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CARACTERIZACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE MEIS DE
ABELHAS SOCIAIS (HYMENOPTERA: APIDAE) DO NORDESTE
BRASILEIRO

Autora: Paula Dib de Carvalho
Orientadora: Dra. Geni da Silva Sodré

RESUMO: A producéo de bebidas fermentadas € uma boa opcao de renda para
0s apicultores e meliponicultores, permitindo maior agregagéo de valor ao mel e
aos subprodutos com grande potencial comercial, como hidromel e vinagre de
mel. O hidromel é uma bebida resultante da fermentacdo alcodlica da mistura de
agua e mel. Ja o vinagre de mel é o produto obtido da fermentacdo acética do
hidromel. O objetivo do presente estudo foi a caracterizagdo de produtos
fermentados a base de méis de abelhas sociais do Nordeste brasileiro.
Primeiramente, procedeu-se a caracterizacao fisico-quimica e a avaliacdo de
seguranca microbiolégica dos méis utilizados na producdo dos hidroméis e dos
vinagres. Os méis apresentaram perfis fisico-quimicos e microbiolégicos
adequados ao consumo humano. Em seguida, foram produzidos cinco tipos de
hidroméis com diferentes concentracdes de nutrientes e pdlen apicola. A
utilizacao de diferentes tipos e concentragdes de nutrientes, além dos diferentes
tipos de méis, mostrou diferencas estatisticas significativas nos produtos, exceto
nos hidroméis de Apis mellifera 5 e Melipona fasciculata 5. Apenas os hidroméis
de A. mellfera 4 e M. fasciculata 4 n&o completaram a fermentacao,
permanecendo com um maior remanescente de acucares residuais. Todos 0s
hidroméis produzidos encontraram-se dentro dos padrdes da legislacdo brasileira
para hidromel e estdo adequados ao consumo humano. Para andlise sensorial,
foram produzidos quatro tipos de hidroméis. O produto com maior grau de
aceitacdo pelos consumidores foi o hidromel de A. mellifera 1. Na ultima fase do
estudo, foram produzidos dois tipos de vinagres a partir de méis de A. mellifera e
M. fasciculata. Os vinagres de méis apresentaram-se dentro dos padrdes exigidos

pela legislacéo brasileira para vinagre, exceto no quesito acidez volatil.

Palavras-chaves: Apicultura, meliponicultura, fermentacéo, produtos da colmeia.



CHARACTERIZATION OF FERMENTED PRODUCTS OF SOCIAL BEES
(Hymenoptera: APIDAE) HONEY FROM BRAZILIAN NORTHEAST.

Author: Paula Dib de Carvalho
Adviser: Dra. Geni da Silva Sodré

ABSTRACT: The production of fermented beverages is a good income option for
beekeepers, allowing a greater aggregation of value to honey and consequent
development of new products with great commercial potential, such as mead and
honey vinegar. Mead is a beverage resulting from the alcoholic fermentation of the
mixture of water and honey. The honey vinegar is the product obtained from the
acetic fermentation of mead. The aim of the present study is the characterization
of fermented products based on honey bees from the Brazilian Northeast region.
Firstly, the physico-chemical characterization and the microbiological safety
evaluation of the honeys used in the production of the meads and the vinegars
were carried out. The honeys presented physical-chemical and microbiological
profiles suitable for human consumption. Then, five types of meads with different
concentrations of nutrient salts and bee pollen were produced. The use of different
types and concentrations of nutrients, in addition to the different types of honeys,
showed significant statistical differences in the products, except in the meads of
Apis mellifera 5 and Melipona fasciculata 5. Only the meads of A. mellifera 4 and
M. fasciculata 4 do not complete the fermentation, remaining with a greater
residual of residual sugars. All the meads produced are within the standards of
Brazilian legislation and are suitable for human consumption. For sensory
analysis, four types of meads were produced. The product with the highest level of
acceptance by consumers was the mead of A. mellifera 1. In the last phase of the
study, two types of vinegars were produced by A. mellifera and M. fasciculata
honeys. The honey vinegars were within the standards required by Brazilian
legislation, except in the case of volatile acidity.

Keywords: Beekeeping, meliponiculture, fermentation, beehive products.



REFERENCIAL TEORICO

As abelhas sdo insetos que necessitam de alta demanda de alimentos
retirados das flores, o que as tornam dependentes das espécies vegetais. Essa
associacao abelha-flor provavelmente teve inicio ha mais de 50 milhGes de anos e
quase nao sofreu mutagbes durante este tempo (GODOY; MUCHAGATA,;
BASSAN, 2013). A maioria das plantas melhora seu rendimento em frutos e
sementes quando polinizada pelas abelhas, contribuindo para aumentar a
producdo agricola mundial (VENTURIERI et al., 2012; LIRA et al., 2014). Quando
h& perdas de diversidade de abelhas ou incompatibilidades entre espécies de
plantas e de polinizadores, a producdo agricola pode ficar comprometida
(BEZERRA et al., 2019). Por outro lado, praticas amigaveis aos polinizadores
favorecem a producéo agricola (HIPOLITO; VIANA; GARIBALDI, 2016).

A relacdo de interdependéncia abelha-flor possibilita o desenvolvimento de
técnicas de manejo das abelhas de forma sustentavel (QUEZADA-EUAN et al.,
2018), mas para isso é necessario conhecer as espécies vegetais que fornecem
recursos para as abelhas (LIMA et al., 2017; FREITAS; VANDERBORGHT,;
BARTH, 2017). Esse conhecimento permite identificar as espécies vegetais
visitadas pelas abelhas (LUCAS et al., 2017; DOREA et al., 2017) e indicar aos
criadores de abelhas as fontes adequadas de suprimentos de pdllen e néctar
(SODRE et al., 2008; NASCIMENTO, CARVALHO; MARTINS, 2014).

O Brasil € considerado um pais com elevado potencial para a exploracdo
das abelhas, especialmente as abelhas sociais e os produtos das suas colbnias,
devido as caracteristicas da sua flora diversificada em diferentes biomas e
condicBes climaticas (SABBAG; NICODEMO, 2011). Essa condicdo permite a
producdo durante todo o ano, como é o caso do mel. Alguns Estados da
federacdo se destacam na producdo de mel, como € o caso do Piaui, onde esse
produto € um importante componente para a exportacdo (COSTA JUNIOR et al.,
2017).

A criacdo de abelhas sociais é dividida em apicultura e meliponicultura
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013). Ambas séo consideradas importantes para o
desenvolvimento da economia do setor agropecuario, pois se adequam a
producdo integrada por ndo interferir na area de outras atividades agricolas

desenvolvidas em uma mesma propriedade (GOIS et al.,, 2013). A maioria da



apicultura do mundo é feita com a espécie Apis mellifera (CRANE, 2009).
Contudo, o0 interesse pela meliponicultura vem crescendo devido as
caracteristicas peculiares da bioecologia, potenciais servicos de polinizacéo
(VENTURIERI et al., 2012) e os diferentes produtos (NASCIMENTO et al., 2015;
BARBARA et al., 2018) e subprodutos (SILVA et al., 2018) das colonias dessas
abelhas.

Neste cenario, se destaca o mel dos meliponineos, que difere do mel de
Apis mellifera principalmente pelo sabor e aroma, valorizando esse produto no
mercado (LIRA et al., 2014). Dentre as espécies de meliponineos com potencial
de exploracdo para a producdo de mel, encontram-se as do género Melipona,
cujo produto tem sido objeto de diferentes estudos (NASCIMENTO et al., 2015;
CARDONA et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2018; VALE et al., 2018).

Contudo, o mel das espécies de Melipona ndo esta incluido nas normas
nacionais (BRASIL, 2000) e internacionais para mel (CAC, 2001). Um
regulamento técnico de qualidade fisico-quimica do mel de abelhas sem ferrdo do
género Melipona para o estado da Bahia foi elaborado para enquadrar o produto
em determinado padrao de qualidade (ADAB, 2014).

Caracteristicas do mel

O mel é um alimento natural composto por diferentes substancias, que
consistem principalmente de acuUcares, agua, proteinas, aminoacidos, acidos
organicos, carotenoides, vitaminas, minerais, pigmentos e compostos volateis
(FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007; ESCUREDO et al., 2013). E rico em
flavonoides e acidos fendlicos que exibem uma ampla gama de efeitos e atuam
como antioxidantes naturais (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2016). A
composicdo, cor, aroma e sabor do mel dependem principalmente da flora
utilizada pelas abelhas, da origem geografica, do clima e das espécies de abelhas
envolvidas em sua producdo (CRANE, 1985). Além disso, essas carcateristicas
podem ser afetadas pelas condi¢cdes climaticas, o processamento, a manipulacao,
a embalagem e o tempo de armazenamento (SOLAYMAN et al., 2016).

Na composicdo do mel, os carboidratos s&o o0s componentes mais
abundantes. Os monossacarideos (frutose e glicose) representam a maior parte

dos acgucares encontrados, seguido por cerca de 25 oligossacarideos, entre eles a



sacarose (dissacarideo) e outros agucares (ANKLAM, 1998). Esses carboidrados
sd0 responsaveis por caracteristicas fisico-quimicas importantes do mel, como
viscosidade, higroscopicidade e valor energético (KAMAL; KLEIN, 2011).

A glicose possui maior solubilidade em relacdo a frutose, sendo que a sua
concentracdo determina a tendéncia do mel cristalizar. J& a frutose esta
relacionada com a dougura do mel (FINOLA et al., 2007).

O segundo componente em abundancia no mel é a 4gua, variando de 15 a
21% no mel de A. mellifera (SEEMANN; NEIRA, 1988) e podendo ultrapassar a
30% nos méis de meliponineos (CARVALHO et al., 2009). O contetdo de 4gua no
mel é influenciado pela origem botanica do néctar, da espécie de abelha, do nivel
de maturidade alcancado pelo mel no interior da colmeia, das técnicas de
processamento e das condi¢cdes de estocagem (YUCEL; SULTANOGLU, 2013).
O teor de umidade e a atividade de &gua no mel sdo fatores importantes na
preservacao da qualidade do produto (SNOWDON; CLIVER, 1996). A umidade
elevada pode aumentar o processo fermentativo do mel (LOKOSSOU et al.,
2017), que é causado pela acdo de leveduras osmofilicas, principalmente do
género Saccharomyces, o que resulta na formacdo de etanol e dioxido de
carbono (SNOWDON; CLIVER, 1996).

A proteina presente no mel é proveniente principalmente das fontes florais
(especialmente dos grédos de polén) e das enzimas das abelhas durante o
processamento do néctar (ANKLAM, 1998). Diversas enzimas encontradas no
mel sdo importantes em diferentes processos, como a diastase que esta
relacionada com a digestdo da molécula de amido presente principalmente nos
grados de podlen (PAMPLONA, 1989), além de ser um parametro que pode ser
utilizado no controle de qualidade do mel (YUCEL; SULTANOGLU, 2013), como
indicador do aumento da temperatura durante o armazenamento ou quando O
produto € submetido a aquecimento acima de 60 °C (CHAIKHAN; KEMSAWASD;
APICHARTSRANGKOON, 2016); a invertase, que transforma a maior parte da
sacarose em glicose e frutose (CABRAL, 2012); e a glicose-oxidase e catalase
gue sao importantes na propriedade antioxidante do mel (WESTON, 2000).

Os aminoacidos livres também estdo presentes no mel, sendo que o mais
abundante é a prolina, representando por cerca de 50 a 85% do total de
aminoacidos (WHITE JUNIOR, 1978). Outros aminoacidos também tém sido



detectados no mel e podem determinar tipos especificos de méis, como a
arginina, triptofano e cisteina (ANKLAM, 1998).

Os acidos organicos sao responsaveis pela acidez e também contribuiem
para o sabor caracteristico dos méis. Dentre os conhecidos, encontra-se o acido
glucénico, resultante da digestdo enzimatica da glicose (KARABAGIAS et al.,
2014), além de outros como o0s acidos piravico, malico, citrico, succinico e
fumarico (ANKLAM, 1998). A presenca desses acidos influencia diretamente o pH
do mel, que é considerado ligeiramente acido (KARABAGIAS et al., 2014). O pH
do mel de A. mellifera pode variar entre 3,4 e 6,1 (CAC, 2001; IURLINA; FRITZ,
2005) e sua determinacéo pode estar correlacionada com outros parametros de
autenticidade para verificar adulteragdes no produto. A acidez livre também é um
parametro importante relacionado a deterioracdo de mel e se caracteriza pela
presenca de Acidos organicos em equilibrio com a lactona, ésteres internos e
alguns ions inorganicos (MOREIRA et al., 2007). A presenca de diferentes acidos
organicos, origem geografica e a época da colheita podem afetar a acidez do mel
(TORNUK et al., 2013).

Outro parametro importante na determinagcdo da qualidade do mel € o teor
de residuos minerais fixos ou cinzas, uma vez que expressa o0s teores de minerais
presentes, refletindo componentes quimicos das fontes de néctar e pdlen
utilizadas pelas abelhas (ALQARNI; OWAYSS; MAHMOUD, 2012; ESCUREDO et
al., 2013).

O hidroximelfurfural (HMF) é utilizado para avaliar a qualidade do mel, ja
gue geralmente ndo é encontrado no mel verde, sendo que sua concentracao
aumenta com o tempo, em funcdo do acondicionamento e armazenamento
(TORNUK et al. 2013). A formacgédo do HMF ocorre quando o mel é aquecido ou
armazenado por muito tempo, aliada as propriedades quimicas do mel, como pH,
acidez total e conteudo de minerais (SILVA et al., 2016). O alto conteado de HMF
em meéis também pode ser indicagédo de falsificacdo por adicdo xarope invertido
(YUCEL; SULTANOGLU, 2013).

Os compostos fendlicos, acidos fenodlicos e flavonoides do mel sé&o
considerados marcadores potenciais da sua origem botanica. O contetudo de
compostos fendlicos totais pode refletir a capacidade antioxidante e outras
propriedades biolégicas da amostra, além de influenciarem a coloracdo, sabor e
aroma (ESTEVINHO et al., 2008; SGHAIER et al., 2011; ALVAREZ-SUAREZ et



al., 2012). Normalmente os meéis claros contém menores teores de compostos
bioativos do que méis mais escuros e sdo considerados mais delicados em
relacdo ao sabor (BUENO-COSTA et al., 2016).

Um parametro que depende do conteddo de cinzas, de compostos
fendlicos, da temperatura a que o mel permanece na colmeia e do tempo de
armazenamento € a cor. Ela é bastante variavel e principalmente determinada
pela origem botanica. E o primeiro atributo atraente do mel e é importante para a
comercializacdo, qualidade, aceitacdo e preferéncia dos consumidores
(GAMBARO; AIRES; GIMENEZ, 2007; SILVA et al., 2016).

Além das propriedades fisico-quimicas, a microbiota também é outro
indicador importante da qualidade. O mel, devido as caracteristicas fisico-
quimicas e ao seu controle na indlstria apresenta, geralmente, tipos e
quantidades pequenas de microrganismos. A presenca de compostos fendlicos e
da enzima glicose oxidase, que converte a glicose em &cido D-glicbnico e
peréxido de hidrogénio, também proporciona uma barreira ao desenvolvimento
dos microrganismos devido a forte caracteristica oxidante destes compostos (DE
MARIA; MOREIRA, 2003).

A quantidade de bactérias presente no mel pode variar com o seu tipo, tipo
da amostra, idade, tempo de colheita e técnica de analise utilizada. Estudos
realizados por Matuella e Torres (2000) indicam que 0s principais grupos de
bactérias existentes no mel, em fase de amadurecimento, pertencem ao género
Gluconobacter e Lactobacillus. De acordo com Finola et al. (2007) e Estevinho et
al. (2012), os fungos filamentosos mais recorrentes no mel sdo Penicillium e
Mucor, enquanto que, Migdal et al. (2000) consideraram como leveduras mais
importantes espécies de Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torula. Porém,
0S microrganismos de maior interesse para uma boa qualidade do mel sdo alguns
fungos e bactérias formadores de esporos, como Bacillus cereus e Clostridium
spp. que sob certas condicbes, podem causar graves doencas em seres
humanos, como é o caso da espécie Clostridium botulinum (SNOWDON; CLIVER,
1996). Essa bactéria pode ser encontrada no solo, no ar e em palntas
(GRABOWSKI; KLEIN, 2017).

No Brasil, o controle de qualidade de méis de A. mellifera restringe-se as
analises fisico-quimicas, mas diversos laboratérios ja realizam analises
palinolégicas de mel (OSTERKAMP; JASPER, 2013).



A determinacdo da origem botanica do mel pode ser realizada pela anélise
do espectro polinico presente no mel (BARTH, 2004). A melissopalinologia é um
importante parametro para a identificacdo da origem botanica e geogréafica do
mel, além de contribuir na deteccédo de adulteracéo. Diferentes estudos utilizaram
essa técnica para identificar e caracterizar os méis (LUZ, BARTH, 2012;
ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; ESTEVINHO et al., 2016; CORREIA;
FRANCISCO; PERUQUETTI, 2017). A melissopalinologia também pode agregar
valor ao mel em diferentes situacdes, como por exemplo, na determinacdo do mel
monofloral (BENDINI; SOUZA, 2008).

Pdlen apicola

O pdlen apicola resulta da aglutinacdo do pdélen das flores, com pequenas
quantidades de néctar ou mel e substancias salivares das abelhas operéarias
(ARRUDA et al.,, 2013). Ele é considerado monofloral, quando mantém as
propriedades sensoriais e bioquimicas da planta original e multifloral quando
possui propriedades bioquimicas variaveis, devido as abelhas visitarem uma
grande variedade de flores (CARPES et al., 2013).

A composicao do pélen apicola depende fortemente da sua origem vegetal,
mas também de outros fatores como as condi¢Bes climaticas, tipo de solo e época
de colheita (ESTEVINHO et al., 2012). O pdlen apicola desidratado € composto
por agucares totais (28 a 66%), hidratos de carbono (13 a 15%), fibras (0,3 a
20%), proteinas (3 a 62%) e lipidios (1 a 13%) conferindo-lhe excelentes
potencialidades nutricionais, ndo apenas para as abelhas, mas também para o
consumo humano, pois contém todos os aminoacidos essenciais (KOSTIC et al.,
2015). Ele tem sido utilizado também como fonte suplementar de nutrientes no
enriqguecimento de bebidas fermentadas a base de mel (hidromel), auxiliando no
processo fermentativo.

O pdlen apicola contém compostos fendlicos, principalmente flavonoides
glicosilados e derivados de &cidos hidroxicinamicos (FATROCOVA-SRAMKOVA
et al., 2013), que agem como antioxidantes naturais. Varios relatos o associam
com efeitos benéficos na prevencdo de problemas da prostata, arteriosclerose,
gastroenterite, doencas respiratérias, alergias, melhoria dos sistemas

cardiovascular e digestivo e atraso do envelhecimento. Estes efeitos terapéuticos



e protetores sao atribuidos ao teor de polifendis existentes (PASCOAL et al.,
2014).

No Brasil, o pélen apicola para ser comercializado, tem que apresentar os
seguintes requisitos: umidade maxima de 30% para polen fresco e 4% para pélen
seco; teor em cinzas com valor maximo de 4%; teor em proteinas com minimo de
8% e teor em acUcares totais de 14,5 a 55%. Para os lipidios o teor minimo é
1,8% variando o pH entre 4 a 6 (BRASIL, 2001).

Fermentacgdes alcodlica e acética

O processo da fermentacdo alcoodlica consiste na oxidacdo anaerdbica
parcial da glicose pela acdo de leveduras, produzindo etanol e gas carbdénico,
dentre outros produtos secundarios (FIORO; DALPOSSO, 2011). O processo se
inicia com a ativacao da glicose, que recebe em reacgdes sucessivas dois fosfatos
energéticos, fornecidos por duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato) que se
transforma em ADP (adenosina difosfato). Entdo, a glicose transforma-se em
gliceraldeido 1,3-difosfato. Cada gliceraldeido formado, no final, é transformado
em acido piravico, com o rendimento de duas moléculas de ATP para cada
molécula de glicose utilizada (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001; FIORIO;
DALPOSSO, 2011). De acordo com Aguarone et al. (2001), na fermentacao
alcodlica ocorre uma reacdo exotérmica, onde temperaturas em torno de 25 a 30
°C contribuem para que ocorra menor perda e também um maior rendimento de
alcool, devido a fermentacéo ocorrer de forma mais completa.

Por outro lado, o processo fermentativo acético se baseia na oxidacao
parcial do etanol em acetaldeido, que forma uma reacédo aerdbia. Nessa reacao
estdo presentes as bactérias acéticas, que, com a acdo da enzima alcool
desidrogenase (converte o alcool em acetaldeido) e adicdo de agua, da origem ao
hidrato de acetaldeido (PEREIRA, 2014). Dentre os produtos das fermentagfes

alcodlica e acética, destacam-se o hidromel e o vinagre.

Hidromel: histdrico e conceito

O hidromel é uma bebida alcoolica resultante da fermentacdo do mel e

consumida por diversas civilizacdes desde a antiguidade. E considerado uma das



primeiras bebidas fermentadas produzida na Africa h4 milhares de anos, cuja
producdo foi registrada 2.000 anos a.C. Sua origem é anterior ao vinho e de
acordo com descobertas arqueoldgicas também houveram indicios de sua
producdo na China ha 9.000 anos, entre outros povos que fabricavam e
consumiam a bebida, como os romanos, gregos, celtas saxdes e vikings (PIATZ,
2014).

O hidromel se expandiu pela Europa até atingir os monastérios, onde os
monges que se dedicavam a apicultura também produziam a bebida (PIATZ,
2014). Tornou-se bastante popular no norte da Europa, onde a uva né&o
encontrava as condi¢des necessarias para o seu desenvolvimento. Contudo, essa
situacdo mudou com a importacdo de vinho da regido sul do continente, de menor
custo, o que reduziu o consumo da bebida (PEREIRA et al., 2009). Na América
Latina, enquanto a Argentina e a Bolivia se destacam na producdo e consumo de
hidromel, no Brasil esse produto ainda ndo € muito conhecido, apesar da sua
viabilidade economica (ANUNCIACAO et al., 2017).

E uma bebida tradicional, contendo 4-14% (v/v) de etanol, resultante da
fermentacdo alcodlica de uma mistura de agua e mel (BRASIL, 2008). Essa
fermentacdo é um processo demorado e a sua performance depende de varios
fatores, principalmente o tipo do mel, estirpe e nutricdo da levedura, controle de
temperatura e do pH (GOMES et al, 2013).

