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Resumo: O mercado de hidromel tem crescido, impulsionando inovagdes como a adicao de frutas
e especiarias, incluindo hibisco e lupulo, que enriquecem o perfil sensorial e funcional. No entanto,
esses ingredientes podem interferir na fermentacao. Nesse contexto, este estudo avaliou o efeito
de diferentes concentragbes de Saccharomyces cerevisiae nas transformagbes quimicas e
parametros cinéticos do hidromel com hibisco e lupulo. Trés formulagées (0,25; 0,50; 0,75 g/L de
levedura) foram fermentadas a 20 °C por 21 dias. A cada trés dias analisaram-se pH, acidez, sélidos
soluveis totais (SST) e teor alcodlico; agucares totais (AT) foram medidos no inicio e fim; e os
parametros cinéticos foram calculados. Os dados foram tratados por ANOVA e teste de Tukey
(p>0,05). A cinética de fermentacéao indicou reducio de SST e aumento da acidez e do teor alcodlico
ao longo do processo, sem diferenca significativa no teor alcodlico final (7,7 °GL). A menor
concentragao de levedura (H25) gerou maiores teores de AT e SST, maior rendimento de etanol
por célula e substrato, maior taxa de consumo de substrato e menor tempo de duplicagao celular.
H50 e H75 apresentaram menor teor de AT e maior produtividade, com excesso de biomassa em
H75 elevando a acidez. Hibisco e Ildpulo ndao comprometeram a viabilidade celular,
independentemente da concentragdo. Concentragbes acima de 0,5 g/L ndo promoveram ganhos
expressivos em multiplicagdo celular, consumo de substrato e produtividade. Os resultados
contribuem para otimizar custo, tempo e padronizagcdo na produgao de hidromel com hibisco e
lupulo.
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Abstract: The mead market has grown, driving innovations such as the addition of fruits and spices,
including hibiscus and hops, which enrich the sensory and functional profile. However, these
ingredients can interfere with the fermentation process. Therefore, this study evaluated the effect of
different concentrations of Saccharomyces cerevisiae on the chemical transformations and kinetic
parameters of mead with hibiscus and hops. Three formulations (0.25, 0.50, and 0.75 g/L of yeast)
were fermented at 20°C for 21 days. Every three days, pH, acidity, total soluble solids (TSS), and



alcohol content were analyzed; total sugars (TS) were measured at the beginning and end; and
kinetic parameters were calculated. Data were analyzed using ANOVA and Tukey's test (p > 0.05).
Fermentation kinetics indicated a reduction in TSS and an increase in acidity and alcohol content
throughout the process, with no significant difference in final alcohol content (7.7 °GL). The lowest
yeast concentration (H25) generated higher TA and TSS contents, higher ethanol yield per cell and
substrate, higher substrate consumption rate, and shorter cell doubling time. H50 and H75 presented
lower TA contents and higher productivity, with excess biomass in H75 increasing acidity. Hibiscus
and hops did not compromise cell viability, regardless of concentration. Concentrations above 0.5
g/L did not promote significant gains in cell multiplication, substrate consumption, or productivity.
The results contribute to optimizing cost, time, and standardization in the production of mead with
hibiscus and hops.

Keywords: biomass; cell viability; honey must; kinetic parameters.

INTRODUGAO

O mercado de hidromel tem apresentado crescimento significativo nos ultimos anos,
impulsionando o aumento da produgdo e incentivando os produtores a adotarem estratégias
inovadoras que agreguem valor e promovam a diversificacdo do produto (1). Nesse contexto, a
utilizagdo de adjuntos fermentativos, como frutas e especiarias, surge como uma alternativa
promissora para ampliar o perfil quimico e sensorial da bebida (2, 3). No entanto, ainda existem
lacunas relevantes no conhecimento e no desenvolvimento tecnoldgico, especialmente no que diz
respeito ao comportamento fermentativo diante da presenca de insumos diferenciados. Esses
ingredientes, ao enriquecerem o mosto com maior complexidade nutricional, podem alterar

significativamente a atividade da levedura e a sintese de metabdlitos (4).

Entre as estratégias para aprimorar caracteristicas quimicas do hidromel, destaca-se a
utilizagdo de adjuntos como o hibisco (Hibiscus sabdariffa) e o lupulo (Humulus lupulus L.),
especiarias que dao origem a variacao Metheglin da bebida. O hibisco, rico em antocianinas, acidos
organicos e compostos fendlicos, é responsavel por atributos como coloragao intensa e acidez
marcante. O lapulo, tradicional na industria cervejeira, contribui com propriedades aromaticas e
amargor equilibrado, além de fornecer compostos bioativos como alfa e beta-acidos (5, 6). A adi¢ao
desses ingredientes modifica substancialmente a composicao do mosto, tornando o ambiente

fermentativo mais complexo e impactando diretamente o metabolismo das leveduras (4, 7).

