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Resumo:

O hidromel ¢ uma das mais antigas bebidas alcodlicas conhecidas pelo homem. Apesar
de existirem legislacdes para o preparo do hidromel, um dos maiores problemas ¢ a falta
de estudos sobre a composi¢do de micro-organismos presentes na producdo do
hidromel. Para tanto, no presente estudo foi realizado a andlise da microbiota de um
hidromel produzido de forma artesanal, buscando verificar a existéncia de micro-
organismos com caracteristicas biotecnolédgicas e/ou probioticos. Foram avaliadas duas
amostras, uma antes da fermentacdo (EM) e outra depois de 30 dias de fermentagdo
(CPF). Estas amostras foram submetidas a extragdo do DNA total e PCR empregando
primers para identificacdo de bactérias (/6S ¥RNA) e fungos (I7S). A composicao de
micro-organismos nas amostras foi determinada por sequenciamento de nova geracao da
plataforma Illumina MiSeq e posteriores andlises bioinformaticas. A analise da
comunidade bacteriana mostrou uma grande diversidade de géneros na amostra EM,
entretanto apos o periodo de 30 dias de fermentacdo (CPF), apenas dois géneros
permaneceram em abundancia, sendo estes: Apilactobacillus e Fructobacillus. A
composicao de fungos se manteve estavel nas duas amostras, sendo ambas dominadas
pelo, género Metschnikowia, pertencente a familia Metschnikowiacea e filo
Ascomycota. A estabilidade de estes micro-organismos permanecerem no processo de
fermentagdo pode estar associada a capacidade de metabolizar os nutrientes presentes
no mel e/ou eliminar outras bactérias. Os dados gerados identificaram micro-
organismos com potencial biotecnologico, que podem ser empregados na forma de um
pool para auxiliar o processo de fermenta¢ao do hidromel, assim como, com potencial
probidtico, exibindo capacidade de produzir compostos com atividades antimicrobianas.
Os dados obtidos no presente estudo contribuem para o melhor entendimento sobre os

micro-organismos envolvidos no processo fermentativo do hidromel.

Palavras chaves: Apilactobacillus; Fructobacillus; Metchniwokia;, Hidromel; micro-

organismos, bebida fermentada; vinho de mel; bacteéria; fungos



Abstract

Mead is one of the oldest alcoholic beverages known to man. Although there are laws
for the preparation of mead, one of the biggest problems is the lack of studies on the
composition of microorganisms present in the production of this food product.
Therefore, in the present study, an analysis of the microbiota of a mead produced in an
artisanal way was carried out, seeking to verify the existence of microorganisms with
biotechnological and/or probiotic characteristics. Two samples were evaluated, one
before fermentation (EM) and one after fermentation (CPF). These samples were
submitted to total DNA extraction and PCR using primers for identification of bacteria
(16S ¥RNA) and fungi (ITS). The composition of microorganisms in the samples was
determined by next-generation sequencing of the Illumina MiSeq platform and
bioinformatics analyses. The analysis of the bacterial community showed a great
diversity of genera in the EM sample, however after a period of 30 days of fermentation
(CPF), only two genera remained, which were: Apilactobacillus and Fructobacillus.
Fungal composition remained stable in the evaluated samples, both being dominated by
the genus Metschnikowia, belonging to the family Metschnikowiacea phylum
Ascomycota. The stability of these microorganisms to remain in the fermentation
process may be associated with their ability to metabolize the nutrients present in honey
and/or eliminate other bacteria. The generated data showed microorganisms with
biotechnological potential, which can be used in the form of a pool to assist the mead
fermentation process, as well as, with probiotic potential, exhibiting the ability to
produce compounds with antimicrobial activity. The data obtained in this study
contribute to a better understanding of the microorganisms involved in the mead

fermentation process.

Key words: Apilactobacillus,; Fructobacillus, Metchniwokia pulcherrima,; Kunkecine;

Pulcherrin; Mead; fermented drink; honey win; bacteria; fungi.



INTRODUCAO

As bebidas fermentadas sdo produzidas e consumidas de forma milenar em diversas
partes do mundo. Periodos da China pré-historica, j4 apontavam o uso das bebidas
fermentadas confirmadas por isotopos estaveis de nitrogénio, carbono, oxigénio e
enxofre (1,2). A diversidade das bebidas fermentadas depende da regido onde sdo
produzidas e da matéria-prima empregada, como derivados de frutas, agticares, plantas e
o mel (1). As regides temperadas ou proximas aos tropicos se beneficiavam da
abundancia e diversidade dessas matérias-primas, produzindo bebidas exoticas,
alteradoras, estimulantes e at¢ mesmo com efeitos medicinais. Apesar das diversidades
de bebidas fermentadas, a principal substancia em comum a todas ¢ o alcool, conhecido

pelos seus efeitos de alteragdo motora e at¢ mesmo anestésico (2).

Dentre as bebidas fermentadas, o hidromel (ou “néctar dos Deuses”) provavelmente € a
mais antiga bebida alcodlica conhecida pelo homem. Sendo produzidas ha milhares de
anos antes do vinho e cerveja, havendo relatos da sua presenca em locais neoliticos
datando aproximadamente 7.000 anos a.C (1). Os principais ingredientes do hidromel
sao o mel e a dgua, sendo a fermentagdo realizada de forma natural ou acrescentada de
leveduras enoldgicas (como a espécie Saccharomyces cerevisiae). O processo de
fermentagdo do mel ¢ muito semelhante ao da uva para obtengdo do vinho e ao do
lupulo para a cerveja (3). Ao final do processo de maturagao, o hidromel contém de 8 a

18% de etanol por volume.