Producdo de hidromel: matérias-primas

A producdo de hidromel requer fatores importantes e fundamentais ao
sucesso do produto, tais como, a qualidade da matéria prima utilizada, os agentes
da fermentacdo (leveduras), os aditivos (nutrientes), as operac¢des unitarias de
producdo, a maturacdo, entre outros. A forma de preparo do mosto, caracterizado
pela mistura do mel, agua e nutrientes, é o que define os diferentes tipos de
hidroméis. Neste processo, ha forte influéncia da concentracdo de acucares na
determinacao do final da fermentacdo (GUPTA; SHARMA, 2009).

Para a producdo de hidromel, a agua necessariamente deve ser potavel,
incolor, inodora e livre de qualquer sabor e aroma estranho e/ou desagradavel,

obedecendo as normas e aos padrdes aprovados pela legislacdo especifica para



agua potavel e estar condicionada, exclusivamente, & padronizacdo da graduacao
alcodlica do produto (BRASIL, 2008).

O tipo de mel utilizado também é importante na producéo de hidromel, uma
vez que se trata de uma matriz de composicdo complexa, influenciado por
diversos fatores (GOMES et al., 2013). No estudo conduzido por Pereira et al.
(2009) foi observado que os melhores resultados foram obtidos para mosto
elaborado com mel mais escuro, pois continha maior contetdo mineral e pH, além
de apresentar maior quantidade de compostos fendlicos e maior poder

antioxidante.

As altas concentracdes de acucares fermentesciveis encontradas no mel
nao sao suficientes para estimular o crescimento das leveduras, sendo necessaria
a adicdo de outros ingredientes, como fontes de nitrogénio e minerais (GUPTA;
SHARMA, 2009). Dessa forma, a producao de hidromel demanda tempo para que
ocorra a fermentagcédo adequada (GOMES et al., 2013).

As limitacbes devido as fontes de nitrogénio estdo relacionadas com a
escassez de compostos nitrogenados, que podem ser associados com 0 atraso
ou interrupcdo da fermentacdo e a formagdo de compostos que afetam
negativamente as caracteristicas sensoriais do hidromel (VIDRIH; HRIBAR,
2007). Quando ocorreu a adicdo de diaménio fosfato houve favorecimento do
crescimento celular, assim como o aumento da velocidade de fermentacdo
alcodlica e a reducao da producao de alcoois superiores (MENDES-FERREIRA et
al., 2010). Esses autores também verificaram uma elevacdo nas concentracdes
dos compostos associados ao aroma ao hidromel.

Méis com maior quantidade de pdlen apresentam fermentacdo mais rapida
e maiores quantidades de compostos volateis no hidromel (VIDRIH; HRIBAR,
2007). A concentracdo de nitrogénio disponivel para as leveduras pode ser
incrementada pela adicdo de pdélen apicola, que também favorece a cinética da
fermentacdo (ROLDAN et al., 2011). Além disso, esses autores observaram que,
nos hidroméis obtidos de mostos suplementados com pdélen houve aumento do
pH.

Outros fatores importantes para o0 desenvolvimento do processo
fermentativo sédo o tratamento térmico e a selecdo de leveduras. O tratamento

7

térmico do mosto é importante para reduzir a microbiota no meio, evitando a
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interferéncia no processo fermentativo (WINTERSTEEN; ANDRAE; ENGESETH,
2005; IGLESIAS et al., 2014). Apesar de se encontrar alguns tipos de técnicas
para o tratamento térmico na literatura, ndo existe um parametro otimizado,
especialmente para reduzir perdas de atributos sensorais, como diversos volateis
(MANCILLA-MARGALLI; LOPEZ, 2002; WINTERSTEEN et al., 2005). Pereira et
al. (2014) realizaram a pasteurizagdo do mosto mel a 65°C por 10 minutos e em

seguida resfriaram em banho de gelo ocasionando um choque térmico.

Normalmente, as leveduras utilizadas na producdo de hidromel séo
provenientes de culturas starters, utilizadas na producdo de outras bebidas
fermentadas, como vinho, cerveja e espumante. Por isso, ndo se tem garantias de
que essas leveduras se adaptem bem ao mosto mel, devido as suas
caracteristicas, especialmente relacionadas com a maior concentracdo de
acucares e menor concentracdo de nitrogénio (PEREIRA et al., 2009). Uma opc¢éo
para favorecer o crescimento da levedura selecionada € adicionar &cidos
organicos (acido tartarico, citrico ou malico), de forma a ajustar o pH e equilibrar a
acidez fixa da bebida final (PEREIRA et al., 2014).

Processo fermentativo e problemas na fermentac¢&o do hidromel

A elevada concentracdo de acucar presente no mosto mel normalmente
deixa a fermentac&o mais lenta, o que requer acdes para acelerar esse processo.
Dessa forma, o uso de cepas de leveduras selecionadas, as condicfes 6timas de
pH e de temperatura e a suplementacao nutricional adequada, sao fatores que
devem ser observados para uma fermentacdo adequada (RAMALHOSA et al.,
2011). Além do elevado teor de acucares, a dificuldade observada no processo de
fermentacdo do hidromel se deve também a presenca de compostos inibidores
presentes na propria matriz mel (ANJOS, FRAZAO, CALDEIRA, 2017).

As consequéncias de uma maior lentiddo no processo fermentativo é o
possivel surgimento de bactérias produtoras de acidos acético e latico, que
aumenta a acidez do mosto mel e promove a producédo de ésteres volateis
(CASELLAS, 2005). Esses ésteres também podem alterar a qualidade sensorial
do hidromel (RAMALHOSA et al., 2011).
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De acordo com Pereira et al. (2013), o tamanho do inéculo é inversamente
proporcional ao tempo de fermentacdo para a estabilizacdo da concentracédo de
acucares redutores. As menores concentracfes de in6culo também interferem
nas concentracbes de compostos que alteram o perfil aromatico do hidromel. Por
outro lado, Pereira et al. (2009) verificaram que a concentracdo do inéculo nédo
alterou o pH, a acidez titulavel e a concentragédo final de etanol, mas aumentou a
acidez volatil, expressa em acido acético.

O pH do mosto decresce durante a fermentacdo e pode atingir um nivel
limitante para a atividade das leveduras (RAMALHOSA et al., 2011). A reducéo do
pH do mosto mel pode ocorrer devido a sintese dos acidos acético e succinico
pelas préprias leveduras (SROKA; TUSZYNSKI, 2007).

Outro fator importante € a temperatura de fermentacédo. De acordo com o
estudo de Gomes et al. (2013), a temperatura néo teve influéncia relevante na
concentracgdo final de etanol, mas ocorreu um aumento na concentracdo de acido
acético quando se utlizou temperaturas acima de 29 °C e concentracdes
superiores a 90 mg/L de Enovit®. Por outro lado, Guerra e Barnabé (2005)
verificaram que temperaturas baixas permitem maior redimento em &lcool e
menor perda por evaporacao.

Ainda sdo muitos os desafios na busca de entender todas as etapas do
processo de producédo do hidromel, que vao desde a qualidade das cepas até a
uniformidade da complexa matriz que € o mel. Diversos estudos buscam
solucionar alguns desses problemas, como o uso de células imobilizadas na
producdo de hidromel (NAVRATIL; STURDIK; GEMEINER, 2001); a influéncia da
composicdo do mosto mel (PEREIRA et al.,, 2009); o efeito das condicbes de
fermentacdo (GOMES et al., 2013); a influéncia do teor de docura e do etanol na
aceitabilidade do hidromel (GOMES et al., 2015); o uso de méis de outras

espécies de abelhas (SILVA et al., 2018), dentre outros.

Vinagre: histérico e conceito

Desde a antiguidade, numerosos tipos de vinagres tém sido considerados
bebidas saudaveis e usadas para fins medicinais. Estudos tem evidenciado a
atividade antibacteriana, anti-infecciosa e antioxidante (BUDAK et al., 2014); o

regulamento do metabolismo lipidico e a perda de peso (PETSIOU et al. 2014); os
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efeitos anticancerigenos, antidiabéticos e reducdo dos niveis de colesterol no
sangue (SALBE et al., 2009). Acidos organicos, polifenéis, melanoidinas,
ligustrazina, cafeo-lisoforose e triptofol sdo alguns dos compostos bioativos
identificados em vinagres (CHEN et al., 2016).

O vinagre é um liquido de sabor azedo (&cido) obtido a partir da
fermentacao alcodlica do mosto por leveduras seguido pela oxidacdo do etanol a
acido aceético por bactérias (HO et al., 2017). A Instrucdo Normativa N° 6 de 3 de
abril de 2012 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do
Brasil estabelece a classificagdo e denominacédo do fermentado acético obtido de
diferentes tipos de matérias-primas (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificacdo e denominagdo dos fermentados acéticos elaborados de
diferentes matéria-prima. Fonte: BRASIL (2012).

. N - ~ Fermentado .
Composicdo ou forma de obtencdo | Classificacéo acético Vinagre
Fermentagdo acética do fermentado
alcodlico de mistura hidroalcodlica Fermentado .

o . - ., . - Vinagre de
originaria do alcool etilico potavel de alcool acético de Alcool
origem agricola; alcool
Fermentagdo acética do fermentado Fermentado
alcodlico de uma ou mais frutas; fruta acético de Vinagre de fruta

fruta
Fermentagdo acética do fermentado Fermentado .
o . . " Vinagre de
alcodlico de um ou mais cereais; cereal aceético de cereal
cereal
Fermentagdo acética do fermentado Fermentado .
o . g " Vinagre de
alcodlico de um ou mais vegetais; vegetal aceético de
vegetal
vegetal
Fermentagdo acética do fermentado Fermentado
alcodlico de duas ou mais das seguintes misto aceético de Vinagre misto
matérias-primas: fruta, cereal e vegetal; misto de de vegetais
vegetais
Fermentagdo acética do fermentado
Fermentado

alcodlico de mel de abelha; mel e Vinagre de mel
aceético de mel
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Quadro 1 - Classificacdo e denominacdo dos fermentados acéticos elaborados de
diferentes matéria-prima. Fonte: BRASIL (2012). Continuacao.

Composicdo ou forma de obtengéo Classificacéo Fe;rgéet?égdo Vinagre
Fermentado
Fermentado acético adicionado de suco de Ac(ﬁtc')(;r?ede Vinagre de
fruta ou suco de vegetal ou de mel de L (nome genérico
X . composto genérico do .
abelha, em conjunto ou separadamente; do vinagre)
fermentado
e Composto
acético)
Composto
Fermentado
acético de Vinagre de
Fermentado acético adicionado de (nome (nome genérico
condimento; condimentado genérico do do vinagre)
fermentado condimentado
aceético)

condimentado
Fermentado acético de fermentado

alcodlico com acidez volatil superior a oito
Fermentado

gramas de acido acético por cem mililitros Duplo o Vinagre duplo
do produto: acético duplo

Fermentado acético de fermentado

alcodlico com acidez volatil superior a doze Fermentado

gramas de acido acético por cem mililitros Triplo Vinagre triplo

do produto acético triplo

Dados fornecidos pela Associacdo Nacional das Industrias de Vinagre
(ANAV) apontam que dos 170 milhdes de litros de vinagre consumidos
anualmente no Brasil, cerca de 80% corresponde ao vinagre de alcool. A regido
Sudeste responde por 53% do consumo do produto em territorio nacional, seguido
pelas regides Sul (23%), Norte-Nordeste (19%) e Centro-Oeste (5%) (ANAV,
2014). Estima-se que 0 consumo hacional per capita de vinagre seja de,
aproximadamente, 2 litros por ano, pois o vinagre € utilizado basicamente como
tempero. Esse indice de consumo € superior ao observado nos Estados Unidos e
na Europa, que utilizam o vinagre também para outros fins (UVIBRA, 2012).

Producéo de vinagre

Para a obtencédo de vinagre, dois métodos podem ser utilizados, como o
que consiste na acetificagdo a superficie do meio de cultura e o processo
conhecido como submerso (SUAREZ-LEPE; INIGO-LEAL, 2004). O processo
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submerso € o mais utilizado e consiste em deixar as bactérias acéticas
submersas no interior do liquido, no qual se introduz oxigénio (oxidacao acética)
(MAS et al., 2014).

Entre as bactérias utilizadas neste processo, a Acetobacter aceti se
destaca por ser frequentemente utilizada na industria do vinagre (TESFAYE et al.,
2002). Ela inicia imediatamente o processo de fermentagdo, porém, quando a
concentracdo de acido acético excede 5%, outras espécies bacterianas assumem
o processo (MAS et al.,, 2014). Outra bactéria utilizada € a Gluconobacter que
permite um distintivo flavour ao vinagre e pode oxidar o etanol a acido acético sob
condigbes acidas (SAEKI, 1993). Dessa forma, o uso de culturas mistas de
bactérias normalmente garante a melhor qualidade do vinagre produzido, quando
comparado com culturas puras (MAS et al., 2014).

As culturas mais indicadas para o uso comercial devem apresentar as
seguintes caracteristicas: produzir concentracdes elevadas de acido acético; nao
formar material viscoso; ndo completar a oxidacdo até anidrido carbdnico e
agua; apresentar tolerancia a concentragfes razoaveis de etanol e acido acético;
ter eficiéncia fermentativa em temperaturas entre 25 e 30 °C; e apresentar
desenvolvimento satisfatério em pH que varia entre 5,4 e 6,3 (AQUARONE et al.,
2001; LEONEL; SUMAN; GARCIA, 2015).

Com relacéo aos processos utilizados na producao de vinagre se destacam

0 Processo de Orleans, o Processo Alemdo e o Processo Submerso
(AQUARONE et al., 2001)

No Processo de Orleans, o vinagre € elaborado em barril de carvalho ou de
outra madeira que nao confira propriedades sensoriais indesejaveis ao produto. A
temperatura pode ser ambiente, mas ndo deve excer os 25 °C para evitar
evaporacdo do alcool (ARAUJO; SILVA; ABUD, 2012). O processo € lento, tem
baixa produtividade e é utilizado em pequena escala, contudo este método
proporciona vinagres de boa qualidade (CEREZO et al., 2008).

No Processo Aleméao a superficie do material € colonizada pelas bactérias
acéticas, que oxidam o etanol a acido acético. Embora seja mais rapido e se
obtém um vinagre de boa qualidade, o rendimento € baixo e ha necessidade de
clarificagéo e filtragcao do produto (AQUARONE et al., 2001).
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O Processo Submerso é método mais utilizado industrialmente, no qual as
bactérias acéticas ficam suspensas no liquido, sendo aplicada uma forte aeracao
para assegurar a demanda de oxigénio (TESFAYE et al., 2002).

Uma revisdo sobre os processos e 0s substratos para producdo de
vinagres foi publicada por Siepmann, Canan e Colla (2015). Esses autores
concluiram que na producéo de vinagre ainda ha espaco para explorar substratos
alternativos, tais como residuos agroindustriais de baixo custo e com composi¢cao
favoravel em acucares e compostos funcionais, visando um produto final com

beneficios para a saude dos consumidores.

Processo fermentativo e problemas na fermentacéo do vinagre

A fermentacdo acética deve ser controlada de forma a nao prejudicar o
trabalho das bactérias e, consequentemente, a qualidade do vinagre. Dentre 0s
fatores a serem controlados se econtram a concentracdo alcodlica, a acidificacdo
inicial, o suprimento de oxigénio, a perturbacdo da pelicula de bactérias, a
temperatura e o pH (MARTINELLI-FILHO, 1982; LEONEL et al., 2015).

De acordo com Leonel et al. (2015), a concentracéo alcodlica acima de 13%
dificulta a acetificacdo do produto, ja que o alcool € oxidado de maneira
incompleta. Além disso, deve haver uma acidez inicial no liquido a ser acidificado,
pelo qual € normal a adicdo de vinagre forte ndo pasteurizado. O suprimento de
oxigénio deve ser constante durante a fermentacao e a temperatura mantida entre
27 e 30 °C. O pH o6timo para o crescimento de bactérias acéticas ocorre entre 5 e
6,5 e a pelicula formada pelos mesmos microrganismos ndo pode ser submergida
no liquido.

Existem alguns problemas no processo que podem causar alteracdes na
fabricacdo do vinagre como microbioldgico, macrobiologico e quimico. Dentre os
problemas microbiologicos, pode-se citar principalmente a contaminagdo de
certas espécies de bactérias acéticas, por exemplo, a Acetobacter xylinum que é
um organismo fortemente capsulado que causa mucosidade obstruindo o
equipamento com um sedimento lodoso. Essa viscosidade excessiva é mais facil
de aparecer quando a matéria prima é rica em nutrientes, como os vinhos e sidras
(AQUARONE et al., 2001).
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Entre as alteracdes de ordem macrobioldgica destacam-se a infestacao pela
Anguillula aceti, proveniente de frutos ndo bem selecionados ou da poeira do ar. A
avidez desse microorganismo por oxigénio limita a atividade das bactérias
acéticas, aumenta a viscosidade, e diminui as caracteristicas organolépticas
(SCHEIDT et al., 2010).

Ainda de acordo com esses autores, as alteragdes de ordem quimica sao
provocadas principalmente por metais. Por exemplo, o ferro quando em
concentracdes elevadas causa escurecimento e turvacdo, além de transmitir um
gosto metélico ao vinagre. Também o0 excesso de cobre gera precipitado
causando a turvacdo no vinagre. Uma forma de evitar ambas as situacbes €&
proceder a limpeza cuidadosa dos equipamentos, trabalhar com alta
concentracdo alcodlica, acidez acética inicial adequada (de 2% a 3%), empregar
culturas ativas que acetifiquem rapidamente os mostos.

Apbés o término da fermentagdo, o vinagre ndo deve permanecer na
vinagreira, pois as bactérias comecam a oxidar o acido acético, enfraquecendo o
vinagre. Dessa forma, o produto deve ser acondicionado em recipientes
apropriados e mantido sem o contato com o ar, pois sem oxigénio as bactérias
séo inibidas (SACHS, 2001).

A estabilizacdo do vinagre permite manter as suas caracteristicas fisico-
guimicas e organolépticas durante o periodo de comercializacdo e pode ser feita
por meio de métodos fisicos ou quimicos. A pasteurizacdo é o método fisico mais
usado e consiste em tratar o vinagre a temperaturas variaveis de 50 a 80 °C de
modo a destruir totalmente os microrganismos e desativar as enzimas gue sao
predominantemente a causa mais importante das alteracdes (oxidacdo do acido
acético) do vinagre (AQUARONE et al., 2001).

Os métodos quimicos utilizam substancias que ajudam estabilizacdo do
produto, como o dioxido de enxofre num teor maximo de 0,02 g por 100 mL de
vinagre de vinho, previsto na legislacdo brasileira (BRASIL, 2012). Posteriormente
0 vinagre deve ser embalado em garrafas de vidro, PVC ou polietileno, fechadas
com tampas plasticas, de forma que nao sofra corrosdo e alteracdo das suas
propriedades (AQUARONE et al., 2001; XAVIER et al., 2009).
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Anéalise sensorial

Além das andlises dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos dos
produtos e subprodutos da colmeia, a andlise sensorial tem demonstrado ser uma
importante ferramenta que pode ser empregada para monitorar o processamento
de obtencdo dos produtos, com o objetivo de preservar as caracteristicas
sensoriais, identificar adulteragdes, contribuir para a melhoria do padrdo de
qualidade e agregar valor aos produtos.

A utilizacdo de pessoas como instrumentos de medida, desde simples
consumidores a participar em estudos de mercado até provadores treinados ou
peritos, integrando painéis de provadores, € cada vez mais importante no
desenvolvimento e controle de qualidade de produtos alimentares e de bebidas
(BROCKHOFF, 2011).

A percepcao sensorial dos alimentos € complexa, envolve os sentidos visao,
olfato, gustacdo e a percepcdo quimica do sabor (NORDIN, 2017). A relagéo
entre um estimulo fisico e a resposta fisiolégica/sensorial € ainda objeto de
investigacdo no ambito da psicofisica (LAWLESS, 2013).

Os testes de consumidor sdo essenciais para o0 desenvolvimento de
produtos, confirmando que os mesmos atendem aos niveis de aceitacao
(LAWLESS; HEYMANN, 2010). Através dessa técnica €& possivel obter
importantes dados quantitativos e qualitativos para o desenvolvimento do produto,
influenciando nas decisdes de marketing e mercado.

Neste cenéario, o atual trabalho teve como principal objetivo geral a
caracterizacdo de hidromel e vinagre de mel a partir de méis de abelhas sociais
(Hymenoptera: Apidae) do nordeste brasileiro. Especificamente, foi dividido nos

seguintes artigos:

Artigo 1: Qualidade e propriedades bioativas dos méis de abelhas sociais

(Hymenopter: Apidae) do Estado do Piaui.

Artigo 2: Efeito da concentragéo e do tipo de nutriente na producéo de hidromel.

Artigo 3: Méis de abelhas com e sem ferrdo influenciam o perfil sensorial dos

hidroméis?
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Artigo 4. Elaboracdo e caracterizacdo de vinagres de méis de Apis mellifera e

Melipona fasciculata do nordeste brasileiro.
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QUALIDADE E PROPRIEDADES BIOATIVAS DOS MEIS DE ABELHAS
SOCIAIS (HYMENOPTERA: APIDAE) DO ESTADO DO PIAUI

Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico Journal
of Apicultural Research.
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QUALIDADE E PROPRIEDADES BIOATIVAS DOS MEIS DE ABELHAS
SOCIAIS (HYMENOPTERA: APIDAE) DO ESTADO DO PIAUI

Resumo: O mel € um produto natural apreciado mundialmente, composto
principalmente de acUcares e outros constituintes, além de ser rico em
flavonoides e acidos fendlicos que exibem uma ampla gama de efeitos e agem
como antioxidantes naturais. Em funcdo do grande potencial para a producédo de
mel no Estado do Piaui, Brasil, este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade
e determinar as propriedades bioativas dos méis de abelhas sociais
(Hymenoptera: Apidae), contribuindo para a construgdo de padroes desses
produtos. As coletas foram realizadas nos anos de 2014 e 2015, em quatro
municipios do Piaui (Sado Joado do Piaui, Castelo do Piaui, Murici dos Portelas e
Parnaiba). Foram realizadas analises fisico-quimicas (acUcares redutores,
sacarose aparente, atividade diastasica, umidade, cinzas, condutividade elétrica,
atividade de &gua, hidroximetilfurfural, acidez, pH e cor); de composicdo de
acucares por HPLC; avaliacdo dos compostos bioativos (compostos fendlicos
totais, flavonoides totais e atividade antioxidante); analises microbiolégicas
(coliformes totais 35 °C, coliformes termotolerantes 45 °C, contagem de bolores e
leveduras, bactérias aerObias mesdfilas e psicrotréficas, Bacillus cereus,
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva e esporos de Clostridium
sulfito redutores); e melissopalinolégicas dos méis. Os diferentes méis poliflorais
analisados apresentaram variabilidade nos seus perfis fisico-quimicos dentro do
estabelecido pela legislacdo e nas suas propriedades bioativas, possuindo

condicBes higiénico-sanitarias adequadas para o consumo humano.

