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RESUMO

LEITE, Kamila Rodrigues. Produção de álcool a partir de resíduo de mel silvestre por

fermentação  com Escherichia  coli.  2017.  Dissertação  (Mestrado  em  Bioenergia)  –

Universidade Estadual do Centro Oeste, UNICENTRO. Guarapuava PR. 2017.

 

Neste  estudo  foi  investigado  a  produção  de  álcool  por  fermentação  de  resíduos  de  mel

silvestre  com  Escherichia  coli. A necessidade  e  o  interesse  de  novas  fontes  de  energia

renovável e o aproveitamento de resíduos como o do mel, que na região Centro-Sul do estado

do  Paraná  é  expressiva,  faz-se  necessário  a  exploração  do  assunto.  As  amostras  de  mel

silvestre oxidado, foram coletadas de um único fornecedor, da cidade de Prudentópolis – PR

(25º 12' 47" S, 50º 58' 40" O) da empresa Multi Flora. Para a fermentação, o primeiro método

aplicado foi o sistema semi anaeróbico com erlenmeyer, avaliando a produção de álcool ao

longo do tempo de 0 a 72 horas de fermentação com 10% V/V de  E. coli.   Após, o mel

oxidado D foi avaliado na fermentação de 0 a 120 horas. Os álcoois obtidos foram analisados

por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Todas as amostras

residuais obtiveram resultado positivo para produção de álcool, em que se destaca a amostra

residual (D). Ao comparar os tempos de fermentação empregados para este método, observou-

se que houve um declínio na produção após 72 horas  de fermentação,  até  ás  120 horas,

relacionado com a presença de metabolitos secundários do processo fermentativo da amostra

e  também  a  temperatura  do  processo.  As  comparações  dos  resultados  dos  métodos  de

fermentação foram importantes para observar que as amostras de álcool resultantes variaram

de acordo com o método empregado, sendo o método mais eficiente o de sistema em câmara

de anaerobiose com erlenmeyer.  Pela  caracterização do álcool  por  FTIR identificou-se os

compostos  orgânicos  e  evidenciou  espectros  similares  ao  etanol  PA,  reafirmando  que  o

método em sistema de câmara de anaerobiose com erlenmeyer o mais eficiente em termos de

qualidade. 

 

Palavras-chave: etanol; resíduo; mel; fermentação; Escherichia coli.
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ABSTRACT

LEITE,  Kamila  Rodrigues.  Production  of  alcohol  from  wild  honey  residue  by

fermentation  with  Escherichia  coli. 2017  Dissertação  (Mestrado  em  Bioenergia)  –

Universidade Estadual do Centro Oeste, UNICENTRO. Guarapuava PR. 2017.

In this study, the production of alcohol by fermentation of wild honey residues with Escheri-

chia coli was investigated. The need and interest of new sources of renewable energy and the

use of waste such as honey, which is significant in the Center-South of the state of Paraná,

makes it necessary to explore the subject. The samples of rusty wild honey were collected

from a single supplier from the city of Prudentópolis - PR (25º 12 '47 "S, 50º 58' 40" W) of

Multi Flora. For the fermentation, the first method applied was the semi-anaerobic with Erlen-

meyer system, evaluating the alcohol production over time from 0 to 72 hours of fermentation

with 10% V / V of E. coli. After the oxidized honey D was evaluated in the fermentation from

0 to 120 hours. The obtained alcohols were analyzed by Fourier Transform Infrared Spectro-

scopy (FTIR). All the residual samples obtained a positive result for alcohol production, in

which the residual sample (D) stands out. When comparing the fermentation times employed

for this method, it was observed that there was a decline in production after 72 hours of fer-

mentation, up to 120 hours, related to the presence of secondary metabolites of the fermenta-

tion process of the sample and also the temperature of the process. The comparisons of the

results  of  the  fermentation  methods  were  important  to  observe  that  the  resulting  alcohol

samples varied according to the method used, being the most efficient method the system in

an anaerobic chamber with erlenmeyer. Through the characterization of alcohol by FTIR, the

organic compounds were identified and ethanol PA spectra were detected, reaffirming the effi-

ciency of the method in an anaerobic chamber system with erlenmeyer in terms of quality. 

Key Words: ethanol; residue; honey; fermentation; Escherichia coli.
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1. INTRODUÇÃO
O mel é um alimento produzido pelas abelhas Apis mellifera L., e pode ser obtido a partir

do néctar das flores, das secreções de plantas ou de excreções de insetos. Essas substâncias

são coletadas pelas abelhas, e ao serem armazenadas para o amadurecimento, tornam-se favos

da colmeia.

Os  produtos  desenvolvidos,  a  partir  do  mel, nas  propriedades  rurais,  ainda  que  em

pequeno volume, agregam maior valor ao mel, complementando a renda dos apicultores com

a produção de cera de abelha, própolis, pólen, geleia real, apitoxina, hidromel, manteiga com

mel, iogurte com mel, licores, doces, sorvetes, cosméticos, entre outros. 

A apicultura no Brasil tem grande potencial, devido à flora diversificada, variabilidade

climática e a sua extensão territorial, possibilitando o maior aproveitamento na produção que

pode ocorrer o ano todo, o que não é possível em relação aos outros países que geralmente

coletam mel uma vez ao ano. 

A maior parte da produção mundial do mel é vendido para ser consumido como mel de

mesa  ou  utilizado  na  indústria  alimentícia.  Produtos  fermentados  à  base  de  mel  são

largamente conhecidos e consumidos na Europa.

O mel é o produto mais conhecido e comercializado no mundo. Em algumas regiões sendo

mais utilizado como medicamento do que como alimento. Sua utilização na cicatrização e em

feridas é amplamente relatada na literatura médica do Egito, Grécia e da Índia, devido à ação

redutora em infecções, feridas, edemas, dor e odor. Além das propriedades medicinais o mel é

um ótimo alimento natural para crianças e pessoas debilitadas, por conter açúcares redutores

que são facilmente digestíveis. A utilização de mel como um produto fitoterápico, em relação

a sua importância, é uma prática tradicional.

A exploração de novos produtos a partir do mel está iniciando no Brasil,  esse cenário

ainda instável, deve-se a baixa tecnologia para tal aplicação, e também a falta de tradição nos

mercados ocasionada por fatores culturais. Para a estabilidade desses produtos no mercado,

faz-se necessário o estímulo de novas instalações, e projetos que visem não só a exploração

do mel,  mas  também sua  incorporação para  a  obtenção dos  outros  produtos  no  processo

produtivo. Outro fator a ser considerado é o meio de obtenção do mel, no qual os utensílios e

equipamentos  empregados  na  extração  devem  ser  aperfeiçoados  para  o  beneficiamento,

aproveitando seu resíduo de forma sustentável.

A ação de microrganismos para a obtenção de produtos fermentados ocorre há milhares de

anos,  como  em bebidas  alcoólicas,  queijo,  pão,  iogurte,  molho  de  soja,  entre  outros.  O

consumo do álcool por diferentes civilizações como o hidromel e a cerveja, inicia-se com a
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revolução neolítica, sendo essas as bebidas mais consumidas nesse período datado em 2200

a.C.

Na região Centro-Sul do Paraná a atividade apícula na cidade de Prudentópolis tem

expressiva produção, devido aos produtos extraídos da colmeia e de derivados do mel. Apesar

da dinâmica atividade apícola nesta região, torna-se urgente a valorização da complexidade do

mel,  sendo  assim,  importante  encontrar  alternativas  que  beneficiem  o  manejo  e

armazenamento do produto.  Essa questão acaba se tornando um problema regional  e  não

existem dados que apontam a quantidade de resíduo do mel gerado na região. 

No que diz respeito às características do mel, ainda é possível observar a ocorrência de

diversos  microrganismos,  onde  estes  estão  envolvidos  em um dos  principais  critérios  de

qualidade do produto,  acompanhado às características sensoriais,  químicas  e físicas.  Estes

critérios de qualidade são especificados em regulamentos internacionais, que estão coligidos

no Codex Alimentarius. 

Os microrganismos como bactérias, leveduras, fungos, protozoários e vírus, são seres

unicelulares  presentes  no  organismo  humano  e  dos  animais,  onde  desde  o  nascimento,

convivem com a microbiota da biosfera composta por inumeráveis microrganismos. Esses

microrganismos podem ser inclusos em categorias:  patogênicas e deteriorantes, sendo este

último,  o  mais  importante  para  os  alimentos.  Portanto,  o  controle  é  indispensável  para  a

avaliação da qualidade do produto, pois a colonização de bactérias pode indicar deficiências

na sanitização ou falha no controle do processo ou dos ingredientes.

De acordo com o SEBRAE, é produzido em território brasileiro em média quarenta

mil  toneladas  de  mel  por  ano,  onde  a  maior  parte  é  destinada  para  a  exportação,

principalmente para os EUA e Europa, com um preço médio de US$ 2,88/kg, mas em alguns

estados o mel é vendido abaixo desse valor médio de produção, como acontece em Santa

Catarina, seu preço médio de venda foi de US$ 2,57/kg em julho de 2010. E também parte do

mel produzido não se enquadra nos padrões de qualidade que são exigidos pelos padrões de

qualidade  da  legislação  brasileira.  Sendo  assim,  para  agregar  valor  ao  produto  final  é

importante a elaboração de coprodutos a partir do mel, visando o aproveitamento de parte

desta produção. Os coprodutos que se destacam são a aguardente de mel e/ou hidromel.

Devido  ao  desenvolvimento  industrial  e  consequentemente  o  uso  abusivo  de

hidrocarbonetos, ocasionou a diminuição das reservas de petróleo, aumento do preço de seus

derivados  e  contaminação  ambiental.  A ampliação  da  oferta  de  energia,  principalmente

renováveis  e  promover  o  desenvolvimento  com  baixos  índices  de  impacto  ambiental

preservando  as  fontes  energéticas,  é  um grande  desafio  para  a  comunidade  cientifica  da
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atualidade. Desde o século passado a energia alternativa é investigada, mas hoje é sinônimo

de energia renovável.

Estudos  que  visam  à  otimização  de  bioprocessos  fermentativos  do  mel  são

considerados  desafiadores,  deve-se  adotar  soluções  tecnológicas  para  maximizar  variáveis

importantes para o processo, minimizando custos operacionais e evitando a desconformidade

dos produtos, mantendo a apicultura um ramo industrial viável.

Embora o agente de fermentação alcoólica seja as leveduras,  principalmente as do

gênero  Saccharomyces, existem estudos para selecionar outros microrganismos capazes de

produção de etanol. Isto poderia ser alcançado com a utilização de matérias primas regionais,

como  substratos  no  processo  biotecnológico,  que  pode  ser  uma  alternativa  atrativa  e

promissora.  Nem sempre  têm  sido  consideradas  as  condições  de  cultivo  e  os  processos

fermentativos para determinar os parâmetros que um determinado microrganismo necessita

para uma ótima síntese de produtos fermentativos. Muitos países têm realizado estudos de

fermentação, que incluem o uso de bactérias em vez da tradicional levedura, para reduzir o

tempo de fermentação alcoólica.  

Um microrganismo em potencial é a bactéria Escherichia coli, podendo ser usada em

processos industriais por ser amplamente estudada, tanto no ponto de vista fisiológico como

genético,  pois  é  capaz  de  fermentar  grande  quantidade  de  açúcares  da  biomassa

lignocelulósica, entretanto produz uma mistura de produtos de fermentação de pequeno valor

agregado. Vários estudos mostraram a capacidade fermentativa da E. coli recombinante, como

a  E. coli  KO11, sendo esta capaz de fermentar uma ampla variedade de açúcares (lactose,

glicose,  frutose,  galactose,  manose,  xilose)  convertendo-os  para  etanol,  com rendimentos

próximos aos teóricos. Além disso, a  E. coli  é de fácil manutenção e operação, sendo uma

vantagem sobre as demais bactérias.

Os processos industriais para a produção de etanol a partir de cana-de-açúcar, milho e

beterraba  já  estão  vastamente  estabelecidos.  Estudos  realizados  recentemente  fazem

comparações usando leveduras e bactérias para fermentar hidrolisados, mostrando que a  E.

coli KO11 foi superior a outros microrganismos, em relação a produtividade e rendimento de

etanol, e também por ser resistente a produtos inibidores produzidos durante a hidrólise. No

entanto,  melhorias  devem  ser  feitas,  tanto  na  parte  técnica  como  no  desempenho  do

microrganismo, são necessários para reduzir os custos do processo.

Portanto, a bactéria  Escherichia coli pode ser um microrganismo estudado enquanto

modelo geral para os mecanismos biológicos, tendo um papel importante na microbiologia

industrial e bioengenharia, promissora para produção de etanol.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Produzir álcool por fermentação via Escherichia coli de quatro amostras de resíduo de

mel silvestre em diferentes períodos de armazenamento.

Objetivos específicos:

1. Determinar a rota semi anaeróbica e aeróbica para a fermentação das amostras de resíduo

de mel silvestre com Escherichia coli.

2. Quantificar o álcool produzido pelo processo de fermentação via  Escherichia coli  e ca-

racterizar o álcool obtido pela fermentação dos resíduos de mel silvestre utilizando espec-

troscopia na região do infravermelho.
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1 Mel 

De acordo com o Decreto-Lei 214/2003 de 18 de setembro, entende-se que mel é uma 

“substância açucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis
melífera a partir do néctar de plantas ou das secreções provenientes
das partes vivas ou de excreções de insetos fitófagos, que as abelhas
recolhem,  transformam  por  combinação  de  substâncias  especificas
próprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos
favos da colmeia” (BRASIL, 2003).