O hidromel ¢ pouco conhecido ao redor do mundo, na Espanha ¢ denominado
Aguamiel, na Franca e Portugal como hidromel, na Italia como Idromele, na india como

Madhu, na Holanda como Mede e em alguns paises como “vinho de mel” (3). No



Brasil, também nao hd muito conhecimento e produgao do hidromel, possivelmente pela
falta de estudos tecnologicos para obtengdo do produto. Apesar de pouco conhecido, o
hidromel pode apresentar um grande potencial comercial e um elevado valor agregado.
A expansao do mercado gourmet tem trazido novamente a bebida para uma apreciacao

requintada, aumentando o consumo, producdo e a comercializagdo (4).

A legislagdo brasileira possui fiscalizagdo e inspe¢do do hidromel, em aspectos
bromatologicos e sanitarios a competéncia do Sistema Unico de Satude (SUS) regido
pela lei N° 6871 de 4 de junho de 2009 no artigo 48 que diz: “Hidromel ¢ a bebida com
graduacdo alcodlica de quatro a quatorze por cento em volume, a vinte graus Celsius,
obtida pela fermentacdo alcodlica de solugdo de mel de abelha, sais nutrientes e agua

potavel” (5).

A portaria 64/2008 anexo III define padrdes, qualidade e identidade do hidromel, e
proibe a utilizagao de agucares no processo € também nao devera ter a sua caracteristica
organoléptica ou composi¢ao alterada pelo material do recipiente, utensilio ou
equipamento utilizado no seu processamento e comercializagdo. Sendo assim, para
producdo da bebida ¢ ideal utilizar utensilios inertes, de limpeza facil, de modo a nao
reter nenhum residuo ou contaminante. Para produgdo em pequena escala costuma-se
utilizar vidros ou inox. Também ¢ vedada a utilizacdo de termos como que faga
designacao do produto como artesanal, caseiro, reserva especial e outras expressoes
similares. Para que o produto possua estes termos na rotulagem ¢ necessaria abertura de
processo administrativo e a aprovagdo do Ministério da agricultura, pecudria e

abastecimento (6).



Apesar de existirem legislagdes para o preparo do hidromel, um dos maiores problemas
na producao do hidromel ¢ a falta de estudos que padronizem todo o processo de
fermentagdo, como por exemplo, (I) o tempo fundamental para a fermentacdo e
maturacao, que pode variar de meses at¢ mesmo anos; (II) produtos finais sem padrdes,
com variagcdes em aromas, cor € sabor. Para manter uma padronizacdo na producao,
alguns produtores escolhem acrescentar frutas, chas ou outros aditivos que modificam o
hidromel (8); e (IIl) a composicdo de micro-organismos na producao do hidromel.
Muitas vezes, ao final do processo de fermentacao, pode-se encontrar a bebida estragada

ou azeda, devido a proliferag@o de leveduras e bactérias contaminantes.

Rotineiramente, a S. cerevisiae ¢ adicionada ao mosto antes da fermentacao do hidromel
para que o rendimento seja melhorado, no entanto o mel ndo tem nutrientes necessarios
e ideais para o desenvolvimento desta levedura (9). A adicdo da S. cerevisiae torna o
processo oneroso, suscetivel a contaminacdes € ndo ¢ o micro-organismo realmente
indicado para a fermentagdo do mel, pois as leveduras para a produgdo do hidromel
precisam apresentar certa capacidade de propagacdo em meios com elevada
concentragdo de agtlicares e, pelo fato do mel ser deficiente em nitrogénio, minerais e
nutrientes importantes para o crescimento e desenvolvimento das leveduras, ocorre a
necessidade de adicdo de suplementos, para que a fermentagdo alcoodlica ndo seja

comprometida (4).

Até o presente momento, ainda nao existe disponivel para a comercializac¢ao leveduras e
bactérias realmente compativeis para a producao do hidromel. Sendo assim, o presente
estudo objetivou: (I) avaliar a comunidade de bactérias e fungos antes e depois de um
hidromel produzido de forma artesanal; (II) verificar a existéncia de micro-organismos

com caracteristicas biotecnoldgicas que poderiam ser apropriadas para a producao do

10



hidromel; e (III) buscar dentro da comunidade de micro-organismos presentes no

hidromel apds a fermentagdo, potencias probidticos.

METODOLOGIA

Amostra de hidromel

As amostras empregadas no presente estudo foram obtidas de um hidromel artesanal
produzido a partir de mel coletado de colmeias com abelhas criadas em fazenda
particular, todas saudéveis, ndo manejadas com fumacas. Foram colocados dois favos de
mel recém coletados da colmeia, equivalente a 1,5kg de mel puro, em recipiente de
vidro, adicionado 3 litros de dgua potavel e misturado manualmente com utensilios de
inox. Antes de fechar o recipiente foi coletada uma amostra denominada de extrato mae
(EM). Nao houve incorporacdo de nenhum aditivo, leveduras, minerais ou qualquer
outro produto.

Apds 30 dias o mosto ja apresentava caracteristicas fermentativas, com sabor suave e
adocicado, e entdo se realizou a segunda coleta denominada de cultura pos-fermentagao
(CPF). Nao houve clarificacdo da bebida, apresentando aspecto turvado caracteristico de
fermentagdo curta.

As amostras EM e CPF foram liofilizadas e armazenadas adequadamente no Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(ICTA/UFRGS).
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Extracio do DNA total das amostras e sequenciamento de ultima geracio

Para extracdo do DNA bacteriano das amostras EM e CPF foi empregando o kit DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN, Hilde, Germany) e para extragdo de DNA flngico o kit
EZNA® Stool DNA (Omega Bio-tek). Para quantificagdo do DNA total extraido foi

utilizado Qubit ® 3.0 fluorimeter (INVITROGEN, California, USA).

