™), hexanoato de etila (0,36 mg.L'1) e octanoato de etila (0,43 mg.L™) diferindo
estatisticamente (p<0,05) das demais amostras.

Quanto ao fenil etil acetato a amostra que revelou menor valor (0,45 mg.L™)
foi a produzida pela cepa Red Star Campagne, diferindo estatisticamente (p<0,05)
das demais amostras que nao diferiram entre si. Ja para o acetato de fenil etila a
amostra que apresentou maior valor (0,25 mg.L™) foi o hidromel produzido a partir da
cepa Red Star Champagne, diferindo estatisticamente das demais amostras
(p<0,05), para este composto as demais amostras nao apresentaram diferenca
significativa.

Os ésteres nonanoato de etila, decanoato de etila e dodecanoato de etila
foram os compostos que de modo geral apresentaram 0s menores concentracoes
em todas as amostras, na maioria dos casos sem diferenca significativa (p>0,05),
embora em pequenas guantidades estes compostos sdo considerados importantes
para a identidade do aroma do hidromel (PEREIRA, 2015).

Quanto aos alcoois superiores 3-Metill 1-butanol, 2-Metil 1-butanol e Alcool
fenil etilico, a amostra que apresentou maiores valores foi a produzida a partir da
cepa Fleischmann (512,653 mg.L™" para 3-Metill 1-butanol, 61,250 mg.L™ para 2-
Metil 1-butanol e 4,86 mg.L™" para Alcool fenil etilico), sendo observada diferenca
estatistica (p<0,05) entre todas as amostras. A legislacdo Brasileira (BRASIL, 2008)
nao preconiza limites para niveis de alcoois superiores em hidromel. O Ministério de
Agricultura (Instrucdo Normativa n° 13/2005) determina que bebidas fermento-
destiladas (cachaca) ndo possuam mais que 3,6 g.L™ de alcool anidro de &lcoois
superiores.

Ao analisar diferentes amostras de hidromel, Mendez-Ferreira (2010),
encontrou valores para alcoois superiores (3-metil 1-butanol, 2-Metil 1 butanol e

alcool fenil etilico) que variaram entre 250 e 540 mg.L™.
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Para a maioria dos compostos volateis avaliados, a amostra de hidromel
produzido a partir da cepa Fleischmann, apresentou maiores concentracoes,
principalmente para os ésteres que atribuem a bebida aroma frutado e floral, o que
pode ter contribuido de forma favoravel ao desempenho da bebida durante a analise
sensorial.

Os resultados encontrados no presente estudo para compostos volateis
apresentam certa similaridade com os resultados encontrados por Mendes-Ferreira
et al. (2010), que avaliou a variagdo da composicao de volateis em funcdo do
preparo do mosto.

Pereira et al. (2015) avaliou a composicdo de hidromel produzido com
diferentes niveis de suplementacdo com nitrogénio, em ambos os trabalhos a
concentracdo de compostos volateis variou em funcdo dos diferentes tratamentos.
De modo geral, pode-se sugerir que a composicdo de compostos volateis em
hidromel pode ser afetada pela estirpe de levedura aplicada, pelo modo de preparo

do mosto, bem como pela suplementacédo por nitrogénio.

5.5 Avaliagéo Sensorial do hidromel

A avaliacdo sensorial de produtos alimentares € muito importante, pois, ela
fornece indicacdes fundamentais para a producdo e comercializacdo desses
produtos, no que diz respeito as preferéncias do consumidor (DUTCOSKY, 2007).

A Tabela 9 apresenta a média das notas dos atributos cor, aroma e sabor,
bem como, da intencdo de compra, obtidos em analise sensorial realizada com 112

provadores néo treinados.

Tabela 9. Notas dos tributos cor, aroma e sabor, bem como da intencéo de compra,
para os hidroméis elaborados com diferentes cepas de leveduras Saccharomyces.

Atributos Red Star champagne Lalvin EC 1118 Fleischmann
Cor 7,21 +1,57% 7,39 +1,43% 7,42 + 1,432
Aroma 7,21 +1,54% 7,22 +1,66% 7,33+1,52%
Sabor 6,26 + 2,03 6,99 + 1,74 7,58 + 1,60°
Intencé@o de compra 3,14 +1,19% 3,62 +1,08° 4,14 +0,93°

Os resultados referem-se as médias das notas atribuidas pelos julgadores para cada amostra, seguidas do
respectivo desvio padrdo. Para os atributos cor, aroma e sabor a escala hedénica variou de 1 a 9, para a
intencao de compra de 1 a 5. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05)
segundo o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Dos atributos avaliados, a cor e o aroma nao apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre as diferentes leveduras. Quanto ao sabor o hidromel
produzido com a levedura Fleischmann apresentou maior pontuagéo diferindo
estatisticamente da Red Star champagne e da Lalvin EC 1118, sendo que também
obteve maior pontuacdo para a intencdo de compra, que apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) entre as trés amostras de hidromel.

As notas para intencdo de compra demonstram que o hidromel possui grande
potencial de mercado. Atualmente a garrafa de hidromel € vendida entre R$ 40,00 e
R$ 100,00, considerando que o custo de producédo é de aproximadamente R$ 9,00 a
garrafa, ndo contabilizando o investimento inicial e méo de obra, os lucros podem
ser maiores que 90% em casos especificos.