O néctar é a principal matéria prima utilizadas pelas abelhas na obtenção do mel, no

qual  sua  origem advém dos  fluidos  circulantes  em plantas  vasculares.  Estes  fluidos  são

responsáveis  pela  distribuição  dos  nutrientes  nos  tecidos  vegetais,  oriundos  dos  dois

principais  sistemas  das  plantas:  xilema  (sistema vascular  que  conduz  água  e  minerais)  e

floema (sistema vascular que conduz matéria orgânica) (DE MARIA; MOREIRA, 2003).

A atividade da criação racional de abelhas consegue obter resultados positivos a nível

econômico,  ecológico  e  social.  Essa  atividade  vem  despertando  o  interesse  de  muitos

criadores e instituições do Brasil (RODRIGUES et al., 2005). No qual a produção de mel de

abelha (Apis mellífera) encontra-se em crescimento devido ao incentivo do governo, o que

permite a geração de trabalho e renda para os pequenos agricultores (MDS et al., 2007). 

O  mel  pode  ser  classificado  como  floral  quando  obtido  do  néctar  das  flores  e

denominado mel de melato quando oriundo de secreções de partes vivas das plantas ou de

excreções de insetos sugadores vivos de plantas (BRASIL, 2000). Há vários aspectos que

diferem o mel de melato e o mel de floral. O mel de melato possui menor teor de glicose, e

também apresenta  menor  teor  de  frutose,  oligossacarídeos,  de  cinzas,  <  pH e  nitrogênio

(CAMPOS et al., 2003). 

De acordo com o modo de produção ou de apresentação o mel pode ser classificado

em mel em favos, mel com pedaços de favos, mel escorrido, mel centrifugado, mel prensado

ou mel filtrado.
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4. COMPOSIÇÃO

A composição do mel depende principalmente da fonte floral, ou seja, da flor que o

néctar é extraído, do clima, das condições ambientais e sazonais, bem como do manuseio e do

processamento  (ANKLAM,  1998;  AL-MAMARY et  al.,  2002;  AZEREDO  et  al.,  2003;

ARRÁEZ-ROMÁN et al., 2006; BALTRUŠAITYT et al., 2007; KÜÇÜK et al., 2007).

O mel é constituído por um elevado número de substâncias (cerca de 181 compostos)

(ARRÁEZ-ROMÁN et al., 2006), sendo uma mistura complexa de carboidratos, dos quais os

açúcares redutores, frutose, glicose, maltose e sacarose, além da molécula de água ligada a

estes açúcares por ligações de hidrogênio,  os quais são os principais constituintes.  Outras

substâncias  estão  também  presentes  em  pequenas  quantidades,  tais  como:  sais  minerais,

proteínas,  vitaminas,  ácidos  orgânicos,  flavonoides,  ácidos  fenólicos,  enzimas  e  outros

fitoquímicos (ALVAREZ-SUAREZ et al.,  2010). Alguns destes compostos são conhecidos

por terem propriedades antioxidantes (GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002).

De acordo com a Instrução Normativa 11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2000), a solução de mel é concentrada por

açúcares em grande maioria glicose e frutose. É uma mistura complexa, pois contem ainda

hidratos  de  carbono,  enzimas,  aminoácidos,  ácidos  orgânicos,  minerais,  substâncias

aromáticas, pigmentos e grão de pólen podendo conter cera de abelha proveniente do processo

de  extração.  Segundo  VENTURINI  et  al.  (2007)  alguns  desses  componentes  estão  na

apresentados na Figura 1.



15

Agua Carboidratos (totais) Frutose Glicose Maltose Sacarose Demais

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

 

 

C
om

po
si

çã
o 

M
el

 (
10

0g
)

Nutrientes

Energia: 304 KCal

FIGURA 1. Composição química aproximada do mel.

As propriedades sensoriais, físicas e químicas do mel são avaliadas por parâmetros

estabelecidos no Decreto-Lei 214/2003 de 18 de setembro e na norma do Codex Alimentariux

que incluem pH, teor de água, teor de açúcares redutores, teor de sacarose, teor de matérias

insolúveis na água, teor de minerais, condutividade elétrica, teor de cinzas, acidez, teor de

hidroximetilfurfural (HMF) e índice diastásico.

Os constituintes maioritários do mel são os hidratos de carbono, correspondem cerca

de  95  a  99%  da  matéria  seca  (OLAITAN;  ADELEKE;  OLA,  2007),  primordialmente  a

glucose (30,3%), a frutose (38,4%) e a sacarose (1,3%), e cerca de 12% são outros hidratos de

carbono constituintes (IURLINA; FRITZ et al., 2005), e incluem dissacarídeos como maltose

e isomaltose, trissacarídeos e tetrassacarideos (ANKLAM, 1998).

Lazaridou  et  al.  (2004),  relatam que pela  técnica  de  Cromatografia  Gasosa  (CG),

puderam estudar a composição de açúcares de méis gregos selecionados, determinaram que a

glicose  (13,5-36,3%)  e  a  frutose  (22,1-41,3%),  sendo  estes  os  açúcares  sempre  mais

abundante. A menor porcentagem de glicose e frutose correspondem ao mel de melado. Os

dissacarídeos o que se destaca é a maltose, os valores variaram entre 1,9% e 6,7%. Para a

maioria das amostras os níveis encontrados de sacarose foram relativamente baixos, o que
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indica que a seleção dos méis ocorreu em estágio avançado de maturação. Os autores também

identificaram vários trissacarídeos como rafinose, erlose, melezitose, panose, isomaltotriose e

maltotriose, constatando que a melezitose esteve presente em quantidades relativamente altas

(9,1-14,4%) na maioria das amostras de mel de melato.

O  elevado  nível  de  sacarose  presente  no  mel  pode  ser  resultado  de  uma  recolha

prematura, pois a sacarose sofre ação da enzima invertase secretada pelas abelhas, já que a

sacarose não foi totalmente dissociada em glucose e frutose (KÜÇÜK et al., 2007). Podendo

ainda  indicar  adulteração  do mel  (SODRÉ et  al.,  2007).  Dentro  deste  parâmetro  o  valor

máximo permitido no mel é de 5% de sacarose, podendo existir exceções para outros tipos de

mel.

A água é o segundo constituinte mais importante do mel (IURLINA; FRITZ, 2005). A

atividade da água necessária para o desenvolvimento de microrganismos é inferior a 0,98 e

também depende da classe de microrganismo, sendo em torno de 0,70 para fungos, 0,80 para

leveduras e 0,90 para bactérias. No mel a atividade da água varia de 0,5 a 0,65. A fermentação

do mel pode ser causada por leveduras osmofilicas, estas conseguem se desenvolver em meios

contendo alta concentração de açúcar e baixa atividade de água, em torno de 0,6 de humidade

(GLEITER; HORN; ISENGARD, 2006).

A presença de água no mel pode variar devido a fatores como, época da coleta, grau de

maturação do mel  na  colmeia e  de fatores  climáticos  (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI,

2007). Portanto a água é um parâmetro que influencia nas propriedades físicas do mel, como a

viscosidade (OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007).

De  acordo  com  Lazaridou  et  al.  (2004),  a  maioria  dos  méis  são  soluções

supersaturadas  de  glicose,  que  têm  uma  tendência  a  cristalizar-se  espontaneamente  à

temperatura ambiente, sob a forma de glicose monohidratada. Esta granulação é um processo

indesejável do mel no estado liquido, pois afeta suas propriedades e textura tornando-o menos

atraente para o consumidor. Em muitos casos a cristalização do mel resulta no aumento do

teor de água na fase liquida o que permite que microrganismos se multipliquem causando a

fermentação do produto.

Gleiter, Horn e Isengard (2006), estudaram os tipos de mel e os estados físicos que se

encontram, líquido ou cristalizado, avaliando a influência da atividade da água. Os resultados

desses autores mostraram que a atividade da água no mel cristalizado é mais elevada do que

do mel liquido. Também detectaram diferenças entre méis de melato e os méis de florata,

onde no estado liquido o mel de melato apresenta maior teor de água do que no mel de florata,

mas não houve diferença significativa de água entre os diferentes tipos de mel quando estão
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no  estado  cristalizado.  A atividade  da  água  depende  principalmente  do  teor  de  glicose

afirmam os autores, pois a molécula de água presente no mel está ligada a açúcares por meio

de ligações de hidrogênio.

O conteúdo excessivo de água presente no mel interfere dificultando na preservação e

armazenamento e, de fato, é um fator contribuinte para sua fermentação e granulação durante

o armazenamento (KÜÇÜK et al., 2007).

Os ácidos orgânicos são responsáveis pela acidez do mel, com o pH podendo variar

entre 3,5 e 5,5, devido à presença desses ácidos que contribuem para o sabor e estabilidade

frente a deterioração microbiana (BOGDANOV et al.,1997; ODDO et al., 2004; AROUCHA

et al., 2008). 

Encontram-se  no  mel  os  seguintes  ácidos  orgânicos:  ácido  acético;  ácido  butiríco,

ácido cítrico,  ácido fórmico,  ácido glucônico,  ácido láctico entre outros.  A acidez do mel

deve-se  a  esta  composição  de  ácidos  que  depende  da  fonte  de  néctar.   Entre  os  ácidos

encontrados no mel o principal é o ácido glucônico que é formado pela a ação da enzima de

glicose-oxidase de bactérias durante a maturação do mel (ARAÚJO; SILVA; SOUSA, 2006).

A presença de ácidos orgânicos  no mel  influencia na velocidade de fermentação e

fazem com que o mesmo pare de fermentar, esse fenômeno ocorre devido à formação de ácido

succínico, o que depende da cepa da levedura utilizada e presença de compostos de nitrogênio

(SROKA; TUSZYNSK, 2007). 

Os méis florais apresentam valores de acidez inferiores devido a influência da época

do ano em que se é feita a colheita e o tipo de floral (KÜÇÜCA et al., 2007). Finola et al.

(2007) constataram a existência de uma relação inversa entre a acidez livre e o teor de cinzas

do mel.  Esta relação é explicada pelos autores,  que considera o teor  elevado de minerais

correspondente à presença de uma fração maior de ácidos salinizados.

O valor médio do pH do mel é um parâmetro que está relacionado com a acidez livre

devido a ocorrência da ação de tamponamento dos ácidos e minerais que estão presentes no

meio (IURLINA; FRITZ, 2005)

A quantidade dos minerais presentes é pequena, variando entre 0,04% em méis claros

e 0,2% em alguns méis escuros (ANKLAM, 1998). Os minerais mais encontrados no mel são:

o cálcio, o magnésio, o sódio, o cobre, o ferro, o manganês, o enxofre, o chumbo, o zinco, o

cromo, o cádmio, o fósforo e o níquel, sendo que o potássio é mineral mais abundante neste

alimento (BOGDANOV et al., 1997; OLAITAN et al., 2007).

Nos  méis  de  abelha  geralmente  são  encontrados  diferentes  elementos  químicos  e

minerais, entretanto no mel floral os valores desses elementos são acima de 0,6% (BRASIL et
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al., 2000), e são considerados indicativo de contaminação (SODRÉ et al., 2007).

A determinação das cinzas é realizada pelos sólidos insolúveis em água e minerais, no

qual esses parâmetros são indicadores de pureza do mel podendo detectar irregularidades no

processamento deste, como a contaminação causada pela falta de decantação, ou pela filtração

no final do processo da extração, onde por esses processos ocorre a retirada da impureza do

mel (SILVA; QUEIROZ; FIGUEIRÊDO, 2004).

Os sólidos  insolúveis  presente  no mel  não  podem ultrapassar  a  quantidade  de 0,1

g/100 g, exceto no mel prensado que pode tolerar 0,5 g/100 g (BRASIL, 2000).

Normalmente o teor de cinzas no mel é baixo, o qual depende do material recolhido,

néctar e melada (DE RODRÍGUEZ et al., 2004). Os méis de cor clara têm um teor de cinzas

menor do que os méis de cor escura (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007).

O mel  também é composto por  enzimas (KOMATSU et  al.,  2002;  SOUZA et  al.,

2008). As principais enzimas presentes no mel são a invertase, a amilase e a glucose-oxidase,

as quais possuem funções especiais na produção e proteção do mel pelas abelhas. A hidrolise

da sacarose em glicose e frutose ocorre pela ação da enzima invertase, no momento que a

abelha coleta o alimento; a diástase também tem função de hidrolisar o amido presente; a

formação do ácido glucônico e peróxido de hidrogênio ocorre pela reação da glucose-oxidase

com a glicose o, que implica na atividade antimicrobiana no mel e enriquece a substância

diversificando  assim  o  sabor  característico  (WHITE  JUNIOR,  1957;  CRANE,  1983;

MOLAN, 1992).

De acordo com Camargo et  al.  (2003),  a enzima invertase irá  permanecer  no mel

conservando  sua  atividade,  a  menos  que  seja  inativado  pelo  aquecimento.  A inversão  de

sacarose em glicose  e  frutose propicia  uma solução mais  concentrada de  açúcares,  sendo

assim, aumentada a resistência do mel à deterioração por fermentação.

A concentração de azoto do mel varia bastante e pode ser reduzido, sendo o valor

médio  de  0,04%.  Os  alcaloides,  derivados  da  clorofila,  aminoácidos,  aminas,  prolina,

arginina, triptofano e cisteina são compostos nitrogenados, onde a prolina é o composto mais

predominante (ANKLAM, 1998).

