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EPIGRAFE

“Ele ndo sabia que era impossivel. Foi la e fez.”

Jean Cocteau



RESUMO

Leveduras de diversos géneros e espécies sao capazes de converter agucares
em etanol e didxido de carbono, bem como em outros metabdlitos menores, um
processo quimico conhecido como fermentacdo alcoolica. No passado, a
fermentacdo espontanea era praticada e caracterizada por leveduras néo
Saccharomyces durante as primeiras fases da fermentacdo, enquanto as
leveduras do género Saccharomyces dominavam as fases posteriores. Hoje, a
inoculacdo de culturas de leveduras puras proporciona melhor controle do
processo, entretanto, limitando a complexidade de sabor e aroma gerados por
diversas linhagens e espécies. Diante do exposto, este artigo tem a finalidade de
fazer um estudo exploratério da cinética fermentativa de leveduras né&o
convencionais na producao de cerveja, seja em fermentacéo simples, mista ou
sequenciada, em conjunto com uma levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae. Para avaliar o comportamento da fermentacéo e sua eficacia foram
analisadas a producéo de alcool, consumo de substrato, pH, crescimento celular
e viabilidade dos microrganismos ao longo do processo. O estudo indicou que
as leveduras ndo convencionais em fermentacao pura apresentaram rendimento
inferior, quando comparadas as cepas comerciais de S. cerevisiae, considerando
0s parametros fermentativos, com atenuacéo real variando entre 8,84% e
17,79% do mosto. Na etapa de fermentagcdo mista entre leveduras nao
convencionais e S. cerevisiae nao foram observadas diferengas significativas em
relacdo a fermentacdo simples (S. cerevisiae), considerando os parametros
fermentativos. Na etapa de fermentacdo sequenciada, com 48 horas de
diferenca entre as inocula¢des, houve uma queda no rendimento do processo,
com diferencas significativas em relagcdo ao controle (S. cerevisiae) para o0s
principais parametros fermentativos. Considerando que a maioria das cepas de
leveduras ndo convencionais apresentou crescimento de biomassa e boa
adaptabilidade ao meio fermentativo, L. thermotolerans e W. anomalus se
mostraram promissoras para a producao de cervejas de baixo teor alcodlico. Em
fermentacdo mista e sequenciada, novos estudos sao necessarios para verificar

possiveis impactos nas carcateristicas sensoriais das cervejas.

Palavras-chaves: bioprocesso, cinética fermentativa, interagdo microbiana
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ABSTRACT

Yeasts of several genera and species are capable of converting sugars to ethanol
and carbon dioxide, as well as other minor metabolites, a chemical process
known as alcoholic fermentation. In the past, spontaneous fermentation was
practiced and characterized by non-Saccharomyces yeasts during the early
stages of fermentation, while yeasts of the genus Saccharomyces dominated the
later stages. Today, the inoculation of pure yeast cultures provides better process
control, however, limiting the complexity of flavor and aroma generated by
different strains and species. Given the above, this article aims to carry out an
exploratory study of the fermentative kinetics of unconventional yeasts in beer
production, whether in simple, mixed or sequenced fermentation, together with a
commercial yeast Saccharomyces cerevisiae. To evaluate the fermentation
behavior and its effectiveness, the alcohol production, substrate consumption,
pH, cell growth and viability of microorganisms throughout the process were
analyzed. The study indicated that the unconventional yeasts in pure
fermentation showed lower yield when compared to commercial strains of S.
cerevisiae, considering the fermentative parameters, with real attenuation varying
between 8.84% and 17.79%. In the stage of mixed fermentation between
unconventional yeasts and S. cerevisiae, no significant differences were
observed in relation to simple fermentation (S. cerevisiae), considering the
fermentation parameters. In the step of sequential fermentation, with 48 hours of
difference between inoculations, there was a decrease in the yield of the process,
with significant differences in relation to the control (S. cerevisiae) for the main
fermentation parameters. Considering that most of the unconventional yeast
strains showed biomass growth and good adaptability to the fermentation
medium, L. thermotolerans and W. anomalus showed promise for the production
of low-alcohol beers. In mixed and sequenced fermentation, further studies are

needed to verify possible impacts on the sensory characteristics of beers.

Keywords: bioprocess, fermentation kinetics, microbial interaction
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1. INTRODUCAO

E muito provavel que as primeiras bebidas fermentadas tenham sido o
resultado de fermentacdes espontaneas, assim, microrganismos (fungos e
bactérias) presentes na superficie de frutas e grédos, dentro de vasos de
fermentacdo ou introduzidos pela acdo humana, foram responséaveis pela sua
producdo (VARELA, 2016). Logo, os produtores dessas bebidas notaram que a
velocidade, a qualidade e a consisténcia de um processo de fermentacao
frequentemente aumentavam quando eram inoculadas com uma pequena
amostra de um produto de fermentacdo acabada (STREENSELS &
VERSTREPEN, 2014).

A fermentacdo espontanea, processo microbiano complexo que envolve a
acdo de diferentes microrganismos, € utilizado na producdo de vérias bebidas
fermentadas (JOLLY et al. 2014; SPITAELS et al., 2014; TAPSOBA et al., 2015).
Devido a sua abundancia e predominancia em muitas dessas fermentacdes, as
espécies Saccharomyces (especialmente S. cerevisiae) foram selecionadas para
processos de fermentacdo controlada, incluindo a producdo de pé&o, cerveja,
saqué e vinho (DEQUIN & CASAREGOLA, 2011). Esta espécie possui varias
caracteristicas que explicam sua predominancia atual nos processos
fermentativos industrias, tais como eficiéncia na producdo de etanol, capacidade
fermentativa em meios aerobios e anaerobios, aléem de alta toleréncia ao etanol
(GODDARD, 2008; PISKUR et al., 2006).

Apesar das claras vantagens da utilizacdo de leveduras da espécie S.
cerevisiae, um numero crescente de estudos considera que a restricdo da
diversidade microbiana limita as caracteristicas sensoriais e reduz a complexidade
do produto final (DAENEN et al.,2008; DOMIZIO et al., 2007). Além disso, ndo
esta claro se as cepas de S. cerevisiae usadas atualmente sdo ideais para suas
tarefas industriais, uma vez que muitas destas cepas demonstram deficiéncias
especificas, como por exemplo, a producado de “off-flavors” e o desempenho de
fermentacao abaixo do ideal (STREENSELS & VERSTREPEN, 2014).

Para superar essa restricdo, varios laboratorios e cervejarias comecaram a
cultivar leveduras ndo convencionais e a caracterizar suas capacidades
fermentativas, a fim de desenvolverem cervejas com compostos de aroma e sabor

distintos. Uma das principais leveduras nao convencionais utilizadas na fabricagao



15

de cervejas artesanais é a espécie Brettanomyces, como no caso das belgas
lambic e gueze, onde o resfriamento do mosto em tanques abertos da origem a
fermentacdo espontanea, responsavel pela complexidade sensorial do produto
(SPITAELS et al., 2014). Se por um lado podem ser considerados cruciais para o
perfil de sabor de certas cervejas especiais, dando origem a compostos com notas
de “estabulo”, cravo, “cela de cavalo”, medicinal, picante e floral, por outro também
podem ser considerados como microrganismos deteriorantes em outras bebidas,
como o vinho (CRAUWELS et al., 2016). A producdo desses compostos fendlicos
volateis mais intensos esta associada a sua capacidade de transformar acidos
fendlicos ndo volateis, como o acido ferulico e acido paracumarico, em 4-
etilguaiacol e 4-etilfenol, respectivamente, por meio da acdo das enzimas
hidroxicinamato decarboxilase e vinilfenol redutase (LAFORGUE & LONVAUD-
FUNEL, 2012).

Outras leveduras ndo convencionais tém sido utilizadas na producédo de
cervejas artesanais, despontando como nova ferramenta para incrementar o perfil
sensorial (VANDERHAEGEN et al., 2003; BASSO et al.,2016; OSBURN et al.,
2018), produzir cervejas com baixo teor alcodlico (MICHEL et al.,2016; DE
FRANCESCO et AL., 2015) ou para desenvolver produtos funcionais e de baixo
valor calorico (HABSCHIED et al.,2020).

Em um desses estudos, Osburn e colaboradores (2018) descobriram cepas
de 5 (cinco) leveduras ndo convencionais — Hanseniaspora vinae, Lachancea
fermentati, Lachancea thermotolerans, Schizosaccharomyces japonicus e
Wickerhamomyces anomalus — que apresentavam atividade heterofermentativa,
ou seja, foram capazes de transformar aclcares em acido latico, etanol e gas
carbbnico. Testes em larga escala demonstraram que algumas dessas leveduras
apresentaram alta capacidade de consumo dos acucares do mosto (boa
produtividade em relacdo ao alcool), floculavam bem (agregacédo da biomassa
para diminuir turbidez), produziam niveis de acido latico desejaveis e compostos
de aroma e sabor prazerosos. Essas caracteristicas Unicas permitiriam, por
exemplo, a producéo de cervejas de estilos 4cidos (catharina sour, berliner weise
e outras) em uma unica etapa, ao invés do processo tradicional em duas etapas

(fermentacao latica seguida de fermentacao alcooolica).
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Essas leveduras ndo convencionais também tém sido utilizadas em co-
fermentacdo ou fermentacdo sequenciada com espécies Saccharomyces,
buscando possiveis efeitos sinergéticos. Em um estudo de co-fermentac¢des entre
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae com Torulaspora delbrueckii, para
a fabricacdo de cerveja, Canonico et al. (2016) mostraram um efeito sinérgico
entre as leveduras, capaz de aumentar a producdo de ésteres e alcoois
superiores, mostrando-se uma estratégia eficaz para gerar diferenciais aromaticos
perceptiveis quando comparado com as fermentag@es tradicionais.

Considerando a diversidade de microorganismos ainda inexplorados para
a producdo de cerveja, este artigo tem a finalidade de fazer um estudo exploratorio
da cinética fermentativa de leveduras ndo convencionais, seja em fermentacao
simples, mista ou sequenciada, em conjunto com uma levedura comercial

Saccharomyces cerevisiae.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Considerando que os consumidores estao buscando experiéncias cada vez
mais complexas, € de se esperar que as cervejarias desenvolvam novos produtos
para atender essa demanda de mercado. Uma das alternativas existentes € a
utilizacao de leveduras nao convencionais no processo de fabricacéo industrial de
cerveja, seja para otimizar processos industrias como para adicionar
complexidade sensorial aos produtos. Considerando que até o ano de 2005
apenas 1,5% das espécies de leveduras existentes foram descritas, ainda ha uma
biodiversidade consideravel de leveduras inexploradas no planeta Terra. Assim, 0
uso de leveduras ndo convencionais para fermentar o mosto cervejeiro pode ser
uma alternativa para descobrir novos microrganismos capazes de produzir
cerveja, contribuindo para o desenvolvimento de novos produtos. Contudo,

algumas questdes precisam ser respondidas:

As leveduras ndo convencionais teriam viabilidade no mosto cervejeiro?

As cervejas produzidas com leveduras ndo convencionais apresentam
caracteristicas tecnolégicas adequadas?

E possivel selecionar leveduras ndo convencionais para fermentacdes isoladas e
combinadas?

Existe sinergia ou competicdo entre as leveduras no processo de fermentagcao

mista?

Hipotese: As cepas de leveduras ndo convencionais seréo capazes de se adaptar
ao meio fermentativo — apresentando boa viabilidade celular —, alta produtividade
em relacdo a conversdo dos subprodutos em etanol, além de apresentarem
caracteristicas tecnolégicas adequadas. No processo de fermentacdo mista e
sequenciada, a levedura S. cerevisiae ira competir com as leveduras nao
convencionais por nutrientes, dominando o meio fermentativo para realizar uma

fermentacdo completa.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cervejano Brasil

Estima-se que a cerveja foi descoberta por acaso em algum lugar da
Mesopotamia ha cerca de 10.000 anos. Alguem usou graos umidos e germinados
para fazer um mingau que ficou doce ao ser aquecido. Ativadas pelo calor as
enzimas dos graos germinados converteram o amido em agucares mais simples.
Caso a fermentacdo do mingau ndo fosse interrompida, teriamos acomo resultado
um nada saboroso exemplar de cerveja da antiguidade (OLIVER, 2012). Até os
dias atuais a cerveja € uma das bebidas mais populares do mundo, cujo sabor e
aroma final sdo a soma resultante de varias centenas de compostos ativos
produzidos no decorrer de cada etapa da fabricacdo, no entanto, a grande maioria
dessas substancias é produzida pelas leveduras durante a fase de fermentacao
(PIRES et al., 2014).