Embora os beneficios quimicos, sensoriais e funcionais da adi¢gao do hibisco e lupulo sejam
bem documentados, ainda sdo escassos os estudos que avaliem os impactos tecnoldgicos e
fermentativos decorrentes dessa pratica na producgao de hidromel. A maior complexidade nutricional
e a presenca de compostos potencialmente inibitérios podem interferir na cinética de fermentacao,
transformacdes bioquimicas e na estabilidade do processo (4, 3, 8). Esses fatores comprometem a
eficiéncia do processo produtivo, tornando o entendimento das condi¢des fermentativas um ponto-
chave para o desenvolvimento de processos mais econbémicos e tecnicamente viaveis para os

produtores (9).



Dentre os fatores criticos da fermentagao alcodlica, destaca-se a concentragdo de indculo
utilizada. A quantidade de levedura inoculada influencia diretamente a velocidade do processo
fermentativo, a formacdo de compostos volateis, a produgdo de subprodutos indesejaveis e o
consumo completo dos agucares presentes no mosto (10). O uso de leveduras do género
Saccharomyces cerevisiae, amplamente reconhecido por sua robustez e eficiéncia fermentativa,
exige ajustes finos na quantidade aplicada, especialmente quando o meio & enriquecido com
ingredientes bioativos e ndo convencionais (11, 12, 3). Um inéculo em baixas concentragdes pode
comprometer a eficiéncia do processo (fermentacao lenta e incompleta) e a qualidade final da

bebida, enquanto um excesso representa desperdicio de biomassa e aumento de custos (13, 10).

Dessa forma, compreender os efeitos da variagdo da concentracdo de levedura na
fermentagdo de hidroméis elaborados com hibisco e lUpulo é essencial para a otimizagdo do
processo, reducao de custos e padronizacdo da bebida. Nesse sentido, o presente estudo teve
como objetivo desenvolver formulagées de hidromel do tipo Metheglin, avaliando as alteracdes
fisico-quimicas, o crescimento e a vitalidade celular das leveduras, bem como os parametros
cinéticos do processo, sob diferentes concentragdes de indculo. Os resultados visam fornecer

subsidios tecnoldgicos para a produgao de hidromel eficiente, padronizada e de alta qualidade.

MATERIAL E METODOS
Material

Para a elaboragao dos hidroméis, foi utilizado mel monofloral de algaroba (Prosopis juliflora),
produzido por abelhas da espécie Apis mellifera e fornecido por apicultores do municipio de Catolé
do Rocha — PB (Latitude: 06°20'38" S; Longitude: 37°44'48" O), localizado na regido do semiarido
brasileiro. As pétalas secas de hibisco, o lupulo Citra® em pellets (13,8% de a-acidos) e a levedura
comercial liofilizada Saccharomyces cerevisiae (Fermento Red Star — Premier Cote des Blancs)
foram adquiridos no comércio local de Jodo Pessoa — PB (Latitude: 07°06'55" S; Longitude:
34°51'40" O).

Processo de obtencao dos hidroméis tipo Metheglin de hibisco e lupulo

e Obtencéo do extrato de hibisco
O extrato de hibisco foi obtido por extragdo termossonificada, com base no método descrito
por Stella et al. (14), com adaptacdes. As pétalas secas foram submetidas a banho ultrassénico
(modelo USC-1400, Unique, Brasil) em propor¢cao de 1:50 (massa/volume, hibisco:agua), sob
frequéncia de 40kHz, temperatura de 60 °C e tempo de 20 minutos. Apds a extragao, o extrato foi

filtrado com tecido tipo voal e armazenado sob refrigeracédo, em frascos escuros, até sua utilizacao.



e Preparo do mosto e formulagéo
As formulagdes de hidromel foram desenvolvidas com trés tratamentos distintos, variando-
se a concentracdo de levedura, conforme descrito na Tabela 1. Os tratamentos foram codificados
como H25, H50 e H75, e inoculados com 0,25, 0,50 e 0,75 g/L de levedura, respectivamente. A
avaliagdo de diferentes concentragdes de levedura é fundamental para indicar aos produtores a
quantidade de in6culo mais adequada que permita otimizar o processo, a eficiéncia produtiva e a

economia de producao.