Dentre os aminoácidos encontrados no mel a prolina é o mais abundante no pólen de

muitas espécies de vegetais, portanto é encontrado em maior quantidade no mel (FERREIRA

et al., 1990). A análise de avaliação do perfil dos aminoácidos se adequa a detecção da origem

botânica e composição proteica do mel (ANKLAM, 1998).

De acordo com Aroucha et  al.  (2008) o teor  de 5-hidroximetilfurfural  (HMF) e o

índice  diastásico  são  parâmetros  que  indicam  a  pureza  do  mel.  Na  ausência  destes
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procedimentos refletem a adulterações, até mesmo de temperatura acima de 60°C durante o

processo  de  beneficiamento,  temperaturas  elevadas  em  tempo  superior  a  6  meses,  em

condições inadequadas de armazenamento e adição de açúcar (BRASIL, 2000). Os limites

estabelecidos para estes dois parâmetros são um mínimo de 8, para o índice diastásico e o

máximo de 40 mg/kg, para o HMF.

A presença de (HMF) no mel,  ocorre pela desidratação das hexoses catalisada por

ácidos,  e  acontece  em vários  alimentos  (SILVA et  al.,  2008).  Esse  composto  furânico  é

formado por condições favoráveis em meio ácido com presença de açúcares simples e água

(NOZAL et al., 2001).

Os compostos voláteis são provenientes do néctar das flores, já identificados cerca de

mais  de  300,  como  ácidos,  álcoois,  cetonas,  aldeídos,  terpenos  e  ésteres  (CASTRO-

VÁZQUEZ et al., 2009). Esses são responsáveis pelo sabor característico do mel (FINOLA;

LASAGNO; MARIOLI, 2007). Esses compostos fornecem informações botânicas, origem e

sua produção deu-se pelo néctar de flores ou de exsudatos das plantas ou insetos (ESCRICHE

et al., 2009).

Os compostos fenólicos são constituintes secundários que estão em enorme variedade

como os ácidos fenólicos e flavonoides, grupos como das flavononas e flavonas se destacam

por  pertencerem aos  principais  flavonoides.  Os  flavonoides  que  se  destacam no  mel  são

quercetina, tricetina, hesperatina, luolina, miricetina, crisina e outros (ANKLAM, 1998).

A cor do mel é uma característica definida pela legislação brasileira podendo ser quase

incolor a pardo-escura, de acordo com sua classificação de origem (BRASIL, 2000).

Segundo Crane (1983), a cor do mel está relacionada a fatores climáticos, temperatura

que o mel é submetido durante o amadurecimento na colmeia, a origem floral, bem como sua

composição.  Estes  são  parâmetros  indicadores  de  qualidade,  já  que  estão  associados  ao

escurecimento do produto ao armazenamento, ás condições de temperatura elevada e também

à contaminação por metais. O escurecimento do mel sensível à temperatura de estocagem

pode estar ligado à produção de (HMF).

O espectro polínico é  uma análise  feita  com o pólen,  objetivando de identificar  a

origem do mel, ou seja, a origem da botânica, em alguns casos sua origem geográfica, pois

este nunca tem apenas uma única fonte floral, pois o pólen pode reagir com o néctar durante a

coleta das abelhas, armazenam-se nos favos, e também podem ser inseridos no néctar por

meio do corpo das abelhas (BARTH et al., 2005).
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4.1.  Propriedades do Mel

O mel  vem sendo  utilizado  de  diversas  maneiras  pelo  homem,  além de  alimento

também como medicamento por  apresentar  propriedades  anti-septicas  e  conversacionais  a

frutas e grãos (CORTOPASSI-LAURINO; GELLI, 1991).

O mel é uma substância de origem animal de alto valor nutritivo e com propriedades

medicinais,  antioxidativas  e  assépticas,  estes  estão  relacionados  à  grande  variedade  de

compostos fenólicos o que torna o seu uso de alto potencial medicinal (KÜÇÜK et al., 2007).

Um antioxidante é uma substância que se apresenta em baixas concentrações quando

comparadas ao substrato oxidável, estas substâncias previnem ou retardam a oxidação desse

substrato.  Os  radicais  livres  são  produtos  gerados  pelo  metabolismo  celular  e  seu  efeito

desfavorável  causa  estresse  oxidativo.  As  espécies  reativas  de  oxigênio  (ROS)  provocam

anomalias nas células e o consumo de antioxidantes limita e previne os efeitos provocados por

estes radicais livres. O equilíbrio da produção de radicais livres e de defesas antioxidantes é

essencial  para  a  manutenção  do  funcionamento  normal  do  organismo  humano  (AL-

MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002).

Os antioxidantes presentes no mel agem na prevenção nas reações de deterioração dos

alimentos, ocasionado pelo processo enzimático nas frutas e vegetais, oxidação lipídica da

carne e inibi  o crescimento microbiológico,  além disso,  exercem um importante  papel  na

prevenção ou retardamento de doenças degenerativas (BERTONCELJ et al., 2007; YEPES et

al., 2002; CAMPOS et al., 2008). 

Atualmente  existem  diversos  estudos  que  comprovam  a  ação  terapêutica  do  mel

relacionado  a  propriedades  antioxidantes  tais  como polifenóis  e  os  flavonoides  (SERRA,

2007).  Estes  compostos  já  foram  identificados  no  mel  como  ácidos  cafeico,  cinâmico,

cumárico e ferúlico, a quercitina, a cistina e o canferol (TOMÁS-BARBERÁN et al., 2001). 

Phillips, Carlsen e Blomhoff (2009), verificaram a presença de antioxidantes avaliando

seu  conteúdo  com  adoçantes  naturais  alternativos  ao  açúcar  refinado,  dentre  todos  os

analisados o mel apresentou uma significativa capacidade oxidava intermediária.

As características  físico químicas  do mel  conferem-lhe  propriedades  únicas,  sendo

assim,  usado  como  medicamento  por  milhares  de  anos  no  tratamento  de  infecções

gastrintestinais,  queimaduras,  feridas  ulceras  e  doenças  respiratórias  (MULU et  al.,  2004;

KÜÇÜK et al., 2007; BASUALDO et al., 2007).

Muitos estudos são desenvolvidos por investigadores sobre a atividade antibacteriana

do mel,  contra patógenos resistentes a antibióticos, muitos desses envolvidos em algumas

doenças (MULU et al., 2004; KUMAR et al., 2005; LUSBY et al., 2005). 
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As bactérias possuem sensibilidades diferentes ao mel, algumas supersensíveis como

Staphylococcus  aureus (ESTEVINHO  et  al.,  2008),  Staphylococcus  epidermidis

(BASUALDO et al.,  2007),  Bacillus stearothermophilus (MUNDO; PADILHA-ZAKOUR;

WOROB,  2004),  enquanto  outras  moderadamente  sensíveis  como  Staphylococcus  uberis,

Escherichia  coli,  Klebsiella  pneumoniae (BASUALDO  et  al.,  2007),  Bacillus  cereus

(TAORMINA  et  al.,  2001),  Alcaligenes  faecalis,  Lactobacillus  acidophilus (MUNDO;

PADILHA-ZAKOUR; WOROB, 2004), Helicobacter pylori, Bacillus subtilis (KÜÇÜK et al.,

2007).

Henriques relata que de início acreditava-se que as propriedades antibacterianas do

mel  fossem derivadas,  devido  à  presença  alta  concentração  de  açúcares  em sua  solução

possuir um pH baixo, entre 3,0 e 5,0, estes fatores inibem o crescimento de várias espécies de

microrganismos.  Entretanto  existem  microrganismos  resistentes  que  sobrevivem  em

ambientes onde há grande stress osmótico e pH bastante baixos, que pareciam não resistentes

ao  mel  como  é  o  caso  do  Staphylococcus  aureus.  Este  autor  evidenciou  a  presença  da

substância que lhe conferia atividade antimicrobiana,  devido a mistura do açúcar artificial

com o mel natural, uma mistura proporcional correspondente aos açúcares e ao pH do mel

natural.  E  logo  estava  presente  um  componente  denominado  “inhibine”,  mais  tarde

identificado como peróxido de hidrogênio (BOGDANOV; MARTIN; LÜLLMANN,1997).

A principal substância com responsabilidade antimicrobiana no mel é o peróxido de

hidrogênio, formado a partir da reação de oxidação da glicose pela enzima glucose oxidade,

no processo de amadurecimento do mel (BARHATE et al., 2003).

O nível  de  peróxido de hidrogênio  no mel  é  determinado pelos  níveis  de glucose

oxidase e catalase. Quando o nível da glucose for grande, o nível de peroxido de hidrogênio

será  correspondente,  e  quanto  menor  o  nível  de  catalase,  maior  o  nível  de  peroxido  de

hidrogênio (WESTON, 1957).

Segundo Taormina o peróxido de hidrogênio inibe o crescimento de algumas bactérias

patogênicas  presente  nos  alimentos,  e  constataram ainda,  segundo teste  nos  antioxidantes

presentes no mel, que essa atividade antimicrobiana permanece no mel tratado com catalase

para a remoção do peroxido de hidrogênio.

A atividade  microbiana  do  mel  está  relacionada  ao  tipo  de  mel  produzido  pelas

abelhas, dependente da florada e da época do ano. Assim o néctar recolhido das flores pelas

abelhas, contribuem nas diferentes atividades antimicrobianas do mel (BASUALDO et al.,

2007).
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4.2.  Microbiota Presente no Mel

A pesquisa de bactérias, fungos e leveduras em mel é de grande importância, já que se

trata  de um alimento,  pois  muitas  pesquisas  cientificas  indicam para o conhecimento dos

microrganismos existentes em méis, como os descritos na Tabela 1:

Os microrganismos presentes no mel estão relacionados à segurança deste alimento; os

mais importantes são primeiramente leveduras, fungos filamentosos e bactérias formadoras de

esporos. Estes estão envolvidos em atividades de deterioração, produção enzimática, toxinas,

produção  de  vitamina  e  aminoácidos  que  estão  relacionados  a  fatores  de  crescimento  e

inibição de microrganismos competitivos, além da conversão metabólica do alimento (SILVA

et al., 2008).

De acordo com Snowdon e Cliver (1996), os microrganismos encontrados no mel são

espécies  divididas  em  microrganismos  que  são  encontrados  naturalmente  no  mel;

microrganismos  que  indicam  qualidade  sanitária  e  comercial;  microrganismos  que  em

determinadas condições podem causar doenças ou intoxicação. 

As fontes de contaminação do mel são classificadas em primárias e secundárias. A

contaminação primária tem como fonte microbiana o pólen, o trato digestivo das abelhas, o

pó, o ar e as flores (OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007). A contaminação secundária do mel

advém do homem, as embalagens e equipamentos, o vento, a sujidade, os insetos, os animais

e  a  água.  A  ocorrência  de  microrganismos  na  forma  vegetativa  são  indicadores  de

contaminação  recente  do  mel  por  uma fonte  secundaria,  já  que  na  forma  vegetativa  não

evidenciam capacidade de sobreviver (SNOWDON; CLIVER, 1996).

TABELA 1. Microrganismos que podem ser encontrados em méis de abelhas.

Bactérias Alcaligenes,  Bacillus,  Bacteridium,  Bacterium,  Brevibacterium,

Clostridium,  Enterobacter,  Flavobacterium,  Klebsiella,  Neisseria,

Proteus, Pseudomonas e Xanthomonas.
Fungos (Leveduras) Ascosphaera,  Debaryomyces,  Hansenula,  Lipomyces,

Nematospora, Oosporodium, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,

Trichosporan, Torula, Torulopsis e Zygosaccharomyces.
Fungos (Bolores) Aspergillus,  Atichia,  Bettsia alvei,  Cephalosporium, Chaetomium,

Coniothecium,  Hormiscium,  Penicillium,  Peronsporaceae,

Peryonella, Triposporium e Ustilaginaceae.
Fonte: ESTRADA et al. (2005); SNOWDON, CLIVER (1996). 

O controle da fonte de contaminação secundaria são fáceis de controlar, pois podem
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ser controladas com uma correta higienização e com boas práticas de fabricação.

Os  bolores  normalmente  encontrados  no  mel  pertencem  aos  gêneros  Penicillium,

Mucor e Aspergillus; estes podem sobreviver, mas não se reproduzir no mel, devido a isso, há

contagens elevadas de estirpes de Bettsya alvei, Acosphera apis e Acosphaera major, podendo

indicar contaminação recente pelo ambiente de recolha da abelha, colmeia ou equipamento de

processamento (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007).

As  principais  leveduras  encontradas  no  mel  são  pertencentes  ao  gênero

Saccharomyces,  no  entanto,  já  foram  detectadas  do  gênero  Debaromyces,  Hansenula,

Lipomyces,  Pichia,  Schizosaccharomyces,  Torula,  Zygasacchamyces,  entre outros. Os méis

têm elevada contagem de leveduras  devido à  ocorrência  de fermentações,  onde estes não

podem ser comercializados, pois as leveduras produzem ácido, gás e outros,  por meio da

utilização dos açúcares presente, o que torna o mel impróprio para o consumo (SNOWDON;

CLIVER, 1996).

