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RESUMO

Objetivo: Isolar leveduras selvagens de frutos do Cerrado das plantas Pand, Araca e
Mangaba para producdo de cerveja, comparando com a comercial S-33. Método: Leveduras
isoladas em meio BDA e transferidas para meio YPD, submetidas a teste de estresse em 5,
7.5, 10, 12 e 15% de etanol. Realizou-se espectrofotometria e plaqueamento para verificacao
de biomassa celular e quantidade de col6nias. Posteriormente, submetidas a fermentacdo em
meio contendo glicose a 2, 4, 8 e 12° Brix. As amostras foram replicadas em meio
Sabouraud para inocular no mosto cervejeiro. Com 1,0 x 108 cél. mL™, foram transferidas
para 0 mosto a 12° Brix e a fermentagdo por 22 dias a 18° C. Mediu-se pH, densidade, acidez
volatil, ésteres e turbidez, além é claro da analise sensorial. Resultados: Houve reducdo de
Brix até o final da fermentacdo; etanol variando entre 1,91 e 3,9%, destaque para as
leveduras comercial e selvagem Pichia kudriavzevii; pH 4,6, no estilo Ale. Acidez volatil,
ésteres e turbidez fora do estilo Kodlsch, mas com aroma frutado, caracteristico nessas
cervejas. Consideracdes finais: Os métodos de isolamento de leveduras dos frutos foram
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efetivos, com espécies e o0s resultados das cervejas promissores, com Vvistas ao
aprimoramento em etapas subsequentes.

Palavras-Chave: Leveduras selvagens; ndo-Saccharomyces, Pichia kudriavzevii, Pana,

Mangaba, Araca, Cerveja Artesanal.

ABSTRACT

Objective: To isolate wild yeasts from Cerrado fruits of the Pana, Araca and Mangaba
plants for beer production, comparing them with the commercial S-33. Method: Yeasts were
isolated in PDA medium and transferred to YPD medium, subjected to a stress test at 5, 7.5,
10, 12 and 15% ethanol. Spectrophotometry and plating were performed to verify cell
biomass and number of colonies. Subsequently, they were subjected to fermentation in a
medium containing glucose at 2, 4, 8 and 12° Brix. The samples were replicated in Sabouraud
medium to inoculate in the beer wort. With 1.0 x 108 cells. mL™, they were transferred to the
wort at 12° Brix and fermented for 22 days at 18° C. pH, density, volatile acidity, esters and
turbidity were measured, in addition to sensory analysis. Results: There was a reduction in
Brix until the end of fermentation; ethanol ranging from 1.91 to 3.9%, with emphasis on
commercial and wild yeasts Pichia kudriavzevii; pH 4.6, in the Ale style. Volatile acidity,
esters and turbidity were not in the Kolsch style, but with a fruity aroma, characteristic of
these beers. Final considerations: The methods for isolating yeasts from fruits were
effective, with promising species and beer results, with a view to improvement in subsequent
stages.

Keywords: Physicochemical analysis; Beer; Fermentation; Wild yeasts; non-Saccharomyces
cerevisiae.

INTRODUCAO

A industria cervejeira no Brasil mostra um desempenho bastante significativo nos
ultimos anos, com um forte crescimento do nimero de novas cervejarias, passando de 157 em
2012, chegando em 2022 a 1729 produtores, conforme dados registrados no anuério da
cerveja no Brasil do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPAL. Quanto a
distribuicdo espacial do nUmero de cervejarias no Brasil, Minas Gerais ocupa o terceiro lugar
em numero de cervejarias (222), sé perdendo para Sdo Paulo (387) e o Rio Grande do Sul
(310).

Esse aumento no nimero de cervejarias é representado principalmente por cervejarias

artesanais de pequeno e médio porte, 0 que demonstra que o Brasil também faz parte da
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“revolucdo da cerveja artesanal” que vem acontecendo mundialmente principalmente desde o
final da década de 902.

A maioria das cervejarias artesanais possuem raio de distribuicdo local e a preferéncia
dos consumidores se da pela qualidade e diversificacdo dos produtos, cuja demanda também é
influenciada por questdes subjetivas, criando uma subcultura cervejeira proprias.

Uma das formas de diferenciacdo do produto é o uso de ingredientes brasileiros na
producéo, o que confere o chamado “terroir” nacional a cerveja. Ervas nativas amargas como
0 pau tenente e a carqueja e foram testadas com sucesso como substitutos para o lGpulo*® e
madeiras como amburana e cabrelva também apresentaram caracteristicas sensoriais
desejadas e distintas do carvalho, mais comumente usados para maturacdo de cervejas®. A
busca de leveduras brasileiras para a producdo de cerveja atende a necessidade de
diferenciagdo das caracteristicas sensoriais da cerveja, por isso ja existem estudos de
bioprospecgdo nas dornas de fermentagdo de cachaca, uma vez que essa se processa em um
ambiente de fermentacdo espontanea, com uma sucessdo de microrganismos, mas com a
predominancia de linhagens de Saccharomyces cerevisiae’?,

. As leveduras tipo Lager, que dominam o mercado mundial de cerveja, se originam da
hibridizacdo de uma levedura selvagem encontrada na filosfera, no caso a casca de arvores na
Patago6nia, com leveduras tipo Ale europeias®®. A Bélgica é conhecida por suas cervejas como
frutas, as Fruit Lambics, algumas sendo feitas com a co-fermentagdo com microrganismos
oriundos das frutas frescas como a Oude Kriek beer, feita com a adicdo de cerejas acidas
(Prunus cerasus)!. Em estilos modernos, temos o exemplo da Italian Grape Ale (IGA),
reconhecida como estilo pelo BJCP (Beer Judge Certification Program) em 2015, que possui
o diferencial de adicionar uvas ou mosto de vinho e podendo passar por fermentagdo
espontanea usando leveduras nativas das uvas'?.

