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RESUMO

Os desafios para o emprego de leveduras selvagens na indUstria cervejeira sdo
consideraveis, todavia se justificam pela riqueza da biodiversidade envolvida, além da
demanda crescente por cervejas com propriedades sensoriais aprimoradas e aromas
distintos. O presente estudo objetivou a caracterizacdo genética e fisioldgica de
Saccharomyces cerevisiae selvagens para a producdo cervejeira, além da obtencdo de
um sacle up industrial. Técnicas biomoleculares foram utilizadas para caracterizacao
genética das 5 linhagens selvagens do género Saccharomyces, nominalmente LBGA-01,
287, 288, Hv8 e Hb1l. As relacbes de filogenéticas de maxima verossimilhanca foram
inferidas mediante o sequenciamento do produto amplificado das regides ITS.
Crescimentos foram avaliados em diferentes fontes de carbono, assim como na
presenca de agentes estressores como etanol e iso-a-acidos do lUpulo. As linhagens
foram caracterizadas quanto a producdo de POF, capacidade de floculacdo, formacdo de
espuma e resisténcia a pressao osmotica. Microfermentagbes foram conduzidas para
investigacdao da cinética fermentativa, atenuag¢do aparente, teor alcéolico e pH. As
linhagens apresentaram caracteristicas fisiolégicas semelhantes aos padrdes
comerciais. Estrategicamente, as cepas LBGA-01, 287 e Hv-8 foram utilizadas para a
producdo de cervejas em pequena escala (9 litros). Andlises fisico-quimicas, RMN, HPLC
e GC apontaram semelhangas e diferencas quanto aos niveis de assimilagdo de
nitrogénio (FAN), rendimento alcdolico, perfil de subprodutos e voldateis. A andlise da
expressao génica (qPCR) possibilitou um melhor entendimento dos genes pertencentes
as principais rotas bioquimicas. Os resultados das avaliagdes sensoriais foram tratados
por meio da Andlise de Componente Principal (PCA) e contribuiram para a formacgdo do
indculo misto entre a cepa 287 e o padrdao comercial WB06®. Finalmente, a fase de scale
up industrial permitiu obtencao de cervejas com caracteristicas aromaticas e sensoriais

de grande interesse para indUstria cervejeira.

Palavras-chave: Caracterizagao, fermentagao, Saccharomyces cerevisiae, scale up.
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ABSTRACT

The challenges of using wild yeasts in the brewing industry are considerable,
but they are justified by the wealth of biodiversity involved, as well as the growing
demand for beers with improved sensory properties and distinct aromas. The aim of this
study was to genetically and physiologically characterize wild Saccharomyces cerevisiae
for brewing, as well as to obtain an industrial scale up. Biomolecular techniques were
used to genetically characterize the 5 indigenous Saccharomyces, nominally LBGA-01,
287, 288, Hv8 and Hb1. Maximum likelihood phylogenetic relationships were inferred
by sequencing the amplified product from the ITS regions. Growth was evaluated on
different carbon sources, as well as in the presence of stressors such as ethanol and iso-
a-acids from hops. The strains were also characterized for POF production, flocculation
capacity, foam formation and resistance to osmotic pressure. Microfermentations were
conducted to investigate fermentation kinetics, apparent attenuation, ethanol
production and pH reduction. The strains showed physiological characteristics similar to
commercial standards. Strategically, the LBGA-01, 287 and Hv-8 strains were used for
small-scale beer production (9 liters). Physical-chemical, NMR, HPLC and GC analyses
showed similarities and differences in the levels of nitrogen uptake (FAN), alcohol yield,
by-product profile and volatiles. Gene expression analysis (qPCR) allowed a better
understanding of the genes belonging to the main biochemical pathways. The results of
the sensory evaluations were treated by means of Principal Component Analysis (PCA)
and contributed to the formation of the mixed inoculum between strain 287 and the
commercial standard WBO06®. Finally, the industrial scale up phase allowed to obtain
beers with aromatic and sensorial organoleptic characteristics of great interest to the

brewing industry.

Keywords: Characterization, Fermentation, Saccharomyces cerevisiae, scale up.
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1. Capitulo 1 - Introdugao

A producdo de bebidas alcéolicas a partir do emprego de leveduras e fontes de
carbono fermentesciveis é a mais antiga e relevante atividade econémica dentre todas
as praticas biotecnoldgicas atuais (Walker & Stewart, 2016).

Em especial, a cerveja é a bebida resultante da fermentacdo dos acucares
provenientes da cevada malteada, em solucdo adicionada de lupulo, por acdo de
leveduras. E uma das bebidas mais conhecidas em todo mundo, ficando atrds somente
da dgua e do cha (Romero et al., 2022).

O Brasil destaca-se no mercado cervejeiro global ocupando a terceira posicao
no ranking dos maiores produtores da bebida, liderado pelos Estados Unidos e China.
Em 2018, segundo a Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja (CERVBRASIL), o Brasil
industrializou mais de 14 bilhdes de litros da bebida, com um faturamento da ordem de
RS 21 bilhdes, correspondentes a 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional (DE
OLIVEIRA DIAS & FALCONI, 2018).

Segundo Meier-Dérnberg (2017b), o mercado alemdo de cervejas tem
percebido uma redugdo por anos consecutivos na participacdo de estilos tradicionais
como Pilsen e Weizenbiers.(cervejas de trigo). Por outro lado, o crescimento consistente
das cervejas denominadas “especiais” ou “artesanais” tem contribuido
significativamente para a manutengao do mercado alemao de cervejas.

Globalmente, a popularidade das cervejas artesanais tem aumentado ao longo
dos ultimos anos e as cervejarias tém concentrado esfor¢cos na obtengado de produtos
inovadores e diferenciados em suas aparéncias, aromas e caracteristicas sensoriais
(VIANA et al., 2021).

No Brasil, o numero de estabelecimentos registrados no Mistério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) saltou de 159 unidade em 2012 para
1.759 unidades produtoras de cervejas em 2022, representando um salto de 1.000%
(MAPA, 2023).

Claramente, a mudanca do padrdo de consumo da cerveja nos ultimos anos
tem levado a criacdo de novos estilos ou variacdes dos daqueles tradicionais. Para
alcancar tal inovacgao, a industria tem introduzido novas combinacdes de maltes, lUpulos

ou mesmo substancias aromaticas, contanto, entretanto, com uma variedade limitada
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de linhagens de leveduras, na sua maioria representantes das espécies Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces pastorianus (GARCIA, 2017; BASSO, 2019).

Indubitavelmente, a utilizacdo sistematica e precisa dessas espécies ao longo
de anos pela industria cervejeira elevou os padroes de qualidade e eficiéncia.
Entretanto, tem incorrido na limitacdo do potencial aromatico e sensorial pelo emprego
de novas espécies ou linhagens, como Saccharomyces cerevisiae selvagens (Steensels &
Verstrepen, 2014; Garcia, 2017).

Diante das demandas atuais, o presente trabalho concentra-se na
caracterizacdo de leveduras ndo convencionais com potencial para producdo de cervejas

de cardter proprio e complexo.

1.1 Histéria da cerveja

A histéria da cerveja remonta, possivelmente, a pelo menos 9.000 anos,
guando o homem pré-histdrico abandonou a vida n6made, iniciados os primoérdios do
gue atualmente conhecemos por agricultura. As técnicas de cultivo de graos como trigo,
sorgo e cevada permitiam a obtencdo de uma fonte alimentar segura, podendo ser
consumida posteriormente, uma vez que eram de simples utilizacdo e de propicio
armazenamento dos excedentes (Meussdoerffer et al., 2017).

E muito provavel que o processo de fabricacio da cerveja tenha sido
descoberto ao acaso, a partir da fermentagdao espontanea de cereais ou da prdpria
massa de pdo, exposta a agua. Inicialmente de responsabilidade feminina, em virtude
de a caga ser um papel masculino, a bebida logo se tornou muito apreciada e valorizada
pelos povos antigos (Morado, 2009).

Ha milhares de anos, as cervejas rudimentares eram obtidas espontaneamente
(Meier-Dornberg et al., 2017a), e, muito provavelmente, a bebida recebeu o carater
divino pelo processo incompreensivel de transformacdo do grdao em uma bebida
inebriante. Dessa forma, a cerveja ocupou um lugar de importancia cultural, social e
econdmica nas diversas civilizacdes ao longo do tempo (Romero et al., 2022).

O Império Babilonico, constituido pelos povos que sucederam os sumérios,

tinha a cerveja com grande importancia social. O “Cddigo de Hamurdabi”, escrito por
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volta de 2.000 a.C., estabelecia por¢cdes diarias da bebida em funcdo da casta do
membro social, previa o afogamento do cervejeiro na propria bebida caso ela fosse de
ma qualidade ou mesmo que o pagamento fosse pela venda de cerveja na forma de
grdos de cereais e ndo diretamente por moedas (Morado, 2009).

No Egito Antigo a cerveja desempenhava um papel fundamental, ocupando
lugar preferencial na dieta egipcia. Cerveja e pdao eram simbolos de prosperidade,
felicidade e satisfacdo, desempenhando um papel critico na religido, tanto na decisdo
sobre a vida eterna quanto no julgamento dos mortos (Meussdoerffer et al., 2017).

Os gregos tiveram contato com a cerveja por meio dos egipcios e,
posteriormente, tiveram papel fundamental na propagacdo da bebida junto aos
romanos. Ao contrario do vinho, que depende exclusivamente de uvas, plantio assistido
e colheita delicada, a cerveja podia ser obtida a partir de varios cereais, além da cevada,
produtos mais facilmente encontrados em territdrios conquistados pelo Império. Aos
poucos, a cerveja se propagava pelas zonas de influéncia romana, configurando uma das
rotas de expansdo da cultura cervejeira pelo mundo antigo.

Inegavelmente, a cerveja era mais popular que o vinho e o hidromel, seja pela
facilidade de fabricacdo, seja por seu carater socializante. De toda forma, por volta de
500 a.C., os romanos deram preferéncia ao fermentado de uva como bebida nobre,
fazendo com que o vinho fosse cada vez mais prestigiado. A cerveja, dessa forma,
comecava a ser moldada como bebida das classes mais pobres e dos barbaros.

Uma segunda e importante rota de disseminacao da cerveja a partir da
Mesopotamia pode ser observada gragas aos tracios, povos que habitavam territérios
gue atualmente se situam na Moldavia, Bulgaria, Roménia e partes da Grécia, além de
Macedobnia, Sérvia e Turquia. Muito provavelmente esses povos influenciaram os
germanicos e celtas, com subsequente fundacado de paises como Franca (Galia), Espanha
(Galicia) e Alemanha (Germania) (Morado, 2009).

Entre os séculos V e Xll, a producdo de cerveja se passou a ser produzida
internamente em conventos, inicialmente como subsisténcia prdpria, mas em pouco
tempo seu potencial mercante seria explorado, sendo oferecida aos seus héspedes
viajantes tempordrios (Romero et al., 2022). O lupulo passa entdo a ser adicionado a

cerveja, perdurando até os dias atuais.
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A Lei da Pureza, conhecida como Reinheitsgebot foi introduzida na Baviera em
1516 pelo Duque Guilherme IV e surge como um dos primeiros instrumentos de
regulacdo pelo Estado. Seria inevitavel, apds a crescente demanda cervejeira, que um
primeiro contorno da industria cervejeira na Europa surgisse, atingindo o ponto que
houve necessidade de intervencdo do Estado (Hornsey, 2003). A Reinheitsgebot
determinava, dentre varios aspectos, que cerveja deveria ser fabricada mediante o
emprego de apenas 3 ingredientes: dgua, cevada e lupulo. Somente em 1551, a levedura
seria mencionada, pois cervejeiros descobriram que, reutilizando-se a “espuma” ou
“decantado” nas producbes subsequentes, uma melhor e mais bem controlada
fermentacdo era alcancada (Narziss, 1984).

Uma série de avancos tecnoldgicos viriam posteriormente fomentar o
desenvolvimento da industria como um todo, inclusive a cervejeira. O emprego, ou
mesmo o desenvolvimento intencional de tecnologias no ambiente cervejeiro,
contribuiram significativamente para a oferta crescente da bebida, seu padrdo de
gualidade e uma série de outros impactos nunca dantes imaginados.

Em 1765, tinha sido estabelecida a pedra fundamental para novas tecnologias.
Em 1846 Gabriel Sedimayr instalou sua primeira maquina a vapor de 1 cavalo-vapor, em
sua cervejaria Spaten, em Munique (Kunze, 1998).

Outro grande marco industrial foi alcangado por Carl von Linde, em 1876, com
o desenvolvimento de sua maquina de refrigeragado artificial. A partir de entdo, o homem
conquistava sua independéncia na fabricacdo da cerveja, ndo mais restringindo a
producdo em determinadas estagdes do ano, ou armazenando gelo natural (neve) em
grandes adegas subterraneas, com intuito de amenizar a temperatura nos ambientes de
transformacdo da bebida (Morado, 2009).

A expansdo da rede ferroviaria teve, ao mesmo tempo, um grande impacto no
desenvolvimento de nagdes, possibilitando a expansao das grandes cervejarias.

Grandes avangos foram também alcangados quanto a qualidade da cerveja, em
especial pelo estabelecimento da chamada microbiologia moderna, por Louis Pasteur
(Bamforth, 2009). De maneira genial, Pasteur correlacionou o processo de fermentacao
a atividade de microrganismos, lancando as bases para controle das fermentacgdes,

assim como novos métodos de preservacao de alimentos e bebidas (pasteurizacao).
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A influéncia de contaminac¢des seria cada vez mais reduzida, através do
trabalho de Emil Christian Hansen, que em 1883, nos laboratérios da Carlsberg em
Copenhagen, desenvolveu métodos de cultivo de leveduras, aperfeicoados por Paul
Lindner em 1893. Também nesse contexto, as bases da “cerveja clara” (Helles) eram
lancadas, seguidas da substituicdo progressiva da lager escura “Cerveja Bavara”
(Morado, 2009).

Em 1842 seria obtida, pela primeira vez, na cidade de Pilsen, um novo e
revolucionario tipo de cerveja, sendo posteriormente denominado como tipo pilsen.
Rapidamente esse novo produto tomaria toda a Europa, avangando em 1875 para novos
mercados, como as Américas, com Adolphus Busch, em sua cervejaria Anheuser-Busch.
N3o demoraria muito para que o novo tipo de cerveja clara e leve conquistasse maior
fama, aumentando cada vez mais a demanda por tecnologias que permitissem uma
producdo nunca praticada, mediante custos decrescentes, além de volumes e qualidade
cada vez maiores.

Se por um lado, a utilizacdo de cepas de leveduras domesticadas a partir das
técnicas de Emil Christian Hansen possibilitou a obtencdo de produtos com niveis
consistentes de qualidade, por outro, a utilizacdo de linhagens especializadas tem
resultado em poucas variagées quanto aos flavors presentes nas cervejas e na redugao

da producdo de estilos diversos cervejeiros (Meier-Dornberger et al., 2017a).

1.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo eucarioto mais utilizado em
processos fermentativos industriais (Prado et al., 2020). Desde tempos remotos, esse
fungo unicelular tem tido sua capacidade de converter agicar em etanol e diversos
aromas explorada com objetivo de se obter alimentos e bebidas de valor agregado
consideraveis (Steensels; Verstrepen; 2014).

E um organismo modelo, sendo amplamente utilizado para pesquisas basicas
em diversas areas do conhecimento. Em 1996, a linhagem S288c teve seu genoma
completamente sequenciado (Goffeau et al., 1996), trazendo luz a sua constituicdo de
12.068 kilobases organizadas em 16 cromossomos, responsaveis por aproximadamente

6.000 genes.
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Caracteristicas importantes como tolerancia a altas concentracdes de acucar e
producdo de compostos aromaticos volateis contribuem para sua aplicacdo industrial.
Em especial, uma habilidade notavel é o mecanismo “producdo-acumulagcao-consumo”
(Thomson, J. Michael, et al., 2005). E uma levedura Crabtree positiva, ou seja, possui a
capacidade de produzir etanol mesmo em condicbes de aerobiose. E como
consequéncia, S. cerevisiae produz e acumula etanol no meio, que é téxico ou agente
estdtico para a maioria de seus possiveis competidores. Apds se estabelecer
ecologicamente no meio, ela procede ao consumo do etanol como fonte de carbono

promovendo seu préprio crescimento, como mostrado no mecanismo descrito na Figura

1.1.
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Figura 1.1 Vias metabdlicas para fermentacgao alcdolica e consumo de etanol. Adaptado de Thomson, J.
Michael, et al., 2005

As linhagens de leveduras encontradas no meio-ambiente sobrevivem a
condicdes adversas, diferentemente do ambiente de cultivo controlado praticado em
laboratdrio. Essas cepas sao, portanto, microrganismos que podem ser encontrados em
grande diversidade de ambientes, como em folhas, solos - sob a forma de esporos - ou
até dentro do trato digestivo de insetos como espécies de moscas Drosophila (Parapouli
etal., 2020).

A variedade genética de isolados de S. cerevisiae encontrada em ambientes

naturais na China descrita por Wang et al., 2012 foi maior do que em ambientes
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influenciados ou construidos pelo homem. Muito possivelmente essas linhagens
selvagens poderiam demonstrar propriedades interessantes de grande potencial
biotecnolégico. E sabido, todavia que, diversidade genética n3o necessariamente
corresponde a diversidade fenotipica, o que torna sua aplicacdo uma tarefa dificil
(Parapouli et al., 2020).

Dentre diversas espécies utilizadas no processo cervejeiro, Saccharomyces
cerevisiae é conhecida como levedura de alta fermentacdo ou ale, ao passo que a
espécie Saccharomyces pastorianus é responsavel pela obtencdo das cervejas de baixa
fermentacdo ou lagers (Romero et al., 2022).

A Tabela 1.1 mostra as diferencas tipicas entre linhagens de leveduras ale e
lager. Resumidamente, leveduras do tipo ale sdo empregadas preferencialmente entre
18 e 24 °C e ndo possuem capacidade de metabolizar . Ao passo que, cepas de S.
pastorianus sdo utilizadas entre 8 e 15 °C e sdo providas do gene MEL1, que codifica
para melibiase, tornando possivel a assimilacdo do dissacarideo melibiose (glicose-
galactose), constituindo uma metodologia frequente na diferenciacdo desses tipos de

microrganismos (Andrion, 2022; Basso, 2019; Stewart, 2016).

Tabela 1.1 Caracteristicas fisioldgicas de linhagens tipo ale e lager

Linhagens ale
Saccharomyces cerevisiae
Faixa de temperatura tipica de fermentagao: 18 a 25 °C
Temperatura maxima para crescimento: 37 °C ou superior
Ndo fermenta melibiose
Alta fermentacao
Linhagens lager
Saccharomyces pastorianus
Faixa de temperatura tipica de fermentagdo: 8 a 15 °C
Temperatura maxima para crescimento: 34 °C
Fermenta melibiose
Baixa fermentacao

Fonte: Stewart, 2016

Apesar do uso de culturas puras ter sido estabelecido somente no século XIX
por Pasteur e Hansen, padeiros, cervejeiros e produtores de vinhos ja entendiam que,

inocular uma nova producao com uma pequena por¢dao do alimento fermentado



23

proporcionava melhores resultados, com previsibilidade e rapidez. Essa pratica
conhecida como “backslooping”, muito provavelmente, proporcionou que diversas
linhagens de leveduras perdessem contato com o ambiente externo, constituindo um

cenario ideal para a domesticacdo desses microrganismos (Gallone et al., 2006).

1.3 Leveduras empregadas para produgdo cervejeira

Dentre mais de 1.500 espécies descritas atualmente, as leveduras de maior
relevancia empregadas nos processos industriais pertencem ao género Saccharomyces,
taxonomicamente agrupadas em um clado denominado Saccharomyces sensu stricto
(Boreman; Pretorius; 2015). Dentro desse grupo, as espécies Saccharomyces uvarum e
S. eubayanus posicionam-se na base da arvore filogenética, enquanto as espécies S.
cerevisiae e S. paradoxus sdo as mais recentes (Figura 1.2).

Ainda pertencentes a esse clado, a espécie S. cerevisiae é responsavel pela
fermentacdo de cervejas do tipo ale, e empregada na obtencdo de vinhos, destilados,
saque, bioetanol entre outros produtos fermentados. A espécie S. bayanus tem sido
utilizada na producdo de vinhos, sidra, vinhos de maca, enquanto S. pastorianus e suas
diversas linhagens sdo responsaveis por mais de 90% da producao mundial de cerveja
industrial, gracas a seu perfil aromatico “limpo”, ou seja, baixas concentra¢bes de
ésteres e aromas frutados, relacionado as suas baixas temperaturas de fermentagdo

(Romero et al., 2022; Meier-Dornberg et al., 2017b).
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Figura 1.2 Representacdo do grupo Saccharomyces sensu stricto. A Estrtutura filogenética; B
Representacdo gendmica; C Representagdao gendmica dos hibridos interespecificos. Fonte: Boreman;
Petrorius, 2015.

A utilizacdo de linhagens de Saccharomyces para a conducdo de fermentagoes
controladas tem se justificado devido a trés motivos principais: (i) producdo eficiente de
elevados niveis de etanol; (ii) predominancia da via metabdlica da fermentacdo
combinada com o efeito Crabtree positivo, ou seja, repressao da respiracdo pela glicose
e (iii) elevada resisténcia ao etanol e outras condi¢des de estresse do meio (Steensels;

Verstrepen, 2014; Basso et al., 2016).

1.4 Bioquimica da fermentagao

Fermentagdo é o processo por meio do qual agucares sdo convertidos pela
levedura em alcool, gas carbdnico e calor (Oliver, 2012).
Do ponto de vista bioquimico, a fermentagdo é uma rota metabdlica por meio

da qual agucares fermentesciveis sdo decompostos biologicamente, em anaerobiose ou
em altas concentragdes de agucares, resultando na producdao de energia, ou ATP
(adenosina trifosfato) (Voet, et al., 2000).

O processo catabdlico da fermentacdo se inicia pela via glicolitica, onde cada
molécula de glicose é decomposta em 2 moléculas de piruvato, no citoplasma celular.
Posteriormente, o piruvato, sob acdo da enzima piruvato descarboxilase, resulta na

formacdo de acetaldeido e gds carbonico (COz), conforme anteriormente visto na Figura
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1.1. A molécula de acetaldeido é, entdo, reduzida a etanol pela enzima dlcool
desidrogenase, reconstituindo a molécula de NAD* (Voet et al., 2000; Andrion, 2022). A
reconstituicdo da molécula de NAD* é o que garante a continuidade da via glicolitica,

mediante manuteng¢ao do equilibrio redox celular (Briggs, 2004).

[ Glicose } NADP* NADPH
= = = = P
VIA PENTOSES FOSFATO
FRUTOSE
1,6-FOSFATO

S\

ETANOL |€€====—=  ACETALDEIDO /- NADP*

ADH1
ACETATO P NADPH

Figura 1.3 Principais vias metabdlicas e desvios de rotas durante consumo de glicose para producdo de
etanol. Fonte: Tilloy et al., 2015

Conforme Figura 1.4, diversos compostos aromaticos sao produzidos mediante
rotas do metabolismo secundario, isto é, por meio de diversas reagGes bioquimicas
dispensaveis ao crescimento celular. Muitos desses metabdlitos sdo formados como
resposta as condi¢des de estresse do meio, mecanismos de adaptac¢do ou ainda como
moléculas reguladoras em algumas rotas bioquimicas (Siddiqui et al., 2012; Walker &
Stewart, 2016; Garcia, 2017). A presenca desses compostos contribui decisivamente

para a qualidade sensorial da cerveja como apresentado na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 Metabdlitos secundarios da fermentacao alcéolica

Classe de
metabdlito

Exemplo

Descrigcao

Alcoois superiores

Alcool isoamilico, Alcool
fenetilico, Isopropanol

Os alcoois superiores podem
conferir aromas desejaveis a
bebidas, até determinadas
concentragoes

Esteres

Acetato de etila

Correspondem a aromas e sabores
frutados

Compostos com
carbonila

Acetaldeido

Conferem aroma de gramineo ou
de maca verde, apesar de serem
pos-assimilados na fase de
maturacdo da cerveja

Acidos organicos

Acido succinico, Acido
citrico, Acido acético

Podem contribuir positivamente
para adstringéncia do produto

Polidis

Glicerol

Produzidos normalmente pelo
metabolismo da levedura ou em
condicOes de estresse osmético.
Contribui para viscosidade do
fermentado

Dicetonas vicinais

Diacetil,
2,3-Pentanodiona

Diacetil é indesejavel na maioria
das cervejas, conferindo aroma de
“manteiga rancosa”. Pode ser pos-
assimilado durante o
condicionamento da cerveja

Compostos Sulfeto de hidrogénio, | compostos importantes para
sulfurosos Dimetilsulfureto, aroma e sabor de cervejas. DMS
Anidrido sulfuroso, Tidis | pode ser desejavel em baixas

concentragdes em Lagers. Em altas
concentragdes correspondem a off
flavors.

Compostos 4-Vinilguaicol (4-VG) Algumas leveduras possuem a

fendlicos capacidade de descarboxilar o

acido ferulico a 4-VG, chamadas
POF* (phenolic off flavor). Em
poucos estilos (cervejas de trigo
alemas, por exemplo) sao
desejaveis

Fonte: Adaptado de Walker & Stewart (2016)
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Figura 1.4 Adaptado de He et al., 2014

Acidos organicos

A composicdo dos acidos organicos da cerveja deve-se a uma menor fracdo
presente no préprio mosto cervejeiro, derivados do malte, além de uma parcela
significativa produzida durante a fermentacdo pela levedura. Entre outros, sdo
encontrados o acido acético, latico, butirico e succinico (White; Zainasheff, 2010; Garcia,
2017).

Algumas rotas metabdlicas estdo associadas a producdao de acidos organicos,
sendo caracteristicos como consequéncia da repressdao da respiragdao em leveduras
Crabtree positivas (Briggs et al., 2004; Walker & Stewart, 2016). Esses compostos, além
de conferir flavor ao produto acabado, promovem a diminui¢do do pH, contribuindo

para parte estabilidade microbioldgica da cerveja (Briggs et al., 2004).

Alcoois superiores

S3ao compostos aromaticos com grande participacdo no sabor e aroma da
cerveja, provenientes do metabolismo de aminodcidos em rotas anabdlicas e
catabdlicas (Michel et al., 2016b). Durante a fermentacdo em meio com excedente de
aminodcidos, a rota denominada Ehrlich (Figura 1.5) acontecera, na qual diversas

reacOes catabdlicas culminardo na transaminacao e descarboxilacao desses substratos
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e na formacdo de intermediarios alfa-ceto-acidos que, finalmente, serdo convertidos a
alcoois superiores. Por outro lado, meios fermentativos carentes em aminodcidos terdo
a rota anabdlica ativada, alcancando a biossintese de aminoacidos, contudo também a
geracao consequente de alcoois superiores a partir de intermedidrios de alfa-ceto-
acidos (Walker & Stewart, 2016).

A Figura 1.5 esquematiza a via metabdlica de Ehrlich:

Aminoacido

2-Oxoglutamato

v Glutamato
® €02
Aldeido
NAD*
NADH + H*

Alcool Superior

Figura 1.5 Metabolismo celular resultando na formagao de alcoois superiores Adaptado de Garcia 2017

Vale ainda ressaltar que, apesar de diversas fontes de nitrogénio estarem
presentes no mosto cervejeiro, a levedura cerveja consegue absorver somente as
moléculas menores, genericamente chamada de Free Amino Nitrogen (FAN). Dessa
forma, parte do aroma final da cerveja é inevitavelmente devido a absor¢do dessas
fontes de nitrogénio e sua transformacao pelo fermento cervejeiro (Pires et al., 2014).

