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RESUMO

Desempenho fermentativo de leveduras Saccharomyces sp. visando a

producéo de cerveja lager

Cerveja Lager € o tipo de cerveja mais comercializado no mundo. A levedura,
responsavel pela transformacdo dos acgucares em etanol, € um dos ingredientes
indispensaveis para a obtencdo da bebida. As linhagens de leveduras cervejeiras
comercializadas no Brasil sdo majoritariamente importadas, o que impacta na
autossuficiéncia da producdo nacional de cerveja. Apesar de as leveduras
disponiveis se assemelharem comercialmente, diversos sdo 0s parametros
fisiologicos que as diferenciam; assim, a escolha da levedura pode interferir
diretamente no produto final. Visando avaliar o desempenho fermentativo de
leveduras Saccharomyces sp. para a producdo de cerveja Lager, as linhagens
FTO09C, FTO30C, FT034C e FT890L, provenientes do Banco de Microrganismos
da empresa Fermentec, foram submetidas a ensaios de fermentacao alcodlica de
mosto cervejeiro 12°Brix, a 12°C, durante 10 dias. As analises de velocidade
fermentativa e atenuagéo aparente do mosto, populacao viavel, pH e teor alcodlico
foram avaliados. Os resultados obtidos mostraram diferencas entre as leveduras
guanto a velocidade fermentativa, capacidade de atenuacdo e populacdo viavel,
com destaque para a linhagem codificada FT034C, que concluiu a fermentagédo com
uma vantagem de 4 dias em relagdo as outras leveduras, além de atingir uma
atenuacao aparente mais completa e contagem maior de células viaveis durante a
fermentacdo. No entanto, ndo houve diferencas significativas quanto ao pH e teor
alcodlico dos mostos fermentados pelas quatro leveduras, sendo que todas
obtiveram resultados requeridos para producéo de cerveja Lager, de acordo com 0s
padrdes de classificacdo encontrados na literatura. Sendo assim, conclui-se que a
linhagem de Saccharomyces sp. FT034C exibiu o melhor desempenho fermentativo
nas condicdes estudadas, com potencial para 6tima performance em cervejarias,
oferecendo uma atraente opcéo de insumo para o setor cervejeiro nacional.

Palavras-chave: fermentacgéo; bebida, linhagem FT034C.



ABSTRACT

Fermentative performance of Saccharomyces sp. yeast for lager beer

production

Lager beer is the most commercialized kind of beer in the world. Yeast,
responsible for the transformation of sugars into ethanol, is one of the indispensable
ingredients for obtaining the beverage. Brewer's yeast strains available for
commercialization in Brazil are mostly imported, which impacts on the self-
sufficiency of national beer production. Although the available yeasts resemble each
other commercially, several physiological parameters differentiate them; thus, the
choice of yeast may directly interfere with the final product. Aiming to evaluate the
fermentative performance of yeast Saccharomyces sp. for the production of Lager
beer, the strains FTO09C, FT030C, FT034C and FT890L, from the Microorganisms
Bank of the company Fermentec, were tested for alcoholic fermentation of brewer’s
wort 12° Brix at 12°C for 10 days. The analyzes of fermentative speed and apparent
attenuation of the must, viable population, pH and alcohol content were evaluated.
The results obtained showed differences among yeasts in fermentation speed,
attenuation capacity and viable population, especially. the FT034C coded strain,
which concluded the fermentation with a 4 days advantage over other yeasts, in
addition to achieving a more complete apparent attenuation and higher counts of
viable cells during fermentation. However, there were no significant differences in
the pH and alcohol content of the fermented wort by all four selected strains, all of
which explains obtained results required for Lager beer production, according to the
classification standards found in the literature. Therefore, it is concluded that the
strain FT034C showed the best fermentation performance under the conditions
studied, with potential for optimum performance in breweries, offering an attractive
input option for the national brewing sector.

Keywords: fermentation; alcoholic beverage; FT034C strain
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Cerveja é a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro
proveniente do malte de cevada e 4gua potavel, por acdo da levedura, com adicdo
de lapulo. As cervejas podem ser classificadas em diferentes tipos, dependendo da
cor e teor alcodlico da bebida, além da proporcédo de malte de cevada e do extrato
primitivo do mosto cervejeiro. Uma classificacdo bastante interessante é aquela
relacionada ao tipo de fermentagé&o, ou levedura utilizada.