Dados revisados do livro “Dicionario das plantas Gteis do Brasil e das exdticas
cultivadas” organizado por Manoel Pio Corréa (1874-1934), registram 504 espécies de frutas
comestiveis e com caracteristicas sensoriais que estimulariam o seu consumo, sendo que
destas, somente 25% possuem estudos sobre a sua bioatividade'®. A filosfera, como se
denomina o conjunto das partes aéreas das plantas, sdo um habitat chave para o0s
microrganismos, por oferecer uma area relativamente espacosa e prover um fornecimento

continuo de nutrientes®. O interesse pela bioprospeccdo de leveduras na filosfera de frutas
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brasileiras cresceu nas Gltimas duas décadas, com foco principalmente em suas propriedades
enzimaticas'®. Na indUstria cervejeira brasileira, a maioria dos trabalhos com frutas se
concentra no seu uso como adjunto, especialmente no estilo brasileiro Catharina Sour>-7,

Embora o estado de Minas Gerais seja o terceiro em numero de cervejarias artesanais
no Brasil, a regido norte do estado possui somente duas cervejarias registradas até outubro de
2023, de acordo com o mapa das cervejarias de Minas Gerais, 0 que demonstra o potencial de
expansdo para este mercado na regido*.

Diante do exposto, o trabalho objetivou: i) isolar a partir de frutos do cerrado
leveduras ndo-Saccharomyces, dos frutos do cerrado selecionados: Mangaba, Araca e Pang;
ii) selecionar aquelas com tolerdncia ao estresse etandlico; iii) avaliar a capacidade de
atenuacdo em acuUcares do tipo glicose e maltose; iv) testar em condicdes de fermentacdo em
malte puro qual (is) a (s) que tem (tém) potencial para a producdo de cerveja, analisando
diversos parametros fisico-quimicos e sensoriais padrdo para a qualidade de uma cerveja
comparada a uma levedura comercial no estilo Ale utilizada como controle na producdo de

uma cerveja de referéncia.

METODOS

Area de estudo e obtenc&o das amostras

A coleta foi realizada na regido de Jequitai/MG, situada nas coordenadas 17° 14' 08" S
e 44° 26' 44" W, localizada na mesorregido do Norte de Minas Gerais e microrregido de
Piraporal®, onde esta inserida na ecorregido de Paracatu do Cerrado®.

As trés frutas estudadas foram escolhidas por estarem em época de frutificacdo e por
sua abundancia na area de estudo em dezembro de 2015. Coletou-se 45 frutos, 15 de cada
espécie de planta — Araca (Psidium sp.), Pana (Annona crassiflora) e Mangaba (Hancornia
speciosa) - em 3 arvores distintas, a fim de se comparar a diversidade bioquimica e fenotipica
de leveduras isoladas de cada amostra de planta.

Os frutos selecionados foram aqueles que apresentaram maior grau de maturacéo e
que, visualmente e ao toque, apresentaram uma derme delgada e polpa com alta suculéncia,
que nao havia sintoma bidtico ou abidtico de doenca. Os frutos foram embalados em sacos

estéreis e levados em recipientes térmicos ao Laboratério de Ecologia de Microrganismos e
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Microbiologia Ambiental/LEMMA da UNIMONTES — Universidade Estadual de Montes
Claros.

A etapa de producdo da Cerveja foi realizada no Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais, IFNMG, Campus Salinas, nos laboratoérios

de Microbiologia, Alimentos e Analises Fisico-Quimicas de cachaca.

Isolamento e identificacdo das leveduras
Meio minimo de Pontecorvo e YEPD

Nesta etapa, foram utilizados para o isolamento de leveduras os meios de cultura
modificados, o Meio Minimo de Pontecorvo?!, com adicdo de maltose ao invés de glicose
com o intuito de selecionar apenas leveduras Saccharomyces que é especifica para este meio
de cultura e utilizou-se também o meio YEPD, a fim de se verificar outras espécies presentes.

Antes da inoculacéo, esterilizou-se os meios em autoclave a 121°C e 1 Kgf cm™2, por
15 minutos, adicionou-se 1 ml de ampicilina (5mg/ml) em 300 mL deste (com intuito de
evitar crescimento bacteriano), foram vertidos posteriormente em placas de Petri dentro de
uma capela de fluxo laminar e aguardou-se a secagem da superficie do meio em luz UV,
evitando o crescimento de propagulos de fungos contaminantes ap6s a inoculacao.

Os frutos foram submetidos a dois tipos de procedimentos. O primeiro foi o esfregaco
da carposfera de cada fruto com o auxilio de um swab e posterior estriamento deste nas placas
de Petri e em triplicata, contendo os meios de cultura YEPD. O segundo foi o corte
transversal de 1 grama da casca do fruto, onde colocou-se em 40 ml de solugéo salina estéril
(0,9%) e com o auxilio do vértex homogeneizou-se o indculo por 1 minuto. As amostras
foram diluidas (até 10%) com solucio salina estéril e, entdo, 100 uL desta dilui¢io foram
transferidos para placas de Petri com Meio Minimo de Potencorvo adaptado para selecionar
Saccharomyces sp. e 0 YEPD outras espécies de leveduras viaveis, espalhando o indculo com
0 auxilio de uma alca de Drigalski, aguardou-se 48 horas em BOD a 28°C. Obtidas as
colénias jovens primarias e isoladas, somente as que apresentaram caracteristicas
leveduriformes foram subcultivadas, com o auxilio da uma alca de platina retirou-se partes
dessas coldnias isoladas para o centro de cada placa de Petri contendo meio YEPD. As placas

foram mantidas em BOD a 28°C por 48 dias, na auséncia de iluminac&o artificial.
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Resisténcia aos fatores estressantes

Para todas as amostras seguiu-se este procedimento, dando continuidade aos passos
sugeridos nos itens subsequentes: 4.3.1; 4.3.2; e 4.3.3 e cada concentracdo em cada item foi
realizada em triplicatas.

Retirou-se uma al¢ada de indculo das colnias de cada uma das placas e cada levedura
foi transferida para tubos de polipropileno contendo 9 ml de solucdo salina estéril (0,9%).
Esta suspensdo foi homogeneizada e contada na caAmara de Neubauer para determinacdo do
namero de células/ml. As suspensdes celulares foram ajustadas para uma densidade celular de

1x108 UFC/ml através das seguintes formulas, respectivamente.