A amplificagdo parcial dos genes /6S rRNA (para identificacdo das bactérias) e da
regido /TS (para identificagdo dos fungos) foi realizada empregando a metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para amplificacdo do gene /6S rRNA, utilizou-
se os primers que anelavam na regiao V4 (10;11). Os reagentes utilizados totalizaram 50
pL de amostra, sendo eles: 12,5ng do DNA previamente extraido e quantificado;
2,5mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,16 uM de cada primer, 1U de Tag DNA Polimerase
(INVITROGEN, California, USA) e tampao de reagao q.s.p 1x. A amplificacao ocorreu
em termociclador (modelo 170-9703, myCycler termal Cycler, Bio-rad) com a ciclagem
de 3 minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C

e 30 segundos a 72°C e extensao final de 5 minutos a 72°C.

A amplificagdo da regido intergénica ITS foi realizada utilizamos os primers
previamente descritos por White et al., 1990; Gardes e Bruns, 1993 (12;13). A reagado de
PCR foi realizada em um volume total de 50 puL contendo tampao 1x, 0,2 mM dNTPs,
0,2 mM, 0,16 uM de cada iniciador, 2,5 mM MgCl,, 2U de Platinum 7aqg DNA
polimerase (Invitrogen, Califérnia, EUA), 10 ng de DNA e 4gua para completar o
volume. A PCR foi realizada em Ciclo Térmico Biorad MyCycler nas seguintes
condi¢des: 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 56 °C

por 45 segundos e 72 © C por 1 minuto, e uma extensdo final de 72 °C por 10 minuto.
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Os produtos de PCR foram purificados usando Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, Indianapolis, IN) de acordo com o protocolo do fabricante. Os indices foram
adicionados as bibliotecas de DNA seguindo as instru¢des do fabricante (Illumina Inc.,
San Diego, California, EUA). O sequenciamento foi realizado no equipamento Illumina

MiSeq usando o MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciclos).

Andlise metagenomica

Os dados brutos do sequenciamento foram avaliados quanto a sua qualidade por
FastQC, e as sequéncias foram analisadas usando o pipeline FROGS (Find Rapidly
OTUs com Galaxy Solution) para obter as Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTUs) (14). As sequéncias foram filtradas por 340-500 bp e depois agrupadas em
OTUs usando SWARM (15) com o parametro de distancia "d = 3". As quimeras foram
removidas por VSEARCH (16) e OTUs com pelo menos 0,1% das leituras foram
retidas. As OTUs foram avaliadas usando o banco de dados SILVA 132 SSU para

determinagdo de bactérias (17) e UNITE 8.2 para fungos (18).

O pacote “phyloseq” (v1.30.0) do software R Studio v.3.6.1 foi utilizado para explorar a

comunidade microbiana a partir de dados metagendmicos (19).
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RESULTADO E DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada a analise da microbiota de um hidromel produzido de
forma artesanal, avaliando duas amostras, uma antes da fermentacdo (EM) e outra
depois da fermentacdo de 30 dias (CPF). Apos analise de dados, foram gerados dois
graficos relacionados aos genes /7S e 16S rRNA (Figura 1). Foi possivel identificar na
amostra EM, ap6s a adicdo de agua e favos de mel, a presenca de 4 filos, com a
predominancia de Proteobactérias e Firmicutes, 13 familias e pelo menos 18 tipos de
géneros de bactérias. Nesta amostra, observarmos também a presenga de bactérias
potencialmente patdgenas para seres humanos como, por exemplo, Escheria-Shigella e

Streptococcus.

No CPF foi possivel observar uma redu¢ao no nimero de filos em comparacao com a
amostra ndo fermentada, com predominancia do filo Firmicutes (80%). Em relacdo as
familias, houve alteragdes também na composi¢do, com predominancia de
aproximadamente 90% da familia Lactobacillaceae. Quando observamos os géneros,
dois sao os dominantes na amostra CPF, os géneros Apilobacillus e Fructobacillus. A
redu¢do nas comunidades bacterianas do EM, em relagdo ao CPF, pode estar associada
a producdo de compostos com atividade microbiana, como o etanol, além de uma
competi¢ao por nutrientes estabelecidas pelos micro-organismos mais bem adaptados ao
ambiente da fermentacio, considerando os 30 dias da fermentagdo. E possivel também
observar uma frequéncia baixa do género Acinetobacter. Importante ressaltar que este
género ¢ responsavel pela oxidacdo do etanol e produgdo do acido acético (20) o que
pode conferir gosto e aroma de vinagre as bebidas fermentadas, deixando improprias

para o consumo.
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A Apilactobacillus spp. ¢ uma bactéria em forma de bastonetes Gram-positiva, com
temperatura 6tima de crescimento entre 35 °C e 37 °C, heterofermentativa e sua faixa de
pH ideal para crescimento ¢ abaixo de 3. S3o encontradas em ambientes ricos em
frutose, pois tem a maior fermentagao deste acglicar, no entanto também fermenta glicose
e sacarose (21). Nao sdo fermentadoras de maltoses ou pentoses. Este género foi
recentemente reclassificado apos estudos com base nos genes /6 YRNA (anteriormente
classificada como Lactobacillus). O género Apilactobacillus esta associada a insetos e
podem estar presentes em flores. Esta bactéria cresce em simbiose com seus
hospedeiros, ¢ auxiliam na saude das abelhas servindo de pro-bidtico e paratransgenia.
(22). Estudos recentes identificaram a produgdo de bacteriocinas com propriedades
antimicrobianas contra bactérias patogenas que podem comprometer a saude das
abelhas (23). Diferentes espécies foram descritas no trato digestivo de abelhas, como as

espécies: A. apinorum, A.kunkeeim, A.micheneri and A.quenuiae.