Deste modo, quanto a fermentacéo, o guia de estilos Beer Judge Certification
Program (BJCP, 2015) resume os tipos e estilos de cerveja em: ale, lager e
fermentacao espontanea, devido ao método utilizado para as cervejas fermentadas
em tanques abertos, sem a inoculagéo direta de um microrganismo selecionado
artificialmente.

O termo “Lager” diz respeito a uma das trés familias de cerveja, reconhecidas
globalmente por convencéo, de acordo com o processo fermentativo aplicado para
a obtencao da bebida (BJCP, 2015). Lager € o tipo de cerveja mais comercializado
no mundo, chegando a 90% de toda a producéo global (SILVA, 2005). No Brasil, 0
consumo da bebida representa 98% de todas as cervejas ofertadas no mercado
(ABRABE, 2018).

Para a obtencdo da cerveja Lager, a fermentacdo €, tradicionalmente,
realizada por leveduras Saccharomyces pastorianus, em temperatura entre 7 e
15°C, com duracéo de 7 a 15 dias (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Esta familia de
cervejas contém diversos estilos, que apresentam caracteristicas diversificadas de
acordo com outras variantes do processo (BJCP, 2015).

Atualmente, o mercado de cervejas esta em expansdo no Brasil, segundo
apresentado em Euromonitor (2016), o que modifica a experiéncia do consumidor,
que tende a ficar mais exigente, requisitando aperfeicoamentos e inovacdes
constantes, sustentando a crescente valoriza¢ao da cerveja nacional.

No entanto, o Brasil se encontra numa posicdo comercial desfavoravel em
relacdo aos principais paises produtores de cerveja, como Estados Unidos e
Alemanha. Isso porque o Brasil ndo é considerado autossuficiente na producdo dos
insumos para a bebida (SARNIGHAUSEN; SARNIGHAUSEN; PAI, 2018). Malte,
l[Gpulo e leveduras sdo insumos basicos que, em grande parte, precisam ser
importados. Consequentemente, as cervejarias brasileiras sdo dependentes dos

precos determinados pelos fornecedores internacionais e de fatores como a
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variacdo da taxa de cambio, tarifas de importacdo, disponibilidade de produtos,
transportes por longas distancias, atrasos na entrega, mal acondicionamento, etc.
(FURLAN, 20186).

Tal condicdo impacta o setor cervejeiro no pais, tornando alto e pouco
previsivel os custos de producdo e exigindo protecdo contra riscos. Em ultima
analise, tais pontos tém como consequéncia a elevacdo dos pregcos para o
consumidor final e a instabilidade da qualidade do produto (SARNIGHAUSEN;
SARNIGHAUSEN; PAI, 2018; SEBRAE, 2015).

Neste sentido, melhorias e manuten¢cdes no processo de producdo séo
essenciais para que o fabricante possa ofertar um produto microbioldgica-, quimica-
e, consequentemente, sensorialmente qualificado, de forma continua e
padronizada, atendendo a demanda com eficiéncia e qualidade (SEBRAE, 2017).

As leveduras, essenciais para 0 processo cervejeiro, S80 microrganismos
unicelulares que transformam o acucar do mosto cervejeiro em etanol, gas
carbdnico e compostos secundarios, sendo estes responsaveis por parte do sabor
e aroma do produto final (HUGHES, 2013). Estes compostos tém grande influéncia
sobre a cerveja, e sua sintese esta ligada tanto aos substratos do mosto quanto as
condicbes fisiolégicas das leveduras utilizadas. Portanto, o estudo das
caracteristicas fermentativas das leveduras € fundamental para compreender o
perfil da bebida que se deseja obter e aprimorar a escolha do microrganismo a ser
utilizado (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Além disso, a disponibilidade de linhagens de leveduras é variada e os
parametros fisiolégicos que as diferenciam sdo muitos, entre eles (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010): taxa de crescimento, velocidade fermentativa, capacidade de
atenuacao e floculacéo. Estas diferencas irdo resultar no produto final quanto ao
seu teor alcodlico, corpo, textura, carbonatacéo, turvacao, formacdo de espuma,
aroma, sabor, off-flavors, etc. Com isto, conclui-se que o mosto fermentado com a
linhagem adequada resultard em caracteristicas tipicas e altamente desejadas
(HUGHES, 2013).

Diante deste cenario de dependéncia dos insumos importados, e a fim de
atender demandas mercadoldgicas atuais, se faz necessario vencer o desafio
cientifico e tecnologico de selecdo e producdo de leveduras cervejeiras com

qualidade em territério nacional.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar o desempenho fermentativo de diferentes linhagens Saccharomyces

sp. visando a producao de cerveja Lager.