Palavras-chave: Apis mellifera, Melipona fasciculata, Melipona subnitida,

microrganismos.
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QUALITY AND BIOATIVE PROPERTIES OF SOCIAL BEES (HYMENOPTERA:
APIDAE) HONEY FROM PIAUI STATE

Abstract: Honey is a natural product appreciated worldwide, composed mainly of
sugars and other constituents, being rich in flavonoids and phenolic acids that
exhibit a wide range of effects and act as natural antioxidants. Due to the great
potential for honey production in Piaui State - Brazil, the objective of this work was
to evaluate the quality and determine the bioactive properties of the honey bees
(Hymenoptera: Apidae), contributing to the construction of standards of these
products. The collections were carried out in the years 2014 and 2015, in four
municipalities of Piaui (S&o Jodo do Piaui, Castelo do Piaui, Murici dos Portelas
and Parnaiba). Physico-chemical (reducing sugars, apparent sucrose, diastase
activity, moisture, ash, electrical conductivity, water activity, hydroxymethylfurfural,
acidity, pH and color) and microbiological analyzes (total coliforms 35 °C,
thermotolerant 45 °C, yeast and mold counts, mesophilic and psychrotrophic
aerobic bacteria, Bacillus cereus, Salmonella spp., coagulase positive
Staphylococcus and Clostridium sulphite spores) were performed, in addition to
palynological and evaluation of the bioactive compounds (total phenolic
compounds, total flavonoids and antioxidant activity) of honeys. The different
poliflorais honeys analyzed showed variability in their physico-chemical profiles
within the established by the legislation and their bioactive properties, showing

hygienic-sanitary conditions suitable for human consumption.

Keywords: Apis mellifera, Melipona fasciculata, Melipona subnitida,

microorganisms.
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INTRODUCAO

O mel é um alimento natural produzido pelas abelhas meliferas a partir do
néctar das flores, das secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou de
excrecoes de insetos sugadores de plantas, que as abelhas coletam,
transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e
deixam maturar nos favos da colmeia (Belay et al., 2013). E composto
principalmente por acucares e outros constituintes, tais como enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, carotenoides, vitaminas, minerais e substancias
aromaticas, além de ser rico em flavonoides e &cidos fendlicos (Algarni Owayss &
Mahmoud, 2012; Oryan, Alemzadeh & Moshiri, 2016). Essas caracteristicas
tornam o mel um dos alimentos mais completos, com propriedades benéficas ao
organismo humano, incluindo acéo terapéutica (Canadanovic-Brunnet et al.,
2014), antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria (Liu et al., 2013),
anticancerigena, antiviral e antifungica (El-Haskoury et al., 2018).

A maior parte da atividade apicola do mundo € realizada com a espécie
Apis mellifera (Crane, 2009), porém a criacdo de abelhas sem ferréo
(meliponicultura) vem crescendo nas regides tropicais, especialmente no Brasil
(Venturieri et al., 2012; Lira et al., 2014). O mel de espécies do género Melipona é
considerado um produto valioso e possui uma longa histéria como parte
substancial da dieta da populacao do nordeste brasileiro (Silva et al., 2013).

Com flora diversificada em diferentes biomas, o Brasil tem potencial apicola
relevante, o que permite produzir mel o ano todo (Barbosa et al., 2014). A regiao
do semiarido nordestino tem recebido destaque, especialmente o estado do Piaui,
devido a existéncia de flora nativa rica em plantas meliferas (Bendini & Souza,
2008; Sodré et al.,, 2011), mas ainda com poucos estudos que visem a
caracterizacao dos diferentes tipos de meéis produzidos na regido. Neste sentido,
o trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade e determinar as propriedades
bioativas dos méis de abelhas sociais (Hymenoptera: Apidae) do estado do Piaui,

Brasil, contribuindo para a construcéo de padrfes desses produtos.
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MATERIAL E METODOS

As guatro amostras compostas de méis (blend) foram coletadas nos anos
de 2014 e 2015, todas no més de julho, em quatro municipios do estado do Piaui,
sendo que em Sao Jodo do Piaui e Castelo do Piaui foram coletados os méis de
Apis mellifera (Al e A2), Murici dos Portelas, o mel de Melipona fasciculata (M1) e
Parnaiba, o mel de Melipona subnitida (M2).

As colheitas dos méis de Melipona foram realizados diretamente dos potes
fechados, em local limpo com o uso de seringas descartaveis. A higiene é
fundamental para evitar qualquer tipo de contaminacéo. Devido ao seu elevado
teor de umidade e consequente risco da ocorréncia de fermentacdes, os méis de
meliponineos foram acondicionados em caixas isotérmicas contendo gelo e em
seguida encaminhados para andlises em laboratério. Todos os produtos foram
colocados em potes plasticos estéreis de cinco litros.

Um dos meéis de A. mellifera (Al) encaminhado para o Laboratério do
Nucelo de Estudos dos Insetos (Grupo Insecta) da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB) estava armazenado desde de 2014 na Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Meio Norte).

Andlises fisico-quimicas

Para caracterizar o mel foram determinados os acUcares redutores,
sacarose aparente e atividade diastasica de acordo com o método do Codex
Alimentarius Commission (2001); a atividade de 4&agua, a acidez, o
hidroximetilfurfural e o pH foram avaliados conforme a Association of Official
Analytical Chemists (1997). Para determinar a condutividade elétrica e o teor de
cinzas seguiu-se o procedimento de Sancho et al. (1991). O teor de agua
(umidade) foi determinado pelo método refratométrico proposto pela International
Honey Commission (2009) e a cor de acordo com o referido por Vidal e Fregosi
(1984), utilizando a escala de Pfund.
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Composicao dos agucares

Para quantificacdo dos acucares, utilizou-se o método de Vilela et al. (2016)
com modificacbes. Pesou-se 0,2 g de mel e dissolveu-se em 100 mL de agua
deionizada. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1 mL e diluiu-se em 9 mL de
adgua deionizada perfazendo um total de 10 mL. O conteudo foi analisado por
cromatografia de troca de anions de alto desempenho com deteccéo
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD, ICS-3000, Dionex).

Determinagcdo dos Compostos Fendlicos e Flavonoides Totais

A gquantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de
Folin-Ciocalteu (Ferreira et al., 2009). A solucdo padrdo do &cido gélico foi
utilizada para a obtencéo da curva de calibragéo (y = 0,0101x + 0,0,0377; R? =
0,9975). Para a analise foram adicionados 0,5 mL da solucdo de mel (5 g de mel
em 25 mL de agua deionizada), 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu a 10% e 2 mL
de carbonato de sédio a 4% (v/v). Em seguida, a solu¢gao permaneceu no escuro
por uma hora e posteriormente leu-se a absorvancia a 760 nm em
espectrofotometro (FEMTO 700 plus). O branco foi submetido ao mesmo
procedimento, exceto no que diz respeito a adicdo da solucdo de mel.

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método descrito por
Woisky e Salatino (1998) modificado. Utilizou-se a solugéo padrao da quercentina
para a obtencdo da curva de calibragdo (y = 0,0036x + 0,0021; R? = 0,9998). Para
analise, uma aliquota de 2,0 mL de solucdo de mel foi utilizada, adicionando-se
3,0 mL de cloreto de aluminio a 10%, deixado em repouso por 30 minutos e as
leituras foram realizadas em espectrofotometro (FEMTO 700 plus) a 420 nm. Os
tubos em branco foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto no que diz

respeito a adicdo da solucao de mel.
Atividade Antioxidante
A capacidade antioxidante das diferentes amostras de méis foi determinada

por dois métodos: 2,2-Difenil, 1-Picrilhidrazil (DPPH), baseado na medi¢cdo da

diminuicdo da absorcdo do radical DPPH apl6s a exposicdo ao radical
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sequestrador (Herald, Gadgil & Tiley, 2012); e, poder antioxidante de reducao do
fon férrico (FRAP), baseado na reducdo do ferro na forma Fe®* a Fe®" na
presenca de antioxidantes (Benzie & Strain, 1996; 1999).

Método do DPPHe- (2,2-Difenil, 1-Picrilhidrazil) em microplacas

A metodologia de antioxidante de DPPH em microplaca de 96 pocos foi
descrita por Herald et al. (2012) com algumas modifica¢gdes. Um total de 20 pL
das amostras diluidas (1 g de mel em 5 mL de &gua deionizada) foram
adicionados a 180 pL de solugdo de DPPH (150pmol L™) em metanol-agua
(80:20, v/v) e agitadas durante 60 segundos numa microplaca de 96 pocos
(NUNC). Depois de 40 minutos no escuro a temperatura ambiente, a absorvancia
foi medida a 515 nm no leitor de microplacas modelo SinergyTM HT (Biotek) e os
resultados foram expressos em porcentagem (%) de inibicdo calculada a partir da

equacéo 1.

Equacéo 1: % de inibicdo = [1 - (Aamostra - Abranco)] x 100
Acontrole — Abranco

Sendo:
Aamostra: amostra de mel diluida;
Abranco: metanol e reagente DPPH

Acontrole: metanol

Poder antioxidante de reducéo do ion férrico (FRAP)

O poder antioxidante de reducé@o do ion férrico (FRAP) (Benzie & Strain,
1996; 1999) foi feito utilizando-se a solucdo padrédo de Sulfato de Aménio Ferroso
(I) mM para a obtencdo da curva de calibracdo (y = 0,0011x + 0,0752; R? =
0,9997) em distintas concentragdes (0-1000 pL). Em seguida pesou-se 1 g de
cada amostra de mel e dissolveu-se em 5 mL de agua deionizada, retirando-se 20
ML da solugdo de amostra diluida e adicionando-se 280 uL de reagente FRAP
diretamente nas microplacas. As misturas foram agitadas, incubadas a 37 °C no
escuro durante 30 minutos. A leitura da absorvancia foi efetuada num leitor de
microplacas modelo SinergyTM HT (Biotek) a 593 nm. O poder antioxidante de

reducao do ferro foi calculado utilizando-se a equacgao da reta.



39

Analises microbiolbgicas

A guantificacdo de coliformes totais (35 °C), coliformes termotolerantes (45
°C), bolores e leveduras, bactérias aerébias mesofilas e psicrotroficas, Bacillus
spp., assim como a verificacdo de presenca ou auséncia de Salmonella spp. e
Staphylococcus coagulase positivo foram realizadas seguindo o método da
American Public Health Association (APHA) descrito nas normas internacionais
(Downes & Ito, 2001). A pesquisa de esporos de Clostridium sulfito redutores foi

feita segundo o método utilizado por Ragazani et al. (2008).

Analises Melissopalinolégicas

As amostras foram preparadas conforme a metodologia descrita por Jones
e Bryant Junior (2004) e posteriormente submetidas ao processo de acetolise de
Erdtman (1960). Os tipos polinicos foram identificados com uso de literatura
especializada e consulta ao banco de dados e imagens da Palinoteca do
Laboratorio do Nucelo de Estudos dos Insetos (Grupo de Pesquisa Insecta),
UFRB. A classe de frequéncia e a determinacdo geral do niumero de graos de
polen foram determinadas segundo Louveaux, Maurizio e Vorwohl (1978) e Moar
(1985). A frequéncia de distribuicdo dos tipos polinicos (tAxons) nas amostras foi

calculada conforme Jones e Bryant Junior (2004).

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata (n = 3). Em uma primeira
abordagem, realizou-se uma analise descritiva para todos os parametros fisico-
quimicos, usando médias e desvios padréo, em funcéo do tipo de mel.

Posteriormente, os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e
de Levene para verificagdo da normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias, respectivamente. Para as analises nas quais foram observadas
diferencas significativas, utilizou-se o teste complementar de Tuckey ao nivel de

5% de significancia.
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Os dados que ndo apresentaram 0S pressupostos para one-way ANOVA,
foram analisados pelo teste de rank ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
estabelecer uma diferenca geral entre os tratamentos.

Para analise de correlacdo entre cor e compostos bioativos, os dados
foram submetidos a analise de correlacdo de Pearson.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R
(versdo 3.3.0) e adotado 5% (p < 0.05) como nivel de significancia. Essas
informacdes foram comparadas com os padrées estabelecidos pela legislacao

brasileira para os méis de abelhas dos géneros Apis e Melipona.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises fisico-quimicas

Os resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos das amostras de
méis de A. mellifera (Al e A2), M. fasciculata (M1) e M. subnitida (M2) foram
comparados com os parametros fisico-quimicos estabelecidos para a qualidade
do mel (Brasil, 2000) e os limites propostos para o controle de qualidade do mel
de Melipona (Vit, Medina & Enriquez, 2004; ADAB, 2014) (Tabela 1).

Os teores médios de umidade encontrados em amostras compostas de
méis apresentaram diferencas estatisticas significativas entre os produtos de
ambos os tipos de abelhas. O valor obtido neste trabalho para o mel de A.
mellifera (21,55 + 0,02%) excedeu o valor maximo (20%) permitido pela legislacdo
vigente, podendo indicar retirada dos quadros em periodo chuvoso de coleta ou
antes do periodo de maturacdo. Os resultados sdo corroborados com 0s obtidos
por Sodré et al. (2011) para méis de A. mellifera da regido de Picos no Piaui e por
Sousa et al. (2013) para méis de M. fasciculata (21,44 e 27,51%,

respectivamente) da regido do Seridd, no Rio Grande do Norte.
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Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos utilizados para controle da qualidade do mel (A = Brasil, 2000), valores limites propostos para controle de
qualidade de mel de Melipona (B = Vit et al., 2004), Melipona no Estado da Bahia, Brasil (C = ADAB, 2014) e o valor médio encontrado para as
amostras compostas de Apis mellifera (A1 e A2), Melipona fasciculata (M1) e M. subnitida (M2) do estado do Piaui, Brasil.

Parametros Fisico-Quimicos A B C Al A2 M1 M2
Umidade (%) Max. 20  Max. 30 20-35 2155+05b 18,70+0,8c 2550+0,6a 25,00+ 0,1 a
Acgucares redutores (%) * Min. 65 Min. 50 Min. 60 80,33+0,0a 75,71+05b 72,39+04c 70,48+0,3d
Sacarose aparente (%) Méx. 6 Méax. 6 Max. 6 225+0,0a 0,84+0,0c 1,45+0,0b 0,45+0,0d
Cinzas (%) Méax. 0,6 Max.0,5 Max.0,6  0,22+00Db 0,09+ 0,0 d 0,17 +00c¢c 0,39+0,0a
Acidez (meq kg™) Max.50 Max.85 Max.50 7850+35a 5750+21b 48,00+07c 48,00+0,7c
Atividade diastasica Min.8  Max.3  Méax.3  232+00b  600+00a 032+00c  013+00c
(escala de Gothe) *
Hidroximetilfurfural (mg kg?) Max.60 Max.40 Max. 10 883+11a 479+02Db 0,60+0,2c 0,60+0,0d
Condutividade Elétrica

e e 269,00+1,4b 169,00+1,3d 202,00+0,0c 396,00+4.2a
(US cm™)
Atividade de agua (AW) *  cemmeeeem cmeeeeen s 0,38+0,0b 0,23+0,0d 0,32+0,0c 0,58+0,0a
pH e e 3,47+0,0d 3,65+0,0c 3,74+0,1b 3,98+0,0a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. *teste de rank ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis.

desvio

padrao.
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O teor méximo de agua presente no mel é um dos critérios de composi¢cao
que tem que ser cumprido por todos os méis do comércio mundial. E uma das
carcteristicas mais importantes, pois influencia nas propriedades fisicas do mel,
como viscosidade, cristalizacao, cor, sabor, solubilidade e conservacao (Escuredo
et al.,, 2013). Dessa forma, a adocdo de boas praticas de producdo desde o
apiario até o precessamento sdo necessarias, como a colheita de mel maduro
através de favos operculados e o processamento do produto em locais com baixa
umidade relativa do ar.

As diferencas estatisticas encontradas nos acucares redutores e na
sacarose aparente para meéis de A. mellifera, para o mel de M. fasciculata e para
o de M. subnitida, podem ser atribuidas a origem botéanica dos méis, pois 0s
néctares de origens florais diversas diferem na composi¢cdo quimica dos hidratos
de carbono (Borsato et al., 2014). Os méis de meliponineos possuem,
geralmente, menor teor de agucares e normalmente a frutose é predominante,
sendo um dos fatores responsaveis pela docura e higroscopicidade desse tipo de
mel (Oliveira, Ribeiro & Oliveira, 2012).

Sodré et al. (2011) constataram, em méis de A. mellifera, valores que
oscilaram entre 74,70 e 82,80% para acgUcares redutores e entre 0,20 e 6,70%
para sacarose aparente. Sousa et al. (2013) encontraram valores de 52,70% para
acucares redutores e 5,40% para sacarose aparente em méis de M. fasciculata e
os valores de Silva et al. (2013) foram de 50,50 a 72,77% para acucares
redutores em méis de M. subnitida de duas regibes de semi-arido da Paraiba,
corroborando com os valores encontrados no presente estudo.

Os valores para cinzas obtiveram diferencas estatisticas significativas entre
as amostras e foram similares aos encontrados por Térres et al. (2013) ao
analisarem méis de A. mellifera do municipio de Apodi, Rio Grande do Norte
(entre 0,04 e 0,16%), por Sousa et al. (2013) em méis de M. fasciculata (0,10%) e
por Silva et al. (2013) em méis de M. subnitida (0,03 e 0,20%).

As cinzas expressam o contetdo de minerais presentes nos alimentos e no
caso do mel as diferencas podem estar relacionadas a fonte floral, ao meio
ambiente, as condi¢cdes de producado e processamento (Brasil, 2000).

Em relacdo ao pH, observa-se que as amostras Al e A2 apresentaram
valores de pH ligeiramente menores que as demais e todas diferiram

estatisticamente entre si. Os resultados obtidos estdo dentro da amplitude de
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valores encontrados por Maia Neto, Oliveira e Santos (2014) para meéis de A.
mellifera (3,45 a 4,05) da microrregido de Pau dos Ferros, RN e por Biluca et al.
(2016) para meéis de Meliponinae do estado de Santa Catarina (3,33 a 6,56).
Embora o valor do pH néo seja exigido pela legislacao, valores entre 3,2 e 4,5 sédo
considerados aceitaveis para méis, ja que a acidez inibe o crescimento de
microrganismos (Karabagias et al., 2014).

Quanto a acidez, observou-se diferencas estatisticas significativas entre si
nos meis de A. mellifera. Para os méis de Melipona, ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre as amostras. A legislagdo atual para mel
estabelece o valor méaximo de 50 meq kg™ (Brasil, 2000), enquanto que o valor
sugerido para méis de Melipona é de 85 meq kg™ (Vit et al., 2004) e para
Melipona no Estado da Bahia é de 50 meq kg™ (ADAB, 2014). Os méis de A.
mellifera do presente estudo encontram-se fora dos limites estabelecidos pela
legislag&o brasileira e pode ser devido ao tempo de armazenamento dos produtos
(Al armazenado por um ano e A2 armazenado por 3 meses) antes da realizacao
das andlises fisico-quimicas, ja que a acidez indica frescor.

O valor da acidez corresponde ao equilibrio dos &cidos organicos
presentes no mel, que varia de acordo com a composicao floral do néctar e as
espécies de abelhas, ou podem ser devido a fermentacéo de aclUcares em alcool
por microorganismos durante a maturacdo do mel e maior oxidacdo para acidos
carboxilicos ou ainda pela quantidade de minerais presentes (Sousa et al., 2016).

Em relacdo ao armazenamento e aumento de temperatura do mel, dois
parametros sdo avaliados: a atividade diastasica e o hidroximetilfurfural (HMF). A
atividade diastasica pode ser usada como indicador do aumento da temperatura
durante o armazenamento ou quando o produto € submetido a aquecimento
acima de 60 °C (CHAIKHAN; KEMSAWASD; APICHARTSRANGKOON, 2016).

Os indices de diastase encontrados nas amostras de A. mellifera
apresentaram quantidades enzimaticas inferiores ao valor estabelecido pela
legislacdo (8 na escala de Gothe) e diferindo estatisticamente entre si. Sodré et al.
(2011) obtiveram valores que variaram entre 5,30 e 12,70 na escala de Gothe
para méis de A. mellifera, sendo que 18 amostras de um total de 35 tiveram
valores inferiores aos permitidos na legislacdo brasileira, assim como o
encontrado no presente estudo. Porém, as amostras de M. fasciculata e M.

subnitida encontraram-se dentro dos valores sugeridos para Melipona (Vit et al.
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2004; ADAB, 2014), ndo apresentando diferencas entatisticas entre si. Os valores
encontrados neste trabalho corroboram com os encontrados por Biluca et al.
(2016).

Segundo Aroucha et al. (2008), a atividade diastasica diminui devido a
desnaturacdo parcial ou total das amilases. A auséncia da mesma reflete
procedimentos e/ou adulteracdes realizadas no mel, tal como condigbes de
armazenamento inadequadas. A grande variacdo enzimatica em meéis de
diferentes origens florais sugere que este efeito pode estar relacionado as
substancias provenientes da flora (néctar) e/ou naturais do mel, além dos tipos de
abelhas (Yucel & Sultanoglu, 2013).

Os teores de hidroximetilfurfural (HMF) foram baixos assim como o0s
encontrados em pesquisas realizadas por Borsato et al. (2014) em méis de A.
mellifera (= 60 mg kg™) do Estado do Parana e Biluca et al. (2016) em méis de
Meliponinae (0,31 mg kg™'). Todas as amostras apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre si.