Ne cel x 10*x fator de diluigdo = X

C1Vi= 1x108 V¢

Em que: V¢- fator de diluicdo
C: - concentracdo inicial de amostra
V1 - volume inicial da amostra
X - total de células por mL

Resisténcia alcodlica
Apos as suspensOes serem ajustadas para 1x10% células/ml, realizou-se o teste de
resisténcia ao etanol em 5 concentragdes: 5%, 7,5%, 10%, 12% e 15%. Utilizou-se o meio de
cultura YPD em caldo (20 g de peptona, 10 g de Yeast Extract, 20 g de dextrose em 1.000 ml
de 4gua destilada), autoclavado. Apos a autoclavagem, todo material foi levado para a capela
de fluxo laminar. Cuidadosamente foram depositados na superficie do caldo YPD, 1 ml do
indculo ajustado adicionando, logo em seguida, o etanol de acordo com os teores alcodlicos
supracitados, respectivamente. Realizou-se o procedimento em duplicata mais os controles.

As placas foram incubadas a 28°C por 48 horas.

Avaliacao de colbnias viaveis e Contagem de Unidade Formadora de Col6nia — UFC
Apos as 48 horas de cultivo, avaliou-se o crescimento observando se o meio turvou ou
ndo, em cada tubo, inclusive o controle. Aliquotou-se 100 pL de cada uma das amostras e

inoculou-se sobre placas de Petri contendo meio BDA (batata dextrose 4gar) com ampicilina
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(5 mg/ml), com auxilio de uma alca de Drigalski, espalhou-se o indculo por toda a superficie

da placa e incubou-se em BOD a 28° C por 48 horas. Avaliou-se o numero de UFCs.

Avaliacéo de espectrofotometria

Realizou-se espectrofotometria de todas as amostras no comprimento de onda de
600nm em meio liquido YPD como leitura do branco, comparando-se com as leituras das
demais suspensdes celulares inoculadas em YPD para se medir absorbéncia em Densidade

Optica (D.Ogoonm) NOs diferentes intervalos de tempo de incubagio por temperatura.

Avaliacéo do metabolismo de glicose e maltose

As leveduras foram crescidas em placas de Petri contendo BDA, posteriormente foram
inoculadas em tubos Eppendorf contendo 1,350 ml de: YPD com 12,4 ° Brix, meio minimo
com glicose 12,4 ° Brix e um meio com solucdo de glicose pura 12,4 ° Brix, separadamente,
acrescentando 0,150 ml de inoculo, foram incubadas a 29°C por 5 dias sob agita¢éo a 180 rpm
(incubadora shaker Novatécnica modelo: NT 715), para a maltose apenas substituiu-se a
glicose. ApoOs esse periodo, realizou-se a medicdo de glicose através de um refratbmetro
Optico com escala Brix (Atyhao B093DXHSXK) para calcular o quanto de glicose foi
convertido em alcool.

Ao observar que as leveduras ndo estavam convertendo, optou-se pela adaptacédo
destas em concentracdes diferentes de glicose, 2%, 4%, 8% e 12%, entre 48 horas e medindo
0 °Brix a cada 24 horas. Apos essa adaptacdo, passou-se para 0 processo de producdo da

cerveja utilizando-se aqueles isolados mais promissores.

Producéo de cerveja
Preparacéo do inoculo

Para obtencdo das amostras de leveduras, foi realizado o repique em placas de Petri
contendo meio BDA, incubou-se em estufa a 30° C por 48 horas. Preparou-se uma solucao
com Sabouraud liquido, acrescentando-se glicose, o meio liquido foi distribuido em
Erlenmeyers e adicionou-se a levedura. Incubou-se a 30°C por 7 dias, a fim de se obter
biomassa suficiente para inocular na cerveja. Todas as amostras (ensaios) foram realizadas em

réplicas (duplicata).
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Preparo da cerveja

O mosto cervejeiro utilizado foi feito com base de uma receita de Kolsch, que é um
estilo de cerveja bem neutro, que utiliza somente malte Pilsen para sua producdo. A cerveja
foi produzida segundo a receita do livro "How to Brew" de John Palmer, onde foi utilizado
lGpulo tipo Hallertau Magnum, malte Pilsen e &gua mineral®2. Para a producéo desse estilo de
cerveja, foram utilizadas as leveduras experimentais designadas Pk I, Pk 11, Pk I1I, Pk 1V, Pk
V, Pk VI, Pk VII e Pk VIII (todos os oito isolados pertencentes a espécie Pichia kudriavzevii)

e, como controle, um fermento cervejeiro comercial Ale S-33 da Fermentis.

Anélises fisico-quimicas

Com vista a caracterizacao fisico-quimica das bebidas fermentadas e a avaliacdo da
estabilidade fisico-quimica destas bebidas durante um periodo de armazenamento, procedeu-
se a determinacdo de varios pardmetros tais como: acidez total, pH, turbidez, grau Brix e
etanol, segundo a metodologia adotada pelo curso de cachaga do IFNMG - Campus Salinas,

adaptada de MAPA (2005)2 para producdo de bebidas alcodlicas fermentadas.

Acidez total

A acidez total é uma medida da quantidade de acido da bebida que reage com uma
base de concentragdo conhecida (NaOH). Os acidos influenciam diretamente nas
caracteristicas organolépticas das bebidas, como: o sabor, odor, cor e, também, na estabilidade
e manutencao de qualidade.

Para tanto, essa andlise foi feita através do Método Titulométrico, seu principio baseia-
se na titulacao dos acidos volateis, separados da amostra através de arraste do vapor d’agua
(Oenochemical Distilling unit mod. DEE) e retificacdo dos vapores (a acidez do dioxido de
enxofre livre e combinado no destilado conjuntamente ndo estd compreendida na acidez
volatil e deve ser separada da acidez do destilado, assim como a acidez do acido sérbico, caso
presente na amostra). Na titulacdo do destilado utilizou-se uma solucao de hidroxido de sédio
0,1M?23,

Titularam-se 20 mL de amostra da bebida aos quais se havia adicionado previamente 2

ou 3 gotas de solucdo fenolftaleina 1% (p/v) utilizando como solucgéo titulante uma solucéo
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padrdo de 0,1M de NaOH. Determinou-se o volume de titulante necessario a viragem do

indicador para rosa claro e efetuaram-se os calculos de acordo com a expressao:
B0 __EBO
AV(g/L)=—X vX M joouAV(g/L)=—X vX M yaon

Em que: AV - acidez volatil g/L (acido acético)
a - aliquota de amostra

Vv - volume de titulante gasto

M - molaridade do titulante

Esteres
A concentragao de ésteres é expressa em miligramas de acetato de etila por 100 mL de

alcool anidro e foi medida pela seguinte formula:

nx Nx BE= 100
Vi R

nx Nx BE= 100
Vi R

E..= x 1000 E_, = x 1000

Em que: Eaa = Concentracgdo de ésteres em mg/100 ml de alcool anidro.

