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“Love would never leave us alone”

Bob Marley(1980)
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RESUMO

A utilizacdo de produtos fermentados pela humanidade vem desde a antiguidade até os dias de
hoje. Os produtos de fermentacdo podem ser usados como matriz energética (etanol) e
também como alimentos (pées, cervejas, vinhos). Os historiadores datam que 0s primeiros
indicios do surgimento da cerveja, foi em 6000 a.C na Palestina. A cerveja é uma bebida
constituida basicamente por agua, malte, IUpulo e leveduras. A levedura € o principal agente
transformador quimico, convertendo os agucares disponiveis no mosto em etanol, didxido de
carbono e uma série de compostos do metabolismo secundario que conferem sabor e aroma
para a cerveja. Destaca-se as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
carlsbergensis como as mais utilizadas pela inddstria cervejeira. Com o crescente nimero de
consumidores de cervejas e a grande diversidade de sabores, 0 nimero de micro e pequenas
cervejarias artesanais também vém aumentando consideravelmente, sendo um importante
gerador de empregos e de receita. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial
biotecnoldgico de leveduras ndo-Saccharomyces (Saccharomyces cerevisiae, Pichia
membranifaciens, Candida lambica, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus,
Saccharomyces norbensis) mantidas em cole¢cdo de micro-organismos. Avaliou-se a
potencialidade biotecnoldgica para serem utilizadas na industria cervejeira. Realizou-se a
diferenciacéo bioquimica das cepas em ALE e LAGER. Foi analisada a tolerancia a etanol das
leveduras e avaliado o potencial de floculacdo das leveduras. Os resultados obtidos nesta
pesquisa demonstraram que as leveduras apresentaram um potencial para serem aplicadas em
processos fermentativos. Todas as leveduras utilizadas nos testes de diferenciacdo bioquimica
apresentaram resultados que permite classifica-las como leveduras do tipo LAGER. No teste
de floculacédo todas as leveduras se mostraram como leveduras com caracteristica industrial
segundo o critério de classificacdo da American Society of Brewing Chemistry (ASBC). Na
avaliacdo de tolerancia ao etanol nas concentracbes de 10%, 15% e 20% apenas a levedura
usada no controle demonstrou tolerancia ao etanol 15%, a levedura Saccharomyces cerevisae
obtida na colecdo de cultura demonstrou tolerancia ao etanol 10%, e as demais nao
apresentaram tolerancia ao etanol nas concentragdes utilizadas no teste. O atual estudo
apresentou resultados promissores sugerindo que as leveduras podem ser utilizadas em
processos fermentativos, sendo necessaria a realizacdo de maiores investigacbes para
certificar o real potencial destas leveduras.

Palavras-chave: Leveduras; Ndo-Saccharomyces; Processos Fermentativos.



ABSTRACT

The use of fermented products by humanity dates back to antiquity to the present day.
Fermentation products can be used as an energy matrix (ethanol) and also as food (breads,
beers, wines). Historians date that the first evidence of the emergence of beer was in 6000 BC
in Palestine. Beer is a beverage consisting primarily of water, malt, hops and yeast. Yeast is
the main chemical transforming agent, converting the available sugars in the wort into
ethanol, carbon dioxide and a series of secondary metabolism compounds that give beer
flavor and aroma. The yeasts Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces carlsbergensis
stand out as the most used by the brewing industry. With the growing number of beer
consumers and the great diversity of flavors, the number of micro and small craft breweries
has also increased considerably, being an important generator of jobs and revenue. The
objective of this research was to evaluate the biotechnological potential of non-
Saccharomyces Yyeasts (Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens, Candida
lambica, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces norbensis)
kept in a collection of microorganisms. The biotechnological potential to be used in the
brewing industry was evaluated. The biochemical differentiation of the strains into ALE and
LAGER was performed. The ethanol tolerance of the yeasts was analyzed and the flocculation
potential of the yeasts was evaluated. The results obtained in this research showed that the
yeasts had the potential to be applied in fermentation processes. All yeasts used in the
biochemical differentiation tests presented results that allow classifying them as LAGER type
yeasts. In the flocculation test, all yeasts were found to be industrial yeasts according to the
classification criteria of the American Society of Brewing Chemistry (ASBC). In the
evaluation of ethanol tolerance at concentrations of 10%, 15% and 20%, only the yeast used
in the control showed tolerance to 15% ethanol, the yeast Saccharomyces cerevisae obtained
from the culture collection showed tolerance to 10% ethanol, and the others did not. showed
tolerance to ethanol at the concentrations used in the test. The current study showed promising
results suggesting that yeasts can be used in fermentation processes, requiring further
investigations to certify the real potential of these yeasts.

Key-words: Flavors; Non Saccharomyces; Fermented Products.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes em todas as partes, solo, agua, ar, alimentos,
insetos e animais, exercendo grandes influéncias nas atividades humanas (HATOUM et al.,
2012). As bebidas alcoolicas estdo presentes nas tradicGes humanas desde eras primitivas,
dentre elas destacam-se as cervejas, cujo consumo data-se por mais de 6000 anos. Artigos
arqueoldgicos apontam para o inicio de sua producdo na Mesopotamia, onde é concentrada a
maior parte dos indicios de producdo da bebida (FERREIRA; BENKA, 2014; GIORGI,
JUNIOR, 2016)

As leveduras constituem o principal grupo de micro-organismos eucariotos utilizados
na fermentacdo de alimentos e bebidas. Das mais de 600 espécies de leveduras conhecidas,
merecem destaque as especies do género Saccharomyces. A espécie Saccharomyces
cerevisiae é o agente fermentativo utilizado na producdo de vinho, saqué, cerveja, cachaca,
péo, entre outros (SICARD & LEGRAS, 2011; PARAPQOULI et al. 2020).