Além do tratamento das pontuacdes relacionadas a avaliacdo sensorial,
utilizou-se, para melhor compreensdo dos resultados, a analise estatistica
“Multivariada” com emprego da analise de componentes principais.

A andlise de componentes principais apresenta, por agrupamento, as
pontuacdes atribuidas pelos julgadores formando grupos distintos de preferéncias,
bem como, indica qual dos atributos avaliados contribuiu com maior peso na decisédo
de preferéncia. A Figura 10 apresenta a representacdo gréfica do resultado da

analise de componentes principais.

Biplot (eixos F1 e F2: 100,00 %)

N

Aroma

15 +

F1

533 05 703

(11,23 %)

F2
N
«
N
®

-1,5 -1 -0,5 0,5 1,5 2 2,5
Sabor
-0,5 -

601

“F1 (88,77 %)

® Ativas e Variaveis ativas  ® Variaveis adicionais

Figura 10. Analise de componentes principais. Onde F1 e F2 representam as preferéncias 1 e 2, F1 explica
88,77% dos eventos e F2 os 11,23% restantes.
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Os dados da andlise sensorial geraram dois grandes grupos de preferéncia,
representados por (F1) e (F2). Em resposta a estes grupos, a preferéncia 1 (F1)
responde por 88,77% dos resultados da analise, enquanto que a preferéncia 2 (F2)
responde por 11,23% dos resultados obtidos nesta analise.

Na ACP (andlise de componentes principais), avalia-se a concordancia pela
disposi¢do dos individuos (julgadores) no gréfico Y2 versus Y1, em que: Y1 e Y2
sao, respectivamente, a primeira e a segunda componente principal. A ACP também
serve para discriminar diferentes amostras na analise sensorial (SILVA e AZEVEDO,
2009; SILVA e AZEVEDO, 2006).

O software tem como objetivo reunir em grupos distintos 0 maior namero
possivel de julgadores que apresentam gostos semelhantes, neste caso, foi possivel
abarcar todos os provadores em apenas dois grupos (F1) e (F2), observa-se que o
grupo representado por (F1) que responde por 88,77% dos provadores aponta em
direcdo da amostra 703 (Fleischmann) amostra que obteve maior preferéncia, fica
evidenciado também que aroma e sabor foram decisivos para este resultado.

A Figura 10 mostra que a amostra 703 (Fleischmann) foi a mais preferida,
seguida pela amostra 603 (Lalvin EC 1118), e que a amostra 533 (Red Star
champagne) apresentou certa rejeicdo por parte dos julgadores. Observa-se,
também que os atributos aroma e sabor tiveram maior peso (interferéncia) na

deciséo de preferéncia, frente ao atributo cor.

5.6 Caracterizacédo fisico-quimica e andlise de cor do hidromel maturado em
tonéis de Carvalho e Balsamo

Durante o processo de maturacdo em tonéis de carvalho e balsamo as
caracteristicas fisico-quimicas de densidade, grau alcodlico, acidez, acucares e
extrato seco, foram avaliados. A caracterizacdo foi realizada no hidromel fresco
produzido a partir da cepa Fleischmann, e nos periodos de 30, 60, 90, 120 e 180
dias de maturagéo. Os resultados sédo apresentados na Tabela 10.

As amostras de hidromel submetidas ao processo de maturacdo em madeiras
de carvalho e balsamo apresentaram para o parametro densidade uma tendéncia
crescente, enquanto o grau alcodlico mostrou tendéncia decrescente, isso pode ter
ocorrido, segundo Gonzéles-Centeno et al. (2016), em funcdo da evaporacdo do

etanol e também em funcdo da extracdo de compostos da madeira pela bebida.
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Para a amostra maturada no carvalho ocorreu mudanca significativa ja a partir dos

trinta dias de maturacéo, acentuando-se partir dos 120 dias.

Tabela 10. Caracterizacdo fisico-quimica do hidromel maturado em tonéis de
carvalho e balsamo ao longo dos 180 dias de maturacao.

Madeira
de Parametros Fresco 30 dias 60dias 90 dias 120 dias 180 dias
maturacao
c Densidade [1,0056+0,0001°*1,0072+0,001%%1,0071+0,002*'1,0071+0,001*1,0092+0,002°®1,0110+0,001°%
A Grau 14,52+0,02%  13,86+0,05*" 13,87+0,02*" 13,77+0,03* 13,36+0,10* 12,79+0,20"*
R Alcoolico
\Y
A [Acidez Total 65,72+0,46*  65,74+0,29* 65,16+0,18* 65,58+0,38*" 65,88+0,40*" 65,22+0,09*"
L .
H Fﬁggﬁgr 43,28+0,08%*  43,25+0,05°°* 43,0620,11°" 42,92+0,04°"" 42,78+0,02** 42,19+0,02°"
O Extrato bA cB aB aA dB eB
“eco 86,17+0,32 89,52+0,36°® 91,04+0,07*® 91,61+0,38*" 104,88+0,39"® 126,06+0,19
5 Densidade |1,0056+0,001°* 1,0064+0,001°*1,0074+0,001**1,0074+0,001*1,0072+0,001*1,0087+0,002°*
A Grau 14,52+0,02°*  14,17+0,06™ 13,95+0,02*® 13,84+0,03* 13,62+0,02%® 13,37+0,13%®
L Alcoolico
i Acidez Total| 65,72+0,46*  65,160,17*" 65,32+0,16*" 65,73+0,32*" 65,95+0,02* 65,62+0,19*
M| Acucar | 42584008  43,30:0,04 43,28+0,11%" 43,20:0,02%° 43,08+0,03%° 42,76:0,15
0] Redutor
E;‘;fgo 86,17+0,32°*  87,97+0,38%" 90,23+0,08" 92,67+0,43%® 93,26+0,12** 95,76+0,31°"