GR = Grau alcodlico real.

n = Volume em mL da solu¢do de hidroxido de sodio gasto na titulac&o.

N = Normalidade da solu¢do de hidroxido de sodio.

V = Volume em mL da amostra titulada.

Pipetou-se 100 mL do destilado da amostra (usado para determinacdo do grau
alcoolico real) para um Erlenmeyer de 500 mL, em seguida neutralizou-se com soluc¢do de
hidréxido de sddio, usando como indicador a fenolftaleina. Adicionou-se exatamente 10 mL
de solucéo de hidroxido de sédio 0,1 M e deixou-se em repouso em frasco de vedagao por 24
horas. No caso da cor rosa desaparecer, adicionou-se mais 10 mL da solucédo de hidréxido de
sodio e deixou-se em repouso por mais meia hora. Adicionou-se solucdo de acido sulfurico
0,1 N (10 ou 20 mL conforme se tenha adicionado 10 ou 20 mL de solucdo de hidréxido de
sodio). Titulou-se o excesso de acido sulfurico com solucéo de hidréxido de sodio 0,1 N até

coloracdo résea?.

Densidade, Grau Brix e Teor alcodlico

O densimetro é utilizado para medir a densidade de um determinado liquido, 0 mesmo
é composto por vidro e com chumbo em sua base, o densimetro possui uma escala em sua
parte superior usada para indicar a densidade do liquido.

A fim de obter os valores em grau °Brix utilizou-se a calculadora cervejeira online. O

Brix fornece uma medida da quantidade de agucares soltveis contidos numa amostra e através
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deste o grau alcodlico potencial que a bebida poderd atingir, medido através do
densimetro/alcoémetro (marca AllA Brasil).

O teor alcodlico das amostras foi determinado pela medida de Brix no inicio e ao final
da fermentacdo das cervejas e posterior utilizacdo do céalculo abaixo, com a atenuagdo dos

acucares expresso em percentagem (%). O célculo do alcool produzido foi feito pela formula:
ABV = (0G — FG) x 1314BV = (06 — FG) x 131

Em que: 4BV ABY = 3|cool por volume
OG = agravidade inicial.
FG = a gravidade final.
Determinagéo do pH

A medida do pH (Phmetro de bancada PHS-3E-BI lon) é determinada pela atividade
dos ions hidrogénio através do potenciémetro usando um eletrodo de vidro e um de referéncia
ou um eletrodo de vidro combinado. Assim, obteve-se os valores de pH de cada amostra para

verificar se estdo dentro dos padrées regulares da cerveja deste estilo.

Turbidez

A determinacédo de turbidez foi realizada em Turbidimetro digital microprocessado de
bancada (Ap2000 Policontrol), e o resultado expresso no préprio equipamento em unidades
NTU (Adaptado)?.

Analise estatistica

Na analise estatistica foram construidos modelos lineares generalizados no programa
R utilizando distribuicdo de erros adequada para testar o efeito das varidveis explicativas
sobre as variaveis respostas. Para o teste de etanol realizou-se o teste de Gaussian e da

fermentacdo binominal com quasibinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a realizagdo dos procedimentos de isolamento das leveduras isoladas do meio
minimo de Pontecorvo a partir das amostras dos 45 frutos de Araca, Mangaba e Pand,

obtiveram-se um total de 125 isolados de leveduras apresentando diversos morfotipos nas
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seguintes proporc¢des por espécie de planta amostrada: 58 leveduras isoladas de Araca, 46
leveduras isoladas de Mangaba e por fim 21 leveduras isoladas de Pand. Alguns desses
morfotipos co-ocorreram nos frutos das 3 espécies de plantas, outros em frutos de duas
espécies e 0s mais raros, apenas em cada uma das 3 espécies amostradas, ou seja, foram
exclusivos de determinada espécie (dados ndo mostrados). Destas, ap0s 0s testes de screening
para fermentacdo e de tolerancia as diferentes concentracfes de etanol testadas, 110 leveduras
do total das isoladas a partir dos 45 frutos das trés espécies passaram para 0s ensaios de
fermentacdo e estresse etanolico.

Partindo-se desta colecdo formada de leveduras isoladas dos frutos das trés espécies de
plantas do Cerrado que foram amostradas e testadas nos bioensaios prévios neste estudo, deu-

se prosseguimento ao teste etanolico apenas utilizando as leveduras isoladas do meio minimo

de Pontecorvo (seletivo para maltose) como demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Morfotipos encontrados no isolamento das leveduras a partir de amostras coletadas

de todos os 3 diferentes frutos, cultivadas em meio minimo de Pontecorvo.
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Importante ressaltar que foram isoladas dos frutos das trés espécies de plantas do
Cerrado, 0 Araca, a Mangaba e do Pand um namero consideravel de leveduras selvagens, que
totalizaram 125 leveduras, com destaque para a abundancia total de leveduras associadas aos
frutos do Aracd, e no caso da Mangaba, embora ndo tenham superado em termos absolutos o
namero de leveduras isoladas tanto do Araca quanto do Pana, que teve o menor nimero total
de leveduras associadas, as leveduras da Mangaba foram as que apresentaram o perfil de
maior resisténcia nos testes de estresse etanolico e térmico (dados ndo mostrados), bem como
foram as Unicas finalmente utilizadas na producdo das cervejas experimentais analisadas neste
estudo.