Mesmo com a existéncia de grandes cervejarias industriais, o numero de
microcervejarias artesanais cresceu nos Ultimos anos produzindo cervejas em pequenas
quantidades, fazendo uso de métodos tradicionais de producdo preservando tradicdes e
sabores de estilos classicos de cervejas do mundo. Mesmo com o crescimento acentuado, 0s
insumos de producédo de cerveja sdo importados tornando a producédo de custo elevado como,
por exemplo, as leveduras. Mediante disso, justifica-se a busca por outros tipos de insumos
que diminuam o custo de fabricacdo de cervejas. O presente trabalho visa testar leveduras

alternativas com potencialidade de aplicacdo em processos fermentativos.
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2 OBJETIVOS E METAS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnologico de leveduras ndo-Saccharomyces mantidas em colecao

de micro-organismos.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Testar leveduras mantidas em colecdo de micro-organismos com potencialidade
biotecnoldgica para serem utilizadas na inddstria cervejeira;

e Diferenciar bioquimicamente cepas ALE e LAGER,;

e Analisar a tolerancia a etanol das leveduras;

e Avaliar o potencial de floculagéo das leveduras;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FUNGOS

Sao seres eucaridticos, heterotréficos, uni ou pluricelulares, na sua maioria s&o
organismos aerobios. Ocupam diferentes nichos ecoldgicos podendo ser saprofitos, parasitas
ou mesmo simbiontes (ALEXOPOQULOS et al., 1996). Sdo organismos que possuem ampla
distribuicdo na natureza, podendo ser encontrados em diversos ambientes, como no ar
atmosférico, na agua, no solo, nos animais e alimentos (CARMO et al. 2007, FLORES;
ONOFRE, 2010).

Os fungos filamentosos produzem filamentos chamados de hifas, cujo conjunto forma
o micélio, enquanto as leveduras formam um pseudomicélio que pode se agrupar, porém
nunca formando tecidos verdadeiros. Apresentam uma parede celular formada essencialmente
de celulose e quitina e o principal polissacarideo armazenado é o glicogénio. Quanto a
nutricdo, podem ingerir substancias por absorcdo, apds acdo de enzimas produzidas pelos
préprios fungos, no exterior da parede celular. E esses nutrientes para que sejam absorvidos
devem possuir um tamanho adequado para que possam ser assimilados e atravessar as
camadas celulares: parede, membrana celular ou protoplasma antes de alcangar o citoplasma
onde serdo metabolizados (GRIFFIN, 1994; ALEXOPOULOS et al., 1996; ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010). Benevides & Marinho (2015) relatam que os fungos necessitam de quatro
elementos bésicos: H, O, C e N, além de outros elementos em menor quantidade: P, S, Mg,
Fe, Zn, Cu, Mb. De maneira geral, para o seu crescimento, necessitam de uma fonte organica
de Carbono ou de uma fonte inorgénica de Nitrogénio. Estes organismos apresentam grande
importancia econémica, sendo utilizados: na alimentacédo, producéo de medicacéo, controle de
pragas, bioindicadores de poluicdo; producdo de enzimas, fermentacéo alcodlica, degradagéo,
entre outros (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; RODRIGUES; MARINHO, 2012)

Se tratando desta Gltima atividade dos fungos, merece destaque, pois sdo considerados
biodegradadores eficientes de polimeros de plantas naturais como lignina e celulose, além de
outros tipos de moléculas organicas tais como, ceras, borrachas, fenol, benzeno, tolueno,
xileno e xenobioticos (BENEVIDES; MARINHO,2015).
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3.2 LEVEDURAS

Ha mais de 12 mil anos o homem consome alimentos fermentados, mas a identificacdo
dos micro-organismos como responsaveis pelo processo fermentativo aconteceu apenas em
1665. Bioquimicamente é chamado fermentacdo o processo de producdo de energia, a partir
de compostos orgénicos, por micro-organismos. O processo da fermentacdo na producdo de
alimentos gera diversos beneficios, como a conservacdo dos alimentos pela producdo de
compostos que inibe a proliferacdo de outros micro-organismos, 0 aumento da seguranca
alimentar, pela inibicéo de patdgenos; o incremento do valor nutricional, além da melhoria da
qualidade sensorial do produto, pela producéo de substancias aromatizantes (BOURDICHON
etal., 2012).

As leveduras constituem o principal grupo de micro-organismos eucariotos utilizados
na fermentacdo de alimentos e bebidas. Das mais de 600 espécies de leveduras conhecidas,
merecem destaque as espécies do género Saccharomyces (SICARD & LEGRAS,2011).

As leveduras sdo fungos unicelulares, ndo filamentosos, tipicamente esféricos ou
ovais. Da mesma forma que os fungos filamentosos, as leveduras sdo amplamente distribuidas
na natureza (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

As leveduras sdo definidas como fungos ascomicetos ou basidiomicetos que sdo
capazes de se reproduzir por brotamento ou fissdo e formar esporos que ndo estdo incluidos
em um corpo de frutificacdo (T. BOEKHOUT, C.P. KURTZMAN, 1996).