Sendo densidade (g.mL™), grau alcodlico (% viv), acidez total (meq.L™), agticar redutor (em g.L™) e extrato seco
(g.L™"). Os resultados representados referem-se as médias das determinacdes em triplicatas, seguidos do
respectivo desvio padrdo. Valores na mesma linha seguidos de letras minusculas iguais ndo diferem entre si
(p>0,05). Valores da mesma coluna seguidos de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si,
considerando cada paradmetro de forma individual (Analise de variancia - ANOVA e Teste de Tukey).

Para a amostra maturada no balsamo, a densidade so teve alteracdo com
diferenca comprovada estatisticamente (p<0,05) a partir dos 60 dias de maturacao,
com maior intensidade a partir dos 120 dias, sendo assim, é possivel afirmar que o
tempo de maturacdo deve estar em funcdo das caracteristicas da madeira do
maturador, bem como, das caracteristicas desejadas para o produto final.

O grau alcodlico apresentou uma tendéncia decrescente tanto para o hidromel
maturado no carvalho quanto para o hidromel maturado no balsamo. Para ambas
amostras, observa-se diferenca estatistica (p<0,05) a partir de 30 dias de maturacao,
sendo que ao final da maturacdo (180 dias), a amostra maturada no carvalho
apresentou grau alcodlico de 12,72% e a amostra maturada no balsamo 13,37%, o

decréscimo de grau alcodlico ao longo do tempo de maturagdo deve servir de
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referéncia para se determinar o tempo ideal de maturacao, levando-se em conta as
caracteristicas desejadas para o produto final.

Para o parametro acidez ndo ocorreu diferenca estatistica (p>0,05) entre os
tempos de maturacdo nem entre as amostras maturadas em diferentes madeiras.
Estudos realizados por Téo et al. (2005) demonstraram que para maturacdo de
cachaca o carvalho e o balsamo ndo tendem a aumentar o nivel de acidez da
bebida, enquanto que a madeira amburana aumenta drasticamente a acidez da
bebida durante a maturacao.

Os niveis de agucares redutores apresentaram uma tendéncia decrescente
com diferenca significativa a partir dos 60 dias de maturacdo, para o hidromel
maturado no carvalho, enquanto que a maturacao do hidromel em tonel de balsamo
ndo mostrou alteracdes para este parametro.

O extrato seco, ambas as amostras de hidroméis apresentaram tendéncia
crescente ao longo do processo de maturacdo com diferenca estatistica (p<0,05) a
partir de 30 dias de maturacdo para os dois tratamentos. Ao final do processo de
maturacdo (180 dias) o contetdo de extrato seco encontrado foi de 126,06 g.L™
(tonel de carvalho) e 95,76 g.L™ (tonel de balsamo). O aumento do extrato seco esta
diretamente relacionado a perda de etanol e extracdo dos compostos da madeira,
desta forma estas variaveis devem ser controladas durante o tempo de maturacéo
para que a bebida ndo tenha o teor alcodlico reduzido em demasia, bem como, o
extrato seco muito alto tornando o hidromel licoroso.

De modo geral o carvalho apresentou capacidade de alterar as caracteristicas
fisico-quimicas da bebida de maneira mais rapida e intensa.

A maturacdo de bebidas alcodlicas em tonéis de madeira tem sido
amplamente utilizada para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
da bebida, sendo comum a perda de alcool por evaporacdo que varia em funcéo da
porosidade da madeira, bem como a mudanca de sabor em fungcéo da composicao
quimica da madeira empregada neste processo. A extracdo de compostos presentes
na madeira deixa a bebida mais encorpada com maior teor de extrato seco e mais
densa consequentemente (MARTINEZ-GIL et al., 2012, GONZALES-CENTENO et
al., 2016).

A fim de verificar a alteragéo da cor na bebida elaborada e maturada em tonel
de carvalho e balsamo, realizou-se analise instrumental da cor no hidromel ao longo

do tempo de maturacao e os resultados sao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Determinagéo da cor no hidromel fresco e maturado ao longo dos 180

dias de maturacéo.