Aliado a esse perfil de maior resisténcia nos testes fisico-quimicos, e para reforcar as
escolhas dessas leveduras identificadas posteriormente como pertencentes a espécie Pichia
kudriavezvii, as leveduras do grupo da Mangaba foram as que apresentaram o melhor
rendimento de biomassa total de células (em termos de UFC/mL) nos ensaios com glicose e
com maltose, e que também apresentaram o melhor desempenho fermentativo nos testes de
elevacdo da concentracdo dos dois acUcares testados em série, no sentido de formacdo de
massa celular, bem como no processo de atenuacdo dos acucares (reducdo do °Brix) e maior
rendimento na producdo de etanol, conforme a analise dos resultados demonstraram de

maneira inequivoca.

Teste de tolerancia das linhagens selvagens ao estresse etanolico

Foram utilizadas 110 linhagens para os testes de estresse etandlico (concentracdes
crescentes de etanol em meio liquido) e em condicBes de controle, a partir das quais foram
avaliadas a capacidade de formacéo e crescimento de coldnias em meio YPD (calculadas em
UFC/mL).

Apbs o teste etanolico, coletou-se as leituras de densidade 6ptica em OD600nm para
que fossem comparados o crescimento microbiano em cada concentracdo de etanol testada.
Para tanto, testou-se a capacidade de crescimento das linhagens em todas as concentracdes
supracitadas, avaliando-se 0 aumento ou a diminui¢do da biomassa celular em fungdo do
tempo de cultivo. Os dados das amostras foram expressos em analises das densidades médias

de biomassa celular em funcdo do tempo de fermentacgao transcorrido (Figuras 2A e 2B).

Unimontes Cientifica, Montes Claros (MG), Brasil, v. 26, n. 2, p. 1-26, jul/dez. 2024. 12



O : . - " > o o a a
8 8 : : ;
w | & o 9 ﬁ i g ¢ 2 ; - ; : :
o
; . O
o iy
N o
o § : : o | o
£ ; y : |
R : . C
- =
: B
0O o | E ) :
‘_ - Fay
1 o
i ) . i
_________ i iy o
8l S N 4 A & 8
. | | ‘ I | o T T T
B ; g 10 12 14

A 6 8 10 12 14

[Etanol] [Etanol]

Figura 2. (A) Densidade celular das 110 amostras de leveduras testadas em relacdo a
presenca de etanol em concentragdes crescentes (C, leveduras controle e R leveduras testadas
de 6 a 15 °Brix), para caracterizar as respostas ao estresse etandlico. (B) Densidades celulares
das leveduras controle (medidas em absorbancia a 600 nm), em relacdo as densidades Opticas
na presenca de etanol em concentracfes crescentes para as melhores linhagens de leveduras
testadas (Pk 1 a Pk VIII) (C, controles e R leveduras testadas no gradiente crescente de etanol
de 6 a 15%).

Os resultados variaram entre as amostras, onde as leveduras P. kudriavzevii (Pk) se
sobressairam quanto a resisténcia a presenca de etanol, demonstrando desempenho
satisfatério na formacdo de biomassa celular. Apds essa avaliacdo, plaqueou-se cada amostra
testada, controles e réplicas de cada uma dessas leveduras em destaque, em meio BDA, para
calculo da percentagem de células vidveis representados como contagem de UFC/mL (Figura
3).

Os resultados demonstram que ap6s as 48 horas na estufa a 29°C, com a inoculacgao
dos controles de cada amostra de levedura feita em 1x108cél/ml a 0% de etanol, que todas as
amostras testadas apresentaram crescimento incontavel (e.g.: células que ultrapassam 300
UFC/mL em cada placa) na maioria das inoculagdes. Observou-se ainda, que na presenca de
etanol, as células mostraram-se mais sensiveis que as células crescidas em condigdes controle
(sem etanol), no mesmo periodo de tempo. No entanto, cabe ressaltar que em muitas

amostras, principalmente nas concentracdes de 5% ¢ 7,5% de etanol, as UFC’s cresceram tao

significativamente que ndo puderam ser contadas nas menores diluicdes (10 e 10%), bem
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como nas amostras a 10% de etanol, as quais cresceram em 20 dos 110 isolados e a 12% de
etanol, em 10 dos 110 isolados testados. Por fim, nas leveduras expostas a 15% de etanol, sete
(7) das 110 amostras cresceram como incontaveis também nas menores diluigdes.
Posteriormente, averiguou-se que, em algumas linhagens, quando submetidas ao estresse
etanolico, houve aumento de biomassa celular seguido de morte, no entanto, na maioria das
leveduras, principalmente entre 5 a 10% de etanol no meio YPD, ainda apresentavam

viabilidade celular ap0s o estresse.

0.8 r

0.6 r

Densidade

0.4 -
0.2 r

0.0 r

_Fllllllllll IH’JJJIIHII 1L IIII 1l IIIIIIIII Il I | ; ] 11 \! I
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Figura 3. Médias da densidade celular (D.O. medida em absorbancia a 600,m) comparadas as
médias de crescimento de coldnias viaveis (UFC/mL) pos-teste de resisténcia ao etanol para

as melhores leveduras testadas (Pk I a Pk VIII).

Segundo Oliveira et al. (2007)%, a exposicdo das leveduras a niveis etanolicos altos,
causa a desnaturacdo das proteinas que compdem a sua membrana causando assim uma
reducdo da viabilidade celular ou diminuicdo do desempenho de fermentacdo. Isso explica o
ocorrido, principalmente nas concentracdes de 12 e 15%, ou até eventualmente um efeito de
repressdo catabolica sobre as leveduras na presenca de altas concentragcdes de etanol. Ainda
nesse sentido, Ramos et al. (2013)%, relatam que condicdes estressantes interferem no
metabolismo celular desses microrganismos os fazendo decrescer, afetando assim o sucesso

na capacidade de fermentacéo.
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Os dados apresentados evidenciam que algumas linhagens selvagens sdo capazes de
resistir até 15% (v/v) de etanol no meio, embora ndo se aplique para todas as amostras
avaliadas nessas mesmas condicdes, corroborando com os dados de Kim (2011)?7, onde se
observou uma tolerancia de até 15% de etanol nos cultivos de leveduras em condicdes
similares as testadas neste experimento de estresse. De todos os testes e em todas as
concentragdes de etanol nesse estudo, houve 10 amostras que foram excluidas do trabalho,
uma vez que nao resistiram a qualquer um dos niveis de etanol testados.