Algumas  espécies  de  fungos  presente  nos  alimentos,  principalmente  dos  gêneros

Aspergillus,  Penicillium e  Fusarium são indesejáveis, pois são capazes de produzir enzimas

deteriorantes, como a produção de micotoxinas, que são produtos oriundos do metabolismo

secundário  considerados  tóxicos,  e  representam  um  risco  de  contaminação  ambiental

acarretando sérios prejuízos para a saúde humana.  Atualmente em muitos alimentos estão

presentes  toxinas  liberadas  por  essas  espécies  de  fungos,  que  implicam  como  fonte  de

exposição para o homem (CORRÊA et al., 1997; BANDO et al., 2007).

Os microrganismos associados ao mel incluem Bacillus, Clostridium, Escherichia coli,

Enterobacter, Klebsiella, Proteus, entre outros. Os esporos de bactérias mais comuns no mel

são dos gêneros Bacillus e Clostridium. As espécies mais frequentes do gênero Bacillus são

B. cereus, B. megaterium, e B. coagulans (FINOLA et al., 2007; LÓPEZ et al., 2009).

4.3.  Escherichia Coli

A Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa com formato de bacilo pertencente à

família  Enterobacteriaceae, tem como habitat natural o intestino dos animais e dos homens

(TRABULSI; ALTHERTUM, 2005), onde exerce efeito benéfico ao organismo cessando a

multiplicação  de  microrganismos  prejudiciais  e  sintetiza  uma  considerável  quantidade  de

vitaminas.  Entretanto,  há  um  grupo  de  cepas  capaz  de  provocar  doenças  coletivas  em

humanos, chamada de E. coli enteropatogênicas (EEC) (SILVA et al., 2004).

Nas  últimas  décadas  os  avanços  nas  áreas  de  microbiologia  e  biologia  molecular

trouxeram, grandes melhorias nos bioprocessos, em especial nas indústrias de biotecnologia,
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acarretando um aumento de produtividade e de qualidade dos produtos. Devido este crescente

avanço  o  número  de  produtos  geneticamente  modificados,  estão  sendo  lançados  e

comercializados em áreas farmacêutica, alimentícia e de energia (VOJINOVIC et al., 2006).

Relacionada  a  esses  avanços,  a  E.  coli é  um dos  microrganismos  mais  utilizados  para  a

produção de proteínas heterólogas, por sua ampla caracterização metabólica e genética, e por

métodos precisos e rápidos para a modificação de seu genoma (DEMAIN; VAISHNA, 2009). 

ZHANG et al., (2007) e YOMANO et al., (1998), empregaram a Escherichia coli, na

sua evolução metabólica, e realizaram a produção de diversos biocombustíveis, bem como

etanol, que foram bases, por meio da modificação melhorar a produção de etanol via E. coli.

Para reduzir o custo do substrato, linhagens recombinantes de bactérias que utilizam

fontes  de  carbono  de  baixos  custos  e  correspondentes  estratégias  de  cultivo  vêm  sendo

desenvolvidas (LEE, 1996). 

Atualmente,  técnicas  de  bioprospecção  foram  utilizadas  para  o  isolamento  de

linhagens  microbianas  capazes  de  converter  glicerina  a  etanol  ou ácido  lático  (SANTOS;

SOUZA,  2014).  A obtenção  de  linhagens  microbianas  eficientes  para  o  metabolismo  da

glicerina  bruta  é  um desafio  para  produção  de  químicos  que  também sejam tolerantes  a

compostos inibitórios, como sais e solventes orgânicos, presentes nessa glicerina. Esse desafio

pode ser superado pela exploração da biodiversidade microbiana de ambientes diferentes, já

que  linhagens  dentro  de  uma  mesma  espécie  respondem  diferentemente  a  compostos

inibitórios e/ou a diferentes fontes de carbono (ALMEIDA et al., 2011).

Visando a conversão de glicerol em etanol, COFRÉ, et al (2012) produziram um meio

de cultura otimizado para Escherichia coli,  obtendo uma produção específica de etanol de

212g/kg h por massa de célula e taxa de produção de 59 g/kg de glicerol. 

Dharmadi et al. (2006) apresentaram a otimização da fermentação da glicerina, que em

condições de pH ácido é necessário a disponibilidade de gás carbono, para o crescimento

celular ser maior já que a  Escherichia coli pode fermentar anaerobicamente o glicerol no

prazo  de  84  horas  de  crescimento  ativo,  onde  este  foi  quase  completamente  consumido,

alcançando uma concentração máxima nas  células  de  486,2 mg.L-1.  O etanol  representou

cerca  de  80%  (base  molar)  de  produtos.  O  CO2 é  necessário  para  que  o  processo  de

fermentação do glicerol se processe.

As bactérias apresentam várias vias  metabólicas para a síntese e  decomposição de

polihidroxialcanoatos (PHAs) (CHOI; LEE, 1999). Estas estão ligadas ao estado metabólico

da célula e ao fluxo de carbono por meio do metabolismo intermediário (BYROM, 1987).

 Bactérias como E. coli não tem a capacidade de sintetizar ou degradar PHA, todavia
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este microrganismo cresce rapidamente a uma temperatura maior, pois ocorre facilmente a

dissolução da membrana plasmática. O rápido crescimento permite um tempo de ciclo menor

para o processo de produção, enquanto a temperatura de crescimento mais elevada fornece

uma economia de custos associada ao resfriamento do bioreator. A lise mais fácil das células

proporciona  economia  de  custos  durante  a  purificação  dos  grânulos  de  PHA.  A  E.  coli

recombinante é capaz de acumular grandes quantidades de polímero, representando mais de

80% da massa celular seca (FIDLER, S.; DENNIS, 1992; LEE, 1997). 

4.4.  Fermentação

A fermentação  é  todo  processo  ocasionado  por  microrganismos  vivos,  sejam eles

leveduras,  fungos  ou  bactérias,  que  transformam  o  substrato  em  produtos  variados,  por

decomposição, onde os resultados desses produtos dependem da composição do substrato e

dos microrganismos envolvidos no processo (JUSTINO; MUTTON; MUTTON, 2005).

A fermentação do mel se dá ao alto teor de umidade, temperatura de armazenamento

alta  (maior  que  26ºC)  e  a  presença  de  leveduras  indesejáveis.  O  processo  fermentativo

promove a transformação dos açúcares presentes no mel em álcool e gás carbônico. O álcool

na presença de oxigênio é convertido em ácido acético,  deixando o meio propicio para o

desenvolvimento  e  atuação  de  microrganismos  que  aceleram  o  processo  de  fermentação

deteriorando assim a qualidade do mel (VENTURINI et al., 2007).

A produção de etanol inclui dois tipos de fermentação: fermentação direta e indireta, o

primeiro se utiliza a fermentação direta dos açúcares existentes nas matérias primas, como a

cana,  melaço, caldo de sorgo, já o segundo processo ocorre pela fermentação indireta das

matérias  primas,  que  tem características  amiláceas  ou  celulósicas  como  grão  de  cereais,

mandioca,  batata-doce  e  bagaço  de  cana  (DERRINGER,  1980;  SANTANA,  2007;

CARDONA, SANCHEZ, 2007).

Cerca de 80% de todo etanol produzido no mundo é obtido a partir de fermentação, a

parte  restante  vem  da  síntese  química  do  etileno  derivado  do  petróleo.  A aplicação  da

biomassa  em  novos  processos  para  o  desenvolvimento  biotecnologico,  utiliza  áreas  da

enzimologia,  com microrganismos  geneticamente  modificados  para  a  produção do etanol,

atualmente é uma das aplicações mais importantes no processo fermentativo (LIN; TANAKA,

2006).

A geração  do  álcool  por  fermentação  de  açúcares  por  microrganismos,  é  um dos

fenômenos mais conhecidos e estudados pela ciência, desde antigamente, onde civilizações

produziam bebidas resultantes da fermentação microbiana, como também ocorre atualmente

(PELCZAR et al.,  1996).  O que afirma este contesto foi  o primeiro estudo realizado por
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Antonie van Leewenhoek (1623-1723), que observou amostras de cerveja em fermentação em

seu  microscópio  rudimentar.  Já  Theodor  Schwann  constatou  que  as  leveduras  eram

responsáveis  pela  fermentação do álcool  em vinhos e  cervejas,  contradizendo a  teoria  da

decomposição  química  da  matéria  orgânica.  No  ano  de  1815,  Gay-Lussac  formulou  a

estequiometria da fermentação (Reação 1),  e Pasteur em 1863, demonstrou a fermentação

alcoólica era de natureza anaeróbia. As pesquisas começaram a culminar a partir de 1900,

onde  já  se  tinha  o  maior  entendimento  sobre  as  reações  enzimáticas  responsáveis  pelas

transformações  químicas  de  açúcar  em  etanol  e  gás  carbônico  no  interior  da  levedura

(KETCHUM, 1988; LIMA et al., 2001, VENTURA, 2007).

REAÇÃO 1. Reação estequiométrica da fermentação etanólica.

Fonte: VENTURA, 2007.

No termo geral a fermentação evidencia a degradação anaeróbia da glucose, ou outros

carboidratos, em vários produtos, de acordo com a características de diferentes organismos,

para  obter  energia  na  forma  de  ATP (Reação  2).  Ocorre  a  quebra  da  glucose  em  duas

moléculas de piruvato é o mecanismo biológico mais antigo para obtenção de energia a partir

de moléculas orgânicas combustíveis. Ao decorrer da evolução do curso, essa rota bioquímica

foi conservada.

REAÇÃO 2 - Esquema resumido da glicólise.
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Fonte: VENTURA, 2007.

O piruvato pode ter três destinos, mas o produzido na glicólise depende do tipo de

microrganismo e das rotas metabólicas. 

No caso das leveduras, o piruvato é convertido em etanol e CO2 em um processo de

dois  passos:  na  1°  reação o piruvato  sofre  a  descarboxilação em uma reação irreversível

catalisada  pela  enzima  piruvato  descarboxilase,  na  2°  reação,  a  ação  da  enzima  álcool

desidrogenase,  o  acetaldeído  é  reduzido  a  etanol,  na  presença  do  NADH (Reação  3).  A

levedura transforma glucose em etanol e CO2 e não em lactato (LEHNINGER et al., 2000).

REAÇÃO 3 - Destino do piruvato na fermentação alcoólica na levedura.

Fonte: VENTURA, 2007.

As leveduras fermentam vários açúcares, nestes estão inclusos os monossacarídeos

glicose,  frutose,  manose e  galactose,  bem como os dissacarídeos  maltose e sacarose e  os
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trissacarídeos rafinose e maltotriose. Os açúcares como amido e celulose são polissacarídeos

que não são metabolizados por leveduras (RUSSEL, 2003). 

Os agentes fermentativos agem de acordo com a necessidade de gerar energia para a

sua sobrevivência. Sendo assim, para as leveduras se desenvolver, o carboidrato oferecido

deve estar na forma de mono ou dissacarídeos, pois os microrganismos consomem estes para

a produção de ATP e como consequência a molécula de glicose é transformada em álcool com

desprendimento de CO2 (BAI, et. al., 2008). A reação envolvida no processo de fermentação

visando à produção de etanol está apresentada na Equação 1 (SOLOMONS, 1999).

EQUAÇÃO 1 - Reação envolvida no processo de fermentação do etanol.

C6H12O6 (aq)+Levedura fermentação
→

2C2H5OH (aq)+2CO2( g)

Fonte: LOPES, A. C. (2013)

A fermentação  alcoólica  constitui  em  seu  processo  basicamente  três  importantes

etapas: fermentação preliminar (multiplicação das leveduras), onde esta etapa deve ser curta

para  adaptação  da  levedura  ao  meio;  fermentação  principal  (desprendimento  de  gás

carbônico), nesta etapa ocorre intensa formação de álcool no meio (JUSTINO; MUTTON;

MUTTON, 2005).

Segundo Janzantti (2004), a principal etapa do processo de obtenção de aguardente é a

fermentação principal, nesta etapa ocorre formação de álcool decorrente da transformação de

compostos,  como o  açúcar  presente  no  mosto,  já  o  gás  carbônico  e  outros  produtos  são

responsáveis pela qualidade e defeito do produto.

O processo produtivo de aguardente é realizado principalmente, por batelada e utiliza

matérias primas açucaradas, entre elas o melaço e caldo de cana, e como agente fermentador a

levedura  Saccharomyces  cerevisae,  mas  outros  microrganismopodem  ser  utilizados

(DORNELLES; RODRIGUES, 2006).

  Em alguns  estudos  como  no  de  Cherubin  (2003), observa-se  o  comportamento

fisiológico de linhagens de  Saccharomyces cereviseae, e a queda da viabilidade celular era

resultado  de  estresses  provocados  pela  ação  da  temperatura,  teor  alcoólico,  autólise  e

liberação de aminoácidos, esses fatores propiciaram a elevação da contaminação de bactérias

e o estresse térmico.

Um fator importante no processo fermentativo é a temperatura, pois as leveduras são
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mais eficientes quando trabalham na faixa de temperatura entre 26 e 32°C (SILVA, 2000). Os

autores Stupielo e Hiorii (1981) e Nogueira e Venturini-Filho (2005) relatam que temperaturas

inferiores a 30-32°C prolongam o tempo de fermentação, levando à redução significativa na

atividade  fisiológica  das  leveduras.  Em  outro  estudo  Angelis  (1992)  relata  que  em  que

temperaturas abaixo das consideradas ideais é necessário um maior gasto de energia para que

a levedura complete o ciclo celular, podendo observar a redução do crescimento e incremento

do tempo de geração. 