Conforme definido no art. 36, do Decreto n° 6.871, de 2009, cerveja é a
bebida resultante da fermentacéo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de
cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo
de coccao adicionado de lupulo ou extrato de Iupulo, hipétese em que uma parte
da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente
por adjunto cervejeiro. A legislacdo brasileira ainda permite a utilizacdo de
adjuntos no processo de fabricagdo, como cereais, maltados ou nao, além de
outros ingredientes como mel e carboidratos de origem vegetal — sacarose,
frutose, glicose e maltose — aptos para o consumo humano como alimento. Esses
cereais sdo capazes de substituir parcialmente o malte ou complementa-lo, porém
0 seu volume nao pode ser superior a 45% do extrato primitivo, enquanto que o
carboidrato vegetal utilizado ndo pode ser superior a 15% do extrato primitivo
(BRASIL, 2019).

No aspecto nutrional, a cerveja apresenta importantes compostos como
vitaminas do complexo B, polifendis, fosfatos, acidos organicos, acidos nucleicos,
sendo também uma auténtica fonte de fibras solUveis e nutrientes. Alguns estudos

tém mostrado os beneficios que o consumo moderado de cerveja pode fazer para
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saude, principalmente em virtude das interagdes entre os polifenois e a microbiota
intestinal (QUESADA-MOLINA et al., 2019 HERNANDEZ-QUIROZ et al., 2019).

Nos ultimos anos, o mercado cervejeiro no Brasil vem se expandindo e
diversificando paralelamente ao momento de crescimento econdémico em que 0
pais vem sofrendo (VALENTE JUNIOR & ALVES, 2016). Segundo dados da
fabricante de lapulos alema BarthHaas em 2019 a producao global de cerveja
atingiu o montante de 1,9 milhdes de hl, um crescimento de 0,5% em relagdo ao
ano anterior. O Brasil se consolidou como terceiro maior produtor de cervejas do
mundo, atingindo a marca de 145 milhdes de hl no ano de 2019.

Ao final do ano de 2020, o Brasil registrou um total de 1383 cervejarias
legalmente instaladas no pais, um crescimento aproximado de 316% nos ultimos
5 anos. A distribuicdo dos estabelecimentos ao longo do Brasil mostra que as
regides sudeste e sul detém juntas 85,6% da concentracdo das cervejarias —
43,74% e 41,86%, respectivamente —, seguida pela regidao nordeste (7,59%),
centro-oeste (4,91%) e norte com 1,9% da participagao nacional (MAPA, 2020).
Esse numero reafirma a tendéncia de crescimento do numero de
estabelecimentos e consequentemente de seus produtos, ja prevista em anos

anteriores, como € mostrado na Figura 1.

Figura 1 — Total de cervejarias por ano no Brasil
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Segundo levantamento realizado pela consultoria Euromonitor
Internacional, o Brasil foi considerado o terceiro maior mercado consumidor de
cervejas em valores absolutos, atras somente de China e estados Unidos,
atingindo a marca de 13,3 bilhdes de litros no ano de 2020. Considerando o
consumo per capa, estima-se que o brasileiro consuma 60 litros de cerveja por
ano, colocando-o na 282 posicao do ranking dos maiores consumidores, conforme
dados levantados pela cervejaria Japonesa Kirin Holdings em 2018. Ja a taxa de
penetracdo do consumo de cerveja dentro de casa, considerando pessoas
maiores de 18 anos, saltou de 58,90% em 2013 para 68,6% em 2020, segundo
dados da consultoria Kantar, mostrando que a cerveja continua sendo a bebida
alcoolica preferido do Brasileiro.

3.2 Leveduras

As leveduras sdo reconhecidas como fungos unicelulares eucariéticos que
se reproduzem por brotamento ou fisséo, e que ndao formam seus estados sexuais
(esporos) dentro ou sobre um corpo frutifero (MICHAEL KNOP, 2011). As
espécies de leveduras podem ser identificadas e caracterizadas de acordo com
varios critérios baseados na morfologia celular, fisiologia, imunologia e biologia
molecular (WALKER, 2009).

Apesar de diferir bastante em caracteristicas fisiologicas, as leveduras de
importancia em alimentos tém algumas caracteristicas em comum, como
temperatura ideal para crescimento entre 25°C e 30°C, favorecimento em pH
acido e dependéncia do oxigénio para multiplicacdo, embora alguns tipos também
se multipliqguem em anaerobiose (FRANCO & LANDGRAF, 2005). Na maioria das
vezes as leveduras habitam ambientes Umidos, incluindo a seiva de plantas e
tecidos animais, onde ha um suprimento pronto de nutrientes solGveis como
acucares e aminoacidos (CAMPBELL et al.,2015)

Suas células podem ser de formato esférica, ovoides, cilindricas,
elipsoides, dentres outras, sendo algumas bastante alongadas formando
filamentos semelhantes as hifas dos bolores. O tamanho das células de levedura
pode variar bastante, dependendo das espécies e condicbes de crescimento,
algumas leveduras podem ter apenas 2 a 3 mm de comprimento, enquanto outras

podem atingir comprimentos de 20 a 50 mm. Entretanto, a largura da célula parece
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menos variavel, entre 1 e 10 mm (FRANCO & LANDGRAF, 2005; WALKER,
20009).

De 1820 a 2011, o numero de leveduras descritas aumentou
dramaticamente. Acredita-se que apenas 1% de todas as espécies de leveduras
existentes sejam conhecidas. Em 2011, existiam aproximadamente 1.500
espécies de leveduras reconhecidas, o que significa que o nimero esperado de
espécies de leveduras na Terra seria de cerca de 150.000. Isso significa uma
lacuna imensa em nosso conhecimento sobre a biodiversidade e o "pool genético"
disponivel de isolados naturais selvagens de leveduras. Varias técnicas biolégicas
moleculares sdo usadas para auxiliar na deteccdo de novas espécies de
leveduras no ambiente natural e, juntamente com a contribuicdo de fisiologistas
celulares, elas fornecem maneiras de conservar e explorar a biodiversidade de
leveduras (WALKER, 2009). Além disso, uma ampla gama de estratégias esta
disponivel para fornecer novas leveduras para a industria de fermentacao, tais
como evolucao experimental, mutagénese, reproducao e isolamento de levedura
da natureza (STEENSELS et al., 2014; STEENSELS, SNOEK, et al., 2014).

As caracteristicas tecnoldgicas das leveduras, principalmente as da
espécie Saccharomyces cerevisiae, tém se mostrado adequadas para um amplo
conjunto de processos fermentativos, incluindo vinho, cerveja, cidra, bioetanol e
outros (VARELA, 2016; WALKER & STEWART, 2016; GSCHAEDLE, 2017,
AZHAR et al.,2017)

3.2.1 Citologia

As células de levedura contém todas as estruturas subcelulares tipicas dos
eucariotos, incluindo o citoesqueleto, um ndcleo e vérias organelas subcelulares,
como o reticulo endoplasmatico (RE), vacuolo, complexo de Golgi e mitocéndrias,
conforme figura 1. Assim como 0s vegetais, as células de levedura contém um
vacuolo e a membrana plasmatica cercadas por uma parede celular rigida,
chamada de citoesqueleto (VAN DER KLEI et al, 2011). O citoesqueleto
eucariotico € uma rede de fibras que organiza estruturas e atividades na célula,
tendo como principais fun¢des a sustentacdo mecanica celular, mantendo sua
forma, e garantia da mobilidade celular ou de suas estruturas internas
(CAMPBELL et al., 2015). O ndcleo contém cromossomos (complexos DNA-

proteina), os quais passam informagdes genéticas para as células filhas durante
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divisdo celular, e 0 nucléolo, é o local de transcricdo e processamento do RNA
ribossémico (WALKER, 2009).

O reticulo endoplasmatico (RE) consiste em uma rede de tabulos e sacos
membranosos chamados de cisternas, separados por duas regifes distintas que
diferem em estrutura e funcdo: RE liso e RE rugoso (CAMPBELL et al.,2015). O
RE liso funciona em diversos processos metabodlicos, que variam com o tipo
celular. Esses processos incluem a sintese de lipideos, o metabolismo de
carboidratos, a desintoxicacao de drogas e venenos e 0 armazenamento de ions
célcio. Além de produzir proteinas secretodrias, 0 RE rugoso é uma fabrica de
membrana para a célula, crescendo pela adicdo de proteinas e fosfolipideos a
propria membrana (VAN DER KLEI et al., 2011).

Figura 1. Organelas e compartimentos de uma célula de levedura.
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Os vacuolos sao grandes vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico
e do aparelho de Golgi, portanto, sdo uma parte integral do sistema de
endomembranas da célula (CAMPBELL et al.,2015). O vacuolo é o principal local
para reciclagem de materiais celulares danificados ou contetdo redundante, por
meio de um processo denominado autofagia (HUANG & KLIONSKY, 2002). O

vacuolo também tem uma funcdo importante no controle do pH e no
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armazenamento intracelular de certas substancas, como aminoacidos, ions e
polifosfatos (VAN DER KLEI et al., 2011).

Geralmente, as mitocbndrias sdo responsaveis pela maior parte da
producdo de ATP em células eucariéticas em crescimento aerdbio. A sintese de
ATP resulta da oxidacdo de fontes de carbono, como acidos graxos e acucares
(WALKER, 2009). No entanto, quando as células de leveduras séo cultivadas em
altas concentragbes de glicose, inicialmente fermentam a fonte de carbono
independentemente da mitocondria. Quando as concentracbes de glicose
diminuem, a fosforilac&o oxidativa mitocondrial torna-se cada vez mais importante
para a geracao de ATP, e um aumento concomitante na abundancia mitocondrial
€ observado (VAN DER KLEI et al., 2011).

3.2.2 Metabolismo celular e Fermentacédo alcodlica

As células vivas requerem aporte de energia a partir de fontes externas
para realizarem suas diversas tarefas, como por exemplo sintese de polimeros,
bombeamento de substancias através de membranas, movimento e reproducao.
Por meio da atividade enzimética, uma célula degrada sistematicamente
moléculas organicas complexas, ricas em potencial de energia, em produtos
residuais mais simples com menos energia. Parte da energia retirada do estoque
guimico pode ser usada para realizar tais tarefas essenciais e o restante é
dissipado como calor (CAMPBELL et al., 2015).

Dependendo das condi¢cdes do ambiente onde esteja, as leveduras podem
produzir energia por meio da rota respiratoria, na presenca de oxigénio como
aceptor final de elétrons ou por meio da rota fermentativa (FLORES et al. 2000).
A disponibilidade de oxigénio varia entre diferentes nichos, reduzindo ou
eliminando completamente a atividade metabdlica da rota respiratoria. Como
resposta a condicbes hipoxicas e anaerdbias, 0s organismos desenvolveram
varios processos para otimizar a utilizacdo de oxigénio e até reduzir a
dependéncia da presenca de oxigénio (COMPAGNO et al.,2014). De acordo com
a dependéncia de oxigénio durante o ciclo de vida, as leveduras séo classificadas
como: (i) aerdbios obrigatérios, exibindo metabolismo exclusivamente respiratorio,
(i) fermentativos facultativos (anaerdbios facultativos), exibindo metabolismo
respiratorio e fermentativo, e (iii) fermentativos obrigatérios, ou anaerobio
obrigatorio (MERICO et al. 2007).
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A respiracao celular € um processo de obtencéo de energia, representando
a funcdo cumulativa de trés fases metabolicas: Glicdlise, Ciclo do acido citrico e
Fosforilacdo oxidativa, conforme ilustracdo da figura 2. Durante a glicélise, cada
molécula de glicose é degradada em duas moléculas de um composto chamado
piruvato, por meio de uma série de dez reacdes em cadeia. Nas células
eucarioticas o piruvato entra na mitocondria, onde é oxidado a acetil-CoA. Este,
por sua vez, entra no ciclo do &cido citrico, onde a degradacdo da glicose em
diéxido de carbono é completada. Na terceira fase da respiracdo, a cadeia de
transporte de elétrons aceita os elétrons dos produtos degradados das duas
primeiras fases (a maioria deles via NADH) e passa esses elétrons de uma
molécula a outra. No final da cadeia, os elétrons sdo combinados com uma
molécula de oxigénio e ions de hidrogénio (H*), formando &gua. Durante a
fosforilagdo oxidativa, a cadeia de transporte de elétrons converte a energia
guimica em uma forma usada para sintese de ATP em um processo chamado de
guimiosmose (COMPAGNO et al.,2014; CAMPBELL et al., 2015).

Figura 2 — Viséo geral da respiragéo celular
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Fonte: Campbell et al.,2015

Cada uma das etapas da respiracdo celular produz um saldo liquido
positivo de energia, calculado em termos de producdo de ATP. Nas fases da

glicolise e Ciclo do &cido citrico, ha a geracdo de 2ATP em cada uma delas,
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enguanto que na etapa de fosforilacdo oxidativa ha a geracao de cerca de 26 a
28 ATP, totalizando um valor entre 30 ATP e 32 ATP por molécula de glicose ao
fim da cadeia respiratéria, conforme figura 3 (CAMPBELL et al., 2015).