2.1 Objetivos Especificos

Conduzir ensaios de fermentacdo com quatro diferentes linhagens de
Saccharomyces sp. disponiveis no Banco de Microrganismos da Fermentec e, com
os dados gerados, verificar se as variedades analisadas possuem atributos
fisiologicos desejaveis para a producado de cerveja Lager e se diferem com relacéo
a velocidade fermentativa, atenuacéo aparente do mosto, populacao viavel, pH e
teor alcodlico da cerveja produzida.

A empresa Fermentec! — Solugbes em Aclcar e Alcool Ltda. possui
atualmente mais de 440 bactérias e 2.800 leveduras isoladas de fermentacdes
industriais em diversas regides e processos diferentes, esta colecéo foi catalogada
ao longo de 30 anos de pesquisas e isolamento de leveduras para aplicacéo
biotecnoldgica.

1 https://lwww.fermentec.com.br/capa.asp?p=257
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cerveja: definicéo e historico

Segundo a legislacao brasileira, cerveja é a bebida obtida pela fermentacéo
alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acdo
da levedura, com adicdo de lupulo. Pode ser classificada quanto ao seu extrato
primitivo, cor, teor alcodlico e proporcéo de malte de cevada contido na composicao
(BRASIL, 2009).

O Brasil é o terceiro maior produtor da bebida (13 bilhdes de litros por ano),
com um consumo per capita de 62 litros ao ano, com potencial para crescimento,
considerando que este numero representa menos da metade do consumo per capita
na Republica Checa (147 litros consumidos por pessoa ao ano) (CERVBRASIL,
2016).

Do ponto de vista econémico, como apresentado em Euromonitor (2016), a
producdo de cerveja assume importancia cada vez maior no pais, com vendas de
R$ 108,9 bilhdes em 2014 e aproximadamente 2,2 milhdes de pessoas empregadas
no setor, gerando R$ 70 bilh6es em faturamento, R$ 27 bilhdes em salarios e R$
21 bilhdes em impostos (SEBRAE, 2015). Atualmente a cerveja é responsavel por
1,6% do PIB e apresenta lucro maior que o dobro do investimento (ABRABE, 2018).

A cerveja é um produto que vem conquistando espac¢o na cultura e economia
brasileira desde o surgimento das primeiras cervejarias no século XIX (SANTOS,
2004). Na época, cervejas da escola inglesa eram os estilos dominantes no pais,
até 1870, quando a importacdo comecou a declinar significativamente devido a
concorréncia com a cerveja alema e com as nacionais mais econdmicas e
acessiveis (FURTADO, 2005).

A cerveja Lager ganhou espaco nas importacbes brasileiras a partir da
segunda metade do século XIX, quando as tecnologias de refrigeracdo se
aprimoraram e a producao deste estilo se fortaleceu na Baviera (SANTOS, 2004).
Mas a tendéncia foi interrompida, devido ao aumento de impostos sobre a
importagao no final do século XIX, incentivando o desenvolvimento das cervejarias
nacionais, que mantiveram as tradicbes das receitas aleméas (COUTINHO, 2018).

A demanda construida pela preferéncia dos consumidores brasileiros por
este estilo de cerveja pode ser atribuida as caracteristicas sensoriais como leveza
e refrescancia, compativeis com o clima tropical do pais, além do pregco mais
acessivel (SANTOS, 2004).



15

As Lager sao as cervejas mais consumidas no Brasil, sendo responsaveis
por R$ 108,1 bilhdes do total de cervejas comercializadas, 99,3% do total das
vendas e 99% do volume comercializado em 2014 (EUROMONITOR, 2016).

Lager é o tipo de cerveja condicionada a baixas temperaturas durante as
etapas de fermentacdo e maturacdo do processo produtivo. Apesar de ser
popularmente conhecida como uma bebida clara, pode ser escura, dependendo do
malte utilizado (MORADO, 2009).

Para evitar as deterioragbes por microrganismos na cerveja durante as altas
temperaturas do verdo, os mestres-cervejeiros da Baviera armazenavam a bebida
dentro de barris, em porfes gelados com neve, pois ainda ndo havia sido inventado
os sistemas de refrigeracdo, segundo Libkind et al. (2011). Ao processo de
maturacdo em temperaturas baixas por longos periodos de tempo se dava o nome
"Lagering".

Entre as Lager existe uma grande variedade de estilos: American Lager,
Pilsner, Helles, Dunkel, Bock, Schwarzbier, etc., sendo todos caracterizados por
sabores e aromas suaves, teor alcoodlico baixo (geralmente 3 a 5%, v/v), leveza e
limpidez (JACKSON, 1988).