Normalmente, o HMF é formado pela decomposicdo de monossacarideos ou
reacao de Maillard, quando o mel é aquecido ou armazenado por muito tempo. No
entanto, o HMF sozinho ndo pode ser usado para determinar a gravidade do
tratamento térmico, porgque outros fatores podem influenciar seus niveis, como o
perfil de aglcar, presenca de acidos organicos, pH, teor de umidade, atividade de
agua e fonte floral. Portanto, o conteudo de HMF fornece apenas uma indicacao
de superaquecimento ou inadequacao nas condicdes de armazenamento (Silva et
al., 2016).

Em relacdo a condutividade elétrica, todas as amostras apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si. Barbosa et al. (2014) encontraram
uma média de 83,54 pS cm™ para méis de A. mellifera do municipio de
Carnaubas, RN. Para méis de Melipona, Biluca et al. (2016) encontraram valores
que variaram de 150,00 a 840,00 pS cm™.

A condutividade elétrica estd4 relacionada ao teor de cinzas e acidez,
revelando a presenca de ions, acidos organicos e proteinas (Yucel & Sultanoglu,
2013). E considerada critério para a determinac&o botanica do mel (Karabagias et
al., 2014) e atualmente substitui a analise de teor de cinzas, pois tal medi¢éo é

proporcional ao teor de cinzas na acidez do mel (Alves et al., 2005).
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Para atividade de agua, houve diferencgas estatisticas significativas entre as
amostras analisadas. Apenas a amostra de mel de M. subnitida apresentou um
valor médio superior aos demais (0,58 Aw). Wanderley et al. (2015), ao
analisarem atividade de 4gua em amostras de méis de A. mellifera da regido de
Sousa, PB, encontraram valores que variaram entre 0,498 e 0,560 Aw. Souza et
al. (2009) obtiveram valores variando de 0,662 a 0,743 Aw em méis de Melipona
scutellaris, estando acima dos encontrados no presente estudo. Embora néo haja
limites impostos por padrbes, sabe-se que o valor de Aw é muito importante,
porque o mel contém leveduras osmdfilas que podem causar fermentacéo,
formando alcool etilico e diéxido de carbono, alterando assim a qualidade do mel
(Escuredo et al., 2013).

Composicéo dos AgUcares

Os acucares no mel sdo representados por monossacarideos, glicose e
frutose, seguidos de dissacarideos, sacarose, maltose, turanose, isomaltose,
maltulose, trealose, nigerose, kojibiose e trissacarideos maltotriose e melezitose
(Kamal & Klein, 2011).

A composicdo dos acucares das quatro amostras de méis esta
apresentada na Tabela 2. De acordo com a analise estatistica, o mel de A.
mellifera (Al) apresentou uma maior quantidade de glicose (34,30%) que 0s
demais méis analisados. O acucar predominante das quatro amostras
investigadas foi a frutose seguido de glicose, enquanto a trealose e melezitose
estavam presentes em pequenas quantidades.

Estudos feitos por Can et al. (2015), em méis de abelhas africanizadas da
Turquia, encontraram valores de frutose que variaram de 28,30 a 45,11%, glicose
de 17,40 a 25,90%, trealose de 0 a 0,94% e melizitose de 0,43 a 0,94%, sendo
gue as guantidades de frutose e glicose foram inferiores as encontradas no atual
estudo. Biluca et al. (2016) encontraram valores de glicose que variaram de 8,12
a 31,30% e frutose de 31,10 a 46,10% para meéis de abelhas sem ferrdo do Brasil,
sendo estes menores que 0s encontrados no presente trabalho.A composicao do
acucar predominante depende principalmente da origem botanica e geogréafica do

mel e é afetado pelo clima e tempo de armazenamento (Escuredo et al., 2013).
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As quantidades de sacarose de todas as amostras de méis analisadas
estavam abaixo do maximo limite convencional de 6% recomendado pela
Legislacdo Brasileira (Brasil, 2000), indicando que os méis foram coletados no

periodo certo de maturacgéao.

Tabela 2 - Valores médios de acucares e relacdo frutose/glicose (F/G) encontrados
para as amostras de méis de Apis mellifera (A1 e A2), Melipona fasciculata (M1) e M.
subnitida (M2) do estado do Piaui, Brasil.

Espécies de Abelhas

Acucares

Al A2 M1 M2
Glicose (%) 34,30+0,0a 3053+0,0c 3050%00c 3305+00b
Frutose (%) * 61,45+0,0ab 57,30+02ab 56,60+00a 6225+00b
Trealose (%) * 060+0,0a 045+00a 055+00a 060+00a
Melezitose (%) 2,50+0,1a 215+00b  265+00a 260+00a
Frutose/Glicose 1,80 1,90 1,85 1,90

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia. *teste de rank ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A relacéo frutose/glicose determina o estado de cristalizagcdo do mel, ou
seja, quando a frutose € maior do que a glicose, o mel é fluido (Venir, Spaziani &
Maltini, 2010). Segundo Alvarez-Suarez et al. (2010), a relacdo frutose/glicose
tem um impacto no sabor do mel, uma vez que a frutose € mais lenta na
degradacéao que a glicose, tornando o produto mais doce.

De acordo com os valores sumarizados na Tabela 2, todas as amostras
examinadas séao fluidas (razdo maior que 1) corroborando com os resultados de

Boussaid et al. (2014) para méis de diferentes origens florais da Tunisia.
Compostos bioativos do mel

As andlises dos méis demonstraram variedade de cores de ambar claro a
ambar escuro (Tabela 3). As coloragcfes obtidas assemelham-se as encontradas
por Sodré et al. (2011) para méis de A. mellifera e Sousa et al. (2013) para méis

de abelhas sem ferrdo.
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Tabela 3 - Cor, compostos fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante de amostras compostas de méis Apis mellifera (A1 e A2), Melipona

fasciculata (M1) e M. subnitida (M2) do estado do Piaui, Brasil.

Espécies de Abelhas

Compostos Bioativos

Al A2 M1 M2
Cor Ambar escuro Ambar Ambar claro Ambar claro
Compostos Fendlicos Totais (MgEAG kg'l) 883,24+11a 616,37 +1,2b 357,43+0,7c 329,66+1,1c
FlavonoéidesTotais (mgQE kg™) 131,76 £ 0,9 a 42,81+0,5b 13,61+0,4c 16,49+ 15¢c
Atividade Antioxidante Efeito Bloqueador DPPH (%) 41,10+10a 2545+0,0Db 6,10£1,0d 11,63+0,4c
Atividade Antioxidante pelo FRAP (uLFe L'l) 347,36 £19Db 377,10+ 10,3 a 157,10+ 3,8d 290,27+ 4,5¢c

Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de significancia.
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A cor é o primeiro atributo atraente do mel, sendo importante para a
comercializacdo do produto. E um parametro importante na qualidade, aceitagéo
e preferéncia dos consumidores (Silva, et al., 2016), sendo bastante variavel e
determinado principalmente pela origem botanica, teor de cinzas, temperatura no
qual o mel permanece na colmeia e tempo de armazenamento (Anjos et al.,
2015). Quimicamente, a cor do mel € um indicador da presenca de polifendis,
terpenos e carotenoides (Wilczynska, 2014).

O teor em compostos fendlicos totais variou expressivamente em relacao
aos tipos de méis analisados, sendo que os méis de A. mellifera apresentaram
maiores teores em compostos fendlicos quando comparados aos meéis de M.
fasciculata e M. subnitida, respectivamente. Para os flavonoides totais, o maior
valor médio encontrado foi de 131,76 + 0,91 mgQE Kg™' na amostra de A.
mellifera (Al), podendo estar relacionada com a cor do mel, ja que essa amostra
apresentou coloragdo ambar escuro quando comparada as demais. Houve
diferencgas estatisticas significativas entre as amostras de Apis, porém o mesmo
nao ocorreu entre as amostras de Melipona (Tabela 3).

Pesquisa realizada por Bueno-Costa et al. (2016) analisando a atividade
antioxidante e antibacteriana em meéis A. mellifera, encontraram contetdos de
compostos fenélicos que variaram de 611,60 a 1113,70 mgEAG kg™ e de 29,8 a
104,6 mgQE Kg' para flavonoides totais. J& Sousa et al. (2016) em méis
monoflorais de M. subnitida, obtiveram valores médios de fendis totais variando
de 315,40 a 1266,00 mgEAG kg™ e flavonoides totais de 24 a 42 mgQE Kg*,
estando de acordo com os encontrados no presente estudo.

As porcentagens do efeito bloqueador do DPPH nas amostras analisadas
de mel foram inferiores a 50%. As amostras de A. mellifera revelaram maior
capacidade de resgate de radicais de DPPH quando comparadas aos méis de M.
fasciculata e M. subnitida. O mesmo foi observado para o método do FRAP, onde
as amostras de A. mellifera apresentaram maiores valores de atividade
antioxidante em relacdo as meliponas. Todas as amostras apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si.

A atividade antioxidante dos méis do presente estudo foi inferior a
encontrada nos estudos de Borsato et al. (2014) para méis de A. mellifera (de

36,55 a 75,23%) e Biluca et al. (2016) para méis de abelhas sem ferrdo que
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apresentaram valores médios variando de 61,1 a 624 uLFe(ll) 100 g*. Essa
variacdo é devida aos seguintes fatores: origem boténica, cor do mel, regido
geografica, tratamento térmico intencional ou ndo durante o processamento,
tempo de armazenamento e método de extracdo dos compostos fendlicos
(Escuredo et al., 2013).

No estudo da matriz de correlacdo de Pearson, verificou-se que 0s
parametros apresentaram correlacbes positivas entre si e estatisticamente
significativas (P < 0,05) que variaram entre 0,23 a 0,98 (Tabela 4). As correlacdes
elevadas e positivas entre cor, compostos fendlicos (C.F.T.) e flavonoides totais
(F.T.) (0,87; 0,93; P < 0,05) indicam que a cor do mel esta relacionada

diretamente com as quantidades desses compostos bioativos.

Tabela 4 — Matriz de correlagdo (coeficiente de correlacdo de Pearson) para avaliagbes
qualitativas da cor, compostos fendlicos totais (C.F.T.), flavonoides totais (F.T) e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) de amostras compostas de méis de A. mellifera, M. fasciculata
e M. subnitida do estado do Piaui, Brasil.

Cor C.F.T. F.T. DPPH FRAP

Cor --- 0,87 0,93 0,80 0,23
C.F.T. 0,96 0,98 0,67
F.T. 0,95 0,55
DPPH 0,77

FRAP -

Todas as correlagdes foram significativas P < 0,05.

Andlises Microbioldgicas

O mel é um produto consumido in natura e devido ao seu reconhecimento
como sendo benéfico para a salde humana, sua ingestao exige cautela, por ser
suscetivel a contaminantes ambientais e ao crescimento de microrganismos.

Nas amostras analisadas néo foram detectadas as presencas de coliformes
totais 35 °C e coliformes termotolerantes 45 °C, bactérias aerébias mesofilas e
psicrotréficas, Salmonella spp., esporos de Clostridium sulfito redutores e
Staphylococcus aureus (Tabela 5), indicando a adequada manipulagdo dos méis

0 que os tornam produtos Seguros para o consumao.
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O crescimento de Bacillus spp. foi menor que 10 UFC g* nas amostras
analisadas. Pucciarelli et al. (2014), avaliando 28 amostras de méis de
Tetragonisca angustula, verificaram que 39% das amostras continham esse
microrganismo. Bactérias formadoras de esporos sdo comuns no ar, no solo e na
poeira, tornando-se uma fonte priméria de contaminagdo, sendo assim,
comumente encontrados em mel (Snowdon & Cliver, 1996).

A avaliacdo de bolores e leveduras indicaram que 100% das amostras
apresentaram resultados inferiores a 10 UFC g™. Gomes et al. (2017), avaliando
méis comercializados no Par4, Brasil, encontraram valores que variaram de 0 a
1,5 x 10* UFC g™* n&o corroborando com o atual estudo.

Segundo Fortuna, Nascimento e Franco (2014), esta analise microbiolégica
€ essencial em avaliacdes higiénico-sanitarias do produto, definindo os padrées
na qualidade de processamento, manipulacao e validade comercial. A Legislagao
Nacional (Brasil, 2000) e Internacional (C.A.C., 2001) ndo dispdem de analises
que definam as propriedades microbiolégicas do mel, mas advertem boas

condicBes de higiene na manipulacéo e processamento.
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Tabela 5 - Analises microbiolédgicas realizadas em amostras compostas de méis de Apis mellifera (Al e A2), Melipona fasciculata (M1) e M.

subnitida (M2) do estado do Piaui, Brasil.

Microrganismos

Espécies de Abelhas

Al A2 M1 M2
Coliformes totais 35 °C (NMP g% <3 <3 <3 <3
Coliformes termotolerantes 45 °C (NMP g™ <3 <3 <3 <3
Bolores e leveduras (UFC g ™) <10 <10 <10 <10
Bactérias aer6bias mesoéfilas (UFC g™) <10 <10 <10 <10
Bactérias aerdbias psicrotréficas (UFC g™) <10 <10 <10 <10
Bacillus spp. (UFC g%) <10 <10 <10 <10
Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente Ausente
Esporos de Clostridium sulfito redutores Ausente Ausente Ausente Ausente
Staphylococcus coagulase positivo Ausente Ausente Ausente Ausente
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Analises Melissopalinoldgicas

A andlise polinica das quatro amostras de méis coletadas no Estado do
Piaui, revelou uma grande diversidade de espécies de plantas visitadas pelas
abelhas na &rea estudada. Foram identificados 38 tipos polinicos distribuidos em
12 familias botanicas (Tabela 6). Seis tipos polinicos ndo tiveram afinidade
botanica determinada, todos com frequéncia inferior a 3% e classificados como
pélen isolado ocasional. O valor médio de tipos polinicos por amostra de mel foi
de 19,25. A maior riqueza foi observada na amostra de M. subnitida (26 tipos) e a

menor na amostra A. mellifera (A2) (15 tipos).
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Tabela 6 - Numero de tipos polinicos nas respectivas classes de frequéncia nas amostras compostas de méis de Apis mellifera (Al e A2), Melipona
fasciculata (M1) e M. subnitida (M2) do estado do Piaui.

Méis Numero Po6len Dominante Polen Acessorio Pdélen Isolado Pélen Isolado Ocasional (Pio)
de tipos (PD) (PA) Importante (Pii)
Al 19 Mimosa caesalpiniifolia Mitracarpus (10,14%), Borreria 11
(22,57%), Schinus verticillata (8,57%), Mimosa
(18,14%), Chamaecrista pudica (7,43%), Hyptis (5,29%),
(16,14%) Cuphea (3,14)
A2 15 Mimosa --- Pytirocarpa moniliformis 8
caesalpiniifolia (15,70%), Borreria verticillata
(45,29%) (15,47%), Senna (5,83%),
Amaranthus (4,71%), Croton 1
(4,04%), Mimosa  tenuiflora
(4,04%)
M1 17 Mimosa Myrcia 1 (13,20%), Pytirocarpa 11
caesalpiniifolia moniliformis (5,20%), Byrsonima
(61,90%) (4,40%), Senna (4,30%),
Tibouchina (3,50%)
M2 26 Mimosa --- Senna (9,70%), Myrcia 1 (8,00%), 19
caesalpiniifolia Byrsonima (6,00%), Psidium 1
(45,10%) (5,30%), Pytirocarpa moniliformis

(4,00%), Chamaecrista (3,80%)
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A riqueza dos tipos polinicos encontrados nos méis analisados, reflete
fatores importantes como a grande diversidade floristica encontrada no Piaui,
especialmente no semiarido e a forma como a apicultura e a meliponicultura sédo
realizadas no Nordeste, onde a pastagem é composta por flora nativa (Jesus et
al., 2014). A indeterminagéo dos tipos polinicos é um problema comum na analise
melissopalinoldgica, principalmente devido ao estado de preservacdo dos gréaos
de polen. Outros fatores também devem ser considerados como 0 pouco
conhecimento da flora polinica do Brasil, qguando confrontado com a diversidade
botanica do pais; o pequeno numero de palinotecas existentes no pais e a
dificuldade em acessar essas colec¢des (Jesus et al., 2014).

As familias com maior abundancia de tipos polinicos foram Fabaceae (11
tipos - 65,95% da frequéncia polinica total), Euphorbiaceae e Rubiaceae (trés
tipos cada), Amaranthaceae e Myrtaceae (dois tipos cada) corroborando com 0s
estudos realizados por Jesus et al. (2014) em méis de A. mellifera do Piaui. As
demais 17 familias foram representadas por um Uunico tipo polinico cada. A
categoria de pdlen dominante foi encontrada em trés das quatro amostras
avaliadas e polen acessorio foi observado em uma Unica amostra. O tipo Mimosa
caesalpiniifolia foi classificado como pélen dominante em trés amostras e pélen
acessoério em uma amostra, apresentando a maior frequéncia relativa total (45,51
%). Estudos realizados por Silva et al. (2013) em méis de M. subnitida da Paraiba,
M. caesalpiniifolia foi o pélen predominate em oito das nove amostras analisadas.

Pode-se observar que apenas o poOlen de M. caesalpiniifolia foi fonte
alimentar comum para os diferentes tipos de abelhas e para a producédo de méis
claros e escuros. Embora esse tipo polinico tenha apresentado as maiores
frequéncias em todas as amostras, 0os méis ndo sao considerados monoflorais,
visto que espécies incluidas nesse tipo polinico podem ter seus grdos de pdlen
super-representados nas amostras (Barth et al., 2005).

CONCLUSAO

Os perfis fisico-quimicos e microbiologicos dos méis sdo adequados ao
consumo humano. Em relacdo aos agucares, os teores de frutose e glicose séo
interferidos pelos tipos de néctar, locais e épocas de colheita. A cor do mel esta

diretamente relacionada a quantidade de compostos bioativos presentes. Meéis
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escuros apresentaram maior quantidade de compostos bioativos que 0s mais

claros. Todos os tipos de méis analisados séo considerados poliflorais.
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EFEITO DA CONCENTRACAO E DO TIPO DE NUTRIENTE NA PRODUCAO
DE HIDROMEL

Resumo: O hidromel € uma bebida fermentada obtida pela transformacdo dos
acucares do mel em alcool. Tem importancia econémica devido as propriedades
terapéuticas e nutricionais atribuidas ao mel além de atualmente haver uma
demanda crescente por bebidas alcodlicas fermentadas no mercado mundial.
Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da suplementacdo de mostos
méis com diferentes concentracdes de sais nutrientes e polen apicola para
producdo de hidroméis elaborados a partir de méis de abelhas sociais. Utilizou-se
méis de Apis mellifera e de Melipona fasciculata provenientes de dois municipios
do Estado do Piaui, Brasil. Foram preparados cinco mostos para cada tipo de mel
enriquecidos com nutrientes comerciais e polen apicola multifloral em diferentes
concentracdes. As fermentacdes decorreram a temperatura de 25°C, durante sete
dias, com agitacdo suave, de forma a garantir a uniformidade do produto. Foram
monitoradas diariamente por meio da quantificacdo do peso, agucares redutores e
viabilidade celular. Além disso, periodicamente retiraram-se amostras para
quantificacdo dos produtos da fermentacdo através de cromatografia em fase
liguida de alta performance e por deteccdo de indice refrativo (HPLC-IR). As
avaliacbes das caracteristicas dos mostos méis e qualidade dos hidroméis
produzidos foram realizadas por meio de analises fisico-quimicas no inicio e final
das fermentacdes. Também foram determinados os compostos bioativos dos
produtos de cada fermentacdo. Os resultados foram analisados estatisticamente e
demonstraram que a utilizacdo de diferentes tipos e concentracdes de nutrientes,
além dos diferentes tipos de méis, apresentaram diferencas estatisticas
significativas na producao dos hidroméis, exceto nos hidroméis de A. mellifera 5 e
(HA5) e de M. fasciculata 5 (HM5). Apenas os hidroméis de A. mellifera 4 (HA4) e
de M. fasciculata 4 (HM4) ndo completaram a fermentacdo, permanecendo com
um maior remanescente de acucares residuais. Todos os hidroméis produzidos
encontram-se dentro dos padrbes da legislacéo brasileira e estdo adequados ao

consumo humano.

Palavras-chaves: fermentacéo alcodlica, produtos de colmeia, mel.
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EFFECT OF CONCENTRATION AND TYPE OF NUTRIENT ON MEAD
PRODUCTION

Abstract: Mead is a fermented drink obtained by the transformation of honey
sugars into alcohol. It has economic importance due to the therapeutic and
nutritional properties attributed to honey besides there is currently a growing
demand for fermented alcoholic drinks in the world market. The objective of this
work was to investigate the effect of the supplementation of honey worts with
different concentrations of nutrient salts and bee pollen to produce meads made
from social honey bees. Apis mellifera and Melipona fasciculata honeys from two
municipalities of Piaui State, Brazil were used. Five musts were prepared for each
type of honey by diluting the honeys in commercial mineral water, then enriched
with commercial nutrients and multifloral bee pollen in different concentrations.
The fermentations were run at 25°C for seven days with gentle shaking to ensure
product uniformity. They were monitored daily by quantifying the following
parameters: weight, cell viability and reducing sugars. In addition, samples were
periodically quantitated for quantification of fermentation products through high
performance liquid chromatography and refractive index detection (HPLC-IR). The
evaluations of the characteristics of the honey worts and the quality of the meads
produced were carried out through physicochemical analyzes at the beginning and
end of the fermentations. The bioactive compounds of the products of each
fermentation were also determined. The results were statistically analyzed and
showed that the use of different types and concentrations of nutrients, besides the
different types of honeys, showed significant statistical differences in the meads
production, except in the A. mellifera mead 5 (HA5) and in the M. fasciculata mead
5 (HM5). Only the A. mellifera mead 4 (HA4) and the M. fasciculata mead 4 (HM4)
did not complete the fermentation, remaining with a greater residual of residual
sugars. All the meads produced are within the standards of Brazilian legislation

and are suitable for human consumption.

Keywords: alcoholic fermentation, beehive products, honey.
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INTRODUCAO

O hidromel é uma bebida alcodlica obtida pela fermentacdo de uma
solucdo de mel de abelha, sais nutrientes e agua potavel (1). Mesmo sendo
considerada a bebida fermentada mais antiga, sua produgcdo, em grande parte,
continua ocorrendo de forma empirica e recentemente diminuiu, provavelmente
devido aos progressos cientificos insuficientes na area (2).