Por outro lado, a fermentagdo surge para 0S microrganismos como uma
maneira de obter energia quimica na auséncia de oxigénio ou da cadeia de
transporte de elétrons (WALKER, 2009). A glicolise é uma etapa comum a
fermentacdo e a respiracao celular, entretanto, a partir dai, h4 uma bifurcacao na
rota catabolica do piruvato, a depender da presenca de oxigénio, de onde surgem
a fermentacdo e a respiracao celular (CAMPBELL et al., 2015). Cada piruvato
perde uma molécula de CO2 (gas carbonico), convertendo-se em acetaldeido pela
acdo da enzima piruvato descarboxilase. Posterioemente, o acetaldeido €
reduzido pelo NADH a etanol, regenerando o suprimento de NAD+ necessario
para a continuacdo da glicélise (WHITE & ZAINASHEFF, 2010; WALKER &
WALKER, 2018).

FIGURA 3 - Rendimento de ATP por molécula de glicose em cada estagio

da respiracao celular
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Visto que a obtencdo de energia por meio da respiracdo celular é
energeticamente mais favoravel do que a fermentacéo, a maioria dos organismos

usa a fermentacdo apenas quando a disponibilidade de oxigénio diminui. No
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entanto, em vérias espécies de levedura, como S. cerevisiae, o destino metabolico
do piruvato, formado em altas taxas, € fortemente alterado da respiracao para a
fermentacdo, mesmo quando o oxigénio é abundante, conforme figura 4. Em
outras palavras, S. cerevisiae pode fermentar aclcares também sob condi¢cfes
aerbdbicas, mostrando o chamado fendtipo “Crabtree-positivo” (BARNET &
ENTIAN, 2005; PISKUR et al. 2006). Por outro lado, leveduras “Crabtree-negativa”
carecem de produtos fermentativos e, em condigbes aerdbicas, os Unicos
subprodutos sédo a biomassa celular e o dioxido de carbono (DASHKO et al.,2014).
O rapido consumo de acgucar, a produgdo/tolerancia ao etanol, e a capacidade de
se propagar sem oxigénio, sdo provavelmente algumas das caracteristicas
“vencedoras” dessas leveduras, as quais sdo responsaveis pelo resultado da
competicdo no meio fermetativo com outros microrganismos (PISKUR et al.,
2006). Essa "invencao" metabdlica (efeito Crabtree) representa na natureza uma
forte ferramenta para superar outros microrganismos. Ambos os grupos de
leveduras emergentes produtoras de etanol, incluindo S. cerevisiae e D.
bruxellensis, também podem catabolizar eficientemente o etanol e, portanto, seu
estilo de vida correspondente foi denominado como "fazer- acumular-consumir "
(PISKUR et al., 2006; ROZPEZDOWSKA et al., 2011).

Figura 4 — Papel do piruvato no catabolismo e fermentagéo alcoolica
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Em suma, essa estratégia de vida baseia-se no fato de que as leveduras
podem consumir muito mais agucar do que outras espécies, converté-lo em etanol

para inibir o crescimento de concorrentes, especialmente bactérias, e depois
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consumir o carbono restante, uma vez que tenham estabelecido um dominio
competitivo no nicho (DASHKO et al.,2014).

3.3. Principais componentes do mosto cervejeiro e bioguimica da Fermentacao
Alcodlica

A bioquimica da fermentacdo € um processo complexo e muitos de seus
aspectos ainda precisam ser elucidados. Ela envolve aspectos relacionados com
os fatores que controlam o fluxo de carbono e outros nutrientes para a formacao
de biomassa, etanol e metabdlitos secundarios que contribuem para o aroma e
sabor da cerveja (BOULTON & QUAIN, 2001). Podemos considerar trés areas
gerais de discussdo que podem influenciar a bioquimica da fermentacao, as quais
seriam a composicdo do mosto, as condicbes de fermentacdo e a cepa de
levedura utilizada (HE et al.,2014)

O mosto € um meio de cultivo complexo que consiste em carboidratos
(glicose, frutose, sacarose, maltose, maltotriose e dextrinas ndo fermentaveis),
materiais nitrogenados (aminoacidos, peptideos, amoénia, proteinas, acidos
nucleicos), vitaminas, minerais, ions inorganicos, acidos graxos, oligoelementos e
outros constituintes (STEWART et al.,, 2013). As fermenta¢gbes exigem um
fornecimento equilibrado de nutrientes, em quantidade suficiente como meio de
crescimento adequado para a reproducao da levedura, ao mesmo tempo que atua
como meio de fermentac&o na producao de niveis consistentes de etanol, dioxido
de carbono e sub-produtos secundarios (HE et al.,2014). Esse equilibrio pode ser
perturbado se a composicdo do mosto for modificada, por exemplo, alterando a
proporcao entre carbono e nitrogénio no mosto, ao aumentar o extrato fermentavel
com adjuntos de xarope de acucar (BOULTON & QUAIN, 2001).

O gendtipo de uma cepa de levedura é fundamental para o resultado da
fermentacdo alcodlica, uma vez que o espectro de metabdlitos secudarios
produzidos e a maxima tolerancia ao etanol sdo determinados tanto pela levedura
guanto pelas condi¢cbes estabelecidas durante a fermentacédo, destacando-se
entre essas condi¢cdes as concentracdes de acucares e oxigénio (BOULTON &
QUAIN, 2001).

A expressdo fenotipica do gendtipo da levedura é modulada pelas
condicbes experimentadas durante a fermentacdo. Em grandes tanques

fermentadores, em patrticular, a levedura € submetida a multiplas tensdes, como
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alta presséao hidrostética, elevada concentracao de dioxido de carbono, baixo pH
(INGLEDEW, 2017) e reduzida atividade de agua. Todos estes tém o potencial de
desencadear respostas bioquimicas especificas da levedura (WALKER & VAN
DIJCK, 2005; DEPARIS et al.,2017; WALKER & BASSO, 2020).

3.3.1 Carboidratos

As cepas de levedura utilizadas na producgéo para cerveja SAo organismos
heterotroficos capazes de utilizar uma grande variedade de nutrientes para apoiar
0 crescimento e gerar energia. Uma propriedade de tais organismos é que eles
devem ser capazes de realizar absorcdo seletiva. Assim, a assimilacdo de
nutrientes individuais do mosto é complexa, devido a resposta da levedura a
mistura dos componentes presentes. Portanto, ndo apenas alguns componentes
sdo utilizados preferencialmente, mas também a presenca de alguns nutrientes
inibe a utilizac&do de outros. Quando apresentadas com uma escolha de nutrientes,
as células de levedura tendem a usar primeiro aqueles que sao mais facilmente
assimilados (BOULTON & QUAIN, 2001).

As leveduras produtoras de cerveja podem utilizar uma grande variedade
de carboidratos; no entanto, existe alguma variabilidade entre cepas individuais.
As cepas de levedura da familia Ale (S. cerevisiae) sdo capazes de fermentar
glicose, sacarose, frutose, maltose, galactose, rafinose, maltrose e,
ocasionalmente, trealose, enquanto que as cepas de levedura Lager (S.
cerevisiae) sdo distinguidas por serem capazes de fermentar também o
dissacarideo melibiose (GIBSON et al.,2008). Os acucares sao transportados
para as células de levedura através da membrana plasmatica por varios
mecanismos, como difusdo liquida simples (&#m mecanismo passivo ou livre),
difuséo facilitada (catalisada) e transporte ativo (dependente de energia). O modo
preciso da translocacédo dependera do tipo de aclcar, das espécies de leveduras
e das condi¢des de crescimento. Por exemplo, S. cerevisiae absorve glicose por
difuséo facilitada e maltose por transporte ativo (WALKER,2009).

Em um modelo de padrdo de cinética de fermentacdo, a sacarose €
consumida primeiro e a hidrdlise resultante causa um aumento transitorio na
concentracdo de frutose. A frutose e a glicose sdo absorvidas mais ou menos
simultaneamente, desaparecendo do mosto apos cerca de 24 horas. Ja a maltose

e a maltotriose sdo o0s agucares mais abundantes do mosto e normalmente
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apenas serao absorvidos ap6s o completo esgotamento dos monosacarideos. Os
polissacarideos de maior peso molecular, como as dextrinas, hdo sao assimilados
pelas leveduras produtoras de cerveja, com excecao da cepa S. cerevisiae var.
diastaticus, contribuindo diretamente para a sensac¢ao de corpo da cerveja (HE et
al.,2014).

Existem transportadores especificos para cada tipo de acucar e
frequentemente multiplos carregadores para acgucares especificos. A atividade de
transportadores individuais € modulada pelo espectro e concentracao de aglcares
presentes no mosto (BOULTON & QUAIN, 2001). Em particular, a glicose parece
ser o substrato preferido e, quando presente no meio, sua presenca inativa ou
reprime os transportadores para a absorcao de outros agucares, como maltose e
sacarose (HORAK, 2013)

3.3.2 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados disponiveis para consumo pela levedura séo
conhecidos como nitrogénio assimilavel, ou amino nitrogénio livre (ANL),
constituidos por aminoacidos, ions amoénio e pequenos peptideos, 0s quais
garantem o crescimento eficiente das células de levedura e, portanto, um
desempenho de fermentacdo desejavel (SANKH et al.,2011). Ndo sdo apenas
usados como um nutriente essencial para o crescimento da levedura, mas
também para a biossintese de uma série de subprodutos da fermentacdo que
afetam o sabor e a estabilidade da cerveja (PICKERELL,1986). Em geral, os niveis
desejados de FAN para mostos com densidade de 12 °P estdo na faixa de 140—
150 mg/L, enquanto que para mostos com densidades maiores que 18 ° P ha uma
necessidade de FAN na casa de 280 mg/L (LEl et al., 2012).

N&do é apenas a quantidade absoluta de nitrogénio assimilavel que
influencia o aroma da cerveja, mas também o tipo de aminoacido que pode levar
a diferentes respostas da levedura - e, finalmente, aos perfis aromaticos finais da
cerveja (HE et al.,2014). O mosto cervejeiro contém 19 dos 20 aminoéacidos
essenciais e, assim como no caso dos aclUcares do mosto, a assimilacdo de
compostos nitrogenados € ordenada (LEKKAS et al., 2007). Os aminoacidos do
grupo A sdo assimilados imediatamente apds a levedura entrar em contato com o
mosto, os do B mais lentamente, enquanto os da classe C n&do séo utilizados,

conforme Tabela 1 (PIERCE, 1987). A prolina é o Unico aminoacido membro da
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classe D e sua dissimilacéo requer a presenca de uma oxidase mitocondrial ndo
presente nas condi¢cdes reprimidas e anaerdbicas da fermentacdo (WANG &
BRANDRISS, 1987).

Tabela 1 — Classe de aminoacidos em ordem de assimilacdo durante a
fermentacéao

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Absorcdo rapida Absorcao intermediaria Absorcgéo lenta Pequena ou ~
nenhuma absorcao

Acido glutamico  Valina Glicina Prolina

Acido aspartico  Metionina Fenilalanina

Asparagina Leucina Tirosina

Glutamina Isoleucina Triptofano

Serina Histidina Alanina

Treonina Amonia

Lisina

Arginina

Fonte: (Pierce,1987)

Adicionar xarope de acglucar como adjunto € uma abordagem popular na
industria cervejeira para aumentar a densidade do mosto. No entanto, essa adicéao
promove a diluicdo da concentracdo de amino nitrogénio livre (FAN), ja que esses
adjuntos nao contém quantidades consideraveis de nitrogénio, podendo surgir um
espectro de aminodacidos desequilibrado (LEI et al., 2012). Portanto, 0 aumento
da gravidade inicial pela adicdo de xaropes ao mosto reduziria o conteudo de
aminoacidos disponiveis, e as taxas de crescimento especifico mais baixas levam
a taxas de absorcdo de aminoacidos mais baixas (LEKKAS et al., 2007). Em um
estudo com cervejas de altas densidades para identificar os efeitos da alteracao
da proporc¢éo de acucar e nitrogénio, Lei e colaboradores (2012) identificaram que
a densidade do mosto e o nivel de nitrogénio afetaram bastante a fisiologia da
levedura e a formacdo de compostos volateis. O mosto de alta densidade com
maior nivel de nitrogénio estimulou o crescimento celular, floculagéo, expresséo
genética e absorgdo de aglcares e aminoacidos, além de diminuir a producao de

alcoois superiores e ésteres.
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3.3.3 Lipideos

Os lipideos sdo um grupo de moléculas diversas em que as unicas
caracteristicas em comum séo a pouca solubilidade em agua e boa solubilidade
em solventes organicos (CAMPBELL, 2015). A membrana plasmatica, ou
membrana celular, € uma bicamada lipidica entre a parede celular e o interior da
célula. Devido a natureza anfipatica dessas moléculas, elas espontaneamente
formam bicamadas, e nas membranas bioldgicas existem proteinas integrais e
periféricas envolvidas no transporte de nutrientes, na homeostase idnica e de pH,
bem como na sinalizacao e transducao celular (HENDERSON & BLOCK, 2014).
A membrana celular das leveduras é constituida em sua grande parte por
compostos lipidicos, tais como os fosfolipidios, glicolipidios e o ergosterol, dando
fluidez, flexibilidade e a capacidade de formar novas células por meio do processo
de brotamento (DAUM et al., 1998).