A Tabela 1.3 resume os valores para concentracdes de limiares de
reconhecimento (Threshold) para importantes alcoois superiores e ésteres presentes

em cervejas de baixa fermentacao:
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Tabela 1.3 Limiar de percepcao, Faixa de concentragao e Impressdao aromatica para alcoois
superiores e ésteres

Limiar de deteccao Faixa de Impressao
Composto 1 ~ 1 e
(mgL?) concentra¢ao (mgL?) aromatica
F
Acetato de etila 25-30 832 rutado,
solvente
A
Fetatq de 1,2-2 0,3-3,8 Banana
isoamila
Acetato de Fenetila 0,2-3,8 0,1-0,73 Rosas, Mel
Hexanoato de etila 0,2-0,23 0,05-0,21 Mac3, frutado
Octanoato de etila 0,9-1,0 0,04 -0,53 Mac3, anis
n-Propanol 600 4-17 Alcdolico, Doce
Isobutanol 100 4-57 Solvente
Alcool Isoamilico 50 -65 25-123 Alcoolico,
Banana
Alcool Amilico 50-70 7-34 Alcoolico,
Solvente
2-Feniletanol 40 5-102 Rosas
Fonte: Pires et al., 2014
Aldeidos

Os aldeidos sdo formados em diversas etapas da producgdo cervejeira, como nas
etapas de preparacao do mosto e de fermentagao propriamente dita, quando a levedura
metaboliza diversos tipos de aminodcidos.

Acetaldeido é o principal aldeido encontrado na cerveja, um intermedidrio da
producdo de etanol e do 4cido acético (Garcia, 2017). Durante a glicdlise, o piruvato é
descarboxilado a acetaldeido pela enzima piruvato descarboxilase. Posteriormente, a
enzima alcool desidrogenase o converte a etanol, mediante zinco como cofator (Basso,
2019).

Esses compostos contribuem, rotineiramente, de forma negativa para o perfil
sensorial da cerveja, o que justifica controles e cuidados durante a fase de fermentacao
do mosto cervejeiro (Briggs et al., 2004). ConcentracGes acima de 25 mg/l sdo
perceptiveis sensorialmente, descritos como “maca verde” ou “gramineo”. Esses off

flavors constituem aromas indesejdveis e passiveis de elimina¢dao durante a fase de
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maturacdo da cerveja (Olarinan et al., 2017; Viana et al., 2021)

Compostos fenédlicos

De maneira geral, leveduras empregadas para producdo de bebidas alcdolicas
ndo devem produzir compostos aromaticos indesejaveis. Apesar de aromas fendlicos
produzidos pelo metabolismo de certas leveduras (phenolic off flavors) serem aceitos
em estilos de cervejas como as belgas de abadia e as cervejas de trigo alemas, a presenca
de componentes como o 4-vinilguaiacol (4-VG), na maioria das cervejas, confere a
bebida sabores e aromas que remetem a cravo, defumado ou condimentado, todas
caracteristicas indesejaveis (Gallone et al., 2016; Michel et al., 2016b).

A producdo de 4-VG é controlada por 2 genes, a saber, PAD1 (Phenylacrylic Acid
Decarboxylase) e FDC1 (Ferulic Acid Decarboxylase). Esses genes sdo geralmente
conservados nas leveduras selvagens ou nagquelas empregadas nos setores do bioetanol
e da panificacdo. Por outro lado, as cepas industriais utilizadas na fabricacdo de cerveja
ndo apresentam, em sua enorme maioria, a capacidade de producdo de 4-VG (Gallone

etal., 2016).

Esteres

Os ésteres constituem o grupo de moléculas de grande contribui¢dao para as
caracteristicas de aroma e sabor para a cerveja. Sua presenga confere a bebida notas
frutadas e florais, com nuances percebidas como banana, anis, magg, anis e solvente (He
etal., 2014).

Esses compostos sdo constituidos intracelularmente mediante reacdes de
condensacdao mediadas por enzimas entre grupos de dacidos organicos e alcoois
superiores (Nordstrom, 1964; Verstrepen, et al., 2003). Duas enzimas regulam o balanco
liquido de ésteres no meio fermentativo, as Alcool Acetil Transferase (AATase) e as Acyl-
CoA Etanol O-acyltransferase (AEATases), envolvidas, respectivamente na producdo de
ésteres de acetato e na producgao e hidrélise de ésteres de etila (He et al., 2014).

Dentre os fatores que influenciam a formacdo de ésteres estdo a composicao
do mosto, a cepa utilizada e as condi¢cdes do processo (temperatura, pressdo etc.).

Enquanto mostos com elevada concentracdo em aglcar proporcionam a obtencdo de
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cervejas com elevados teores de ésteres de acetato (Meilgaard, 2001), a presenca de
oxigénio no meio ou pressées de coluna elevadas (mega fermentadores) reduzem a

atividade de enzimas relacionadas a formacado de ésteres.

Dicetonas vicinais

As principais dicetonas vicinais encontradas na cerveja sao o diacetil (2,3—
butanodiona) e 2,3—pentanodiona. Esses compostos conferem notas “amanteigadas” e
de “mel” a bebida (Basso, 2019). Diferentemente dos ésteres e alcoois superiores, as
dicetonas sdo considerados off flavor para maioria das cervejas.

Durante a fermentacdo, os aminodcidos valina e isoleucina podem ser
sintetizados, com a formacdo de intermedidrios como oa-acetolactato e a-
acetohidroxibutirato, respectivamente. Esses precursores, ao serem excretados para o
meio, podem ser oxidados espontaneamente a diacetil e 2,3-pentanodiona, sendo
passiveis de assimilacdo pela levedura (Bamforth and Kanauchi, 2012; Basso, 2019).

Apesar de sua percepcdo sensorial depender em grande parte das
caracteristicas da cerveja, esses compostos apresentam valores de limiar de deteccdo

(threshold) relativamente baixos, em torno de 0,1 mg/| para cervejas tipo lager.

Compostos sulfurosos

Constituem uma classe de compostos aromaticos importante para as
caracteristicas sensoriais da cerveja, frequentemente indesejaveis, se determinados
limites sdo ultrapassados. “Vegetal cozido”, “ovo podre” e “fésforo queimado” sao
algumas das percepgbes descritas correspondentes aos off flavors que surgem na bebida
guando concentragbes limites sdo ultrapassadas. Por isso, é de grande importancia que
o cervejeiro tenha dominio dos fatores envolvidos em seus surgimentos no meio
fermentativo (Basso, 2019).

Significativamente, Dimetil sulfureto (DMS) é formado pela degradacao térmica
do precursor S-metil-metionina (SMM) presente no mosto cervejeiro, na fase quente da
obtencdao do mosto de cevada, especificamente nas etapas de fervura e decantagao
(whirpool). Conduto, algumas linhagens de leveduras tém a capacidade de reduzir

Dimetilsulféxido (DMSO) a DMS (Bokulich & Bamforth, 2013). Concentrag¢des reduzidas
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de DMS sdo desejaveis pela contribuicdo do cardter de algumas /agers como o estilo
Bohemian Pilsner, sendo, todavia, indesejdveis para a grande maioria dos demais estilos.

Dioxido de enxofre (SOz) e sulfeto de hidrogénio (H.S) sdo os principais
compostos produzidos pela levedura durante a fermentacdo (Michel et al., 2016b).
Estudos correlacionaram a producdo dessas substancias ao metabolismo de
aminodcidos sulfurosos (metionina e cisteina), com a utilizacdo de enxofre inorgéanicos
e diversas fontes de nitrogénio (Basso, 2019; Swiegers & Pretorius, 2007). Em meios com
deficiéncia de nitrogénio, foi observado acumulo de H,S no interior celular e posterior

secreg¢do para o meio externo.

1.5 Caracteriza¢dao molecular de leveduras

Nas ultimas décadas, as técnicas para caracterizacdo de leveduras tém se
aprimorado rapidamente, permitindo maior assertividade, agilidade e custos reduzidos.
Métodos baseados no cultivo de microrganismos foram amplamente utilizados para
caracterizacdo de culturas, a partir de aspectos morfolégicos como formato e coloracdo
de colo6nias, além de aspectos bioquimicos e fisioldgicos. Essas técnicas, porém, tém
dado cada vez mais espaco para métodos moleculares, possibilitadas por avancos
tecnoldgicos recentes, permitindo maior especificidade e menores tempos empregados
(Franco-Duarte et al., 2019).

No tocante a compreensao das relagdes entre microrganismos e seus processos
evolutivos, a classificacdo filogenética é de grande importancia. Partindo-se do
sequenciamento de regides do DNA que contém o gene que codifica para o RNA
ribossémico, softwares sdo utilizados para o alinhamento de sequéncias nucleotidicas,
estimando-se melhores modelos de substituicdo de nucleotideos e, por fim, inferindo-
se nas rela¢Oes filogenéticas de maxima verossimilhanca (Nunes, 2020; Kurtzman,
2011).

Durante a conduc¢do de processos biotecnoldgicos e fermentativos, diversas
técnicas moleculares tém sido utilizadas com objetivo de se identificar as linhagens
responsaveis presentes nesses meios. A técnica da cariotipagem por eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE) tem sido utilizada para diferenciacdo e caracterizacdo de

leveduras Saccharomyces ssp a partir da andlise do perfil de banda dos cromossomos
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(Basso et al., 2019). Carvalho-Netto et al. (2013) monitoraram populacdes de
Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo de bioetanol através do
estabelecimento de um conjunto de 4 marcadores moleculares baseados na reacdo em
cadeia da Polimerase (PCR). Através dessa técnica, padrées de bandas obtidos em gel
de agarose revelaram diversos polimorfismos de inser¢Ges e/ou delecbes acima de 24
pb, que serviram como poderoso instrumento de discriminacdo entre cepas. Foi
também demonstrado que os marcadores propostos se adequaram, de igual forma,
para linhagens diferentes das empregadas na producdo de bioetanol, sugerindo que
poderiam ser utilizados para Saccharomyces cerevisiae em geral.

Entretanto, a técnica mais amplamente utilizada para identificacdo de
leveduras baseia-se na sequéncia do gene do RNA ribossémico nuclear, que é composto
pelos genes 18S, 5.85 e 25S, transcritos em uma unidade de RNA polimerase |I.
Especificamente, a regido espacadora ITS (Internal transcribed spacer), que contém o
gene para 5.8S e os espacadores ITS1 e ITS2, é tida como a regido mais discriminatdria
para espécies do reino Fungi. Na técnica descrita por Esteve-Zarzoso et al., (1999),
oligonucleotideos iniciadores (ITS-1 e ITS-4), que flanqueiam as regiGes polimadrficas ITS1
e ITS2, sdo empregados para a identificacdo de diferentes espécies de leveduras
(Fonseca, 2019; Prado, 2020; Andrion, 2022).

A Figura 1.6 mostra uma exemplificacdao da estrutura do gene do rRNA e suas

subunidades, além de regides espagadoras.

ITS-1 ITS-3
e —
Subunidade menor Subunidade maior
Gene rRNA18S 1t >85 152 pi 22 Gene rRNA 255
— P
52 iTs-al J

Y

Regido Hipervariavel D1/D2 da

Subunidade maior do gene rRNA
Figura 1.6 Diagrama do complexo génico ribossémico (ndo em escala). Estrutura contempla: sequéncia
codificadora para subunidade menor rRNA18S, regido espagadora interna 1 (ITS1), regido codificadora
para subunidade 5.8S, regido espacadora interna 2 (ITS2) e sequéncia codificadora para subunidade
ribossémica 26S. As setas indicam regiGes aproximadas de ancoragem dos primers especificos. Fonte:
Adaptado de Arbefeville et al. (2017); Fonseca (2019)
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1.6 Estilos de Cervejas

A definicdo de estilos de cerveja é de grande importancia e estd intimamente
relacionada aos tipos de matérias-primas utilizados, as variedades de leveduras, aos
habitos culturais e a evolugdo tecnoldgica (BJCP, 2021).

A classificacdo de cervejas em estilos cervejeiros auxilia, paralelamente, no
desenvolvimento de novos produtos e receitas. Diversos guias de cervejas tém
organizado tipos diversos de cervejas segundo as matérias-primas empregadas, suas
caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor, aroma, sensac¢do na boca), caracteristicas
fisico-quimicas (densidade original, final, cor, amargor, teor alcdolico etc.), além de
técnicas tecnoldgicas empregadas na obtencdo da bebida, como faixas de temperatura,
pressoes e outros parametros (Andrion, 2022).

Os estilos cervejeiros encontram-se em evolugdo constante, uma vez que as
técnicas de producdo, os costumes e mesmo a percepcdo do consumidor sofrem
mutacoes continuamente (Garcia, 2017).

As leveduras utilizadas para producdo de bebidas alcdolicas preferencialmente
ndo deveriam produzir aromas indesejaveis (Gallone et al., 2016). Se, por um lado,
algumas caracteristicas fenotipicas poderiam representar sabores e aromas indesejaveis
em determinados tipos de cervejas (off flavors), por outro, esses mesmos fendtipos
poderiam corresponder a flavors de interesse (on flavors), elevando a qualidade da
cerveja (Romero et al., 2022).

Com excegdo de alguns tipos de cervejas belgas e as cervejas de trigo alemas
(Weizenbiers), 4-Vinilguaiacol (4-VG) é um composto indesejavel, portanto, um off flavor
para a grande maioria dos estilos de cerveja (Bellut et al., 2018). A Figura 1.7 mostra a
perda da capacidade de producdo do 4-VG (responsavel por aromas fendlicos ou
condimentados) em varias linhagens de leveduras industriais, enquanto tiveram sua
conservagao em cepas selvagens, naquelas empregadas na producao de bioetanol e na

industria da panificacdo (Gallone et al., 2016).
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Figura 1.7 Frequéncia do fendtipo produgdo de 4-Vinil-Guaiacol observado em leveduras em diversos
ramos da industria e por regido de origem. Adaptado de Gallone (2016)

Em 1985, surgia nos Estados Unidos o BJCP (Beer Judge Certification Program),
uma organizacdao sem fins lucrativos fundada durante a American Homebrewers
Association Annual Conference, objetivando certificar criticos e avaliadores de cerveja.
Logo, o BJCP se tornou uma das certificacbes mais aceitas no mundo cervejeiro (Morado,
2009).

Uma primeira e importante categorizacdo de cervejas é proposta em funcdo do
processo de fermentagdo. Segundo o BJCP (2021), cervejeiros americanos dos variados
niveis consideram ales quando as cervejas usam leveduras de alta fermentacao e lagers
se as cervejas empregam leveduras de baixa fermentagdo. Um terceiro grupo de
cervejas possui fermentacgdo “natural” ou “espontanea”.

Essa classificagcdo tem uma série de implicagdes, mas possui a vantagem de ser
pratica. Dessa forma, as familias de cervejas podem ser descritas:

Familia Ale — cervejas que utilizam Saccharomyces cerevisiae, de alta
fermentacdo, fermentam preferencialmente de 14 a 25 °C, apresentam carater
aromatico intenso devido a ésteres e outros produtos aromaticos da fermentacao.

Familia Lager — cervejas que utilizam Saccharomyces pastorianus, de baixa
fermentacdo, possuem perfil sensorial proveniente das matérias-primas, fermentam
entre 6 e 16 °C.

Familia de fermentagdao espontanea — cervejas que tém fermentagdo

conduzida por géneros diferentes da Saccharomyces domesticados, chamadas de
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leveduras selvagens, bactérias laticas e acéticas presentes no ar ambiente. Maturam
muitas vezes em barris de madeira em vdrias faixas de temperatura.

As Tabelas 1.4, 1.5, 1.6 e 1.7, a seguir, resumem as caracteristicas de
aproximadamente 85 estilos. Uma linha foi tracada permeando os vdrios tipos de
cervejas similares, resultando em 4 blocos de estilos.

EUROPEAN LAGER / EUROPEAN BEER / CZECH LAGER / GERMAN WHEAT BEER

Uma caracteristica muito marcante nesse bloco é a fidelidade a Lei da Pureza
de 1516. Apesar de encontrarmos aqui muitos estilos fabricados com leveduras de alta
fermentacdo, boa parte da “leveza” e elegancia vem das Lagers. Geralmente de cultura
marcantes, paises como Alemanha, Republica Tcheca e Austria possuem tipicamente
milhares de fabricas relativamente pequenas, tradicionais e fiéis aos processos cldssicos
de fabricacao.

Tabela 1.4 European Lager e outros

Czech Pale Lager German
Leichtbier
Czech Preimium PALE BITTER Kélsch
CZECH LAGER Pale Lager EUROPEAN BEER
Czech Amber German Helles
Lager Exportbier
Czech Dark Lager German Pils
Munich Helles Marzen
PALE MALTY Festbier AMBER MALTY Rauchbier
EUROPEAN LAGER EUROPEAN LAGER
Helles Bock Dunkles Bock
Vienna Lager Munich Dunkel
Altbier Schwarzbier
AMBER MALTY - DARK EUROPEAN
EUROPEAN LAGER | Kellerbier LAGER
Kellerbier Pale +
Amber
STRONG EUROPEAN | Doppelbock GERMAN WHEAT Weissbier
BEER Eisbock BEER Dunkles
Weissbier
Baltic Porter Weizenbock

Fonte: BJCP, 2015
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BRITISH BEER / PALE BEER / BROWN BRITISH BEER / IRISH BEER / STRONG ALE

Esse conjunto de estilos britanicos, escoceses e irlandeses se caracterizam pelo
equilibrio entre técnicas produtivas, fermento e maltes. Aqui as cervejas sdo
ligeiramente menos carbonatadas, com espumas discretas. Ha uma tradicdo secular de
se apreciar as cervejas em pubs tradicionais diretamente de barris. A forca da cerveja

varia desde muito leves até stouts encorpadas, aromaticas e alcodlicas.

Tabela 1.5 British Beer e outros

Ordinary Bitter Irish Red Ale
BRITISH BEER Best Bitter IRISH BEER Irish Stout
Strong Bitter Irish Extra Stout
British Golden Ale Sweet Stout
Australian Oatmeal Stout
PALE COMMONWEALTH Sparkling Ale DARK BRITISH
BEER English IPA BEER Tropical Stout
Foreing Extra
Stout
Dark Mild British Strong
Ale
BROWN BRITISH BEER BI’ItI.Sh Brown Ale | STRONG Old Ale
English Porter BRITISH ALE Wee Heavy
English
Barleywine
Scottish Light
SCOTTISH ALE Scottish Heavy
Scottish Export

Fonte: BJCP, 2015

EUROPEAN SOUR ALE / BELGIAN ALE / STRONG BELGIAN ALE / TRAPPIST ALE

Uma caracteristica marcante desse bloco, oposto ao bloco alemao, é nunca ter
uma lei de pureza, pelo contrario, a utilizacao de diversas especiarias e agUcares sao
tradicdo. Outra marca constante é o “descompromisso” com as caracteriza¢des de
estilos, faixas predeterminadas de especificacbes etc. Para maioria absoluta desses

estilos, as impressdes sensoriais advém do metabolismo do fermento cervejeiro.



Tabela 1.6 European Sour Ale e outros

EUROPEAN SOUR
ALE

Berliner Weisse

Flanders Red Ale

Oud Bruin

Lambic / Fruit
Lambic

Gueuze

STRONG BELGIAN
ALE

Belgian Blond Ale

Saison

Belgian Golden
Strong Ale

BELGIAN ALE

Witbier

Belgian Pale Ale

Biere de Garde

TRAPPIST ALE

Trappist Single

Belgian Dubbel

Belgia Tripel

Belgian Dark Strong
Ale

STANDARD AMERICAN BEER / LAGER / STRONG ALE / PALE ALE / AMBER AND BROWN

Fonte: BJCP, 2015

/ AMERICAN PORTER AND STOUT / AMERICAN IPA / FRUIT BEER

Bloco de estilos geralmente com exageros na utilizacdo de aromas, poténcia

alcodlica e lupulos. Estilos ingleses ou belgas interpretados de forma majestosa, com

ingredientes americanos, alcancando resultados caracteristicos com personalidade.




Tabela 1.7 Standard American Beer e outros
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American Light American
Lager Porter
American Lager AMERICAN American
SB-IrEéE DARD AMERICAN PORTER AND Stout
Cream Ale SOUT Imperial Stout
American Wheat
Beer
International Pale American IPA
Lager
INTERNATIONAL LAGER International IPA Specialty IPA
Amber Lager
International Dark Specialty (...)
Lager
Blonde Ale Double IPA
American Pale Ale American
STRONG Strong Ale
PALE AMERICAN ALE AMERICAN ALE Amer?can
Barleywine
Wheatwine

AMBER AND BROWN
AMERICAN BEER

American Amber
Ale

California
Common

American Brown
Ale

Fonte: BJCP, 2015

O isolamento e caracterizagao de novas linhagens para utilizagdo no processo

cervejeiro é uma oportunidade valiosa para criagdao de novos sabores, aromas e estilos

de cervejas. De maneira estratégica, novas cepas podem ser combinadas com matérias-

primas, técnicas de producdo ou até mesmo entre si, otimizando os numerosos

fendtipos disponiveis para alcance de produtos personalizados e de interesse industrial.

1.7 Justificativas

A mudanca no padrao atual de consumo da cerveja tem direcionado a indUstria

na busca de inovacdes que passam pela utilizacdo de novas combinag¢des de matérias-
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primas, pela adocdo de novas técnicas de fabricacdo ou ainda pela busca de novas
espécies e linhagens de leveduras que possam potencializar os aromas e a qualidade
sensorial do produto final.

Desde 2010, o Grupo de Pesquisa do Laboratério de Bioquimica e Genética
Aplicada (LBGA) do Departamento de Genética e Evolucdo (DGE) da UFSCar vem
isolando, selecionando e evoluindo linhagens origindrias da industria do bioetanol e da
industria vinicola regional. Tais pesquisas tém gerado conhecimento acerca da natureza
genética e fenotipica dessa biodiversidade brasileira. Esse conhecimento tem
demandado, paralelamente, abordagens tecnoldgicas que permitam transformar seu
potencial comercial em aplicacdes para industria de bebidas.

O presente trabalho justifica-se pela necessidade de caracterizacbes genéticas
e fisioldgicas direcionadas por drivers tecnolégicos como cinética fermentativa,
atenuacdo aparente, desenvolvimento aromdtico, e outros, fundamentais para a
aplicacdo comercial de linhagens de potencial biotecnolégico. Concomitantemente,
objetiva-se o desenvolvimento um modelo de scale up, que constitui um avango

importante na linha de pesquisa do DGE/UFSCar.

1.8 Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo avaliar as caracteristicas genéticas e
fisiolégicas de cinco linhagens selvagens de Saccharomyces cerevisiae, quanto ao
potencial para conduc¢do de processos de fermentacado de cerveja.

Dentre as linhagens investigadas nesse trabalho, a primeira é intitulada “LBGA-
01”, proveniente de estudos prévios realizados durante mestrado do aluno Jonas
Paulino de Souza (Souza, 2018) e durante doutorado do aluno Cleiton Dias do Prado
(Prado, 2022); as segunda e terceira linhagens, designadas “287” e “288" sdo oriundas
de estudos realizados durante o mestrado do aluno Gustavo Lorca Mandujano (Lorca
Mandujano, 2018); a quarta cepa denominada “Hv8” foi isolada em ambiente de
producdo de vinho, durante o mestrado da aluna Hosana Ribeiro de Novaes (Novaes,
2022) e uma quinta linhagem obtida por técnicas de hibridizacdo entre as linhagens
S288C e “287”, fruto da cooperacdo com o Departamento de Genética, Evolucao,

Microbiologia e Imunologia do IB-UNICAMP.
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1.8.1 Objetivos gerais

Avaliar caracteristicas genéticas e fisioldgicas de cinco linhagens oriundas de
ambientes de fabricagdo de vinho e bioetanol. Desenvolver um scale up com a linhagem

de maior potencial para aplicacdo em processo industrial de fermentacao de cerveja.

1.8.2 Obijetivos especificos

Os seguintes objetivos especificos foram propostos para superacdo dos

objetivos gerais:

e Testes de crescimento em meios liquidos contendo glicose, maltose e extrato de
malte;

e Avaliacdo do metabolismo das cepas investigadas quanto a assimilacdo de fontes
de nitrogénio disponiveis (Free Amino Nitrogen - FAN);

e Avaliacdo do metabolismo das cepas quanto a assimilacdo dos principais
acucares do mosto cervejeiro (maltose e maltotriose) mediante técnica de HPLC;

e Ensaios para caracterizagdo da formagdo de espuma e floculagdo das cepas de
interesse;

e Avaliacdao de crescimento celular mediante presenca de agentes estressores
como etanol, resina de lUpulo (iso-a-acidos);

e Avaliagdo da cinética fermentativa e determinacdo do grau de atenuagdo
aparente durante fermenta¢dao do mosto cervejeiro;

e Avaliagdo por PCR em tempo real (qPCR) da expressao génica relativa de rotas
bioquimicas determinantes envolvidas com transporte de agucares,
fermentacdo, metabolismo e condi¢des de estresse;

e Obtencdo e avaliagcdo sensorial de cervejas, mediante aplicacdo de teste
sensorial descritivo e triangular;

e Estabelecimento de mix de fermentos para personalizacdo de cervejas, mediante

otimizacdo na obtencao de subprodutos de interesse;
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e Promocdo de scale up industrial com obtencdo de cervejas com potencial

comercial
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2. Capitulo 2 — Materiais e Métodos

O desenvolvimento do projeto se deu no Laboratério de Bioquimica e Genética
Aplicada (LBGA) do Departamento de Genética e Evolucdo (DGE) da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Das varias areas de estudo do Laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada
foram tomados isolados de leveduras que passaram por screenings para Saccharomyces

cerevisiae.

2.1 Isolados de leveduras

Inicialmente, seis diferentes isolados de leveduras foram obtidos como
amostras em glicerol a -80 °C, provenientes do banco de leveduras do Laboratdrio de
Bioguimica e Genética Aplicada (LBGA).

Posteriormente, uma sétima cultura foi adicionada ao conjunto analisado,
obtida por técnicas de hibridizacdo pelo grupo de estudo de leveduras do LBGA (Hb1).
As leveduras comerciais S 04 ® e WB 06 ® Fermentis foram utilizadas como controle de
crescimento, de fermentacdo e nos testes sensoriais (Phenolic Off Flavor - POF). Candida
albicans foi utilizada como controle negativo para Saccharomyces.

ATabela 2.1 mostra as identificagGes e origens dos isolados de leveduras, assim
tratados até que confirmagbes pudessem ser obtidas acerca das diferentes espécies ou
linhagens. Uma linhagem foi considerada uUnica mediante sua diferenciagdao genética

e/ou fisioldgica (Meier-Dérnberg et al., 2017a).
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Tabela2.1 Culturas de leveduras e suas origens

Cultura Origem Linha pesquisa do LBGA —
UFSCar
LBGAO1 Usina de Agucar e Alcool - SP Termotolerantes /

biocombustivel

Hv5 Vinicola Terrassos — Amparo SP Alimentos / vinicola

Hv6 Vinicola Terrassos — Amparo SP Alimentos / vinicola

Hv8 Vinicola Terrssos — Amparo SP Alimentos / vinicola

287 Usina de Agucar e Alcool - SP Alimentos / Cerveja

288 Usina de Acticar e Alcool — SP Alimentos / Cerveja

Hb1 LBGA - UFSCar Pesquisa bdsica
(5288c+287)

Fonte: Laboratdrio de Bioquimica e Genética Aplicada (LBGA)- UFSCar

2.2 Crescimento e manutengdo das culturas

De cada isolado de levedura mantido em ultrafreezer (-80 °C) transferiu-se
200 pL para tubo conico contendo 5 ml de YPD 2% (Extrato de levedura 10 g/L, Peptona
20 g/L e Dextrose 20 g/L) e cultivou-se overnight a 180 rotagées por minuto a 30 °C em
incubadora tipo Shaker (Infors Minitron, Suica).