Devido ao elevado teor em acgucares, com predominancia de frutose, a
fermentacdo do hidromel € um processo demorado, tornando a qualidade do
produto variavel (2). A preparacdo dessa bebida envolve uma série de fatores,
tais como: qualidade da matéria-prima, agente da fermentacdo, nutrientes
disponiveis, pH do meio, formas de produc¢do, maturacdo, entre outros (3).

Apesar das altas concentracdes de acUcares fermentesciveis, o mel é
deficiente em nitrogénio, minerais e fatores de crescimento necessarios para
estimular as leveduras e, consequentemente, a fermentacéo (4). As leveduras
utilizadas na producgédo de hidromel s&o normalmente estirpes de Saccharomyces
cerevisiae que atuam sobre acglcares como a glicose e a frutose, resultando na
formacéao de etanol e diéxido de carbono (5).

De todos os nutrientes assimilados pela S. cerevisiae durante a
fermentacdo, 0s compostos nitrogenados sao quantitativamente o0s mais
importantes, depois dos compostos carbonados, pois sdo essenciais para seu
crescimento e metabolismo (6). Na producdo de hidromel h& pouca evidéncia
disponivel sobre a importancia da suplementacdo do mosto mel com nutrientes
(5), DAP (3), polen apicola (7) ou frutas (8) para melhorar a cinética da
fermentacdo e as caracteristicas finais da bebida. A correcdo das deficiéncias
nutricionais do mosto em minerais e vitaminas pode reduzir a sensibilidade ao
estresse da levedura, melhorando o desempenho da fermentacgao (9).

Durante este processo, alguns problemas geralmente ocorrem, devido a
incapacidade das cepas de levedura para responder e se adaptar as condicfes
de crescimento estressantes desfavoraveis encontradas no mel (10).
Consequentemente, surgem complicagbes como a falta de uniformidade do
produto, provavelmente devido a variabilidade da composicdo da matéria-prima e

ocorréncia de refermentacdes por leveduras ou bactérias acéticas e lacticas, que
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podem aumentar a acidez volatil e promover a producdo anormal de ésteres,
afetando as qualidades sensoriais do produto (11).

Na solucédo dos problemas relacionados com a elaboracédo do hidromel é
importante otimizar parametros, favorecendo o processo fermentativo. Neste
sentido, o trabalho teve como objetivo investigar o efeito da suplementacdo de
mostos méis com diferentes concentragfes de sais nutrientes e polen apicola

para producao de hidroméis elaborados a partir de méis de abelhas sociais.

MATERIAL E METODOS

Preparacdo dos mostos

Na elaboracédo dos hidromeis foram utilizados méis de Apis mellifera e de
Melipona fasciculata provenientes de dois municipios do Estado do Piaui, Brasil
(Castelo do Piaui e Murici dos Portelas, respectivamente).

Foram preparados cinco mostos para cada tipo de mel por meio da diluicéo
dos méis em agua mineral comercial, em seguida enriquecidos com nutrientes
comerciais (Enovit®) e polen apicola multifioral em diferentes concentracdes

(Tabela 1) obtendo mostos entre 19 e 22,5 °Brix.

Tabela 1. Variaveis independentes utilizadas neste estudo para as concentragbes de
nutrientes (sal Enovit® e pélen apicola).

Variavel Nomenclatura Concentracdes (g L™)
Sal Enovit® N 0,75-1,0-1,25
Pdlen apicola P 15-25-35

No presente estudo, ndo foi possivel a preparacdo dos mostos sem a
adicéo de polen, pois apenas 0s nutrientes comerciais ndo foram suficientes para
fornecer a quantidade adequada de compostos nitrogenados para um bom
desempenho das fermentacdes.

A escolha das diferentes concentracdes de nutrientes (sais e polen)
baseou-se no fato das leveduras necessitarem da adi¢cdo destes, de forma que o

processo fermentativo n&o fosse moroso ou parasse. As concentragdes
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estabelecidas para estas variaveis levaram em consideragdo um estudo
preliminar que utilizou 0,75 g L™ de sais e 15 g L™ de pélen. As fermentacdes
decorreram favoravelmente e, dessa forma, resolveu-se aumentar as
concentracdes para 1,0 e 1,25 g L™ de Enovit® além de 25 e 35 g L™ de pdlen,
permitindo avaliar se estes aumentos eram ou ndo necessarios para uma melhor
fermentacao e consequente produgdo de um melhor hidromel. A Tabela 2 mostra

0 conjunto de combinacdes experimentais ensaiadas no presente estudo.

Tabela 2. Combinac¢des experimentais testadas na producdo de hidromel a partir de mel
de A. mellifera e M. fasciculata.

Fermentacdes/ Sal Enovit® Pdélen apicola
Hidroméis (concentracdo g L™ (concentracdo g L™)
F1-H1 1,00 25,00
F2 - H2 0,75 15,00
F3-H3 1,25 35,00
F4 —H4 1,25 15,00
F5-H5 0,75 35,00

Fermentagdes (F1, F2, F3, F4, F5) e hidroméis (H1, H2, H3, H4, H5).

Apos a preparacdo dos mostos, foi adicionado o &cido tartarico (Sigma-
Aldrich®) até se obter valores de pH acima de 3,75 para um melhor desempenho
das leveduras durante a conversdo de acgucares em etanol. A escolha da diluicdo
de mel utilizada no trabalho teve em conta a obtencédo de bebidas com cerca de
10% de etanol. Os mostos foram pasteurizados a 65 °C durante 20 minutos e
depois imediatamente resfriados em balde de gelo ocasionando choque térmico.

A estirpe Saccharomyces cerevisiae Q23 Lalvin foi a levedura
recomendada para a producdo dos hidroméis baseados em estudos realizados
por Pereira et al. (12) que indicaram que essa linhagem possui caracteristicas de
fermentacao e crescimento adequados. Seguindo as instrugcdes da embalagem,
as leveduras foram hidratadas (30 g hL™) nos préprios mostos e colocadas em
banho maria a 37,5 °C durante 20 minutos. Apos hidratacédo foram adicionadas

aos mostos dando inicio as fermentacdes alcoolicas.
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Condicdes e monitoramento das fermentagdes em escala laboratorial

As etapas seguintes foram baseadas em Pereita et al. (12):

As fermentacOes decorreram a temperatura de 25 °C, durante sete dias
(168 h), em recipientes de vidro com capacidade para 500 mL, contendo 350 mL
de mosto mel cada, com agitacdo de 120 rpm evitando a deposicdo das
leveduras, de forma a garantir a uniformidade do produto. Foram monitoradas
diariamente por meio da quantificacdo dos seguintes parametros: peso,
viabilidade celular e agucares redutores. Além disso, periodicamente retiraram-se
2 mL de amostra para quantificacdo da glicose, frutose, etanol, glicerol e &cido
acético, por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O peso foi quantificado através da subtracdo do peso inicial pelo peso final
de trés em trés horas nas primeiras 48 horas e apo0s isso, a cada 24 horas até o
final da fermentagdo, como uma estimativa de producao de diéxido de carbono
(COy).

A viabilidade celular foi determinada por meio da quantificacdo das
unidades formadoras de colénias (UFC’s) em meio sélido Yeast Peptone Dextrose
(YPD — 20 g L™ de glicose, 10 g L™ de peptona, 5 g L™ de extrato de levedura e
20 g L™ de agar). Quando necessario, efetuaram-se diluicdes e as placas foram
incubadas a 25 °C durante 3 a 5 dias (13).

Os acucares redutores foram quantificados pelo método do DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico) usando a glicose como padrdao (14). Os resultados foram

expressos em g L.

Quantificacdo de glicose, frutose, etanol, glicerol e acido acético por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras retiradas periodicamente foram filtradas com a utilizagdo de
uma seringa, com um filtro de nylon de porosidade 0,2 um (Whatman). Quando
necessario, o sobrenadante foi congelado a -18 °C (Templow P Selecta®) para
analise posterior.

A glicose, frutose, etanol, glicerol e acido acético foram analisados num
sistema CLAE Varian, equipado com um injetor Rheodyne de 20 pyL e uma coluna
da Supelco Gel C-610H (300 x 9 um 7,8 mm) a 35 °C, acoplado a um detector de
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indice de refracdo, RI-4 da Varian. A fase movel utilizada consistiu em &cido

fosforico a 0,1% (v/v) com um fluxo de 0,5 mL/min. Os dados foram gravados e

integrados pelo sistema informatico Star Chromatography Workstation da Varian.
Os compostos foram quantificados com base na area dos seus picos e pela

comparacao com curvas de calibragéo obtidas com os padrdes correspondentes.
Caracterizacao fisico-quimica dos mostos meéis e hidroméis

As avaliagcbes das caracteristicas dos mostos méis e qualidade dos
hidroméis produzidos foram realizadas por meio de analises fisico-quimicas no
inicio e final das fermentacdes. Para a caracterizacdo dos mostos foram
determinados o pH, °Brix, acidez total (15) e nitrogénio assimilavel (16). Os
hidroméis foram avaliados quanto ao pH, acidez total, sulforoso total (SO,),

acidez volatil, teor alcodlico (15) e nitrogénio assimilavel (16).
Determinacdo de Compostos Fendlicos e Flavonoides Totais

A quantificacdo dos fendis totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu (17). A solucao padrao do acido gélico foi utilizada para a obtencéo da
curva de calibragdo (y = 0,0101x + 0,0,0377; R?> = 0,9975) e a leitura da
absorbéancia foi realizada a 760 nm em espectrofotdmetro (FEMTO 700 plus).

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando-se a solucdo padréo
da quercentina para a obtencéo da curva de calibracéo (y = 0,0036x + 0,0021; R?
= 0,9998) e as leituras foram feitas em espectrofotbmetro (FEMTO 700 plus) a
420 nm (18).

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos hidroméis foi avaliada pelo uso de dois
métodos: efeito bloqueador dos radicais livres (DPPH+) em microplaca de 96
pocos com modificacdes (19). Os resultados foram expressos em porcentagem
(%) de inibicdo calculada a partir da equacao 1; e poder antioxidante de reducgao
do ion férrico (FRAP) (20, 21) a partir da curva padrédo y = 0,0011x + 0,0752 (Rz =
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0,9997) com os resultados expressos em microlitro de Sulfato Amonio Ferroso por

litro (uLFe L™.

Equacéo 1: % de inibicdo = [1 — (Aamostra — Abranco)] x 100
Acontrole — Abranco

Sendo:
Aamostra: amostra de mel diluida;
Abranco: metanol e reagente DPPH

Acontrole: metanol

Anélise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2 x 5 (tipos de mel x fermentagbes), com trés
repeticdes. Para as analises nas quais foram observadas diferencas significativas,
utilizou-se o teste complementar de Tuckey ao nivel de 5% de significancia,

processadas no programa estatistico R (versdo 3.3.0) (22).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucédo das fermentacBes dos hidroméis ao longo do tempo encontra-
se apresentada nas Figuras 1, 2 e 3. Observou-se uma diminuigdo progressiva do
peso até 72 horas em todas as fermentacfes realizadas, apds esse periodo, a
diminuicdo foi mais lenta até a estabilizacdo. O peso final foi atingido as 168
horas, indicando o fim do processo fermentativo.

Para a fermentacdo 5 (F5) dos méis de ambos os tipos de abelhas,
observou-se uma queda mais acentuada do peso, sendo que para M. fasciculata
a queda foi mais abrupta, quando comparada com as demais fermentacdes
analisadas. A perda de peso dos produtos é devida a producdo de didxido de
carbono (CO,), indicando a ocorréncia do processo fermentativo. Este resultado
pode ser justificado por uma maior eficiéncia da levedura em converter o agucar
do mosto em etanol e didxido de carbono em condigcéo de anaeorbiose (23).

O microrganismo Saccharomyces €& considerado aerobio facultativo,
ajustando-se metabolicamente tanto em condicbes de aerobiose como de

anaerobiose. Os produtos da metabolizacdo do acucar irdo depender das
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condicbes ambientais em que as leveduras se encontram, ja que Sao
transformados em biomassa. Dessa forma, uma parte do acucar € transformada
em dioxido de carbono e agua (aerobiose) e a maior parte é convertida em etanol

e dioxido de carbono (anaerobiose) (23).
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Figura 1. Variacdes dos pesos em funcdo do tempo para as fermentacdes alcodlicas (F1,
F2, F3, F4 e F5) dos mostos mel de A. mellifera (A) e M. fasciculata (B).

A fase exponencial para as unidades formadoras de colonias (UFCs) se
iniciou entre 24 e 48 horas ap0s inoculacdo dos mostos com S. cerevisiae, sendo
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que esse comportamento € esperado, ja que as leveduras previamente hidratadas

antes da inoculacao reduzem a fase de adaptacao ao meio (24).
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Figura 2. Variacdes das unidades formadoras de col6nia (UFCs) de S. cerevisiae em
funcéo do tempo para as fermentacdes alcodlicas (F1, F2, F3, F4 e F5) dos mostos mel
de A. mellifera (A) e M. fasciculata (B).

Apés a inoculacédo, a fase estacionaria iniciou em 72 horas, provavelmente

devido ao inicio do acumulo de produtos toxicos resultantes do seu metabolismo e
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o término da fermentacdo as 168 horas. Corroborando com esses resultados,
Silva et al. (24), em hidromel de Melipona scutellaris, atingiram a fase exponencial
logo apos a inoculacdo do mosto, com fase estacionaria as 72 horas. Porém o
término da fermentacdo se deu em 312 horas. Pereira et al. (12) verificaram que a
fase estacionéria iniciou em 24 horas e a fermentagdo terminou por volta das 200
horas na producéo de hidromel com mel de A. mellifera.

Apenas as fermentacdes 4 (F4) ndo seguiram o padrdo das demais
fermentacgdes tendo fase estacionaria detectada as 96 horas para A. mellifera e
144 horas para M. fasciculata apos inoculagéo.

A taxa de consumo de acUcares redutores foi diferente para cada tipo de
mel. Porém o consumo foi progressivo até as 72 horas e apos esse tempo, 0
consumo foi mais lento até a estabilizacdo (168 horas). Brunelli (25), ao produzir
hidromel com diferentes cepas de S. cerevisiae (panificacdo, vinho branco, vinho
tinto, hidromel e cerveja), constatou aumento progressivo do consumo de
acucares redutores entre 192 e 216 horas, com finalizacdo da fermentacédo as 416
horas. A duracdo da fermentacdo foi maior quando comparada ao do presente
estudo e dos estudos de Pereira et al. (3), Gomes et al. (5) e Silva et al. (24).

A reducdo no tempo de fermentacdo do atual trabalho é benéfica para a
producdo de hidromel, tanto em pequena quanto em larga escala e esta
relacionado ao fato dos mostos terem sido enriquecidos com pdlen apicola, além
dos nutrientes comerciais. Segundo Roldan et al. (7), fermentacdes que ocorrem
com caréncia ou auséncia desses fatores de crescimento para as leveduras,
podem ser mais prolongadas ou ocorrer paradas do processo, enquanto que com
a adicao de nutrientes, todos os méis fermentam rapidamente, sem formacao de
aromas indesejaveis resultantes de fermentacbes demoradas. Ainda de acordo
com 0S mesmos autores, o polen é uma importante fonte de compostos
nitrogenados e € utilizado para enriquecer mostos pobres nestes nutrientes,
favorecendo uma melhor fermentacgéao.

As fermentacbes terminaram entre 144 e 168 horas exceto as
fermentacdes 4 (F4) de ambos os tipos de méis que pararam entre 72 e 96 h,
apresentando maior valor de agucares redutores finais (Figura 3).

Apesar da suplementacdo com nutrientes, para evitar a caréncia ou
auséncia dos mesmos no crescimento das leveduras, ndo foi possivel saber

motivo da parada da F4, ja que F2 e F3 tinham a menor e a maior concentragdes
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de nutrientes respectivamente e as fermentacées ocorreram de forma favoravel
até o final (Tabela 2). O excesso ou escassez de nutrientes pode causar estresse
nas leveduras e dessa forma a fermentacéo nédo ocorre de forma adequada (5).
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Figura 3. Variacdes dos acucares redutores ao longo do tempo durante as fermentacdes
alcodlicas (F1, F2, F3, F4 e F5) dos mostos mel de A. mellifera (A) e M. fasciculata (B).
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Quantificacdo dos produtos das fermentacdes por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Os resultados obtidos para os produtos das fermentacdes quantificados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) estédo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Determinacdo da glicose, frutose, glicerol, acido acético e etanol por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nos mostos mel de A. mellifera (A) e M.
fasciculata (B) durante a fermentagcdo nos tempos inicial (T0), intermediario (T72) e final
(T168) em horas.
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Os resultados dos teores de frutose e glicose para os hidroméis indicaram
gque ambos o0s acucares dos mostos meéis foram convertidos em etanol e/ou
metabdlitos secundarios pelas leveduras durante as fermentacfes. Apenas 0s
hidroméis HA4 e HM4 nao fermentaram completamente resultando num valor
elevado de agucares residuais (entre 25,52 e 27,35 g L™). Este parametro nédo é
exigido pela legislacdo brasileira para hidromel (1), mas segundo a legislacdo
para vinho licoroso seco, o0 maximo para aclcares residuais é de 20 g L™ de
glicose (26). A baixa concentracdo de acucares residuais sugere que os hidromeéis
produzidos s&do pouco susceptiveis a refermentacbes por leveduras de
deterioracdo, que podem depreciar o produto do ponto de vista das suas
caracteristicas sensoriais (24).

A taxa de consumo de glicose foi maior que a de frutose, como observado
na Figura 4, mostrando um consumo preferencial do primeiro aglcar em relacao
ao segundo. Resultado semelhante foi encontrado por Pereira et al. (18), Gomes
et al. (5) e Silva et al. (24), que indicaram que, embora a glicose e a frutose sejam
consumidas ao longo do processo de fermentacdo, as estirpes de S. cerevisiae
tém preferéncia pela glicose, que é consumida mais rapidamente, resultando
numa possivel preponderancia de frutose no final da fermentacéo.

O glicerol aumentou progressivamente ao longo da fermentacao, atingindo
valores finais de 9,83 g L™ para HA4 e 10,39 g L™ para HM4. Os valores obtidos
para esse parametro por Pereira et al. (10) oscilaram entre 9,35 a 10,54 g L™,
corroborando com os resultados encontrados para o presente estudo. E um
produto importante da fermentacao alcodlica, embora ndo contribua para o aroma
do vinho. E um dos compostos mais importantes, pois melhora a qualidade da
bebida, influenciando na docura e suavidade do produto (10).

Em relacdo ao acido acético, as concentracdes obtidas nos hidroméis
variaram de 0,52 a 1,02 g L™ para A. mellifera e 0,54 a 0,81 g L™ para M.
fasciculata, situando-se dentro do limite legal para a legislacdo brasileira, o qual
deve ser de até 1,20 g L de &cido acético (1). Os mostos concentrados
favorecem a producéo de acido acético pelas proprias leveduras, levando a um
aumento da concentracdo de acidos graxos ndo dissociados que retardam a

fermentacao alcodlica (7).
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O teor de etanol variou de 9,61 a 11,08% para os hidroméis de A. mellifera
e de 7,20 a 10,66% para os de M. fasciculata, estando todos dentro da legislacao
brasileira (1). Apesar do etanol ser um metabolito primario que se espera ser
produzido ao longo da fase exponencial, como constatado anteriormente por
Pereira et al. (10), a sua producdo foi observada ainda ao longo da fase

estacionaria, no presente estudo, exceto para as fermentacdes 4.

Caracterizacao fisico-quimica dos mostos meéis e hidroméis

A caracterizacao fisico-quimica de bebidas fermentadas é fundamental para
a determinacao de sua identidade e qualidade. Na Tabela 3 estdo sumarizados os
resultados obtidos para as analises fisico-quimicas realizadas nos mostos méis e
hidroméis de A. mellifera e M. fasciculata para as cinco concentracfes de
suplementos utilizadas.

Observou-se diferencas estatisticas significativas entre os hidroméis
produzidos a partir do mesmo tipo de mel, nos diversos parametros analisados,
devido as diferentes concentracdes de nutrientes utilizadas para cada
fermentacdo. Todos os produtos se encontraram dentro dos limites exigidos pela
legislag&o brasileira para hidromel (1).

Os valores do pH dos mostos variaram entre 3,77 e 3,83 apds ajuste com
acido tartarico, realizado para otimizar o desempenho das fermentacdes pelas
leveduras, que se desenvolvem melhor em meios &cidos. Ressalta-se que, devido
a adicao de pdlen apicola, os valores se tornaram mais basicos.

O pH diminuiu durante as fermentacées dos mostos, havendo diferencas
estatisticas significativas entre os hidroméis produzidos. A variacdo do pH nos
diferentes tipos de hidroméis pode estar atrelada a composi¢cao quimica de cada
matéria-prima além da concentragcdo de nutrientes utilizada. De acordo com
estudos de Sroka e Tuszyski (27), durante os primeiros dias de fermentacdo do
mosto para hidromel, os principais acidos produzidos sdo o acético e o succinico.
Estes sdo responsaveis pela reducdo do valor de pH, o qual se mantém
praticamente inalterado até o fim da fermentacéo.

A legislacdo brasileira ndo estabelece valores para este parametro, porém
bebidas fermentadas com valores elevados de pH estdo expostas a alteracdes

microbioldgicas e fisico-quimicas prejudiciais a sua estabilidade (28).
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A acidez total aumentou ao longo das fermentagbes atingindo o valor
méximo de 4,88 g L™ para os hidroméis HA3 e HA4 e de 4,65 g L™ para HM4,
indicando producdo de &acidos pelas reagbes quimicas. Foram encontradas
diferencas estatisticas significativas para a acidez total entre os produtos HA2,
HA3, HM2 e HM3, porém todos os valores obtidos estdo em conformidade com a
legislacdo brasileira (1), cujo teor minimo estabelecido é de 3,45 g L™ e 0 méaximo
de 9,76 g LY. O pH e a acidez sdo propriedades relevantes no vinho, pois
influenciam o desempenho fermentativo, as caracteristicas sensoriais, a
estabilidade e a cor do produto (29). Estudos realizados por Roldan et al. (7),
verificando a influéncia da adicdo de poélen para elaboracdo de hidromel,
mostraram que a acidez total dos mostos enriguecidos com poélen foi mais alta
gue a do mosto controle (sem pélen).