A levedura pode assimilar esterois do mosto ou fabrica-los, com a utilizacao
de oxigénio para colocar ligacdes duplas nos acidos graxos e controlar seu nivel
de saturacdo. Ao controlar o nivel de saturagdo em suas membranas lipidicas, a
levedura é capaz de manter a fluidez adequada da membrana em diferentes
temperaturas, como a temperatura de fermentacéo desejada pelo cervejeiro. Sem
a aeracdo adequada, a levedura é incapaz de controlar a fluidez da membrana
até o final da fermentacao, levando a fermentacdes paradas e sabores estranhos
(WHITE & ZAINASCHEFF, 2010). Assim, a possibilidade de assimilacédo de
lipidios do mosto tem o potencial de reduzir a necessidade de oxigénio durante a
fermentacdo (BOULTON & QUAIN, 2001).

A cervejaria New Belgium Brewing Company, situada nos Estados Unidos,
realizou um experimento no qual adicionou acidos graxos insaturados em uma
fermentacdo como um meio de eliminar a aeracdo do mosto. Ele escolheu o azeite
como uma fonte rica em acido oleico. O tempo de fermentacédo foi de 94 horas,
apenas 11 horas a mais do que a fermentacdo com controle de oxigénio. Como a
fermentagao atingiu a densidade final, assumiu-se que a adi¢&o de azeite teve um
efeito positivo nos niveis de 4cidos graxos insaturados. A cerveja resultante tinha
0s esperados altos niveis de ésteres e niveis mais baixos de alcoois superiores,

entretanto, os provadores ndo conseguiram detectar as diferencas (HULL, 2008).



32

3.3.4 ions metalicos

Outro nutriente importante assimilado pela levedura no processo de
fermentacéo sdo os ions metdlicos, o qual exercem duas fun¢des principais. Eles
sdo considerados nutrientes essenciais, portanto, a auséncia de alguns ions
metéalicos no meio de crescimento, como zinco, magnésio e célcio, pode causar
efeitos adversos no metabolismo celular, principalmente por exercerem o papel
de co-fatores enzimaticos de alguns processos-chave (BROMBERG et al., 1997,
WALKER & MAYNARD, 1997). As células de levedura séo particularmente hdbeis
em remover ions metalicos do ambiente externo, independentemente de serem
OU nao necessarios como nutrientes traco. Isso acaba ocasionando a
concentracdo de muitos ions metalicos, podendo ter efeitos toxicos nas células de
levedura (BOULTON & QUAIN, 2001). Esta propriedade levou a propostas de que
poderiam ser Uteis para a remocéao de poluentes em aguas contaminadas ou como
procedimento para recuperacao de ions metalicos de valor econdmico (SOARES
& SOARES, 2012)

Além dos impactos sobre importantes enzimas metabdlicas, os ions
metalicos também podem afetar a estabilidade e a dinAmica das membranas
celulares. No entanto, os papéis das membranas de levedura na manutencéo do
transporte de nutrientes, viabilidade celular, permeabilidade, tolerancia ao
estresse e eficiéncia de fermentagcédo ainda precisam ser elucidados. Quando as
leveduras encontram mudancas no ambiente, como deplecdo de nutrientes ou
ions, acumulo de metabdlitos ou variacdo de temperatura, a membrana
plasméatica deve se adaptar antes das estruturas internas (WALKER et al.,2006).

A captacao de ions metalicos pode ser um processo passivo, ativo ou uma
combinacdo de ambos. Dentre eles, dois mecanismos podem ser identificados,
denominados "biossorcao" e "bioacumulacdo”. O primeiro deles € um processo
passivo no qual os ions metalicos se ligam principalmente a parede celular. Esse
procedimento € relatado como rapido, insensivel a temperatura, ndo requer
energia metabdlica e ndo € afetado por inibidores metabdlicos. Ja a
bioacumulagdo é um processo mais lento, com todas as caracteristicas de um
processo regulado. Assim, é dependente da temperatura e pode ser bloqueado
pelo uso de inibidores metabodlicos (BOULTON & QUAIN, 2001).
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3.3.5 Tolerancia ao etanol

Durante a fermentacdo industrial, inGmeros estresses ambientais afetam
negativamente as atividades das células de levedura e incluem fatores fisicos,
guimicos e bioldgicos que, individual ou coletivamente, podem reduzir a eficiéncia
da producédo de alcool. Exemplos dos estresses mais importantes incluem altas
concentracbes de etanol, pressdo osmatica induzida por glicose, pH extremos,
choque de temperatura e metabdlitos produzidos por bactérias contaminantes
(WALKER & BASSO, 2019).

A capacidade de suportar altas concentracdes de etanol € obviamente a
chave para uma fermentacdo bem-sucedida, particularmente no caso de
fermentacdo de alta densidade, usando um mosto muito concentrado. Varios
fatores podem ser considerados como contribuintes para a tolerancia ao etanol,
tais como componentes genéticos da levedura, toxicidade do etanol, influéncias
do ambiente fisico, composicdo do mosto, bem como a condicéo fisioldgica da
levedura (BOULTON & QUAIN, 2001).

Na primeira etapa da fermentag&o, conhecida como fase latente ou fase
lag, as células de levedura utilizam aclcar e outros nutrientes, particularmente
nitrogénio, para obter energia e iniciar o crescimento celular; entretanto, eles
também estdo se adaptando as novas pressGes e condicbes ambientais
(ZAMORA, 2009). Apos a adaptacdo, a levedura entra na fase de crescimento
exponencial, onde comeca a crescer a uma taxa elevada, estando limitada
principalmente pela concentracdo de nitrogénio (VARELA et al.,2004). Durante
esse mesmo periodo de crescimento, o oxigénio dissolvido no meio fermentativo
€ utilizado pela levedura para produzir ergosterol, o principal esterol da levedura,
e acidos graxos insaturados que serdo incorporados ao diacilglicerol (DAG), o
precursor de todos os fosfolipidios que compdem a membrana celular de levedura
(ZAMORA, 2009). Uma vez que o nitrogénio disponivel foi totalmente consumido,
as células de levedura comecam a transicdo para o0 metabolismo de fase
estacionaria, onde a populacdo de células de levedura atinge sua maior
densidade. Durante o metabolismo da fase estacionaria inicial, quantidades
significativas de aclUcar sdo convertidas em etanol e a viabilidade celular
permanece relativamente alta, embora a fermentacdo comece a desacelerar

(COLEMAN et al.,2007). Conforme a concentracdo de acgUcar continua a cair (e
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0s niveis de etanol aumentam), a populacédo de células de levedura viaveis nao
muda significativamente até que praticamente todo o acucar tenha sido utilizado
e as células de levedura comecem a morrer (HENDERSON & BLOCK, 2014)

Concentragdes de etanol a partir de 10% (peso/volume) comegam a reduzir
significativamente a atividade fermentativa da levedura, no entanto, para a maioria
das enzimas glicoliticas, desnaturacdo significativa s6 € observada em
concentracdes de etanol a partir de 15% p/v (CASEY & INGLEDEW, 1986). Além
disso, em altas concentracdes, a bicamada de membrana experimentara um
aumento significativo na sua fluidez, resultando em uma reducgédo drastica de até
30% na espessura da membrana (ROWE,1992). A reducao da expessura induzida
pelo etanol nas membranas biolégicas pode resultar em vazamento, agregacao
de proteinas e alteragdes na atividade das membranas proteicas (HENDERSON
E BLOCK, 2014). Por fim, a exposicdo da membrana plasmatica da célula de
levedura ao etanol tem mostrado modular a atividade das proteinas da membrana,
como Pmal, que é a H-ATPase primaria responsavel por manter o pH intracelular
e o potencial da membrana plasmatica na S. cerevisiae (AGUILERA et al., 2006).
Esses exemplos destacam a evidéncia acumulada de que a membrana da célula
de levedura é o alvo principal do efeito toxico do etanol (BLOCK & BISSON, 2002;
ALEXANDRE et al.,1994).

3.4 Formacao de compostos secundarios pelas leveduras

Uma infinidade de compostos contribui para o sabor da cerveja e muitos
destes sdo derivados diretamente das matérias-primas usadas para produzir o
mosto. No entanto, a etapa de fermentag&o tem o impacto mais significativo no
desenvolvimento do aroma e sabor na cerveja. O carater essencial de qualquer
cerveja é determinado pela infinidade de metabdlitos produzidos pela levedura
durante a fermentacdo, dentre eles podemos citar acidos organicos, alcoois
superiores, ésteres e fenois (Boulton & Quain, 2001).

Todos esses componentes ativos produzidos pela levedura podem variar
em sua concentracdo a depender de mudancgas no nivel de expressédo dos genes
envolvidos na sintese de aromas durante a fermentacdo (PROCOPIO et al.,

2011), portanto, devem ser mantidos dentro de certos limites para que um unico
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composto ou grupo de compostos ndo altere o equilibrio de sabor (PIRES et
al.,2014). Previsivelmente, com uma gama tdo ampla de componentes derivados
dos resultados do metabolismo da levedura, ndo é possivel atribuir um Unico fator
gue explique sua presenca na cerveja. Mecanismos metabdlicos potenciais sao
respostas a atividade de agua reduzida, reacées de equilibrio redox celular,
manutencdo do pH intracelular, excrecdo de choque, respostas ao estresse e

captacao de nutrientes dos contra-ions (Boulton & Quain, 2001).

3.4.1 Alcool superior

Os élcoois superiores sdo 0os compostos organolépticos mais abundantes
na cerveja. A levedura rouba o grupo amina dos aminoé&cidos absorvidos do mosto
para que possam ser incorporados em suas proprias estruturas, em um processo
conhecido como transaminagédo. O que resta do aminoacido (a-cetoacido) sofre
uma reacdo quimica chamada descarboxilacdo, na qual um grupo carboxila é
eliminado de um composto na forma de diéxido de carbono, gerando um aldeido,
o0 qual posteriormente sera reduzido e finalmente transformado em alcool superior
(PIRES et al.,2014).

Sua contribuicdo sensorial para da cerveja ocorre por uma intensificacao
geral do sabor e aroma alcodlicos, além de conferir um caréater de aquecimento
na boca (HE et al.,2014). Os principais alcoois superiores sensorialmente ativos
responsaveis pelo aroma da cerveja sao propanol, isobutanol, alcool isoamilico,
2-metil butanol e fenil etanol (MEILGAARD, 1975). Alem disso, o alcool superior
tem o importante papel secundario de fornecer a fragcdo alcodlica necesséria para
a sintese de ésteres desejaveis, que representam o maior e possivelmente o mais
importante grupo de compostos aromatizantes da cerveja (DACK et al., 2017).

O controle da formacéao de alcool superior durante a fermentacdo pode ser
realizado de trés maneiras. Primeiro, pela escolha de uma cepa de levedura
apropriada, segundo, pela modificacdo da composi¢cao do mosto e, terceiro, pela
manipulagc&do das condi¢gbes de fermentagcdo (TOKPOHOZIN et al.,2019). Como
regra geral, qualquer alteracdo nas condi¢cdes de fermentacdo que aumente a
extensdo do crescimento da levedura produz um aumento concomitante na
concentracéo de alcool superior. Assim, 0 excesso de aminoacidos no mosto, alta

concentracdo de oxigénio e altas temperaturas tendem a aumentar a expressao
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dos genes associados a producdo deste composto (PROCOPIO et al., 2015;
BOULTON & QUAIN, 2001).

3.4.2 Esteres

De todos os metabdlitos secundarios responsaveis pelo sabor da cerveja,
alcoois superiores e ésteres sdo considerados um grupo altamente significativo
de compostos ativos de sabor e suas vias de formacdo bioquimica sao
essencialmente conhecidas. Os ésteres sdo compostos de sabor que geralmente
séo caracterizados por seus aromas frutados-florais na cerveja (HE at al.,2014).
Apesar de estarem presentes em pequenas concentracdes na cerveja, 0s ésteres
sdo os elementos arométicos mais importantes produzidos pelas leveduras (Pires
et al.,2014). Isso porque além de terem um baixo limiar de deteccéo, podem definir
seu aroma final (MEILGAARD, 1975).