Assim se desenvolveu o estilo Pilsner, pioneiro da familia das Lager, e mais
tarde, sob sua influéncia, o estilo American Lager, que dominou o mercado, se
consolidando como 0 mais produzido e consumido no mundo inteiro (ALWORTH,
2015). No Brasil, mais de 90% do consumo é representado por cervejas da familia
Lager (EUROMONITOR, 2016).

3.2 Processo de producéo de cerveja

O processo de producao da cerveja envolve diversas etapas: obtencédo do
malte (Figura 1), preparo do mosto (moagem do malte, mosturacdo ou brasagem,
fitracdo do mosto, fervura e resfriamento do mosto), processo fermentativo
(fermentacdo primaria e maturacdo ou fermentacdo secundaria) e etapa de
acabamento (Figura 2). Além destas, as etapas de envase e pasteurizacdo Sao
opcionais (PALMER, 2006).
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limpeza e

Cevada [> classificacdo

—| Maceragdo |[—>| Germinacdo [—>| Secagem

\

Degerminagado e

polimento ~ Malte

Resfriamento —

Figura 1. Obtencdo do malte

Fonte: Wyler, 2013

Etapa de produg¢ido do mosto

*Moagem do malte
eMosturagao
eFiltracdo e

eFervura (cozimento)
eResfriamento

Etapa fermentativa

eFermentacdo e
eMaturagao

Etapa de acabamento
eFiltracao
eEstabilizacao
eCarbonatagdo
eEnvase
ePasteurizacao

Figura 2. Etapas da producéo da cerveja

Fonte: Wyler, 2013

Apo6s a moagem do malte, é realizada sua mistura com agua em temperatura
controlada, com o intuito de solubilizar os constituintes soluveis do malte, ativar
enzimas como as amilases, que convertem o amido em acucares fermentesciveis e
dextrina, e as proteases, que degradam as proteinas do meio formando
aminoacidos e peptideos (VENTURINI FILHO; CEREDA, 2008).

Segundo Cereda (1983), as reagfes enzimaticas podem ser aceleradas
também em fun¢éo do pH. Por isso, dependendo do estilo de cerveja que se deseja

produzir, sera necessario controlar o pH do mosto e ajustar a programacéao de tempo
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e temperaturas do processo de mosturacdo, além de definir os ingredientes de
acordo com suas caracteristicas e quantidade.

A filtragcdo tem como objetivo separar a parte solida da liquida; de acordo com
Silva (2005), a casca do malte serve como camada filtrante. ApGs a separagéo das
partes, a camada filtrante é lavada com agua a, aproximadamente, 75°C, visando
diluir e extrair os agUcares remanescentes na casca do malte e interromper as acées
enzimaticas através da inativagao.

A fervura do mosto coagula as proteinas que precipitam em flocos
denominados trub (CEREDA, 1983; SILVA, 2005). O lapulo é adicionado neste
momento para dar sabor e amargor na cerveja, além de servir como agente
antimicrobiano. Terminada a fervura, elimina-se o trub e resfria-se o mosto. A
temperatura final vai depender do tipo de fermentacéo escolhida para o estilo de
cerveja. Na saida do trocador de calor ocorre a incorporacdo de oxigénio para acao
das leveduras durante a fermentacéo (SILVA, 2005).

Ao fim da fermentacdo priméria o resultado é uma bebida que necessita de
aprimoramento sensorial, 0 que ocorre por meio da maturacdo ou fermentacao
secundaria. A maturacdo ocorre em temperatura entre 0 e 3°C, e pode levar
semanas ou meses, dependendo do tipo de cerveja que esta sendo produzida
(CEREDA, 1983).

A maturacdo ou fermentagdo secundéaria visa, segundo Kunze (2004),
reduzir, principalmente, compostos formados na fermentacdo primaria, como
diacetil, acetaldeido e acido sulfidrico, melhorando o aroma e sabor da cerveja.

Por fim, a cerveja pode ser filtrada, envasada em latas, garrafas ou barris, e
pasteurizada (PALMER, 2006).