A acidez volatil aumentou durante as fermentacdes, principalmente como
resultado de sintese de &cido acético, atingindo valores méaximos de 1,08 e 1,209
L™, para os hidroméis HA4 e HM4, respectivamente. Houve diferencas estatisticas
significativas entre os produtos HA2, HA3, HM2 e HM3, porém todos estdo de
acordo com a legislacéo brasileira (1), cujo valor maximo para acidez volatil é de
1,20g L™ de &cido acético. A acidez é um parametro importante para avaliar a
qualidade das bebidas fermentadas. A acidez volatil relativamente alta indica a
formacdo de acido acético em demasia, que ocorre quando O processo
fermentativo ndo é conduzido de modo adequado, quando h& contaminacado por
bactérias acidogénicas ou eventual oxidacdo provocada pela adi¢ao/infiltracdo de
ar atmosférico e consequentemente o oxigénio (27).

A quantidade de nitrogénio assimilavel residual variou de 28 mg L™ (HA2 e
HM2) a 140 mg L™ (HM5), havendo diferencas estatisticas significativas entre os
produtos dos méis utilizados. As quantidades residuais desse composto estdo
diretamente ligadas as concentragdes iniciais de nutrientes utilizadas nos mostos
méis, exceto para os hidroméis HA4 e HM4, que nao fermentaram
completamente.

Pereira et al. (12) e Silva et al. (24) também verificaram presenca de
nitrogénio assimilavel residual na producédo de hidromel. Esse fato pode estar
associado com a metodologia utilizada para determinar o nitrogénio, que
quantifica compostos n&o assimilaveis pelas leveduras S. cerevisiae, em

particular a prolina. De acordo com Filipe-Ribeiro e Mendes-Faia (30), o0 método
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que utiliza formaldeido tem uma taxa de recuperacdo de apenas 23% para prolina
e este aminoacido representa 50 a 85% do teor de nitrogénio total do mel de A.
mellifera (31).

Os niveis de diéxido de enxofre total variaram entre 15,69 e 33,28 mg L™
para os hidroméis de A. mellifera e entre 14,51 e 25,06 mg L™ para os de M.
fasciculata, apresentando diferencas estatisticas significativas nos produtos HAL,
HA3, HM1 e HM3. Os valores de SO, encontrados garantem uma boa
conservacdao dos hidroméis produzidos. Embora ndo sejam exigidos para
hidromel, esses valores estdo de acordo com a legislacéo brasileira para vinhos,
que permite o maximo de 350mg L™ de SO, total (26).

O dioxido de enxofre (SO,) tem como funcéo proteger o vinho da acéo de
bactérias e impedir a acdo de enzimas oxidantes. Além dessa protecéo
enzimatica, ele reage fortemente com o oxigénio devido a alta afinidade por esse
substrato. Ao impedir a reagao do oxigénio com 0s compostos organicos do vinho,
protege polifendis e ésteres de processos de oxidagao, preservando a qualidade
geral e a longevidade dos vinhos (32). A auséncia de SO, total em fermentacdes
vinarias é pouco frequente, pois as leveduras produzem esse composto durante a
fermentac&o o qual pode ser superior a 30 mg L™ (33).

Em relacdo a variacdo do teor alcodlico durante as fermentacdes,
independente da concentracdo de nutrientes dos mostos, os teores alcoodlicos
encontraram-se dentro da legislacdo brasileira, que permite minimo de 4 e
maximo de 14% v/v de etanol (1). Houve diferencas estatisticas significativas nos
valores de etanol em HA1, HA4, HM1 e HM4, devido as diferentes concentracdes
de nutrientes iniciais utilizadas para elaboracdo dos mostos. Vale ressaltar que os
valores mais baixos de etanol foram encontrados em HA4 (10,72%) e HMA4
(8,30%). Isso ocorreu devido a parada das fermentacdes antes do total consumo
dos acucares (Tabela 3).

A concentracéo final de etanol esta correlacionada com a temperatura de
fermentacdo e suplementacdo do mosto (5). Roldan et al. (7) observaram
aumento no teor alcodlico dos hidroméis com adicdo de pdlen em relacdo ao

hidromel controle (sem polen).
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Tabela 3. Médias dos parametros avaliados para cinco tipos de mostos méis (MO) e hidroméis (H) produzidos a partir de méis de duas espécies de abelhas
sociais A. mellifera (A) e M. fasciculata (M).

Mostos pH ACTglL™ ACRg L™ NAmg L™

(MO) A M A M A M A M

MO1 3,78 aA 3,78 aA 1,57 cA 1,40 bB 183,81 bB  219,88aA 371,00 dA 359,33 cB

MO2 3,77 aA 3,77 aA 1,28 dA 1,05 dB 17521 cA  152,70eB 280,00 eA 280,00 dA

MO3 3,77 aA 3,77 aA 2,178aA  1,95aB 235,80aA  176,94cB 504,00 bA 409,00 bB

MO4 3,81 aA 3,77 aA 1,72 bA 1,12 cB 156,16 eB 189,06 dA 525,00 aA 462,00 aB

MO5 3,83 aA 3,77 aA 1,58 cA 1,13 cB 163,95dB  196,85bA 469,00 cA 455,00 aB

. _ pH ACTglL™ ACRgL™ NA mg L™ STmglL™ TA % AvgL?
Hidroméis

(H) A M A M A M A M A M A M A M
H1 288dA  290cA 425cA 422cA 1155cA  9,30cB  51,33dA  39,33cB  18,77cA 14,51eB 10,79cB  11,23bA 0,79cdA  0,78cdA
H2 301cA  295cB 4,12cA 4,05dA 12,33bA  10,34bB  28,00eA  28,00dA 15,69dA 15,36dA ﬂiom 10,40cB  0,66dB  0,90bcA
H3 309bA  3,10bA 4,88aA 4,45bB  12,50bA  9,42cB  84,00cA  77,00bB  2560bA 20,48cB 11,50bA 11,10bB 0,90bcA  0,66dB
H4 264eB  282dA 4,88aA 4,65aB 27,39aA 2552aB  98,00bA  3500cB  33,28aA 25,60aB 10,72cA 8,30dB  1,08aB  1,20aA
H5 34l1aA 321aB 4,43bA 443bA 10,25dA  7,65dB  126,00aB 140,00aA 2560bA 23,04bB 12,40aA 12,40aA 1,02abA  1,02bA

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas colunas e minusculas nas linhas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. pH; acidez total (ACT);
acucares redutores (ACR); nitrogbnio assimilavel (NA); sulforoso total (ST); teor alcéolico (TA); acidez volatil (AV). *a estatisca foi feita para cada parametro.
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Diferencas também foram observadas para as concentragfes de acgucares
redutores residuais em HA3 e HM3. Apenas HA4 e HM4 apresentaram valores
mais altos de aclcares redutores (27,39 g L™ e 25,52 g L™*, respectivamente),
indicando a parada da fermentacdo antes do consumo total dos mesmos. Os
demais apresentaram niveis baixos de acucares residuais, tornando-0s secos.

A concentragdo elevada de acgucares residuais pode permitir a
refermentacao do hidromel, promovendo aumento da acidez volatil e prejudicando
as caracteristicas sensoriais do produto (5).

De acordo com as analises fisico-quimicas expostas na Tabela 3, apenas os
hidroméis de A. mellifera 5 (HA5) e de M. fasciculata 5 (HM5) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si, indicando que, independentemente
do tipo de matéria-prima utilizada, foi obtido o0 mesmo produto. A diferenciacao
através do grau de aceitacdo dos mesmos s6 sera possivel por meio da analise

sensorial.

Compostos fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante

A concentragdo de compostos bioativos no hidromel varia devido aos
seguintes fatores do mel: origem botanica, cor, regido geografica, tratamento
térmico durante o processamento, tempo de armazenamento e método de
extracdo dos compostos fendlicos (34). Além de variar de acordo com o mel, varia
de acordo com a quantidade de pdlen apicola adicionada ao mosto mel para a
producado de hidromel.

Na Tabela 4 estdo sumarizados os resultados obtidos para as analises de
compostos bioativos dos hidroméis produzidos a partir de méis de A. mellifera e

M. fasciculata.
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Tabela 4. Médias de compostos fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante dos hidroméis de produzidos, a partir de méis de A.

mellifera (A) e M. fasciculata (M).

Compostos fendlicos totais

Flavonéides totais

Atividade Antioxidante

Atividade Antioxidante

Hidroméis (MgEAG Kg™) (mgQE Kg mg LY Efeito Bloqueador DPPH (%) FRAP (uLFe L™
(H)
A M A M A M A M

H1 386,21 cA 244,34 dB 135,60 cA 74,55 cB 55,90 bA 36,40 aB 168,00 aA 54,37 bB
H2 311,80 dA 208,62 eB 84,63 eA 53,27 dB 68,53 aA 27,71 aB 111,50 bA 49,05 bB
H3 467,56 aA 318,74 bB 181,00 aA 101,43 bB 57,66 bA 41,43 aB 160,00 aA 113,00 aB
H4 381,24 cA 239,38 cB 98,10 dA 57,75 dB 58,07 bA 31,70 aB 148,20 aA 51,20 bB
H5 409,02 bA 344,54 aB 160,00 bA 114,90 aB 58,50 bA 42,64 aB 161,20 aA 105,30 aB

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas colunas e minasculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
*a estatisca foi feita para cada parametro
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N&o houve diferencas estatisticas entre os hidroméis produzidos a partir do
mesmo tipo de mel para todos os compostos analisados. Os maiores valores
encontrados para compostos fendlicos totais foram de 467,56 mgEAG kg™ para
HA3 e de 344,54 mgEAG kg'1 para HM5. Apenas HA4 e HM4 ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si.

Para os flavonoides totais obtiveram-se valores que variaram de 84,63 a
181,00 mgQE kg™ para os hidroméis de A. mellifera e 53,27 a 114,90 mgQE kg™
para os de M. fasciculata. N&o foram encontradas diferengas estatisticas
significativas em HA1, HA4, HM1 e HM4.

Os menores valores de compostos fendlicos e flavonoides totais foram
encontrados nos hidroméis suplementados com menor quantidade de podlen
apicola (HA2, HA4, HM2 e HM4) e os maiores valores nos hidroméis com maior
guantidade do mesmo nutriente (HA3, HA5, HM3 e HM5).

A adicdo de polen aumentou o indice de polifendis (fendis e flavonoides
totais) nos hidroméis, além de mudar a coloracdo dos mesmos em compracao
com o hidromel controle (sem adicao de polen), corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo (7).

As porcentagens do efeito bloqueador do DPPH nas amostras analisadas
de hidromel variaram de 55,90 a 68,53% para A. mellifera e de 27,71 a 42,64%
para M. fasciculata. Os hidromeis de A. mellifera revelaram maior capacidade de
resgate de radicais de DPPH, quando comparados aos hidroméis de M.
fasciculata. O mesmo foi observado para o método FRAP, onde as amostras de
A. mellifera apresentaram maior valor de atividade antioxidante que variou de
111,50 a 168,00 pL Fe(ll) L™ em relacdo as de M. fasciculata (49,05 a 113,45
uLFe(ll) L™"). N&o houve diferenca entre HA2 e HM2 para o efeito bloqueador do
DPPH e entre HA2, HM2, HA3, HM3, HA5 e HM5 para o método FRAP.

CONCLUSAO

A utilizacdo de diferentes combinagbes de nutrientes, além dos diferentes
tipos de méis, proporcionou diferencas na producdo dos hidroméis, exceto para
os hidroméis de A. mellifera 5 (HA5) e de M. fasciculata (HM5), sendo estes

considerados os melhores devido a maior eficiéncia da fermentagdo. Todos o0s
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hidroméis produzidos encontraram-se dentro dos padrdes da legislacao brasileira

e estdo adequados ao consumo humano.
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MEIS DE ABELHAS COM E SEM FERRAO INFLUENCIAM O PERFIL
SENSORIAL DOS HIDROMEIS?

Resumo: A analise sensorial € uma técnica com a capacidade de respostas
transmitidas pelos avaliadores por meio das diversas sensacdes que se originam
de reacdes fisiologicas e sdo captados pelos 6rgdos dos sentidos, gerando a
interpretacdo das propriedades intrinsecas aos produtos. Considerando a
progressiva importancia econémica do hidromel devido ao aumento da demanda
por produtos fermentados, além da influéncia nas condi¢des de producdo sobre a
qualidade e a aceitacdo do produto, este trabalho teve por objetivo verificar se os
meéis de abelhas com e sem ferrdo influenciam o perfil sensorial dos hidroméis
produzidos. Na elaboracédo dos hidromeis foram utilizadas duas amostras de méis
de Apis mellifera, uma de Melipona fasciculata e uma de Melipona subnitida
provenientes do Estado do Piaui, Brasil. Os mostos foram preparados
separadamente através da diluicAo dos méis em &agua mineral comercial,
enriquecidos com 0,75 g L™ de nutrientes comerciais e 15 g L™ de pélen apicola
multifioral. Apos fermentagdo, os hidroméis foram clarificados, filtrados,
caracterizados fisico-quimicamente e sensorialmente. Foi usado um teste de
aceitacdo com escala hedbnica estruturada em nove pontos, ancorada pelas
extremidades de nota 1 (desgostei extremamente) e nota 9 (gostei extremamente)
através do recrutamento de 50 provadores ndo treinados. Dos quatro hidroméis
produzidos, aquele com maior grau de aceitacdo foi o elaborado com mel de A.
mellifera 1 (HA1). Através da matriz de correlacéo, verificou-se que as correlacdes
elevadas e positivas entre apreciacdo global, aroma, sabor e teor alcodlico
indicam um efeito elevado desses parametros na aceitacdo dos hidroméis. Os
resultados indicaram que os tipos de méis de abelhas com e sem ferrdo nao

influenciaram no perfil sensorial dos hidroméis produzidos.

Palavras-chaves: abelhas sociais, fermentagéo alcodlica, produtos de colmeia
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DO THE BEE HONEYS WITH AND WITHOUT STING INFLUENCE THE
SENSORY PROFILE OF MEADS?

Abstract: Sensory analysis is a technique with the capacity of responses
transmitted by the evaluators through the various sensations that originate from
physiological reactions and are captured by the sense organs, generating the
interpretation of the intrinsic properties to the products. Considering the
progressive economic importance of the mead due to the increase in the demand
for fermented products, besides the influence on the production conditions on the
quality and the acceptance of the product, this work had the objective to verify if
the bee honeys with and without sting influence the profile of the meads produced.
Two honey samples of Apis mellifera, one of Melipona fasciculata and one of
Melipona subnitida of the Piaui State, Brazil, were used in the preparation of the
meads. The musts were prepared separately by diluting the honeys in commercial
mineral water, enriched with 0.75 g L™ of commercial nutrients and 15 g L™ of
multifloral bee pollen. After fermentation, the meads were clarified, filtered,
physico-chemically and sensorially characterized. A nine-point hedonic scale
acceptance test was used, anchored by the extremities of grade 1 (extremely
displeased) and grade 9 (greatly enjoyed) by recruiting 50 untrained testers. Of the
four meads produced, the one with the highest degree of acceptance was the one
elaborated with A. mellifera 1 (HA1) honey. Through the correlation matrix, it was
verified that the high and positive correlations between global appreciation, aroma,
flavor and alcohol content indicate a high effect of these parameters on the
acceptance of the meads. The results indicated that the types of bee honeys with

and without sting did not influence the sensorial profile of the meads produced.

Keywords: social bees, alcoholic fermentation, beehive products
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INTRODUCAO

O mel é um alimento natural, composto por cerca de 200 substancias
(Escuredo, Miguez, Fernandez-Gonzalez & Seijo, 2013) e é utilizado no preparo
de bebidas, como por exemplo o hidromel, devido a sua grande quantidade de
acucares. Os hidroméis podem ter diferentes sabores de acordo com a origem
floral do mel (néctar), aditivos e leveduras utilizados na fermentacdo (Gupta &
Sharma, 2009). As estirpes de Saccharomyces cerevisiae sdo normalmente
usadas, assim como na producao de vinho, cerveja e espumantes (Pereira, Dias,
Andrade, Ramalhosa & Estevinho, 2009), pois atuam sobre acgucares como a
glicose e a frutose, resultando na formacdo de etanol e diéxido de carbono
(Gomes, Barradas, Dias, Verdial, Morais, Ramalhosa & Estevinho 2013). As
caracteristicas sensoriais, principalmente o aroma e o sabor, das bebidas
alcodlicas estdo diretamente relacionados ao tipo de levedura utilizada no
processo fermentativo.

Além das variantes decorrentes de ingredientes adicionais, durante a
fermentacdo e maturacdo, compostos volateis sdo formados, promovendo a
diversificacdo dos aromas e sabores dos hidroméis. Essas substancias séo
provenientes do metabolismo secundario das leveduras e as principais sdo 0s
ésteres como fonte primaria de aromas frutados (Sumby, Grbin & Jiranek, 2010),
bem como os alcoois superiores que apresentam aromas frutados, florais e
balsamicos, produzidos como forma de desintoxicacao celular pelo excesso de
etanol e ésteres presentes no final da fermentacdo (Ribereau-Gayon, Glories,
Maujean & Dubourdieu, 2006).

A andlise sensorial € uma técnica com a capacidade de respostas
transmitidas pelos avaliadores por meio das diversas sensagdes que se originam
de reacdes fisiologicas e sédo captados pelos 6rgdos dos sentidos, gerando a
interpretacdo das propriedades intrinsecas aos produtos (Sousa, Aquino,
Magnani, Albuquerque, Santos & Souza, 2013). A percepcdo sensorial dos
alimentos é complexa, envolve os sentidos visdo, olfato, gustacéo e a percepcao
quimica do sabor (Nordin, 2017). Os testes de consumidor sdo essenciais para o
desenvolvimento de produtos, confirmando que os mesmos atendem aos niveis

de aceitacdo (Lawless & Heymann, 2010). Por meio dessa técnica € possivel
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obter importantes dados quantitativos e qualitativos para o desenvolvimento do
produto, influenciando nas decisbes de marketing e mercado.

O dimensionamento da aceitabilidade do consumidor € um método para
medir a aceitacdo dos produtos levando em conta os habitos alimentares,
atitudes, crencas e opinides sobre os produtos alimenticios que podem influenciar
sua aceitacdo (Villegas, Carbonell & Costell, 2009). Muitas ferramentas estéo
sendo usadas para medir a aceitacdo e preferéncia do consumidor por produtos
alimenticios, dentre elas, a escala hedbnica com 9 pontos (Peryan & Girardot,
1952; Peryan & Pilgrim, 1957).

Considerando a progressiva importancia econdmica do hidromel devido ao
aumento da demanda de produtos fermentados, além da influéncia nas condicbes
de producéo sobre a qualidade e a aceitacdo do produto, este trabalho teve por
objetivo verificar se os méis de abelhas com e sem ferrdo influenciam o pefrfil

sensorial dos hidroméis produzidos.

MATERIAL E METODOS

Amostras de méis e preparo dos mostos

Na elaboracdo dos hidromeis foram utilizadas duas amostras de méis de
Apis mellifera (A1l e A2), uma de Melipona fasciculata (MF) e uma de Melipona
subnitida (MS) provenientes de quatro municipios do Estado do Piaui, Brasil
(Castelo do Piaui, Sdo Jodo do Piaui, Murici dos Portelas e Parnaiba,
respectivamente).

Os mostos foram preparados separadamente por meio da diluicdo do mel
em agua mineral comercial, enriquecidos com 0,75 g L™ de nutrientes comerciais
(Enovit®) e 15 g L™ de pélen apicola multifloral obtendo mostos entre 20,5 e 21
°Brix. ApOs a preparacdo dos mostos, foi adicionado o &cido tartarico (Sigma-
Aldrich®) até se obter valores de pH de 3,88 para um melhor desempenho das
leveduras durante a conversdo dos agucares em etanol. A diluicho dos meéis
utilizada no trabalho foi feita afim de se obter bebidas com 10% de etanol. Os
mostos foram pasteurizados a 65 °C durante 20 minutos e depois imediatamente

resfriados em balde de gelo ocasionando choque térmico.
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Para a fermentacao foi utilizada a estirpe Saccharomyces cerevisiae Q23
Lalvin, pois foi a levedura recomendada para a producao dos hidroméis baseados
em estudos realizados por Pereira, Mendes-Ferreira, Oliveira, Estevinho &
Mendes-Faia (2013). Seguindo as instrucdes da embalagem, as leveduras foram
hidratadas (30 g hL™) nos préprios mostos e colocadas em banho maria a 37,5 °C
durante vinte minutos. Apés hidratacdo foram adicionadas aos mostos dando
inicio as fermentacdes alcodlicas.

Os hidroméis foram produzidos em fermentadores plasticos de 5 L de
capacidade contendo 3,5 L de mosto. As fermentacdes foram mantidas a 25 °C
por um periodo de 168 h (sete dias) e monitoradas diariamente por meio da
viabilidade celular e quantificacdo dos agucares redutores.

A viabilidade celular foi determinada por meio da quantificacdo das
unidades formadoras de col6nias (UFC’s) em meio sélido Yeast Peptone Dextrose
(YPD - 20g L™ de glicose, 10g L™ de peptona, 5g L™ de extrato de levedura e 20g
L de agar). Quando necessario, efetuaram-se diluicdes e as placas foram
incubadas a 25 °C durante trés a cinco dias (Silva, Junqueira, Silveira, Taniwaki,
Santos & Gomes, 2010).

Os acucares redutores foram quantificados pelo método do DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico) de acordo com o procedimento descrito por Miller (1959),
usando a glicose como padr&o. Os resultados foram expressos em g L™.

Ap6s o término das fermentacdes, os hidroméis foram analisados de
acordo com a legislacdo brasileira (Brasil, 2008), em seguida clarificados com
bentonita, filtrados e armazenados em garrafas de vidro, em temperatura

ambiente, para analise sensorial.

Andlises fisico-quimicas

As avaliagcbes das caracteristicas dos mostos méis e qualidade dos
hidroméis produzidos foram feitas por meio de analises fisico-quimicas no inicio e
final das fermentacfes. Para a caracterizagcdo dos mostos foram determinados o
pH, °Brix, acidez total (OIV, 2006) e nitrogénio assimilavel (Aerny, 1996). Os
hidroméis foram avaliados quanto ao pH, °Brix, acidez total, sulforoso total (SO,),

acidez volatil, teor alcodlico (OIV, 2006) e nitrogénio assimilavel (Aerny, 1996).
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Anéalise sensorial

O teste sensorial foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (CEP/UFRB),
protocolo n° 01070918.1.0000.0056.