Em  relação  a  temperaturas  muito  elevadas,  superiores  a  40°C,  ocorre  o

enfraquecimento do fermento ocasionando a inibição do crescimento celular, onde a maior

levedura  deixa  de  se  multiplicar,  sendo  assim,  perdendo  a  viabilidade  principalmente  na

presença do elevado teor de etanol. De modo semelhante esses autores observaram que essas

condições  são ótimas para o desenvolvimento de microrganismos contaminantes,  além da

perda de álcool ocasionado pela evaporação, e produção de diversos metabólitos.

A ocorrência da fermentação do meio é um fator pré-determinado pela concentração

de açúcares presentes, pois elevados teores no substrato leva a inibição da síntese de enzimas

respiratórias,  causando  a  inatividade  da  mitocôndria  celular.  Este  efeito  de  repressão  da

respiração das células de levedura é conhecido como Efeito Crabtree, este efeito sobre as

células ocorre graças a elevadas concentrações de açúcares (LEHNINGER, 2000).

A  presença  de  microrganismos  contaminantes  também  afeta  de  forma  direta  a

fermentação, pois estes não foram selecionados para a condução da produção de álcool, as

quais  destacam-se  fungos,  bactérias  e  leveduras,  prejudicando  o  processo  e  o  tempo  de

fermentação  que  acabam  se  estendendo  (CABRINI;  GALLO,  1999).  Entretanto  a

contaminação  bacteriana  é  considerada  o  maior  agente  estressante  do  processo,  pois  ela

compete com a levedura, consumindo os açúcares presentes no mosto (AMORIM, 1996), o

que  consequentemente,  observa-se  prejuízos  no  rendimento  da  fermentação  já  que  esses

degradam o açúcar do meio liberando metabólitos indesejáveis, como os ácidos orgânicos que

podem agir como inibidores da fermentação, e também causando a floculação do fermento

pela formação de bolhas e espumas (YKOYA, 1991; MUTTON, 1998).

Os  microrganismos  em  destaque  responsáveis  pela  redução  no  rendimento  da

fermentação alcoólica  são as  bactérias  pertencentes  aos  gêneros  Acetobacter,  Clostridium,

Aerobacter,  Streptococcus (AMORIM;  OLIVEIRA,  1982),  Pseudomonas,  Enterobacter,

Klebsiella,  Micrococcus,  Arthrobacter,  Corynebacterium,  Streptomices,  Actynomyces,

Leuconostoc,  Bacillus e  Lactobacillus, e  os  fungos  (leveduras  e  bolores)  como

Saccharomyces,  Torula,  Pichia,  Penicillium,  Aspergillus,  Cladosporium (BEVAN;  BOND,
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1971) e Candida (CABRINI; GALLO, 1999).

4.5.  Fermentação Alcoólica

A conversão de substrato oxidado (açúcares) em substrato reduzido (etanol), ocorre no

interior de microrganismos capazes de realizar a fermentação alcoólica, reações bioquímicas

reguladas  por  enzimas.  Quando  o  substrato  é  parcialmente  oxidado  gera  um  composto

orgânico reduzido, o que garante energia para a produção e manutenção celular garantindo um

equilíbrio oxidativo.

De maneira histórica, os microrganismos mais utilizados no processo de fermentação

alcoólica  têm  sido  as  leveduras  do  gênero  Saccharomyces,  dentre  essas,  Saccharomyces

cerevisiae a  principal  espécie.  Estas  leveduras  são  consideradas  como  GRAS  (generally

recognized as safe), podendo ser usadas como aditivo em alimentos para consumo humano e,

portanto, ideal para a produção de bebidas alcoólicas e fermento de pão. Entretanto outras

leveduras e algumas espécies de bactérias tem capacidade de produzir etanol como exemplo,

Zymomonas mobilis. 

Os açúcares fermentescíveis pelas leveduras são, glicose, frutose, manose e galactose,

que  são  os  monossacarídeos,  bem como  os  dissacarídeos,  maltose,  sacarose,  também os

trissacarídeos como rafinose e maltotriose, o que depende da capacidade da cepa. Já o amido e

a celulose são polissacarídeos não metabolizado pelas leveduras (RUSSELL, 2003).

Com o uso de ferramentas de biologia molecular, diversas linhagens recombinantes de

Saccharomyces são  estudadas  e  desenvolvidas  para  a  produção  de  etanol,  fazendo  assim

possível a construção de linhagens de  Saccharomyces cerevisiae capazes de crescer com o

amido como principal fonte de carbono, por introdução de genes de amilases. Esses trabalhos

buscam inserir  genes  para  produção  de  enzimas  amilolíticas  (α-amilase  e  glucoamilase),

visando construir cepas de leveduras capazes de degradar e hidrolisar o amido (ASHIKARI et

al., 1986; MORAES et al., 1995; SHIGECHI et al., 2004; CHENG et al., 2011). 

Na produção do etanol a principal via metabólica utilizada pelas leveduras, é a via 

glicolítica (Embden-Meyerhof): uma sequência de reações catalisadas por enzimas, em que

para cada molécula de glicose metabolizada, duas moléculas de piruvato são produzidas no

citoplasma da célula, como mostra o esquema da Reação 4 a seguir (BAI et al., 2008).

REAÇÃO 4. Via metabólica da fermentação de etanol em S. cerevisiae.
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Fonte: BAI et al. (2008).

Abreviações: HK: enzima hexoquinase, PGI: fosfoglucoisomerase, PFK: fosfofrutoquinase,

FBPA: frutose  bifosfato  aldolase,  TPI:  triose  fosfato  isomerase,  GAPDH: gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase, PGK: fosfoglicerato quinase, PGM: fosfoglicomutase, ENO: enolase,

Pyk: piruvato quinase, PDC: piruvato descarboxilase, e ADH: álcool desidrogenase. 

As  leveduras  são  consideradas  capazes  de  crescer  na  presença  ou  na  ausência  de

oxigênio,  ou  seja,  são  anaeróbios  facultativos.  Quando  o  oxigênio  é  suficiente  e  a

concentração de substrato é baixa, pouco ou nenhum etanol é produzido e a levedura segue a

fosforilação oxidativa (respiração aeróbia), com o oxigênio como aceptor final de elétrons. A

utilização dos açúcares ocorre para que haja produção de energia e crescimento celular, mas

quando há a ausência de oxigênio (anaerobiose) ou alta concentração de glicose, o etanol é o

principal produto final. Sendo assim a Saccharomyces cerevisiae pode alternar de respiração

para fermentação alcoólica,  onde em condições aeróbias  é o único modo de produção de

energia. No entanto, a fermentação alcoólica pode ocorrer mesmo na presença de oxigênio,
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conforme o efeito denominado Crabtree (CRABTREE, 1928), se a concentração de glicose

ultrapassa um valor limite crítico (que depende do microrganismo e da cepa de levedura),

devido à inibição da síntese de enzimas respiratórias (VAN DIJKEN e SCHEFFERS, 1986).

Deste  modo  em condições  anaeróbias  ou  em  elevada  concentração  de  glicose,  o

piruvato é reduzido a etanol com a liberação de dióxido de carbono. Em tese, pode ser obtido

até 51,1 % de etanol e 48,9 % de CO2 em base mássica, em relação à glicose metabolizada, e,

ainda,  são  produzidos  na  glicólise  dois  moles  de  ATP (adenosina  tri-fosfato)  por  mol  de

glicose, usados para a manutenção energética das células, conforme ilustrado na Reação 5 a

seguir:

REAÇÃO 5. Manutenção energética das células, piruvato reduzido a etanol com a liberação
de dióxido de carbono.

Esta equação química mostra que a glicose produz partes aproximadamente iguais de

dióxido  de  carbono  e  etanol  e  ainda  libera  energia.  Parte  da  energia  é  usada  para  o

metabolismo celular e parte é perdida na forma de calor. Esta relação, porém, ignora que parte

da glicose será destinada para o crescimento da levedura e que existem outros metabólitos

produzidos (RUSSELL, 2003).  

Alguns subprodutos,  tais  como glicerol,  ácidos orgânicos  e  álcoois superiores,  são

produzidos em pequena quantidade em relação à quantidade de etanol, pois a produção destes,

bem como o crescimento e manutenção celular, inevitavelmente, direciona intermediários da

via glicólica para as vias metabólicas correspondentes, diminuindo a produção de etanol. A

eficiência  de  conversão  em  etanol  na  indústria  é  calculada  tendo  como  referência  o

rendimento  de  51,1%, chega a  90-93 %, devido ao  crescimento  celular  e  à  produção de

produtos finais de metabolismo secundário (INGLEDEW, 1999).  

O glicerol é um subproduto da fermentação alcoólica da  Saccharomyces cerevisiae,

com o papel de manter o balanço redox citossólico da célula, especialmente em condições

anaeróbias,  compensando  as  reações  celulares  produzidas  (NADH  VAN  DIJKEN  &

SCHEFFERS, 1986). O glicerol atua, ainda, na pressão osmótica do meio e seu acúmulo é

muito  importante  para  a  sobrevivência  durante  o  estresse  osmótico.  O  aumento  da
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temperatura,  entre  outros  estresses,  faz  com  que  a  célula  de  levedura  produza  maiores

quantidades  de  glicerol.  Industrialmente,  em uma  fermentação  de  etanol  combustível,  os

níveis de glicerol podem chegar a 15 g/L (RUSSELL, 2003). 

O  principal  produto  secundário  entre  os  ácidos  orgânicos  é  o  ácido  succínico,

resultante final da fermentação alcoólica. O ácido pirúvico, málico, fumárico,  oxalacético,

cítrico,  α-cetoglutárico,  glutâmico,  propiônico,  lático  e  acético  também  são  produzidos

durante a fermentação alcoólica, mas em quantidades ainda menores. Alguns destes ácidos

orgânicos são acumulados devido às enzimas que atuam na operação limitada do ciclo do

ácido  cítrico.  Muitos  destes  ácidos  podem afetar  bebidas  fermentadas,  alterando o  sabor,

podendo, ainda, ser convertidos em ésteres (INGLEDEW, 1999).

4.6.  Produção e Usos Alternativos do Mel

A produção mundial do mel tem uma tendência crescente dentro das exigências de

padrões elevados pelos consumidores. Essa progressiva sofisticação leva a regulamentação do

mercado reduzindo o espaço para novos produtores, que tendem a atender todas as normas

técnicas, onde muitos originam de países com frágeis estruturas de produção, comercialização

e vigilância sanitária (BRASIL, 2007).

De acordo com Pereira et al. (2003), em 1983 houve um aumento na produção de mel,

apesar de variações em diversos países industrializados, esta crescente demanda é atribuída ao

aumento do número de colmeias, mas também por maior interesse da população por produtos

naturais e saudáveis.

O  crescimento  da  produção  de  mel  brasileiro  é  muito  significativo,  devido  à

diversificada  flora  em toda  extensão  territorial  e  pelas  condições  climáticas  marcantes  e

favoráveis, o que possibilita a produção de mel uma vez por ano (ARRUDA et al., 2004).

Segundo Paula (2008) o Brasil tem domínio no cenário apícola devido ao controle na

metodologia  aplicada  e  no  manejo  das  abelhas  africanizadas.  Essas  abelhas  são  muito

resistentes a doenças, e dispensam uso de medicamentos. E a diversidade da flora natural livre

de  contaminantes  agrotóxicos  dá  ao país  uma  vantagem  em  relação  aos  demais  países

concorrentes.

O amadurecimento na atividade apícola visto de maneira profissional mostra que ainda

existe  grande  potencial  não  explorado  que  pode  aumentar  a  produção  e  incrementar  o

agronegócio (LENGLER; RATHMANN, 2006).

O mel vem sido testado com êxito, principalmente na mistura em alguns produtos,

como iogurte e biscoitos pela indústria alimentícia, devido às suas qualidades antissépticas e
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cicatrizantes. Além da vasta utilização na indústria alimentícia destacasse também como base

de  diversos  produtos  de  higiene  e  cosméticos  como:  xampu,  condicionadores,  sabonetes,

cremes, loções e óleos (ALMEIDA; CARVALHO, 2009).

O mel é considerado um ingrediente de autovalor e funcional para os cervejeiros. O

tipo de cerveja que se pretende produzir, com características sensoriais do mel, vai depender

da etapa do processo em que o mel será adicionado, da quantidade do mel a se acrescentar e

do tipo de mel utilizado. Segundo os autores estudo sensoriais revelam que o mel diminui a

percepção de acides e o sabor amargo da bebida.

Brownig, Walker III e Hansen (2010) relatam o uso do mel na produção de cerveja,

onde os açúcares de que é constituído contribuem com um aroma e o sabor próprio, o que

torna o atrativo ao consumidor assim agregando valor ao produto. De acordo com os autores

do ponto de vista técnico, para o processo de fabricação da cerveja pode ser usado qualquer

tipo de mel, pois cada tipo de mel contribui para o produto final com características sensoriais

diferentes. 

A produção de bebidas alcoólicas como a aguardente de mel é apresentada como uma

forma de otimização no aproveitamento do mel que não se enquadra aos padrões exigidos

pela legislação em vigor (SBRT, 2010).