Ap0ds o crescimento, 500 pL do meio de cultura contendo a referida linhagem
foi transferido para tubos contendo 500 pL de glicerol 30% (v/v) e mantidos a -80 °C no
ultrafreezer.

Posteriormente, tubos de vidro contendo meio YPD 2% &gar sélido inclinado
(tipo slants) receberam 70 pL do meio crescido anteriormente e incubados a 30 °C por
48 horas. Essas culturas foram mantidas por até 5 dias, refrigeradas de 2 a 4 °C e
serviram como fornecimento de biomassa em quantidade suficiente para os diversos
ensaios do presente estudo.

Para manutencao da vitalidade e viabilidade das células, as culturas tiveram seu

crescimento renovados a cada trés semanas.
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2.3 Caracterizagao molecular dos isolados de leveduras

Nessa etapa, diversas técnicas moleculares foram realizadas com objetivo de

se investigar quanto ao género e espécie das culturas utilizadas nesse trabalho.

23.1 Extragao do DNA

Pela técnica do Fenol Cloroférmio (Hoffman, 2001), procedeu-se a toda
extracdo de DNA. Nesse protocolo, um pré-inéculo é centrifugado a 4.000 g por 5
minutos, tendo seu precipitado sido ressuspendido em 500 puL de tampao Tris-HCI-SDS.
Aproximadamente 300 mg de pérolas de vidro sdo adicionadas, seguindo de agitacao
vigorosa por 10 minutos. Transfere-se 200 uL desta solugdo para novos tubos conicos e
agita-se vigorosamente. Posteriormente procede-se a adicdo de 100 ulL de fenol e 100
uL de cloroféormio. Centrifuga-se a 12.000 rpm por aproximadamente 10 minutos e
transfere-se a fase superior (aquosa) para um novo tubo, no qual o DNA sera precipitado
mediante adicdo de 300 uL de isopropanol. Procede-se ao repouso a -80 °C por
aproximadamente 1 hora. Sequencialmente, centrifuga-se a 12.000 rpm por 5 minutos
e, em seguida, o precipitado é lavado com 300 plL de etanol 70%, seguido de nova
centrifugacao por 1 minuto. O etanol devera ser evaporado deixando-se o tubo repousar
entreaberto em capela de fluxo laminar. Finalmente, adiciona-se 80 puL de agua
deionizada e procede-se a sua homogeneizacdo. Estoca-se as amostras a -20°C até o

momento do uso.

2.3.2 Amplificacdo da regiao ITS

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi utilizada para amplificacao
dos fragmentos de DNA (extraidos conforme técnica do Fenol Cloroférmio descrita
anteriormente) compreendidos entre a regido intergénica ITS-1 e ITS-4. Essas regioes

sdo espacadores internos dos genes que codificam para o RNA ribossdmico nuclear em
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eucariotos (18S, 5.85 e 28S), e sdo importantes instrumentos para diferenciacdo

genética de leveduras (ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999).

Os iniciadores para esta amplificacdo estdo descritos abaixo:
ITS1-F 5’ACGGTGAGAGATTTCTGTGC3’
ITS1-R 5’AGCTGGCAGTATTCCCACAG3’

As reacoes foram compostas de 1 pL de DNA gendmico, 0,4 uL de cada primer
(iniciador), 10 uL do mastermix (dNPTs, enzima Taq Polimerase e tampdo) e 7 uL de agua
deionizada. As reacGes de amplificacdo foram conduzidas em um BioRad T100
Termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos
de desnaturacao a 94 C por 1 min, anelamento a 55,5 °C por 2 min e extensdao a 72 °C

por 2 min e 72 °C por 10 min para finalizar a extensdo.

Para visualizacdo dos produtos da PCR, foi realizado procedimento de
eletroforese em gel de agarose 1% com comparacdo com padrdes prévios de
amplificacdo. Candida albicans foi utilizada com controle ndo-Saccharomyces e a cepa

comercial S 04 ® Fermentis como controle Saccharomyces.

2.3.3 Genotipagem

As leveduras caracterizadas como sendo do género Saccharomyces foram
submetidas ao teste de genotipagem. A partir dessa técnica, iniciadores especificos
foram utilizados para amplificacdo de regiGes polimdrficas especificas do DNA de
Saccharomyces cerevisiae (Carvalho-Netto et al., 2013).

As diversas linhagens puderam ser identificadas e comparadas com as
leveduras atualmente utilizadas no processo da producgao cervejeira. Os produtos da
reacao PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, com comparagao
dos padrdes de amplicons encontrados.

4 oligo nucleotideos iniciadores foram utilizados (3 plL de cada iniciador, 7 pL de master

mix e 1 uL de DNA).
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Os genes utilizados para as andlises e os respectivos iniciadores estdo descritos

na

Tabela 2.2 Genes e respectivos iniciadores

ORF Genes Sequéncias de iniciadores Temperatura de
Melting ( °C)

YLLO21W SPA2c GAAAATGACGATGCAGACGA 55
AGGACTCGCTTTCCCTTACC

YKL201C MNN4c TAGACCTTTTTGCGCCAACT 57
ATTACCACGATTCCGTCGAA

YKL163W PIR3c TGTCGCCTCATCTAAAGCAA 55
TGTAATTTGGGATGCAGCAG

YFLO24C EPL1 ACGATTCCAAATACGACGAA 57
TTCTGTTTCGCTTCTGAATTG

Fonte: Adaptado de Carvalho-Netto et al. (2013)

A amplificacdo das regides polimérficas consistiu na desnaturagdo inicial por 5
minutos a 94° C, seguida de 40 ciclos de 45 segundos a 94° C. Adicionalmente, procedeu-
se a fase de anelamento por 40 segundos a temperatura de melting especifica para cada
primer conforme Tabela 2.2, seguido de 45 segundos a 72° C. 5 minutos a 72° C foi a

condicdo para a extensao final.

2.3.4 Analise filogenética dos isolados

Os amplicons obtidos pela reagdao PCR foram enviados para sequenciamento
pela técnica de Sanger (SANGER et al., 1977). As sequéncias obtidas (Anexo G) foram
ajustadas e alinhadas com auxilio do programa Bioedit v.7.0.5.3 (HALL, 1999), tendo
seus resultados analisados utilizando-se BLASTN
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A relacdo evolutiva dos isolados de leveduras foi analisanda através do

alinhamento das sequencias de nucleotideos de cada amostra pela ferramenta MAFFT
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(KATOH et al., 2013) mediante uso de configuracdes predefinidas. Foi utilizado,
posteriormente, jModelTest (POSADA, 2008) para adaptar o melhor modelo de
substituicdo nucleotidica, usado para inferir relacées filogenéticas de madxima

probabilidade entre OBPs com PhyML ver.3.0 (GUINDON et al., 2010).

2.4 Andlise da expressao génica por qPCR

Para melhor compreensdo do comportamento fisiolégico das leveduras
investigadas, a técnica genética da andlise da expressdo génica por gPCR foi realizada.

Genes de importancia considerdvel na expressdao de fendtipos durante o
processo fermentativo foram eleitos, conforme resumo na Tabela 2.3. A analise foi
direcionada por etapas bioquimicas de interesse, como o processo fermentativo, o
metabolismo de acglcares, a producao de aromas de interesse, entre outros.

As amostras analisadas foram coletadas nas etapas de microfermentacdo de
cervejas e, para tal fim, o reagente Trizol (Invitrogen, Rockville, MS, EUA) foi utilizado
para extracdo do RNA e sintese do cDNA por meio da técnica da Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Inicialmente, verificou-se a integridade do RNA obtido a partir de eletroforese
em gel desnaturante de agarose 1,2%, seguindo da quantificagdo do RNA mediante
usando um NanoVue Espectrofotdémetro ND-1000 (GE Healthcare, Chicago, lllinois,
EUA). Posteriormente, amostras de 1 ug de RNA passaram pelo tratamento com Turbo™
DNAse (Invitrogen, Rockville, MS, EUA). A sintese do cDNA foi obtida por transcrigao
reversa mediante utilizacao de kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) mediante protocolo do préprio fabricante: 10
minutos a 25 °C, seguida de 120 minutos a 37 °C e 5 minutos a 85 °C.

A concentracdo ideal dos primers foi determinada (150 nM) e a amplificacdo
teve sua eficiéncia calculada pela equacgdo E (-1/inclinagdo), confirmando a precisdo e
reprodutibilidade das reac¢des. Para conducdao das reag¢des de PCR em tempo real
utilizou-se o aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems) mediante auxilio do Kit SYBR
green master Mix (GoTAq Promega) para deteccao.

Cada reacdo, constituida por 12 pul finais, foi obtida mediante utilizacdo de 6 plL

de 2X SYBR Green Master Mix (GoTAq Promega), 5 uL de Mix com os primers dos
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respectivos genes (forward e reward, diluidos em agua HPLC), além de 1 uL de cDNA. A
reacao foi conduzida conforme protocolo: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 40
ciclos de 95 °C por

15 minutos e 60 °C por 1 minuto. O gene enddgeno TAF10 foi utilizado para
normalizacdo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), sendo os valores de expressdo génica
obtidos pelo software do equipamento, baseado no modelo 222t (Regenberg et al.,

2006).



Tabela 2.3 Composicdo de genes, fungoes, referéncias e primers iniciadores utilizados para anadlises da expressao génica
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Limiar de | Eficiéncia
Gene Sequéncia de primers Expressao Referéncias
deteccao %

FW: CATTGCCACCGAAGTCGCTC Expressa enzima para sintese glicerol; demasiadamente reduz | SAINT-PRIX; BONQUIST; DEQUIN, 2004
eFpl RV: GCCCTCGCCTCTGAAATCCT o1 %8 rendimento alcdolico

FW: TTCGAGTTGGGCTCCAAGGG Expressa enzima para sintese glicerol; demasiadamente reduz | SAINT-PRIX; BONQUIST; DEQUIN, 2004
eFb2 RV: ACCAATGCTCCTTGGCCACT ot 100 rendimento alcéolico

FW: CGGTGCTGTTCTAAAGGCCAC Expressa enzima para sintese e consumo de etanol (ADH1 | DICKINSON; SALGADO; HEWLINS, 2003
ADHE RV: GCATACCGACCAAAACGGTGG o % sintese; ADH2 consumo)

FW: CCTTAGCCCGTGGGGATGTT Expressa enzimas relacionadas a desvio de rota de | ARANDA; DEL OLMO, 2003; MEADEN et al., 1997
ALDe RV: GCCGTCACCGGTGTTGATTG 0.0%7 > acetaldeido para acetato

FW: GCGGACGCCGAGTTGAAAAA Expressa enzimas relacionadas a desvio de rota de | ARANDA; DEL OLMO, 2003; MEADEN et al., 1997
ALDS RV: TGAACCCGCACAACAGACCT 0,109 % acetaldeido para acetato

FW: GGGGTCCAAAACCTGTCCCA Expressa enzima que catalisa oxida¢do de 2,3-butanodiol em | GONZALEZ et al., 2000
BDH1 0,26 103 ’

RV: TGTCTCCGTTGTGGATGGCA acetoina

FW: TGGGACAGGCATTGTGTGGT Expressa enzima responsavel pela permeabilidade de | CHOW; SOLLITTI; MARMUR, 1989
MAL31 | RV: GTTGACCGAACGCCCAACAT 0,2 103 maltose/sacarose. Expressdo precoce seria sinGbnimo de

aumento de capacidade fermentativa.

FW: TCCTCCGGTACCTGCGTTTT Expressa enzima do complexo de descarboxilacdo do acido | RICHARD; VILJANEN; PENTTILA, 2015
PADL RV: AGTGTCAGCGTGGATGCCAA 0072 > ferdlico, resultando em 4-Vinil Guaiacol (4-VG)

FW: TTAGGTTGCCCAGCCGGTTT Expressa enzima do complexo de descarboxilacdo do acido | RICHARD; VILJANEN; PENTTILA, 2015
Foct RV: GAGCCCCAGATGATGGGCAA 007 100 ferdlico, resultando em 4-Vinil Guaiacol (4-VG)
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FW: GCTGGCAGAATCGACGAAGC

Expressa enzima envolvida no transporte de hexoses,

LEWIS; BISSON, 1991

HXT1 0,7 100

RV: GCAGTACCAGCGGCTCTCAT principalmente glicose e frutose

FW: ACGAGAGCGTTCGCAAGACA Expressa enzima necessaria para transcricdo do gene ADH2, | YOUNG et al., 2003
ADR1 0,072 100

RV: GTTGCAGAGGCCACAGGGAT produgdo de etanol e utilizagdo de acidos graxos

FW: GGGGCCATGCTACTTCCGAT Expressa enzima que hidrolisa sacarose a glicose e frutose | MARQUES et al.,2016
suc2 0,1 95

RV: TCGTTACGCTTGGGAGCGAT

(invertase), inibida pela concentragdo de glicose.

Fonte: Adaptado de Mandujano (2019)
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2.5 Caracterizagao fisiolégica das culturas isoladas

Além da composicdo do mosto cervejeiro, uma parcela importante da
gualidade sensorial da cerveja é devido ao tipo de levedura aplicada ao processo de
obtencdo da cerveja (Stewart, 2016).

Dessa forma, caracteristicas fisiolégicas como floculagdo, tolerancia a etanol e
a pressdo osmotica tém impacto consideravel sobre a performance fermentativa,
demandando investigacGes que possam elucidar as melhores condi¢des para o processo

cervejeiro.

2.5.1 Teste de crescimento populacional em diferentes meios de cultivo

Trés tipos de meios foram utilizados como condi¢Ges para avaliacdo do
crescimento das leveduras: YPD 2% (11 g/L extrato de levedura, 22 g/L peptona, 22 g/L
dextrose (SYNTH, Diadema, Brasil); YPM 2% (11 g/L extrato de levedura (HiMedia,
Mumbiai, india), 22 g/L peptona, 22 g/L maltose (SYNTH, Diadema, Brasil) e EM 2% (22
g/L extrato de malte (Liotécnica, Embu das Artes, SP, Brasil)).

O teste foi conduzido em microplacas com tampas de 96 pogos conicos de
200 pL com conteudo util de 120 pL. Cada pogo recebeu 108 uL do respectivo meio de
cultivo autoclavado e preparado a concentragao superior de maneira a compensar
exatamente o efeito de diluigdo pela adigdo do indculo (10% do volume do pogo conico).
De cada isolado de levedura mantido em ultrafreezer (-80 °C) transferiu-se 200 uL para
tubo conico contendo 5 ml de YPD 2% e cultivou-se overnight a 180 rotagdes por minuto
a 30 °C em incubadora tipo Shaker. Procedeu-se a centrifugacdo a 5.000 rpm por 5
minutos, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 3 ml de agua
destilada. Apés homogeneiza¢cdo em agitador tipo Vortex ® por 1 minuto, a densidade
6ptica foi lida a 600 nm. Volume calculado necessario foi transferido para novo tubo
conico de forma a obter-se um indculo a DO 1,0. Tomou-se 12 plL de cada linhagem para
compor os 120 pL finais de cada micro poco, representando, portanto, uma DO final de
0,1. As leveduras comerciais S04 e WB06 Fermentis ® foram usadas como padrao de

referéncia.
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As microplacas foram mantidas a temperaturas de 20 °C e 30 °C em respectivas
estufas e leituras foram feitas para os tempos de 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas, em multiscaner

(Termo Scientific Multiskan Go, Vantaa, Finlandia).

2.5.2 Tolerancia ao etanol e compostos do lUpulo

A caracterizacdo de cada cultura foi realizada quanto a presenca de compostos
do lupulo (iso-a-acidos) e etanol por adaptacdes da técnica descrita por Michel et al.,
2016a. Cada isolado de células foi mantido em crescimento logaritmico durante a noite,
a 30 °C e agitacdo de 180 rpm. De acordo com o descrito no item 2.5.1, uma aliquota
calculada de cada linhagem de interesse foi transferida para um tubo cénico de forma a
obter-se um inéculo a DO 1,0. Posteriormente, 12 ulL da cultura padronizada de células
foram tomados de maneira a serem diluidos para densidade éptica ODgoonm de 0,1 em

placas 96 pocos, para as condicdes dos itens 2.5.2.1 a 2.5.2.3.

2.5.2.1 Quanto a concentrac¢ao de etanol

Quantidade suficiente de YPM 2% teve sua concentrag¢do ajustada para 5% (v/v)
e 10% (v/v) mediante adi¢do de aliquota necessaria de etanol 96% (v/v), conforme
Anexo A. Sequencialmente, foi promovido o crescimento sem agitagdo a 20 ° e 30 °C,
conforme adaptado de PRADO et al., 2020. As leituras de densidade dptica aconteceram

a cada 2 horas por periodo de 8 horas seguidas de leituras discretas a 24 e 48 horas.

2.5.2.2 Quanto a tolerancia a compostos de lUpulo

Quantidade suficiente de YPM 2% teve concentragdao em iso-a-acidos ajustada
para 50 e 90 ppm (equivalente em IBU — International Bitterness Unit) conforme Anexo
A. Sequencialmente, foi promovido o crescimento sem agita¢do a 20° e 30° C, conforme
adaptado de PRADO et al., 2020. As leituras de densidade dpticas aconteceram a cada 2

horas por periodo de 8 horas, seguidas de ultima leituras discretas a 24 e 48 horas.
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2.5.2.3 Quanto a presenca de compostos de lUpulo e etanol

Quantidade suficiente de YPM2% teve sua concentracdo de iso-a-acidos
ajustada para 0, 50 e 90 ppm (equivalente em IBU — International Bitterness Unit). Uma
aliquota de etanol 96% (v/v) foi adicionada a cada poco para obtencdo de uma
concentragdo final de 5% (v/v) para cada concentra¢do de iso-a-acido (MICHEL et al.,
2016a). O crescimento foi promovido sem agitacdo a 20° e 30° C. As leituras de
densidade dptica aconteceram a cada 2 horas por periodo de 8 horas, seguidas de

leituras discretas a 24 e 48 horas.

2.5.3 Capacidade crescimento sob pressdo osmética

Duas condicoes de pressdo osmotica foram utilizadas para avaliacdo do
crescimento das leveduras: Extrato de malte 20 °P e 25 °P, obtidos mediante dissolucao
de quantidade suficiente de extrato de malte DME (Liotécnica, Embu das Artes, SP,
Brasil) em agua destilada. Essas concentragcbes representam, no ambiente fabril
cervejeiro, mostos elaborados para atendimento de estilos especiais resultando em
concentragdes alcdolicas entre 5 e 6% (v/v), representando uma barreira consideravel
para o metabolismo das leveduras. Repostas adaptativas podem surgir a partir de uma
série de eventos com a ativacao de genes especificos, constituindo o tempo um fator
fundamental para a determinagdo da viabilidade das linhagens em utilizagdo (Sipiczki,
2019). O desempenho de cada cepa foi avaliado em relagdo a condi¢cdo controle de
extrato de malte 2%.

O teste foi conduzido em microplacas com tampas de 96 pog¢os cOnicos de 200
uL com conteddo atil de 120 plL. Cada pogo recebeu 108 UL do respectivo meio de cultivo
autoclavado e preparado a concentragao superior de maneira a compensar exatamente
o efeito de diluigdo pela adigao do inéculo (10% do volume do pogo cbnico).

De cada isolado de levedura mantido em ultrafreezer (-80 °C) transferiu-se 200
pL para tubo conico contendo 5 ml de YPD 2% e cultivou-se overnight a 180 rotagdes
por minuto a 30 °C em incubadora tipo Shaker. Procedeu-se a centrifugacdao a 5.000 rpm
por 5 minutos, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 3 ml de dgua

destilada. Apds homogeneiza¢do em agitador tipo Vortex ® por 1 minuto, a densidade
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Optica foi lida a 600 nm. Volume calculado necessario foi transferido para novo tubo
cOnico de forma a obter-se um indculo a DO 1,0. Tomou-se 12 plL de cada linhagem para
compor os 120 pl finais de cada micro poco, representando, portanto, uma DO final de
0,1. As leveduras comerciais S04 e WB06 Fermentis ® foram usadas como padrdo de
referéncia.

As microplacas foram mantidas a temperaturas de 20 °C e 30 °C em respectivas
estufas e leituras foram feitas para os tempos de 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas, em escaner

optico (Termo Scientific Multiskan Go, Vantaa, Finlandia).

2.5.4 Capacidade de floculacdo

O perfil de floculagdo das culturas de leveduras foi determinado pela técnica adaptada
de Helm (BELLUT et al., 2018). Resumidamente, frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de mosto cervejeiro preparado a partir de 75 g de extrato de malte
Dry-Brew marca Liotécnica ® (Embu das Artes, SP, Brasil) em 1.000 mL de agua cervejeira
com 30 IBU (30 mg/L iso-a-acidos) foram inoculados a taxa de 15 x 10° células/mL.

Os frascos foram incubados sob agitacdo a 150 rpm, a 25° C por 72 horas. As células
foram lavadas uma vez com 0,5 M EDTA (pH 7,0) para eliminar possiveis agregados. A
populacdo viavel foi aferida com auxilio de corante azul de metileno0,01% em camara
de Neubauer.

A biomassa recuperada foi ressuspendida com volume necessario de dgua para
ajustar a concentracdo de 1 x 108 células/mL. Uma aliquota de 1 mL de cada amostra foi
transferida, em sextuplicata, para tubos conicos tipo Eppendorf. Procedeu-se a
centrifugacao (17.000 g, 15 minutos) e lavagem com agua deionizada por trés vezes.

No tratamento controle, apds centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em
1 mLde EDTA 0,5 M (pH 7,0). Para o tratamento experimental, as células foram lavadas
uma vez com solucdo de CaSO4 (0,51 g/L) e ressuspendido em solucdo de suspensdo
(0,51 g/L CaS04, 6,82 g/L acetato de sddio, 40 g/L etanol, 4,5 g/L acido acético glacial.
Promoveu-se a agitacao das amostras em agitador tipo vortex e a inversao das mesmas
cinco vezes, sendo posteriormente mantidas a 20° C. Apds 30 minutos de repouso, uma
aliquota de 100 plL foi coletada logo apds o menisco e diluida 10 vezes em agua

deionizada. A absorbancia a 600 nm (Densidade otica DO) foi mensurada em
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espectrofotometro (BioChrom, Cambridge, Inglaterra) para célculo do percentual de

floculacdo conforme a férmula:

. (DO controle — DO experimental)
Floculagdo (%) = x 100
DO controle

2.5.5 Capacidade de formacdo de espuma

A formacdo de espuma durante a fermentacdo foi realizada conforme
metodologia descrita por (Basso, 2019). Apds crescimento overnight da cultura de
células, a populacdo foi ajustada mediante contagem de células em camara tipo
Neubauer (Berlim, Alemanha). Os isolados de leveduras foram inoculados na razdo de
1,2x107 células/mL em tubos de ensaio com tampa (16mm x 150mm) contendo 10 mL
de mosto cervejeiro a 12° P. Os tubos foram incubados a 27° C. Medidas das alturas
atingidas foram anotadas diariamente ao longo de 7 dias de fermentacdo. As alturas
maximas atingidas pela espuma aferidas durante a fermentacdao foram consideradas

para classificacdo fenotipica das leveduras avaliadas.

2.5.6 Teste do Phenolic Off-Flavor (POF)

A metodologia para avaliagdo do Phenolic Off-Flavor (POF) foi conduzida
segundo Meier-Dornberg et al., 2017a. As culturas de levedura mantidas em tubos
inclinados do tipo slants foram inoculadas em placas YM-agar contendo um dos
compostos ativos precursores de aromas: dacido ferulico, acido cindmico e 4acido
cumarico. As placas foram incubadas por 3 dias a 24 °C e cada uma contendo um
precursor de aroma por isolado de levedura foi avaliada sensorialmente (cheiro ou odor
ortonasal). A investigacdo buscou a identificacdo dos seguintes odores: 4-vinilguaiacol
(4-VG), similar a odor de “cravo”, a partir do acido ferulico; 4-vinilestireno (4-VS), similar
a odor de “isopor”, a partir do acido cinamico e 4-vinilfenol (4-VP), similar a aroma

III

“medicinal”, a partir do acido cumarico.
O meio YM-agar foi composto por 3,0 g/L de extrato de malte Dry-Brew ® marca

Liotécnica (Embu das Artes, SP, Brasil), 3,0 g/L de extrato de levedura (HiMedia,
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Mumbiai, india), 5,0 g/L de peptona (SYNTH, Diadema, Brasil), 11,0 g/L de dextrose e 20
g/L de agar. Apos esterilizacdo do meio em autoclave (121° C e 1 atm de pressdo por 20
minutos), uma aliquota das seguintes solu¢des foram adicionadas ao referido meio a 45
—50° C sob condicdo estéril e em capela de fluxo laminar:

a) Solucdes padrao de acido ferudlico e cinamico: obtida mediante dissolucdode 1 g
de acido ferulico ou acido cindmico em 20 mL de etanol 96% (v/v);

b) Solucdo padrio de acido cumarico: obtida pela dissolucao de 100 mg do referido
acido em 10 mL de etanol 96% (v/v). A seguir, transferiu-se 10 mL da solucdo
padrdo de acido cumdrico para cada 1.000 mL de meio YM-Agar e 2 mL da
solucdo padrdo de acido ferulico ou 2 mL da solugdo de acido cindmico para cada
1.000 mL de meio YM-Agar.

As cepas comerciais WB 06 Fermentis ® e US 05 Fermentis ® foram utilizadas

como controle positivo e negativo, respectivamente.

2.6 Microproducoes de cerveja

Para avaliacdo da capacidade fermentativa das cinco cepas investigadas,
conduziu-se microproducdes de cervejas em escala laboratorial (40 mL) comparando as
duas linhagens comerciais: S04 e WB06 Fermentis®. A fermentacao primaria foi
conduzida sem agitagdao em camara fria (Frilux RF-064-E, Sao Paulo, Brasil) a 20 °C por
09 dias, sendo considerada finalizada pela leitura de densidades especificas constantes
por dois dias consecutivos. Um periodo adicional de 5 dias foi considerado, a mesma
temperatura (2 0°C), como etapa de matura¢do. Por fim, os frascos conicos foram
armazenados em geladeira a 0 °C por 7 dias (lagering) (Meier-Dornberg et al., 2017a).

Para obtenc¢dao de mosto a 12,0 °P de densidade, dissolveu-se quantidade
suficiente de Extrato de Malte em pé Liotécnica Drybrew ® (Embu das Artes, SP, Brasil)
em agua destilada. Apds autoclavagem (121 °C por 15 minutos) adicionou-se, sob
condicdes estéreis, 0,2 ml/l de extrato de lUpulo isomerizado Isohop ® (Barth-Haas,
Nuremberg, Alemanha) 30% para obtengao de concentracdo de iso-a-acido de 12 ppm
equivalente a 12 IBUs (International Bitterness Unit). As caracteristicas do mosto

cervejeiro utilizado para a microproducao de cervejas sdo mostradas na Tabela 2.4.
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40 ml de mosto lupulado 12,0°P foram transferidos para tubos conicos tipo
Falcon® de 50 ml, em sextuplicata. Em cada tubo foi inoculado 6 x 107 células/ml
correspondente a cada linhagem, anteriormente mantidos em crescimento logaritmico
durante a noite. O mosto nao foi oxigenado.