Fresco 30 dias 60dias 90 dias 120 dias 180 dias

c | L* | 68,40£0,35"  64,59+0,18""  64,40+0,04°®  63,82+0,041™®  63,93+0,06°  63,52+0,06"
g a* | -1,97+0,02**  -1,89+0,01°®  -1,73+0,02°® -1,54+0,02"® -1,46+0,03"®  -1,38+0,03%
Vo | b* | 16,05+0,13"*  17,77+0,05°®  17,92+0,18*  19,28+0,19"  21,55+0,08°®  27,99+0,02°®
ﬁ c* | 16,12+0,21"*  17,86+0,05°°  18,00+0,17**  19,34+0,19**  21,45+0,16°®  28,03+0,01%®
g h* | 97,15+0,28"*  96,07+0,03"*  9521+0,35"  94,24+0,29**  93,86+0,06**  92,75+0,10™

L* | 68,40+0,35  68,41+0,02°®  61,05+0,16"*  62,41+0,18*"  62,17+0,19"  61,54+0,03*"
2 a* | -1,97+0,02**  -2,01+0,05*  -1,85+0,04** -1,84+0,05*  -1,91+0,04*  -1,97+0,22*
é b* | 16,05+0,13**  16,42+0,39®"  18,20+0,11”  18,96+0,30°*  20,66+0,17"*  24,45+0,60™"
ﬁ\/l Cc* | 16,12+0,21*  16,64+0,34**  18,29+0,10°  19,06+0,29"*  20,76+0,11°*  24,54+0,58™
O | h* | 97,1540,28"  96,88+0,47°*  95,71+0,28%*  9504+0,35®®  9537+0,05*®  94,95+0,84°°

Sendo L* luminosidade preto/branco, a* cor vermelha para valores positivos e cor verde para valores negativos,
b* cor amarela para valores positivos e cor azul para valores negativos, C* saturacdo de cor e h* tonalidade. Os
resultados representados referem-se as médias das determinagfes em triplicatas, seguidos do respectivo desvio
padrdo. Valores na mesma linha seguidos de letras minisculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05). Valores da
mesma coluna seguidos de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si, considerando cada
parametro de forma individual (Analise de variancia - ANOVA e Teste de Tukey).

Para ambas as amostras a luminosidade L*, apresentou uma tendéncia
decrescente, ou seja, o hidromel ficou mais escuro ao longo do tempo de maturagéo.
Para o hidromel maturado no carvalho a diferenca foi significativa a partir dos
primeiros 30 dias de maturacdo, enquanto que o hidromel maturado no balsamo a
diferenca para os valores de L* foi significativa a partir dos 60 dias de maturacao.

Quanto ao parametro a* (vermelho/verde), a coloracdo verde foi atenuada
pela maturacdo com carvalho, a mudanca significativa ocorreu a partir dos 60 dias
de maturacao, j& a maturacdo do hidromel em tonel de balsamo néo interferiu nesta
variavel.

A variavel b* (amarelo/azul) apresentou caracteristicas interessantes,
acentuando a coloracdo amarela em abas as amostras, apresentando, diferenca
significativa a partir dos 30 dias de maturagdo para o hidromel maturado em tonel de
carvalho e 60 dias para o hidromel maturado em tonel de balsamo. O mesmo
comportamento foi observado para o parametro C* (saturacdo de cor), onde se

percebeu uma tendéncia crescente em ambas as amostras e para o parametro h*
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(tonalidade), sendo que para ambos observou-se diferenca foi significativa ja a partir
dos 30 dias de maturacao para o hidromel maturado no carvalho e 60 dias a, para o
hidromel maturado no balsamo.

A madeira carvalho se mostrou mais eficiente na contribuicdo de coloracao da
bebida, uma vez que em menor tempo houve uma maior variagédo da cor do hidromel
quando se compara a bebida fresca com a maturada.

A capacidade de alterar as caracteristicas da bebida esta diretamente ligada a
composicdo quimica da madeira, bem como de algumas caracteristicas fisicas,
como a porosidade (MARTINEZ-GIL A. et al., 2012, GONZALES-CENTENO et al.,
2016).

A Figura 11 demonstra através de imagem digital a evolucdo da cor ao longo
do processo de maturacdo do hidromel.

A medicdo colorimétrica instrumental apontou para (alguns parametros)
diferencas significativas de cor ja a partir dos primeiros 30 dias de maturacao,
contudo, visualmente esta diferenca foi perceptivel apenas apés os 90 dias de

maturacao.

180 dias

OITIr>»<1W>0O

OZIrunr>»w

Figura 11. Imagem digital do hidromel fresco comparado com os diferentes tempos de maturagéo em carvalho e
bélsamo.

A capacidade de alterar as caracteristicas da bebida esta diretamente ligada a
composicdo quimica da madeira, bem como de algumas caracteristicas fisicas,
como a porosidade (MARTINEZ-GIL A. et al., 2012, GONZALES-CENTENO et al.,
2016). Kempka e Mantovani, (2013) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas

(cor) do hidromel produzido a partir de diferentes amostras de mel, os valores
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encontrados pelos pesquisadores sdo simllares aos econtrados no presente estudo,
no que diz respeito aos parametros L*, a* e b*, para hidromel fresco.
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6.0 CONCLUSAO

A matéria prima utilizada na producdo de hidromel se apresentou livre de
adulteracdes o que contribuiu para a elaboracdo de uma bebida fermentada de
qualidade.