Nas áreas rurais são desenvolvidos muitos produtos como a cera de abelha, a própolis,

o pólen a geleia real com maior valor agregado que o mel, ainda que em pequeno volume é

um complemento a renda dos apicultores, a apitoxina, a manteiga com mel, o iogurte com

mel, os locores, os doces, os sorvetes, os cosméticos, o hidromel entre outros (CORTOPASSI-

LAURINO; GELLI, 1991, SEBRAE, 2010)

O hidromel é uma bebida alcoólica tradicionalmente resultada da ação fermentativa

das leveduras do gênero Saccharomyces no mosto do mel diluído em água enriquecida de sair

minerais  (CRANE,  1993;  AQUARONE  et  al.,  2007;  NAVRÁTIL  et  al.,  2001).  Já  na

legislação nacional (BRASIL, 1997) é dada a seguinte definição: hidromel é a bebida com

graduação alcoólica de 4 a 14% em volume, a 20°C, obtida pela fermentação alcoólica de

uma solução de mel de abelha, sais minerais e água potável. Podendo ser classificado em

seco, licoroso, doce e espumoso, segundo sua tecnologia de fabricação.  

No Brasil o hidromel pode ser produzido em diferentes regiões de maneira artesanal

sem  equipamentos  sofisticados,  quando  comparados  a  atual  produção  de  vinhos  de  uva

(MATTIETTO et al., 2006). 

 Nos trabalhos de Cheung e Gerber (2009) e Dantas et al. (2009), eles verificaram que

os  consumidores  do  mel  de  abelhas  associam  seu  consumo  ao  bom  funcionamento  do
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organismo com as propriedades do alimento/medicamento.

A  utilização  do  mel  também  tem  sido  em  larga  escala  como  ingredientes  em

alimentos,  como constituinte de nutracêuticos e na linha de cosméticos (SATO; MIYATA,

2000; HOSNY; EL-GHANI; NADIR, 2009). De acordo com Matsuda e Sabato (2004) o mel é

bem aceito em preparações como medicamentos, temperos para saladas, por ser considerado

um  alimento  prebiótico  é  utilizado  na  indústria  de  laticínios,  bebidas,  doces  e  produtos

confeitados.

Trindade et al. (2007) introduziram a glicose de mel silvestre no sorvete, e avaliaram

aceitabilidade,  como  forma  de  implementar  o  mel  na  alimentação.  O  uso  do  mel  como

substituto da glicose de milho não alterou a qualidade do sorvete, o atributo deu-se ao valor

nutricional agregado.

A crença de efeitos curativos e cicatrizantes do mel se faz nos dias atuais, quando

acrescentados em várias receitas medicas no tratamento,  limpeza e cicatrização de feridas

infectadas  por  microrganismos,  já  que  estudos  apresentam  seu  potencial  antimicrobiano

relacionado  ao  seu  efeito  osmótico  devido  a  concentração  de  açúcares  (MOLAN,  1992;

SHEIKH et al., 1995).

Segundo Alves et  al.  (2008) sugeriram em ensaios com ratos  Wistar  submetidos à

exérese de pele, que parte é da eficiência do mel de abelha em melhorar a cicatrização de

feridas, mas também pode se atribuir a ação da defesa imunológica orgânica tecidual, além da

sua  atividade  microbiana  e  seus  efeitos  regulatórios  sobre  a  cicatrização  das  feridas,

relacionados aos açúcares, fatores ainda desconhecidos induzam a liberação de citocinas.

Amendola et al. (2003) concluíram que o mel é realmente adequado como conservante

de ossos, ao avaliar a conservação do osso canino em mel, como implante em defeitos ossos

em cães, onde o mel manteve o material livre de agentes patogênicos preservando a rigidez

óssea. 

Mediante ao interesse nacional e internacional pelo mel e sua aplicação em diferentes

áreas  indústrias,  os  autores  Guez et  al.,  (2013) realizaram um estudo de prospecção para

avaliar  o  panorama mundial  da  proteção  de  processos  e  produtos  relacionados  ao  mel  e

especificamente  associado a  produtos  alcoólicos,  relacionando os  documentos  de patentes

depositados, pesquisadores e países que realizam o deposito de patentes, assim como, em qual

área industrial está sendo explorado o mel associado com álcool para preparo de formulações

alimentícias, farmacêuticas, etc. A Figura 1 a seguir revela a distribuição das principais áreas

tecnológicas de aplicação de produtos de mel associados ao álcool.
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FIGURA 2. Principais áreas tecnológicas de aplicação de produtos de mel associados ao

álcool.

De acordo com este estudo percebe-se que o mel e produtos associados ao álcool estão

agrupados na sua maior parte na indústria farmacêutica e na área de alimentos e bebidas,

concluindo que a  tendência de depósito  de patentes  na área de mel  e  derivados,  está  em

verdadeira  ascensão,  por  se  tratar  de  um  produto  natural,  com  múltiplas  características

funcionais que se enquadram nas exigências do mercado consumidor. Independente da forma

comercial que é apresentado, essa tendência estimula o desenvolvimento de novos produtos e

tecnologias, refletindo nas diferentes áreas de aplicação (GUEZ et al., 2013).

4.7.  Espectrometria no Infravermelho

A  designada  radiação  infravermelha  (IR)  equivalem  à  parte  do  espectro

eletromagnético situada por volta das regiões do visível e das micro-ondas. A região de maior

utilidade na química orgânica corresponde ao número de onda entre 4000 e 400 cm−1. Ainda

existem regiões do infravermelho próximo 14290 a 4000 cm−1 e do infravermelho distante

700 a 200 cm−1 que tem conquistado a atenção em trabalhos na literatura atual. O número de

ondas  ou  frequência  de  uma  absorção  depende  das  massas  relativas  dos  átomos,  das
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constantes de força das ligações e da geometria dos átomos (SILVERSTEIN E WEBSTER,

2000). 

De  acordo  com  Silvestein  e  Webster  (2000),  desde  o  final  da  década  de  90  a

espectrometria com transformações de Fourier (FTIR), tem sido desenvolvida, e apresenta

diversas  vantagens  em relação aos  instrumentos  que  apenas  utilizam a  espectrometria  de

infravermelho por  dispersão.  Tais  vantagens  podem ser  citadas  como a não utilização de

monocromadores,  sendo a totalidade da faixa de radiação passando simultaneamente  pela

amostra,  gerando  um  enorme  ganho  de  tempo,  e  também  permitindo  uma  resolução

extremamente alta do espectro, além de facilitar na manipulação dos resultados.

As bandas de interesse para este trabalho de caracterização por FTIR podem ser dadas

conforme a Tabela 2.

TABELA 2. Bandas  de  absorção  em regiões  de  interesse  para  os  compostos  químicos-

infravermelho.

Número de onda (cm−1) Característica da banda
650 - 900 Presença de aromáticos

2840 - 3000 Parafínicos - Deformação axial de C-H
1350 - 1500 Parafínicos - Deformação angular C-H

721 Parafínicos - Deformação angular

assimétrica de CH2

2990 - 3100 Naftênicos - Deformação axial de C-H
1442 - 1468 Naftênicos - Deformação angular de C-H
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1600 - 1670 Olefínicos lineares - Deformação axial de

C=C
1900 - 2000 Olefínicos cumulados - Deformação axial de

C=C
Acima de 3000 Olefínicos - Deformação axial de C-H

650 - 1000 Olefínicos - Deformação angular de C-H
3550 - 3620 Presença de OH livre

3200 - 3450; 1000 - 1200 Presença de OH em ligação hidrogênio
3200 - 3550; 3623; 3077; 3600; 3100 Álcoois - Deformação axial de O-H

1000 - 1260 Álcoois - Deformação axial de O-C
1330 - 1420; 650 - 769 Álcoois - Deformação angular de O-H

650 - 1000; 1400; 1650 - 1700; 3000 - 3100 Presença de C=C
700 - 750; 3180 - 3220 Presença de C≡C

1580 - 1825 Presença de C=O
1000 - 1050 Presença de O=S=O

1150 - 1180; 1250 - 1280 Presença de SH
1300 - 1400; 1500 - 1600 Presença de NO2

700 - 750; 3180 - 3220 Presença de C≡N
3220 - 3580 Presença de NH2NH

2350 Deformação axial assimétrica de CO2

Fonte: Silverstein e Webster, 2000.
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5. MATERIAIS E MÉTODOS

As amostras de mel para a fermentação foram de quatro méis silvestres em estágios

diferentes de armazenamento, de um único fornecedor, da cidade de Prudentópolis – PR (25º

12' 47" S, 50º 58' 40" O) da empresa Multi Flora. A data de acondicionamento dos méis esta

identificada nas embalagens, que marcam de maio de 2015, respectivamente destinadas em

potes de 1 kg. 

As Figuras 3 e 4 a seguir, apresentam imagens das amostras de resíduo de mel em

diferentes estágios de fermentação no momento da coleta.

FIGURA  3.  Imagens  das  amostras  de  resíduo  de  mel  em  diferentes  estágios  de

armazenamento no momento da coleta.

FIGURA 4.  Imagem das Amostras  de resíduo de mel  silvestre  em diferentes  estágios de

armazenamento. (Respectivas amostras: D, A, B e C).

5.1.  Avaliação dos Parâmetros Físico-Químicos:

Para a produção de álcool a matéria prima utilizada foram quatro amostras de resíduo

de  mel  silvestre  em diferentes  períodos  de  fermentação,  com características  visivelmente

diferentes, um mel claro outro escuro, um com formação de bolhas e cristalização. Para a

avaliação  das  amostras  foram  efetuados  testes  físico-químicos  para  posteriormente
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fermentação com a cepa Escherichia coli ATCC  25922.

5.2.  Potencial Hidrogeniônico (pH) 

A determinação do pH foi realizada pelo método do papel indicador de pH (Merck). O

papel foi imerso nas amostras de mel e determinou-se o valor de pH pela comparação da

coloração do papel  indicador  mergulhado nas  amostras  com o padrão  que acompanha os

papéis indicadores.

5.3.  Açúcares Redutores (AR)

Para a determinação de açúcares redutores (AR) nas amostras de mel foi utilizada à

metodologia analítica de titulação de Lane-Eynon, que consiste no uso do licor de Fehling

(solução A + solução B). No método supracitado, o Cu2+
(aq), azul característico do íon cúprico

do reativo de Fehling (solução alcalina de sulfato de cobre em tampão de tartarato duplo de

sódio e potássio) é reduzido a óxido cuproso Cu+
(aq), um precipitado de óxido de cobre de

coloração  tijolo.  Para  proceder  à  determinação  de  AR,  foram preparadas  as  soluções  de

Fehling A, composta de sulfato de cobre e hidróxido de sódio, e Fehling B, composta de sal

duplo  de tartarato  de sódio  e  potássio,  com a  função de  complexar  os  íons  de cobre  na

solução. Ao proceder o aquecimento destas soluções, ocorreu a oxidação dos açúcares bem

como a redução do cobre, resultando no precipitado da titulação (TAVARES et al., 2010).

 O Licor de Fehling foi obtido na titulação por meio da mistura das soluções A e B. A

solução  A foi  obtida  pela  dissolução  de  34,639g  de  sulfato  de  cobre  penta  hidratado

(CuSO4.5H2O) em 500 mL de água destilada. A solução B foi obtida pela dissolução de 173g

de tartarato duplo de sódio e potássio (NaKC4H4O6.4H2O) em 250 mL de água destilada e 250

mL de solução de hidróxido de sódio a 20% (m/v), preparada pela dissolução de 50 g de

NaOH em 250 mL de água destilada. As soluções de Fehling A e B foram padronizadas com

uma solução de D-glicose a 1% (m/v), a qual foi o analito no interior da bureta.

 Procedeu-se  a  titulação  para  padronização  dos  Fehling,  sendo  esta  realizada  em

triplicata e o valor médio do volume gasto foi utilizado para determinar o Fator de Fehling

(F), o azul de metileno indica o ponto final da titulação. Como mostra a Equação 2 a seguir:
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EQUAÇÃO 2 - Padronização dos Fehling.

F=
V .P
100

Em que F = fator  dos Fehling; P = massa da amostra;  V = quantidade de mL gastos na

titulação.   

Para a determinação de açúcares redutores (AR), procedeu-se as titulações, onde a

amostra da Figura 3 foi gotejada na mistura dos Fehling (solução de Fehling A + solução de

Fehling B). Todas as análises foram realizadas em triplicata. A Equação 3 mostra o cálculo

realizado para esta determinação:

EQUAÇÃO 3 - Determinação de açúcares redutores (AR).

AR=
100. A .F
V . P

Onde: A = diluição da amostra; F = padronização dos Fehling, Fator Fehling; P = massa da

amostra em g; V = volume em mL gastos na titulação.  

5.4.  Teor de açúcar na escala Brix

Este método cientifico, constitui-se de um método físico para medir a quantidade de

sólidos  solúveis  presentes  em  uma  amostra.  Baseia-se  em  um  sistema  de  graduação  de

aparelhos  especialmente  para  ser  utilizado  na  indústria  açucareira,  mais  precisamente  na

análise de açúcares em geral que estejam em solução. As análises foram feitas de acordo com

Spencer  e  Mead (1945).  As amostras  preparadas  a  uma concentração final  de 1% foram

aplicadas diretamente no aparelho a uma temperatura de 25°C e feita as leituras (SILVA, et

al., 2003). Para determinação do °Brix, a amostra foi colocada no refratômetro e estimado seu

valor quando a o valor atingia a metade, como representado na Figura 5:
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FIGURA 5: Desenho representativo da análise de °Brix.

6. Cultivo da bactéria Escherichia coli  

 A bactéria Escherichia coli utilizada foi a cepa padrão ATCC 25922, desidratada por

processo de liofilização, e armazenada a temperatura de -20° C, para manter a estabilidade

genética e garantir a ausência de contaminação.  As cepas de E. coli foram cultivadas em meio

líquido específico para o seu crescimento, contendo peptona, lactose, bile bovina, cloreto de

sódio, fosfato de potássio dibásico e fosfato de potássio monobásico. Posteriormente, foram

incubadas em estufa bacteriológica, a temperatura de 36°C, em pH neutro. 