Mangaba foi o fruto que apresentou a maior diversidade de leveduras e as que mais
resistiram as concentracdes de etanol em todos os niveis testados. A partir do Araga variou
muito pouco no crescimento de microrganismos isolados, uma vez que apresentavam sempre
a mesma caracteristica e coloracdo. Quanto ao crescimento celular em etanol, muitas vezes, a
biomassa celular ndo era tdo visivel acima de 10%; nesse sentido, as amostras de leveduras
isoladas do Pand foram as que menos apresentaram crescimento nas condigdes testadas. 1sso
se deve, provavelmente, a alta taxa de contaminantes (bolores e bactérias) a partir do
isolamento primario nos frutos, e aos niveis de resisténcia ao estresse etanolico avaliados,
considerados baixos. Esse teste de estresse permitiu a selecdo de leveduras com resisténcia e

maior viabilidade para a etapa de fermentacdo em maltose e glicose.

Teste de fermentagdo com maltose e glicose em Eppendorf

Nesta etapa, os 110 isolados foram submetidos a uma fermentacdo em maltose, no
entanto, nenhuma das amostras apresentou crescimento expressivo, portanto, esse fato pode
ter ocorrido porque, mesmo que essas leveduras tenham sido isoladas em meio Pontecorvo
solido, contendo apenas maltose como fonte de agucares, elas o fizeram pela via oxidativa, e
ndo por via fermentativa, como no teste de atenuacdo em meio liquido.

Submeteram-se entdo as amostras a uma fermentacdo em glicose a 12,1° Brix
(Compativel com a concentragdo para producao de cerveja), porém, o crescimento era lento e
ineficiente. As amostras passaram por um processo de adaptacdo as concentracfes crescentes
de glicose partindo de 2%, 4%, 8% e 12%. A capacidade fermentativa das melhores amostras
testadas foi avaliada, dentre as quais, foram selecionadas apenas aquelas utilizadas para a

producéo da cerveja (Figura 4).
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Figura 4. Capacidade de atenuagdo em diferentes concentracfes de glicose partindo das
melhores linhagens das leveduras no teste de resisténcia ao etanol, em termos de formacéao de
biomassa celular (UFC/mL). Legenda: Eixo x, sobre o tempo de fermentagéo: 1 equivale a 24

horas ap0s a inoculacdo, 2 — 48h, 3 - 72h, 4 — 96h sucessivamente.

Nesse processo, a formacdo de biomassa celular bem como a producédo de etanol foi
lenta, quando comparadas aos valores obtidos em fermentacdo convencional para a levedura
Saccharomyces cerevisiae testada, pois a concentracdo celular inicial foi baixa, sendo 1,350
ml do meio para 0,150 ml de in6culo, conforme a metodologia adotada para todas as
leveduras testadas nas mesmas condic¢des desses testes de tolerancia. Esse ensaio foi realizado
a fim de estimular uma fermentagdo em pequena escala e assim selecionar quais as leveduras
que seriam utilizadas para participar do processo de producao de cerveja em uma escala maior
e em reais condicdes de fermentacdo em malte puro.

A viabilidade celular manteve-se mediana durante todas as transferéncias de
concentracdes de glicose, observadas visualmente, e os valores de Brix oscilando na maioria
das transferéncias entre 40 e 70% na medicao final. No total foram 4 transferéncias. De todas
as amostras, foram escolhidas 5 as quais apresentaram valores expressivos no que se refere a
producdo de biomassa celular (densidade), a amostra comercial (S 33) e quatro 4 amostras

(em duplicatas) das leveduras que foram isoladas exclusivamente a partir da Mangaba, que
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receberem entdo uma nova designacdo, baseada naturalmente pelo fato de todas as quatro (4)
pertencerem igualmente a espécie Pichia kudriavzevii: Pk - I, Pk - Il e Pk - Il e Pk - 1V,
reduziram o acucar a 0 nas concentracdes de 2%, 4% e 8%, em 12% de glicose reduziram
60% e as amostras Pk - V e Pk - VI e Pk - VII e Pk - VIII ficaram em 70% de consumo de

glicose nas concentracoes de 2%, 4% e 8%, em 12% reduziram cerca de 30%.

Producao da cerveja e analises fisico-quimicas

Apo0s a cerveja pronta e resfriada, transferiu-se para os gal6es de fermentacdo de cinco
litros cada (5) e foram inoculadas as linhagens de leveduras selvagens (Pk I a Pk VIII) bem
como a comercial S33. Esses gal6es permaneceram incubados a uma temperatura constante
entre 18 e 19°C por 22 dias em Incubadoras BOD, neste periodo avaliou-se a densidade em
graus Brix, conversdo em etanol, pH, turbidez (NTU), ésteres e acidez a cada 24 horas de
incubacéo.

Em relacdo a densidade e o Brix, foi observado que o decaimento foi considerado
extremamente lento nos primeiros dias para todas as linhagens de leveduras selvagens
testadas, excecdo a S33, para a qual apés 15 dias de fermentacdo o consumo decaiu mais
rapido. No entanto, as selvagens ndo atingiram os valores de FG 1009 e 2,4° Brix que era
esperado, baseado no comportamento da levedura comercial utilizada como referéncia (Figura
5).

A atenuacdo é o processo em que ocorre uma reducdo no extrato inicial do mosto
cervejeiro uma vez que as leveduras metabolizam os agucares e os transformam em alcool, no
caso da fermentacdo etanolica, ou em gas carbdnico, na maturacdo mais tardia (no processo
de carbonatacdo). Percebe-se que nos resultados de FG (gravidade final) desta cerveja, os
valores finais ndo foram atingidos e isso ndo caracteriza que o processo foi inconclusivo, mas
sim que “cada linhagem de levedura selecionada estd vinculada a uma caracteristica e
comportamento especifico” (Figura 6). As condigdes em que o processo de mosturagao Sao
conduzidas e o controle dos parametros fisico-quimicos e a disponibilidade total inicial de
acucares no mosto pré-fermentacdo interferem na eficiéncia de atenuacdo executada pelas

leveduras de forma geral?®.
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Figura 5. Reducdo de Brix ao longo do periodo de fermentacdo para as 4 linhagens de
leveduras selvagens testadas em duplicata (Pk I e Pk 11, Pk 111 e Pk IV, Pk VV e Pk VI, Pk VIl e

Pk VII1) comparadas ao desempenho da levedura comercial S33 (controles 1 e 2).