A cepa Red Star champagne demonstrou, para o hidromel, ser a mais
eficiente na transformacédo de acucar em alcool, no entanto, na analise sensorial
esta bebida obteve menor pontuacdo quando comparado a bebida elaborada com as
demais cepas.

A utilizacdo da levedura Fleischmann na producédo de hidromel caracterizou
uma bebida mais doce e com menor teor alcodlico, sendo a de maior preferéncia na
avaliacdo sensorial.

As trés cepas de leveduras parecem ser adequadas para producéo de
hidromel, no entanto, elas diferem quanto ao teor de agucar residual e teor alcodlico,
produzindo bebidas de diferentes graus alcodlicos.

A bebida produzida a partir da cepa Fleischmann, apresentou na maioria dos
casos, maior teor de ésteres, 0 que pode ter contribuido em seu melhor desempenho
na andlise sensorial frete as outras amostras, uma vez que 0s ésteres sdo 0S
principais compostos capazes de atribuir aroma a bebida, principalmente aroma
frutado e floral.

Dentre as madeiras testadas na maturacdo do hidromel (carvalho e balsamo),
o carvalho apresentou capacidade de alterar as caracteristicas fisico-quimicas e a
cor do hidromel de forma mais rapida e intensa.

O hidromel pode ser uma alternativa aos pequenos produtores de mel para
agregar valor ao produto, pois, os resultados demonstram que é possivel produzir

esta bebida a partir de processo fermentativo simples e acessivel.
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9.0 APENDICES

A) Ficha a ser utilizada durante anélises sensoriais
B) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

C) Parecer substanciado CEP
D) Espectros de massas e Cromatogramas

E) Curvas de calibracao (quantificacdo dos compostos volateis)
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Awalie cada amostra da esquerda para direita, usando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou

Amostra: 533

Desgostel muitissimo
Desgostei muito
Desgostei regularmente
Desgostei ligeiramente
Indiferente

Gostei ligeiramente
Gostei regularmente
Goste muito

Gostei muitizsimo

).
)2.
)3,
)4.
)5.
) 6.
)7
}8.
).

e

desgostou do produto.
COR

Amostra: 601

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostei ligeiramente
. Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

ey
et et
W 00 = @ M & W k=

Amostra: 703

) 1. Desgostei muitissimao

) 2. Desgostei muito

) 3. Desgostei reqularmente
) 4. Desgostei ligeiramente
) 5. Indiferente

) 6. Gostei ligeiramente

) 7. Gostei regularmente

) 8. Gostei muito

) 9. Gostei muitissimo

e

Amostra: 533

AROMA
Amostra: 601

Amostra: 703

Amostra: 533

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgaostei ligeiramente
_ Indiferente

. Gostei ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

| — — ———————
M A
[T R AR R R U LR,

[} 1. Desgostei muitissimo { ) 1. Desgostei muitissimo [} 1. Desgostei muitissimo

[} 2. Desgostei muito ( ) 2. Desgostei muito [} 2. Desgostei muito

() 3. Desgostel regularmente { ) 3. Desgostel regularmente () 3. Desgostei regularmente

() 4. Desgostei ligeiramente { )4. Desgostei ligeiramente () 4. Desgostei ligeiramente

()5 Indiferente { 15 Indiferente () 5. Indiferente

[ ) 6. Gostei ligeiramente { ) 6. Gostei ligeiramente () 6. Gostei ligeiramente

() 7. Gostei reqularmente { )7. Gostei reqularmente () 7. Gostei regularmente

()} B. Gostei muito ( )8. Gostei muito [ ) B. Gostel muito

[} 9. Gostel muitissimo { )9. Gostei muitissimo [} 9. Gostel muitissimo
SABOR

Amostra: 601

1. Desgostei muitissimo
2. Desgostei muito

3. Desgostei regularmente
4. Desgostei ligeiramente
5. Indiferente

6. Gostei ligeiramente

7. Gostei regularmente

8. Gostei muito

9. Gostei muitissimo

b e e e e e e
)

Amostra: 703

. Desgostei muitissimo

. Desgostei muito

. Desgostei regularmente
. Desgostel ligeiramente
. Indiferente

. Gostel ligeiramente

. Gostei regularmente

. Gostei muito

. Gostei muitissimo

s i
M A
[T AR RET JR IR R,

Estamos fazendo uma pesquisa sobre a preferéncia do consumidor para esta produto. Prove as trés amostras da
esquerda para direita e indigue a ordem da sua preferéncia.

Prefiro a amostra: ( :] 533

Dé a razdo de sua preferéncia:

TESTE PAREADO DE PREFERENCIA

()601

( )703

Se vocé encontrasse esse produto no mercado, indigue utilizando a escala abaixo o grau de certeza com gue vocé

Amostra: 533

[} 5. Certamente compraria

[ )4. Possivelmente compraria

() 3. Talvez comprasse / Talvez ndo
() 2. Possivelmente ndo compraria
{ )1 Certamente ndo compraria

TESTEDE INTEN(;ED DE COMPRA
compraria ou ndo compraria.