As bebidas foram analisadas sensorialmente usando teste de aceitacéo
com escala hedobnica estruturada em nove pontos, ancorada pelas extremidades
de nota 1 (desgostei extremamente) e nota 9 (gostei extremamente) (Behrens,
2011). Foram avaliados os seguintes atributos: apreciacao global, aparéncia, cor,
aroma, sabor e teor alcodlico. Procedeu-se entdo a avaliacdo sensorial das
respectivas bebidas ap6s 30 dias da producéo.

Foram recrutados 50 provadores (27 mulheres e 23 homens), maiores de
idade (de 18 a 45 anos), entre professores, funcionarios e alunos da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB/Cruz das Almas). O painel de
consumidores foi elaborado com pessoas sem nenhum tipo de treino e escolhidas
ao acaso. Para cada provador, foram oferecidas quatro amostras das bebidas em
temperatura ambiente, 4gua potavel, biscoito 4gua e sal, grdos de café e a ficha
de avaliacdo com escala hedobnica (Tabela 1). Numa sala especifica para provas
foram servidos 25 mL de cada hidromel em copos descartaveis transparentes de
acrilico, codificados com algarismos de trés digitos. Os provadores foram
orientados a comer um pedaco de biscoito 4gua e sal e tomar um pouco de agua
entre as amostras (limpeza do palato).

Analise estatistica

Inicialmente, realizou-se uma analise descritiva para todos parametros
sensoriais. Posteriormente, os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-
Wilk e de Levene para verificacdo da normalidade dos residuos e homogeneidade
das variancias, respectivamente. Os dados ndo apresentaram 0S pressupostos
para one-way ANOVA. Assim, optou-se por analisar os dados pelo teste de rank
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para estabelecer uma diferenca geral entre os
tratamentos, seguido pelo teste de Dunn com ajuste dos valores de p-values para
a comparacao multipla dos pares de ranks médios. Correlacdo de Spearman foi

realizada para verificar a existéncia associacdo entre os parametros. Todas as
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analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R (versao 3.3.0) e
adotado 5% (p < 0.05) como nivel de significancia.

Tabela 1. Ficha de avaliacdo sensorial com escala hedbnica para os hidroméis de A.
mellifera, M. fasciculata e M. subnitida.

Por favor, analise cada amostra e assinale com um ‘X”, para cada atributo apresentado na escala
de aceitabilidade. Enxague a boca com agua apés a avaliagdo de cada amostra. Qualquer atributo
diferente dos apresentados, podera ser descrito no item comentarios.

Sexo: . Data: . Cddigo da amostra:

Escala Apreciacdo | Aparéncia | Cor | Aroma | Sabor Teor
global alcodlico

. Gostei extremamente

. Gostei muito

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. Nao gostei nem desgostei

. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente

. Desgostei muito

RINW|AOTO|N(00|©

. Desgostei extremamente

Comentarios:

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucdo das fermentagcdes dos hidroméis ao longo do tempo encontra-se
apresentada nas Figuras 1 e 2.

A fase exponencial para as unidades formadoras de colénias (UFCs) se
iniciou entre 24 e 48 horas ap0s inoculacdo dos mostos com S. cerevisiae, sendo
que esse comportamento € esperado (Figura 1), pois leveduras previamente
hidratadas antes da inoculagédo reduzem a fase de adaptacdo ao meio (Silva,
Carvalho, Sodré & Estevinho, 2018). Apds a inoculacdo, a fase estacionaria

iniciou apos 72 horas e o término da fermentacdo ocorreu entre 144 e 168 horas.
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Figura 1. Variagbes das unidades formadoras de colénia (UFCs) de S. cerevisiae em
funcdo do tempo para as fermentacdes dos hidroméis de Apis mellifera (HA1 e HA2),
Melipona fasciculata (HF) e M. subnitida (HS).

O consumo de acuUcares redutores foi acentuado até as 72 horas e apés
esse tempo, foi mais lento até a estabilizacéo ( entre 144 e 168 horas), indicando
o final das fermentacdes (Figura 2).

HIDROMEIS

——

300,00
250,00
200,00 '\
150,00

100,00

Aclcares redutores (g L)

50,00

0,00
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (horas)

Figura 2. Variagcbes dos acucares redutores ao longo do tempo durante as
fermentagBes dos hidroméis de Apis mellifera (HA1 e HA2), Melipona fasciculata (HF) e
M. subnitida (HS).
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Caracterizacdo fisico-quimica dos mostos de mel e hidroméis

A caracterizacao fisico-quimica de bebidas fermentadas é fundamental para
a determinacdo de sua identidade e qualidade. Na Tabela 2 estdo demonstrados
os valores médios encontrados nas andlises fisico-quimicas realizadas nos
mostos méis e nos hidroméis de A. mellifera (MA1, HA1 e MA2, HA2), M.
fasciculata (MF, HF) e M. subnitida (MS, HS).

Houve variacdo estatistica dos parametros fisico-quimicos analisados dos
quatro tipos de hidroméis produzidos, exceto para o nitrogénio assimilavel e teor
alcodlico. Os resultados obtidos estdo de acordo com a legislagéo brasileira para
producdo de hidromel (Brasil, 2008) e os produtos adequados ao consumo

humano.



Tabela 2. Médias dos parametros fisico-quimicos avaliados para quatro tipos de mostos méis (MAL1, MA2, MF e MS) e
hidroméis (HA1, HA2, HF e HS) produzidos a partir de méis de trés espécies de abelhas sociais Apis mellifera (Al e
A2), Melipona fasciculata (F) e Melipona subnitida (S).

Parametros fisico-quimicos

Mosto MA1 MA2 MF MS
°Brix 21,00+0,2a 21,00+£0,1a 20,50+ 0,4 a 20,50+0,5a
pH 3,88+0,1a 3,88+x0,1a 3,88+0,2a 3,88+0,2a
Aclcares redutores (g L™) 277,15+0,2a 210,70+x0,1c 219,36+0,1c 237,53%x0,2b
Acidez total (g L™ &c. tartarico) 1,30£0,2b 1,12+0,2b 220+0,1a 232+0,1a
Nitrogénio assimilavel (mg L™) 277,15+10a 210,70x1,0c 219,36+2,0c 237,53x20b
Parametros fisico-quimicos
Hidromel HA1 HAZ2 HF HS
°Brix 7,00+£05b 850+0,5a 6,00 + 0,02c 500+0,1d
pH 285+0,2b 2,71+0,1b 3,10+0,3a 3,10+0,3a
Acucares redutores (g L™) 12,70£0,5b 22,71 +£0,5a 8,60+x05¢c 454+0,3d
Acidez total (g L™ 4c. tartéarico) 4,12+0,1b 3,40+0,2c 490+0,3a 455+0,2a
Nitrogénio assimilavel (mg L™) 42,00+05a 42,00x0,5a 42,00+0,5a 42,00+0,5a
Sulforoso total (mg L™) 43,52+ 0,6 a 43,52 +0,6 a 25,60+£0,2b 23,04 £0,3b
Teor alcoolico (%) 11,10+ 0,5a 10,75+0,5a 10,40+£0,5a 10,25+0,5a
Acidez volatil (g L™ &c. acético) 0,66+0,4b 0,70x0,4b 0,90+05a 0,95+05a

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

100
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Analise sensorial

Os produtos apresentaram boa aceitacdo por parte do painel de
provadores, com pontuacdes satisfatorias para a maioria dos quesitos. O valor
meédio da pontuacéo geral de apreciacao de cada produto, com desvio padrao,
mediana, minimo, maximo e erro padrdo sdo mostrados na Tabela 3. A
aceitabilidade dos hidroméis variou de 5,0 “ndo gostei nem desgostei” para 8,0
“gostei muito” na escala hedbdnica de nove pontos (Figura 3). Os resultados
mostram que o0s tipos de méis utilizados na elaboracdo dos hidroméis
interferiram na aceitagdo dos provadores para o0s atributos sensoriais

avaliados.
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Tabela 3. Andlise descritiva dos atributos sensoriais numa escala hedénica de nove pontos, sendo
1 = desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente referentes as amostras de quatro tipos de
hidroméis produzidos a partir de méis de A. mellifera (HA1 e HA2), M. fasciculata (HF) e M.
subnitida (HS).

Atributos/Amostra HA1
Média DP Mediana Min. Max. EP
Apreciacéo global 6,48 2,03 7,00 2,00 9,00 0,29
Aparéncia 7,72 1,60 8,00 3,00 9,00 0,23
Cor 7,90 1,39 8,00 3,00 9,00 0,20
Aroma 6,80 1,76 7,00 3,00 9,00 0,25
Sabor 5,92 2,15 6,50 1,00 9,00 0,30
Teor alcodlico 6,54 1,93 7,00 2,00 9,00 0,27
Atributos/Amostra HA2
Média DP Mediana Min. Max. EP
Apreciagao global 6,38 1,78 7,00 2,00 9,00 0,25
Aparéncia 7,30 1,66 8,00 2,00 9,00 0,23
Cor 7,36 1,35 8,00 3,00 9,00 0,19
Aroma 6,68 1,70 7,00 2,00 9,00 0,24
Sabor 574 2,17 6,00 1,00 9,00 0,31
Teor alcodlico 6,40 1,64 7,00 2,00 9,00 0,23
Atributos/Amostra HF
Média DP Mediana Min. Max. EP
Apreciagao global 5,64 2,03 6,00 1,00 9,00 0,29
Aparéncia 6,94 1,82 7,00 1,00 9,00 0,26
Cor 6,70 1,92 7,00 2,00 9,00 0,27
Aroma 6,08 1,71 6,50 3,00 9,00 0,24
Sabor 5,22 2,38 5,50 1,00 9,00 0,34
Teor alcodlico 5,68 1,79 6,00 1,00 9,00 0,25
Atributos/Amostra HS
Média DP Mediana Min. Max. EP
Apreciagao global 6,44 1,98 7,00 1,00 9,00 0,28
Aparéncia 7,20 1,39 7,00 5,00 9,00 0,20
Cor 7,36 1,29 8,00 5,00 9,00 0,18
Aroma 7,04 1,54 8,00 2,00 9,00 0,22
Sabor 6,26 1,97 7,00 2,00 9,00 0,27

Teor alcodlico 6,56 1,90 7,00 1,00 9,00 0,27
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e— HAL HA2 HF HS

Aparencia

Apreciagdo global Cor

Teor alcodlico Aroma

Sabor

Figura 3. Representacdo espacial das médias dos atributos avaliados no teste de
aceitacdo dos hidroméis produzidos a partir de méis de A. mellifera (HA1 e HA2), M.
fasciculata (HF) e M. subnitida (HS) do Piaui.

O hidromel HA1 obteve a maior aceitacdo em trés dos seis quesitos
avaliados: apreciacao global (6,48), aparéncia (7,72) e cor (7,90). Ja o HS foi o
gue apresentou as maiores notas nos quesitos aroma (7,04) e sabor (6,26). O
teor alcodlico apresentou o mesmo padrdo de aceitagcdo para todos o0s
hidroméis produzidos.

A apreciacdo global nada mais é do que a soma dos fatores de
qualidade que contribuem na determinagéo do grau de aceitacéo do produto. A
aparéncia e a cor sdo as avaliacdes externas das caracteristicas visuais e 0s
primeiros contatos do consumidor com os produtos. Um estudo realizado por
Ribeiro-Junior, Canaver & Bassan (2015), com producdo de hidromel de A.
mellifera, mostrou que a maioria dos entrevistados (41,44%) gostou muito da
aparéncia do produto, corroborando com os resultados encontrados no
presente estudo (36,5%).

Por meio da analise sensorial, Ribeiro-Junior et al. (2015) verificaram
que para o sabor, a maioria dos entrevistados gostou muito (45,73%) ou gostou
moderadamente (34,28%) do hidromel de A. mellifera, apresentando baixo

indice de rejeicdo do produto. No presente estudo, apenas 9% dos
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entrevistados gostou muito do sabor dos hidroméis de A. mellifera, mostrando
um indice baixo de apreciacdo para este quesito. Acredita-se que iSsO possa
ter ocorrido pelo fato de os hidroméis serem secos. Segundo Landivar (2011),
diretamente relacionados com os sentidos do sabor e do olfato surgem os
conceitos de aroma e de flavour, que interessa distinguir, pela sua importancia
na avaliagdo sensorial dos alimentos. Quando os alimentos se encontram na
boca, os compostos volateis percebidos no nariz, por via retro nasal,
determinam o aroma. O sabor € um atributo complexo, sendo uma experiéncia
mista de sensacdes olfativas, gustativas e tateis percebidas durante a
degustacéo (ABNT, 1998).

Na caracterizacdo do perfil sensorial de hidromel de A. mellifera
produzido por S. cerevisiae 12888 (Rivaldi, Silva, Coelho & Oliveira, 2009),
nota-se que, para a amostra de hidromel envelhecido em garrafdo de vidro,
82% dos provadores avaliaram positivamente o produto quanto a sua
aparéncia. No tocante aos atributos cor e aroma, observa-se que houve uma
aceitacdo de 82 e 74%, respectivamente. Quanto ao atributo sabor do produto
a aceitabilidade foi de 58%, enquanto que, para o atributo teor alcodlico, a
aceitabilidade foi de aproximadamente 38%.

Kempka & Mantovani (2013) produziram trés tipos de hidroméis a partir
de méis de angico, melato e silvestre. Em média, todos os atributos obtiveram
nota superior a 6, que representa “gostei ligeiramente” na ficha de avaliacdo. O
produto mais bem aceito foi o produzido a partir do mel de angico, apesar do
mesmo, nao ter se diferenciado estatisticamente do produzido a partir do mel
silvestre. O hidromel de mel de melato teve a menor aceitacdo na avaliacdo
geral, que pode ser consequéncia da menor aceitacdo pelo sabor, devido
principalmente ao gosto residual de levedura.

Acredita-se que as diferencas no grau de aceitacdo dos parametros de
cada produto avaliado seja devido ao tipo de mel utilizado na elaboracédo do
hidromel, jA& que a composicdo, cor, aroma e sabor do mel dependem
principalmente das flores, regides geograficas, clima e espécies de abelhas
envolvidas em sua producdo, e sédo afetados por condi¢cdes climaticas,
processamento, manipulacdo, embalagem e tempo de armazenamento

(Tornuk, Karaman, Ozturk, Toker, Tastemur & Sagdig 2013).
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Além das avaliacbes dos critérios estabelecidos com nota, houve um
espaco onde foram citadas algumas caracteristicas, criticas e sugestées dos
avaliadores em relacdo aos produtos. Sobre HA1, os avaliadores acreditaram
que, devido a cor mais intensa, o hidromel fosse doce. Porém, ao
experimentar, tiveram a sensacao de amargor e secura. Em relacdo a HA2, o
sabor foi mais elogiado e acredita-se que isso se deva a maior quantidade de
acucares residuais no produto, tornando-o levemente mais adocicado. O
hidromel HF foi 0 que menos agradou em relacdo ao sabor sendo considerado
pouco encorpado. Ja HS teve como caracteristicas peculiares o aroma frutado
e o teor alcodlico equilibrado, sendo considerado o melhor hidromel pelos
avaliadores.

Em relacdo ao teste de rank ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, os
dados sdo apresentados nas Figuras 4 e 5.

Para o atributo apreciacdo global, observa-se que n&o houve diferencas
estatisticas significativas entre as amostras HA1, HA2 e HS. Elas apresentaram
valores de rank mais altos (109,12, 102,72 e 108,05, respectivamente). A
amostra HF nédo diferiu estatisticamente de HA2, porém apresentou 0 menor
valor para o rank (82,11) e conclui-se que € a amostra menos aceita entre 0s
avaliadores (Figura 4).

Pode-se observar que no quesito aparéncia, HA2, HF e HS néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si. HA1 apresentou as
maiores notas meédias (rank = 120,38). O mesmo padrdo pode ser visto em
relacdo a cor. Apenas HAL apresentou diferencas estatisticas significativas das
demais amostras, além de valor de rank maior, indicando ser mais aceita que
as demais (Figura 4).

Em relacdo ao aroma e ao sabor, HA1, HA2 e HS n&o mostraram
diferencas estatisticas significativas entre si. HA2 também ndo mostrou
diferenca estatistica entre HF, porém este Ultimo apresentou 0s menores
valores de rank para os dois atributos (80,92 e 86,67, respectivamente) sendo
o hidromel menos apreciado (Figura 5).

Para o teor alcodlico, ndo houve diferengas estatisticas significativas
entre os produtos HA1l, HA2 e HS, porém os maiores ranks foram para HS
(110,30) e HA1 (109,84), indicando as preferéncias dos consumidores. HF foi o
menos aceito, ja que obteve o menor rank (79,36) (Figura 5).
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Figura 4. Box plots mostrando os intervalos de valores dos parametros apreciacao global, aparéncia e cor referentes as amostras
de quatro tipos de hidroméis produzidos a partir de méis de Apis mellifera (HA1 e HA2), Melipona fasciculata (HF) e Melipona
subnitida (HS).
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Figura 5. Box plots mostrando os intervalos de valores dos quesitos aroma, sabor e teor alcodlico referentes as amostras de quatro
tipos de hidroméis produzidos a partir de méis de Apis mellifera (HA1 e HA2), Melipona fasciculata (HF) e Melipona subnitida (HS).
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Correlacao

No estudo da matriz de correlagdo de Spearman, verificou-se que 0s
parametros sensoriais apresentam correlacbes positivas entre si e
estatisticamente significativas (P < 0,01) que variaram entre 0,89 a 0,97. As
correlagOes elevadas e positivas entre apreciagdo global, aroma, sabor e teor
alcoolico (0,96, 0,97 e 0,97; P < 0,01) indicaram um efeito elevado desses
parametros na aceitacdo dos hidroméis (Tabela 4).

Um estudo realizado por de Gomes, Dias, Cadavez, Verdial, Morais,
Ramalhosa & Estevinho (2015), indicou que os teores alcodlicos dos hidroméis
nao tiveram efeito (P > 0,05) sobre os atributos sensoriais estudados (aroma,
docura, flavour, sensacdo de alcool e apreciacdo geral). Os mesmos autores
observaram que a analise de correlacdo entre os atributos sensoriais dos
hidroméis mostrou que a apreciacao global apresentou alta correlacdo (> 0,75)
com a docgura e o flavour, indicando a importancia relativa destes dois atributos

para aceitacdo dos produtos pelos consumidores.

Tabela 4. Matriz de correlacdo (coeficiente de correlagdo de Spearman) para avaliagbes
qualitativas dos hidroméis produzidos a partir dos méis de A. mellifera (HA1 e HA2), M.
fasciculata (HF) e M. subnitida (HS) do Piaui.

Apreciacdo Aparéncia Cor Aroma Sabor Teor
global alcodlico
Apreciacao
global ]
Aparéncia 0,91
Cor 0,91 0,96
Aroma 0,96 0,89 0,90
Sabor 0,97 0,91 0,91 0,96
Teor 0,97 0,89 0,90 0,95 0,96 -
alcodlico

Todas as correlacdes foram significativas (P < 0,01).
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CONCLUSAO

Os resultados indicam que os tipos de méis de abelhas com e sem ferrdo

nao influenciaram no perfil sensorial dos hidroméis produzidos.
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CARACTERIZACAO DE VINAGRES DE MEIS DE DUAS ABELHAS SOCIAIS
DO NORDESTE BRASILEIRO

Resumo: O vinagre é um produto natural obtido da acetificacdo do vinho e
utilizado ha muito tempo pelo homem, como medicamento e/ou condimento.
Atualmente, percebe-se um grande potencial para a industrializacdo deste
produto utilizando o mel como matéria prima. Para absorver o excedente de mel e
para efeito de aumentar a variedade de subprodutos da colmeia, o trabalho
objetivou a caracterizacdo de vinagres utilizando méis de abelhas sociais do
Nordeste brasileiro, afim de oferecer novas alternativas para 0s pequenos
produtores de mel na diversificacdo dos seus produtos. Utilizou-se méis de Apis
mellifera e de Melipona fasciculata provenientes do Estado do Piaui, Brasil. As
bactérias acéticas foram obtidas por meio da fermentagdo da mistura de vinagre
comercial ndo pasteurizado de maca e hidroméis de Apis e Melipona obtendo-se
assim, os vinagres fortes de ambos os tipos de méis. As fermentacdes acéticas
ocorreram em barril de carvalho de 5 L pelo processo de Orleans. Inicialmente,
foram misturados 1 L do vinagre forte de maga com 1 L de hidromel. Apdés isso, a
cada semana foi adicionado ao barril 1 L de hidromel e este procedimento ocorreu
até que se completasse 2/3 do barril. Durante o processo de fermentacéo acética
foram feitas anéalises de acompanhamento verificando o teor alcodlico, acidez total
e acidez volatil. Ao término das fermentacdes, os produtos foram analisados de
acordo com a legislacdo brasileira, pasteurizados e armazenados em garrafas
plasticas em temperatura ambiente. Os vinagres apresentaram-se dentro dos
padrées exigidos pela legislacdo brasileira, exceto no quesito acidez volatil. Os
fermentados acéticos obtidos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
distintas e foi possivel observar que o vinagre de mel de Melipona possui maior

teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método do DPPH.

Palavras-chaves: abelhas sociais, fermentacéo acética, produtos da colmeia.
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CHARACTERIZATION OF HONEY VINEGARS OF Apis mellifera AND
Melipona fasciculata FROM BRAZILIAN NORTHEAST

Abstract: Vinegar is a natural product obtained from the wine's acetylation and
has been used for a long time by man, as medicine and/or seasoning. Currently,
there is great potential for the industrialization of this product using honey as a
raw material. In order to absorb the honey surplus and to increase the variety of
by-products of the hive, the work aimed the characterization of vinegars using
honeys of social bees from Brazilian Northeast, in order to offer new alternatives
for small honey producers in the diversification of your products. Honeys of Apis
mellifera and Melipona fasciculata from two municipalities of the Piaui State,
Brazil were used. The acetic bacteria were obtained by fermentation of the
unpasteurized commercial apple vinegar mixture and the produced meads, thus
obtaining the strong vinegars of Apis and Melipona honeys. The acetic
fermentations occurred in 5 L oak barrel by the Orleans process. Initially, 1 L of
the apple’s strong honey vinegar was mixed with 1 L of mead. After this, 1 L of
mead was added to the barrel each week and this procedure occurred until 2/3 of
the barrel was completed. During the acetic fermentation process, follow-up
analyzes were carried out to verify the alcohol content, total acidity and volatile
acidity. At the end of the fermentations, the vinegars were analyzed according to
Brazilian legislation, pasteurized and stored in plastic bottles at room
temperature. The vinegars were within the standards required by Brazilian
legislation, except in the case of volatile acidity. The obtained acetic
fermentations had different physicochemical characteristics and it was possible to
observe that the Melipona honey vinegar has a higher content of total phenolic

compounds and antioxidant activity by the DPPH method.