®
=
g 250 ——1°dia
=3
- 5° dia
£ 2.00
D — 10°di
S 10° dia
1,50 —- 1 5°dia
—+—Final
1,00
B - B
0.50
0,00 * T <+ T <+ T g T < T g T g T g T g T *
CONTROLE CONTROLE ~ Pk-1 Pk-1I Pl Pk IV Pk-V Ple- VI PK-VIL  Pk-VII

1-1 2-1

Amostras
Figura 6. Atenuacdo das cervejas experimentais (Pk | a Pk VIII) em comparagdo a das

comerciais (S33, controles 1 e 2) ao longo da fermentacdo (22 dias).

A etapa de fermentacdo em maltose e glicose, foi feita para selecionar as leveduras
mais eficientes, esse processo permitiu a selecdo de 2 leveduras que obtiveram 100% de

consumo da glicose e outras com um consumo variando entre 50 e 70% de maltose; escolheu-
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se no total 4 leveduras (duas réplicas de cada) com potencial para a fermentacdo em mosto
cervejeiro com malte puro e para analises fisico-quimicas realizadas nas cervejas produzidas.

A fermentacdo completa foi realizada, como resultado obteve-se uma fermentagdo
primaria lenta com baixa diminuicdo de Brix; houve formacdo de espuma na superficie do
mosto (fato que pode levar ao aumento da turbidez e sabor amargo acentuado, devido a
particulas que porventura possam estar suspensas no mosto), e producdo de etanol variando
entre 1,91a 3,9 de TA.

As cervejas produzidas com as leveduras isoladas das frutas variaram em teor
alcodlico entre 1,91 a 3,9%, com a Pk - | apresentando o maior valor. O BJCP sugere para
esse estilo valores de etanol entre 4,4 e 5,2%2%°. O menor teor alcodlico nos mostos cervejeiros
fermentados com as leveduras selvagens era esperado, uma vez que as leveduras comerciais
foram selecionadas durante décadas ou até mesmo séculos para utilizar o mosto de cevada®.
Esta performance pode ser melhorada através de selecdo, mas existe um grande interesse
atualmente em cervejas com baixo teor alcodlico ou sem alcool, e as leveduras ndo-
Saccharomyces como as Pichia estdo sendo testadas para este tipo de aplicacéo®..

Adicionalmente foram observados os valores de pH obtidos das cinco amostras

analisadas e suas réplicas ao longo do tempo total de fermentacéo (Tabela 1).

Tabela 1. (A) Variacdo do pH das cervejas experimentais (Pk I a Pk VIII) em comparacdo ao
das comerciais ao longo do tempo total da fermentacédo (22 dias);
pH
1°dia 5°dia 15°dia Final
Controle1-1 569 4,16 4,24 4,48

Amostras (A)

Controle2-11 569 4,18 428 453
Pk-1 569 543 536 4,39
Pk- 11 569 531 532 453
Pk- 11 569 528 518 4,65
Pk- 1V 569 524 517 4,79
Pk-V 569 529 527 481
Pk- VI 569 531 525 4,78

Pk-VII 569 531 528 445
Pk- VIII 569 5724 521 4,39
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A acidez volatil é usada rotineiramente no controle de qualidade de vinhos, como
indicador de deterioracdo, porque estes acidos volateis sdo responsaveis pelo aroma de
vinagre e 0 gosto acre na bebida, sendo o cheiro de vinagre reconhecivel em concentragdes de
acido acético de 800-900mg/L3%2. Comparando-se com os valores citados, a acidez volatil das
cervejas com as leveduras P. kudriavzevii ficaram abaixo do limite reconhecivel para odores
vinagrados. Em contrapartida, os valores de pH variaram entre 4,4 a 4,8 dentro da maioria dos
padrdes do BJCP para cerveja, que variam aproximadamente de 3,0 a 6,0 para as Ale e de
4,00 a 5,00 para as Lagers. Em nosso experimento, a receita base foi do estilo Kolsch, que
tem pH ideal entre 5,4 e 5,6, portanto obtivemos um pH menor do que o esperado para 0
estilo, inclusive nas cervejas controle, que utilizaram as leveduras convencionais. Diferencas
de pH e consequentemente da acidez da cerveja, ndo precisam necessariamente ser
consideradas um defeito, especialmente no d&mbito da cerveja artesanal, que por definicdo
pode variar de lote para lote.

Os valores de ésteres nas cervejas experimentais bem como nas cervejas comerciais

com as linhagens testadas foram devidamente comparados e analisados (Tabela 2).

Tabela 2. (B) Valores das caracteristicas fisico-quimicas (acidez volatil, ésteres e pH) das
cervejas experimentais (Pk 1 a Pk VIII) em comparagdo as apresentadas pela cerveja
comercial (S33, controles 1 e 2) nas mesmas condi¢Ges de ensaio ao final da fermentacdo

primaria.

Amostras (B) ESTER (mg/L) ACIDEZ VOLATIL (mg/L) pH

Controle 1 - 1 52,1 516,0 45
Controle 2 - 11 539 489,0 4,5
Pk-1 168,2 438,0 44
Pk- 11 2235 258,0 4.5
Pk- 111 229,2 360,0 4,7
Pk- 1V 279,6 282,0 4.8
Pk-V 253,4 330,0 4.8
Pk- VI 256,6 366,0 4.8
Pk- VII 381,7 360,0 4,5
Pk- VIII 481,3 435,0 44
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Fermentacbes com Pichia kluyveri feitas em mosto cervejeiro ja registraram 41 tipos
de ésteres diferentes, alguns como acetato de etila (frutado), acetato de isoamila (banana) ou
acetato de fenetila (floral, doce) foram encontrados em niveis muitas vezes maiores que 0
encontrado em fermentagdes com leveduras Lager no mesmo mosto®. Em quantidades muito
grandes, estes ésteres podem produzir um aroma semelhante a solventes, que é considerado
um defeito na cerveja, um off-flavor, mas no presente trabalho s6 foram medidos os ésteres
totais. Em testes futuros, com as leveduras isoladas, € importante medir os ésteres
separadamente, para verificacdo da possivel origem de off-flavors®, e estabelecer condigdes
de fermentacdo que visam atenuar a producdo daqueles considerados indesejaveis para
cerveja.