Os ésteres sdo formados principalmente durante a fase vigorosa da
fermentacdo primaria por condensacdo quimica enzimatica de acidos e alcoois
organicos, portanto, a taxa de formacdo de ésteres esta relacionada com a
concentracdo desses dois substratos e da atividade total das enzimas envolvidas
na sintese e quebra do respectivo éster (VERTREPEN et al., 2003). Os ésteres
volateis da cerveja podem ser divididos em dois grupos principais: os ésteres de
acetato e os ésteres etilicos de acido graxo de cadeia média (MCFA). O primeiro
grupo compreende ésteres sintetizados a partir de acido acético (acetato) com
etanol ou alcool superior. Na familia dos ésteres etilicos, o etanol forma o radical
alcool e o lado acido é um acido graxo de cadeia média (PIRES et al.,2014). Os
compostos de maior importancia como constituintes aromaticos séo o acetato de
etila (aroma que lembra solvente), acetato de isoamila (aroma de banana), acetato
de isobutila (aroma frutado), acetato de feniletila (aroma de rosas e mel),
hexanoato de etila (aroma de maca doce) e etil octanoato (aroma de maca verde)
(VERTREPEN et al., 2003).

Muitos trabalhos foram realizados para estabelecer um mecanismo
unificado que explique a formacao de ésteres durante a fermentacdo e como suas
concentracdes na cerveja podem ser reguladas (ZHANG et al.,2013; HIRALAL et
al.,2014; PROCOPIO et al.,2015; DACK et al.,, 2017). Em grande medida, o

equilibrio de sabor, considerando a concentracdo geral dos metabdlitos, € em
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grande parte uma consequéncia da combinacdo da cepa de levedura e da
composicdo do mosto. O mecanismo completo ainda esta longe de ser claro,
entretanto, ha uma certeza de que a disponibilidade de acetil-CoA exerce uma
influéncia reguladora na sintese de ésteres. Alteracdes nas condi¢cdes de
fermentacdo, como temperatura, taxa de oxigenacdo do mosto e composi¢ao do
mosto — Tipos de carboidratos e aminoacidos —, bem como a relagéo
Carbono/Nitrogénio, influenciam a extensdo do crescimento de leveduras e

consequentemente a disponibilidade de acetil-CoA (HE et al.,2014)

3.4.3 Compostos sulfurosos

Muitos compostos encontrados na cerveja contendo enxofre derivam
diretamente das matérias-primas, malte e lUpulo, mas alguns sdo produzidos
através do metabolismo da levedura (FERREIRA & GUIDO, 2018). Varios desses
compostos contribuem direta e indiretamente para o sabor da cerveja, 0s quais
podemos destacar o sulfeto de hidrogénio (H,S), diéxido de enxofre (SO,) e 0
dimetilsulfureto — DMS (BOEKHOUT & ROBERT, 2003). O dioxido de enxofre,
por exemplo, atua como um antioxidante, o que retarda o processo de oxidacao e
da deterioracdo de sabor na cerveja. Por outro lado, o sulfeto de hidrogénio (H2S)
tem um aroma de ovo podre e também é precursor de outros compostos com
caracteristicas sensoriais indesejaveis (YOSHIDA et al.,2008). A formacao desses
compostos durante o processo de fabricacdo da cerveja pode ser derivada do
metabolismo da levedura — sulfeto de hidrogénio e o didxido de enxofre, da adi¢do
de agentes sulfitantes ou como componente de agentes clarificantes (ILETT,
1995). A levedura S. cerevisiae produz sulfito como um produto intermediario
durante a reducdo de sulfato a sulfeto, que é importante para a biossintese de
aminoacidos contendo enxofre, como metionina e cisteina 0s quais séo
responsaveis pela estrutura aromatica da cerveja (JAMES & STAHL, 2014)

Em baixas concentracdes, elas podem dar uma contribuicdo positiva a
cerveja, mas em niveis mais altos podem conferir sabores e aromas indesejaveis.
Efeitos indiretos no sabor da cerveja podem surgir devido a capacidade dos
compostos contendo enxofre, como o SO,, de formar adutos reversiveis com 0s

compostos contendo grupos carbonila dando origem aos hidroxissulfonatos. Os
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adutos formados sdo compostos do tipo ndo volateis e, portanto, tém limiares de
sabor muito mais altos do que as carbonilas livres (ILETT, 1995). Deste modo, a
concentragdo total de sulfito presente se correlacionard com a estabilidade do
produto, uma vez que podem se ligar a compostos associados ao aumento do
sabor da cerveja, como acetaldeido e trans-2-nonenal (BOULTON & QUAIN,
2001).

Outro componente de aroma importante em termos de producao de cerveja
€ o dimetil sulfito (DMS), uma vez que em altas concentra¢des pode transmitir
para a bebida um sabor desagradavel de 'milho doce cozido' ou 'vegetal cozido',
(MEILGAARD, 1975), enquanto que em baixas concentracdes é considerado um
componente essencial das cervejas da familia lager (BRIGGS & BOULTON,
2004). Assim, uma meta particular é reduzir a concentracdo de DMS durante a
producdo do mosto, bem como evitar um aumento nas etapas seguintes, abaixo
do limite definido (SCHEUREN et al., 2016). O DMS surge na cerveja por duas
rotas, onde na primeira, temos a degradacao térmica do S-metil-metionina (SMM),
durante a secagem do malte e nas fases quentes do processo de producéo de
cerveja (Fervura e clarificagdo do mosto). J& na segunda rota, temos a reducao
de dimetilsulfoxido (DMSO) propiciada pelo metabolismo celular durante a
fermentacédo. (BOEKHOUT & ROBERT, 2003).

O DMS é voléatil e, consequentemente, a maior parte presente no malte é
perdida durante a mostura e a fervura, ao contrario do DMSO que € estavel ao
calor e persiste inalterado nessas etapas do processo. O SMM é convertido em
DMS durante a elevacdo da temperatura, o qual jA € prontamente expulso do
mosto durante a fervura vigorosa (BOULTON & QUAIN, 2001). A cinética da
decomposicdo de SMM em DMS é fortemente dependente da temperatura,
podendo ser afetada também por outros parametros, tais como tempo, pH e
extrato (SCHEUREN et al., 2014). Nenhuma converséo adicional de SMM para
DMS ocorre durante a fermentacdo, pois a temperatura € muito baixa para
decomposicao térmica. O SMM ¢é assimilado por leveduras, onde é convertido em
metionina. O DMSO no mosto é reduzido a DMS por levedura durante a
fermentacéo (GIBSON et al., 1985).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

ARTIGO 1 - SELECAO DE LEVEDURAS NAO CONVENCIONAIS E N/§\O
COMERCIAIS PARA PRODUCAO DE CERVEJAS POR FERMENTACAO
PURA, MISTA E SEQUENCIADA COM SACCHAROMYCES CEREVISEA

RESUMO

Leveduras de diversos géneros e espécies sdo capazes de converter agucares
em etanol e dioxido de carbono, bem como em outros metabodlitos menores, um
processo quimico conhecido como fermentacdo alcoolica. No passado, a
fermentacdo espontédnea era praticada e caracterizada por leveduras nao
Saccharomyces durante as primeiras fases da fermentagdo, enquanto as
leveduras do género Saccharomyces dominavam as fases posteriores. Hoje, a
inoculacdo de culturas de leveduras puras proporciona melhor controle do
processo, entretanto, limitando a complexidade de sabor e aroma gerados por
diversas linhagens e espécies. Diante do exposto, este artigo tem a finalidade de
fazer um estudo exploratorio da cinética fermentativa de leveduras néo
convencionais na producao de cerveja, seja em fermentacdo simples, mista ou
sequenciada, em conjunto com uma levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae. Para avaliar o comportamento da fermentacdo e sua eficacia foram
analisadas a producédo de alcool, consumo de substrato, pH, crescimento celular
e viabilidade dos microrganismos ao longo do processo. O estudo indicou que as
leveduras ndo convencionais em fermentacdo pura apresentaram rendimento
inferior, quando comparadas as cepas comerciais de S. cerevisiae, considerando
0s parametros fermentativos, com atenuacao real variando entre 8,84% e 17,79%.
Na etapa de fermentacdo mista entre leveduras n&o convencionais e S. cerevisiae
nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a fermentacéo simples
(S. cerevisiae), considerando os parametros fermentativos. Na etapa de
fermentagao sequenciada, com 48 horas de diferenca entre as inoculagdes, houve
uma queda no rendimento do processo, com diferencas significativas em relagéo
ao controle (S. cerevisiae) para o0s principais parametros fermentativos.
Considerando que a maioria das cepas de leveduras ndo convencionais
apresentou crescimento de biomassa e boa adaptabilidade ao meio fermentativo,

L. thermotolerans e W. anomalus se mostraram promissoras para a producéo de
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cervejas de baixo teor alcodlico. Em fermentacdo mista e sequenciada, novos
estudos sdo necessarios para verificar possiveis impactos nas carcateristicas

sensoriais das cervejas.

Palavras-chaves: bioprocesso, cinética fermentativa, interacdo microbiana
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ABSTRACT

Yeasts of several genera and species are capable of converting sugars to ethanol
and carbon dioxide, as well as other minor metabolites, a chemical process known
as alcoholic fermentation. In the past, spontaneous fermentation was practiced
and characterized by non-Saccharomyces yeasts during the early stages of
fermentation, while yeasts of the genus Saccharomyces dominated the later
stages. Today, the inoculation of pure yeast cultures provides better process
control, however, limiting the complexity of flavor and aroma generated by different
strains and species. Given the above, this article aims to carry out an exploratory
study of the fermentative kinetics of unconventional yeasts in beer production,
whether in simple, mixed or sequenced fermentation, together with a commercial
yeast Saccharomyces cerevisiae. To evaluate the fermentation behavior and its
effectiveness, the alcohol production, substrate consumption, pH, cell growth and
viability of microorganisms throughout the process were analyzed. The study
indicated that the unconventional yeasts in pure fermentation showed lower yield
when compared to commercial strains of S. cerevisiae, considering the
fermentative parameters, with real attenuation varying between 8.84% and
17.79%. In the stage of mixed fermentation between unconventional yeasts and
S. cerevisiae, no significant differences were observed in relation to simple
fermentation (S. cerevisiae), considering the fermentation parameters. In the step
of sequential fermentation, with 48 hours of difference between inoculations, there
was a decrease in the yield of the process, with significant differences in relation
to the control (S. cerevisiae) for the main fermentation parameters. Considering
that most of the unconventional yeast strains showed biomass growth and good
adaptability to the fermentation medium, L. thermotolerans and W. anomalus
showed promise for the production of low-alcohol beers. In mixed and sequenced
fermentation, further studies are needed to verify possible impacts on the sensory

characteristics of beers.

Keywords: bioprocess, fermentation kinetics, microbial interaction
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4.1 INTRODUCAO

Leveduras de diversos géneros e espécies sdo capazes de converter
acucares em etanol e dioxido de carbono, bem como em outros metabdlitos
secundarios importantes, como glicerol, acetato, succinato, piruvato, alcoois
superiores e ésteres (ALBERGARIA & ARNEBORG, 2016). Esse processo
bioguimico, conhecido como fermentacéo alcoolica, é responsavel por alguns das
mais importantes bebidas que a humanidade ja conheceu, como vinho, cerveja,
cidra, whisky, dentre outras (GUTIERREZ et al., 2017).

No passado, o processo de fermentacdo ndo industrial era caracterizado
pela fermentacao espontanea, onde um pool de leveduras e bactérias presentes
na superficie de frutas e graos disputavam as fontes de carbono durante as
primeiras fases da fermentacdo. Na fase final do processo as espécies do género
Saccharomyces dominavam o meio fermentativo, devido ao rapido consumo de
acucar do meio, ao aumento da concentracdo de etanol e reducédo de pH (PISKUR
et al.,, 2006; TAPSOBA et al.,2015). Esta espécie possui varias caracteristicas
gue explicam seu status atual como microrganismo industrial predominante, tais
como eficiéncia na producdo de etanol, capacidade fermentativa em meios
aerobios e anaerébios e alta tolerancia ao etanol (GODDARD, 2008;
STREENSELS & VERSTREPEN, 2014).

Com a industrializacdo e o0s avancos tecnolégicos, as fermentacdes
passaram a ser realizadas com leveduras selecionadas e funcionais. A inoculagéo
de culturas de leveduras puras proporciona melhor controle do processo, garante
uma fermentacao rapida e completa e, com isso, melhora a reprodutibilidade do
produto final e confere uma consistencia nas suas caracteristicas sensoriais
(RAINIERI & PRETORIUS, 2000; DEQUIN & CASAREGOLA, 2011). No entanto,
esta pratica limita a complexidade do sabor e ndo produz os aromas e
caracteristicas unicos gerados por diversas linhagens e espécies. Dessa forma,
0s cervejeiros estao retornando a fermentacédo espontanea pela microflora local
na tentativa de introduzir mais carater e complexidade em seus produtos
(DAENEN et al.,2008; DOMIZIO et al., 2007).