As leveduras podem ser isoladas do ambiente terrestre, aquatico e aéreo. As plantas
sdo o habitat preferido das leveduras, algumas espécies sdo encontradas desenvolvendo
comensalismo ou relagBes parasitarias com animais. Ambientes extremos como baixo
potencial hidrico (alta concentracdo de agucar ou sal) e temperatura baixa pode ser habitada
por leveduras (G.M. WALKER, 1999).

As leveduras se desenvolvem em meios simples que contém carboidratos
fermentaveis para fornecer energia e esqueletos de carbono para a biossintese, nitrogénio para
a sintese de proteinas, sais minerais entre outros elementos como fatores de crescimento
(KUNZE. W. 1999).

Fontes de carbono incluem monossacarideos, tais como D-glicose, D-manose, D-
frutose, D-galactose e o acglcar pentose D-xilulose, mas ndo outras pentoses (WANG,
JOHNSON e SCHNEIDER, 1980).

Dissacarideos como a sacarose e a maltose também sdo fermentados pela levedura de

cerveja, que, entretanto, ndo fermenta a lactose. Trissacarideos como a maltotriose e a
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rafinose também sdo fermentados pela levedura de cerveja, embora no caso da rafinose
algumas cepas conduzam apenas uma hidrélise parcial. Os compostos organicos glicerol,
etanol e lactato ndo sdo fermentados, mas a levedura pode crescer aerobicamente pela

respiracdo usando esses compostos como fontes de carbono e energia (KUNZE. W. 1999).

3.3 SACCHAROMYCES

Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucarionte reconhecidamente seguro,
amplamente utilizado ha milhares de anos na panificacdo e na fermentacdo de bebidas
alcoolicas como a cerveja e 0 vinho. Nos dias de hoje assume importancia para 0 homem
guando utilizada como organismo modelo em estudos, tais como, caraterizacdo da resposta ao
stress oxidativo, osmdtico ou alcodlico, na genética molecular sendo o microrganismo
eucarionte cujo genoma foi 0 primeiro a ser sequenciado e usado também na comparagdo
metabolica com células cancerigenas (OSTERGAARD S. et al., 2000; PARAPOULLI et al.
2020).

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura ascomicética gemulante tipica, suas células
sdo elipticas, medem de 6 a 8 um de comprimento por 5 um de largura e reproduzem-se de
forma assexuada por brotamento ou gemulacdo. No processo de brotamento, o ndcleo se
divide por constricdo e uma porcao dele penetra no broto juntamente com outras organelas
(CARVALHO et al., 2006).

Saccharomyces. cerevisiae é a levedura predominantemente empregada na producao
de bebidas fermentadas. Todas as leveduras sdo fungos unicelulares que possuem
caracteristicas estruturais semelhantes as das células eucaridticas superiores. Isto é, eles
compreendem uma parede celular, nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmaético (ER), o
aparelho de Golgi, vactolos, micro corpos, e vesiculas secretoras em conjunto com um

complexo extracelular e da membrana de rede intracelular (G.M. WALKER, 1999).
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Figura 1: Componentes celulares e microscopia de Saccharomyces cerevisiae.
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Fonte: https://mbiorg.wixsite.com/mbiorg/post/saccharomyces-cerevisiae-levedura-da-
cerveja.

A levedura é o Unico microorganismo vivo que pode passar da respiracdo para a
fermentacdo. Um fato importante a lembrar sobre a levedura é que, apesar da presenca de
oxigénio, a levedura sempre fara a rota fermentativa para utilizar a glicose se a glicose estiver
em alta concentragdo no meio, esse efeito é conhecido como Efeito Crabtree (PARAPOULI et
al. 2020; INGLEDEW, W.M.; 1999).

Saccharomyces cerevisiae ndo € considerado um verdadeiro anaerobio facultativo,
uma vez que o efeito Crabtree tem precedéncia, ou seja, acima de 1% de acucar fermentéavel
no meio de cultura (a porcentagem exata varia entre as cepas) a levedura fermenta o aglcar
por metabolismo anaerdébico, mesmo que o meio de cultura seja aerado (INGLEDEW, W.M.;
1999).

As leveduras fermentativas tem a capacidade de usar aglcares anaerobicamente como
doadores de elétrons, aceptores de elétrons e fontes de carbono. Saccharomyces. cerevisiae €
considerada uma levedura etanologénica que pode fermentar facilmente glicose, frutose,
manose, galactose, sacarose, maltose e maltotriose em etanol e diéxido de carbono
(WALKER G. M, STEWART G.G.; 2016).

Segundo WALKER, G.M., WALKER, R.S.K.(2018), a fermentacdo € menos
energeticamente favoravel em comparagdo com o metabolismo respiratorio que, em
Saccharomyces cerevisiae, s ocorrerd em condicOes aerébicas quando os niveis de glicose
forem mantidos muito baixos (devido ao efeito Crabtree).

As cervejas podem ser diferenciadas pelo tipo de levedura responsavel pela

fermentacdo. As leveduras Saccharomyces. cerevisiae tipo ale e Saccharomyces. cerevisiae
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tipo lager, existindo diferencas bioquimicas entre estes tipos de cepas, que justificam manter
uma diferenciagéo entre elas. As cepas tipo lager possuem os genes MEL que produzem a
enzima extracelular a-galactosidase permitindo a utilizacdo do dissacarideo melibiose
(glicose-galactose). Porém, as cepas tipo ale carecem desses genes MEL, impossibilitando o
uso da melibiose. Além disso, cepas ale podem crescer a temperaturas mais altas (37°C),
enquanto que as cepas lager ndo apresentam crescimento em temperaturas superiores a 34°C
(STEWART & RUSSELL,1998).