Tabela 1 — Formulagdes experimentais de hidroméis elaborados com hibisco e lupulo e inoculados
com diferentes concentragdes de levedura

Formulagdes
Matéria-prima

H25 H50 H75
Mel (%) 19,16 19,16 19,16
Agua mineral (%) 56,59 56,59 56,59
Extrato de hibisco (%) 24,25 24,25 24,25
Lapulo (g/L) 1 1 1
Levedura (g/L) 0,25 0,50 0,75

Fonte: Autores, 2025

Para a preparagao do mosto, foi utilizado uma proporgao de 19,16%, 56,59% e 24,25% de
mel, agua e extrato de hibisco (p/v/v) (Tabela 1), respectivamente, de modo a alcancar uma
concentragao de 16 °Brix, verificada por meio de refratbmetro de bancada. Esse valor de solidos
sol Uteis totais representa uma concentracéo ideal para obtengdo de uma bebida alcodlica com teor
entre 7% e 9% (v/v), em conformidade com os padrdes legais estabelecidos no Brasil (15; 16). A
concentragao de extrato de hibisco foi definido com base em testes preliminares que indicaram uma
coloragao intermediaria desejavel (17). Além disso, a adigao de lupulo foi padronizada em 1 g/L de

mosto, conforme proposto por Hrabia et al. (18).

e Fermentagéao alcodlica, trasfega e envase
A fermentagéo foi conduzida em batelada, em biorreatores de vidro com capacidade de 3 L,
previamente higienizados. Os biorreatores eram dotados de torneira em suas extremidades
inferiores que viabilizaram a coleta de amostras em diferentes intervalos de tempo durante a
fermentacgao. A hidratagdo do inéculo foi realizada por sua dispersdo em aproximadamente 200 mL

de mosto, sob leve agitacdo, seguida da adicdo dessa suspensdo ao volume restante no biorreator.



O processo fermentativo foi conduzido a temperatura controlada de 20+ 2 °C, utilizando-se uma
incubadora refrigerada tipo BOD. O término da fermentacdo foi determinado com base na
estabilizagado dos sdlidos soluveis totais (SST) e do teor alcodlico, indicando a auséncia de atividade

fermentativa significativa.

Concluida a fermentagao, os fermentados foram submetidos a uma etapa de clarificagao por
decantagao estatica, denominada trasfega, mantidos em repouso por 24 horas a uma temperatura
de 0 £ 2 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para novo recipiente, promovendo a
separacdo da biomassa sedimentada. A biomassa final foi coletada e submetida a analise de
viabilidade celular. O envase foi realizado em garrafas de vidro &mbar com volume de 300 mL,
previamente sanitizadas, vedadas com tampas metdlicas tipo coroa e armazenadas sob

refrigeragcéo (0-5 °C).

Métodos

e Crescimento e viabilidade celular

A concentragéao e a viabilidade celular foram estimadas pelo método de contagem direta em
camara de Neubauer. Para a diferenciacéo entre células viaveis e inviaveis, utilizou-se o corante
azul de metileno (0,01%), preparado pela diluicdo de 100 mL da solugédo estoque (0,01 g/L) em
solugdo de citrato de sodio a 2% (p/v), conforme descrito por Pierce (19). Uma aliquota de 0,5 mL
da biomassa final diluida foi misturada com 0,5 mL da solugéo corante, sendo a mistura aplicada
na camara de Neubauer e coberta com laminula. A contagem das células foi realizada ao
microscopio optico, em quadrantes de 1 mm2. A estimativa da concentragado celular (células/mL)
considerou o numero médio de células contadas, o nimero de quadrantes analisados e o fator de
diluicdo empregado. As contagens celulares foram realizadas a cada 72 horas (3 dias), ao longo de
todo o processo fermentativo. A viabilidade celular (%) foi determinada na biomassa final, com base

na proporcgao entre células viaveis e o total de células observadas (20).

e Acompanhamento cinético dos parametros fisico-quimicos
Durante a fermentagao alcodlica, foram realizadas analises fisico-quimicas em ftriplicata,
com coletas em intervalos de 72 horas (3 dias) até o término do processo. Os parametros avaliados
incluiram pH, solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel e teor alcodlico. Adicionalmente, as
concentragdes de agucares redutores (AR) e agucares totais (AT) foram determinadas no inicio e

ao final da fermentacgao.

> pH: A determinagao do pH foi realizada por leitura direta em potenciémetro digital (QUIMIS,

modelo Q400AS), devidamente calibrado através das solugdes tampdes pH 7,0 € 4,0, a 20



°C. As leituras foram efetuadas em aliquotas de 50 mL das amostras, conforme metodologia
da AOAC (21).

> Solidos Soluveis Totais: A quantificacdo dos solidos sollveis totais foi realizada por
refratometria, utilizando refratdmetro de bancada tipo ABBE, de acordo com o procedimento
n°® 932.12 da AOAC (21), pelo método refratométrico de leitura direta, sendo os resultados
expressos em °Brix.

> Acidez: A acidez total foi quantificada através de titulagdo com NaOH 0,1 M (21), sendo
expressa em mEg/L de hidromel. Para isso, 1 mL da amostra foi diluido em 50 mL de agua
destilada e adicionado de trés gotas de solucao alcodlica de fenolftaleina a 1%. A titulacao
foi conduzida até o ponto de viragem, identificado pelo aparecimento de coloracao rosa claro
persistente.