Entretanto até o ano de 2005, cerca de 2.500 espécies de leveduras foram
descritas, representando quase 1,5% do total de espécies estimadas, ou seja,
ainda ha uma biodiversidade consideravel de leveduras inexploradas no planeta

Terra (BARRIGA et al.,2011). Isso significa que existe uma lacuna imensa em
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nosso conhecimento sobre a biodiversidade e o "pool genético” natural disponivel
de leveduras selvagens.

Recentemente, tem havido um interesse crescente no uso de leveduras
nao convencionais no setor de bebidas devido as suas propriedades incomuns e
contribuicdes de metabdlitos especificos (Jolly et al.,2014; Gutierrez et. al., 2017).
Na producdo de vinhos, o0 uso de leveduras ndo convencionais puras ou em
fermentacdo mista tem sido estudado para producdo de bebidas de baixo teor
alcodlico (Ciani et al. 2016), melhoria de processos nas vinicolas (Villalba et
al.,2016) e influéncia nas propriedades sensoriais (Hu et al.,2016; Belda et
al.,2016). Na producdo de cerveja, os estudos utilizando leveduras néo
convencionais comecaram recentemente (BASSO et al.,2016), focando nas
contribuicdes dos microrganismos para adicionar metabdlitos secundarios
(CANONICO et al., 2016; CANONICO et al., 2017), producéo de cervejas com
baixo teor alcodlico (MICHEL et al.,2016; FRANCESCO et AL., 2015) ou para
desenvolver produtos funcionais e de baixo valor calorico (STEENSELS et
al.,2015).

Uma das principais leveduras ndo convencionais utilizadas na fabricagéao
de cervejas artesanais sao os microrganismos do genero Brettanomyces, como
no caso das belgas lambic e gueze, onde o resfriamento do mosto em tanques
abertos da origem a fermentacdo espontanea, responsavel pela complexidade
sensorial do produto. (SPITAELS et al., 2014). Se por um lado podem ser
considerados cruciais para o perfil de sabor de certas cervejas especiais, dando
origem a compostos com notas de “estabulo”, cravo, “cela de cavalo”, medicinal,
picante e floral, por outro também podem ser considerados como microrganismos
deteriorantes em outras bebidas, como o vinho (CRAUWELS et al., 2016).

Em um desses estudos para identificar novas cepas capazes de produzir
cerveja, Osburn e colaboradores (2018) descobriram cepas de 5 (cinco) leveduras
nao convencionais — Hanseniaspora vinae, Lachancea fermentati, Lachancea
thermotolerans, Schizosaccharomyces japonicus e Wickerhamomyces anomalus
— que apresentavam atividade heterofermentativa, ou seja, foram capazes de
transformar aclcares em acido latico, etanol e gas carbdnico. Testes em larga
escala demonstraram que algumas dessas leveduras apresentaram alta
capacidade de consumo dos acgucares do mosto (boa produtividade em relagéao
ao alcool), floculavam bem (agregacéo da biomassa para diminuir turbidez),
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produziam niveis de acido latico desejaveis e compostos de aroma e sabor
prazerosos.

Essas leveduras ndo convencionais também tém sido utilizadas em co-
fermentacdo ou fermentacdo sequenciada com espécies Saccharomyces,
buscando possiveis efeitos sinergéticos. Em um estudo de co-fermentacfes entre
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae com Torulaspora delbrueckii, para
a fabricacdo de cerveja, Canonico et al. (2016) mostraram um efeito sinérgico
entre as leveduras, capaz de aumentar a producdo de ésteres e alcoois
superiores, mostrando-se uma estratégia eficaz para produzir diferenciais
aromatico perceptiveis quando comparado com as fermentacdes tradicionais. Em
um estudo conduzido por Holt e colaboradores (2017), a fermentacéo
sequenciada de leveduras nao convencionais com posterior inoculagdo de
Saccharomyces cerevisiae também apresentou resultados promissores na
producao de cerveja. Houve um acréscimo na producao de compostos fendlicos
desejaveis, de acordo com a espécie de levedura ndo convencional utilizada, tais
como acetato de isoamila (Pichia Kkluyverii), compostos etil-fendlicos
(Brettanomyces) e 4-vinil guaiacol (Torulaspora delbueckii).

Diante do exposto, este artigo tem a finalidade de fazer um estudo
exploratdrio da cinética fermentativa de leveduras ndo convencionais na producao
de cerveja, seja em fermentagcao simples, mista ou sequenciada, em conjunto com

uma levedura comercial Saccharomyces cerevisiae.

4.2  MATERIAIS E METODOS

As matérias-primas (Agua mineral, extrato de malte seco, levedura
comercial) foram adquiridas em comércio local especializados em produtos para
cervejarias. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioprocessos do
Departamento de Engenharia Quimica (Universidade Federal de Pernambuco —

UFPE, em 03 etapas, a saber:

12 Etapa: Selecdo de microrganismos e solicitacdo de exemplares aos bancos de

levedura, conforme estudos similares realizados por outros autores.
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22 Etapa: Ensaios fermentativos e selecdo preliminar das leveduras néo

convencionais

32 Etapa: Estudo do comportamento cinético das leveduras ndo convencionais em

culturas puras e mistas (Co-fermentacao e fermentacdo sequenciada).

4.2.1 SELECAO DE LEVEDURAS

Para a selecdo das leveduras foram consideradas as espécies nao
convencionais utilizadas em trabalhos realizados por Domizio et al. (2016) e
Osburn et al. (2018), na producdo de cerveja e vinho, tanto em fermentacao
simples como em fermentacdo mista. Os bancos de leveduras das instituicbes
fundacdo André Tosello, Colecao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e
IndUstria (CBMAI), Micoteca URM (CCB-UFPE), Colecao de cultura de
Microbiologia Agricola (CCMA-UFLA) e Agriculture Research Service Culture
Collection (NRRL), foram consultados com o fim de verificar a disponibilidade dos
micro-organismos para a presente pesquisa.

Na tabela 1, estdo as espécies de leveduras solicitadas (n = 28) e seus
respectivos bancos de origem. As cepas de levedura das espécies Hansenula
anomala (E.C.Hansen) e Candida pelliculosa Redaelli sédo sinbnimos da espécie
Wickerhamomyces anomalus, assim como a cepa de levedura Torulopsis dattila
(Kluiver) Lodder € um sinbnimo para Lachancea thermotolerans, de acordo com a
classificagdo de Kurztman e outros (2008).

Uma cepa de levedura comercial Saccharomyces cerevisae da marca
Safeale US-05 (Fermentis, Lesaffre, France) foi utilizada para realizar a

fermentacao mista.

422 ENSAIOS FERMENTATIVOS E SELECAO PRELIMINAR DAS
LEVEDURAS NAO CONVENCIONAIS

4.2.2.1. Replica das leveduras, manutencdo e armazenamento
As leveduras selecionadas para este estudo foram replicadas em 4 (quatro)
tubos de ensaio por meio de técnicas estéreis de transferéncia, com repique em

meio de cultura contendo Agar Sabouraud® e extrato de levedura. O meio de
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cultura foi preparado com 1L de agua destilada, 20g de Agar bacterioldgico, 5g de
extratos de levedura, 40g de dextrose e 10g de Peptona. A peptona, dextrose e 0
extrato de levedura foram dissolvidos na agua destilada. Posteriormente o agar
foi adicionado a solucéo e levada ao aquecimento até dissolver completamente.
O meio de cultura foi dispensado em tubos de ensaio hermeticamente fechados e

levados a autoclave por 15 minutos a 121°C.

Tabela 1 - Espécies, substratos e respectivos bancos de origem das leveduras

Cepa Espécie Substrato Bar_lco de
origem
URM 814 Hansenula anomala (E.C. Hansen) Desconhecido CCB-UFPE
URM 2631 Hansenula anomala (E.C. Hansen) Desconhecido CCB-UFPE
URM 2653 Torulopsis dattila (Kluiver) Lodder  Polpa de Mangaba  CCB-UFPE
URM 2654 Torulopsis dattila (Kluiver) Lodder  Polpa de Mangaba  CCB-UFPE
URM 3964 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de acerola CCB-UFPE
URM 3971 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de maracuja  CCB-UFPE
URM 3981 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de graviola CCB-UFPE
URM 3983 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de goiaba CCB-UFPE
URM 3987 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de goiaba CCB-UFPE
URM 3989 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de acerola CCB-UFPE
URM 3992 Candida pelliculosa Redaelli Polpa de cupuagu CCB-UFPE
URM 206 Hansenula anomala (E.C. Hansen) Desconhecido CCB-UFPE
URM 815 Hansenula anomala (E.C. Hansen) Desconhecido CCB-UFPE
URM 1424 Hansenula anomala (E.C. Hansen) Desconhecido CCB-UFPE
URM 3974 Candida pelliculosa Redaelli Desconhecido CCB-UFPE
CCMA-820 Wickerhamomyces anomalus Silagem de milho  CCMA-UFLA
CCMA-0358 Wickerhamomyces anomalus Café natural CCMA-UFLA
CCMA-0485 Wickerhamomyces anomalus Grao de café CCMA-UFLA
Y-30 Wickerhamomyces anomalus Fermento de péo ARS-NRRL
y-407 Wickerhamomyces anomalus Cogumelos ARS-NRRL
Y-12664 Lachancea thermotolerans Geleia de ameixa ARS-NRRL
Y-2231 Lachancea thermotolerans Uvas ARS-NRRL
Y-6175 Lachancea thermotolerans Desconhecido ARS-NRRL
Y-6178 Lachancea thermotolerans Desconhecido ARS-NRRL
Y-5599 Lachancea fermentati Desconhecido ARS-NRRL
Y-17054 Lachancea fermentati Carvalho ARS-NRRL
Y-17529 Hanseniaspora vineae Solo de vinicola ARS-NRRL
Y-1274 Hanseniaspora vineae Desconhecido ARS-NRRL

O crescimento celular das réplicas ocorreu em estufa (Modelo Quimis®

Q317M) por um periodo de 15 dias, com a temperatura controlada de 27°C + 2°C.
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As espécies de leveduras foram armazenadas em meio de manutencdo a

temperatura controlada de 2°C £ 0,15°C.

4.2.2.2. Preparo do mosto

O mosto cervejeiro foi preparado em um Becker graduado de 2000 mL a
partir da adicdo de extrato de malte seco (DME) DryBrew (Liotécnica) em agua
mineral a 50°C + 3° C, até a completa dissolucdo. O mosto foi levado a fervura
por um periodo de 20 minutos com a utilizacdo de um ebulidor mergulhdo de
1000W (Cherubino), a fim de promover a isomeriza¢do dos alfa-acidos do Iupulo.
No inicio da fervura foi adicionado o lupulo Saaz a 3,75% de alfa-acidos (Barth
Haas / LNF). Em seguida, o mosto foi esterilizado a em autoclave (Prismatec®) a
120°C £ 2° C por 30 minutos, com posterior resfriamento em banho de gelo até
atingir a temperatura de 19°C + 1° C. No fim do processo, 0 mosto cervejeiro
apresentou uma densidade original de 1,038 SG e 16 IBU (International Bittering
units).

4.2.2.3. Preparo do indculo e pré-fermentagéo

Para ativacdo das leveduras foi utilizado como meio de propaga¢do o
mosto fermentativo (item 2.2.2). Em tubos de ensaios contendo 10 mL do meio de
propagacéo foram adicionadas uma algada de cada uma das leveduras replicadas
conforme método descrito no item 2.2.1. Os tubos de ensaio foram mantidos sob
agitacdo em uma incubadora com mesa agitadora orbital (Quimis®) durante 48
horas em temperatura controlada de 19°C, para que houvesse a aeracao e

aceleracdo do crescimento celular (White & Zainasheff, 2010).

4.2.2.4. Estudo do perfil cinético fermentativo

Apos a etapa de propagacao dos microrganismos (item 2.2.3), as leveduras
foram inoculadas em Erlenmeyer contendo 200 mL de mosto cervejeiro (item
2.2.2). A fermentacdo foi conduzida por um periodo de 15 (quinze) dias a
temperatura de 19° £ 1°C utilizando refrigerador acoplado a um controlador de
temperatura (Modelo STC-1000). Durante a fermentacédo, diariamente, 1 (uma)
amostra foi retirada para a determinacédo do pH, consumo de substrato (glicose),

concentracgéo de alcool, °Brix e viabilidade celular, com vistas a estabelecer o perfil
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cinético fermentativo. As cepas que apresentaram os melhores resultados em

relacdo ao perfil cinético foram selecionadas e reservadas para a proxima etapa.