3.4 NAO SACCHAROMYCES

A humanidade tém aproveitado os processos de fermentacao para melhorar a vida util
e a seguranca de diversos alimentos e bebidas. Além disso, a fermentacdo pode adicionar uma
variedade de sabores desejaveis aos produtos fermentados ou eliminar sabores desagradaveis
(CRAUWELS et al 2015).

A utilizacdo de cepas de Saccharomyces em fermentacdo controlada ao longo de
décadas se deve basicamente a alguns aspectos positivos: producdo eficiente de etanol;
fermentacdo alcoodlica, também em condicBes oxidativas, como via metabdlica preferencial
devido ao efeito Crabtree (repressdo da respiracdo por altos teores de glicose); e alta
tolerancia ao etanol (STEENSELS AND VERSTREPEN 2014).

A busca por novas leveduras de cerveja foi recentemente expandida também para
espécies de leveduras nunca utilizadas com este objetivo e pertencentes as chamadas néo
Saccharomyces, ou mesmo as leveduras ndo convencionais (BASSO. 2019).

PIRES e seus colaboradores (2014), afirmam que a escolha da levedura tem grande
impacto nos metabolitos que conferem a cerveja seu sabor caracteristico, incluindo acetato e
ésteres de etila e alcoois superiores.

Pesquisadores estéo a estudar o uso de cepas ndo-Saccharomyces para a producdo de
cerveja. Isso inclui o uso de leveduras ndo Saccharomyces para a produgdo de cervejas com
baixo teor de alcool, cervejas funcionais e amoras de especiarias. Embora este campo
especifico tenha apenas comecado a ser explorado, ha evidéncias crescentes do enorme
potencial para a aplicacdo de leveduras ndo-Saccharomyces na industria cervejeira (Basso et
al. 2016).

As leveduras ndo Saccharomyces passaram de uma indesejavel contaminagdo por
microrganismos associada a vinhos estragados para leveduras que podem trazer caracteristicas
interessantes (JOLLY et al., 2014).
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Atualmente, 37 espécies de leveduras foram mencionadas como as principais nao
Saccharomyces envolvidos em fermentagcOes espontaneas de vinho, cerveja, tequila, mezcal e
cachaca. Eles pertencem a 20 géneros, sdo eles: Aureobasidium, Brettanomyces, Candida,
Clavispora, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hanseluna, Issatchenkia,
Kluyveromyces, Lachancea, Metschnikowia, Meyerozyma, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomycodes, Starmerella, Wickerhamomyces, Torulaspora e Zygosaccharomyces
(VARELA C., 2016).

A substituicdo da cultura de levedura é uma das modificacdes mais faceis de serem
implementadas pelas cervejarias, pois ndo requer investimentos em equipamento cervejeiro, 0
que o torna acessivel para cervejarias de todos os tamanhos (BELLUT K. & ARENDT E. K.
2019).

3.5 PRODUCAO DE CERVEJA

Até a ldade Média, a producdo de cerveja ndo passava de uma atividade caseira
destinada ao consumo domestico. A partir do seculo VI, os mosteiros passaram a fabricar a
bebida, que adquiriu o seu sabor caracteristico pelas maos dos monges, 0s quais introduziram
também na formulagéo o IUpulo, ingrediente usado como fator de amargor e também por suas
propriedades antimicrobianas (MORADO, 2009). Em 1516, na Baviera, foi promulgada a
Reinheitsgebot, a Lei da Pureza, que estabelecia, entre outras coisas, que 0S UNicos
ingredientes permitidos na fabricacdo da cerveja eram a agua, 0 malte de cevada e o lUpulo.
Nessa época, como ainda ndo havia o conhecimento da existéncia das leveduras, estas ndo
foram citadas. Além da preocupacdo com o estabelecimento de padrGes para o processo de
fabricacdo da cerveja, a lei também tinha o objetivo de controlar a demanda de trigo, pois o
grande consumo de trigo para a fabricacdo de cerveja estaria encarecendo o pdo. A aceitagédo
da Reinheitsgebot se espalhou gradativamente da Baviera para regides vizinhas. Porém, ao
final do século XX, a competi¢cdo no mundo globalizado forcou a adi¢do de adjuntos (milho,
arroz) para garantia da producdo de grandes volumes de cerveja a um baixo custo
(MORADO, 2009).

A cerveja € uma bebida carbonatada, preparada a partir de malte de cevada, IUpulo,
levedura e agua de boa qualidade. Também faz uso de adjuntos para substituir o grédo de
cevada, como: arroz, milho e trigo, visando baratear o custo final da bebida. Seu sabor é

determinado pela matéria prima, pelo tipo de processo e pela levedura utilizada, além dos
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compostos produzidos durante a fermentacdo e maturacdo, que exercem maior influéncia nas
suas caracteristicas sensoriais (OLIVEIRA, 2011).

As cervejas sdo classificadas pelo teor de alcool e extrato, pelo malte ou de acordo
com o tipo de fermentacdo. As cervejas de alta fermentacdo sdo aquelas cujas leveduras
(cepas Ale) sdo ativas em temperatura de 20°C a 25°C e flutuam ap6s fermentar o mosto,
gerando um produto de cor cobre avermelhada, de sabor forte, ligeiramente acido e com teor
alcoolico entre 4% e 8% (as alemds, por exemplo). A maior parte das cervejas é de baixa
fermentacdo, ou seja, quando expostas a temperaturas entre 9°C e 14°C, o levedo (cepas
Lager) fica depositado no fundo do tanque (SINDICERYV, 2019).