Amostra: 601

{ )5. Certamente compraria
4. Possivelmente compraria
3. Talvez comprasse / Talvez ndo
2. Possivelmente ndo compraria
1. Certamente ndo compraria

()
-
()
()

Amostra: 703

) 5. Certamente compraria

4. Possivelmente compraria

3. Talvez comprasse / Talvez ndo
2. Possivelmente ndo compraria
1. Certamente ndo compraria

(
(
{
{
{

S —

Muito obrigadol
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APENDICE - B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE HIDROMEL
UTILIZANDO DIFERENTES CEPAS DE LEVEDURAS SACCHAROMYCES.

Pesquisador(es), com enderecos e telefones:

Mestrando: Jodo Paulo Fernando Mileski (46) 9909 6630

Professora Doutora: lvane Benedetti Tonial (46) 99129470

Professora Doutora: Silvane Morés (46) 99703810

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA — UTFPR FRANCISCO
BELTRAO

Local de realizacdo da pesquisa: Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
UTFPR, Campus de Francisco Beltrdo, Linha Santa Barbara s/n, fone (46) 35202600

A) INFORMACOES AO PARTICIPANTE

1. Apresentacao da pesquisa.
Desenvolver a técnica de obtencdo/producdo de Hidromel a partir do mel
produzido no sudoeste do Parana.

2. Objetivos da pesquisa.
Determinar qual amostra de Hidromel possui melhor aceitacdo sensorial do
publico em geral.

3. Participacéo na pesquisa.

O participante recebera trés amostras de Hidromel, cada amostra com volume
nao superior a 25mL, sera solicitado ao participante para que avalie quesitos como
cor, odor e sabor, atribuindo notas em escala hedénica de 1 a 9, onde 1 corresponde
a “desgostei muitissimo”e 9 para “gostei muitissimo”. O participante devera também
apontar a amostra de sua preferéncia e falar sobre a sua intencédo de compra.

4. Confidencialidade.

Como o resultado da pesquisa ndo compromete em nada a imagem do
participante, o resultado sera publicado sem restricdes, todavia, a pessoa
(identidade) do participante (avaliador) ndo sera citada ou vinculada ao resultado da
pesquisa em momento algum.

5. Desconfortos, Riscos e Beneficios.

Pessoas nao habituadas ou ndo adeptas ao consumo de bebidas alcodlicas, bem
como pessoas com restricdes clinicas ao consumo de alcool, mel ou derivados de
mel, deverao se identificar e ndo participar da pesquisa.

6. Critérios de incluséo e excluséo.
Os participantes serdo recrutados de modo aleatorio.

7. Direito de sair da pesquisa e a esclarecimentos durante o processo.
Ao participante concede-se o direito de desistir ou abandonar o processo de
pesquisa a qualquer momento, sem risco de qualquer penalidade.
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8. Ressarcimento ou indenizagao.
O projeto ndo prevé nenhum tipo de ressarcimento ou indenizacdo aos
participantes.

B) CONSENTIMENTO

Eu declaro ter conhecimento das informacfes contidas neste documento e ter
recebido respostas claras as minhas questdes a proposito da minha participacéo
direta (ou indireta) na pesquisa e, adicionalmente, declaro ter compreendido o
objetivo, a natureza, os riscos e beneficios deste estudo.

Apos reflexdo e um tempo razoavel, eu decidi, livre e voluntariamente, participar
deste estudo. Estou consciente que posso deixar o projeto a qualquer momento,
sem nenhum prejuizo.

RG:
Data de Nascimento: [ Telefone:
Endereco: CEP:
Cidade: Estado:

Data: [
Assinatura:

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e
beneficios e ter respondido da melhor forma possivel as questdes formuladas.

Assinatura pesquisador: Data:
(ou seu representante)

Nome completo:

Para todas as questdes relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, poderao se
comunicar com , via e-mail:
ou telefone:

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa para recurso ou reclamacdes do
sujeito pesquisado.

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(CEP/UTFPR) REITORIA: Av. Sete de Setembro, 3165, Rebougas, CEP 80230-901,
Curitiba-PR, telefone: (41) 3310-4943, e-mail: coep@utfpr.edu.br

OBS: este documento deve conter duas vias iguais, sendo uma pertencente ao
pesquisador e outra ao sujeito de pesquisa.


mailto:coep@utfpr.edu.br
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APENDICE - C

HOSPITAL ECOVILLE/
INSTITUTO DE NEUROLOGIA “GRGra -
DE CURITIBA S/C LTDA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacio da fermentacéo do mel por acio de diferentes leveduras na producéo de
hidromel, caracterizac@o Fisico-Quimica, compostoes volateis e sensorial antes e apds
o processo de maturacido da bebida em tonéis de madeira.