4.2.3 FERMENTACAO MISTA E SEQUENCIADA
4.2.3.1 Preparo do mosto

O mosto cervejeiro foi preparado em um tanque de aluminio de 20 litros
acoplado a uma resisténcia elétrica de 2000 W, através da diluicdo de extrato de
malte seco (DME ) em agua mineral a temperatura de 50°C + 3° C. Apos a fervura,
0 mosto foi resfriado com um trocador de calor de aluminio (Chiller) até atingir a
temperatura de 30°C + 2°C. Em seguida, o mosto foi distribuido entre os tanques
de fermentacdo com volume de 3L, os quais foram hermeticamente fechados e
colocados sob refrigeracdo até atingirem a temperatura de fermentacao (19°C +
1°C). No fim do processo, 0 mosto cervejeiro atingiu a densidade original de 1,050
SG e 18 IBU (International bittering units).

4.2.3.2 Preparo do inoculo e pré-fermentacéo

Para ativacdo das leveduras foi utilizado como meio de propagacdo o
mosto fermentativo, obtido conforme descrito no item 2.2.2. Em tubos de ensaios
contendo 10 ml do meio de propagacgao foram adicionadas uma alcada de cada
uma das leveduras replicadas como descrito no item 2.2.1. Os tubos de ensaio
foram mantidos sob agitacdo em uma incubadora com mesa agitadora orbital
(Quimis) durante 48 horas em temperatura controlada de 19°C + 1°C, para que
houvesse a aeracao e aceleracdo do crescimento celular (White & Zainasheff,
2010).

Para garantir uma quantidade de leveduras satisfatéria, considerando que
a fermentacéo mista foi realizada em tanques de fermentacdo com volume de 3L,
foi realizada uma segunda etapa de propagacao de microrganismos. Apés a
primeira etapa de propagacéao, as leveduras constantes nos tubos de ensaio foram
colocadas em Erlenmeyer contendo 100 ml de mosto cervejeiro (item 2.2.2). Os
Erlenmeyer foram mantidos sob agitacdo em uma incubadora com mesa agitadora
orbital (Quimis) durante 48 horas em temperatura controlada de 19°C + 1°C, para
gue houvesse a aeracao e aceleracao do crescimento celular (White & Zainasheff,
2010).
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4.2.3.3 Estudo do Comportamento Cinético

As cepas de leveduras que apresentaram os melhores resultados em
relacdo a cinética de fermentacdo foram selecionadas para o processo de
fermentacdo mista e sequenciada (item 2.2.3), juntamente com Saccharomyces
cerevisiae. A primeira parte dos ensaios ocorreu por fermentacdo simultanea
entre culturas ndo convencionais selecionadas na etapa anterior e a
Saccharomyces cerevisiae. A segunda parte ocorreu por fermentagcao
sequenciada entre 0s microrganismos selecionados na pesquisa e
Saccharomyces cerevisiae, com uma diferenca de 48h entre as inoculacoes,
conforme fluxograma apresentado na figura 1. Este critério foi adotado para
estudar a interacdo entre as diferentes espécies de leveduras e seus possiveis
beneficios nos parametros fermentativos, conforme estudos em fermentacao
mista e sequenciada na producédo de cervejas e vinhos (GOBBI et al., 2013;
TRISTEZZA et al.,2016; CANONICO et al.,2017; CAPECE et al.,2018).

Figura 1 - Fluxograma de fermentagao mista e sequenciada
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As culturas puras de leveduras ndo convencionais e Saccharomyces
cerevisiae foram utilizadas como controle. Foram realizados estudos
comparativos entre as culturas puras e mistas, considerando como parametros
fermentativos o pH, viabilidade celular, concentracdo de solidos sollUveis totais

(Brix), producdo de alcool e concentracdo de substrato. Apés a etapa de
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propagacao dos microrganismos (item 2.3.2), as leveduras foram inoculadas em
tanques de fermentacdo de 3L contendo 1,8L de mosto cervejeiro (item 2.3.1). A
fermentacdo foi conduzida por um periodo de 9 (nove) dias a temperatura de 19
+ 1°C, utilizando refrigerador acoplado a um controlador de temperatura (Modelo
STC-1000), com a retirada de 1 (uma) amostra a cada 48 horas. As amostras

foram retiradas com 3 repeti¢coes.

4.2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

4.2.4.1. pH

O pH foi medido usando um eletrodo, acoplado a um pHmetro digital
(TECNOPON mPA 2103), previamente calibrado com solug¢do tampéao pH 4,0 e
7,0.

4.2.4.2. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada por contagem de levedura em Camara
de Neubauer espelhada, por microscopia otica (Nikon Eclipse E200). A solucao
de azul de metileno 0,02 % p/v foi utilizada para a identificacdo de células viaveis
ou nao, e o percentual de viabilidade celular foi calculado de acordo com a formula
abaixo:

I células vivas x 100
Viabilidade celular(%) =

células totais

4.2.4.3 Concentracao do substrato

Os aclUcares redutores foram quantificados por método de
espectrofotométrico, no comprimento de onda de 540 nm, utilizando como
reagente de reducdo o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), como proposto por Miller
(1959). Para a determinacdo utilizou-se espectrofotdmetro (Astral Cientifica,

Parand, Brasil) e cubetas de vidro, com percurso o6tico de 10 mm.

4.2.4.4 Determinacao do teor de alcool
Para a determinacdo da formacdo de alcool foram utilizandos os dados

obtidos da anélise dos sdlidos soluveis, os quais foram confrontados com a
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respectiva concentracdo de alcool exibida no site Brewer's Friend

(https://www.brewersfriend.com/).

4.2.4.5 Determinacao de Solidos Soluveis Totais
A medida de concentracdo de solidos sollveis no mosto foi determinada

em refratbmetro de bancada e expressa em °Brix (ABBE-RMT; Bel Engineering).

4.2.5 Analise de dados

A analise da variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados experimentais para
as caracteristicas principais das cervejas. As médias foram analisadas usando o
software STATISTICA 7. As diferencas significativas foram determinadas por meio

do teste de Duncan (p<0,05).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Estudo do perfil cinético das leveduras nao convencionais

Natabela 2 temos os 11 exemplares que foram utilizados na segunda etapa
do estudo — ensaios fermentativos e selecdo preliminar das leveduras néo
convencionais —, uma vez que parte dos 28 exemplares solicitados ndo puderam

ser enviados pelos bancos de leveduras.

Tabela 2 - Cepas, espécies, sinbnimos e respectivos bancos de origem das
leveduras utilizadas no estudo

Banco de

Cepa Espécie Sinénimo .
origem

URM 814 Hansenula anomala (E.C. Hansen) W. anomalus CCB-UFPE
URM 2631 Hansenula anomala (E.C. Hansen) W. anomalus CCB-UFPE
URM 2653  Torulopsis dattila (Kluiver) Lodder L. thermotolerans CCB-UFPE
URM 2654  Torulopsis dattila (Kluiver) Lodder L. thermotolerans CCB-UFPE
URM 3964 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3971 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3981 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3983 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3987 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3989 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE
URM 3992 Candida pelliculosa Redaelli . anomalus CCB-UFPE

-
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Na Tabela 3 estdo apresentadas as caracteristicas dos microrganismos
utilizados na fase preliminar de selecdo de leveduras ndo convencionais, como
teor alcoolico, atenuacao, pH final, viabilidade celular e concentragéo populacional
das leveduras ao longo da fermentac&o. Evidencia-se que esses microrganismos
apresentaram boa adaptacdo ao meio fermentativo, mostrando crescimento
populacional e viabilidade celular acima de 92% ao fim do processo, com excecao
da cepa URM 3992 que apresentou viabilidade de 85,77%.

Em relacdo a atenuacdo do mosto, a qual mede o cosumo percentual de
substrato em relacdo a densidade original, e producdo de é&lcool, as leveduras
apresentaram baixa capacidade fermentativa, comparado as cepas comercias S.
cerevisiae, provavelmente devido a sua incapacidade de consumir agucares mais
complexos como maltose e maltotriose. Apesar do exposto, destacamos as cepas
URM 2631 e URM 2654 com os melhores resultados, atingindo a marca

aproximada de 1% de alcool e uma atenuacao do mosto préximo a 18%.

Tabela 3 - Parametros fermentativos obtidos ao fim do processo

Teor DH Viabilidade | Concentragéo celular
e Alcoolico ARG final ce'lular ; '(Celulas/m-l)
Final Inicial \ Final

URM 814 0,77% 13,68% 4,48 92,42%  2,00E+07 4,16E+07
URM 2631  0,98% 17,79% 4,45 98,04%  1,70E+07  3,06E+07
URM 2653  0,34% 8,84% 4,48 92,59% 1,10E+07 1,22E+07
URM 2654  0,98% 17,79% 4,58 94,44%  1,60E+07 5,40E+07
URM 3964 0,77% 13,68% 4,57 96,78%  5,10E+07 1,89E+08
URM 3971  0,34% 8,84% 4,6 94,14%  9,30E+07  5,76E+07
URM 3981  0,55% 9,68% 4,57 98,62%  5,30E+07 6,50E+07
URM 3983  0,55% 9,68% 4,58 97,72%  4,10E+07  4,93E+07
URM 3987  0,77% 13,68% 4,45 97,54%  6,10E+07 6,39E+07
URM 3989  0,34% 8,84% 4,52 97,12%  3,50E+07 4,16E+07

URM 3992 0,34% 8,84% 4,53 85,77%  8,20E+07 1,08E+08
* (VIV)

***pH inicial= 4,84

Observa-se que as cepas URM 814, URM 2631, URM 2653 e URM 2654
promoveram reducgéao do pH em torno de 9% durante a fermentacdo. As demais
cepas promoveram uma reducdo menor no pH, variando entre 6% a 7%. A
reducdo do pH estéa relacionada com a producéo de acidos organicos durante a

fermentagao, derivada diretamente do ciclo do acido tricarboxilico ramificado, que
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€ caracteristico da fisiologia anaerébica reprimida na levedura de cerveja (Boulton;
Quain, 2001).

Dentre as leveduras testadas, as cepas URM 2631 (W. anomalus) e URM
2654 (L. thermotolerans) foram selecionadas em fung¢ao da melhor performance
fermentativa agregada, considerando conjuntamente a producdo de 4&lcool,
consumo de agucares, viabilidade celular e densidade populacional. Essas cepas
e uma levedura da espécie S. cerevisiae foram utilizadas para etapa subsequente
de fermentagdo em cultura pura e mista.

Em um estudo conduzido por Domizio e colaboradores (2016), 3 cepas
distintas de L. thermotolerans foram utilizadas na fabricacdo de cerveja. As 3
cepas de levedura produziram resultados satisfatérios em relacéo a producéo de
alcool (apenas 6-12% menos do que as cepas de S. cerevisiae), viabilidade celular
e pH, quando comparados as cepas comerciais. Apesar do exposto, foi
identificado que este comportamento era fortemente dependente da cepa de
levedura e ndo um comportamento inato da espécie.

Em um estudo sobre a utilizacdo de leveduras ndo convencionais para
producao de cerveja, Osbourn e colaboradores (2018) identificaram que algumas
cepas de L. thermotolerans e W. anomalus apresentaram atenuagéo do mosto de
40%-60% e 83%, respectivamente, resultado satisfatorio comparados as cepas
de S. cerevisiae. Além disso, essas espécies foram capazes de reduzir o pH das
cervejas para valores entre 3,21-3,42.

Por fim, em um estudo conduzido por Canonico e colaboradores (2019)
foram utilizadas 5 cepas de L. thermotolerans e 12 cepas distintas de W. anomalus
para identificar novos microrganismos capazes de produzir cerveja. Desse total,
apenas 2 cepas de L. thermotolerans se mostraram competitivas comparadas com
cepas comerciais de S. cerevisiae, enquanto que o melhor desempenho dentre
todas as cepas de W. anomalus foi capaz de atenuar apenas 22% do mosto.

Esses resultados mostram que a capacidade de fermentar os acucares mais
complexos do mosto para produzir cerveja ndo € caracteristica inata das espécies,
mas um comportamento individual das cepas, uma vez que os exemplares foram

obtidos de substratos e bancos distintos.
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4.5.2 Fermentagdo mista e sequenciada entre S. cerevisiae e L. thermotolerans

A cinética de crescimento das leveduras S. cerevisiae e L. thermotolerans,
em fermentacdo pura, mista e sequenciada sdo mostradas na Figura 2. Em
relacdo dindmica da populacéo, verifica-se reducéo da concentracao celular tanto
de S. cerevisiae quanto de L. thermotolerans, no cenario de fermentacdo mista
(Figura 2B), mostrando algum grau de competicdo nutricional entre ambas as
cepas, influenciando negativamente o crescimento individual de cada uma.
Apesar do exposto, houve a coexisténcia de S. cerevisiae e as espécies de
leveduras ndo convencionais, com dominancia de S. cerevisiae durante o
processo de fermentacéo, haja vista que a fermentacao foi completa. Em relagcéo
as determinacfes analiticas, a cerveja produzida em fermentacdo mista atingiu
um teor alcoolico de 4,91% (V/V) e um pH final de 4,11. N&o houve diferenca
significativa em relacdo a producdo de etanol, acucares redutores, densidade
especifica e pH, quando comparados ao controle (Tabela 4). Esses resultados
podem ser explicados pela menor atividade fermentativa da cepa de L.
thermotolerans em comparacao com cepas de levedura Saccharomyces, como ja
mostrado neste estudo.