O processo de producdo de cerveja pode ser dividido basicamente em seis etapas:
moagem do malte, mosturacdo ou brasagem, filtracdo do mosto, fervura do mosto,

fermentacao e maturacao.

Figura 2: Diagrama esquematico da producdo de cervejas.
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O malte é produzido a partir de grdos de cevada, pelo processo de maltagem, que é
dividido em trés fases: germinacdo, maceracgdo e secagem. O principal objetivo da maltagem é
ativar as enzimas do grdo de cevada. Estas enzimas, entdo, irdo auxiliar a conversdao do
carboidrato armazenado na forma de amido em acucares fermentaveis. A degradacdo do
amido comeca durante a maltagem e continua até a fase de produ¢do do mosto.

Em geral, a cevada ja chega maltada as cervejarias (MORADO, 2009). A brassagem,
sera realizada a moagem do malte, a mosturacdo, a filtragdo do mosto, sua fervura e
resfriamento. O malte é moido para que seja liberado o contetdo dos gréos de cevada, que,
durante a mosturacdo, serdo suspensos em agua e aquecidos para solubilizar o contetdo e
permitir a acdo das amilases. Na sequéncia, os sélidos sdo removidos e o mosto € clarificado,
fervido e resfriado antes que seja iniciada a fermentacdo (MORADO, 2009). 0 mosto €
fervido com ldpulo. A etapa de fervura tem como objetivos esterilizar o0 mosto e inativar as
enzimas do malte. Depois de fervido, o mosto é resfriado e colocado no tanque de
fermentacdo (MORADO, 2009). A adicdo do lapulo (Humulus lupulus) é fundamental para
conferir as cervejas o amargor caracteristico. Além disso, seus aromas também podem
conferir as cervejas notas herbais, florais e frutais (MORADO, 2009).

Leveduras cervejeiras, tradicionalmente usadas na producdo de cervejas Ale e Lager,
sdo cepas de Saccharomyces cerevisiae que representam um grupo diversificado de
microrganismos. Para efeito historico e pratico, as leveduras Lager, sdo referidas na literatura
como Saccharomyces carlsbergensis, entretanto, mais especificamente s&o hibridos de
Saccharomyces cerevisiae com outras leveduras (WALKER, 2000; CASAREGOLA et al.,
2001).

A fermentacéo é resultado do metabolismo das leveduras que séo capazes de converter
acucares fermentaveis em dioxido de carbono e etanol. Além destes, outros subprodutos
metabdlicos podem ser gerados durante a fermentacdo, os quais, juntamente com aqueles
provenientes do malte e do Iupulo, serdo os responsaveis por formar o flavour (aroma e sabor)
das cervejas (OLANIRAN et al., 2011; LEl et al., 2012).

O produto da fermentagdo principal é chamado cerveja verde, pois contém
componentes de sabor indesejavel, tais como diacetil (2,3-butanodiona), que é uma dicetona
vicinal formada durante a biossintese da valina, sendo considerada uma substancia off flavour
por conferir as cervejas sabor de manteiga (DASSARI & KOLLING, 2011). Na fermentacéo
secundaria, o diacetil é reabsorvido pelas leveduras e convertido em acetoina e posteriormente

em 2,3-butanodiol. Comparados ao diacetil, esses dois subprodutos apresentam um nivel
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muito mais baixo de percepcdo sensorial (threshold) (DUONG et al., 2011). A redugéo da
presenca do diacetil € o passo limitante da velocidade de maturacéo da cerveja (DASSARI &
KOLLING, 2011).

A levedura esta envolvida na maioria dos processos de formacgdo de aroma durante
fermentacdo de cerveja, transformando ingredientes do mosto em &lcool e compostos
aromaticos como alcoois, ésteres e compostos carbonilicos (PIRES et al., 2014).

A procura por mudancas no aroma da cerveja podem ser obtidas usando diferentes
leveduras além das convencionais cepas de Saccharomyces. Leveduras “Nao Saccharomyces”
sdo principalmente conhecidas como leveduras para cerveja ou outras bebidas, mas eles
podem realmente formar uma diversidade de sabores que podem se encaixar perfeitamente na
cerveja (PIRES et al., 2014; VERSTREPEN et al., 2003).

Muitos compostos de sabor significativos que vém da fabricacdo de cerveja por
leveduras sdo principalmente metabdlitos secundarios. Eles sdo produzidos em quantidades
relativamente baixas em comparacdo com os produtos de fermentacdo principal, que séo
etanol e dioxido de carbono (PIRES et al., 2014; VERSTREPEN et al., 2003).

Metabolitos secundarios podem ser divididos em diferentes categorias e incluir
compostos aromatizantes contendo enxofre, compostos carbonilados indesejaveis, fenois
volateis, acidos organicos, alcoois fuseis, ésteres e alcoois monoterpénicos (PIRES et al.,
2014; VERSTREPEN et al., 2003; MEILGAARD, M. C.;1975).

No ano de 2020 o Brasil chegou a 1.383 cervejarias registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), distribuidas em todos os estados da federacao,
um crescimento de 14,4% em relacdo ao ano anterior. Os estados com maior crescimento no
namero de cervejarias foram Piaui e Paraiba. A maioria das cervejarias estd localizada nos
estados do Sul e do Sudeste: 85,6% ficam nessas regides. Sdo Paulo tem o maior nimero de
estabelecimentos (285), seguido pelo Rio Grande do Sul (258) e por Minas Gerais (178).
Apesar da concentracdo no Sul e Sudeste, estados do Nordeste tém apresentado nos ultimos
anos um crescimento expressivo no numero de estabelecimentos, entre eles Bahia, Ceara e
Rio Grande do Norte.