Em relagdo aos compostos volateis mais importantes formados ao longo do processo
de fermentacdo de qualquer cerveja baseada em maltes de cevada, 0s esteres sdo 0S
componentes que contribuem com notas frutais no perfil de sabor da cerveja®. Como as
cervejas Ales sdo fermentadas em temperaturas entre 18 a 22°C, estas possuem um nivel mais
perceptivel desses ésteres, devido a uma fermentacdo em temperatura mais alta. Nas cervejas
produzidas com as leveduras selvagens Pichia kudriavzevii observou-se que, inicialmente, as
cervejas apresentaram um intenso aroma de esteres, em um nivel que pode ser considerado
como off-flavor (aromas ou sabores ndo desejados), se comparadas ao observado para as
cervejas com a levedura comercial S33. A intensidade do aroma diminuiu com o passar do
tempo, ao finalizar a fermentacdo primaria e no momento de envasamento nas garrafas foi
perceptivel as notas frutadas como manga e banana nas amostras (maioria delas), apenas nas
cervejas Pk VII e Pk VIII e na comercial S33 0 aroma estava bem menos frutado, reflexo da
menor quantidade de ésteres produzido por esta levedura em relagdo as selvagens.

Quanto a cor e turbidez, que sdo parametros muito importantes para determinar a
adequacdo de uma cerveja a um determinado estilo, podendo variar entre amarela palha a
quase preta nas Stouts e Porters por exemplo. A turbidez foi medida utilizando a unidade de
medida NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez) e posteriormente convertidas a SRM e
EBC (para determinar a cor) que sdo medidas utilizadas na Europa e nos Estados Unidos, a
fim de se encontrar o valor padrdo. Leveduras comerciais sdo selecionadas para uma
floculacéo eficiente apos o término da fermentacdo, uma vez que na maioria dos estilos é

desejada uma aparéncia translucida, apesar que leveduras de estilos naturalmente turvos,
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como as Wit Beers belgas ou as Weissbeer alemés, vao flocular menos eficientemente. Em
leveduras selvagens, ndo se espera uma grande eficiéncia na floculacdo. Problemas na
moagem do malte também podem contribuir para a maior turbidez, maltes muito triturados
produzem mais particulas em suspensdo, aumentando o efeito da turbidez?23,

Das 125 leveduras isoladas a partir da carposfera dos frutos Mangaba, Araca e Pana,
110 foram selecionadas para as etapas de resisténcia ao etanol e processo fermentativo inicial
em agUcares mais simples, onde foram obtidas leveduras com perfil compativel com as
demais leveduras ndo-Saccharomyces testadas na produgdo de cervejas e outras bebidas
fermentadas. A partir desses resultados foi possivel observar para esse grupo de leveduras boa
tolerancia a altos niveis de etanol durante a fermentacdo dos aclcares, bem como outras
caracteristicas apropriadas e desejaveis as condicOes estabelecidas em um processo de
producdo de cerveja. As linhagens selecionadas foram capazes de resistir ate 15% de etanol,
sendo que as concentragdes de 5% e 7,5% foram as mais tolerantes, 10, 12 e 15% de etanol
reduziram a quantidade em biomassa de leveduras e ufc/mL de viaveis resistentes.

Com relacdo as analises fisico-quimicas, os resultados para acidez e turbidez
apresentados neste trabalho, € sabido que a acidez em excesso gera sabores devido aos valores
excessivos de acido acético (ou acetoinas) caracteristicas estas associadas geralmente a
contaminacao bacteriana ou que o produto final esteja estragado, gerando defeito na maioria
das cervejas ou ainda contaminacdo. Entretanto, caracteristicas mais voltadas para acidez
também podem ser desejaveis para algumas cervejas artesanais especializadas®’~*, sendo que
neste trabalho, nenhuma contaminacdo bacteriana foi encontrada em nenhuma etapa do
experimento.

De maneira geral, as analises fisico-quimicas mostraram que todas as amostras
apresentaram elevadas concentracOes de acidez volatil, ésteres, turbidez e coloracdo, ou seja,
fora do padrdo determinado pela literatura. O IBU ficou parcialmente fora do padrdo, porém
aceitavel para cervejas do tipo Ale. O pH manteve-se normal para cervejas dentro do estilo

produzido.
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Sabe-se da importdncia do isolamento e caracterizacdo de leveduras selvagens,
denominada bioprospeccdo microbiana, que se constitui em uma nova area de extrema
relevancia no campo do Uso de Recursos Naturais voltados para a Biotecnologia, e sobretudo
porque com a aplicacdo dessas técnicas é possivel prospectar microrganismos para a aplicacdo
em diversos processos como a producdo de bebidas fermentadas, notadamente na selecdo de
leveduras nativas do Brasil com potencial na producdo de cervejas artesanais com aromas e
sabores diferenciados das caracteristicas das cervejas produzidas apenas com leveduras
comerciais.

Sera dada continuidade a esta linha de pesquisa, com a identificacdo das linhagens que
ndo foram sequenciadas e analise fisico-quimica e sensorial ap6s producdo de novas cervejas
experimentais, explorando de forma mais ampla a colecdo de leveduras ndo-Saccharomyces
tais como as P. kudriavzevii aqui testadas, visando a adequacdo dessas caracteristicas mais
diferenciadas, na producédo de outros estilos de cervejas.

Como perspectivas para futuros estudos, podera ser feita uma nova fermentacdo com
outros isolados de leveduras que ndo puderam ser utilizados nessa producdo das cervejas,
além das possibilidades para que sejam testadas em outros estilos e condicfes de producédo
melhor controladas e com insumos diversificados para producdo de novos estilos e
incorporacdo de matérias primas locais buscando valoracdo dessa biodiversidade regional do
Cerrado em MG.
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