Assim como a Apilactobacillus, a Fructobacillus também foi reclassificada deixando o
grupo dos Lactobacillus. Possuem a forma de bastonetes, sdo Gram-positivas,
heterofermetativa, catalase-negativa e aerotolerante. Possui uma faixa mais ampla de
temperatura de crescimento, sendo temperatura 6tima entre 15 °C e 38,9 °C. E um
micro-organismo que tem a frutose como aceptor final de elétrons e por isso tem alta
afinidade com frutas. Devido a esta caracteristica, ¢ amplamente encontrada no trato

digestivo de insetos frutiferos.
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Figura 1: Grafico de abundancia relativa do perfil de bactérias presentes no extrato mae
(EM) e cultivo pos fermentacio (CPF), apresentado por filo, familia e género

respectivamente.

Ja a composi¢ao fungica do hidromel durante o periodo da fermentagdo nao se alterou,
sendo ambas as amostras dominadas pelo género Metschnikowia (Figura 2). Tendo em
vista que o mel € a matéria prima principal e responsavel pelo microbioma do hidromel,
podemos inferir que se trata da espécie Metschnikowia pulcherrima. A Metschnikowia
pulcherrima ndo tem potencial patogénico, ¢ encontrada principalmente nas frutas em
maturacao, frutas ja podres, néctar de flores, seivas de arvores e em bebidas fermentadas
(24). Por ser antagonista de diversos micro-organismos contaminantes, este género tem
sido amplamente estudado como alternativa para produgao de bebidas fermentadas com
reduzido teor alcoolico, porém mantendo sabor e aroma pouco alterado (25;26). A
espécie Metschnikowia pulcherrima produz a Pulcherrina, substdncia com pigmento

marrom-avermelhado quimicamente estavel, um quelato de dipeptideos ciclico e ions de
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ferro. A Pulcherrina apresenta capacidade de quelar ions de ferro, esses que sao

essenciais para manutengdo e reproducao celular, tornando-se um potencial antibidtico
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Figura 2: Grafico de abundancia relativa do perfil de fungos presentes no extrato mae
(EM) e cultivo pods-fermentacdo (CPF), apresentado por filo, familia e género

respectivamente.

Na amostra ap6s fermentacao de 30 dias houve uma redugdo significativa na presenga
de cepas potencialmente patdégenas para seres humanos, que estavam presentes no inicio
da fermentagdo. Esta reducdo pode estar associada, de forma provavel, a presenca de
Apilactobacillus e Metschnikowia conhecidos por produzirem substancias com agdo
Estudos anteriores

antibidtica. demonstraram que Apilactobacillus kunkeei e

Metschnikowia pulcherrima produzem substancias antimicrobianas, denominadas de

17



Kunkecina e Pulcherrina, respectivamente (23;25). A Kunkecina, substancia semelhante
a Nisina, possui atividade inibitéria para diversas cepas de bactérias patdogenas para
seres humanos e para colmeias abelheiras, sendo um pré-bidtico funcional para
colmeias e indicada para erradicar parasitas. As andlises cientificas evidenciam que a
Kunkecina pode ser benéfica inclusive para o sistema gastrointestinal de seres humanos,
porém a eficacia precisa ser estudada especificamente para esta finalidade e avaliar se a
minima concentragdo inibitéria (MIC) ¢ viavel considerando experimentos em
comparacao com a Nisina A. A Pulcherrina, embora seja eficaz contra patdgenos como
Escheria coli, s6 tem capacidade de quelar ions de ferro em pH acido, tendo pouca
eficacia no pH do intestino humano que ¢ aproximadamente 7 (25;27;28). Em ensaios in
vitro a presenga das substancias mencionadas poderia ter grande contribui¢do para

redugdo das contaminagdes no mosto do hidromel.

No que tange a otimizacdo da fermentacdo do mosto de hidromel, as bactérias de
Apilactobacillus e Fructobacillus podem reduzir contaminagdes, melhorar a
fermentagdo e com isso diminuir o tempo do inicio da preparagdo do mosto até o
consumo com as devidas caracteristicas desejadas. . Ambas utilizam o mel como fonte
de nutrientes e tem uma adaptacdo melhor que S. cerevisiae podendo trazer resultados
benéficos para a produgdo em grande escala, pois ndo sera preciso incorporar nutrientes.
A levedura Metschnikowia tem potencial antibidtico para reduzir cepas contaminantes,
porém a Pulcherrina secretada tem pigmento marrom-avermelhado e poderd ter
influéncia nas caracteristicas organolépticas do produto final. Sendo necessarios estudos
sequenciais para avaliar a fermentacdo frente a diferentes concentracdes de unidades

formadoras de colonias destas trés cepas.
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CONCLUSAO

Determinamos com este estudo, a composi¢ao microbiana presente em uma amostra de
hidromel produzido de forma artesanal antes e apos fermentacdo. A analise das
amostras demonstrou que apds 30 dias de fermentacdo, houve alteragdo somente na
composi¢do bacteriana, ndo sendo observada alteragdo na composi¢ao de fungos. Os
dados gerados mostraram micro-organismos com potencial biotecnolégico, que podem
ser empregados na forma de pools especificos para a fermentacdo do hidromel, e/ou
como, com capacidade de produzir compostos com atividade antimicrobiana, que
podem eliminar bactérias ou fungos indesejaveis no processo de fermentagdao. O pool
poderé trazer beneficios e melhoria tecnoldgica para a fabricacao do hidromel reduzindo
consideravelmente as adversidades descritas pelos produtores. Estudos posteriores
poderdo determinar a concentracdo das cepas a serem inoculadas como starters, de
acordo com o rendimento, tempo de maturagdo e outras caracteristicas desejadas para

comercializag¢do destes produtos fermentados milenares.