> Teor alcodlico: A determinagéo do teor alcodlico foi realizada por ebuliometria, com os
resultados expressos em graus Gay-Lussac (°GL). O método consistiu inicialmente na
calibragdo do equipamento com agua destilada, para obtencdo do ponto de ebulicdo de
referéncia. Em seguida, procedeu-se a leitura da temperatura de ebulicio da amostra
alcodlica. A concentracao de etanol foi estimada por meio de régua de conversao especifica,
com base na diferenga entre os pontos de ebulicdo da amostra e da agua.

> Acucares redutores e totais (g/L): A quantificagao dos agucares redutores (AR) e totais (AT)
foi realizada por espectrofotometria (modelo DU-8200, DRAWELL, China), utilizando o
reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme descrito por Miller (22). As amostras
foram reagidas com DNS sob aquecimento em banho-maria (100 °C, 5 min), seguidas de
resfriamento e leitura da absorbancia a 540 nm. Para acgucares totais, as amostras foram
previamente hidrolisadas com HCI 1 mol/L e neutralizadas com NaOH 1 mol/L. A
quantificagao foi realizada por interpolacdo em curva padrao de glicose, com os resultados

expressos em g/L.

e Parametros cinéticos
Os parametros cinéticos da fermentagcido foram avaliados com base na produtividade do
produto, taxa especifica de crescimento celular (u), tempo de duplicagdo celular (td) e taxa
especifica de consumo de substrato (gs). Os coeficientes de conversao considerados incluiram o
rendimento do produto em relagdo ao substrato (YP/S) e o rendimento do produto em relagéao a
biomassa (YP/X). Todos os parametros foram calculados conforme as equagdes apresentadas no

Quadro 1, seguindo a metodologia proposta por Maia et al. (9).



Quadro 1 — Equacdes para o calculo de parametros cinéticos de fermentagao

Equacoées:
P 1 Xr—X
i -1p-1y _ __f 1y — — of 0
Produtividade (gL™"h™") = ot wh™) X, X total
Yy /s (%) = — ed () = 2223
p/s \70) = So—S - u
Vg (%) = S(h1) = —x 2=
p/x R0 T N X, 1 X, ttotal
Legendas: Ps: teor alcoolico final (g/L); So: Teor de agucares inicial (g/L); Sr. Teor de
acucares final (g/L); Xo: Biomassa inicial (g/L); Xs: Biomassa final (g/L); t total: tempo
total de fermentacao (h).

Fonte: Autores, 2025

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA unidirecional, seguida do teste de Tukey (p<0,05),
utilizando o software STATISTICA 7.0. Também foi realizada uma ANOVA bidirecional para avaliar
os efeitos da formulagao, do tempo de fermentagdo e da interagdo entre essas variaveis, com
comparagdes multiplas conduzidas por meio do teste de Tukey. Os resultados foram representados
por graficos cinéticos e por tabelas contendo as médias * desvio padrdo. Diferencas

estatisticamente significativas foram indicadas por diferentes letras minusculas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Crescimento e viabilidade celular

A viabilidade e o crescimento celular sdo paradmetros essenciais para avaliar a qualidade e
o desempenho da fermentagao. A Figura 1 apresenta o efeito da concentragédo de células no mosto
de hidromel com adi¢ao de hibisco e lupulo sobre esses indicadores. Os resultados de viabilidade
celular (Figura 1B) nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, com uma média
de 90,74% de células vivas. Isso sugere que a variagado na concentragado inicial de leveduras ndo
compromete sua sobrevivéncia. Considerando que o valor minimo recomendado para uma
fermentacgéao eficiente é de 70% de células viaveis (23), os dados indicam ainda que a presenca de
hibisco e lupulo ndo cria um ambiente inibitério para o metabolismo celular. Dessa forma, os
resultados da cinética fermentativa e dos parametros associados refletem predominantemente o

efeito da quantidade de biomassa inoculada, e n&o do tipo de adjunto utilizado.



Figura 1 — Crescimento (A) e viabilidade celular (B) das formulagées de hidromel H25, H50 e H75
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Notas: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre as variaveis (p<0,05) pelo teste de
Tukey de multiplos fatores. H25 = hidromel inoculado com 0,25 g/L; H50 = hidromel inoculado com
0,50 g/L; H75 = hidromel inoculado com 0,75 g/L.

Fonte: Autores, 2025.