Pesquisador: Jodo Paule Fernando Mileski
Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 35293414.2.0000.5227

Instituicido Proponente:

Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 963.053
Data da Relatoria: 17/03/2015

Apresentagao do Projeto:

O mel ¢ uma mistura complexa, de origem animal, produzida por abelhas melifluas e consiste em uma
soluco supersaturada de aclcares, com a frutose e a glicose como os principais sacarideos, carboidratos,
enzimas, aminoacidos, acidos orgdnicos, vitaminas, flavoncides, minerais, pigmentos e gries de polen.
Conhecido desde a antiguidade, o mel sempre atraiu a atencéo do homem devido a sua docura, sabor e cor.
O mel foi uma das primeiras fontes de aclcar para o homem e ainda & utilizado como um substituto deste
(Alves, Carvalho, et al_, 2005, Bera and Almeida-Muradian, 2007, Pohl, 2005). Além de ser um edulcorante e
um alimento energético, o mel também & conhecide por se rico em antioxidantes naturais, como os

flavonoides e outros compostos fendlicos, e por suas potenciais propriedades terapéuticas. A

Enderego: Rua Jeremias Maciel Perrete, 300

Bairro: Campo Comprido CEP: 31.210-310
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3028-9542 Fax: (41)3023-8530 E-mail: cep@inc-neuro.com.br
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DE CURITIBA S/C LTDA

Continuagac do Parecer: 953.053

apicultura é

uma atividade econdmica positiva, que gera empregos, fluxo de renda e que propicia a fixacdo do homem
no meio rural. E um estimulo a mais a apicultura é a producio de Hidromel, bebida elaborada a partir da
fermentacéo do mel de abelhas diluido em agua, com possivel adicao de suco de frutas, extrato de ervas ou
outras especiarias e que possui em torno de 9 a 18% em volume de alcool. Produtos fermentados a base de
mel, como o Hidromel, sdo largamente conhecidos e consumidos na Europa. Porém, no Brasil, produtos
com esta caracteristica ainda s8o pouco populares, talvez pela falta de conhecimento efou estudos
tecnoldgicos para sua obtencio. O projeto visa promover o conhecimento tecnoldgico do processo de
fermentacio

alcodlica do mel, estudando propriedades fisico-quimicas e compostos volateis do Hidromel durante sua
fermentacdo, com levedura comercial (Saccharomyces cerevisiae), originalmente destinadas a producic de
vinho e de champagne. O periodo de envelhecimento (maturacdo) e as condicdes de armazenagem podem
conferir caracteristicas singulares. A maturacdo pode ocorrer em recipientes de vidro ou outros maturadores
como tonéis de madeira que lhe conferem caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas particulares como o
carvalho (Quercus alba) da América do Norte ou o alsamo (Myroxylon balsamun (L.} Harms), comum no
Brasil. Investigar o processo de fermentacéo alcodlica do mel, com uso de diferentes leveduras comerciais,
avaliar

0s compostos volateis, as caracteristicas sensoriais, fisico-quimica de hidromel ndo maturado e maturado.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar o processo de fermentacéo alcodlica do mel, com uso de diferentes leveduras comerciais, avaliar

Enderego: Rua Jeremias Maciel Perreto, 300

Bairro: Campo Comprido CEP: 31.210-310
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3028-9542 Fax: (41)3028-5530 E-mail: cep@inc-neuro.com.br
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HOSPITAL ECOVILLE/
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DE CURITIBA S/C LTDA

Continuagao do Parzoer 083.053

os compostos volateis, as caracteristicas sensoriais, fisico-guimica de hidromel ndo maturado e matutado
em diferentes tipos de maturadores. Para isto serfic cumpridas algumas etapas: Andlise fisico-quimica do
mel; Andlise fisico-gquimica do Hidromel; Quantificacio de compostos volateis do Hidromel, Determinar os
compostos volateis de cada Hidromel maturado em diferentes materiais; Comparar os resultados dos
Hidroméis maturados em diferentes recipientes quanto aos resultados das analises sensoriais, fisicoquimica

e de compostos volateis.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

contemplados adequadamente pelo pesquisador

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

o projeto estd bem claro em termos de caracterizacio do tema e descricdo do processo de producéo do
hidromel, riscos de producio e armazenamente do produto, bem como sobre sua ingestio. Contempla a
descricdo da fonte do recurso para prover o material & insumos necessarios para a realizacdo da pesquisa.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Apresentado, descrevendo os riscos de consume do produto segundo as normas da reselucio 466/2012

Recomendagdes:
néo ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

o projeto se mostra dentro das normas da resoluciio 466/2012 e atende as exigéncias deste comité.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacido da CONEP:
Nao
Consideragoes Finais a critério do CEP:

o projeto de pesquisa se encontra dentro das normas da resoluciio 466/2012. Esta adequado na

Enderego: Rua .Jeremias Maciel Perreto, 300

Bairro: Campo Comprido CEP: &1.210-310
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3025-9542 Fax: (41)3023-3580 E-mail: cep@inc-neuro.com.br
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contemplacio de riscos e beneficios e o TCLE se mostra adequado, portanto o CEP indica sua aprovacio.