Keywords: social bees, acetic fermentation, beehive products.
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INTRODUCAO

O vinagre é um alimento fermentado tipico com uma historia de mais de
10.000 anos e produzido por transformacdo bioldgica via microrganismos (Mas,
Torija, Garcia-Parrilla & Troncoso, 2014). Sua fermentacdo geralmente ocorre em
dois estagios, ou seja, a conversao anaerobica facultativa de glicose a etanol por
leveduras (Saccharomyces) e a oxidagdo aerdbica de etanol a 4cido acético por
Acetobacter (Ho, Lazim, Farzy, Zaki & Lim, 2017). Na oxidacdo de etanol, as
bactérias acéticas convertem o etanol em acido acético via acetaldeido (Valera,
Torija, Mas & Mateo, 2015).

Muito utilizado no mundo como condimento e conservante de alimentos, o
vinagre € considerado um importante complemento para a alimentacdo humana.
Desde a antiguidade, numerosos tipos de vinagres tém sido considerados bebidas
saudaveis e usados para fins médicos (Budak, Aykin, Seydim, Greene & Guzel-
Seydim, 2014). Ele contém aminoacidos abundantes, acidos organicos e minerais
proporcionando varios efeitos benéficos ao organismo humano, como:
antioxidante, estimulante do apetite, recuperacao da fadiga, efeitos redutores de
lipidios e regulacdo da pressdo arterial (Horiuchi, Kanno & Kobayashi, 2000;
Chou, Liu, Yang, Wu & Chen, 2015).

O fermentado acético ou vinagre é um produto com acidez volatil minima
de 4 g 100mL™, expressa em &cido acético. Ele pode se classificar quanto a sua
origem em vinagre de vinho, de bagas, de sidra, de alcool, de cereais, de malte,
de malte destilado, de mel, vinagres aromatizados e com especiarias (Brasil,
2009).

Existe um interesse crescente no desenvolvimento de novos vinagres
de substratos alternativos como por exemplo: morango (Ubeda, Callején, Hidalgo,
Torija, Troncoso, & Morales, 2013), jabuticaba (Dias, Silva, Souza, Magalhaes-
Guedes, Ribeiro & Schwan, 2016), cebola (Lee, Lee, Park, Jang & Park, 2017),
batata doce (Wu, Yao, Cao, Mu, Luo, Zheng, Jiang & Li, 2017), 6leo de oliva (De
Leonardis, Macciola, lorizzo, Lombardi, Lopez & Marconi, 2018), cereais (Lu,
Wang, Zhang, Mao, Shi & Xu, 2018) dentre outros. Até o momento, 0 mel ndo é
suficientemente investigado para este fim e pode ser considerado uma excelente
matéria prima para a producdo de fermentados acéticos. Os produtos obtidos a

partir de diferentes tipos de méis podem conter, em sua composi¢ao, substancias
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com grande potencial antioxidante. Os méis de abelhas sociais, principalmente os
de abelhas sem ferrdo ainda sdo pouco explorados tecnologicamente para a
producado de derivados com maior valor agregado.

Para absorver o excedente de mel e para efeito de aumentar a variedade
de subprodutos da colmeia, o trabalho objetivou a caracterizagdo de vinagres
utilizando méis de abelhas sociais do Nordeste brasileiro, afim de oferecer novas
alternativas para os pequenos produtores de mel na diversificacdo dos seus
produtos. Os fermentados acéticos de mel podem ser produzidos de forma
artesanal e constituir uma importante estratégia de agregacdo de valor a
propriedades familiares rurais, destacando-se aquelas situadas no Nordeste do

Brasil.
MATERIAL E METODOS
Amostras de méis, preparo dos hidroméis e andlises fisico-quimicas

Na elaboracdo dos hidromeis foram utilizadas duas amostras de méis de
abelhas sociais Apis mellifera e Melipona fasciculata, provenientes de dois
municipios do Estado do Piaui, Brasil (Sdo Jodo do Piaui e Murici dos Portelas
respectivamente).

Os mostos foram preparados separadamente através da diluicdo do mel
em agua mineral comercial, enriquecidos com 0,75 g L™ de nutrientes comerciais
(Enovit®) e 15 g L™ de pélen apicola multifloral obtendo mostos entre 21 e 22
°Brix. Apds a preparacdo dos mostos, foi adicionado o acido tartarico (Sigma-
Aldrich®) até se obter valores de pH de 3,88 para um melhor desempenho das
leveduras durante a conversdo de agucares em etanol. A diluicdo dos méis
utilizada no trabalho foi feita afim de se obter uma bebida com 10% de etanol. Os
mostos foram pasteurizados a 65 °C durante 20 minutos e depois imediatamente
resfriados em baldes de gelo ocasionando choque térmico.

Para a fermentacéo foi utilizada a estirpe Saccharomyces cerevisiae Q23
Lalvin. Seguindo as instru¢cdes da embalagem, as leveduras foram hidratadas (30
g hL™) nos proprios mostos e colocadas em banho maria a 37,5 °C durante vinte
minutos. Apoés hidratacdo foram adicionadas aos mostos dando inicio as

fermentacdes alcodlicas.
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Os hidroméis foram produzidos em fermentadores plasticos de 5 L de
capacidade contendo 3,5 L de mosto. As fermentacdes foram mantidas a 25 °C
por um periodo de 168 horas (sete dias). Apos o término das fermentacdes, 0s
hidroméis foram analisados de acordo com a legislacao brasileira (Brasil, 2008),
em seguida filtrados e pasteurizados a 65 °C durante 20 minutos.

As avaliagdes da qualidade dos hidroméis produzidos foram feitas através
de andlises fisico-quimicas ao final das fermentacbes. Os hidroméis foram
avaliados quanto ao pH, °Brix, acidez total, sulforoso total (SO,), acidez volatil,

teor alcodlico (OlV, 2006) e nitrogénio assimilavel (Aerny, 1996).

Obtencéao das bactérias acéticas e elaboracédo dos vinagres

As bactérias acéticas foram obtidas por meio da fermentacdo da mistura de
vinagre comercial ndo pasteurizado de macd e os hidroméis obtidos das
fermentacdes alcodlicas, obtendo-se assim, os vinagres fortes de méis de Apis e
Melipona. O vinagre vivo de maga, contendo a mée do vinagre, foi comprado na
empresa Montes Verdes (Registro no MAPA SP — 11098.00001-2). De acordo
com a ficha técnica, o produto contém 5% de acidez acética.

As fermentacbes acéticas ocorreram em barril de carvalho de 5 L pelo
processo lento (Processo de Orleans) que, segundo Cerezo, Tesfaye, Torija,
Mateo, Garcia-Parrilla & Troncoso (2008), proporciona vinagres de boa qualidade,
praticamente limpos, o que dispensa a sua filtracédo ou clarificacdo (Figura 1).

Inicialmente, foram misturados 1 L do vinagre forte de ma¢a com 1 L de
hidromel. O hidromel teve o pH ajustado para 5,5 com a adicdo de carbonato de
calcio (CaCO3), para melhor desempenho das bactérias acéticas. De acordo com
Raspor & Goranovic (2008), os valores de pH entre 5,5 e 6,3 sdo considerados
otimos para a conversao de etanol em acido acético pelas bactérias. A mistura foi
acondicionada no barril durante duas semanas (14 dias) para que se procedesse
a fermentacéo acética. Apos isso, a cada semana foi adicionado ao barril 1 L de
hidromel e este procedimento ocorreu até que se completasse 2/3 do barril
(totalizando trés semanas — 21 dias). Durante o processo de fermentacao acética
foram feitas analises de acompanhamento verificando o teor alcodlico, acidez total

e acidez volatil em acido acético.
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Figura 1. Vinagreira (barril acetificador) de madeira de carvalho para produgéo de
vinagre pelo processo de Orleans.

Ao término das fermentacdes acéticas (42 dias), os vinagres de méis foram
analisados de acordo com a legislacéo brasileira (Brasil, 2012), pasteurizados a
65 °C por 20 minutos e armazenados em garrafas plasticas de 1,5 L em

temperatura ambiente.

Andlises fisico-quimicas e compostos bioativos dos vinagres de méis

As avaliagbes da qualidade dos vinagres de méis produzidos foram feitas
por meio de andlises fisico-quimicas ao final das fermenta¢gbes. Os produtos
foram avaliados quanto ao pH, teor alcodlico (OIV, 2006), cinzas, extrato seco
total, extrato seco reduzido, acidez total, acidez volatil e sulfatos (Brasil, 2012).

A quantificacdo dos fenois totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu (Ferreira, Aires, Barreira & Estevinho, 2009). A solugéo padrdo do acido
galico foi utilizada para a obtencdo da curva de calibracdo (y = 0,0101x +
0,0,0377; R? = 0,9975) e a leitura da absorbancia foi realizada a 760nm em
espectrofotometro (FEMTO 700 plus).



120

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método descrito por
Woisky & Salatino (1998) modificado. Utilizou-se a solugao padrao da quercentina
para a obtencdo da curva de calibracéo (y = 0,0036x + 0,0021; R?= 0,9998) e as
leituras foram feitas em espectrofotometro (FEMTO 700 plus) a 420nm.

A atividade antioxidante dos hidroméis foi avaliada pelo uso de dois
meétodos: efeito bloqueador dos radicais livres (DPPH¢) descrita por Herald, Gadgil
& Tiley (2012) com algumas modificacdes. Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de inibicdo calculada a partir da equacdo 1; e poder redutor
(ECsp) descrito por Berker, Gugll, Tor & Apak (2007) com as leituras feitas em
espectrofotometro (FEMTO 700 plus) a 700nm. O valor da concentragcdo do
vinagre que induz a inibicdo em 50% dos radicais livres (ECsp) foi calculado a
partir do grafico das absorbancias medidas em funcdo das concentracdes do

vinagre com os resultados expressos em miligramas por mililitros (mg mL™).

Equacéo 1: % de inibicdo = [1 — (Aamostra — Abranco)] x 100
Acontrole — Abranco

Sendo:
Aamostra: amostra de mel diluida;
Abranco: metanol e reagente DPPH

Acontrole: metanol

Analises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata (n = 3). Em uma primeira
abordagem, realizou-se uma analise descritiva para todos os parametros fisico-
qguimicos, usando médias e desvios padrédo, em funcdo do tipo de hidromel e de
vinagre de mel.

Posteriormente, os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e
de Levene para verificacdo da normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias, respectivamente. Para as analises nas quais foram observadas
diferencas significativas, utilizou-se o teste complementar de Tuckey ao nivel de
5% de significancia.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R (versao

3.3.0) e adotado 5% (p < 0,05) como nivel de significancia. Essas informacdes
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foram comparadas com os padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira para

hidroméis e vinagres de mel.

Resultados e Discussao

Caracterizacao fisico-quimica dos hidroméis

A caracterizacao fisico-quimica de bebidas fermentadas é fundamental para
a determinacao de sua identidade e qualidade. Na Tabela 1 estdo demonstrados
os valores médios encontrados nas analises fisico-quimicas realizadas nos
hidroméis de A. mellifera (HA) e M. fasciculata (HF).

Os hidroméis obtidos neste trabalho serviram como substratos para as
bactérias acéticas e, deste modo, estes fermentados alcoodlicos atenderam as
necessidades das bactérias do género Acetobacter, uma vez que estas suportam

um teor alcodlico abaixo de 13 °GL (Suman, 2012).

Tabela 1. Médias e desvio padrdao dos parametros fisico-quimicos avaliados para os
dois tipos hidroméis (HA e HF) produzidos a partir de méis de duas espécies de
abelhas sociais A. mellifera e M. fasciculata.

Parametros fisico-quimicos HA HF
°Brix 6,00+£0,0a 500+£0,0a
pH 3,31+0,0a 3,31+0,0a
Acucares redutores (g L™) 15,13+00a 8,28£0,0b
Acidez total (g L™ 4c. tartarico) 3,06+0,1a 3,10+0,1a
Nitrogénio assimilavel (mg L™) 35,00£0,0a 28,00+ 0,0b
Sulforoso total (mg L™) 28,16+15a 28,16t15a
Teor alcodlico (% v/v) 1250+£0,0a 12,50+ 0,0 a
Acidez volatil (g L™ 4c. acético) 0,32+0,0a 0,32+0,0a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Apesar das diferencas estatisticas encontradas nos acgucares redutores e no
nitrogénio assimilavel, os resultados obtidos estdo dentro de uma faixa de
variacdo normal de acordo com a legislacéo brasileira para producéo de hidromel

(Brasil, 2008) e os produtos adequados ao consumo humano.
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Fermentacdes e caracterizagdes fisico-quimica dos vinagres de méis

Observou-se um aumento progressivo das concentracdes de acidez total e
volatil (Figura 2) e uma diminuicdo do teor alcodlico (Figura 3), mostrando o efeito
do tempo de fermentacao sobre as variaveis.

Ao final de 42 dias foram produzidos fermentados acéticos com acidez
volatil de 1,50% (Melipona) e 2,50% (Apis), estando fora dos padrdes de
identidade e qualidade de vinagre de mel para a legislacdo brasileira (Brasil,
2012). Em ambas as fermentacdes o etanol foi convertido em acido acético. As
analises de teor alcodlico e acidez volatil no vinagre indicam a eficiéncia da
fermentacdo acética, pois as bactérias utilizam o &lcool presente no hidromel
como substrato e oxidam em &cido acético.

A Tabela 2 apresenta os resultados das andlises fisico-quimicas previstas
na legislacédo brasileira (Brasil, 2012) para identidade e qualidade de vinagre de
mel, além dos resultados de parametros complementares e dos teores de
compostos bioativos das amostras produzidas.

A analise estatistica das amostras de vinagre de mel de A. mellifera (VA) e
mel de M. fasciculata (VF) apontaram diferencas significativas (p < 0,05) para
todos os parametros, exceto teor de sulfatos e teor alcodlico.

Os resultados das andlises fisico-quimicas estdo de acordo com a
legislacao brasileira (Brasil, 2012) para identidade e qualidade de vinagre de mel,
exceto a acidez volatil. Como pode ser observado, os valores de acidez volatil dos
vinagres produzidos ficaram muito abaixo do minimo estipulado por lei (4 g 100
mL™* em &cido acético). Este fato pode ser explicado pelo uso da mée do vinagre,
que de acordo com Dias et al. (2016), pode ocasionar a competicdo entre
microrganismos presentes no vinho base, particularmente bactérias acéticas
selvagens.

Outra explicacdo € a perturbagdo e/ou imersdo da mae do vinagre que
acarreta a submerséo das bactérias acéticas que deixam de consumir oxigénio e
consequentemente ndo acetificam o meio de forma adequada (Martinelli-Filho,
1982). Segundo Suman (2012), o suprimento de oxigénio € um dos fatores que
prejudicam a fermentacdo acética, ja que a mesma € dependente do oxigénio

para realizar a oxidacdo. Apesar do barril ter as perfuracdes anterior e posterior,
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acredita-se que n&o tenha sido suficiente para uma eficiente oxigenacao do meio.
Ainda assim, ocorreu uma eficiente conversao do hidromel em vinagre de mel,

uma vez que praticamente todo o etanol foi consumido e todos os outros

parametros ficaram de acordo com a legislacao.
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Figura 2. Variacdes das concentracfes de acidez total e acidez volatil em funcdo do
tempo para as fermentacdes acéticas dos hidroméis de A. mellifera (A) e M. fasciculata

(B).
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Figura 3. Variagbes das concentragfes de teor alcodlico em fungdo do tempo
para as fermentagfes acéticas dos hidromeéis de A. mellifera (A) e M. fasciculata

(B).

Além dos fatores citados acima, acredita-se que a acidez volatil ndo foi
atingida conforme a legislacéo devido ao vinagre forte utilizado ndo possuir 5% de
acidez como dizia no rétulo da embalagem. Dessa forma, a quantidade de

bactérias acéticas foi inferior ao esperado para a acetificacdo do vinagre.
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Tabela 2. Médias e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos avaliados para os dois tipos vinagres de méis
(VA e VF) produzidos a partir de méis de duas espécies de abelhas sociais A. mellifera e M. fasciculata.

Grupos Andlises VA VF Padrdes (*)
Extrato seco reduzido (g L™) 1500+3,83a 8,00£3,26Db >7
Acidez volatil (g 100mL™) 250+0,1a 1,50+ 0,3b >4
Legislacao* Teor alcodlico (°GL) 0,05%+0,1a 0,05+0,1a <1
Sulfatos (g L™) 0,70+0,1a 0,70+0,1a <1
Cinzas (g L™ 4,72+0,2a 3,03+£0,5b 1,00 — 5,00
Extrato seco total (g L™) 39,20£0,5a 3493+£05b -
Complementares Acidez total (g 100mL™) 6,86 +0,4 a 520+0,2Db -
pH 2,86+0,4Db 335+04a -

Compostos fendlicos totais 254,26x0,3b 275,10+0,6 a -
(MgEAG Kg™)
Flavonoides totais (mgQE Kg 14,00+0,2b 17,26 £ 0,1 a -

1
)
Compostos bioativos Atividade antioxidante 4583+1,1b 7595+18a -
Efeito bloqueador DPPH (%)
Atividade antioxidante 1,44+03a 0,95+0,2b -

Poder redutor (mg mL™)

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si (p<0,05). (*) IN n° 6/2012 do MAPA (BRASIL, 2012).
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Quanto as analises complementares, as amostras de vinagres de méis de
Apis e Melipona apresentaram, respectivamente, indices de extrato seco total,
acidez total e pH coerentes com os encontrados na literatura. Marques, Spinosa,
Fernandes, Castro & Calliari (2010), ao analisarem amostras comerciais de
vinagres de frutas, vinho, cana de agucar e frutas com mel, encontraram valores
de extrato seco total variando entre 5,30 e 48,80 g L™ e pH entre 2,65 e 3,74.
Suman & Leonel (2013) obtiveram vinagres a partir de mandioca e gengibre com
as seguintes caracteristicas respectivamente: extrato seco total de 52 e 112 g L™
e acidez total de 5,70 e 4,77 g 100 mL™,

Pereira (2014) elaborou em seu trabalho vinagres de méis de urze e
eucalipto e ao final da fermentacdo obteve valores de pH variando entre 2,92 e
2,97 respectivamente. Anjo (2015), produzindo vinagres de mel de melato,
eucalipto e laranjeira encontrou valores de extrato seco total que variaram de
76,53 a 88,74 g L™, acidez total de 1,51 a 6,76 g 100 mL™ e pH de 2,37 a 2,60.
Isso indica que a producdo de vinagre de mel pode ser uma boa opc¢do para
absorver o excedente de mel, afim de oferecer novas alternativas para 0s
pequenos produtores de mel na diversificagdo dos seus produtos.

Em relacdo as analises de compostos bioativos, pode-se notar que 0s
valores encontrados estdo em consonancia com o0s encontrados em outros
estudos para vinagre de mel como o de Pereira (2014), que obteve teores de
fendis totais que variaram entre 104 e 281 mgEAG Kg™. J& Anjo (2015) encontrou
valores entre 83,26 e 276,54 mgEAG Kg para fendis totais e de 66,98 a 78,24%
para efeito blogueador do DPPH. Ha um grande interesse em compostos
polifendlicos como determinantes de qualidade, porque além de sua atividade
antioxidante, também sao responsaveis pela cor e adstringéncia do vinagre (Mas
et al., 2014).

Dessa forma, considerando os resultados obtidos para os flavonoides e a
atividade antioxidante no presente estudo, o vinagre de M. fasciculata foi mais

promissor do que o vinagre de A. mellifera.
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CONCLUSAO

Os fermentados acéticos de meéis de A. mellfera e M. fasciculata
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas distintas, principalmente nas
analises de compostos bioativos, tendo destaque o vinagre de mel de Melipona. A
graduacdo alcodlica final abaixo de 1% indicou que as bactérias acéticas utilizam
o etanol presente nos hidroméis como substrato durante o periodo de
fermentacdo. Os vinagres de méis se apresentaram dentro dos padrdes exigidos

pela legislacéo brasileira, exceto no quesito acidez volatil.
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CONSIDERACOES FINAIS

A producao de hidromel e vinagre de mel abre uma nova possibilidade de
geracdo de renda para 0s pequenos apicultores e meliponicultores, que
certamente ter4 um nicho de mercado especializado.

Os méis provenientes do Estado do Piaui, Brasil apresentaram perfis fisico-
quimicos e microbiologicos adequadas ao consumo humano e consequentemente
a producéao de hidromel e vinagre.

A utilizacdo de diferentes tipos e concentragbes de nutrientes, além dos
diferentes tipos de méis, mostrou diferencas estatisticas significativas na
producdo dos hidroméis, exceto nos hidroméis de A. mellifera 5 (HA5) e de M.
fasciculata 5 (HM5). Apenas os hidroméis de A. mellifera 4 (HA4) e de M.
fasciculata 4 (HM4) ndo completaram a fermentacdo, permanecendo com um
maior remanescente de acuUcares residuais. Todos os hidroméis produzidos
encontraram-se dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo brasileira e estao
adequados ao consumo humano.

Apébs andlise por um painel de consumidores, verificou-se que, dos quatro
tipos de hidroméis produzidos, apenas um, o elaborado a partir de mel de M.
fasciculata (HF), ndo foi apreciado em termos organolépticos. O produto com
maior grau de aceitacao pelos consumidores foi o elaborado a partir do mel de A.
mellifea 1 (HA1). Os resultados indicam que os tipos de méis de abelhas com e
sem ferr@o influenciam no perfil sensorial dos hidroméis produzidos.

Os fermentados acéticos de méis de A. mellifera e M. fasciculata
apresentaram-se dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo brasileira, exceto no
quesito acidez volatil. O vinagre de mel de Melipona possui maior teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método do efeito
bloqueador do DPPH.

Considerando os potenciais desses produtos, € necessario a divulgacdo
das suas caracteristicas, estimulando assim a producdo e o consumo de
hidroméis e vinagres elaborados a partir de méis de abelhas sociais com e sem

ferrao.