O crescimento microbiano de Saccharomyces cerevisiae ao longo dos 21 dias de
fermentagdo esta representado na Figura 3A. Observou-se crescimento continuo no inicio da
fermentagdo, com adaptacéao eficiente das células ao meio. O pico de crescimento ocorreu entre o
6° e 0 9° dia, atingindo 8,8 x 10° células/cm® em H25 e 1,2 x 10° células/cm® em H50 e H75,
aproximadamente o dobro da concentragéo inicial em todos os tratamentos, resultado semelhante
ao reportado por Garcia et al. (24). Apds esse periodo, a biomassa comegou a declinar, exceto em
H50, cujo decréscimo foi observado apenas apds o 9° dia. A estabilizagdo da contagem celular por

volta do 18° dia reflete o efeito inibitério do etanol acumulado, tipico das fermentagdes alcodlicas

(8).

O tratamento com concentragdo intermediaria de inoculo (H50) apresentou o melhor
desempenho, atingindo o pico celular mais elevado e mantendo o crescimento por um periodo mais
prolongado. Esse efeito € particularmente evidente no 15° dia de fermentagdo, quando a
concentracao de leveduras foi estatisticamente superior em relagdo as demais amostras. Além
disso, os tratamentos com 0,50 e 0,75 g/L de indculo encerraram o processo com quantidades finais
de biomassa semelhantes, indicando que a adi¢cao de levedura acima de 0,5 g/L ndo promove

ganhos expressivos em termos de crescimento celular.

A maior capacidade adaptativa observada no inéculo intermediario pode ser atribuida a um
equilibrio mais eficiente entre a densidade celular e a disponibilidade de nutrientes. Concentracdes
muito baixas de inéculo (como H25) tendem a limitar a sintese de enzimas essenciais a
multiplicacdo celular, resultando em uma adaptacdo mais lenta ao meio. Por outro lado,
concentragdes elevadas (como H75) podem levar ao consumo rapido dos nutrientes disponiveis,

promovendo competicdo precoce e induzindo estresse metabdlico (25, 24). Assim, a condigéo



intermediaria parece favorecer um ambiente mais estavel para o desenvolvimento celular e para o

desempenho fermentativo.

Cinética de fermentagao

As transformacbes fisico-quimicas ocorridas ao longo do processo fermentativo estao
representadas na Figura 2. A fermentacao teve duragao total de 21 dias (504 horas), durante os
quais foram observadas variagdes significativas nos parametros de sélidos soluveis totais (Figura
2A), teor alcodlico (Figura 2B), pH (Figura 2C) e acidez total titulavel (Figura 2D) entre os diferentes
tratamentos. Esses resultados indicam que a qualidade fisico-quimica do hidromel é influenciada

diretamente pela concentracao de indculo utilizada.

Figura 2 — Variacao dos parametros de SST (A), teor alcodlico (B), pH (C) e acidez (D) em fungéo
do tempo das formulagdes de hidromel H25, H50 e H75.
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Notas: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre as variaveis (p<0,05) pelo teste de
Tukey de multiplos fatores. H25 = hidromel inoculado com 0,25 g/L; H50 = hidromel inoculado com
0,50 g/L; H75 = hidromel inoculado com 0,75 g/L.

Fonte: Autores, 2025.



O teor inicial de solidos soluveis totais (SST) nos mostos foi de 16 °Brix, valor que
representa, majoritariamente, a quantidade de substratos soluveis disponiveis para a fermentacéo.
Ao longo de todo o processo fermentativo, observaram-se diferengas estatisticas na redugao dos
SST entre os tratamentos analisados. De modo geral, a diminuicdo dos niveis de SST foi
proporcional a densidade celular inicial, com maior redugao observada no tratamento H75 e menor
no H25, enquanto a amostra H50 apresentou um consumo intermediario de agucares soluveis. No
entanto, no 21° dia de fermentagao, os teores de SST das formulagdes H50 e H75 tornaram-se
semelhantes, indicando uma possivel estabilizagdo do processo fermentativo nesses dois

tratamentos.

Ao final da fermentagao, o teor de SST residual foi de 7,8 °Brix em H25, enquanto os
tratamentos H50 e H75 apresentaram valores médios de 5,7 °Brix, sem diferenga significativa entre
ambas. Esses dados sugerem que as concentragdes de 0,5 g/L e 0,75 g/L de in6culo foram
igualmente eficazes na reducao dos sdlidos soluveis totais ao término da fermentacéo. Resultados
semelhantes foram observados por Da Silva Santos et al. (26), que relataram valores finais de 8,6
°Brix em sua caracterizacao fisico-quimica do hidromel. A tendéncia de decréscimo nos valores de
SST ao longo da fermentacgéo € esperada, pois reflete o metabolismo fermentativo da levedura, no
qual os agucares (medida indireta) e demais solidos soluveis sdo convertidos principalmente em

etanol e dioxido de carbono (2).