Figura 3: Crescimento do nimero de cervejarias
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4 MATERIAIS E METODOS

41 LEVEDURAS

As leveduras utilizadas foram cedidas pela Colegdo de Culturas-Micoteca URM do
Departamento de Micologia e da Colecdo de Microrganismos do Departamento de
Antibidticos, ambos do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco e uma
levedura comercial Saccharomyces cerevisiae SafAle™ S-04 de marca FERMENTIS.

Todas as culturas foram estocadas em tubos contendo meio YP 2% de glicose e

conservadas sob refrigeracéo.

Tabela 1: Leveduras utilizadas

Levedura Colecéo de Cultura Substrato
Lev-01:Saccharomyces cerevisiae URM-7481 Poupa de mangaba
Lev-05: Pichia membranifaciens URM-4780 Gréo de kefir
Lev-06: Candida lambica URM-4778 Massa de mandioca
Lev-07: Saccharomyces cerevisiae UFPEDA-1109 NI
Lev-09: Saccharomyces diastaticus UFPEDA-1212 NI
Lev-10: Saccharomyces norbensis UFPEDA-1267 NI

4.2 MEIOS DE CULTURA

e MEIO YP
O meio YP é composto por extrato de levedura 1% (p/v) e peptona 2% (p/v).
Para o meio solido, foi acrescentado agar 2% (p/v). Foram utilizadas diferentes fontes de
carbono, como por exemplo, glicose e maltose.
e MEIO MINIMO YNB (YEAST NITROGEN BASE)
O meio minimo YNB, composto por 6,7 g/L de base nitrogenada sem aminoacidos e sem

sulfato de aménio, foi preparado adicionando-se glicose 2% (p/v).
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4.3 AVALIACAO DA POTENCIALIDADE BIOTECNOLOGICA PARA A
INDUSTRIA CERVEJEIRA

A eficiéncia do processo de fermentacdo das cervejas esta diretamente relacionada a
capacidade de fermentacdo de glicose e de maltose. As leveduras foram crescidas em tubos
contendo 5mL de YP glicose 2% e YP maltose 2%, separadamente, sendo incubadas a 30°C
por 48 horas sob agitacdo a 160 rpm. Foi calculado o volume necessario de cultura para ser
inoculado em frasco Erlenmeyer com capacidade para 125 mL contendo 50 mL de YP glicose
2% e YP maltose. Os frascos foram mantidos a 30°C, sob agitacdo a 160 rpm por 72 horas,
sendo recolhidas amostras e realizadas leituras de D.0.600nm a cada 2 horas. Foi calculada a
velocidade de crescimento especifica definida como a variacdo do namero de células em

relacdo ao tempo, definida pela seguinte equacéo:

1 dX dinX
= X— = —
H=%%ar ~ Tar
onde: p corresponde a velocidade especifica de crescimento, X refere-se a biomassa
celular, dX corresponde a variacdo da biomassa, dt representa a variacdo do tempo, e InX é

igual ao logaritmo neperiano do valor da biomassa celular.

44 DIFERENCIACAO BIOQUIMICA DE CEPAS ALE E LAGER

A diferenciagdo de cepas ale e lager cervejeiras se baseiam na capacidade de
metabolizacdo de melibiose e nas temperaturas de crescimento. As colénias serdo inoculadas
em tubos contendo 6 mL de meio YNB acrescido de 0,002% de verde de bromocresol, 280
mg de melibiose e um tubo de Durhan invertido. Se ocorrer a mudanca de coloracdo do meio
de amarelo para verde ao fim de 7 dias de incubacéo, indicara positivo para fermentacdo de

melibiose.
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45 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FLOCULACAO

Para determinacdo da capacidade de floculacdo, sera aplicado o teste de Helms
modificado (D’Hautcourt & Smart, 1999). Para isso, as leveduras serdo cultivadas em YP
glicose 2%, a 30°C, sob agitacdo a 200 rpm, por 72 horas. Apds o crescimento das culturas, as
células, na concentracdo de 10° células/mL (D.0.600nm 0,35 — 0,4), vdo ser lavadas com
agua destilada ou solucdo de EDTA 5M (pH 7,0) e ressuspendidas em tampédo de lavagem,
contendo sulfato de calcio (0,5 g/L). Ap6s centrifugacdo a 10000 RPM, as células serdo
ressuspendidas em tampdo de suspensdo, contendo sulfato de célcio (0,5 g/L), acetato de
sodio (6,8 g/L), &cido acético glacial (4,5¢/L), e etanol 4% a um pH final de 4,5. Como
controle, as células serdo ressuspendidas em EDTA 0,5M (pH 7,0). As ceélulas serdo
submetidas a agitacdo e um periodo de sedimentacdo de 15 minutos, sera aliquotas de 100 pL
de sobrenadante para cada amostra, e depois suspendidas em 900 pL de &gua destilada para
realizar a leitura de absorbancia a D.0.600nm. Para cada cepa, serdo utilizadas 3 réplicas e o
percentual de floculacdo foi determinado para trés determinacdes independentes pela seguinte

férmula;