CURITIBA, 28 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Samanta Fabricio Blattes da Rocha

(Coordenador)
Enderego:  Rua Jeremias Maciel Pemreto, 300
Bairro: Campo Compnido CEP: &1.210-310
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3028-9542 Fax: (41)3028-8580 E-mail: cep@inc-neuro.com.br
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2: 116 1-Butanal, 3-methyl-, formate $% lsopentyl alcohal, formate $$ lsoamyl formate $3 [soampl methanoate $% |zopentyl formate $$ 3-Methylbutyl formate $% Formic acid, izopentyl ester $% lsopentyl methanoate $3 UN 1109 $% izo-Amyl formate $%

Apéndice D1 — Espectro de massas do 3-Metil 1-butanol.
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288 1Butanal, 2-methyl-, [+ 5 2-Methyl-1-butanal # 55

Apéndice D2 — Espectro de massas do 2-Metil 1-butanol.
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2: 116 : Butanoic acid. ethyl ester 33 Butwric acid, ethyl ester $3 Butyric ether 3 Ethyl butanoate $3 Ethwl butyrate $3 Ethyl n-butyrate $3 Ethyl n-butanoate $3 n-Butyric acid ethyl ester $5 Butyric ester $3 UN 1180 $3 Ethyl ester of butanoic acid $3 Ethyl-n-butprate §
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Apéndice D3 — Espectro de massas do Butanoato de etila.
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2:130: 1-Butanal, 3-methyl-, acetate $3 |sopentyl alcohal, acetate $% Acetic acid, 3-methylbutyl ester $% Banana oil $% lsoamyl acetate $% lzoamyl ethanoate $3 [zopentyl acetate $% Pear ol $% 3-Methyl-1-butyl acetate $$ 3-Methylbutyl acetate $% CHICIDO[CHZ)21

Apéndice D4 — Espectro de massas do Acetato de isoamila.
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1: 144 : Hexanoic acid, ethyl ester $3 Ethyl caproate 33 Ethyl hexanoate $3% Caproic acid ethwl ester $3% n-Caproic acid ethyl ester $3 &cetic acid, butyl-, ethyl ester $% Ethyl butyl acetate 33 Ethyl hesoate 33 UN 1177 $3 Ethyl ester of hexanoic acid $3 Ethyl n-hexanc
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Apéndice D5 — Espectro de massas do Hexanoato de etila.
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2122 : Pherplethyl Alcohol $% Benzenesthanol $3 Phenethwl alcohol $3 beta -Hpdrospethwlbenzene $3 beta-Phenethpl alcohol $35 beta -Phenylethanal $35 . beta -Phenylethyl slcobol $5 beta -PEA $3 Benawl Carbinal $3 Ethanol, 2-phengl- $3 Phenethanol $% PE&

Apéndice D6 — Espectro de massas do Alcool fenil etilico.
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2:172: Octanoic acid, ethyl ester $3 Ethyl caprylate $35 Ethyl octanoate $3 Ethyl octoate $3 Ethyl n-octanoate $3 Caprylic acid ethwl ester $3 n-Caprylic acid ethyl ester $3 Ethyl octylate $3
Apéndice D7 — Espectro de massas do Octanoato de etila.
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2164 : Acetic acid, 2-pherplethyl ester $3 Acetic acid. phenethyl ester $3 beta -Phenethyl acetate $3% beta -Phenvlethyl acetate $3 Benavlcarbingl acetate 33 Phenethyl acetate $3 2-Phenethpl acetate $3 2-Phenplethyl acetate $3 Acetic acid beta -phenylethyl esl
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Apéndice D8 — Espectro de massas do Fenil etil acetato.
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2164 ; Benzeneacetic acid, ethyl ester $% Acetic acid, phenyl-, ethyl ester $% . alpha.-Toluic acid, ethyl ester 33 Ethyl . alpha.-toluate $% Ethyl benzeneacetate $3 Ethyl phenacetate $3 Ethyl phenylacetate $% Ethyl 2-phenylethanoate $3 Phenylacetic acid, ethyl ester

Apéndice D9 — Espectro de massas do Acetato de fenil etila.
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21186 : Honanoic acid, ethyl ester $3 Ethyl nonanoate $3 Ethyl nonvlate $$ Ethyl pelargonate $3 'Wine ether $3 Ethyl n-nonanoate $$
Apéndice D10 — Espectro de massas do Nonanoato de etila.
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2 200: Decanocic acid, ethyl ester $% Capric acid, ethyl ester $% Ethyl caprate $% Ethwl caprinate $% Ethyl decanoate £ Ethwl decylate $% n-Capric acid ethyl ester $% Ethyl ester of Decanoic acid $% Ethyl n-decanoate $%
Apéndice D11 — Espectro de massas do Decanoato de etila.
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2228 : Dodecanoic acid, ethyl ester $3 Launic acid, ethyl ester $3 Ethyl dodecanoate $3 Ethyl dodecylate $35 Ethyl laurate $3 Ethyl launnate $3 Ethyl n-dodecanoate $3

Apéndice D12 — Espectro de massas do Dodecanoato de etila.
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Apéndice D13 — Cromatograma amostra Fleischmann.
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Apéndice D14 — Cromatograma amostra Lalvin EC 1118.
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Apéndice D15 — Cromatograma amostra Red Star Champagne.
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Apéndice D16 — Cromatograma padrdo 1mg/L Butanoato de etila, Acetato de isoamila, Hexanoato de etila, Alcool fenil etilico,
Octanoato de etila, Fenil etil acetato, Acetato de fenil etila, Nonanoato de etila, Decanoato de etila, Dodecanoato de etila.
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Apéndice D17 — Cromatograma padréo 100 mg/L Acetato de etila, 3-Metil 1-butanol e 2-Metil 1-butanol.
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