O teor alcodlico aumentou progressivamente ao longo dos 21 dias de fermentagao, atingindo
uma média final de 7,7 °GL (v/v), sem diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. Esse
resultado indica que, embora o tratamento H25 tenha apresentado maiores niveis residuais de
solidos soluveis totais, foi igualmente eficiente na produgéo de etanol quando comparado as
formulagdes H50 e H75. Além disso, ndo foram observadas diferengas no teor alcodlico entre os
tratamentos H50 e H75 durante todo o processo fermentativo, sugerindo que concentragbes de
inéculo superiores a 0,50 g/L ndo promovem ganhos adicionais na sintese de etanol. Isso aponta
para uma ineficiéncia produtiva associada ao uso excessivo de biomassa, resultando em custos

operacionais desnecessarios.

O teor alcodlico final observado neste estudo foi inferior aos valores reportados por De
Almeida (27), que identificaram 11,06 °GL (v/v) e 11,01 °GL (v/v) em hidroméis elaborados com
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii, respectivamente. Essa diferenga pode estar
relacionada a maior concentragao inicial de solidos soluveis totais (20 °Brix) utilizada por esses

autores, que proporcionou maior disponibilidade de substrato para a sintese de etanol.

As variagdes no pH ao longo do processo fermentativo (Figura 2C) revelaram uma queda
acentuada nos primeiros trés dias. Esse comportamento é esperado, uma vez que, no inicio da
fermentagdo, ha um aumento na producao de acidos organicos (Figura 2D), os quais contribuem
para a acidificagcdo do meio. Entre 0 9° e 0 18° dia, observou-se uma tendéncia de elevacao dos

valores de pH, atingindo uma média de 2,61, sem diferenca estatisticamente significativa entre os



tratamentos (p<0,05). O aumento gradual do pH nessa fase pode ser atribuido a mecanismos
regulatoérios do metabolismo das leveduras, como o consumo de prétons, a liberagéao de dioxido de
carbono (CO,) durante a descarboxilagdo do piruvato e a remogéo de grupos acidos do sistema
celular (28). Ao final do processo fermentativo, as formulagcdes H25 e H50 apresentaram valores
médios de pH inferiores (2,47; p<0,05), enquanto a formulagéo H75 exibiu pH ligeiramente superior
(2,51).

De forma geral, os baixos valores de pH observados sao desejaveis, pois contribuem para
a inibicado do crescimento de microrganismos indesejaveis, favorecendo a estabilidade
microbioldgica, a conservagdo e o aumento da vida util dos hidroméis. Além disso, os valores
obtidos neste estudo foram inferiores aos relatados por Amorim et al. (29), que, ao caracterizar
hidroméis elaborados com cupuacgu, encontraram pH variando entre 3,81 e 3,85. Essa diferencga
pode estar associada ao menor potencial hidrogenidnico das matérias-primas utilizadas neste

experimento, refletindo um perfil de acidez mais pronunciado.

A acidez total titulavel apresentou aumento até o 6° dia de fermentagéo, seguido por
variagdes entre os tratamentos ao longo do restante do processo. Ao término da fermentagéo, nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre o tratamento H50 e as demais
formulagdes, conforme indicado pelo teste de Tukey. Os valores finais de acidez foram de 72,23
mEq/L para H25, 82,08 mEq/L para H50 e 91,93 mEq/L para H75, todos dentro da faixa considerada

adequada para o produto (51-94 mEq/L), conforme descrito por Dantas (30).

Observa-se que a menor concentragao de inéculo (0,25 g/L) resultou na menor produgéo de
acidos organicos ao final da fermentacdo, enquanto a maior concentragéo (0,75 g/L) promoveu
maior acumulo desses compostos. Esse comportamento reforca a relagéo direta entre a densidade
celular e a intensidade das atividades metabdlicas que levam a producdo de acidos. Assim,
formulagdes com maior carga celular ativa tendem a apresentar maior conversao de agucares em

acidos, elevando a acidez total da bebida.

O aumento da acidez durante a fermentacao esta associado principalmente a formacéao de
acidos citrico, malico e succinico, sintetizados pelas leveduras através do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA). Nessa via metabdlica, diversos compostos tamponantes séo utilizados como
precursores na producao desses acidos. Além disso, o acido acético também pode se acumular
como subproduto da regulagdo redox do meio, especialmente em condi¢cdes de alta concentragao
de agucares residuais. Nesse contexto, o excesso de glicose leva ao acumulo de acetaldeido, que
€ subsequentemente convertido em acido acético como mecanismo de ajuste do balango de

cofatores redox (31, 32).



Consumo de agucares

Os teores de agucares redutores (AR) e acucares totais (AT) no inicio e ao final da
fermentagdo estao apresentados na Tabela 2. Observa-se que os agucares foram intensamente
consumidos ao longo do processo fermentativo, sendo a principal fonte de carbono para o
metabolismo das leveduras. As reducdes nos teores de AR e AT foram, respectivamente: 65% e
58% em H25, 89% e 80% em H50, e 85% e 77% em H75. Esse padrao evidencia a elevada atividade
fermentativa, especialmente no tratamento H50, indicando que concentragdes intermediarias de

células favorecem o consumo de agucares pelas leveduras.