D0O600controle — DO600experimental

"%Floculagio = DOG00controle x100

4.6 TESTE DE TOLERANCIA AO ETANOL

As leveduras foram crescidas em tubos contendo 4 mL de YP maltose 2% por 24
horas sob agitacdo a 200 rpm em mesa agitadora. Em microplacas de 96 po¢os contendo 150
pL de YP maltose 2% e etanol 10% (v/v) foram inoculados 1,5 pL de células nas dilui¢fes de
10-1 até 10-8. As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas e o crescimento foi avaliado
em leitura em espectrofotdmetro a 600nm de absorbancia. O mesmo procedimento foi

adotado para avaliagdo da toleréncia ao etanol em 15 e 20% (v/v).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA POTENCIALIDADE BIOTECNOLOGICA PARA A
INDUSTRIA CERVEJEIRA

A eficiéncia do processo de fermentacdo das cervejas esta diretamente relacionada a
capacidade de fermentacdo de maltose e de maltotriose. J& que 0 mosto utilizado na producao
de cerveja geralmente possui maltose em torno de 50 a 60%, maltotriose em 15 a 20% e
glicose em 10 a 15% (Alves Jr. et al, 2008), € importante avaliar a capacidade de
metabolizacdo de maltose pelas culturas estudadas. De acordo com Andrietta et al. (1999),
leveduras sdo consideradas aptas para o processo fermentativo se apresentarem valores de
velocidade especifica de crescimento maiores ou igual a 0,4.

Nos gréficos a seguir podemos observar o desempenho das leveduras em meios com

glicose e maltose.

Figura 4: Curva de crescimento da levedura (Lev01l) em meio YPG e YPM a 2%.
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Figura 5: Curva de crescimento da levedura (Lev05) em meio YPG e YPM a 2%.
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Figura 6: Curva de crescimento da levedura (Lev06) em meio YPG e YPM a 2%.
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Figura 7: Curva de crescimento da levedura (Lev07) em meio YPG e YPM a 2%.
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Figura 8: Curva de crescimento da levedura (Lev09) em meio YPG e YPM a 2%.
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Figura 9: Curva de crescimento da levedura (Lev10) em meio YPG e YPM a 2%.
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Pelos graficos apresentados as leveduras LO1, L06, LO9 apresentam valores iguais ou
superiores a 0,4 sendo leveduras promissoras em processos fermentativos.

As leveduras L05, LO7 e L10 ndo tiveram 0 mesmo comportamento da metabolizagao
de glicose para 0 meio contendo maltose. Segundo Libkind e seus colaboradores (2011), esse
perfil pode ser uma caracteristica de cepas do tipo lager, pois fermentam mais lentamente e

precisam de temperaturas mais baixas do que a que foi utilizada neste experimento.
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5.2 DIFERENCIACAO BIOQUIMICA DE CEPAS ALE E LAGER

A ASBC (American Society of Brewing Chemists) recomenda a diferenciacédo
bioguimica como critério de classificagdo de cepas de leveduras (ASBC, 1994).

Este ensaio se caracteriza pela capacidade das cepas de leveduras utilizarem o
carboidrato melibiose que é formado por uma molécula de glicose e uma de galactose, essa
assimilacdo é possivel devido a producdo da enzima melibiase. As cepas melibiase-positivas
sdo classificadas do tipo Lager e as cepas melibiase-negativas como do tipo Ale (SAMPAIO
etal., 2017).

A principal caracteristica do ensaio € a mudanca de coloracdo de azul para amarelo
pelas cepas que conseguem assimilar a melibiose, essa mudanca é facilmente percebida nas
figuras 10 e 11. As leveduras testadas apresentaram o perfil melibiose-positiva sendo
classificadas tipo Lager como descritas na tabela 2.

Figura 10: Teste de diferenciacdo bioquimica no tempo inicial. Fonte: Autor
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Figura 11: Teste de diferenciacdo bioquimica ap06s 7 dias de incubacdo. Fonte: Autor

Tabela 2: Diferenciacdo Bioguimica

Cepas Melibiose

Lev-Controle: S-04 -

Lev-01:Saccharomyces cerevisiae +
Lev-05: Pichia membranifaciens +
Lev-06: Candida lambica +
Lev-07: Saccharomyces cerevisiae +
Lev-09: Saccharomyces diastaticus +
Lev-10: Saccharomyces norbensis +

Legenda: (+) para descoloracéo e (-) para ndo descoloracéo.

A levedura controle S-04 ndo descoloriu 0 meio como esperado, pois se trata de uma
levedura Ale descrita pelo fabricante. Com as demais leveduras a descoloragdo foi
evidenciada podendo classifica-las como do tipo Lager. Gallone e colaboradores (2017)
afirmam que esta capacidade de utilizacdo da melibiose é possivel devido ao gene MEL1 das
cepas Lager. A levedura 0le 07, ambas Saccharomyces cerevisiae se apresentaram como
melibiose-positiva, 0 que ndo era esperado, Sampaio et al (2017) em seus estudos também

encontraram uma cepa de Saccharomyces cerevisiae com esse perfil. Nos estudos de
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Naumova et al.,(2011) foi identificado 11 genes (MEL1-MEL11) em cepas de Saccharomyces

cerevisiae, mesmo que esses genes estejam silenciados.

5.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FLOCULACAO

A floculagdo se trata de um agrupamento celular em que células formam aglomerados
a partir de estruturas de superficie das paredes celulares, chamadas floculinas (lectinas). A
capacidade de floculacdo é um elemento importante para o processo de produc¢éo na industria
de bebidas, ja que, uma baixa floculacdo influencia negativamente no processo de separacao,
uma vez que a floculacédo acelera o processo de decantacéo, otimizando o processo
(BOULTON, 2017).