A densidade especifica, teor alcéolico e o pH foram determinados a cada 24
horas, a partir de amostras centrifugadas (5.000 rpm por 5 minutos) com auxilio de DMA
EasyDens® (Anton-Paar GmbH, Graz, Austria), para evolucdo do consumo de agUcares e
teor alcdolico. Para leituras do potencial hidrogenidnico foi utilizado instrumento
pHmetro (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil).

Amostras para andlise da expressdo génica foram realizadas exatamente em 24
h a partir do inicio da fermentacdo (1° dia) e ao término da fermentacdo primaria (10°
dia).

O perfil de aglcares do mosto cervejeiro, assim como a composicao residual de
acucares na cerveja ap6s lagering (maturacdo da cerveja 4 °C por 30 dias), foram
avaliados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), parceria com o
Laboratoério de Bioprocessos — BELA — USP. O modelo utilizado foi um Prominence
(Shimadzu Corporation, Japao), acoplado a uma coluna analitica HPX-87H (Bio-Rad
Laboratories, EUA). Temperatura de 60 °C e fase mével com 5 mM H,S04, a vazao de 0,6
ml/min.

Tabela 2.4 Composi¢ao do mosto utilizado para microproducdes de cervejas (12,0°P)

Composi¢cdao Mosto Cervejeiro
Parametro Unidade Valor

Extrato °P (graus Plato) 12,00+ 0,1

pH - 5,21+0,01
Densidade especifica 20/20 °C g/cm?3 1,048 + 0,005

Free Amino Nitrogen (FAN) mg/L 209+ 20

Aclcares totais g/L 84,5+0,5

Glicose g/L 7,19+ 1,60
Maltose g/L 62,45 + 8,60
Maltotriose g/L 13,58 + 1,90

Fonte: O proprio autor (2023)
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2.7 Fermentacao de cervejas com cepas pré-selecionadas

Das cinco linhagens iniciais utilizadas nesse trabalho, trés cepas foram
selecionadas mediante avaliacdo de maior potencial para aplicacdo no processo
cervejeiro. Para tal, procedeu-se a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas como
assimilacdo de nitrogénio, teor alcdolico final e obtencdo de subprodutos (Meier-
Dornberg et al., 2017a). Posteriormente, as cervejas obtidas foram avaliadas através de
painéis sensoriais compostos por julgadores leigos e treinados. Para tanto,
fermentagdes foram conduzidas com volumes maiores aqueles empregados nas
microproducdes (fermentacdes de bancada conformeitem 2.6), com preparo do inéculo
e mosto adequados a nova escala produtiva.

O preparo do indculo foi realizado de acordo com Meier-Dérnberg (2017a),
com algumas adaptacdes quanto a fonte de carbono para crescimento celular e
posterior fermentagdao, assim como quanto ao tempo de crescimento reduzido sob
agitacdo (detalhamento no item 2.7.1).

Para minimizar interferéncias sensoriais e de frescor a partir de mosto obtido
com extrato de malte seco - DME, obteve-se mosto cervejeiro convencional mediante
emprego de uma panela cervejeira automatizada (Begui&Bortolaz, Xunquim, China). O
equipamento elétrico de capacidade de preparo nominal de 52 litros pode ser

visualizado na Figura 2.1 a seguir:
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Figura 2.1 Panela cervejeira elétrica 52 litros — Fonte: Amazon do Brasil (2023).(acesso

https://images.app.goo.gl/CjE4KKYkaMnYD3FQ6)

Para obtencdo de 45 litros de mosto cervejeiro, utilizou-se uma base de maltes
contendo 95% de malte base e 5% de malte especial, respectivamente malte tipo Pilsen
(AGRARIA, Guarapuava, Brasil) e malte Carahell® (WEYERMANN, Bamberg, Alemanha).
A mistura de maltes foi embebida em 37 litros de dgua mineral (Linddia, Aguas de
Linddia, Brasil). Adicionou-se 13 gramas de cloreto de calcio (cofator em varias reagdes
bioquimicas) e corrigiu-se o pH do meio para faixa de 5,20 a 5,40 mediante &cido
fosférico alimenticio 45% (v/v). Para promogdo do amargor desejado de 15 IBU
(International Bitterness Unit) ou 15 mg/L de iso-a-acidos no mosto cervejeiro, foram
empregados, durante os 60 minutos da etapa de fervura, 30 gramas de lUpulo em pellets
Hallertau Mandarina Bavaria 9,8% a-acidos (Barth-Haas, Nuremberg, Alemanha).

Inicialmente, os maltes foram moidos em moinho do tipo 2 rolos, obtendo-se
granulado homogéneo e de cascas preservadas. O processo de mostura foi conduzido
por recirculagao continua em panela automatizada, mediante emprego de duas faixas
de temperatura: repouso proteico a 52 °C £ 1 °C por 20 minutos, objetivando a
disponibilizacdo de peptideos e aminoacidos assimilaveis (FAN — Free Amino Nitrogen)
e repouso de sacarificacdo a 68 °C £ 1 °C. Essa ultima etapa foi mantida por 45 minutos

ou até conversao de todo amido em agucares simples, comprovado pela reacdo com
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tintura de iodo 2% (v/v) e manutencdo da coloracdo alaranjada. Posteriormente, a
inativacdo enzimatica foi obtida pela manutencao da mostura a 78 °C por 10 minutos. O
processo prosseguiu com a elevacdo do cesto filtrante e lavagem do bagaco de malte
com agua a 76 °Ca pH 5,40, de modo a otimizar a extracdo dos acucares retidos na torta
de graos. A quantidade de dgua de lavagem foi controlada de maneira a ndo ultrapassar
o extrato minimo antes da fervura, conforme receita elaborada em software BEERSMITH
3v.3.0.8 (Anexo B).

O mosto filtrado prosseguiu para proxima etapa mediante aquecimento até
atingimento de fervura. O pH foi corrigido para faixa de 5,30 a 5,40 pela adicdo de
quantidade suficiente de acido fosférico 45% (v/v), controlando-se o nivel de
caramelizacdo e escurecimento. A ebulicdo de todo volume foi mantida por 60 minutos,
objetivando a reducdo da carga microbiana do liquido, a eliminacdo de compostos
volateis indesejaveis como o dimetil-sulfureto — DMS (Poreda, Czarnik, et al. 2014), além
das reacOes de isomerizacdo das resinas de lUupulo e obtencdo do amargor tipico do
produto. A adi¢cdo do lupulo foi promovida no inicio da fervura, mantendo-se por todo
periodo de ebulicdo do volume.

Sequencialmente procedeu-se a etapa de decantagdo de proteinas e residuos
de lapulo (trub quente) pela técnica do Whirpool (redemoinho), mediante mistura
tangencial de todo volume da panela por 5 minutos e agitacdo moderada. Apds 30
minutos a etapa de resfriamento foi iniciada.

Um trocador de calor de placas (20 placas) previamente sanitizado
guimicamente (acido peracético, 300 ppm) e termicamente (98 °C, 30 minutos) foi
empregado para resfriamento do mosto em contracorrente com dgua da rede potavel.
O mosto final foi recolhido em baldes plasticos, fundo chato, volume nominal 60 litros,
volume util 45 litros, sanitizados (dcido peracético, 300 ppm) e armazenados em camara

fria até atingimento da temperatura de fermentacao.
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2.7.1 Propagacao de linhagens de interesse

Com finalidade de se obter concentracdo suficiente e viabilidade adequada
para a fermentacdo de volumes maiores que os empregados nos testes de bancada,
promoveu-se a propagacao das linhagens de interesse.

As cepas foram inoculadas a partir de tubos contendo 4gar inclinado (slants) —
conforme item 2.2 - Crescimento e manutencdo das culturas. Para cada cepa estudada,
2 tubos slants tiveram sua superficie cuidadosamente raspadas com auxilio de uma alca
estéril e descartavel, adicionalmente lavados com 25 mL de 4gua autoclavada. Por fim,
foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL juntamente de 50 mL de mosto
12,5°P lupulado autoclavado (121 °C, 15 minutos) - conforme descrito anteriormente.
Os frascos foram mantidos a 20 °C sob agitacdo de 80 rpm por 24 horas em agitador
orbital tipo Shaker (Infors Minitron, Suica). Sequencialmente, todo conteudo foi
transferido para 500 mL de mosto lupulado 12,5°P autoclavado, repetindo o
procedimento de propagacdo descrito anteriormente, por 24 horas adicionais. Por fim,
as células foram decantadas por 6 horas em geladeira, tendo o sobrenadante descartado
e substituido por 1 litro de mosto lupulado autoclavado a 20 °C. A concentracdo de
células foi determinada em células/grama por intermédio de cdmara de Neubauer de

profundidade de 0,1 mm e area de 0,1 mm?.

2.7.2 Fermentagao propriamente dita

Para a cepa comercial de referéncia (Fermentis® WB06) e as trés demais
linhagens de interesse sensorial procedeu-se a fermentagao de 9 litros de mosto fresco
preparado conforme item 2.7. A fermentacdo foi conduzida em fermentadores
sanitizados do tipo balde 12 litros, em plastico sanitario, de maneira a permitir 25% de
espaco livre (head space). Os fermentadores foram adaptados com valvula inferior para
retirada de amostra assim como o completo isolamento de seu interior em relagao ao
ambiente externo pelo emprego de tampa de fechamento hermético. Uma valvula do
tipo selo hidrdulico (air lock) foi empregada em sua parte superior de maneira a

promover a exaustdao do gas carbonico, conforme Figura 2.2 a seguir.
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Figura 2.2 Fermentador plastico 10 litros provido de selo tipo airlock. Fonte: O préprio autor (2023)

Foi utilizada camara fria (Frilux RF-064-E, Sao Paulo, Brasil) para garantir a
temperatura constante do processo em 20 °C. O volume do indculo foi calculado em
mililitros (mL), a partir da concentragdo celular expressa em células/grama obtida por
leitura direta em camara de Neubauer e viabilidade minima de 97%. O mosto ndo foi
oxigenado e a fermentacgao primaria foi conduzida até que a densidade avaliada nao se
alterasse por duas medigdes consecutivas no periodo de 24 horas.

Posteriormente, procedeu-se a etapa de fermenta¢do secunddria (guarda
guente) por 2 dias a 22 °C. Sequencialmente, a etapa de lagering teve seu inicio
mediante reducdo da temperatura da cerveja para 10 °C e mantida por 10 dias. Por fim,
o conteudo util do fermentador foi transferido, de maneira sanitaria e hermética, por
meio de mangueira de silicone (3/8 pol, 4 mm, GF, Suica) para barris do tipo POSTMIX
®, volume 10 litros, em inox, devidamente sanitizados e pré-evacuados com gas
carbonico. Os barris foram mantidos em camara fria por 7 dias a 0 °C, concluindo-se a
etapa de lagering.

Finalmente os barris foram carbonatados mediante o emprego de atmosfera
forcada com gds carbdnico industrial a 2,8 volumes de CO, (aproximadamente 0,58%

p/p) e envasados em garrafas de vidro ambar 500 mL, mediante sonda de envase



64

isobarométrica (Indupropil, ljui, Brasil), todos utensilios previamente autoclavados. As
garrafas foram arrolhadas com tampas tipo pry-off com lacrador manual tipo alavanca
(Indupropil, ljui, Brasil) e mantidas em geladeira a 0 °C até momento das sessdes de

analise sensorial ou destinagdo para analises de cromatografia gasosa (GC).

2.8 Scale up combinado com abordagem de Mix de fermentos

Como exposto anteriormente, a busca por um modelo de scale up que
possibilite a aplicacdo comercial de novas linhagens constitui um objetivo estratégico e
um avanco inédito na linha de pesquisa atual do DGE/UFSCar.

Ainda que os desafios a serem superados para a viabilizacdo do emprego de
leveduras selvagens nos processos industriais sejam consideraveis, tais esforcos se
justificam devido a riqueza dessa biodiversidade e a demanda crescente por cervejas
com propriedades sensoriais aprimoradas e aromas distintos (Gallone et. al., 2016;
Ciani, et al., 2016).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores e a propria industria do vinho tém
alocado recursos e pesquisas em processos de vinificagdo com indculos mistos de
leveduras. Duas sdo as razOes para tal estratégia: 1) Aprimoramento das caracteristicas
sensoriais da bebida; 2) Redugdo do teor alcdolico dos vinhos ofertados (Parapouli, et
al., 2020).

A utilizacdo de fermentagdes mistas pode se dar pelo inéculo simultaneo ou
sequencial das espécies/linhagens envolvidas. A escolha de um método em detrimento
de outro devera levar em conta vdérios fatores tecnoldgicos ou intrinsecos de cada
microrganismo, como a cinética fermentativa, o fitness celular, o risco microbiolégico
devido ao acesso fisico dos recipientes de fermentagdao ou mesmo as técnicas do mestre
cervejeiro, como, por exemplo, as opera¢des de aeracdo do mosto cervejeiro.

O presente trabalho teve como estratégia a utilizagdo da linhagem de maior
potencial dentre as cinco investigadas para composi¢cao de um blend com a levedura
padrdo comercial WB06® (indculo misto simultaneo). Tal condugdo baseia-se no fato da
linhagem de interesse nunca ter sido utilizada para conducdo de fermentacdes

comerciais em processos cervejeiros, além do fato de que um futuro produto comercial



65

(fornecimento de fermento pastoso pela UFSCar) possa ser protegido mediante segredo
industrial — proporcao especifica entre linhagens.

Uma vez determinada a melhor proporcao entre linhagem de interesse e cepa
comercial, o volume para Scale up foi inoculado simultaneamente e as fermentacdes
conduzidas. Assim, as cervejas finais obtidas mediante fermentacdo com indculo misto
(WB06® & levedura investigada escolhida) e inéculo puro (cepa comercial WB06®
Fermentis) foram avaliadas e comparadas entre si quanto aos seus respectivos atributos
fisico-quimicos e sensoriais.

Para determinacdo da proporcdo entre leveduras na composicdo do inéculo
misto, microproducbes de cervejas em escala laboratorial foram realizadas. A
fermentacdo primaria foi conduzida sem agitacdo em camara fria (Frilux RF-064-E, S3o
Paulo, Brasil) a 20 °C por 09 dias, sendo considerada finalizada pela leitura de densidades
especificas constantes por dois dias consecutivos. Um periodo adicional de 5 dias foi
considerado, a mesma temperatura (20 °C), como etapa de maturac¢do. Por fim, os
frascos conicos armazenados em geladeira a 0 °C por 7 dias constituiram a etapa de
lagering (Meier-Dornberg et al., 2017a).

Para obtencdo de mosto a 12,0°P de densidade, dissolveu-se quantidade
suficiente de Extrato de Malte em p6 Liotécnica Drybrew ® (Embu das Artes, SP, Brasil)
em agua destilada. Apds autoclavagem (121 °C por 15 minutos) adicionou-se, sob
condic¢des estéreis, 0,2 mL/L de extrato de lupulo isomerizado Isohop ® (Barth-Haas,
Nuremberg, Alemanha) 30% para obtenc¢do de concentragao de iso-a-acido de 12 ppm
equivalente a 12 IBUs (International Bitterness Unit).

40 mL de mosto lupulado 12,0°P foram transferidos para tubos cénicos tipo
Falcon® de 50 mL, em sextuplicata. Em cada tubo foram inoculados 6 x 107 células/mL
correspondente a proporgao entre linhagens conforme:

a) P1:100% Linhagem investigada escolhida;

b) P2:80% Linhagem investigada escolhida & 20% Linhagem comercial WB06®;
c) P3:60% Linhagem investigada escolhida & 40% Linhagem comercial WB06°;
d) P4:50% Linhagem investigada escolhida & 50% Linhagem comercial WB06®;
e) P5:40% Linhagem investigada escolhida & 60% Linhagem comercial WB06°;
f) P6:20% Linhagem investigada escolhida & 80% Linhagem comercial WB06°;
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g) P7:100% Linhagem comercial WB06°;

As células foram obtidas a partir de crescimento logaritmico durante a noite. O
mosto ndo foi oxigenado.

A densidade especifica, teor alcdolico e o pH foram determinados a cada 24
horas, a partir de amostras centrifugadas (5.000 rpm por 5 minutos) com auxilio de DMA
EasyDens® (Anton-Paar GmbH, Graz, Austria), para evolucdo do consumo de acgulcares e
teor alcdolico. Para leituras do potencial hidrogenidnico foi utilizado pHmetro manual

de bancada (Gehaka, Sao Paulo, Brasil).

Finalmente, para avaliacdo da performance fermentativa e qualidade (fisico-
guimica e sensorial) das cervejas obtidas no scale up, os itens 2.7, 2.7.1 e 2.7.2 foram
executados com devidas adaptac¢Oes quantitativas e qualitativas. O volume, ora utilizado
de 9 litros para fermentacdo em recipientes de 12 Litros, passou a ser 45 litros.
Estrategicamente, o estilo cervejeiro optado foi uma cerveja de trigo alema escura,
Dunkelweizen (Anexo H), de maneira a valorizar os atributos dos fermentos
(condimentado e frutado). Fermentadores de 60 litros foram aplicados para tal

proposito.

2.9 Métodos analiticos

As cervejas acabadas, apds completado periodo de lagering, tiveram seus
atributos fisico-quimicos e sensoriais avaliados, incluindo: etanol, pH, densidade
especifica, grau de atenuacdo aparente, Free Amino Nitrogen (FAN), agucares residuais,
perfil de volateis, além de caracterizagao por painel sensorial de vasta experiéncia.

O grau de atenuacgdo refere-se a medida da intensidade de fermentagdo do
mosto cervejeiro pela linhagem de levedura, usualmente expresso em percentual.
Assim, quanto mais agUcares sdo assimilados pela levedura no processo fermentativo,
maior o grau de atenuacdo aparente. A equacdo a seguir é utilizada para calculo do

percentual de atenuacdo aparente (White; Zainasheff, 2010):

(0G —FG)

T 100
oc—1 ~

AA (%) =
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Onde AA (%) é a atenuacdo aparente, OG a densidade do mosto cervejeiro
avaliada antes da inoculacdo do fermento e FG a densidade final apds fermentacao
completada e estdvel por 3 dias, tomadas a 20 °C.

Valores de FAN (Free Amino Nitrogen) para mosto cervejeiro e cerveja acabada
foram obtidos usando corante a base de ninhidrina e avaliando leituras de absorbancia
a 570 nm de acordo com a norma alema MEBAK 2.6.4.1, conforme descrito por Michel
et al. 2016a.

Apbs centrifugacdo das amostras a 5.000 rpm por 5 minutos, os valores de pH
foram determinados em um pHmetro digital (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil). Os niveis de
etanol e densidade especifica foram obtidos por meio de um densimetro digital DMA
4500 M com Alcoolyzer Beer ME (Anton-Paar GmbH, Graz, Austria). Aclcares residuais
foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HLPC), mediante
parceria com o Laboratdrio de Bioprocessos — BELA — da Escola Politécnica da
Universidade de Sdo Paulo — USP. Foi utilizado cromatdgrafo modelo Prominence
(Shimadzu, Japdo), com coluna analitica HPX-87H (Bio-Rad Laboratories, EUA) a 60 °C
com 5 mM H,SO4 como fase mével a 0,6 ml.mint.

Volateis produzidos como subprodutos da fermentacdo (dicetonas vicinais,
DMS, acetaldeido, acetato de etila, alcoois superiores entre outros) foram avaliados por
cromatografia gasosa de Headspace mediante parceria com Industria Cervejeira de Itu
SP. Nessa técnica (Piovezan, 2018), a amostra injetada no equipamento é vaporizada e
tem seu conteudo arrastado por uma fase movel (gas inerte) para o interior de uma
coluna que suporta a fase estaciondaria. O tempo de retencao de cada substancia quimica
é funcdo de sua interagdo com essa fase, tendo sua identificagdo em detectores que
integram via software a presenca de cada componente em picos singulares. O
cromatdgrafo utilizado foi do modelo Agilent 8890 (Agilent, Santa Clara, Califérnia, EUA)
equipado com colunas capilares com injetor split/splitless e detector de ionizacdo de
chama (FID) e sistema integrado de processamento via software.

A Tabela 2.5 resume as caracteristicas intrinsecas do cromatégrafo e protocolo

empregado:
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Tabela 2.5 Temperaturas e coluna utilizada para determinacao por GC de subprodutos de

fermentacao

Coluna Agilent CP7698,50 m X 0,5
mm

Temperatura forno 200 °C

Temperatura deteccdo 250 °C

Temperatura injecao 150 °C

Tempo de injecao 4s

Tempo de andlise 17 min

Fonte: O proprio autor

Para uma abordagem mais ampla acerca dos acgucares, volateis e subprodutos

da fermentacdo, a técnica de Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

foi empregada mediante parceria com o Nucleo Multidisciplinar de Pesquisa UFRJ -

Caxias em Biologia (NUMPEX-BIO).

Foram adquiridos espectros utilizando espectrémetro Bruker Avance 500 MHz

em temperatura de 20 °C (293 K) os seguintes parametros:

Tabela 2.x Parametros para aquisicdo de espectros

Sequéncia de pulso Zgesgp Zgcppr hsqcetgpsi

Janela espectral 20 ppm 20 ppm 11/150 ppm
N° pontos 65k 32k 1024/256
Tempo de relaxagao 2 segundos 15 segundos 2 segundos

Atraso pré-scan

6.5 segundos

6.5 segundos

6.5 segundos

Off-set 4.7 ppm 4.7 ppm 4.7/75 ppm
n° de escaneamentos 256 128 6
Angulo de pulso 90° 90° 90°
Temperatura da amostra 293 K 293 K 293 K
Campo 500 MHz 500 MHz 500 MHz

Como material de referéncia externa para quantificacdo foi utilizado Acido

maleico 13.3 mg em 600 pL, pureza 99,9% (fragdo em massa 999,9 + 1,3 (mg/g)). A
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referéncia interna de calibracdo utilizada foi 10% de acido 4,4-dimetil-4-silapentano-
1sulfonico (DSS) - Concentracao final aproximada: 1 mM (Brandao, 2021).

As quantificagdes foram realizadas através do método PULCON (Pulse length-
based concentration determination), sendo a base de dados para busca de compostos

utilizada a CHENOMX, COLMARM e HMDB.

2.10 Analise Sensorial

As amostras de cervejas foram avaliadas sensorialmente por dois painéis, um
primeiro constituido por 7 avaliadores experientes e Beer Sommeliers pela ABS
(Associacdo Brasileira de Beer Sommeliers) e AS| (Association de la Sommellerie
Internationale) — descritivo e discriminativo - e um segundo constituido por pelo menos
20 avaliadores leigos — discriminativo e hedonico, pertencentes ao quadro de técnicos
estudante, professores e colaboradores da Universidade Federal de S3o Carlos. Dois
testes foram conduzidos: avaliagdo sensorial descritiva seguido de um teste triangular.

Os testes foram realizados em ambiente apropriado e condicionado em acordo
com a norma NBR 12.995 (ABNT, 1993). As amostras foram fornecidas a temperatura
ideal para investigacdo da diversidade de odores/aromas (12 °C) e em triplicata. Foram
empregados copos plasticos opacos de 70 mL numerados com cédigos de trés digitos.
Um modelo de ficha organizadora para teste triangular pode ser visto no Anexo D.

O teste triangular foi aplicado de acordo com a NBR 12995 (ABNT, 1993) para
determinar se diferencas significativas seriam observadas, par a par, por no minimo 20
participantes. Ao painel foi solicitado, a partir de um conjunto de 3 amostras, indicar
qgual amostra diferiria das demais duas idénticas (modelo ficha Anexo F). Para isso, cada
cerveja proveniente de cada linhagem investigada foi testada contra outra, segundo a

Tabela 2.6, como segue:
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Tabela 2.6 Ensaio sensorial triangular para avaliar possiveis diferengas entre linhagens

Teste triangular
Linhagem investigada | Linhagem-contra teste

LBGA-01 287
LBGA-01 Hv8
LBGA-01 WBO06

287 Hv8

287 WB06

Hv8 WB06

Fonte: O proprio autor

Foi solicitado aos julgadores provarem as amostras da esquerda para direita,
identificando a amostra diferente. O nimero de respostas corretas necessario para
estabelecer diferencas significativas encontra-se no Anexo C de significancia baseada no
teste do qui-quadrado.

Os painelistas foram solicitados a descrever 7 categorias especificas: “frutado
ou fruity”, “citrico ou citric”, “condimentado ou spicy”, para odores e “corpo ou body”,
“acid ou acido”, “floral” e qualidade do “retrogosto ou aftertaste”, para sabores. As

intensidades deveriam ser descritas em uma escala de 0 (zero) para nenhuma percepgao

a 10 (dez) para extrema detecc¢do da referida caracteristica.

2.11 Analises estatisticas

Os resultados analiticos obtidos a partir dos experimentos de fermentagao e
avaliacdo de crescimento em diferentes substratos e agentes estressores foram
conduzidos em triplicata, exceto quando destacado de outra forma.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando-
se o programa PAST, versdo 4.12b (HAMMER, et al., 2001) e, quando significativamente
diferentes, tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Referente ao emprego do teste discriminativo triangular, o nimero de

respostas corretas para estabelecer diferencas significativas foram encontradas em uma
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tabela de significancia baseada no teste qui-quadrado, de acordo com NBR 12995
(ABNT, 1993).
A andlise dos componentes principais (PCA) empregada para construcao do
perfil sensorial multidimensional foi obtida mediante software RStudio, Versdo
2023.03.0 + 386 (R Core Team, 2023).

Os valores foram expressos no formato média + desvio padrao.
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3. Capitulo 3 — Resultados e Discussao

O presente trabalho foi dividido em duas partes:

A primeira sessdo, detalhada no item 3.1 corresponde a caracterizacdo de
cepas de Saccharomyces cerevisiae quanto aos aspectos biomoleculares, fisioldgicos,
tecnolégicos e sensoriais para as respectivas cervejas.

A segunda etapa correspondente a caracterizacdo das cervejas obtidas a partir
de um mix de fermentos personalizados, abrangendo aspectos tecnoldgicos, fisico-

guimicos e sensoriais (item 3.2).

3.1 Caracterizagdo geral de isolados de interesse

3.1.1 Identificagdo molecular das cepas em estudo

Do ponto de vista biomolecular, seis diferentes isolados foram avaliados
objetivando uma possivel identificacdo quanto ao género Saccharomyces. Para tanto, as
cepas tiveram sua regidao 5.85-ITS do complexo génico que codifica para a regido 5.8S do
RNA ribossémico amplificada. O produto PCR obtido foi submetido a gel de agarose 2%
e, paralelamente, enviado para sequenciado pela técnica de Sanger (SANGER et al.,
1977).

Os resultados da eletroforese (Figura 3.1) mostram que, das seis linhagens
testadas, trés (LBGAO1, Hv8 e 287) apresentaram amplicons de 900 pares de base (pb),
sendo caracterizadas como possiveis Saccharomyces (ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999).
Duas cepas (Hv5 e Hv6) apresentaram tamanhos muito préoximos a espécie Candida
albicans (ndo-Saccharomyces) e uma Unica linhagem (288) apresentou-se como uma
possivel mistura de géneros (pogo 06).