7. Pasteurização

 As  quatro  amostras  de  resíduo  de  mel  foram  submetidas  a  tratamento  térmico

(pasteurização) conforme a portaria nº6 de 25 de julho de 1985 do Ministério da Agricultura,

Pecuária e Abastecimento. Após a pasteurização foi retirada uma alíquota de cada amostra

(pasteurizada e  in natura) para a realização das análises. Posteriormente acondicionados em

recipientes estéreis e armazenados em geladeira a 6ºC, baseado na técnica de Bauer et al.

(1966).  Na  pasteurização  do  mel  respeitaram-se  os  seguintes  tempos  e  temperaturas

apresentados na Tabela 3:

TABELA 3. Pasteurização das amostras do resíduo de mel.

Tempo Temperatura (°C)
470 min 52
170 min 54,5
60 min 57
22 min 59,5

10,3 min 65,5
1 min 68
24 seg 71,1

8. Fermentação

A fermentação dos resíduos de mel foi realizada utilizando as seguintes condições: a
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quantidade de mel para produção de mosto com 10 Brix foram adicionados em 50 mL de H2O

destilada,  e  adicionado  10% de  E.  Coli V/V,  tempo de  fermentação de  0  a  120 horas  e

temperatura de 36ºC.

Uma amostra para o branco foi preparada pela dissolução de 13 g de mel em 50 mL de

H2O para a determinação do teor de álcool gerado pela fermentação natural do resíduo.

O processo fermentativo dos resíduos de mel ocorreu em três tipos de métodos; onde

inicialmente utilizou-se erlenmeyer e kitassato para o processo semi anaeróbico em estufa. O

terceiro método aplicado foi com erlenmeyer em câmara de anaerobiose.

A Figura 6 a seguir, apresenta a ilustração dos métodos utilizados: (1) erlenmeyer e (2)

kitassatos interligados, no processo semi anaeróbico em estufa, (3) erlenmeyer em câmara de

anaerobiose.

FIGURA 6. Ilustração dos métodos utilizados para fermentação em processo semi anaeróbico

em estufa e câmara de anaerobiose.

9. Destilação

A separação  do  álcool  do  concentrado  fermentado  pela  E.  coli foi  realizada  por

sistema de destilação simples. A separação ocorreu por diferenças entre os pontos de ebulição,

onde a temperatura ideal para destilação do etanol foi de 70 °C. 

O  mosto  foi  adicionado  ao  balão  de  destilação  e  aquecido  na  manta  térmica  à

temperatura de 70 °C. O processo de destilação ocorreu por um período de aproximadamente

2 h, até o ponto em que se conseguiu manter a temperatura constante em 70 °C, após o início

de variação da temperatura a destilação foi interrompida. 

 

9. Quantificação do Teor de Etanol no Destilado Bruto (°GL)

       Para determinação do teor de etanol foi utilizado um refratômetro da marca  Kasvi e

modelo K52-080 Uma gota contendo o álcool destilado foi adicionada ao refratômetro e foi

http://www.lojasynth.com/kasvi
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1NHXL_enBR715BR715&espv=2&biw=1366&bih=638&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwictbfiqvfSAhXHGpAKHdMeDTkQvwUIFygA
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determinado o teor de álcool por meio da leitura direta da escala.

 

10. Caracterização do etanol

Para  a  análise  físico-química  do  álcool  obtido,  foi  utilizado  o  método  analítico  de

espectroscopia  de  infravermelho  com  aplicação  da  técnica  de  transformadas  de  Fourier

(FTIR-ATR) com fluoreto de cálcio. O método tem como característica a determinação dos

grupos funcionais do material. A análise se baseia na técnica de que as ligações químicas das

substâncias  possuem frequências  de  vibrações  especificas.  Os espectros  foram obtidos  na

faixa do infravermelho entre 400 e 4000 cm-1).
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11. RESULTADOS E DISCUSSÃO

11.1. Caracterização Físico-Química

A Tabela 4 apresenta as características físico-químicas determinadas para os resíduos de

méis silvestre estudados. Os resultados obtidos são a média da triplicata.

TABELA 4. Características físico-químicas dos resíduos de méis silvestres oxidados. 
Características Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D

pH

AR (%)

6 ± 0,00

81,9 ± 0,20

6 ± 0,00

54,4 ± 1,10

6 ± 0,00

43,4 ± 0,71

6 ± 0,00

67,2 ± 0,62
°Brix Total (%)

°GL (%)

77,0 ± 2,00

17,5 ± 0,50

55,7 ± 0,15

14,0 ± 0,90

70,6 ± 0,20

17,0 ± 0,30

50,8 ± 1,06

12,0 ± 0,30

Os valores  de  pH determinados  indicam que  não houve variação deste  parâmetro

quando é feita a comparação entre os resíduos de mel, entretanto, os valores não estão de

acordo com a literatura. Os autores Bogdanov (1997), Oddo e Piro (2004), afirmam que o pH

do mel pode variar entre 3,5 e 5,5, devido a presença de ácidos orgânicos. A diferença entre os

resultados deste trabalho com aqueles da literatura, pode estar relacionado com a diferença de

qualidade do mel deste estudo, pois se trata de resíduo de mel. 

Este pH básico obtido pelas amostras de resíduo também pode estar relacionado com a

acidez livre devido a ocorrência de ação de tamponamento de ácidos e minerais que estão

presentes no meio (IURLINA; FRITZ, 2005) variando entre 0,04% em méis claros e 0,2% em

méis escuros (ANKLAM, 1998), em pequenas quantidades de cálcio, magnésio, sódio, cobre,

ferro,  manganês,  enxofre,  chumbo,  zinco,  fosforo,  potássio  que  são  os  minerais  mais

abundantes no mel (BOGDANOV et al., 1997, OLLAITAN et al., 2007).

A análise de pH não é obrigatória para avaliação da qualidade do mel, no entanto, foi

realizada como parâmetro complementar para a avaliar a acidez total. Segundo Crane (1993)

o valor de pH pode estar relacionado com a composição floral das áreas de coleta, uma vez

que o pH do mel pode ser influenciado pelo pH do néctar, além das diferenças na composição

do solo ou a associação de espécies vegetais para a composição final do mel. O que torna

evidente que esses fatores estão relacionados com o resíduo de mel.

Os valores ideais do pH recomendado para o processo fermentativo estão na faixa de

3,5 a 4,5. Angelis (1992) também cita que as leveduras são células acidófilas, ou seja, são

tolerantes a variação do pH, e podem trabalhar em faixas de pH variantes entre 2,4 a 8,6. 

Sendo assim dados relevantes, o que torna os resíduos de méis com pH 6, atrativo para
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o processo fermentativo com a utilização de leveduras, já que estas podem trabalhar em faixas

variáveis de pH. 

 A matéria  prima  com pH 6  podem ser  ótimos  substratos  para  o  crescimento  de

microrganismos, pois Gallo e Canhos (1991) relatam que devido aos altos teores de nutrientes

orgânicos  como  glicose  e  frutose,  e  inorgânico  como  nitrogênio,  fósforo  e  potássio,  alta

atividade de água, pH superior a 4,5, além da temperatura utilizada nos processos industriais

de fermentação, propiciam o crescimento desses organismos.

 Em relação aos critérios de composição, tanto no resíduo de mel claro quanto no

resíduo de mel escuro, não estão de acordo com os valores estabelecidos pelo Decreto-Lei n°

214/2003 de 18 de setembro, pois as diferenças entre as amostras quanto a sua cor escura,

verifica-se que, méis escuros apresentam pH mais básico, já que a lei implica em um pH mais

ácido para méis claros, sendo assim, os resíduos de mel apresentam menor acidez quando

comparados aos méis que se enquadram nas exigências.

Os  valores  de  porcentagem  de  açúcares  redutores  foram  menores,  do  que  os

encontrados por Olaitan et al. (2007), que avaliaram os constituintes maioritários do mel, os

hidratos de carbono, que correspondem cerca de 95% a 99% da matéria seca. Os hidratos de

carbono são (38,4%) de frutose, (1,3%) de sacarose e cerca de 12% de outros (IURLINA;

FRITZ,  2005).  Isso  ocorreu  provavelmente  pelo  consumo  de  açúcares  do  processo

fermentativo, causado por microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras

considerados microbiota normal dos méis e estão relacionados à segurança deste alimento,

pois se envolvem em atividades de deterioração, produção enzimática, toxinas, produção de

vitamina  e  aminoácidos  que  estão  relacionados  a  fatores  de  crescimento  e  inibição  de

microrganismos competitivos,  além da conversão metabólica dos alimentos (SILVA et al.,

2008).

Pela  técnica  de  cromatografia  realizada  por  Lazaridou  et  al.  (2004),  estudaram a

composição dos açúcares e encontram em suas amostras de méis níveis relativamente baixos

de sacarose o que indica que a seleção do mel ocorreu em estágio avançado de maturação,

podendo relacionar este estudo com as amostras residuais, já que se encontram em estágio de

oxidação avançado. 

Segundo Anklam (1998) o conteúdo superior de açúcar no mel escuro (71,43%) pode

estar relacionado a proporção de glucose e frutose. Este estudo fornece indicações sobre o

estado de cristalização do mel, ou seja, quando o conteúdo de frutose é superior ao de glucose

o mel apresenta-se fluido (DE RODRIGUES et al., 2004; FINOLA et al., 2007). Sendo assim

como as  amostras residuais  (D e C) analisadas  se  apresentavam fluidas  (Figura 8 e 9 da
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metodologia), provavelmente o conteúdo de frutose destes são superiores ao de glucose em

relação às amostras residuais (A e B), já que estas apresentam-se no estado cristalizado.

A presença de água no mel é um fator influente nos processos indesejáveis, Lazaridou

et al. (2004). Gleiter, Horn e Isengard (2006), afirmam em seus estudos que o mel no estado

cristalizado apresenta maior teor de água, e que a atividade da água depende principalmente

do teor de glicose, pois o aumento do teor de água em soluções supersaturadas de glicose em

fase líquida tem tendência a cristalizar, o que permite que os microrganismos se multipliquem

ocorrendo  a  fermentação,  descrevendo  o  provável  acontecimento  com as  amostras.  Entre

todos os resultados, a amostra residual (A), foi a mais significativa, pois apresentou 81,9% de

açúcares redutores, a qual provavelmente tenha maior conteúdo de glucose, por se apresentar

no estado cristalizado.

 O teor de açúcares redutores é uma informação fundamental para que o mosto possa

ser preparado de forma correta, pois, estes açúcares serão convertidos em álcool pela ação da

bactéria. No entanto as amostras analisadas se tratavam de resíduos, que já se encontravam

em processo de fermentação evidenciando a presença de álcool, devido a ação da microbiota

normal do mel. Snowdon e Cliver afirmam que a elevada contagem de leveduras encontradas

no  mel  o  tornam improprio  para  o  consumo,  não  podendo  ser  comercializado,  devido  a

ocorrência  da  fermentação  com aparecimento  de  ácido,  gás  e  outros,  pela  utilização  dos

açúcares presente.

A quantificação  dos  açúcares  redutores  e  do  °Brix,  é  possível  estabelecer  uma

avaliação e controle do processo fermentativo para produção de álcool, mas diante do estado

oxidação das amostras se tornam resultados relevantes, sendo possível avaliar a conversão da

amostra de modo gradativo, em que os açúcares foram convertidos em gás carbônico e álcool,

como também ocorre no processo industrial para obtenção do álcool.

Os  açúcares  apresentam  resultados  semelhantes  aos  encontrados  por  Silva  et  al.

(2004), que avaliaram diferentes métodos para determinar e quantificar açúcares no mel e

obteve valores que variaram de 78,3 a 85,0 °Brix. O que indica que a amostra residual (A)

apresenta porcentagem (77%) menor, porém a mais próxima dos valores citados pelo autor,

que apresenta maior teor de açúcares redutores quando comparado aos resultados das demais

amostras.

11.2. Fermentação em sistema semi anaeróbico com erlenmeyer

Na Figura 7 estão apresentados os dados para a fermentação dos resíduos de mel em

sistema semi anaeróbico.
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FIGURA 7. °GL (%) com 72 horas de fermentação e 10% de concentração de E. coli.

Analisando a Figura 9, é possível perceber a produção de álcool com concentração de

10% de Escherichia coli ao longo do tempo de 72 horas das quatro amostras de mel oxidadas

(A, B, C e D).

Todas as amostras de mel oxidado obtiveram o maior teor de álcool no tempo de 72

horas  de fermentação com concentração de 10% de  E.  coli nos  testes  iniciais.  Dentre  as

amostras a que se destaca com maior teor de álcool foi a amostra (D) com 73% (Figura 5 da

metodologia),  mesmo não sendo a amostra de mel há apresentar a maior porcentagem de

açúcares  redutores  (Tabela  2  da  metodologia).  Considera-se  que  a  amostra  residual  (D),

apresentava-se, portanto, com aspecto fluido em relação às demais amostras de mel, podendo

assim relacionar a frutose como um componente assimilado quantitativamente pela bactéria

ao  longo do tempo de  fermentação.  Já  que  a  frutose  é  o  carboidrato  mais  abundante  na

composição dos méis fluidos segundo Lazaridou et al. (2004), pois a fermentação ocorre pela

transformação  dos  açúcares,  sendo  estes  no  mel  a  frutose  o  carboidrato  mais  abundante

(Tabela 1 da metodologia).