19



REFERENCIAS

1.

McGovern PE, Underhill AP, Fang H, Luan F, Hall GR, Yu H, et al. Chemical
identification and cultural implications of a mixed fermented beverage from
late prehistoric China. asian perspectives. 2005;249-75. Avaliable from:

https://www jstor.org/stable/42928650

Drivelos SA, Georgiou CA. Multi-element and multi-isotope-ratio analysis to
determine the geographical origin of foods in the European Union. TrAC
Trends in  Analytical Chemistry. 2012;40:38-51.  Avaliable from:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993612002440

Twilley J, Jutzi C, Tomasino E. Influence of fermentation temperature and
nutrient addition on chemical and sensory characteristics of traditional
honey wine. Annals of Food Processing and Preservation. 2018. Avaliable from:

https://www .jscimedcentral.com/FoodProcessing/foodprocessing-3-1022.pdf

Mendes-Ferreira A, Cosme F, Barbosa C, Falco V, Inés A, Mendes-Faia A.
Optimization of honey-must preparation and alcoholic fermentation by
Saccharomyces cerevisiae for mead production. International journal of food
microbiology. 2010;144(1):193-8. Available from:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160510005209.

20



. BRASIL. Decreto n°6.871, que dispée sobre a padronizacio, a
classificacdo, o registro, a notificacio, a producio e a fiscalizacdo de
bebidas. Presidéncia da Republica; 1994. Avaliable from:
http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ ato2007-

2010/2009/decreto/d6871.htm#:~:text=Decreto%20n%C2%BA%206871 &text=

DECRETO%20N%C2% BA% 206,871% 2C% 20DE% 204

. BRASIL. PORTARIA N ° 64, DE 23 DE ABRIL DE 2021 - DOU - Imprensa
Nacional; 2021. Avaliable from: https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/portaria-n-

64-de-23-de-abril-de-2021-315740212

. Katz, Sandor Elliz. A arte da fermentacido: explore os conceitos e processos
essenciais da fermentacio praticados ao redor do mundo. 1st ed. Sao Paulo:

Tapioca; 2014. 585 p. ISBN: 978-85-67362-06-9.

. Pereira AP, Dias T, Andrade J, Ramalhosa E, Estevinho LM. Mead

production: Selection and characterization assays of Saccharomyces
cerevisiae strains. Food and chemical toxicology. 2009;47(8):2057-63.
Avaliable from:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0278691509002506

. Caporaso JG, Lauber CL, Walters WA, Berg-Lyons D, Lozupone CA,
Turnbaugh PJ, et al. Global patterns of 16S rRNA diversity at a depth of

millions of sequences per sample. Proceedings of the national academy of

21



10.

11.

12.

13

sciences. 2011;108(Supplement 1):4516-22. Avaliable from:
https://www.pnas.org/content/108/Supplement 1/4516.short

Endres CM, Castro IMS, Trevisol LD, Severo JM, Mann MB, Varela APM, et
al. Molecular characterization of the bacterial communities present in
sheep’s milk and cheese produced in South Brazilian Region via 16S rRNA
gene metabarcoding sequencing. LWT. 2021;147:111579. Avaliable from:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0023643821007325

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J, others. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR
protocols: a guide to methods and applications. 1990;18(1):315-22.
Avaliable from: https://msafungi.org/wp-content/uploads/2019/03/February-

2013-Inoculum.pdf

Gardes M, Bruns TD. ITS primers with enhanced specificity for
basidiomycetes-application to the I dentification of mycorrhizae and rusts.
Molecular ecology. 1993;2(2):113-8. Avaliable from:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1365-294X.1993.tb00005.x

. Benjamin J Callahan, Paul J McMurdie, Michel J Rosen, Andrew W Han, amy

Jo A Johson and SPH. DADAZ2: High resolution sample inference from Illumina

amplicon data. Nat Methods. 2016.

22



14.

15.

16.

17.

18.

Escudi¢ F, Auer L, Bernard M, Mariadassou M, Cauquil L, Vidal K, et al.
FROGS: find, rapidly, OTUs with galaxy solution. Bioinformatics.
2018;34(8):1287-94. Avaliable from:

https://academic.oup.com/bioinformatics/article-abstract/34/8/1287/4708232

Mahé F, Rognes T, Quince C, de Vargas C, Dunthorn M. Swarm v2: highly-
scalable and high-resolution amplicon clustering. Peer]. 2015;3:¢1420.

Avaliable from: https://peerj.com/articles/1420/

Rognes T, Flouri T, Nichols B, Quince C, Mahé F. VSEARCH: a versatile
open source tool for metagenomics. Peer]. 2016;4:e2584. Avaliable from:

https://peerj.com/articles/2584/?report=reader

Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, et al. The SILVA
ribosomal RNA gene database project: improved data processing and web-
based tools. Nucleic acids research. 2012;41(D1):D590—6. Avaliable from:

https://academic.oup.com/nar/article/41/D1/D590/1069277?login=true

UNITE, 2021. rDNA ITS based identification of Eukaryotes and their

communication via DOIs. Avaliable from: https://unite.ut.ee/

23



19.