A partir dessa observacdo, as linhagens Hv5 e Hv6 (pocos 2 e 3) foram
desconsideradas desse estudo, uma vez que somente o género Saccharomyces foi
avaliado para o scale up industrial. O isolado 288 foi submetido a um processo de
purificacdo em placas YPD 2%, passando por crescimento overnight e diluigao 1:1000,
seguido de plagueamento por esgotamento. Posteriormente 10 unidades formadoras

de col6nia (UFC) foram escolhidas randomicamente e tiveram seu DNA extraido. O
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produto PCR foi comparado com o produto das leveduras comerciais de referéncia até

gue as colonias de origem fossem referenciadas como pertencentes ao género

Saccharomyces.
IV i otk TAGE S = 2 100 5102412 =703 7 4 04 05. 06
= =
-~ -
1,0 kbp :
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Figura 3.1 Amplificagéo da regido ITS de seis diferentes isolados possivelmente Saccharomyces. M:
marcador de tamanho molecular. Can: Candida albicans (nGo-Saccharomyces),. C1 e C2: leveduras
comerciais Saccharomyces, respectivamente S04 ® e WB06®. 01 a 06: linhagens estudadas,
respectivamente: LBGAO1, Hv5, Hv6, Hv8, 287 e 288. Fonte: O proprio autor

Posteriormente, novo procedimento biomolecular foi conduzido de maneira a
verificar se os isolados utilizados atenderiam ao critério da técnica ITS, ou seja, possivel

pertencimento ao género Saccharomyces, como pode ser visto na Figura 3.2.

M  CAT-1 01 02 03 04 05 M 07 08 09

1,QKkbp
Y Y W WY W W Wy S—

Figura 3.2 Amplificacdo da regido ITS de cinco diferentes isolados possivelmente Saccharomyces. M: marcador
de tamanho molecular. CAT-1: Saccharomyces cerevisiae (bioetanol).. 01 a 05: linhagens estudadas,
respectivamente: LBGAO1, 287, 288, Hv8 e Hb1. 07, 08 e 09: leveduras comerciais Saccharomyces,

respectivamente S33 ®, WB06® e S04°®. Fonte: O préprio autor
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A técnica de genotipagem descrita por Carvalho-Netto e colaboradores
(Carvalho-Netto et al., 2013) foi utilizada como uma ferramenta especifica para a
diferenciacdo de linhagens Saccharomyces. Quatro iniciadores especificos foram
utilizados para amplificacdo de regibes polimédrficas especificas do DNA de
Saccharomyces cerevisiae. A Figura 3.3 mostra as diversas linhagens comparadas com
leveduras atualmente utilizadas no processo da producdo cervejeira e de bioetanol. Os
produtos da reacdo PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, com

comparacdo dos padrdes de amplicons encontrados.

MM CAT-1 LBGA-01 LBGA-287 LBGA288 HV-08 HBO01 WB06

Primer4

Figura 3.3 Genotipagem de linhagens de interesse. Pogo 01: Marcador Molecular; Pogo 02: CAT-1
(Saccharomyces utilizada para bioetanol); Pocos 03 a 07 respectivamente: LBGA1, 287, 288, Hv8 e Hb1.
Pogo 08: Levedura comercial WBOupupu6® Fermentis

Pudemos identificar que as cinco linhagens Saccharomyces de interesse nesse
estudo apresentaram tamanhos de amplicons distintos da levedura comercial de
referéncia comumente utilizadas em processos industriais WB06®. Entretanto, as
linhagens LBGA-01, 287 e 288 apresentaram tamanhos de amplicons muito préximos,
impossibilitando a diferenciacdo entre elas por essa técnica. Estudos anteriores (Prado,
2020) mostram caracteristicas fenotipicas distintas para essas cepas quanto ao consumo
de acucares, cinética fermentativa e perfil aromatico, o que reforca a hipétese da

necessidade de outra técnica biomolecular de diferenciagao. Para tal, o produto do ITS
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foi enviado para sequenciamento no Laboratdrio Multiusudrio Centralizado para
Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Andlise de Expressdao Génica para
sequenciamento de DNA, da UNESP Campus Jaboticabal, com obtencdo de possiveis
linhagens distintas (Anexo G). As linhagens Hv8 e Hb1 diferiram entre si e das demais,
configurando possiveis novas linhagens do género Saccharomyces, como mostra a
Figura 3.3.

O grau de proximidade genética das cepas investigadas foi avaliado,
permitindo-se inferir na relacdo evolutiva entre elas.

Apds o sequenciamento do produto da reacdo PCR, as referidas sequencias
foram ajustadas e alinhadas (HALL, 1999), tendo seus resultados analisados utilizando-
se BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A Figura 3.4 mostra uma separacdo bem suportada por dois grandes grupos. O
primeiro, caracterizado por uma linhagem ndo-Saccharomyces (Cdndida), utilizada
como um primeiro controle ndo pertencente a espécie tipicamente empregada nas
fermentacdes cervejeiras. O segundo clado, exibe a separacdo evidente do segundo
controle ndo-Saccharomyces, as cepas LBGA1570g e LBGA1750g, obtidas em plantas de
bioetanol e identificadas por sequenciamento como espécies de Kluyveromyces
marxianus (Prado, 2020). Por fim, o agrupamento compreendendo as cinco linhagens
investigadas e duas cepas comerciais (S04 ® Fermentis e CAT-1).

Apesar das cepas LBGA-01, 287,288, Hv8 e Hb1 possivelmente representarem
a espécie Saccharomyces cerevisiae, a expressao de seus genotipos similares podem,
ainda assim, se diferenciar substancialmente, visto seus agrupamentos em subclados

distintos.
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Figura 3.4 Arvore filogenética representando a relacdo evolutiva das cepas leveduras investigadas para
fabricacdo de cervejas.CAT-1: cepas de levedura utilizada na fabricagdo de bioetanol; linHVS, l[in287,
lin288, linHB1, LBGA-01: cepas investigadas no presente estudo; linS04: cepa comercial S04 ® Fermentis
utilizada na fabricagdo de cerveja; Cepas ndo-Saccharomyces: LBGA1570g, LBGA1750g: e Candida.
Fonte: O proéprio autor
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3.1.2 Caracterizacao fisioldgica das linhagens

Esse trabalho possibilitou a avaliacdo de caracteristicas fisioldgicas importantes
guando da aplicacdo industrial de leveduras no ambiente cervejeiro. As leveduras
comerciais S04 e WB06 Fermentis® foram utilizadas como modelo para avaliacdo das
linhagens de interesse.

Para subsidiar a aplicacdo de cepas potenciais na industria cervejeira, foram
avaliados a capacidade e perfil de crescimento em meios de cultivo adicionados de
glicose, maltose e extrato de malte, a temperatura de 30 °C por até 48 horas. De maneira
semelhante, as linhagens tiveram performances fisiolégicas testadas em meios contento
agentes estressores como etanol, resinas de lUpulo (iso-a-acidos) e suas combinacdes.
Complementarmente, foram avaliadas as capacidades de floculacdo e de formacdo de

espuma durante a fermentac¢do do mosto cervejeiro.

3.1.2.1 Crescimento em diferentes meios de cultivo

Os aglcares ndo transitam livremente pela membrana citoplasmdtica das
células de leveduras. Sua assimilagdo requer proteinas transportadoras, que se ligam a
esses substratos levando-os para o interior celular (Mandujano, 2019). Dentre todos os
hidratos de carbono, a glicose é o agucar prioritario para o metabolismo celular,
correspondendo a fonte de carbono de mais simples utilizagao.

Todas as leveduras estudadas apresentaram perfis semelhantes de
crescimento, seja quando utilizados meios de cultivos adicionados de glicose (YPD 2%),
seja com utilizagdo do agucar maltose (YPM 2%). Pode-se observar pela Figura 3.5 que
o crescimento de cada cepa em glicose foi superior quando comparado ao crescimento
em meio contendo maltose. Esse aspecto esta intimamente ligado ao fato da maior
facilidade de assimilacdao da glicose como fonte de carbono. Entre as linhagens, nao foi
observada diferenca significativa de patamar de crescimentos expressos pela densidade

otica a 600 nm.
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Figura 3.5 Graficos comparativos do desempenho das leveduras a 30 °C nos meios == YPD 2% e ==
YPM 2%. Linhagens investigadas (A) LBGA-01, (B) 287, (C) 288, (D) Hv8, (E) Hb1. Cepas comerciais
utilizadas como padrdo: (F) S04® e (G) WBO06®. Leituras de absorbancia a 600 nm em cada intervalo de

tempo. Fonte: O proprio autor
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Figura 3.6 Crescimento a 30 °C das leveduras investigadas: LBGA-01, 287, 288, Hv8, Hb1. Cepas
comerciais utilizadas como padrdo: S04® e WB06®. Meio de crescimento Extrato de malte (EM) 2%.
Leituras de absorbancia a 600 nm em cada intervalo de tempo. Fonte: o préprio autor

O perfil de crescimento das leveduras quando cultivadas em meio adicionado
de extrato de malte 2% apresentou dinamicas pouco distintas entre as linhagens de
interesse. Notadamente, a constituicdo desse substrato é mais complexa, tendo em sua
composi¢ao varios tipos de aglcares como maltose, maltotriose, glicose, sacarose, fonte
de nitrogénio assimildvel de tamanhos moleculares distintos, entre outros. A
composi¢ao do mosto utilizado para as micro fermentagdes foi obtida através de HPLC
e discutida no item 3.1.3.1.

Quando varios tipos de agulcares estao presentes simultaneamente no meio de
cultivo, o metabolismo dos mesmos pela levedura dar-se-a de forma sequencial.
Naturalmente, aglcares mais simples como os monossacarideos glicose e frutose
tendem a serem assimilados preferencialmente. Na presenca de fontes de carbono
simples (monossacarideos), maltose e maltotriose tém assimilacdo retardada. A
absorcdao das fontes de carbono que predominam no mosto cervejeiro - maltose e
maltrotriose — acontece somente quando aproximadamente 60% da glicose foi

metabolizada (Mandujano; 2019; ’AMORE, Tony; RUSSELL, Inge; STEWART,1989).
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A Figura 3.6 compila os resultados de crescimento para as cepas investigadas e
os dois padrdes comerciais, S04 e WB06 Fermentis®. A cepa LBGA-01 destacou-se por
demonstrar uma taxa de crescimento celular superior as demais, mantendo perfil de
multiplicagdo celular superior desde as duas primeiras horas de cultivo até o
atingimento do platé apds 24 a 48 horas. A linhagem Hv8, em contrapartida, obteve a
menor evolucdo da DO 600 nm ao longo do tempo de cultivo. Seu perfil de crescimento
foi o mais lento, alcancando um platé com a menor média de densidade celular em
relacdo as demais cepas investigadas.

De maneira geral, o padrdo das curvas de crescimento sugere que as cepas
investigadas apresentam consideravel potencial para aplicagdo em processos
cervejeiros. Com excecdo da linhagem Hv8, todas demais apresentaram niveis de
conversao de substrato em biomassa similares aos padrées comerciais utilizados pela

industria cervejeira.

3.1.2.2 Capacidade de crescimento sob pressdao osmotica

As linhagens utilizadas no processo cervejeiro sao frequentemente expostas a
algumas condi¢Oes adversas, como presenca de etanol e altas concentragdes de
acucares. Geralmente, a escola cervejeira Belga é uma das quais varios estilos
caracteristicos, como Belgian Dark Strong Ale, podem demandar concentragdes de
acucares no mosto cervejeiro de até 25°P. Nessas condigdes, as células experimentam
um ambiente hiper osmodtico, com possivel reducdao do crescimento populacional e
interrup¢do dos processos celulares. Como resposta adaptativa, uma série de genes
podem ser ativados desencadeando uma série de eventos para compensac¢ao celular
(SIPICZKI, 2019; NOVAES, 2022). Por isso, o desempenho de cepas de leveduras diversas
as condicOes de estresse poderd ser distinto, resultando em fermentac¢des de alto ou
baixo desempenho, motivando a investigacdo e a busca por linhagens mais bem
adaptadas.

Nesse estudo, as linhagens foram crescidas em meio liquido com
concentracdes de extrato de malte de 20 e 25°P, tomando-se a concentragao de extrato

de malte2% como referéncia, por até 48 horas. O crescimento celular foi verificado por
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medicoes de DO 600 nm a cada duas horas, utilizando-se as cepas S04 e WB06
Fermentis® como controles comerciais.

Conforme mostra a Figura 3.7, apds 48 horas de crescimento em microplacas,
todas as linhagens demonstraram crescimento em extrato de malte a 20° e 25°P. As
dindmicas de crescimento apresentaram-se de forma similares ao crescimento controle.
Nenhuma das cepas exibiu fase /lag significativamente maior que as cepas comumente
utilizadas no processo cervejeiro (S04® e WB06® Fermentis), sugerindo que as respostas
adaptativas ao meio ndo constituiriam uma varidvel que determinasse prejuizo ao
crescimento celular, nas concentracées experimentais, em mosto cervejeiro.

A condicdo de crescimento em meio liquido a 25°P foi a mais adversa para todas
as linhagens avaliadas nesse ensaio. Como consequéncia, nem mesmo as linhagens
comerciais atingiram o platé de crescimento celular apdés o tempo maximo de
crescimento celular (48 horas).

As cepas Hv8 e WB06® Fermentis apresentam, conforme Figura 3.6, ritmo de
crescimento relativamente menor em Extrato de malte 2% em relacdo as demais
linhagens. Esse fato se repetiu quando o crescimento foi avaliado em elevada pressdo
osmoética, como pode ser visto na Figura 3.7 E e G, onde maiores fase lag foram

observadas (8 horas).
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Figura 3.7 Crescimento a 30 °C das leveduras: (A) LBGA-01, (B) 287, (C) 288, (D) Hv8, (E) Hb1 e padrdes
comerciais (F) S04® e (G) WB06® nos meios contendo: Extrato de malte 20°P e Extrato de malte 25°P.
Extrato de malte 2% como meio de referéncia. Leituras de absorbancia a 600 nm em cada intervalo de
tempo.

3.1.2.3 Tolerancia ao etanol e compostos de lipulo

Aliada a capacidade de assimilagdo dos aglcares do mosto de cevada, uma

levedura cervejeira devera desempenhar suas atividades sem dificuldades quando na
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presenca de lupulo. As cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no processo
cervejeiro dispde de mecanismos como sequestro, acimulo ou transporte de iso-a-
acidos que as permitem crescer em concentracdes elevadas dessas substancias
(Hazelwood et al., 2010).

Adicionalmente, é de grande importancia que seus metabolismos ndo sejam
afetados quando da conducdo de estilos de cervejas com faixas de dlcool variadas. De
acordo com o reportado em literatura (Hazelwood et al., 2010; Basso, 2019) cepas de
Saccharomyces cerevisiae isoladas de cerveja demonstraram tolerancia ao etanol em
concentracdes de até 15%, enquanto linhagens de Saccharomyces pastorianus tiveram
desempenho em até 10%.

Nesse trabalho, o perfil de crescimento das leveduras foi avaliado sob duas
concentracdes de etanol, a saber 5% e 10% (v/v). O processo cervejeiro requer que a
cerveja obtida logo apds a fermentacdo primaria (green beer) seja maturada, ou seja,
gue as células em suspensdo sejam capazes de promover rea¢des bioquimicas decisivas
para a qualidade do produto final. Mesmo que menos frequentemente encontrados
quando comparado com a maioria dos produtos comerciais, cervejas com teores
alcéolicos na faixa de 10% sao obtidas com leveduras cervejeiras, sendo, portanto, de
consideravel interessante o entendimento do comportamento dessas cepas nessas

condigdes de estresse alcdolico elevado.
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Figura 3.8 Crescimento a 30 °C das leveduras: (A) LBGA-01, (B) 287, (C) 288, (D) HvS, (E) Hb1 e padrées
comerciais (F) S04°® e (G) WB06® nos meios contendo: = Etanol 5% (v/v) e Etanol 10% (v/v). ——
YPM 2% como meio de referéncia. Leituras de absorbdncia a 600 nm em cada intervalo de tempo. Fonte:
O préprio autor

O comportamento de crescimento mediante estresse alcdolico é resumido na
Figura 3.8. Todas as cepas investigadas apresentaram dinamicas de crescimento
proximas, sugerindo um sutil aumento na fase lag quando comparado ao meio de cultivo

sem o agente estressor (YPM 2%). O crescimento nas primeiras 24 horas mostrou niveis
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de densidade 6tica menores para a maior concentracdo de etanol (10%), intermediarios
guando empregada concentracdo de 5% (v/v) e maiores quando na auséncia do agente
de estresse (YPM 2%). Apesar da cinética de crescimento se sugerir 3 patamares, os
platos atingidos por todas as culturas se apresentaram muito préximos, indicando uma

possivel adaptacdo fisioldgica pelas culturas ao longo do tempo de cultivo.

Todas as linhagens tiveram crescimento avaliado na presenca de iso-a-acidos
presentes no lGpulo. Para tanto, as concentraces de 50 mg/L e 90 mg/L foram aplicadas
ao meio de crescimento para exposicao das células a esse fator de estresse.

Provavelmente pelo fato das cepas Hv8 e WBO06 Fermentis® ja terem
apresentado, em extrato de malte 2%, dinamica de crescimento mais lento que as
demais cepas (Figura 3.7), o comportamento similar observado nesse teste poderia
implicar na ndo interferéncia desse agente estressor para essas duas linhagens (Figura
3.9DeG).

As demais cepas apresentaram um leve prolongamento da fase lag para o meio
de crescimento de referéncia (Extrato de Malte 2%), ou seja, sugerindo que o
tratamento poderia ter compostos que favoreceriam o equilibrio redox das células,
conforme ja relatado em literatura (Curtin et al, 2013; Larsson, Nilvebrant and J6nsson,
2001; Basso, 2019)

De maneira geral, nenhuma linhagem demostrou ineficiéncia no crescimento
na presenca do agente de estresse, que estariam provavelmente aptas para serem

empregadas em condi¢des de processo cervejeiro em condi¢des similares.
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Figura 3.9 Crescimento a 30 °C das leveduras: (A) LBGA-01, (B) 287, (C) 288, (D) HvS, (E) Hb1 e padrdes
comerciais (F) S04® e (G) WB06® nos meios contendo: =*=Lulpulo 50 ppm e == Llpulo 90 ppm. —=—
YPM 2% como meio de referéncia. Leituras de absorbancia a 600 nm em cada intervalo de tempo

Por fim, com objetivo de se testar a real capacidade de cada uma das linhagens
de interesse de promover transformagdes importantes na cerveja recém fermentada
(green beer), onde concentragdes de etanol coexistem com resina de lUpulo, as cepas

foram avaliadas com os dois fatores simultaneamente (etanol e lupulo).
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Todas as leveduras avaliadas conseguiram atingir seus respectivos platos de
crescimento nas 48 horas de teste, demonstrando capacidades similares de
desenvolvimento. (Figura 3.10). De maneira similar ao observado anteriormente para
outras condicdes de crescimento, no que se refere a exposicdo das linhagens a
condicOes de estresse alcdolico, as cepas Hv8 e WB06® Fermentis demonstraram uma
velocidade de crescimento menos pronunciada, fato ja observado na auséncia desses

agentes estressores.
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Figura 3.10 Crescimento a 30 °C das leveduras: (A) LBGA-01, (B) 287, (C) 288, (D) HvS, (E) Hb1, e padrdes

comerciais (F) S04® e (G) WB06® nos meios contendo: =™ Etanol 5% (v/v) +LGpulo 50 ppme ===
Etanol 5% (v/v) + Lupulo 90 ppm. == YPM 2% como meio de referéncia. Leituras de absorbancia a 600
nm em cada intervalo de tempo
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3.1.2.4 Capacidade de formacgdo de espuma

A formacdo de espuma durante o processo de fermentacdo é uma
caracteristica fenotipica de cada levedura e pode constituir um desafio tecnolégico, uma
vez que transcorra de forma excessiva durante o processo.

Processos tecnoldgicos ndo otimizados (arranque de fermentacdo excessivo,
teor de oxigénio elevado, temperatura ou taxa de indculo elevadas) e/ou cepas com
caracteristicas genotipicas desfavordveis (Basso, 2019) contribuem para o
espumamento de tanques fermentadores, inconvenientes na produgdo cervejeira.
Consequentemente, perdas de produto sdo observadas durante transbordamentos ou
ainda demandam custos e atividades operacionais de dosagem de anti-espumantes

durante a fermentacao.

Tabela 3.1 Altura média atingida durante fermentag¢do de mosto 12°P

LEVEDURA ALTURA (CM)
LBGAO1 1,93+0,32a
288 1,93+0,23 ab

Hbl 1,80+ 0,26 abc

287 1,77 £ 0,15 abc

S04 Fermentis® 1,40+ 0,17 abc
Hv08 1,23+0,06 ¢

Médias ndo seguidas de mesma letra diferem estatisticamente

pelo Teste Tukey (p < 0,05). Fonte: O préprio autor

A Tabela 3.1 contém os valores para alturas de espumas medidos para as
diferentes cepas investigadas. A linhagem LBGA-01 demonstrou maior média de altura
observada (1,93 cm), estatisticamente igual a cepa 288 (1,93 cm). Entretanto, tanto LBG-
01 quanto 288 apresentaram valores médios que se diferiram estatisticamente quanto
a cepa Hv08 (1,23 cm). As demais cepas Hb1l com média de 1,80 cm, 287 com valor de
1,77 cm e a linhagem comercial S04 Fermentis® (1,40 cm), utilizada como padrdo, nao

diferiram entre si ao nivel de 0,5% de probabilidade.
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Figura 3.11 Exemplo de teste de formagdo de espuma acima do liquido para cepas em estudo. A seta
azul indica uma linhagem com baixa formagdo de espuma (cepa LBGA-Hv8), enquanto a seta vermelha
indica uma linhagem com alta formagdo de espuma (cepa LBGA-01). Fonte: O préprio autor

A Figura 3.11 ilustra um exemplo de experimento para afericdo da altura
atingida pela espuma durante o processo fermentativo para diferentes cepas. Fatores
como velocidade da fermentagao, cardter hidrofébico da parede celular da cepa
utilizada (manoproteinas) além de tipos de peptideos envolvidos nas vdrias reagdes
bioquimicas contribuem para o efeito observado em testes de bancada ou em grandes

reatores fermentativos (Basso, 2019).

3.1.2.5 Capacidade de floculagao

Floculagdo pode ser entendido como o fendbmeno pelo qual células se agregam
em flocos, se separando do meio no qual estdo suspensas, seja por decantacao
(leveduras do tipo lager), seja por flotacdo, dispondo-se na superficie do liquido
(leveduras do tipo ale) (Stewart, 2016).

O fenémeno da floculagdo é um dos fatores criticos quando da escolha de
leveduras para aplicacdo em processos industriais de fabricacdo de cerveja. Na industria
cervejeira, essa caracteristica é de grande importancia, representando uma maneira

simples, efetiva e de baixo custo para separacao das células ao término da obtencdo da
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cerveja verde (antes do processo de maturacao) (Verstrepen et al., 2003). Portanto, esse

parametro foi avaliado e os resultados sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Capacidade de floculagdo (%) apds 30 minutos de sedimentacdo celular

LEVEDURA %
Hb1 82,1+7,0a
S04 Fermentis ® 68,9+12,4ab

287 67,5+ 6,3 abcd
LBGA-01 66,3 + 10,6 abcd
288 56,8 + 8,6 abcde
Hv08 48,1 + 3,7 bedef

WBO06® Fermentis

42,8 +2,0 ef

Letras iguais ao longo das linhas indicam que ndo houve
diferenga estatisticamente significativa, pelo teste Tukey

(p< 0,05). Fonte: O proprio autor

De acordo com a literatura, linhagens utilizadas em processos industriais de
obtencdo de cerveja possuem floculacdo entre 40% e 90%, em contrapartida de cepas
nao floculantes que se situam entre 0% e 15% (Verstrepen et al., 2003). A linhagem Hb1
apresentou maior sedimentagdao dentre as leveduras investigadas, com 82,1% de
sedimentagao celular. Em contraste, a levedura comercial WB06® Fermentis,
caracteristica por produzir cervejas turvas do estilo Weissbier, apresentou menor valor
para sedimentacao celular, 42,8%. A linhagem comercial SO4® Fermentis e as cepas
estudadas 287 e LBGA-01 demonstraram perfis de sedimentacdo semelhantes,
respectivamente, com 68,9%, 67,5% e 66,3%. Ao passo que as leveduras 288 e Hv08
demonstraram uma menor reducdo da densidade o6tica (600 nm) em relagdo ao
controle, apds 30 minutos de repouso, a saber 56,8% e 48,1%, respectivamente.

A capacidade de floculagdao é consequéncia ndo somente de fatores genéticos,
mas também das condi¢cbes do meio de fermentac¢dao, como presenca de acgucares,
calcio, conteudo de oxigénio, pH, dentre outros (Soares et al., 1994; Straver et al., 1992).
Esse fendmeno é de dificil gerenciamento e, uma vez que mudancas fenotipicas venham

a ser observadas no ambiente industrial, poucas opdes estao disponiveis, dentre elas,
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recorrer-se a um banco de leveduras devidamente armazenado sob condi¢bes que

proporcionem estabilidade genética (-80 °C).

Figura 3.12 llustragao de aspectos de floculagdo distintos entre cepas em estudo. A seta em azul indica
uma linhagem com alta floculagdo (cepa LBGA-01), enquanto a seta vermelha indica uma linhagem com
baixa floculagdo (cepa LBGA-Hv5). Fonte: O préprio autor

3.1.3 Caracterizagao tecnoldgica das linhagens -Microfermentagao

A aplicacdo de leveduras de interesse em produgdes industriais é fungao nao
apenas das caracteristicas fisiolégica dessas linhagens, mas também intimamente
relacionada aos seus aspectos tecnoldgicos. Dessa forma, o conhecimento de aspectos
como consumo de aglcares do mosto, a cinética da fermentacao e a redu¢ao do pH do
produto final sdo complementares, constituindo premissas importantes que balizardo o

mestre cervejeiro quando da aplicacdo dessas leveduras no processo cervejeiro.
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3.1.3.1 Metabolismo de acgucares

Amostras coletadas apds lagering para as respectivas cervejas tiveram seus
parametros fisico-quimicos avaliados por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC). Conforme Tabela 3.3, tais parametros compreendem valores para acgucares
residuais (glicose, maltose e maltotriose) e metabdlitos produzidos como &cidos
organicos, etanol e glicerol.

Dentre os resultados observados é de grande relevancia o fato de todas as
leveduras investigadas apresentarem capacidade de fermentac¢do de maltose, principal
acucar do mosto cervejeiro. A cepa comercial WB06® Fermentis apresentou a maior
capacidade de metabolizacdo do aclcar maltotriose (residual de 1,17 +/-0,01),
enguanto todas as cepas investigadas demostraram capacidade de consumo dessa fonte
de carbono muito aquém da linhagem tipicamente utilizada para as cervejas de trigo
alemds (WBO06). Interessantemente, essas linhagens se equipararam quanto ao
consumo dessa fonte de carbono relativamente complexa ao padrdo comercial S04®
Fermentis, tipicamente utilizado nas fermentacGes de cervejas de estilos ingleses.