Tabela 2 — Teor de agucares redutores e agucares totais no inicio (dia 0) e final da fermentagao
(dia 21) das formulagdes H25, H50 e H75.

Parametros Tempo de Formulagdes
fermentacao
H25 H50 H75
AR (g/L) 0 (dia) 122,23+2,81b 13250+0,69a 121,177+1,78b
21 (dia) 4251+245a 14,25+ 0,04 c 18,32+ 1,19b
AT (g/L) 0 (dia) 130,11 +7,31b 152,10+ 1,52 a 136,46 £ 2,19 b
21 (dia) 54,18 + 1,44 a 30,80+0,88Db 31,43+£0,22b

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey.
H25 = hidromel inoculado com 0,25 g/L; H50 = hidromel inoculado com 0,50 g/L; H75 = hidromel
inoculado com 0,75 g/L; AR = agucares redutores; AT = agucares totais.

Fonte: Autores, 2025

As leveduras demonstraram preferéncia pelo consumo de AR, como glicose e frutose, que
sao prontamente assimilaveis. Em contrapartida, a sacarose, principal agucar nao redutor presente
no mosto de mel, requer hidrdlise enzimatica para sua metabolizagcéo, apresentando absor¢cao mais
lenta (33). Além disso, é bem estabelecido que Saccharomyces cerevisiae metaboliza

preferencialmente a glicose, seguida da frutose (8).

Ao final dos 21 dias de fermentacdo, os teores de AT nas formulagbes H50 e H75 nao
apresentaram diferengas significativas, comprovando que concentragbes de indculo superiores a
0,50 g/L ndao promovem ganhos adicionais na conversdo de agucares. A presenga de agucares
residuais nas formulagdes pode estar relacionada a baixa fermentabilidade de certos carboidratos,
como a maltose, que requer mecanismo de absorcéo celular pelas leveduras, visto que a enzima
maltase é de origem enddgena. Isso dificulta sua metabolizagao, justificando sua persisténcia no

meio ao final da fermentagéo (8).

Resultados semelhantes aos deste estudo foram relatados por Vitorino-Junior et al. (8), que

encontraram 25,91 g/L de AR em hidromel tradicional apés 30 dias de fermentagdo de um mosto



contendo 141,6 g/L de AT. No presente estudo, a maior concentragao de agucares nao redutores
ao final da fermentacao foi observada em H50 (16,58 g/L), sugerindo maior teor de sacarose
residual. Por outro lado, a menor concentragcdo em H25 (11,67 g/L) pode indicar maior hidrdlise de
sacarose e maltose, possivelmente favorecida pela menor competicdo por substrato, permitindo

maior alocagao de energia celular para reagdes de degradagao enzimatica (10).

Parametros cinéticos de fermentacao

Os parametros cinéticos estdo apresentados na Tabela 3 e compreendem indicadores
cruciais para o entendimento do processo de fermentagcdo. Dentre os tratamentos avaliados, H25
apresentou a maior taxa de crescimento microbiano, com y = 0,006 h™', o que resultou no menor
tempo de duplicagdo celular (td = 119 h) e na maior taxa de consumo de substrato (qs = 0,6 h™).
Contrariamente, a formulagéo H75 apresentou a menor taxa de crescimento especifica (u = 0,004 h
"), associada a um tempo de duplicagdo mais prolongado e a uma menor taxa de consumo de

substrato.

Tabela 3 — Parametros cinéticos das formulag¢des de hidromel H25, H50 e H75 inoculados com
diferentes concentracdes de levedura.

Parametros cinéticos Formulagoes
H25 H50 H75
Produtividade (g/L.h) 0,11 +0,00 b 0,13+0,00 a 0,12+ 0,00 a
Yois (g etanol/g substrato) 0,75+ 0,03 a 0,53+0,01c 0,59+0,01b
Yox (g etanol/g células) 77,62 + 3,08 a 50,54+ 1,08 b 37,74 £+ 1,37 c
g (h™) 0,006 a 0,005 b 0,004 c
td (h) 119,28 + 1,86 138,11+ 2,18 b 158,97 + 2,89 a
gs (h™) 0,60 +0,01a 0,48 +0,00b 0,28 +0,00c

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

H25 = hidromel inoculado com 0,25 g/L; H50 = hidromel inoculado com 0,50 g/L; H75 = hidromel

inoculado com 0,75 g/L; Y = coeficientes de rendimento; y = taxa de crescimento microbiano; td =
tempo de duplicagao celular; gs = taxa de consumo de substrato.