20.

21.

22.

23.

McMurdie PJ, Holmes S. phyloseq: An R package for reproducible
interactive analysis and graphics of microbiome census data. PloS one.
2013;8(4):¢61217. Avaliable from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0061217

Todaro AR, et al. Avaliacao do potencial de oxidoreducio enantiosseletiva de
bactérias termotolerantes do género Acetobacter. 2005. Avaliable from:

http://www.repositorio.ufal.br/handle/riufal/1064

Zheng J, Wittouck S, Salvetti E, Franz CM, Harris H, Mattarelli P, et al. A
taxonomic note on the genus Lactobacillus: Description of 23 novel genera,
emended description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union

of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. 2020; Avaliable from:

Arredondo D, Castelli L, Porrini MP, Garrido PM, Eguaras MJ, Zunino P, et al.
Lactobacillus kunkeei strains decreased the infection by honey bee
pathogens Paenibacillus larvae and Nosema ceranae. Beneficial microbes.
2018;9(2):279-90. Avaliable from:
https://www.ingentaconnect.com/content/wagac/bm/2018/00000009/00000002/a

rt00011

Zendo T, Ohashi C, Maeno S, Piao X, Salminen S, Sonomoto K, et al.
Kunkecin A, a New Nisin Variant Bacteriocin Produced by the Fructophilic

Lactic Acid Bacterium, Apilactobacillus kunkeei FF30-6 Isolated From

24



24.

25.

26.

Honey Bees. Frontiers in microbiology. 2020;11:2130. Available from:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.571903/full ?report=rea

der

Abeln F, Hicks RH, Auta H, Moreno-Beltran M, Longanesi L, Henk DA, et al.
Semi-continuous pilot-scale microbial oil production with Metschnikowia
pulcherrima on starch hydrolysate. Biotechnology for biofuels. 2020;13(1):1—
12. Available from: https://link.springer.com/article/10.1186/s13068-020-01756-

2

Tirkel S, Ener B. Isolation and characterization of new Metschnikowia
pulcherrima strains as producers of the antimicrobial pigment
pulcherrimin. Zeitschrift fiir Naturforschung C. 2009;64(5-6):405-10.
Available from: https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/znc-2009-5-

618/html

Contreras A, Curtin C, Varela C. Yeast population dynamics reveal a
potential  ‘collaboration’between  Metschnikowia  pulcherrima  and
Saccharomyces uvarum for the production of reduced alcohol wines during
Shiraz  fermentation.  Applied microbiology and  biotechnology.
2015;99(4):1885-95. Avaliable from:

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-014-6193-6

25



27. Sipiczki M. Metschnikowia pulcherrima and related pulcherrimin-producing
yeasts: Fuzzy species boundaries and complex antimicrobial antagonism.
Microorganisms. 2020;8(7):1029. Avaliable from: https://www.mdpi.com/2076-

2607/8/7/1029

28. Fallingborg J. Intraluminal pH of the human gastrointestinal tract. Danish
medical bulletin. 1999;46(3):183-96. Avaliable from:

https://europepmec.org/article/med/10421978

26



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a minha professora orientadora Ana Paula Frazzon, desde o
dia que eu conheci que tive minha primeira aula eu ja sabia o quanto era excepcional.
Além de profissional magnifica, uma pessoa que eu estimo demais, ndo somente para

realizacdo deste trabalho, mas por tudo que me ensinou na vida.

Agradeco imensamente toda a contribui¢do da Michele Mann e a Caroline Kothe nas
analises das amostras do hidromel. Também agradecgo a Elisabeth Ditmer, por toda sua
simpatia e gentileza, pelo cuidado com as abelhas e cessdo do mel utilizado para
producdo do hidromel e do Henrique Cafruni pela produgdo do hidromel no qual

utilizamos e obtivemos os resultados.

Aos meus pais Idenio, Cleusa ¢ minha irma Patricia, toda a minha gratidao, mesmo
diante de todo o percurso das nossas vidas, sempre teremos o que nos fortaleceu, o que
nos fortalece e o que nos fortalecera. Tudo sempre serd uma ligdo € com um caminho

para seguirmos sempre em frente.

Agradeco ao meu companheiro Fabio Brazil, em que me orgulha muito ver o
farmacéutico que estd construindo o seu caminho de forma justa e integra, exemplo de
profissional, e que esta sempre ao meu lado me ajudando e aconselhando no que for
possivel, debatendo assuntos farmacéuticos, ensinando e aprendendo junto comigo
sobre a nossa estimada profissdo. E que também foi essencial para a realizagdo deste

trabalho de conclusdo.

Aos meus amigos, que mesmo em periodos de auséncia, de tantos trabalhos, tantas

provas que faziam eu ndo comparecer nos eventos, sempre foram todos compreensivos

27



e apoiadores. O meu circulo de amizade ¢ a familia que escolhi, que caminhou ao meu
lado. Eu os vi crescer e eles me viram crescer também (em todos os sentidos). Obrigada
imensamente por absolutamente tudo, cada um de vocés tem sua marca essencial em
minha vida. Em especial minha afilhada Isadora da Rosa, que ¢ a crianca que cativou

meu cora¢do e ¢ minha fonte de inspiragao.

Gostaria de poder agradecer a minha tia Tania Mara Barbosa pessoalmente, mas
infelizmente o destino ndo permitiu que ela pudesse estar presente nesta conquista, em

vida, mas de onde estiver eu sei que zela por mim.