Os valores de etanol obtidos sao satisfatérios e coerentes com as faixas de
atenuacdo aparente obtidas (Tabela 2.10). As cepas investigadas apresentaram
resultados alcéolicos estatisticamente iguais a cepa comercial S04® Fermentis e
ligeiramente inferior a cepa comercial WB06® Fermentis, sabidamente conhecida por

seu carater atenuante elevado dentre as leveduras comerciais da atualidade.
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fisico-quimicos obtidos por HPLC para cervejas obtidas por micro

fermentacao

LBGA-01 287 288 Hv8 Hb1l S04 WBO06
Maltotriose (g/L) 11,98+0,26° 11,85+0,31%° 11,78+0,252b<d 10,30+0,72f 10,91+0,65b<de 11,79+0,322b¢ 1,17+0,018
Maltose (g/L) 0,630,03> | 0,60+0,02 1,1941,18° 1,2341,03 6,49+4,49° 0,61+0,02° 1,2640,02b
Glicose (g/L) 0,410,03* | 0,40+0,03 0,40+0,02° 0,35+0,03° 0,41#0,04° 0,40+0,03° 0,14+0,09°
Succinato (g/L) 0,03+0,05¢ | 0,04+0,07¢ 0,04+0,07° 0,20+0,03" 0,000,00¢ 0,03+0,06° 0,48+0,11°
Lactato (g/L) 0,00+0,00° | 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00°
Glicerol (g/L) 1,79+0,08° 1,7340,09° 1,7740,16° 1,59+0,112 1,27+0,09° 1,8840,09° 1,660,242
Acetato (g/L) 0,47+0,12° | 0,110,217 0,00+0,00° 0,29+0,20° 0,38+0,13° 0,29+0,22° 0,54+0,27°
Etanol (%) 2,45+0,05 2,38+0,14° 2,41+0,11° 2,43+0,05 2,28+0,16° 2,42+0,18° 3,140,192

Nota: Letras iguais em uma mesma linha indicam que nao houve diferenga estatistica significativa pelo

teste de Tukey a p <0,05. Fonte: O proprio autor

Como exposto anteriormente, os acidos organicos sdo de grande importancia

para a formacdo do flavor da cerveja, ao mesmo tempo promovendo a reducdo do pH e
0 aumento da estabilidade microbioldgica da bebida (Garcia, 2017). Os resultados
obtidos por HPLC resumidos na Tabela 3.3 mostram diferenca estatistica entre os
patamares atingidos pelas diferentes cepas, sem, entretanto, ultrapassarem faixas
comumente encontradas em processos industriais

O glicerol é um dos principais subprodutos da fermentagdo. E produzido no
processo incompleto de oxidagao de aglcares na auséncia de oxigénio, sendo, assim,
uma forma alternativa para manutencdo do equilibrio redox celular (Lorca Mandujano,
2018). Os valores observados ndo diferiram estatisticamente entre as cepas analisadas
e os controles comerciais, podendo contribuir positivamente para a viscosidade e
percepcao do corpo da bebida final (Walker & Stewart, 2016). Essas concentragdes
mostraram-se muito préximas de valores observados durante obtenc¢ao de cervejas do

estilo American Pale Ale por VIANA (2021).
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Tabela 3.4 Utilizacdo percentual de aglcares do mosto cervejeiro por linhagens-teste e padrdes

comerciais
Utilizacdo de principais agticares (%)

Glicose Maltose Maltotriose

LBGA-01 94,34 + 0,82 99,00 £ 4,52 11,76 £ 1,07

287 94,40 £ 0,81 99,04 +4,52 12,76 £1,09

288 94,44 + 0,81 98,09 £ 4,51 13,27 +1,06

Hv8 95,10+ 0,82 98,03 £ 4,49 24,17 +1,30

Hb1 94,37 +0,82 89,60 + 4,52 19,66 + 1,26

S04°® 94,47 £ 0,82 99,02 £4,51 13,14 +1,10

WB06°® 98,02 + 0,85 97,99 + 4,39 91,38+ 0,94

Fonte: Proprio autor

Como mostra a Tabela 3.4 acima, nem todas as linhagens avaliadas mostraram
capacidade de metabolizar os principais aglcares do mosto cervejeiro, maltose e
maltotriose. Com relacdo ao consumo de maltose, somente a cepa “Hb1” apresentou
um menor patamar de assimilacdo desse acucar, aproximadamente em 10 pontos
percentuais. Quando avaliado o consumo do acglUcar maltotriose, a cepa comercial
WBO06® apresentou maior consumo do referido carboidrato (91,38%), enquanto a
linhagem comercial S04 ® e as cinco outras investigadas nesse trabalho mostraram
assimilagGes consideravelmente reduzidas (entre 13 e 24%). Tal fato esta de acordo com

observagdo em literatura anterior (Meier-Dornberger et al., 2017b).

3.1.3.2 Cinética fermentativa

Para avaliacdo da dinamica fermentativa, leituras do teor de extrato foram
realizadas a cada 24 horas para cada uma das linhagens estudadas, conforme pode ser
visto na Figura 3.13.

A maior taxa de consumo de aglcares foi observada para cepa comercial WB06
Fermentis®, sendo essa também a linhagem que atingiu o menor valor para o extrato
aparente final (2,2°P) apds 216 horas de fermentacao.

Em contrapartida, observou-se um perfil bastante préximo para as demais

cepas investigadas (LBGA-01, 287, 288, Hv8, Hb1l e S04 Fermentis®) tendo atingido
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densidade aparente final entre 3,9 e 4,2°P. Enquanto a linhagem LBGA-01 teve seu

extrato final estabilizado apds 216 horas, a cepa 288 foi a mais precoce, encerrando o

consumo de agucares com 144 horas de processo.
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o
=
= 60
4,0
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0 24
LBGAOL 12,0 8,2
287 12,0 8,2
288 12,0 8,8
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HbO1 12,0 9,0
S04 12,0 81
WB06 12,0 8,0

Figura 3.13 Evolugdo do extrato a partir de mosto de cevada 12°P durante processo fermentativo
conduzido a 20 °C para as cepas investigadas: LBGA-01, 287, 288, Hv8 e Hb1 nos tempos de 0 a 216
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horas. Os controles comerciais S04® e WB06® foram utilizados como referéncia de leveduras,

respectivamente, de média e elevada atenuacdo. Valores hachurados correspondem as densidades
finais para cada cepa, em triplicata. Nivel de confidéncia de 95%

Dois patamares de atenuagdao podem ser observados quando da comparagao

dos resultados de atenuac¢ao aparente para as cepas analisadas, conforme a Tabela 3.5.

A cepa comercial WB06® Fermentis, tradicionalmente utilizada na producao

das Weissbiers ou cervejas de trigo alemas, é também conhecida no meio cervejeiro por

conferir perfil “seco” as suas cervejas. Os resultados nesse estudo corroboram para tais

caracteristicas, possuindo o maior nivel de atenuacdo aparente observado apds 216

horas.
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As diferentes taxas de fermentacdo e atenuacdo estdo intimamente ligadas a
capacidade de cada microrganismo consumir maltose e maltotriose, dois dos principais
acUcares presentes no mosto cervejeiro. Os valores proximos e relativamente baixos de
atenuacdo aparente para as cepas LBGA-01, 287, 288, Hv8 e Hb1, assim como para o
padrdao comercial S04 Fermentis® sdo consequéncia do metabolismo comedido do

acucar maltotriose, como ja anteriormente resumido na Tabela 3.4.

Tabela 3.5 Atenuagdo aparente (%) de cervejas apds micro fermentagdes em triplicata

Atenuacgdo aparente (AA %)

LBGA-01 287 288 Hv8 Hbl S04° WBO06 ©
AA % 67,87+ | 64,86+ | 64,86+ | 6517+ | 6787+ | 6456+ | 82,58+
0,52 0,90 0,90 1,88 1,38 0,52 0,52
Tempo
fermentacso 216 192 144 192 192 192 216
(h)

Nota: Atenuagdo aparente final (AA%) para cervejas obtidas por micro fermentacgdo e respectivos tempos de

estabilizacdo do extrato final para as cepas investigadas LBGA-01, 287, 288, Hv8, Hb1. Padrées comerciais

S04® e WBO06®. Nivel de confidéncia de 95%

3.1.3.3 Evolugao do pH

A cerveja é um meio intrinsecamente resistente ao crescimento de varios
microrganismos deteriorantes e patégenos. O fato desse fermentado ser seletivo ao
crescimento de varios tipos de microrganismos deve-se a uma combinagdo de fatores
como presenga de etanol (tipicamente de 3,5 a 5% v/v), composi¢cdo de resinas de
[Upulo (Humulus lupulus) (teor de iso-a-acidos de aproximadamente de 17 a 55 ppm),
elevada concentragdo de gas carbonico (aproximadamente 0,5% p/p), baixa
concentracdo em oxigénio dissolvido (abaixo de 0,1 ppm), baixos valores de pH
(aproximadamente de 3,9 a 4,4), além de constituir-se em um meio pobre em nutrientes
(Vriesekoop, Frank, et al., 2012).

A Tabela 3.6 compila os dados de pH ao longo do processo de micro

fermentacdo, durante as primeiras 96 horas de processo, ao término da fermentacao
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primaria e apds maturacdo da cerveja obtida. Como pode ser observado, a reducdo nos
valores de pH variou entre 0,8 e 1,2 e o tempo de atingimento de seus niveis minimos
variou para cada linhagem analisada. Esses valores sdo bem prdéximos de valores
encontrados na literatura (Andrion, 2022).

As cepas LGBA-01 e Hbl atingiram pH minimo ao término da fermentagao
primaria. De forma semelhantes, as linhagens 287 e o padrdao comercial S04® atingiram
estabilizacdo do pH apds a obtencdo da greenbeer (cerveja logo apds finalizacdo da
fermentacdo primaria), sinalizando uma tendéncia de leve acréscimo logo apds o
processo de maturacdo. Tal efeito estd relacionado com a excre¢cdo de metabdlitos e
com a assimilacdo e metabolismo de piruvato residual (Meier-Dérnberg et al., 2017a)
sendo considerado dentro da normalidade até um ganho de 0,1 unidade. Por outro lado,
as trés ultimas linhagens 288, Hv8 e WB06® tiveram pH estabilizados apds a maturacao,
sendo as ultimas duas linhagens (Hv8 e WB06®) detentoras das maiores capacidades de
acidificacdo (ApH 1,2) quando comparadas as demais leveduras avaliadas.

A dindmica de reducdo do pH durante a obtencdo de cervejas por micro
fermentacdo apresentou-se de maneira similar aos dados encontrados na literatura

(Loh, Li Xuan, et al., 2021; Bellut, Konstantin, et al., 2019; Meier-Dérnberg et al., 2017a).

Tabela 3.6 Reducdo do pH durante a fermentagao primaria e apds maturagao

Valores de pH durante fermentagao primaria e apds maturagao

Cepa ApOs Apos

Oh 24 h 48 h 96 h ApH
investigada Fermentacdo | Maturagao

LBGA1 5,21 4,35 4,35 4,33 4,31 4,31+0,05 0,9
287 5,21 4,40 4,40 4,38 4,37 4,38 £ 0,05 0,8
288 5,21 4,38 4,37 4,37 4,34 4,32 £ 0,09 0,9
Hv8 5,21 4,15 4,20 4,15 4,00 3,98+ 0,06 1,2
Hb1l 5,21 4,39 4,40 4,39 4,35 4,35+0,03 0,9
S04 ® 5,21 4,47 4,39 4,33 4,25 4,26 £ 0,07 1,0
WBO06 ® 5,21 4,28 4,28 4,28 4,00 3,97 £ 0,05 1,2

Fonte: O proprio autor
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3.1.3.4 Phenolic Off Flavor (POF)

POF sdo produzidos pela descarboxilacdo do acido ferilico, cumarico e
cinamico presentes no mosto cervejeiro (Bellut, Konstantin, et al., 2018).

A descarboxilacdo do acido ferulico gera o composto 4-vinil guaiacol (4-VG),
percebido pelo aroma condimentado semelhante a cravo-da-india. Da descarboxilacdo
do acido cumdrico é gerado 4-vinil fenol, de aroma semelhante a “solvente” ou
“medicinal”, enquanto o processo equivalente a partir do acido cindmico leva a
formacao do 4-vinil estireno, que remete a isopor (Coghe, Stefan, et al., 2004; Hutzler,
M., et al., 2015; Scholtes, Caroline, et al., 2014).

Leveduras empregadas na fabricacdo de bebidas alcdolicas preferencialmente
ndo deveriam produzir aromas indesejaveis. Apesar de aceito em alguns estilos de
cervejas especiais como as cervejas de trigo alemas e alguns estilos belgas como as
Blond Ales, a presenca de 4-VG, é prevalentemente indesejavel em saques, vinhos e na
maioria dos estilos de cervejas (Gallone et al., 2016).

A Tabela 3.7 mostra os resultados de avaliagcdo sensorial dos painelistas por
cheiro direto das placas preparadas (item 2.5.6), tanto para as linhagens em estudo
guanto para os controles positivo (WB06®) e negativo (US05®). Como pode ser
observado, todas as cinco linhagens promoveram a descarboxilagdo dos respectivos
precursores e producdo de aromas perceptiveis. A linhagem 287 demonstrou “buqué”
aromatico menos intenso, remetendo principalmente a aroma a cravo-da-india.

Os resultados obtidos sugeriram, portanto, que os genes Acido Fenil Acrilico
Descarboxilase (PAD1) e/ou Acido Ferulico Descarboxilase (FDC1) estariam ativos ou

conservados nessas linhagens (Richard; et al., 2015).
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Tabela 3.7 Resultados sensoriais do teste de Phenolic Off Flavor (POF)

Uso05 WB06
LBGA-
LEVEDURA 287 288 Hv08 Hb1l Fermen | Fermen
01
tis © tis ©®
4-vinil-guaiacol
+ + + + + - +
/ acido ferulico
4-vinil-fenol /
+ + + + + - +
acido cumarico
4-vinil-estireno / + + + + + - +
acido cindamico

Nota: “+” e “-“ representam, respectivamente, presenca e auséncia do aroma investigado. Linhagens

investigadas: LBGA-01, 287 e Hv8. Linhagem referéncia: WB06® Fermentis. Fonte: O préprio autor

3.1.4 Caracterizagao das linhagens selecionadas para avaliagdo sensorial

Das cinco linhagens investigadas por micro fermentacdo em bancada, a saber
LBGA-01, 287, 288, Hv8 e Hbl, trés cepas foram escolhidas para realizacdo de
fermentacdes em maior volume conforme ltem 2.7.2.

Todas cinco linhagens investigadas apresentaram caracteristicas fenotipicas e
aromaticas relativamente semelhantes. Com exce¢dao das linhagens LBGA-01,
proveniente de estudos anteriores de termo resisténcia (Souza, 2018; Prado, 2020) e
Hv8, isolada em ambiente de fabrica¢dao de vinho (Novaes, 2022), era de conhecimento
prévio a capacidade de metaboliza¢do de agucares do mosto cervejeiro pelas cepas 287
e 288 (Lorca Mandujano, 2018).

Dessarte, a escolha de trés cepas para conducgdo dos testes sensoriais foi
baseada na estratégia de investigacdo de um pool de exemplares biolégicos contendo
uma linhagem termotolerante (LBGA-01), uma linhagem proveniente de ambiente
vinicola (Hv8) e, finalmente, uma representante dentre as linhagens ja evoluidas a partir
de usinas sucroalcooleiras (287, 288 ou Hb1).

O fato do hibrido Hb1 (S88c + 287) ndo apresentar diferencas fenotipicas
significativas, direcionou o foco para a linhagem 287, da qual obteve sua descendéncia.

E, por ultimo, entre as cepas 287 e 288, o desempenho sensorial da primeira (287)
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demonstrou uma impressao aromatica mais sutil e agradavel, através da apresentacdo
de um “buqué” condimentado mais sutil. Por outro lado, a linhagem 288 apresentou o
menor tempo de processo nos testes de micro fermentacdo, mesmo na presenca de
acucares disponiveis na cerveja recém obtida (144 horas), somando-se o fato de possuir
caracteristica de baixa floculagao.

Nesse sentido, as linhagens escolhidas para a obtencdo de cervejas de interesse
sensorial foram LBGA-01, 287 e Hv8. O padrdo comercial WB06® Fermentis foi
designado por ser POF*, semelhantemente a todas as linhagens avaliadas no presente

estudo.

3.1.4.1 Perfil Fisico-quimico das cervejas obtidas

Para que possiveis interferéncias sensoriais fossem eliminadas, o mosto
cervejeiro foi produzido conforme processo industrial, ao invés de simples dissolucdo e
fervura de extrato de malte em 4gua cervejeira. O processo utilizado foi a mosturacao
ou brasagem onde a mistura dos maltes moidos é embebida em 34gua e diversas
temperaturas sdo aplicadas. Ao término do processamento, o mosto clarificado,
lupulado e resfriado obtido segue para a etapa de fermentacao.

A Tabela 3.8 resume as caracteristicas do mosto cervejeiro obtido. A fim de
manter-se o padrao de substrato e nutrientes disponiveis para a fermentagdao com cepas
de interesse sensorial, o mosto foi padronizado a 12°P (12,15+0,15 P), apresentando
uma fracdo de nitrogénio assimilavel (FAN) proximo de 268 mg/L. O perfil dos principais
acucares do mosto cervejeiro foi também analisado, somando um teor de 81,79 g/L de
acucares totais, englobando glicose, maltose e maltrotriose. As faixas encontradas estao
de acordo com valores citados anteriormente pela literatura (Garcia, 2017).

Tabela 3.8 Composicdo do mosto cervejeiro obtido por processo de mosturacao, medida em
triplicata antes do processo de fermentacao

Composicdao Mosto Cervejeiro

Parametro Unidade Valor
Extrato °P (graus Plato) 12,15+ 0,15
pH - 5,25+0,01
Densidade especifica 20/20 °C g/cm?3 1,049 + 0,005
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Free Amino Nitrogen (FAN) mg/L 268 + 20
Aclcares totais g/L 81,79 £ 2,90
Glicose g/L 13,52+ 0,60
Maltose g/L 48,60 + 1,90
Maltotriose g/L 19,66 + 0,40

Fonte: O proprio autor

O processo fermentativo foi conduzido conforme descrito no Item 2.7.2, com a
finalizacdo da fermentacdo primaria ap0s repeticdo do extrato aparente final em 24
horas. Posteriormente a cerveja foi maturada em cadmara fria a 10 °C por 10 dias,
seguindo para etapa de lagering em barril (0 °C por 7 dias). Amostras foram coletadas e

resultados a partir de HPLC sdo resumidos na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 Resultados fisico-quimicos a partir de HPLC para cervejas de interesse sensorial

LBGA-01 287 Hv8 WBO06°®
Maltotriose (g/L) 15,46+3,92° 15,12+2,15° 14,13+3,16° 6,70£2,66°
Maltose (g/L) 2,87+1,08° 2,30+0,35° 12,70%9,72° 2,39+0,17°
Glicose (g/L) 0,34+0,15° 0,27+0,06° 0,56+0,15° 0,29+0,01°
Succinato (g/L) 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,07+0,11° 0,22+0,06°
Lactato (g/L) 0,16+0,08° 0,17+0,02° 0,16+0,08° 0,25+0,04°
Glicerol (g/L) 1,63+0,41° 1,48+0,20° 1,73+0,40° 1,86+0,15°
Acetato (g/L) 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,13+0,20° 0,00+0,00°

Nota: Letras iguais em uma mesma linha indicam que ndo houve diferenca estatistica significativa pelo
teste de Tukey a p <0,05. Linhagens investigadas: LBGA-01, 287 e Hv8. Linhagem referéncia: WB06®

Fermentis. Fonte: O prdprio autor

As cervejas obtidas para avaliacdo sensorial mediante o emprego das 3
linhagens selecionadas ndao demonstraram diferengas marcantes quanto a produgdo de
co-produtos da fermentacdo (Tabela 3.9). Em termos de dcidos organicos (succinico,
latico e acético), substancias importantes para formacdo do cardter aromadtico e
refrescante da bebida, todas cepas apresentaram perfil proximo entre si e com relagao

ao controle comercial. Paralelamente, os teores de glicerol obtidos, corroboram os
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resultados obtidos nas micro fermentag¢des (Tabela 3.3), sugerindo que os processos
bioquimicos estariam mantendo equilibrio redox celular sem dificuldades ou alteracdes
abruptas. Os valores encontrados ndo diferiram estatisticamente entre as cepas

analisadas e os controles comerciais.

Tabela 3.10 Percentual médio da utilizacdo dos principais aglicares no mosto cervejeiro

Utilizac3do de principais agucares (%)
Glicose Maltose Maltotriose
LBGAO1 97,40 £ 0,55 94,10+ 1,60 21,38 +£1,07
287 97,89 + 0,55 95,27 +4,52 23,10+ 1,09
Hv8 95,68 £ 0,40 73,88 4,49 25,63 +1,30
WB06°® 97,78 £ 0,85 95,08 + 4,39 65,92 £ 0,94

Nota: Medidas em triplicata, apds maturagao e lagering. Linhagens investigadas: LBGA-01, 287 e Hv8.

Linhagem referéncia: WB06® Fermentis. Fonte: O préprio autor

Apesar do mosto cervejeiro ser um meio complexo, é de se observar (Tabela
3.10), que todas as linhagens metabolizaram significativamente os acgucares glicose e
maltose, com percentuais médios de utilizacdo superiores a 94,0%. Todavia, a linhagem
Hv8, isolada a partir do ambiente de fabricagdo de vinho, demonstrou a menor
capacidade de consumo de maltose, aproximadamente 73,88%. A otimizagdao do
processo cervejeiro depende do eficiente consumo de maltose e maltotriose.
Geralmente as leveduras cervejeiras apresentam menor capacidade de assimilagdo de
maltotriose, sendo também um dos ultimos agulcares a serem metabolizados (Hollatz,
2004). Nesse estudo, as linhagens investigadas apresentaram niveis reduzidos de
consumo de maltotriose, variando de 21,0 a 25,0%, em contraste com o controle
comercial (65,92 %). Os resultados sugerem que o grau de utilizagao desses substratos
depende do tipo de linhagem em questdo, logicamente mais pronunciado em uma
levedura comercial adaptada ao processo cervejeiro (WB06®).

A Tabela 3.11 permite a comparacdo do grau de atenuac¢do aparente e o tempo
de processo total para as linhagens utilizadas. Muito provavelmente, devido as
diferentes habilidades de metabolizacdo dos aglicares do mosto cervejeiro e grau de

assimilacdo do nitrogénio disponivel (FAN), as cepas investigadas apresentam cinéticas
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fermentativas distintas, resultando em tempo de processos distintos (Meier-Dornberg
et al., 2017a). As densidades finais foram alcangadas com 192 horas para as cepas 287
e Hv8 e 216 horas para a linhagem LBGA-01. A levedura comercial WB06® atingiu final
de processo somente com 10 dias de processo (240 horas), dindmica também ja

observada nos testes de bancada (Figura 3.13).

Tabela 3.11 Resultados fisico-quimicos, atenuagdo aparente (%) e tempo de fermentacgdo para
cervejas de interesse sensorial

LBGA-01 287 Hv8 WB06 ©
AA % 61,84 + 0,50 62,08 + 0,90 60,28 + 1,88 80,09 + 0,52
Tempo
216 192 192 240
fermentacdo (h)
FAN (mg/L) 162 +10 234+ 15 135+ 15 74+ 10
Etanol (%) 3,74+ 0,10 4,45 +0,10 3,89 + 0,07 5,13+0,11
pH 4,18 + 0,01 4,59 + 0,02 4,56 + 0,02 4,20 +0,01
Dicetonas vicinais
0,06 + 0,001 0,08 + 0,001 0,06 + 0,001 0,05 + 0,001
(mg/L)

Nota: Medidas em triplicata para cervejas de interesse sensorial apds maturagdo e lagering. Linhagens

investigadas: LBGA-01, 287 eHv8. Padrdo comercial: WB06® Fermentis. Fonte: O préprio autor.

O nitrogénio assimilavel presente no mosto cervejeiro (FAN) é utilizado pela
levedura para fungdes bioldgicas diversas, como as atividades de crescimento celular e
a produgao de enzimas de interesse bioquimico. Portanto, niveis adequados de fonte de
nitrogénio afetam profundamente a performance fermentativa em varios aspectos
(O’Connor et al., 2018). O maior valor de assimilacdo de FAN foi observado para a cepa
comercial WB06®, com valor residual de 74 mg/L, enquanto as leveduras investigadas
LBGA-01 e Hv8 finalizaram a etapa de lagering respectivamente com 162 e 135 mg/L. A
linhagem 287 mostrou menor nivel de assimilacao, finalizando a fermenta¢do com 234
mg/L. Interessantemente, foi a fermentacdo que apresentou maior teor alcdolico

(4,45%) e menor reducdo do pH do meio (4,59).
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Os niveis de dicetonas vicinais obtidos (2,3-pentanodiona e 2, 3-butanodiona
ou diacetil) foram menores de que o limite de percepcdo Threshold para lagers (0,1
ppm), independentemente de as linhagens serem selvagens ou padrao (WBO06°®
Fermentis). A concentracdo desse grupo de substancias é tida pelo mestre cervejeiro
como uma medida objetiva do grau de maturacdo da cerveja em processo, servindo

como parametro qualitativo de liberacdo pelo Controle de Qualidade.

3.1.4.2 Caracterizacdo de volateis produzidos durante fermentacao

Tabela 3.12 Perfil de volateis obtidos por Cromatografia gasosa (GC) para cervejas de interesse
sensorial

Subprodutos da fermentacdo (mg/L)

LBGA-01 287 Hv8 WB06°®

Acetaldeido 27,633 6,732 9,158 6,762

DMS 0,222 0,226 0,272 0,375
Acetato de etila 25,561 17,463 21,439 44,975
Acetato de isoamila 1,430 1,155 1,410 3,071
Hexanoato de etila 0,178 0,272 0,366 0,341
Z Esteres 27,169 18,890 23,215 48,387
Isobutanol 44,819 18,069 21,512 33,560
n-Propanol 73,320 51,958 57,954 338,994
Alcool isoamilico 91,869 54,335 64,718 111,929
Z e 210,008 124,362 144,184 484,483

Nota: Resultados obtidos por GC em cerveja apés maturagao (10 dias a 10 °C) e lagering (7 dias a 0 °C).
Fone: O préprio autor

Alcoois superiores s3o os compostos sensoriais mais abundantes presentes na
cerveja (Pires et al., 2014). Resultantes do metabolismo de absorcdo de diversos
aminodcidos, essas substancias sdao reconhecidas por conferir notas aromaticas que
remetem a solvente, alcéolico e banana a cerveja. O conteldo obtido por GC mostrou
grande amplitude para substancia n-Propanol, variando de uma maxima concentracao
de 338,994 mg/L, no padrdao comercial WB06®, até o valor de 51,598 mg/L para a

linhagem 287, menor patamar observado. Todas as linhagens, portanto, apresentaram
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concentracdo abaixo do limiar de percepcdo. Com excec¢do da linhagem 287, ambas
LBGA-01 e Hv8 apresentaram concentra¢des acima do Limiar de deteccdo (Threshold)
para Alcool Isoamilico (50 a 65 ppm). O mesmo sucedeu para a linhagem controle
comercial WB06®, com 111,929 mg/L. Esse composto confere, individualmente, aroma
frutado e alcdolico ao produto acabado, muito comumente encontrado nos exemplares
de cerveja de trigo Weissbiers obtidas com fermentacdes a partir de WB06®. Em resumo,
as linhagens testadas produziram de % a % da concentracdo do somatdrio de alcoois
superiores exibidos pelo padrdao comercial.

Considerados off flavors, acetaldeido e dicetonas vicinais fazem parte do pool/
de substancias responsaveis pelo carater imaturo da cerveja recém produzida, ou green
beer (Meier-Dornberg et al., 2017b). Se por um lado as concentra¢Ges de dicetonas
vicinais apresentaram-se abaixo do limite de percepg¢do aromatica (Tabela 3.11), no
tocante ao componente acetaldeido a linhagem LBGA-01 foi a Unica a apresentar valores
acima do limiar de detecgdo (threshold) de 25 mg/L. Aromas de “grama cortada” e
“maca verde” estdo associados a esse composto carbonilico, quando acima do limiar de
percepcao.