A floculacéo é um processo de adaptacdo ao estresse, uma vez formado esse
aglomerado tem funcgdo de manutencgdo e sobrevivéncia dos individuos. Os fatores que podem
influenciar a floculacdo podem ser tanto por fatores fisico-quimicos tais como agitacéo, pH,
temperatura, oxigénio, etanol, até fatores genéticos como relata VVestrepen e seus
colaboradores em 2003. O calcio € um elemento importante para o processo de floculacgéo,
isso se deve ao fato que as estruturas de lectina sé se ligam a outras estruturas celulares como
mananas ou glucanas na presenca de ions de Ca*? (STEWART, 2018).

Vestrepen e seus colaboradores( 2003), classificaram as leveduras a partir se seu
potencial floculante: de 90 a 100% como levedura de extrema floculacédo, de 40% a 90%
como levedura com caracteristica industrial e 0 & 15% como levedura ndo-floculenta, essa
classificagdo é sugerida pela American Society of Brewing Chemistry (ASBC).

Com base nessa classificacdo, o grafico a seguir mostra os resultados com as leveduras

testadas.



Figura 12: Grafico de percentual de floculacéo. Fonte: Autor
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Os percentuais de floculacdo das leveduras estudadas foram 87,57% para L-01, 87,84

para L-05, 87,94% para L-06, 87,89% para L-07, 82,67% para L-09 e 87,94% para L-10.
Todas as leveduras se mostraram como leveduras com caracteristica industrial

segundo o critério de classificagdo da American Society of Brewing Chemistry (ASBC).
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5.4 TESTE DE TOLERANCIA AO ETANOL

O processo fermentativo cervejeiro tem como principal objetivo transformar os
carboidratos fermentesciveis do mosto em etanol e compostos volateis com ou sem impacto
sensorial. Apesar de ser produzido pelas leveduras, o etanol é toxico e é capaz de deteriorar o
produto fermentado no periodo p6s-fermentagdo. (Smart, 2017).

Smart em 2017 relata uma serie de efeitos prejudiciais da exposicao das células de
leveduras a altas concentracdes de etanol durante a fermentacao, tais como, inibicdo do
crescimento e do tamanho das células, efeito mutagénico no metabolismo respiratorio,
reducdo da fermentacdo, inibicdo enzimatica, aumento da permeabilidade da membrana
celular, esses efeitos podem causar danos permanentes e comprometer as geracdes futuras.

Geralmente as leveduras cervejeiras estdo expostas a concentracdes de 4 a 6% v/v de
etanol podendo ultrapassar a 10% em cervejas de alta gravidade (Smart, 2017).

A tabela a seguir mostra os resultados de tolerancia ao etanol com as leveduras

testadas.
Tabela 3: Tolerancia ao Etanol
Cepas Tolerancia ao Etanol
10% 15% 20%
Lev- Controle S-04 + + -
Lev-01- Saccharomyces cerevisiae + - -

Lev-05- Pichia membranifaciens - - -
Lev-06- Candida lambica - - -
Lev-07- Saccharomyces cerevisiae - - -
Lev-09- Saccharomyces diastaticus - - -
Lev-10- Saccharomyces norbensis - - -

Legenda: (+) para tolerante e (-) para ndo tolerante.

De acordo com o gréfico, a levedura comercial Saccharomyces cerevisae se mostrou
tolerante até 15% de etanol enquanto a Saccharomyces cerevisae -01 mostrou-se tolerante em
até 10%. A levedura controle por ser comercial ja deve estar bem adaptada ao processo
fermentativo enquanto a levedura 01 em mantida em preservacdo em colecéo de cultura pode

ndo estar bem adaptada concentracGes maiores de etanol.
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As demais leveduras ndo apresentaram tolerancia as concentragdes estudadas, mas isso
ndo implica que estas leveduras ndo possam ser utilizadas em processos fermentativos.
Cervejas com baixo teor alcoolico (low-alcohol) ou sem alcool (free-alcohol) tem tido
aumento no interesse dos consumidores decorrente de uma maior preocupagdo com a saude e
possibilidade de menor ingestdo cal6rica (Muller et al. 2017).

Algumas espécies de leveduras ndo-Saccharomyces apresentam perfil de tolerancia
semelhantes ao da Saccharomyces cerevisiae. Mukherjee e colaboradores em 2017
verificaram espécies de Torulaspora delbruekii e Pichia kudriavzevii tolerantes a 13% de
etanol concluindo assim que espécies de leveduras ndo-Saccharomyces podem apresentar a

mesma eficiéncia da Saccharomyces cerevisiae.
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6 CONCLUSOES

Com a realizacdo destes experimentos podemos concluir que:
As leveduras Saccharomyces cerevisiae(L-01), Pichia membranifaciens(L-05) e
Saccharomyces diastaticus(L-09) s&o promissoras a serem aplicadas em processos
fermentativos;

Todas as leveduras testadas com excecdo da cepa comercial S-04, apresentaram um
perfil de leveduras Lager;

Todas as leveduras testadas apresentaram valores acima de 80% nos ensaios de
floculagdo, sendo classificadas como leveduras com caracteristicas industriais;

As leveduras se mostraram pouco tolerantes ao etanol, destacando a Saccharomyces

cerevisiae(L-01) que se mostrou tolerante a 10% de etanol;

Mesmo com base nesses resultados, é necessario mais estudos para certificar o real
potencial destas leveduras ndo-Saccharomyces a serem aplicadas em processos fermentativos

em peqguena escala ou escala industrial.
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