Agradeco ao Felippe Zanchetti, que ¢ um profissional de uma exceléncia impar, esteve
comigo do inicio ao fim da graduagao de Farmacia e talvez nem ele saiba, mas muito do
que consegui foi gragas a todos os conselhos e atendimentos impecaveis. Nao tenho

certeza de como seria o caminho sem ele, mas que bom que tive.

Ao Paulo Camillo, produtor de Hidromel, autor de artigos na revista da associagcao de
produtores de hidromel, eu agradego por disponibilizar seu tempo para dar dicas sobre a

producao da bebida milenar.

Agradeco especialmente a todo corpo docente, técnicos e funciondrios da Faculdade de
Farmacia da UFRGS. A todos os colegas que contribuiram para a minha formagao. Aos
locais no qual trabalhei e obtive éxito nas atividades e pude aprender a atender
pacientes, manipular medicamentos, fazer analises microbioldgicas e entre tantas outras
atividades que aumentaram o meu conhecimento. Assim como o Laboratorio 222-C/
ICBS no qual foi o laboratério que realizei os primeiros passos no mundo dos micro-

organismos. E ao Alberto Aratjo que seguiu junto comigo neste trabalho.

Obrigada a todos que contribuiram diretamente ou indiretamente na minha formagao.

28



ANEXO I- NORMAS DA REVISTA
Infarma - Ciéncias Farmacéuticas publica artigos originais, revisdes da literatura e notas
técnicas relacionados as areas de Ciéncias Farmacéuticas, nos idiomas inglés, portugués

e espanhol.
Os manuscritos deverdo ser submetidos no formato eletronico da revista.

Cada manuscrito (em arquivo Unico) deve ser acompanhado de carta de submissio,
cujo texto deverd ser inserido no espaco "Comentarios para o Editor'", ou como

documento suplementar.

Nos comentarios para o editor os autores devem sugeriro nome de3
avaliadores, acompanhado do email para contato de cada um. Contudo, Infarma —
Ciéncias Farmacéuticas reserva o direito de utilizar os avaliadores sugeridos, ou
ndo. IMPORTANTE: Os avaliadores sugeridos devem ser doutores e com publicagdes

nos ultimos trés anos

Os metadados devem ser completamente preenchidos, inclusive com o endereco
completo da instituicio de cada autor. E fortemente recomendado que os autores
insiram seu nimero ORCID. O cadastro pode ser feito

em https://support.orcid.org/hc/en-us

Preparacio de artigo original: Os manuscritos devem ser digitados no editor de texto
MS Word (ou Editor equivalente), em uma coluna, usando fonte Times New Roman 12,
no formato A4 (210x297mm), mantendo margens laterais de 3 cm e espago duplo em

todo o texto. Todas as paginas devem ser numeradas.

29



O manuscrito deve ser organizado de acordo com a seguinte ordem: Titulo, resumo,
palavras-chave, introducao, material e métodos, resultados, discussdo, agradecimentos,

referéncias, figuras, legendas de figuras e tabelas.

a) Os autores do documento devem se assegurar que excluiram do texto os nomes

dos autores e sua afiliacao.

b) Em documentos do Microsoft Office, a identificacao do autor deve ser removida das
propriedades do documento (no menu Arquivo > Propriedades), iniciando em Arquivo,
no menu principal, e clicando na sequéncia: Aqruivo > Salvar como... > Ferramentas
(ou Opgdes no Mac) > Opgdes de seguranca... > Remover informacdes pessoais do

arquivo ao salvar > OK > Salvar

Titulo do artigo: deve ser conciso, informativo e completo, evitando palavras
supérfluas. Os autores devem apresentar versao para o inglés, quando o idioma do texto

for portugués ou espanhol.

Resumo e Abstract: Os artigos deverdo vir acompanhados do resumo em portugués e
do abstract em inglés. Devem apresentar os objetivos do estudo, abordagens

metodologicas, resultados e as conclusdes e conter no maximo 250 palavras.

Palavras-chave e Keywords: Deve ser apresentada uma lista de 3 a 6 termos,
separados por ponto-e-virgula, indexados em portugués e inglés, utilizando Tesauro

Medline, ou descritores da area da Saude DeCS Bireme <http://decs.bvs.br>.

Introducao: Deve determinar o proposito do estudo e oferecer uma breve revisdo da
literatura, justificando a realizacdo do estudo e destacando os avangos alcangados

através da pesquisa.

30



Material e Métodos: Todos os materiais ¢ métodos utilizados devem ser descritos. Para
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Tabelas: Podem ser colocadas no final do manuscrito ou embebidas no texto. Devem
complementar ¢ ndo duplicar as informagdes do texto. Devem ser auto-explicativas.
Elas devem ser numeradas em algarismos arabicos. Um titulo breve e autoexplicativo

deve constar no alto de cada tabela.

Os manuscritos que nao estiverem redigidos de acordo com as Instrucées aos

autores nao serao analisados.

Sugere-se, enfaticamente, que autores submetam os manuscritos, previamente a

submissao, a programas de deteccao de plagio

Critérios de autoria: A autoria confere crédito e tem importantes implicacdes
académicas, sociais e financeiras. A autoria também implica responsabilidade pelo
trabalho publicado. As seguintes recomendacdes destinam-se a garantir que o0s
contribuintes que fizeram contribui¢des intelectuais substanciais para um documento
recebem crédito como autores, mas também os contribuintes creditados a medida que os
autores entendem seu papel em assumir a responsabilidade e ser justificavel no

manuscrito a ser publicado.