A concentragcao de DMS (dimetil sulfureto) na cerveja varia normalmente entre
0,01 e 0,15 mg/L (Andrion, 2022), significativamente produzido no mosto cervejeiro nas
etapas quentes da Fervura e Decantacao (Whirpool). Acima do limite de percep¢ao
(0,025 mg/L) essa substancia confere aromas de legumes cozidos ou milho a cerveja.
Todas as cepas, especialmente a linhagem comercial, apresentaram valores de DMS
acima da faixa normalmente praticada. Esse ponto deverd ser mais bem elucidado na
proxima fase do trabalho (scale up com mix de fermento de interesse sensorial),
atentando-se para uma fervura do mosto mais intensa e menor tempo de resfriamento

do mosto cervejeiro.
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3.1.5 Andlise da expressao génica

Como exposto no Item 2.4, amostras para avaliacdo da expressao génica foram
coletadas na etapa de microfermentacdo de cervejas e seus resultados podem ser
visualizados na Figura 3.14.

Os genes GPD1 e GPD2 tiveram expressdoes aumentadas a 24 horas para as
linhagens Hb1 e Hv8. Esses genes codificam para enzimas-chave na sintese de glicerol,
importante substancia quando do crescimento celular em meios estressantes
(Mandujano, 2019). Apesar de um menor rendimento alcéolico e uma maior
concentracdo de glicerol serem esperados para essas linhagens, a Tabela 3.3 mostra
gue, com excecdo do padrao comercial WB06®, os teores alcdolicos para ambas cepas
ndo diferenciaram significativamente das demais linhagens. Os teores de glicerol
figuraram dentre as menores concentracgdes analisadas, indicando a auséncia de desvio
de rota durante a obtencdo das cervejas.

Complementarmente, expressoes elevadas no momento Ti (24 horas) de ADR1
foram obtidas para as linhagens LGBA-288, Hv8 e LBGA-01, decrescentes nessa ordem.
Esse gene expressa enzima necessaria para transcricdo do gene ADH2, relacionado com
o consumo de etanol em acetaldeido. Contudo, como dito anteriormente, todas
linhagens alcangaram teores alcéolicos similares entre si, ndo sugerindo desvio de
etanol a acetaldeido.

ADH1 é outro gene importante e relacionado com o rendimento alcdolico
fermentativo. Sua expressao mostrou-se elevada com 216 horas para as linhagens LBGA-
01 e WBO06®. Possivelmente, a maior expressdo desse gene associado a maior
capacidade de assimilagdo de agucares do mosto cervejeiro pela linhagem comercial
WBO06® (maltose e maltrotriose) justifiquem o 6timo rendimento alcéolico observado
para essa linhagem (Tabela 3.3). E também para ser notado o fato dessas duas linhagens
atingirem os maiores tempos de fermentacdao com 216 horas, conforme pode ser
observado na Figura 3.13.

Quando as expressdes dos genes ALD4 e ALD6 sdo analisadas, as linhagens
LBGA-287, Hv8 e LBGA-01 mostram as maiores atividades, decrescentes nessa ordem,

para o inicio do processo fermentativo (Ti). Interessantemente, a linhagem WB06®
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manteve o nivel de expressdo ao longo do processo fermentativo (216 horas), o que
poderia explicar o fato de seu produto acabado apresentar o maior teor de acetato em
relacdo as demais linhagens (Tabela 3.3). Adicionalmente, durante a fase de maturacao,
uma investigacdo futura poderia avaliar se o acetato estaria se acumulando, visto que
essa cepa é conhecida por sua baixa capacidade de sedimentacdo e elevado poder
acidificante.

O gene HXT1, responsavel pelo transporte de glicose e frutose, apresentou-se
ativo no inicio da fermentacdo para todas as cepas, em concordancia com a maior
concentracdo de glicose nesse periodo. As cepas WB06® e Hv8 exibiram ainda alguma
atividade para esse gene no tempo 216 h.

MAL31 — responsavel pela permeabilidade celular a maltose (Andrion, 2022) —
apresentou atividade desde o inicio do processo fermentativo (Ti), mesmo que na
presenca de glicose, corroborando o fato de que todas as linhagens apresentaram um
bom rendimento alcéolico e um tempo de processo adequado (216 h), sem prejuizos
guanto ao transporte de maltose para o interior celular.

A expressdo dos genes PAD1 e FDC1 propiciam rotas bioquimicas que
resultardo na obtencdo de 4-VG, responsavel pelos aromas fendlico e cravo na cerveja.
Niveis elevados de expressao estdo associados a linhagens pouco evoluidas (Gallone et
al., 2016; Andrion, 2022). A Figura 3.14 mostra expressao génica no tempo inicial (Ti 24
h) para todas as linhagens investigadas, inclusive acima do controle POF+ WBO06°®. Tal
fato confirma a expectativa de obtencdo de cervejas com o atributo sensorial
“condimentado”, uma vez que as leveduras estudadas ndo pertencem ao ambiente
cervejeiro.

Os niveis de expressdao do gene BDH1 nas primeiras horas de processo para
todas as linhagens sugerem um desvio de rota de 2,3-butanodiol a acetoina e diacetil.
Enquanto a primeira substancia quimica (acetoina) ndo apresenta prejuizo sensorial a
bebida, o diacetil é facilmente perceptivel (limiar de detec¢do de 0,1 ppm) e confere o
atributo de manteiga rancosa ao produto. (Mandujano, 2019). Durante a etapa de
obtencdo de cervejas com linhagens para interesse sensorial os niveis de diacetil

deverdo ser avaliados para verificar-se essa expectativa.
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Figura 3.14 Comparacdo dos niveis de expressao relativa de genes relacionados a eficiéncia
fermentativa (A), metabolismo de agucares (B) e producdo de aromas (C) durante microfermentacdo de
cervejas. As amostras foram analisadas nos tempos Ti: tempo inicial da fermentagdo, 24 horas apds
inéculo e Tf: final do processo apds 216 horas do mosto ter recebido o inéculo de fermento. WB06® foi
utilizada como padrdo comercial. Fonte: O préprio autor.
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3.1.6 Perfil sensorial das cervejas

Dois painéis de avaliadores foram estabelecidos para avaliacdo sensorial das
cervejas obtidas com as cepas pré-selecionadas. O primeiro — designado Painel
Profissional “PP” - formado por 7 (sete) avaliadores treinados e com larga experiéncia
em avaliacdo sensorial de cervejas, grupo formado integralmente por Beer Sommeliers
da cidade de Sao Carlos, SP. O segundo — designado Painel Leigo “PL” — formado por
pelo menos 20 participantes, leigos e sem experiéncia descritiva para atributos
gualitativos de cerveja.

Dois testes sensoriais foram conduzidos, iniciando-se com uma avaliacdo
sensorial descritiva pelo painel profissional “PP”, seguida de um teste triangular, pelo
painel leigo “PL”, para determinacdo de possiveis diferencas significativas entres as
cervejas avaliadas.

Para avaliacdo descritiva, os panelistas profissionais foram solicitados

o, 7

descrever 7 categorias especificas: “floral”, “frutado ou fruity”, “citrico ou citric”,
“condimentado ou spicy”, para aromas e “corpo ou body”, “acid ou acido” e qualidade
do “retrogosto ou aftertaste”, para sabores. As intensidades deveriam ser descritas em
uma escala de 0 (zero) para nenhuma percepg¢do a 10 (dez) para extrema detecgdo do
atributo julgado. A Figura 3.15 contém o grafico aranha obtido a partir das médias de

atributos qualitativos para as cervejas avaliadas:
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Figura 3.15 Grafico aranha a partir das médias das intensidades para os diversos atributos qualitativos.
Linhagens de interesse: LBGA-01, 287 e Hv8. Linhagem comercial: WB06® Fermentis. Os atributos
“Corpo”, “Citrico” e “Floral” ndo apresentaram diferenca significativa estatisticamente (ANOVA, p<0,05).

Fonte: O préprio autor.

|n

Os perfis aromaticos observados para as 4 linhagens mostram-se de maneira
similar entre si. Um tripé com os vértices “condimentado”, “retrogosto” e “frutado”
pode ser observado. As trés linhagens em estudo produziram cervejas de baixa
intensidade nos quesitos “corpo”, “floral”, “citrico” e “acidez”, comportamento
semelhante ao padrao comercial utilizado.

Quando analisados individualmente os atributos, a maior intensidade pontuada
foi para “condimentado”, com destaque para a linhagem comercial WBO06S®,
decrescendo para a cerveja obtida com a cepa LBGA-01 até uma minima percepgao
aromatica nas linhagens 287 e Hv8. Interessantemente, esses resultados estdo de
acordo com a caracterizacao POF* recebida por todas as linhagens conforme Tabela 3.7.

Com relagdo ao retrogosto, os avaliadores foram solicitados avaliarem a
gualidade do atributo mediante percepg¢ao da sensa¢ao causada no palato e garganta
instantes apds seu consumo. O perfil observado foi muito similar para as diversas
cervejas, com destaque para WB06®. Quando os painelistas foram arguidos quanto ao
atributo “frutado”, a maior percepcao demonstrada foi para a linhagem comercial
WBO06° frente as demais.

Todas as linhagens conduziram a obtencao de cervejas com grau de atenuacao

satisfatdrios, corroborando o fato de todas terem recebido pontuacdo de corpo médio,
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médio-baixo. Aos atributos “citrico”, “floral” e “acidez” foram atribuidas pontuacdes
similares entre as diversas cervejas obtidas, com intensidades menores que 4,6.

O método de Andlise dos Componentes Principais (PCA) foi aplicado com
objetivo de se criar um perfil sensorial multidimensional. Esse método consiste na
combinagao de muitos dados em novos componentes, baseado na variancia e
correlacdo dentro de um conjunto especifico de dados (Bellut, et al., 2018). Inicialmente,
Analise de Variancia (ANOVA) foi realizada de maneira a descartar os atributos sensoriais
sem diferenca estatistica significativa (Anexo E). A utilizacdo desses dados distorceria o
produto da PCA. Dos 7 atributos avaliados pelos panelistas durante o julgamento,
“floral”, “citrico” e “corpo” apresentaram valor de P superior a 0,05 ou F calculado
superior ao F critico, no teste F: Esses atributos ndo constituiram, portanto, o conjunto
de dados da PCA.

A Figura 3.16 compila os vetores para os atributos sensoriais. A distribuicdo é
explicada pelos dois primeiros componentes: “Dim 1” e “Dim 2”. A primeira dimensdo
foi contribuida positivamente por “condimentado” e “frutado”. “Dim 2” foi contribuida
positivamente pelo vetor “acidez” e negativamente por “retrogosto”. Nesse modelo,
angulos agudos entre dois vetores correspondem a relagdes positivas entre as variaveis,
como exemplo “acidez” e “condimentado”. Angulos retos evidenciam varidveis sem
relacdo entre si, como “condimentado” e “retrogosto”, enquanto angulos obtusos

refletem relagdes negativas entre os vetores, como “acidez” e “retrogosto”.



113

Componentes Principais Variaveis

Dim 2 (26.68%)

0.5

Condimentgdo

Ctr

26
[ e e e 25
24
23

-0.5

-1.0

-1.0 -05 0.0 05 1.0
Dim 1 (45.83%)

Figura 3.16 Mapa de vetores para diversos fatores da Analise de Componentes Principais da analise
sensorial de cervejas de interesse. Somente fatores com valor p no teste F menor que 0,05 foram
considerados. Fonte: O préprio autor.

A Figura 3.17 mostra o produto da metodologia das elipses de confianga. Nesse
modelo, cada linhagem é representada por uma elipse (a = 0,05), disposta em fungao
dos julgamentos dos panelistas. Ou seja, quanto mais bem separadas as elipses, maior
o poder discriminatério dos julgadores.

O padrao comercial WB06® pode ser claramente discernido das demais
cervejas obtidas com linhagens de interesse, posicionando-se em dire¢dao dos vetores
condimentado e frutado. A sobreposicao das elipses para as cepas estudadas (LBGA-01,
287 e Hv8) aponta para a impossibilidade de discernimento completo pelos julgadores
entre essas. O valor médio para o atributo “condimentado” da linhagem LBGA-01
(Tabela 4, Anexo E) refletiu no PCA, onde uma suave inclinacdo de sua elipse é notada
em direcdo ao vetor correspondente. Ao mesmo tempo, sua disposicao “achatada’ é
efeito de suas menores médias relativas para os atributos acidez e retrogosto.

Semelhantemente, a cepa 287 teve sua elipse projetada em direcdo ao vetor retrogosto,
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correspondendo a sua maior média atribuida durante os julgamentos. Hv8, por sua vez,
se “alongou” na “Dim 2”, corroborando para os julgamentos recebidos com maiores

médias nos atributos acidez e retrogosto.

Elipses de Confianga para Pontos Médios
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Dim 1 (45.83%)
Figura 3.17 Pontos médios com elipses de confianga (a = 0,05) para Analise de Componentes Principais

(PCA) para cervejas de interesse sensorial: Linhagens estudadas: 287, Hv8 e LBGA-01. Referéncia
comercial: WB06® Fermentis. Fonte: O proéprio autor.
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Finalmente, o Teste triangular foi aplicado seguindo as diretrizes da NBR 12995
(ABNT, 1993), com objetivo de se avaliar possiveis diferencas significativas, par a par,
mediante a participacdo de 20 participantes diversos (painel leigo). Ao painel foi
solicitado, a partir de um conjunto de 3 amostras, indicar qual amostra diferiria das
demais duas idénticas. Para isso, cada cerveja proveniente de cada linhagem foi testada
contra outra, segundo a Tabela 2.6.

Como relatado anteriormente por Meier-Dérnberger et al. (2017a), a aplicacdo
de determinada linhagem estd associada a obtencdao de um produto final com
caracteristicas sensoriais satisfatorias, as quais sao produto dos varios subprodutos da
fermentacdo e possiveis efeitos sinérgicos. Por essa razdao, tornou-se necessario a

elucidacao completa, através de um teste triangular, para investigar possiveis diferencas
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entre as cervejas obtidas com as linhagens do estudo entre si ou mesmo entre o padrao
comercial.

Como pode ser notado na Tabela 3.13, 2 pares de linhagens ndo puderam ser
claramente discernidos pelos panelistas (LBGA-01 versus 287 e 287 versus Hv8). Os
resultados observados corroboram aqueles apontados na PCA, Figura 3.17, no que diz
respeito ao elevado poder discriminatério das linhagens de estudo contra a cepa
comercial WB06®. Ou seja, todos pares LBGA-01, 287 e Hv8 versus WB06® mostraram
diferenca significativa perceptivel. Contrariamente ao produto do teste triangular, a
metodologia de PCA por meio das elipses de confianca, demonstrou pouca capacidade
de discernimento pelo painel treinado quando avaliadas cervejas obtidas com as trés
linhagens de interesse. Somente os pares LBGA-01 versus 287 e 287 versus Hv8 foram
considerados diferentes a partir do teste triangular aplicado. A diferenca entre os
resultados obtidos pelas duas metodologias poderia ser explicada pelo fato das
linhagens LBGA-01 e Hv8 terem recebido pontuagbes médias no atributo
“condimentado” relativamente distintas (Figura 3.15). Esse atributo poderia ter carater

predominante no buqué aromatico da cerveja final.

Tabela 3.13 Teste triangular para cervejas obtidas com linhagens investigadas

Teste Triangular

Linhagem de interesse Avaliadores IdentificagBes certas
Simples Dupla Total Acertos % Significancia
LBGA-01 287 20 6 30 NS
LBGA-01 Hv8 20 16 80 S
LBGA-01 WBO06 20 14 70 S

287 Hv8 20 11 55 NS

287 WBO06 20 18 90 S

Hv8 WBO06 20 16 80 S

Nota: Numero minimo de julgamentos corretos necessarios para atestar diferenca significativa
conforme Anexo C (P< 0,05). Fonte: O prdprio autor
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3.2 Caracteriza¢dao de mixes de fermentos e desenvolvimento de um Scale up

industrial

Como dito anteriormente, o presente trabalho teve como estratégia a
utilizacdo da linhagem de maior potencial dentre as cinco investigadas para composicao
de um blend com a levedura padrdao comercial WB06® (indculo misto simultaneo).

As caracteristicas fisico-quimicas dos produtos obtidos mediante as trés cepas
investigadas (Item 3.1.4.1) mostraram concentracoes dentro de faixas aceitdveis para os
diversos subprodutos da fermentacdo. A linhagem 287, todavia, se destacou por sua
maior capacidade de metabolizacdo de maltose e maior grau de atenuacdo aparente,
resultando em maior producao alcdolica em relagdo as demais cepas investigadas. Essa
linhagem necessitou de um menor tempo para promog¢do da fermentacdo primaria,
comparada ao controle comercial (WB06®). Todas as cepas do estudo mostraram
concentracOes de dicetonas vicinais, acidos organicos e glicerol dentro de faixas
aceitaveis.

Quando os atributos de qualidade relativos aos volateis e ao perfil sensorial das
cervejas sdo levados em consideracdo (ltens 3.4.1.2 e 3.4.1.3), os dados obtidos por
cromatografia gasosa mostram uma menor formacdo de volateis para as linhagens de
interesse em relagdao ao padrao comercial WB06®. Novamente se destaca a cepa 287
com as menores concentragdes de ésteres e alcoois superiores totais, além de um maior
valor observado para o pH do produto final. Muito possivelmente, o perfil analitico
aromatico encontrado explica, em partes, por que no teste triangular, todas linhagens
investigadas se diferenciassem estatisticamente do controle comercial. Paralelamente,
o teste sensorial descritivo classificou a linhagem WB06® com as maiores pontuacgdes
para o tripé comum entre as cervejas obtidas, “condimentado”, “frutado” e
“retrogosto”.

Dessa forma, o inéculo misto (WB06® & 287) foi delineado, esperando-se obter
um produto final equilibrado e complexo, com énfase no atributo “condimentado”. O
fato da linhagem 287 ter apresentado um perfil mais restrito nas concentragdes de
volateis poderia contribuir para uma impressdo sensorial global menos acentuada.

Possivelmente, essa estratégia permitird que esse blend de leveduras possa ser
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empregado para varios outros estilos de cerveja como Belgian Blond Ale, Dunkelweizen
(cerveja escura de trigo), ou outros estilos que demandam perfil condimentado mais
contido. Ao mesmo tempo, a cepa WBO06® traria para o conjunto um reforco do carater
frutado e a garantia do consumo adequado dos aculcares fermentesciveis, incluindo a
maltotriose.

A utilizacdo de um blend 287/WB06® seria, ao mesmo tempo, uma forma de
reduzir a queda acentuada no pH do produto final quando da utilizacdo Unica da cepa
comercial WB06 (ApH > 1,2). Essa linhagem, de grande aplicacdo comercial atualmente,
é conhecida por sua atenuacdo agressiva, altos niveis de producdo de acidos organicos,
0 que promove, em algumas aplicacOes industriais, a percep¢do de acidez elevada que
remete a contaminacao pelo género Lactobacillus. Além disso, a linhagem 287 foi a que
apresentou maior atenuagao aparente (%), consequentemente, maior produgdo de
etanol (% v/v) dentre as demais cepas, conforme Tabela 3.11.

Para investigacdo da melhor proporgio entre cepas (investigada/comercial), 40
mL de mosto lupulado 12,0°P foram transferidos para tubos conicos tipo Falcon® de 50
mL, em sextuplicata. Em cada tubo foram inoculados 6 x 107 células/mL correspondente
a proporc¢ao entre linhagens conforme:

P1: 100% Linhagem investigada escolhida;

P2: 80% Linhagem investigada escolhida & 20% Linhagem comercial WB06®;
P3: 60% Linhagem investigada escolhida & 40% Linhagem comercial WB06®;
P4: 50% Linhagem investigada escolhida & 50% Linhagem comercial WB06°;
P5: 40% Linhagem investigada escolhida & 60% Linhagem comercial WB06¢®;
P6: 20% Linhagem investigada escolhida & 80% Linhagem comercial WB06®;
P7: 100% Linhagem comercial WB06°®.

A figura 3.18 resume os dados de densidade ao longo de 240 horas de processo,
em que é claramente visivel um maior valor de agUcares residuais para a linhagem 287
(P1 100% 287) ao passo que a cepa de referéncia comercial WB06® exibe um dos
menores valores de extrato final (P7 100% WBO06®). A propor¢do 50/50 entre 287 e

WBO06® apresentou valores médios de atuacdo, exibindo cinética de processo muito
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proximo das demais e, por isso, foi tomada como proporcao do inéculo misto para

utilizacdo na etapa de scale up.
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Figura 3.18 Evolugdo do extrato a partir de mosto de cevada 12°P durante processo fermentativo
conduzido a 20 °C para as seguintes propor¢des entre cepas: P1 (100% LBGA 287), P2 (80% LBGA 287 &
20% WBO06®),P3 (60% LBGA 287 & 40% WB06®), P4 (50% LBGA 287 & 50% WBO06®), P5 (40% LBGA 287 &
60% WB06®), P6 (20% LBGA 287 & 80% WB06®) e P7 (100% WBO06®) nos tempos de 0 a 240 horas.
Fonte: o préprio autor

A obtencdo das cervejas em escala piloto (45 litros) foi realizada conforme
adaptacdo dos itens 2.7, 2.7.1 e 2.7.2 e os resultados fisico-quimicos podem ser

encontrados na Tabela 3.14 a seguir:
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Tabela 3.14 Caracteristicas das cervejas produzidas em Scale up pelas linhagens indculo misto
(P4) e WB06°® (P7)

P4 (287/WB06°) WB06°®
Analises Inicial Final Inicial Final
Extrato (°P) 12,20+0,05 2,31+0,05 12,20+0,05 2,31+0,05

Densidade (g/cm3®) | 1,049+0,001 1,009+0,001 1,049+0,001 | 1,009+0,001

Etanol (% v/v) - 5,330,1 - 5,3310,1

pH 5,15+0,05 4,24+0,05 5,15+0,05 4,10+0,05

Nota: Fonte: O préprio autor

Conforme pode ser visto na Tabela 3.14, o valor o pH da cerveja obtida com o
mix de fermentos (4,24+0,05) foi ligeiramente maior daquele obtido somente com a
cepa comercial WB06® (4,1040,05). Essas medidas vao de encontro a estratégia descrita
anteriormente, objetivando uma cerveja final mais equilibrada em termos de acidez
perceptivel.

Sequencialmente o teste triangular foi aplicado seguindo as diretrizes da NBR
12995 (ABNT, 1993), com objetivo de se avaliar possiveis diferencas significativas,
contando com 20 participantes diversos (painel leigo). Ao painel foi solicitado, a partir
de um conjunto de 3 amostras, indicar qual amostra diferiria das demais duas idénticas.

Como pode ser notado na Tabela 3.15, os panelistas ndao puderam discernir
entre as cervejas obtidas com o inéculo misto (P4) daquelas fermentadas com a levedura

comercial WB06®, ao nivel de 0,1% de significancia:

Tabela 3.15 Teste triangular para cervejas obtidas apds scale up

Teste Triangular

Linhagem de interesse Avaliadores Identificacdes certas
Simples Dupla Total Acertos % Significancia
P4 P7 20 6 30 NS

Nota: P4 refere-se ao indculo misto (50/50 287/WB06®); P7 refere-se a 100% controle comercial
WBO06©®. Fonte: O prdprio autor

A Figura 3.19 contém o grafico aranha obtido a partir das médias de atributos
gualitativos para as cervejas avaliadas por painel treinado:
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Figura 3.19 - Grafico aranha a partir das médias das intensidades para os diversos atributos qualitativos.
Mix de interesse (P4) versus Linhagem comercial WB06® Fermentis (P7). Ndo ha diferenca estatistica

significativa entre os atributos avaliados. (ANOVA, p<0,05). Fonte: O préprio autor.

Ainda que ndo nenhuma diferenca estatistica fosse apontada entre as cervejas
obtidas (Dunkelweizen 45 litros), ao painel de avaliadores profissionais (PF) foi solicitada
a avaliagdo de sete atributos sensoriais. Como pode ser observado na Figura 3.19, os
julgamentos corroboram o teste triangular, caracterizando, adicionalmente, as
percepg¢des sensoriais de cada cerveja, para um painel treinado.

As maiores intensidades pontuadas foram para “condimentado” e qualidade

|”

do “retrogosto”, ao passo que “floral” e “citrico” foram caracteristicas de pouca
percepgao olfativa.

Por fim, o teste de preferéncia foi aplicado a fim de se investigar como o
produto se comportaria perante o consumidor comum de cervejas. O experimento foi
realizado com consumidores nao treinados e em escala piloto ou laboratorial, ou seja,
sob condig¢des controladas, com faixa de 25 a 50 julgamentos. Conforme tabela 3.16, os
consumidores preferiram a amostra P4 feita com mix de fermentos (LBGA-287 & WB06®
a P7 (fermentada somente com a levedura comercial WB06®).

Tal resultado levanta questdes como a completa representatividade dos 7

atributos solicitados ao painel profissional, assim como o efeito sinérgico de tais
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atributos na percepcao da bebida como um todo. Outro ponto a ser melhor entendido
é se, ao longo da maturacdo, a expressao tardia de alguns genes poderia trazer alterar
as caracteristicas fisico-quimicas a ponto de representar um produto de melhor
aceitacdo perante o consumidor final. O teste de preferéncia aconteceu

aproximadamente 2 semanas apds o teste triangular.

Tabela 3.16 Teste de preferéncia para cervejas obtidas na fase de scale up

Teste Preferéncia
Linhagens: P4 P7 Total Diferenca % Significancia
Julgamentos: 20 5 25 20 80 S
Nota: P4 refere-se ao inéculo misto (50/50 287/WBO06®); P7 refere-se a 100% controle comercial WB06®.
Fonte: O préprio autor
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4. Capitulo 4 — Conclusdes

O presente trabalho caracterizou cinco linhagens selvagens de Saccharomyces
cerevisiae provenientes das industrias de bioetanol e ambiente de fabricacdo de vinhos,
gue apresentaram, em maior ou menor nivel, compatibilidade a aplicacdo no processo

de fabricagao de cervejas.

Todas as leveduras apresentaram capacidade de assimilacdo de maltose, acucar
fundamental do mosto cervejeiro, em niveis similares aos padrées comerciais utilizados.
Os ensaios de crescimento em extrato de malte 2% mostraram que todas as linhagens
conseguiram se multiplicar em niveis similares as linhagens comerciais, tendo as cepas
LBGA-01 e Hv-8 exibido, nesse meio complexo, o maior e menor platd de crescimento,
respectivamente. Quando submetidas a condicdo de elevada pressdo osmética (Extrato
malte 20° e 25°P), as linhagens investigadas ndo tiveram seu crescimento

comprometido, semelhantemente ao perfil de crescimento dos padrdes industriais.

Para as concentracdes de Etanol a 5 e 10% (v/v), assim como quando testadas
em meios compostos por uma combinacdo resinas de |Upulo e etanol, todas leveduras
avaliadas apresentaram ritmo de crescimento sutilmente diminuido, contudo
semelhante ao comportamento observado para os padrées comerciais. Dessa forma,
pode-se inferir que as células em suspensdo promoverao as transformacgdes bioquimicas
necessdrias na cerveja imediatamente apds a fermentagdo primaria (green beer),
conduzindo a uma bebida maturada dentro dos padrdes de qualidade sensoriais

necessarios para a bebida industrial.

Com relacdo aos aspectos tecnolégicos formacdo de espuma e capacidade de
floculagdo, as leveduras investigadas se comportaram de maneira semelhante as cepas
industriais. Dessa forma, espumamento excessivos ndao sao esperados quando da
aplicacdo dessas leveduras industrialmente, assim como a obtencgao de cervejas verdes
(green beer) com numero aceitavel de células em suspensdo, dispensando métodos

mais sofisticados e dispendiosos como o uso de centrifugas industriais.