Fonte: Autores, 2025

A taxa de crescimento celular e o consumo de substrato apresentaram comportamento
inversamente proporcional a concentragao de biomassa inoculada nas diferentes formulacées. Nesse
contexto, o uso de 0,25 g/L de levedura (H25) favoreceu uma conversao mais eficiente de acucares
em etanol, utilizando uma menor quantidade de células para alcangar rendimentos proporcionais aos

obtidos nos tratamentos H50 e H75. Esse resultado indica que o hidromel fermentado com menor



densidade celular apresenta maior eficiéncia metabdlica na sintese de etanol. No entanto, apesar
dessa maior eficiéncia relativa, o volume total de etanol produzido e a quantidade de acgucares
consumidos foram inferiores aos das formulagdes com maior concentracao de indculo. Isso se deve
ao numero reduzido de células no meio, limitado pela inoculagao inicial. Como consequéncia, a
cinética fermentativa do tratamento H25 resulta em maior teor residual de agucares, o que pode
conferir ao hidromel um perfil sensorial mais doce e com menor teor alcodlico em comparagédo aos

demais tratamentos.

O rendimento em produto por substrato (Yp/s) e por biomassa (Yp/x) também foi superior no
tratamento H25, indicando que uma menor densidade celular promoveu menor competicao por
substrato e maior eficiéncia na conversdo de aglucares em etanol, mesmo com uma quantidade
reduzida de leveduras. Por outro lado, a produtividade volumétrica foi mais elevada nos tratamentos
H50 e H75 (média de 0,125 g/Lh; p<0,05), em comparagao com a formulagao H25 (0,11 g/Lh). Esses
resultados indicam que uma concentragdo minima de 0,50 g/L de biomassa é suficiente para
maximizar a producao de etanol por litro de fermentado em menor tempo. Resultados semelhantes
foram observados por Brito (34), que obteve produtividades entre 0,07 e 0,17 g/Lh na producéo de
hidromel tradicional, utilizando 1,5 g/L de levedura em diferentes estratégias fermentativas (batelada

simples e alimentada).

A compreensdo dos parametros cinéticos € fundamental para otimizar a conducido da
fermentagao alcodlica, permitindo o desenvolvimento de modelos preditivos capazes de simular o
comportamento do processo em diferentes condigbes operacionais (25). Os dados do presente
estudo indicam que o aumento da concentracdo de leveduras na fermentacdo de hidromel
adicionados de hibisco e lupulo promoveu maior produtividade de etanol (g/Lh), refletindo em uma
fermentagdo mais rapida. No entanto, a formulagcdo H25, com menor densidade celular inicial,
demonstrou maior eficiéncia na conversao de agucares em etanol e melhor desempenho em termos
de crescimento microbiano. Esses achados sugerem que concentragdes elevadas de indculo podem

induzir estresse osmotico, reduzindo a capacidade fermentativa das células (9, 35).

Além disso, o0 uso de concentragdes mais elevadas de células na fermentacdo de bebidas
fermentadas também compreendem vantagens adicionais, como sua contribuicdo para inibir
contaminantes indesejaveis, como bactérias. Isso ocorre em virtude da maior competicdo por
nutrientes, o que, por vezes, esta associado a fermentagbes mais robustas. Entretanto, essa
condicdo também pode resultar em desvios metabdlicos, com aumento da acidez e menor produgéo
de etanol (Figura 2), uma vez que o excesso de biomassa favorece a canalizagdo da fonte de carbono
para a sintese de acidos orgéanicos (32). Portanto, o entendimento desses fatores € essencial para
otimizar a producado de hidromel, seja por meio da elevacdo da produtividade, seja pela adog¢ao de

estratégias que favoregcam maior rendimento com menor custo fermentativo.



CONCLUSOES

Este estudo evidenciou que a modulagao da concentragao de inéculo (0,25; 0,50; 0,75 g/L)
exerce papel estratégico na dindmica fermentativa e na qualidade final de hidroméis tipo Metheglin
elaborados com hibisco e Iupulo. O teor alcodlico final e a vitalidade celular ndo sofreram influéncia
da concentragédo de biomassa empregada. Menor densidade de biomassa produziu hidromel com
menor nivel de acidez, maior teor de agucares e solidos sollveis totais e favoreceu uma conversio
mais eficiente do substrato em etanol. Por outro lado, concentragbes mais elevadas de biomassa
promoveu maior produtividade de etanol, refletindo em uma fermentagao mais rapida. Os resultados
indicam que concentragdes acima de 0,5 g/L de levedura ndo exibem beneficios adicionais nas
transformacgdes fisico-quimicas e no crescimento de células. Assim, esses achados contribuem para
0 avango produtivo e oferecem subsidios tecnoldgicos para otimizar custo, tempo e padronizagao

na producao de hidroméis elaborados com hibisco e Iupulo.
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