O autor correspondente ¢ aquele que assume a responsabilidade principal pela

comunicagdo com a revista durante a submissdo, processo de revisdo pelos pares e

37



processo de publicagdo. E o autor que garante que todos os requisitos administrativos do
jornal, como o fornecimento de detalhes de autoria, registro de documentacdo e
aprovacao do comité de ética, e recolhimento de formularios e declaragdes de conflito

de interesse, sejam devidamente preenchidos.

Infarma - Ciéncias Farmacéuticas recomenda que a autoria seja baseada nos seguintes

Critérios:

1. Contribui¢des substanciais para a concep¢ao ou planejamento do trabalho; ou a
aquisicdo, analise ou interpretacdo de dados para o trabalho.

2. Redagao do trabalho ou revisdo critica do conteudo intelectual importante.

3. Aprovacao da versao final a ser submetida a publicacao.

4. O termo de concordancia ¢ responsavel por todos os aspectos do trabalho para
garantir que as questdes relacionadas a precisdo ou integridade qualquer parte do

trabalho sejam devidamente investigadas e resolvidas.

Infarma - Ciéncias Farmacéuticas recomenda que a designacdo dos autores seja baseada

nos seguintes critérios:

1. Todos os autores devem atender a todos os critérios de autoria e, todos aqueles
que atenderem aos critérios devem ser identificados como autores.

2. Aqueles que ndo cumprem os quatro critérios devem ser reconhecidos em
agradecimentos.

3. Esses critérios de autoria destinam-se a reservar o status de autoria para aqueles

que merecem o crédito e podem assumir a responsabilidade pelo trabalho.
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4. Os individuos que conduzem o trabalho sdao responsaveis por identificar quem
cumpre esses critérios e, idealmente, deve fazé-lo ao planejar o trabalho, fazendo

modificagdes apropriadas na medida em que o trabalho se desenvolve.

O manuscrito sera avaliado por ao menos 3 revisores independentes, que emitirdo sua
opinido. Contudo os editores reservam o direito de tomar a decisdo final e proceder
qualquer modificacdo necessaria para ajustar o manuscrito ao estilo de Infarma -

Ciéncias Farmacéuticas.

Condic¢oes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos

autores.

1. Os autores leram e seguiram estritamente as orientacdes para autores de Infarma
- Ciéncias Farmacéuticas.

2. A contribui¢do ¢ original e inédita, ndo foi publicada ou ndo est4 sendo avaliada
para publicagdo por outra revista

3. O arquivo da submissdo esta em formato .doc, .docx ou .RTF.

4. URL ou D.O.I para as referéncias foram informados quando possivel.

5. O texto estd em espago duplo; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em

vez de sublinhado (exceto em enderecos URL).
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6.

10.

O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em
Orientagdes para Submissdo, na pagina Sobre a Revista.
Em caso de submissdo a uma se¢do com avaliagdo pelos pares (ex.: artigos), as

instrucdes disponiveis em Assegurando a avaliacdo pelos pares cega foram

seguidas.

Na carta ao Editor foram incluidos 3 nomes com os respectivos emails de
contato, como sugestao de avaliadores com expertise para analisar 0 manuscrito.
IMPORTANTE: Os avaliadores sugeridos devem ser doutores e com
publicac¢des nos ultimos trés anos.

Se pertinente, em material ¢ método foi informado o nimero do protocolo de
aprovacao por comité de ética.

Os metadados estao completamente preenchidos, com o endereco completo da

institui¢do de cada autor.

Condigdes para submissao

Como

parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a

conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissoes

que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1.

3.

Os autores leram e seguiram estritamente as orientacdes para autores de Infarma
- Ciéncias Farmacéuticas.Os autores leram e seguiram estritamente as Diretrizes
para autores de Infarma -Ciéncias Farmacéuticas.

A contribui¢d@o ¢ original e inédita, ndo foi publicada ou ndo estd sendo avaliada
para publicacgdo por outra revista.

O arquivo da submissao estd em formato .doc, .docx ou .RTF.
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10.

URL ou D.O.I. para as referéncias foram informados quando possivel.

O texto esta em espaco duplo; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em
vez de sublinhado (exceto em enderecos URL).

O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos

em Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Revista.

Em caso de submissao a uma se¢do com avaliagdo pelos pares (ex.: artigos), as

instrucdes disponiveis em Assegurando a avaliacdo pelos pares cega foram

seguidas.

Na carta ao Editor foram incluidos 3 nomes com os respectivos emails de
contato, como sugestdo de avaliadores com expertise para analisar o

manuscrito.

IMPORTANTE: Os avaliadores sugeridos devem ser doutores e com

publicacées nos ultimos trés anos.

Se pertinente, em material ¢ método foi informado o nimero do protocolo de
aprovacao por comité de ética.
Os metadados estdo completamente preenchidos, com o endereco completo da

institui¢ao de origem de cada autor.

Declaragao de Direito Autoral

Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

1.

Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira

publicacao, com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenga Creative
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Commons Attribution que permite o compartilhamento do trabalho com
reconhecimento da autoria e publicagdo inicial nesta revista.

2. Autores tém autorizagdo para assumir contratos adicionais separadamente, para
distribuicao ndo-exclusiva da versao do trabalho publicada nesta revista (ex.:
publicar em repositorio institucional ou como capitulo de livro), com
reconhecimento de autoria e publicagdo inicial nesta revista.

3. Autores tétm permissao e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho
online (ex.: em repositorios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer
ponto antes ou durante o processo editorial, j& que isso pode gerar alteracdes
produtivas, bem como aumentar o impacto e¢ a citagdo do trabalho publicado

(Veja O Efeito do Acesso Livre).

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesse periddico serdo usados exclusivamente para os
servicos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.
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