A cinética fermentativa, o tempo de fermentacdo, o grau de atenuagdo aparente

e a reducdo do pH da cerveja foram acompanhados e utilizados como drivers para o
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screening de cepas de maior potencial fermentativo. Todas cinco cepas investigadas
mostraram capacidade de fermentacdo de maltose (entre 89,60+4,52 e 99,04+4,52%),
porém baixo poder de assimilacdo de maltotriose (entre 11,76+1,07 e 24,17+1,30%).
Tais niveis de assimilacdo dos principais aclcares do mosto cervejeiro podem explicar
os graus de atenuacdo aparente e cinéticas de fermentacdo obtidos, todos semelhantes

ao padrao comercial S04® porém inferiores a levedura WB06°.

A linhagem investigada Hv-8 e o padrdao comercial WB06® detiveram as maiores
capacidade de acidificacdo do mosto cervejeiro (ApH 1,2). Todavia, todas linhagens
mostraram dinamica de reducdo do pH similares aos dados encontrados na literatura
(Loh, Li Xuan, et al., 2021; Bellut, Konstantin, et al., 2019; Meier-Dérnberg et al., 2017a),

com pH minimo alcancado ao término da fermentacdo primaria.

Cervejas foram obtidas a partir das linhagens LBGA-01, 287, Hv8 e
WB6®(referéncia) e foram analisadas sensorialmente por painéis sensoriais profissional
e leigo. No teste triangular, a cerveja obtida com a levedura comercial WB06® mostrou
diferenca significativa quando comparara par a par com as linhagens-teste. Quando
aplicado o teste descritivo, dos sete atributos sensoriais solicitados aos avaliadores
profissionais, apenas quatro exibiram diferencas significativas, a saber acidez,
retrogosto, frutado e condimentado. WB06® exibiu pontuagao superior para todas essas
dimensdes, corroborando para o fato dessa levedura ja ter passado por processos de
adaptacdao no ambiente cervejeiro, ao contrario das linhagens selvagens avaliadas nesse

estudo.

Adicionalmente, as técnicas de HPLC e CG foram aplicadas para avaliacdo de
metabdlitos e volateis de maior importancia. As diferencas observadas para os diversos
atributos ndo mostram valores de off flavors ou deficiéncias metabdlicas que
comprometam o emprego industrial das linhagens em estudo em cervejarias. Ao mesmo
tempo, os resultados obtidos auxiliaram na escolha da uma melhor cepa para

prosseguimento da fase de scale up industrial, a saber a linhagem 287.
Cervejas finais foram obtidas mediante scale up e utilizagcdo de indculo misto de

fermentos de interesse, resultando em produtos com caracteristica fisico-quimicas

similares e sensorialmente idénticos.
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4.1 Perspectivas futuras

As estratégias planejadas e estabelecidas nesse trabalho poderdao ser
empregadas para na conducdo de investigacOes genéticas e fenotipicas para novas

linhagens de interesse na producao cervejeira.
As préximas etapas desse trabalho compreendem:

° Sequenciamento do genoma da linhagem de interesse 287, possibilitando a
edicdo genética por CRISPR-Cas9 de genes alvos indesejaveis, como aqueles
envolvidos na geracdo do fendétipo POF;

e Prosseguimento com a estratégia de evolucdo dirigida para a linhagem 287
objetivando sua utilizacdo na indUstria cervejeira, assim como a realizacdo de
experimentos de genoma e transcriptoma visando-se entender quais
modificacOes foram alcancadas e sua significancia;

e Continuidade dos esforcos para correlacdo entre métodos analiticos como HPLC,
GC e RMN, de maneira a promover a reducdo de esforcos na quantificacdo e
entendimento de comportamento das principais rotas bioquimicas da
fermentacdo de cerveja;

e Promogao de scale up industrial em microcervejarias mediante emprego de
volumes praticados normalmente pela industria cervejeira (250 litros e 1.000
litros) e avaliagdo:

a) das caracteristicas tecnoldgicas de interesse como floculagdo celular,
espumamento no Hoch Krdusen (maior atividade fermentativa) e
recuperac¢ao do fermento pés-fermentagdo primaria;

b) do perfil aromatico resultante da dindamica da fermentacdo em

recipientes cilindro-cénicos (fermentadores inox tipicos cervejeiros);

c) da resisténcia da linhagem empregada quanto a competicdo junto a

outros microrganismos, visto que o ambiente industrial ndo é asséptico;

d) da manutenc¢do da proporgdo inicial no inéculo misto simultaneo,
elucidando acerca da possibilidade ou ndo de reutilizacdo do fermento

recuperado pela industria.
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Anexos

Anexo A — PROTOCOLO PARA AVALIACAO DE ESTRESSORES EM MICROPLACAS 96
POCOS

EXPERIMENTO PARA AVALIAGAO DE ESTRESSORES EM LINHAGENS
SELECIONADAS PARA A PRODUGAO DE CERVEJA EM MICROPLACAS

LINHAGENS A SEREM UTILIZADAS
LBGAO1, LBGA287, LBGA288, Hv8, Hb1, SO4 (controle), WBO06 (controle)*
Primeiro experimento utilizar SO4 como controle — fazer duplicata

Segundo experimento utilizar WB06 como controle — fazer duplicata

MEIOS E SOLUGOES:

1. Preparar YPM 1,25 X (1,25% Extrato de levedura, 2,5% Peptona, e 2,5% de
maltose)*

Para 100 mL:

1,25g Extrato de levedura,

2,5g Peptona

2,5g de maltose

*Essa proporg¢ao serd realizada para que a concentragao final de maltose em

todos os experimentos seja de 2%

2. Preparar Solugao A:
Diluir a solugdo de iso-a-acido 9% (Barth-Haas, Nuremberg, Alemanha) na
proporgdo de 1:1000 com YPEM 2,5% (ao invés de agua ou etanol)

Preparar 5 mL:

5uL de solugdo de iso-a-acido 9%

5 mL de YEPD 2,5%

3. Preparar Solugao B:
Diluir a solugdo de iso-a-acido 9% (Barth-Haas, Nuremberg, Alemanha) na

proporgdo de 1:100 com YPEM 2,5% (ao invés de dgua ou etanol)



Preparar 2 mL:

10 pL de solugdo de iso-a-acido 9%

1,99 mL de YEPD 2,5%

EXPERIMENTO
Pré indculo

Fazer o pré indculo em 3 mL de YEPD e deixar overnight a 30 °C

Inéculo

Centrifugar os pre-indculos a 4000 RPMs por 3 minutos

Ressuspender em 3 mL de agua
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Medir a DOgoonm dos pré indculos e diluir com agua todas as linhagens para

DOsoonm =1 (usar agua como branco). Essa solugao serd utilizada na proporgao de 1:10

de modo que a DOggonm inicial seja de 0,1

O experimento sera realizado em duas temperaturas a saber: 20 e 30 °C. Dessa forma

os experimentos abaixo devem ser pipetados em 2 placas de acordo com a Figura 01

a seguir:
1 2 3 6 7 8 9 10 11 12 EXPERIMENTO
A |LBGA-01 |LBGA 287|LBGA 288| HV8 HbO1 S04 LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288 HV8 HbO1 S04 |CONTROLE YPEM 2%
B [LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288| HV8 HbO1 S04 LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288| HV8 Hb01 sS04 |ETANOL 5%
C |LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288 HV8 Hb01 S04 LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288| HV8 HbO1 S04 |ETANOL 10%
D |LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288 HV8 Hb01 S04 |LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288 HV8 HbO1 S04 |LUPULO 50 PPM
E [LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288| HV8 HbO1 S04 LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288 HV8 HbO1 S04 |LUPULO 90 PPM
F [LBGA-01 [LBGA 287|LBGA 288| HV8 Hbo1 S04 LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288| HV8 HbO1 sS04 |ETANOL 5% + 50 PPM LUPULO
G |LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288 HV8 HbO1 S04 LBGA-01 |LBGA 287(LBGA 288| HV8 HbO1 S04 [ETANOL 5% +90 PPM LUPULO
H MEIO DE CULTURA BRANCO

Figura 01 Delineamento experimento de crescimento celular em placas 96 pogos com disposi¢ao de linhagens de
interesse: LBGA-01, LBGA-287, LBGA-288, Hv8 e Hb1 e comerciais: S04 e WBO6R® (referéncia) em meio referéncia:
Controle YPEM 2% e agentes estressores: Etanol 5%, Etanol 10%, Lupulo 50 ppm, Lipulo 90 ppm e suas

combinagdes: Etanol 5% & Lupulo 50 ppm e Etanol 5% & Lupulo 90 ppm
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1. Fileira A - Avaliagao de crescimento em YPM 2% (controle)
Por poco de reacdo (120 uL), preparar:
#108 pLde meio YPM 1,25X — para 13 pocos (1404 uL de meio)

#12 plL de inéculo DO 1,0 - para 13 pogos (156 plL de inéculo)

2. Fileira B - Avaliagdo de crescimento em YPM 2%+ Etanol 5% (v/v)
Por poco de reacdo (120 uL), preparar:

# 6 L de etanol 99,5% (v/v) — para 13 pocos (78 pL de etanol)

# 102 pL de YPM 1,25X — para 13 pogos (1326 L de meio)

#12 plL de inéculo DO 1,0 -

3. Fileira C - Avaliacdo de crescimento em YPEM 2% + Etanol 10% (v/v)
Por poco de reacdo (120 uL), preparar:

# 12 pL de etanol 99,5% (v/v) — para 13 pocos (156 pL de etanol)

#96uL de YPM 1,25X — para 13 pogos (1248 pL de meio)

#12 pl de inéculo DO 1,0

4. Fileira D - Avaliagdo de crescimento em YPEM 2% + 50 ppm Iso-a-acido
Por pogo de reagdo (120 ulL), preparar:

# 68 L de Solugao A — para 13 pocos (884 L de solugdo A)

#40 pL de YPEM 1,25X (520 uL de meio)

#12 pLinéculo DO 1,0d

5. Fileira E- Avaliagao de crescimento em YPEM 2% + 90 ppm Iso-a-acido
Por poco de reacdo (120 ulL), preparar:

# 12 plL de Solugdo B — para 13 pocos (156 uL de solugdo B)

#96 uL de YPEM 1,25X (1248 plL de meio)

#12 pLinéculo DO 1,0



6. Fileira F - Avalia¢do de crescimento em YPEM 2% + Etanol 5% (v/v) e 50
ppm Iso-a-acido

Por poco de reacdo (120 uL), preparar:

# 6 L de etanol 99,5% (v/v) — para 13 pocos (78 pL de etanol)

# 68 uL de Solugao A — para 13 pocos (884 pL de solucdo A)

#34 pL de YPEM 1,25X (442 ulL de meio)

#12 pulinéculo DO 1,0

7. Fileira G - Avalia¢do de crescimento em YPEM 2% + Etanol 5% (v/v) e 90
ppm Iso-a-acido

Por pogo de reacdo (120 L), preparar:

# 6 uL de etanol 99,5% (v/v) — para 13 pocos (78 pL de etanol)

# 12 L de Solugao B — para 13 pocos (156 ulL de solugdo B)

#90 uL de YPEM 1,25X (1170 pL de meio)

#12 plL in6culo DO
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Anexo B — RECEITA DE MOSTO CERVEJEIRO INDUSTRIAL (SENSORIAL)

Mosto_cerveja_ufscar

Blonde Ale (18 A)

Type: All Grain Date: 01 May 2023

Batch Size: 50,00 L Brewer: Fish

Boil Size: 5708 L Asst Brewer:

Boil Time: G0 min Equipment: Single/esselJeferson
End of Boil Vol: 55,04 L Efficiency: T2.00 %

Final Bottling Vol: 42,00 L Est Mash Efficiency: 78.1 %
Fermentation: Ale, Single Stage Taste Rating: 20,0

Taste Nofes: Mosto definido para atender cervelas com objetivo de teste sensonal of
cepas teste: LGEAT [ 287 7 HvE / S04 [padréo comercial)

Prepare for Brewing

() Hydrata vesst with 8051,58 ml warm water and add optional 402.6 g of GoFenn

{2 Clean and Prepare Brewing Equipment
[ Total Water Meaded: 7160 L
[ hlash Water Acid: Mons
Water Prep
PPk Mame Type = [FlEU _ Wolume
135,88 L Munich, Germamy WWater 1 - -
12.21g Calgium Chiaride {Mash) Water Agent|2 |- -
Mazh or Steep Grainz
Mash Ingredients
PPk Mame Type = PRlBY  Volume
100000 g Pilsner {2 Row) Ger (3.8 EBC) Grain 3 B5.2% |8.52L
500,09 Carahell (Weyermann) (25,6 EBC) Grain |4 45%  |033L
Mash Sieps
L Step Step
Name IDescription Temperature Time
Amada Mosio Add 35,75 L of waterat 3.7 C 3B0C 2 min
Rep. proteolitico Heat to 52,0 C over 18 min 520C 20 min
Rep. Beta_amilass Heat to 88,0 C over 10 min G8.0C 45 min
Inativacdo enzimatica Heat to 78,0 C over 1 min 780C 10 min
([ Sparge Warer Acid: Mone
() Fiy sparge with 34,85 L water at 75,6 C
{2 Add water to achieve boil volume of 57,08 L
() Estimated pra-boil gravity &= 1,043 5G
Boil Ingredients
[Amt [Name [Type  JE  [%IBU  Wolume |
[30.00 g | Mandarina Bavaria [8.80 3] - Boil G0.0 min [Hop |5 [1491BUs|[- |

{2 Estimated Post Boil Veol: 35,04 L and Est Post Boil Gravity: 1,047 3¢
Cool and Transfer Worl

{2 Cool weort to fermentation temperanTs
({2 Transfer wort to fenmenter
{2 Add water if needed to achieve final vohmne of 50,00 L

Pitch Yeast and Measure Gravity and Volume

Fermeniation Ingredients

[Amt [Name [Type & I‘WIEU rnl'olume I

[12.5 pkg | Safrle English Ale (DCLFermentis £5-04) [23,66 mi] [reast [&

Figura 02 Receita de mosto para obtengdo cervejas para testes sensoriais — parte I. Fonte: O préprio autor. Obtida
mediante software: Beersmith 3 v.3.0.8
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{7 hlaasurs Acmal Originsl Gravity (Tarzet 1,047 3G)
{3 Meazmure Acmal Batch Volume (Target: 50,00 L)

Fermentation
{701 May 2023 - Primary Fenmentation (10,00 days at 20,0 C ending at 20,0 C)
{311 May 2023 - Secondary Fermentation (2,00 davs at 20,0 C ending at 22,0 C)
{313 May 2023 - Tertiary Fanmentation (7,00 days st 22,0 C anding at 10,0 C})

Dry Hop and Bottle/Keg

[ hzasurs Final Gravity: (Estimate: 1,013 505

(" Dare Bomled Kezzed” 20 May 2013 - Carbenation: Keg with 0,36 bar
(%) Aga beer for 7,00 davs & 100 C

(27 May 2023 - Drink and enjoy!

Figura 03 Receita de mosto para obtengdo cervejas para testes sensoriais — parte Il. Fonte: O préprio autor. Obtida
mediante software: Beersmith 3 v.3.0.8



Anexo C -TABELA COM NUMERO MINIMO DE JULGAMENTOS NECESSARIOS — TESTE

TRIANGULAR
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Tabela 01 Niumero minimo de respostas para que exista diferenca significativa entre amostras

— Teste Triangular para diversos niveis de probabilidade (a)

N° total de Niveis de probabilidade (a)
julgamentos
5% 4% 3% 2% 1% 0,5% 0,1%
5 4 5 5 5 5 5 -
6 5 5 5 5 6 6 -
7 5 6 6 6 6 7 7
8 6 6 6 6 7 7 8
9 6 7 7 7 7 8 8
10 7 7 7 7 8 8 9
11 7 7 8 8 8 9 10
12 8 8 8 8 9 9 10
13 8 8 9 9 9 10 11
14 9 9 9 9 10 10 11
15 9 9 10 10 10 11 12
16 9 10 10 10 11 11 12
17 10 10 10 11 11 12 13
18 10 11 11 11 12 12 13
19 11 11 11 12 12 13 14
20 11 11 12 12 13 13 14
21 12 12 13 13 13 14 15
22 12 12 13 13 14 14 15
23 12 13 13 13 14 15 16
24 13 13 14 14 15 15 16
25 13 14 14 14 15 16 17

Fonte: ABNT, NBR 12.995, 1993
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Anexo D — MODELO DE FICHA ORGANIZADORA PARA TESTE TRIANGULAR
FICHA DE CONTROLE

Tipo de teste: TRIANGULAR DATA: / /

PRODUTOS:

A: 543 785 (Exemplo)
B: 236 779 (Exemplo)

Tabela 02 Disposi¢gdo de amostras apresentadas ao painel sensorial de forma aleatéria e randomizada.
Amostras identificas sdo representadas por dois codigos distintos.

RESPOSTA
PROVADORES POSICAO DAS AMOSTRAS DO
PROVADOR
1- A (543) A (785) B (236)
2- A (785) B (779) A (543)
3- B A A
4- B B A
5- B A B
6- A A B
7- A B A
8- B A A
9- B B A
10- B A B
N° JULGAMENTOS
N° DE RESPOSTAS CORRETAS
OBSERVACOES:

Fonte: ABNT, NBR 12.995, 1993



Anexo E — Julgamentos sensoriais obtidos em Teste discriminatdrio por painel profissional (PP) e tratamento estatistico mediante ANOVA
Tabela 03 Resultados do Teste descritivo para julgamentos das Linhagens de interesse: LBGA-01, 287 e Hv8 e Linhagem de referéncia: WB06® Fermentis.

Atributos avaliados: “Frutado”, “Floral”, “Citrico”, “Condimentado”, “Acido”, “Retrogosto” e “Corpo”

Atributos
Julgador Linhagem Frutado Floral Citrico Condimentado | Acido Retrogosto | Corpo
1 LBGA-01 2 3 3 4 3 3 3
2 LBGA-01 6 1 0 4 3 4 4
3 LBGA-01 4 1 0 7 0 4 1
4 LBGA-01 4 0 0 7 5 6 3
5 LBGA-01 3 1 1 4 1 5 4
6 LBGA-01 5 3 5 7 2 4 5
7 LBGA-01 6 2 6 7 3 4 5
1 287 5 5 4 3 3 5 4
2 287 2 0 0 3 5 3 2
3 287 4 1 1 3 0 5 3
4 287 4 2 0 7 4 5 4
5 287 4 1 2 4 1 7 4
6 287 5 4 6 6 1 5 6
7 287 5 5 7 6 1 5 6

142
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Hv8

Hv8

Hv8

Hv8

Hv8

Hv8

Hv8

WBO06®

WB06°®

WB06°®

WB06°®

WB06°®

WB06°®

WBO06®

Fonte: O proprio autor




Tabela 04 Tabela de valores médios para julgamentos do painel profissional (PP) e tratamento estatistico por ANOVA
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Atributos
Linhagem Frutado Floral* Citrico* Condimentado Acido Retrogosto Corpo*
LBGA-01 4,286+1,496° 1,571+1,134 2,143+2,545 5,714+1,6042 2,429+1,618° 4,286+0,951° 3,571+1,397
287 4,143+1,069% 2,571+2,07 2,857+2,854 4,571+1,718% 5,000+1,155° 5,000+1,155° 4,143+1,464
Hv8 4,143+1,215%° 3,429+2,370 2,143+2,410 4,286+1,496%° 4,286+1,496° 5,000+1,4142 4,571+2,299
WB06°® 6,417+1,380¢ 3,000+1,826 2,857+3,078 7,286+1,1132 2,571+1,7182 6,143+0,899° 3,286+1,799
Valor P 0,00205 0,324090 0,922678 0,004045 0,025939 0,038495 0,540911
F calculado 6,612673 1,219672 0,159235 5,772486 3,682291 3,273584 0,735849
F critico 3,008786 3,008786 3,008786 3,008786 3,008786 3,008786 3,008786
Significancia S NS NS S S S NS

Nota: Julgamento de sete atributos: “Frutado”, “Floral”, “Citrico”, “Condimentado”, “Acido”, “Retrogosto” e “Corpo” para as linhagens de potencial sensorial: LBGA-
01, 287 e Hv8, além da linhagem comercial WB06® Fermentis. A cada coluna, resultados seguidos por pelo menos uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Valores sem letras correspondem a atributos sem diferenca estatistica pelo teste ANOVA a 5% de significancia. Resumo dos resultados do tesANEte ANOVA: S — Significante (F
calculado 2 F critico e/ou Valor p < 0,05); NS — N3o Significante (F calculado < F critico e Valor p 20,05). Fonte: O préprio autor
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Anexo F — Modelo de ficha utilizada para conducdo e coleta de julgamento
(Teste triangular)

TESTE TRIANGULAR

Nome: Data: / /

Prove as amostras da esquerda para a direita.
Duas amostras sdo iguais e uma é diferente.
Identifique com um circulo a amostra diferente.

Xxx yyy 222

Comentarios:
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Anexo G - SEQUENCIA DO ITS DAS LINHAGENS INVESTIGADAS
LINHAGEM “287”

>Contigl 287.fasta.screen.ace.2 from 59 to 670
CGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACG
GTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGA
GTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAAC
ACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTT
AAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTCAAACATTCTGTTTGGT
AGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATTTTTTTTTITTCC
AAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAA
CTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAA
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LINHAGEM “288”

>Contigl 288.fasta.screen.ace.2 from 61 t0689
GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATT
CCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACA
CTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT
AACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGG
AAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCT
GTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTT
TTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTT
TTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGAT
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LINHAGEM “Hb1”

>Contigl HB1.fasta.screen.ace.2 from 36 to 578
GCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAG
GCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAA
TTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCAT
TCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTC
AAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCCCATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA
GCGTCATTTCCTTTTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAAT
TGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTCCA
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LINHAGEM “Hv8"”

>Contigl HV8.fasta.screen.ace.2 from 643 to 1310
GCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAG
GCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAA
TTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCAT
TCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTITTGTC
AAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAAT
TGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAA
TGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACTGAGCGTATTG
GAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAG
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LINHAGEM COMERCIAL “S04” — PADRAO SACCHAROMYCES CEREVISIAE

>Contigl SOA4.fasta.screen.ace.2 from 50 to 649
AGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT
TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACAC
ACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCCGAGG
TAACAAACCCCAACAATTTTTTTTTTTCCTTAAATTTTTTTCAAAAACAAGAATTTTTGTAACTGG
AAATTTTAAAATTTTAAAAACTTTCAACAACGGATTTTTTGGTTTTTCCATCGATGAAGAACCCA
AGGAAATGGGATACGTAATTTGAATTGCAAAATTCCGGGAATCATTGAATTTTTGAACCCCCC
TTGCCCCCCTTGGTTTTCCCGGGGGCCTCCCTGTTTGGGGGTCATTTCCTTTTCAAACCTTTTTT
TTGGTAGGGAGGGATACTTTTTGGGGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCCTTGGATTTTTTT
TTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTT
ACCAACTGCGGCTAATCTI‘IT
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LINHAGEM CANDIDA SP. - PADRAO NAO SACCHAROMYCES CEREVISIAE

>Contigl CAN.fasta.screen.ace.2 from 20 to 495
TTTTCTTTGAAACAAACTTGCTTTGGCGGTGGGCCCAGCCTGCCGCCAGAGGTCTAAACTTACA
ACCAATTTTTTATCAACTTGTCACACCAGATTATTACTAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATAT
TCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTT
TGAGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTTGAGCAATACGACTTGGGTTTGCTTG
AAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGACAATGGCTTAGGTCTAACCAAAAACATTG
CTTGCGGCGGTAACGTCCACCACGTATATCTTCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACC
CG ETGAACTFA_ASS CATATCA
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Anexo H -

RECEITA DE MOSTO CERVEJEIRO INDUSTRIAL (SCALE UP)

25 - Dunkelweizen_Dr.2024

Dunkles Weisshier (10 B)

Type: All Grain Date: 25 Mov 2017

Batch Size: 25.00 L Brewer: Fish

Baoil Size: 2525 L Asst Brewer:

Baoil Time: G0 min Equipment: Single\/essel_Peie
End of Boil Val: 31,25 L Efficiency: 72,00 %

Final Bottling Vol: 20,00 L Est Mash Efficienc)y: 28,4 %
Fermentation: Ale, Single Stage Taste Rating: 30,0
Taste Notfes:

Prepare for Brewing

{7 Mo veast starter nzsed
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[ Clean and Prepare Brewing Equipenent

{7 Total Water eadad: 45,51 L

[ hlazh Water Acid- Mona

Water Prep
[Amit Hame Type E~ [WIBU [Wolume
13,88 L Munich, Germany (Dunkel'Weizen) Water 1 - -
280 g Calgium Chloride {Mash} Water Agent|2 - -
200 g Gypsum (Calcium Sulfate) (Mash) Water Agent|3 - -
2,00 mi Phosphoric Acid 85% (Mash) Water Agent| 4 - -
1.04 g Baking Scda (Mash) Water Agent| 5 - -
0,00 g Chalk (Mash) Wdater Agent |8 - -
000 g Epsom Salt {(MgS04) (Mash) Water Agent |7 - -
Mash or Steep Grains
Mazh Ingredients
[Amt [Name Type [ FalBU  Wolume
2,00 kg ‘Wheat Malt. Bel (2.2 EBC) Grain g 38.1% |1.30L
1,50 kg Munich Malt - 10L {18.7 EBC) Grain 2 288% |08EL
1.20 kg Pilsen Alemao Globalmalt (2,7 EBC) rain 10 |228% |07EL
030 kp Caramwunich Malt (110,3 EBC) Grain 11 5.7 % 020L
0,15 kg Carafa ll (811,8 EBC) Grain 12 [28% 010L
0,10 kg Carafa |l {entrar na filirac3o) (811.5 EBC) Grain 13 1,8 % 0,07 L
Mash Steps
Name Description Step Step Time
I Temperatur

amada Add 20,75 L of waler st 89,5 C 550C 10 min
sacarificacdo Heat to 5.0 C ower 4 min 55,0 & 80 min
alfa amilase Heat to 72,0 C ower 4 min T20C 20 min
finalizac3o Heat to 78.0 C ower 4 min 78,0 C 5 min

[ Sparge Water Acid: MNons

[ ) Fiy sparge with 24,76 L veater ar 76,0 C

[ Add warar to achievs boil volume of 35,25 L

[ Estimated pra-bedl gravioe iz 1,030 5G

Boil Ingredients

[Pt [Mame Type [WiIBY  Wolume
8,00 g |Hallertau Magnum [12,50 %] - Boil 60,0 min Hop [14  [B418U= |-

[ Estimated Posi Boil Vel 31,23 L and Est Post Bodl Gravity: 1,046 3%

Cool and Transfer Wort




153

Pitch Yeast and Measure Gravity and Volume

Fermentation Ingredients

At Mame Type | PulBY  Wolume
0.5 ok Hefeweizen Ale (Whits Labs #WLP300) [35.48 ml] Yeast |15 |- -

(£ Meamwe Acmal Original Gravit: (Target 1,046 3G)

[ hleazurs Acmal Batch Volume {Target: 23,00 L)

Fermentation
{7 28 Now 2017 - Primary Fenmentation (9,00 davs at 17,0 C ending &t 17,0 C)
Dry Hop and Bottle/Keg
) Maazsure Final Gravity: (Estimate; 1,002 505
) Date Bottled Kegzed- 07 Dec 2017 - Carbonation: Botile with 117,64 g Com Sugar
%

Apsbeer for 1500 @z ar 30C
22 Dec 2017 - Drnk and exjoy!

T T T

Motes