Portanto os resultados  de álcool obtido em concentração de 10% de  E. coli,  estão

correlacionados  aos  resultados  da  concentração  de  açúcar  de  cada  amostra,  pois  todas
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apresentam uma quantidade sugestiva de açúcares (Tabela 2 da metodologia), mesmo não se

enquadrando no estudo feito  por  Silva  et  al.  (2004),  onde em seu  estudo os  valores  dos

açúcares variaram de 78,3 a 85,0 °Brix. 

11.3. Teor de álcool das amostras em função do tempo de fermentação 

Na Figura 8 estão os resultados do teor de álcool para a fermentação da amostra de

mel  D.  A fermentação  foi  realizada  em  erlenmeyer  em  sistema  semi  anaeróbico  com

concentração de 10% V/V de Escherichia coli ao longo do tempo de 0 a 120 horas da amostra

de álcool (D).
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FIGURA 8.  °GL (%) da amostra de mel (D), obtida por fermentação em concentração de

10% de E. coli nos tempos de 0 a 120 horas.

É possível analisar pela Figura 8 que a produção do álcool aumentou ao longo do

tempo, onde o pico fermentativo com concentração de 10% de E. coli foi às 72 horas, após

ocorreu um declínio na produção que se estende até as 120 horas.

Esta  produção ao  longo do tempo das  120 horas  foi  de forma direta,  ou  seja,  os

açúcares existentes foram fermentados sem adição de componentes auxiliadores, como ocorre

na  fermentação  com  leveduras.  A  bactéria  foi  agindo  conforme  sua  necessidade  de
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sobrevivência,  ou  seja,  a  amostra  residual  (D)  de  0  há  72  horas  forneceu  nutrientes

necessários para produção de etanol. Após esse tempo, houve um declínio na produção, onde

o agente fermentativo consumiu os nutrientes do meio.

Um fator de relevância no processo fermentativo é a temperatura, segundo os autores

Stupielo e Hiorii (1981), Nogueira e Venturini-Filho (2005) temperaturas inferiores a 30-32°C

prolongam o tempo de fermentação, levando a redução significativa da atividade fisiológica

das leveduras. Sendo assim, a temperatura de 36°C em que ocorreu o processo de fermentação

com E. coli está acima da temperatura citada pelos autores, podendo haver relação no declínio

do processo após 72 horas.

O declínio também pode estar relacionado a presença de ésteres oriundos de produtos

secundários do processo fermentativo. Ingledew (1999) menciona que o ácido succínico é o

principal  produto  secundário  entre  os  ácidos  orgânicos,  mas  também  é  produzido  em

quantidade  menores  de  ácido  pirúvico,  málico,  fumárico,  oxaloacético,  cítrico,  α-

cetoglutárico, glutâmico, propiônico, lático e acético, onde alguns destes ácidos orgânicos são

acumulados devido à atuação de enzimas pela limitada do ciclo do ácido cítrico, onde muitos

destes ácidos podem intervir no produto final e podendo ainda ser convertidos em ésteres.

11.4. Comparação dos métodos de fermentação

Na tabela  5  estão  os  resultados  do  teor  de  álcool  com concentração  de  10% de

Escherichia coli ao longo do tempo de 72 horas das amostras de álcool (A, B, C e D) e o

Álcool do mel comercial utilizando as três rotas de fermentação.

Tabela 5 – Teor de álcool das amostras de mel (A, B, C e D), obtidas em fermentação de 10%
de concentração de  E. coli  no tempo de 72 horas  de acordo com os métodos aplicados: (1)
erlenmeyer em estufa; (2) kitassatos interligados em estufa e (3)  erlenmeyer em câmara de
anaerobiose.

Amostras Métodos/ °GL (%)
(1) (2) (3)

Amostra A 32,0 ± 0,4 9,0 ± 0,1 88,0 ± 0,5

Amostra B 28,0 ± 0,7 2,0 ± 0,1 86,0 ± 0,2

Amostra C 49,0 ± 0,5 5,0 ± 0,2 85,0 ± 1,0

Amostra D 73,0 ± 0,06 2,0 ± 0,1 82,0 ± 0,3

Mel Comercial 55,0 ± 0,5 1,0 ± 0,1 86,0 ± 0,1

https://www.google.com.br/search?rlz=1C1NHXL_enBR715BR715&espv=2&biw=1366&bih=638&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwictbfiqvfSAhXHGpAKHdMeDTkQvwUIFygA
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1NHXL_enBR715BR715&espv=2&biw=1366&bih=638&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwictbfiqvfSAhXHGpAKHdMeDTkQvwUIFygA
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Analisando a Tabela 5 é possível observar que as porcentagens de álcool nas amostras

variam de acordo com o método empregado. 

O método (1)  utilizando o erlenmeyer  para acondicionar  as amostras  em estufa,  e

mantido na temperatura de 36°C, foi o primeiro a ser empregado no processo fermentativo.

Como já mencionado anteriormente o resultado da amostra (D), volta a se destacar, não só

neste método como também no método (3) em câmara de anaerobiose. Isso deve-se não só

pelos componentes residuais da amostra, mas sim pela otimização do meio para o processo

fermentativo.

O maior rendimento do método (3), se explica ao fato da bactéria ser somente capaz

de crescer na ausência de oxigênio, pois nos métodos (1 e 2) mesmo com a vedação dos

excipientes que mantinham a fermentação, não impediu por completo a passagem do oxigênio

para dentro do preparado, evidenciando que o oxigênio atrapalhou o desempenho da E. coli, e

consequentemente o seu rendimento. 

Também houve  interferência  pela  presença  de  microrganismos  contaminantes  que

afetam de forma direta  o  processo fermentativo.  Cabrini  e  Gallo (1999),  afirmam que os

microrganismos contaminantes que se destacam são fungos, bactérias e leveduras. 

No processo fermentativo do preparado do método (2), houve crescimento de fungos,

e  estão  diretamente  relacionados  ao  baixo  rendimento  de  álcool  deste  método,  quando

comparado ao método (1), já que esse método também foi empregado à estufa. Os fungos e

bolores são fonte de contaminação secundaria fáceis de controlar, mas caso não ocorra uma

correta higienização e boas práticas, podem intervir nas boas práticas de fabricação. Finola,

Lasagno e Marioli (2007) afirmam que normalmente os bolores encontrados no mel são do

gênero Penicillium, Mucor e Aspergillus, onde sobrevivem, mas não se reproduzem no mel, o

que leva a presença de leveduras de estirpes de Bettsya alvei, Acosphaera apis e Acosphaera

major,  que indicam recente contaminação pelo ambiente de recolha da abelha, colmeia ou

equipamento  de  processamento.  Snowdon  e  Cliver  (1996)  afirmam  que  as  principais

leveduras  encontradas  no  mel  são  do  gênero  Sacchromyces,  mas  já  foram  encontrados

Debaromyces,  Hansenula,  Limpomyces,  Pichia,  Schizosaccharomyces,  Torula,

Zygasacchamyces.  Sendo  assim,  podendo  relacionar  a  presença  destes  microrganismos

contaminantes no processo de produção de álcool do método (2).

A ausência do oxigênio ou presença do mesmo no processo fermentativo, cooperou

para o mecanismo de respiração celular, importante para a obtenção de energia em condições
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anaeróbicas  ou  semi  anaeróbicas  para  a  Escherichia  coli,  assim  como  ocorre  com  as

leveduras.  Segundo Crabtree  (1928),  as  leveduras  são  capazes  de  crescer  na  presença  ou

ausência de oxigênio,  ou seja,  são anaeróbios facultativos.  Quando o oxigênio do meio é

suficiente e o substrato é baixo, pouco ou nenhum etanol é produzido e a levedura segue a

respiração  aeróbia  (fosforilação  oxidativa)  onde  o  oxigênio  fica  como  aceptor  final  de

elétrons. Os açúcares são utilizados para que haja produção de energia no crescimento celular,

mas quando o oxigênio se ausenta, anaerobiose, com alta concentração de glicose, o principal

produto final é o etanol. Sendo assim a Saccharomyces cerevisiae pode alternar a respiração

para a fermentação alcoólica, onde em condições anaeróbicas é o único modo de produzir

energia.

No entanto a fermentação alcoólica pode ocorrer  mesmo na presença de oxigênio,

conforme  o  estudo  denominado  efeito  Crabtree  (CABTREE,  1928),  vai  depender  do

microrganismo, quando a concentração de glicose ultrapassa um valor crítico, ocasionado pela

inibição  da  síntese  de  enzimas  respiratórias  (VAN DIJKEN e  SCHEFFERS,1986).  Deste

modo em condições anaeróbias ou em elevada concentração de glicose, o piruvato é reduzido

a etanol havendo a liberação de dióxido de carbono.

Essas rotas fermentativas foram utilizadas pela bactéria nos três métodos ((1), (2) e

(3))  empregados,  pois  houve  a  produção  de  etanol  como  produto  final,  mesmo  que  as

porcentagens de teor alcoólico se apresentem diferentes. Mas fica evidente que o método em

destaque é o (3), pois de mostrou-se muito eficiente na retirada de  O2, o que favoreceu na

produção de  álcool,  já  que  a  E.  coli é  uma bactéria  fermentativa  de  meio  anaeróbico,  a

ausência do oxigênio e alta concentração de glicose fez com que a o produto final da rota

fosse o etanol, sendo assim, o método mais eficiente.

 

11.5. Caracterização do álcool por espectroscopia no infravermelho

A Figura 9, mostra os espectros dos álcoois obtidos no processo fermentativo, pelo

método  com  erlenmeyer  em  câmara  de  anaerobiose,  das  amostras  residuais,  sendo

comparados ao espectro do Etanol PA.

https://pt.wikipedia.org/wiki/CO2
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FIGURA 9. Espectros FTIR das amostras de álcool (A, B, C e D) comparada ao espectro de

etanol PA.

A análise por FTIR (dados de intensidade, formato e posição de bandas) das amostras,

(Figura 11) revela bandas de absorção em regiões de interesse,  como também citados por

Silverstein e Webster (2000). A presença de compostos orgânicos estão listados na Tabela 6

abaixo.

TABELA 6. Características das bandas obtidas.

Região Número de Onda Características
A 1000 – 1260 cm-¹ C – O Álcoois primários
B 1330 – 1420 cm-¹ O – H Deformação angular
C 1650 – 1700 cm-¹ C –C Deformação axial do anel
D 1750 – 2700 cm-¹ Frequência de combinação
E 2850 – 2990 cm-¹ C – H Deformação axial
F 3200 – 3450 cm-¹ O – H Ligação H intermolecular

A identificação destes compostos orgânicos permite evidenciar espectros similares ao

espectro do etanol PA, reafirmando que o método empregado em câmara de anaerobiose foi o

mais eficiente em termos de produção de álcool de qualidade.

C
B AE

F

D
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12. CONCLUSÕES

Para  esse  trabalho  foram  testados  métodos  semi  anaeróbicos  e  aeróbico  para  a

produção de álcool  por  fermentação com  Escherichia coli a  partir  de quatro amostras  de

resíduos de mel silvestre em diferentes períodos de armazenamento, da região Centro Sul do

Paraná da cidade de Prudentópolis.

Os parâmetros físico-químicos analisados, sugerem que os resíduos de mel silvestre

não correspondem aos valores de referência encontrados na literatura para méis comerciais,

resultados já esperados por se tratar de mel oxidado e com a qualidade comprometida.

A produção de álcool com resíduo de mel apresenta vários problemas, a maior parte

destes, estão relacionados às seguintes condições: elevada concentração de açúcar, valor de

pH  básico,  metabolitos  produzidos  pela  microbiota  normal  e  outros  microrganismos

contaminantes. A fermentação em câmara de anaerobiose com erlenmeyer foi o método que

apresentou melhores resultados em teor de álcool.

Para a fermentação, o primeiro método aplicado foi o sistema semi anaeróbico com

erlenmeyer,  avaliando  a  produção  de  álcool  ao  longo  do  tempo  de  0  a  72  horas  de

fermentação com 10% V/V de E. coli, onde todas as amostras residuais obtiveram resultado

positivo para produção de álcool, em que se destaca a amostra residual (D) com acentuada

concentração de frutose, componente assimilado quantitativamente pela bactéria ao longo do

tempo de fermentação.

Em decorrência do resultado apresentado pela amostra (D), foi  empregado a ela o

mesmo método, porem analisado ao longo do tempo de 0 a 120 horas. Ao comparar os tempos

de  fermentação  empregados  para  este  método,  a  amostra  (D)  de  0  a  72  horas  forneceu

nutrientes necessários  para a  produção de álcool.  Após este  tempo houve um declínio na

produção, onde o agente fermentativo consumiu os nutrientes do meio. O declínio que ocorreu

até as 120 horas está relacionado com a presença de metabolitos secundários do processo

fermentativo da amostra e também à temperatura do processo.

Na  caracterização  do  álcool  por  espectroscopia  no  infravermelho  foi  possível

identificar os compostos orgânicos e evidenciar espectros similares ao etanol PA, reafirmando

que o método empregado em sistema de câmara de anaerobiose com erlenmeyer foi o mais

eficiente em termos de produção e qualidade. Os espectros apresentaram semelhanças entre si.
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Anexo A – Caracterização Físico-Química
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Anexo B – Comparação dos Métodos
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