Um estudo recente, realizado por Canonico e colaboradores (2019),
obteve-se resultados semelhantes ao presente estudo. Na fermentacdo mista
entre S. cerevisiae e L. thermotolerans para fabricacdo de cerveja ndo houve
diferenca significativa para os principais parametros de fermentacdo (alcool,
acucar residual e pH), com excessao da densidade final, quando comparados ao
controle. Além disso, houve co-existencia entre as leveduras, mas com
prevaléncia de S. cerevisiae sobre L. thermotolerans, em relagdo a dinamica
populacional.

No cenario de fermentacéo sequenciada, onde ha um intervalo de 48h entre
as inoculacbes, as concentracbes celulares de ambas as leveduras se
mantiveram praticamente inalteradas até 96h apds o inicio da fermentacéo.
Posteriormente, foi identificada uma tendéncia de declinio na biomassa das
leveduras até o fim da fermentagé&o, tanto no caso da levedura L. thermotolerans
guanto de S. cerevisiae, entretanto, em grau bem superior ao apresentado na
fermentacao mista (Figura 2C). Em relacdo as determinacfes analiticas, a cerveja

produzida em fermentagdo mista atingiu um teor alcoolico de 3,65% (V/V), um pH
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final de 4,15 e uma concentracdo de acucares redutores de 37,98 g/L. Nao houve
diferenca significativa em relacdo a producdo de etanol, acucares redutores,

densidade especifica e pH, quando comparados ao controle (Tabela 4).

Tabela 4 — Determinacdes analiticas das cervejas produzidas com L.

thermotolerans em fermentacéo pura, mista e sequenciada

Determinacgéo LT pura - cyiwura pura L. | Fermentacao FETIEACED

Analitica Sh{ElEI T thermotolerans mista SEEUBTEE RS
(Controle) (48h)

Etanol* 4,93 £ 0,09° 1,06 + 0,05¢ 4,91 +0,08° 3,65 +0,15b

AcUcares redutores* 26,40 £ 2,73 60,08 +3,97° 27,45+ 3,89¢ 37,98 £ 3,28
Densidade final*** 3,49 £0,18¢ 10,62 + 0,082 3,61 +£0,18° 5,38 £0,12b
pH final*x*** 4,03 £ 0,02¢ 4,76 +0,01° 4,11 +0,03¢ 4,15+0,01p

Os dados com letras diferentes dentro da mesma linha apresetam diferencga significativa (p<0,05) em relagéo ao controle.
* (VIV)

** Concentracgéo iniical de agucares redutores = 62g/L

***Concentragdo inicial de substratos = 12,5 ° Brix

****pH inicial= 5,24

No cenario de fermentacdo sequenciada, a inibicdo mutua das leveduras
provavelmente levou a diferencgas significativas nos parametros de fermentacéo
supracitados, causando uma fermentacdo incompleta, em comparacdo com o
controle. Esses resultados podem ser explicados pela baixa capacidade
fermentativa das leveduras ndo convencionais, como mostrado no presente
estudo, bem como pelo fato de que algumas cepas de S. cerevisiae secretam
peptideos antimicrobianos que inibem a atividade de leveduras ndo convencionais
(KEMSAWASD et al., 2015; ALBERGARIA & ARNEBORG, 2016)

As cepas de L. thermotolerans tém sido utilizadas majoritariamente nos
estudos sobre producédo de vinho, onde foi identificada sua capacidade de realcar
a acidez dos vinhos (GOBBI et al.,2013; JOLLY ET AL.,2014), influenciar aroma
e sabor (BALIKCI et al.,2016) além de alterar sua cor (ESCOTT et al.,2016). Em
relacdo a fermentacdo sequenciada entre S. cerevisiae e L. thermotolerans,
Korenika e colaboradores (2021) apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo, onde houve reducdo do teor alcoolico dos vinhos,
comparados a fermentacdo simples com S. cerevisiae. Por outro lado, outros
estudos (BENITO et al., 2016; BINATI et al.,2020) demostraram uma forte reducao
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na concentracao celular de L. thermotolerans apds a inoculagédo de S. cerevisiae,

chegando ao completo desaparecimento ao longo da fermentacéo.

Figura 2 - Cinética de crescimento de L. thermotolerans em fermentacéo pura e
mista. S. cerevisiae e L. thermotolerans em fermentacéo pura (A), mista (B) e
sequenciada (C)

A ~
Fermentacao culturas puras
1,00E+08
% 1,00E+07 . =={]
g TR
a0 1,00E+06
S
1,00E+05
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (horas)
—O—S. cerevisiae ={J— L. thermotolerans
B ~ .
Fermenta(,'ao mista
1,00E+08
§ 1,00E+07
@
§° 1,00E+06
1,00E+05
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (horas)
—O—S. cerevisiae  —{—L. thermotolerans
C ~ .
Fermentacao sequenciada
1,00E+08
£ 1,00e+07 &
) O— Lt
E
§° 1,00E+06
1,00E+05
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo (horas)

—O—S. cerevisiae  —{J—L. thermotolerans



66

4.5.3 Fermentac&o mista e sequenciada entre S. cerevisiae e W. anomalus

A cinética de crescimento das leveduras S. cerevisiae e W. anomalus, em
fermentacdo pura, mista e sequenciada sdo mostradas na Figura 3. No cenério
de fermentacdo mista, onde as leveduras sédo inoculadas ao mesmo tempo no
mosto, verifica-se uma tendéncia declinante na concentracéo celular de ambas as
leveduras até 96h de fermentacdo. A partir deste momento, percebe-se uma
estabilidade na biomassa de W. anomalus, atingindo a concentragéo celular de
1,38 x 10¢ células/ml ao fim do processo fermentativo. Para S. cerevisiae ha um
aumento da concentracao celular entre 96h-144h, seguido de um decréscimo
entre 144h-192h, atingindo a concentragao de 2,23 x 10° células/ml apés 192h de
fermentacgéao (Figura 3B).

Em relacdo as determinacdes analiticas, a cerveja produzida em
fermentacédo mista atingiu um teor alcoolico de 4,90% (V/V) e um pH final de 4,04.
N&o houve diferenca significativa em relacdo a producdo de etanol, agucares
redutores, densidade especifica e pH, quando comparados ao controle (Tabela 5).
Esses resultados podem ser explicados pela menor atividade fermentativa da
cepa de W. anomalus em comparacao com cepas de levedura Saccharomyces,
como ja mostrado neste estudo.

Um estudo recente, realizado por Canonico e colaboradores (2019),
obteve-se resultados semelhantes ao presente estudo. Na fermentagdo mista
entre S. cerevisiae e W. para fabricacéo de cerveja, com diferententes proporc¢oes
de inoculacao, ndo houve diferenca significativa para os principais parametros de
fermentacdo (alcool, acucar residual e pH), com excessao da densidade final,
guando comparados ao controle. Além disso, houve co-existencia entre as
leveduras, mas com prevaléncia de S. cerevisiae sobre L. thermotolerans, em
relacdo a dinamica populacional.

Na fermentacdo sequenciada, onde ha um intervalo de 48h entre as
inoculacdes, a levedura W. anomalus apresentou crescimento da concentracéo
celular ao longo das primeiras 96h de fermentagdo, com posterior declinio, até
atingir 1,95 x 10° células/ml ao fim do processo fermentativo. Por outro lado, S.
cerevisiae apresentou acentuada tendéncia declinante ao longo de todo o

processo fermentativo, atingindo a concentracao celular de 1,70 x 10° células/ml



67

apos 192h de fermentacédo (Figura 3C). Em relacdo as determinacdes analiticas,
a cerveja produzida em fermentacdo sequenciada atingiu um teor alcoolico de
3,15% (V/V) e um pH final de 4,41. Houve diferenga significativa em relagédo a
producdo de etanol, agucares redutores, densidade especifica e pH, quando
comparados ao controle (Tabela 5). No cenério de fermentacédo sequenciada, a
inibicdo mutua das leveduras provavelmente levou a diferencas significativas nos
causando

parametros de fermentacdo supracitados, uma fermentacéo

incompleta, em comparacgéo com o controle.

Tabela 5 - Principais determina¢des analiticas das cervejas produzidas com W.

anomalus em fermentacao pura, mista e sequenciada

N Cultura pura x Fermentacéo

Def;g;{;ggao S. cerev?siae Vc\:/ug%?rr?:;[f; Ferrz}t—:;g{r:gao sequencigda
(Controle) ' (48h)

Etanol* 4,93 +0,09° 0,97 +0,06¢ 4,9 +0,09° 3,15 +0,05b

AcuUcares redutores** 26,40 +2,73¢ 63,76 £7,78> 26,40 + 3,15¢ 49,55 £+ 0,91

Densidade final*** 3,49 +£0,18¢ 10,77 £ 0,15° 3,53+0,16¢ 6,75+ 0,13b

pH final**** 4,03 £ 0,02¢ 4,82 +0,01° 4,04+ 0,03 4,41 £ 0,03b

Os dados com letras diferentes dentro da mesma linha apresetam diferencga significativa (p<0,05) em relagéo ao controle.

*(VIV)

** ** Concentracdo iniical de agucares redutores = 62g/L
***Concentragdo inicial de substratos = 12,5 ° Brix
****pH inicial= 5,24

Embora tradicionalmente esteja associado a excessiva producdo de
acetato de etila, que representa uma séria desvantagem para 0 Sseu uso na
producédo de vinho, W. anomalus ganhou consideravel importancia recentemente,
uma vez que apresenta caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas potencialmente
exploraveis (PADILLA et al., 2018). Tais caracteristicas incluem a producao de
enzimas responsaveis por potencializar aroma e sabor (PADILLLA et al., 2016),
bem como biocontrole sobre outras leveduras ndo convencionais através da
producéo de toxinas (FERNANDEZ DE ULIVARRI et al., 2018).

Resultados distintos foram encontrados na literatura. Chen e colaboradores
(2021) apresentaram um estudo para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de
vinhos de arroz produzidos por W. anomalus e S. cerevisiae em fermentacéo
sequenciada, onde os vinhos tiveram resultados inferiores aos produzidos apenas

com S. cerevisiae, apresentando diferencas significativas para a producdo de
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alcool, acucares residuais e pH. Por outro lado, ndo houve aparente inibicdo entre
0S microrganismos, considerando sua dinamica populacional. Por outro lado,
CANAS e colaboradores (2014) ndo encontraram diferencas significativas para a
producéo de alcool e pH, comparando vinhos produzidos em fermentagéo simples
(S. cerevisiae) com outros produzidos em fermentacdo sequenciada (W.
anomalus e S. cerevisiae). Além disso, ambas as leveduras apresentaram valores
similares para sua concentracéo celular, ndo apresentando sinais de competicao

por nutrientes.

4.6 CONCLUSAO

Os dados obtidos permitem concluir que a producédo de cerveja comerciais
por meio da utilizacdo das cepas de leveduras L. thermotolerans (URM-2654) e
W. anomalus (URM-2631) em fermentagcdo pura ndo apresentaram parametros
fermentativos satisfatérios, comparados as cepas comercias de S. cerevesiae. Por
outro lado, a maioria das cepas apresentarou crescimento de biomassa e boa
adaptabilidade ao meio fermentativo, se mosrando uma opg¢ao promissora na
producédo de cervejas de baixo teor alcodlico.

Considerando a fermentagdo mista, para as cepas estudadas nao foram
observadas diferencas significativas dos parametros fermentativos, em relacéo ao
controle. Além disso, ocorreu reducdo da concentracdo celular tanto de S.
cerevisiae quanto das leveduras ndo convencionais. Na fermentagdo
sequenciada, houve reducéo de rendimento em comparacado coma fermentagcao
simples (S. cerevisiae), além de consideravel reducdo na concentracdo celular
das leveduras.

Nesse sentido, trabalhos adicionais sdo necessarios para entender o
comportamento dessas leveduras ndo convencionais no processo de fabricacao
de cerveja, verificando suas contribuicdes para a melhoria dos processos nas

cervejarias ou na obtencéo de perfis sensoriais diferenciados.
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Figura 3 - Cinética de crescimento de W. anomalus em fermentacao pura e mista.
S. cerevisiae e L. thermotolerans em fermentacdo pura (A), mista (B) e
sequenciada (C)
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