3.3 Fermentacdo alcodlica

A fermentacdo € uma das praticas mais antigas da producéo de alimentos.
Durante o processo fermentativo ha uma troca quimica que produz moléculas
organicas pela acdo de microrganismos, cujo controle do processo se da por meio
da selecdo dos microrganismos, dos substratos disponiveis, temperatura e pH
adequados (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

Na industria de alimentos trés tipos de fermentacdo séo as mais usadas: a
fermentacao lactica, acética e alcodlica. Este ultimo tipo € utilizado, principalmente,

na producédo de bebidas alcodlicas, fermentadas ou destiladas (SILVA, 2005).
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A fermentacao alcoolica € um processo anaerdbio, realizado por leveduras e
algumas bactérias, no qual acucares contidos no meio/mosto sdo convertidos em
energia celular, etanol, gas carbdnico e compostos secundérios. Essa etapa
depende de mecanismos celulares que sé&o influenciados por fatores como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, agitacdo, disponibilidade de acucares e
nutrientes, presenca de contaminantes e taxa de inoculacédo da levedura (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

De acordo com Venturini Filho e Cereda (2001), a fermentacdo para
producdo de cerveja tem inicio com a adicdo da levedura no mosto cervejeiro
resfriado e, opcionalmente, aerado. A quantidade de células adicionadas varia
conforme o teor de aclcares no mosto e a temperatura de fermentacéo.

O mosto cervejeiro € composto pelos acucares: maltose (50-60%),
maltotriose (15-20%) e glicose (10-15%); o fendtipo das leveduras em fermentar
estes acUcares dita sua capacidade de atenuacdo e eficiéncia de fermentacéo
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

As leveduras catabolizam os acgucares por duas vias metabdlicas: a
respiratoria e a fermentativa. Sob condi¢cdes de aerobiose o oxigénio injetado no
mosto, antes da inoculagéo da levedura, serd consumido em poucas horas, atuando
na sintese da membrana celular (BERGMAN, 2001; SILVA, 2005). Depois que 0
oxigénio é consumido, as células de levedura passam a atuar por via fermentativa,
catabolizando os agUcares do meio e sintetizando energia, etanol, gas carbonico e
compostos secundarios (STEWART, 2000).

Os principais produtos formados durante a fermentacéo alcodlica sdo etanol
e dioxido de carbono; em menores quantidades sao formados, também, &cidos
organicos, compostos sulfurados, éalcoois superiores e ésteres. O tipo e a
concentracdo destes compostos secundarios determinam o sabor e aroma da
cerveja (STEWART, 2000). A formacdo de compostos secundarios durante a
fermentacdo depende do metabolismo da levedura, ou seja, das caracteristicas
genéticas da linhagem de levedura utilizada (KUNZE, 2004).

De acordo com BJCP (2015), a categorizacdo basica de estilos de cerveja
mais comumente utilizada atualmente se da pelo tipo de fermentacdo alcodlica,
sendo: fermentacdo de alta temperatura para estilos ale, fermentacdo de baixa

temperatura para estilos Lager, e fermentacao espontanea para estilos wild.
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As cervejas do tipo ale sdo fermentadas por leveduras Saccharomyces
cerevisiae, em temperatura entre 18 e 22°C, com duracéo geralmente de 3 a 7 dias.
As cervejas Lager sao fermentadas por leveduras S. pastorianus, em temperatura
entre 7 e 15°C, com duracdo geralmente de 7 a 15 dias (ARAUJO et al., 2003). Por
outro lado, as cervejas de fermentacéo espontanea sao fermentadas por leveduras
e bactérias encontradas no ambiente, em temperatura ambiente, podendo durar de
meses até anos (VAN OEVELEN et al., 1977).

Um modo de atingir o perfil sensorial requerido para o estilo da cerveja, além
da qualidade microbiologica e fisico-quimica e da eficiéncia fermentativa, segundo
White e Zainasheff (2010), é através do uso de linhagens de leveduras adequadas,
puras e ndo contaminadas por outros microrganismos. Assim, a caracterizacao de
diferentes linhagens se mostra essencial para otimizar o processo de producdo da
bebida.

De acordo com Steiner e colaboradores (2012), o percentual de atenuacéo
depende da disponibilidade de acUcares fermentesciveis no mosto cervejeiro, o que
esta diretamente relacionado as condi¢des utilizadas no processo de maltagem.
Porém, outro fator que pode afetar a atenuacdo do mosto cervejeiro esta vinculado
as caracteristicas especificas de cada linhagem, como a capacidade de assimilacdo
de fontes de acucar e viabilidade das células, considerando que células néo viaveis
nao contribuem para a fermentagéo.

Cherubin (2003) sugere que existe correlacéo positiva entre a viabilidade da
levedura e o rendimento fermentativo, o que mostra a importancia deste atributo do
insumo para a eficacia da fabricacdo e qualidade do produto final. Neste sentido, a
manutenc¢ao da viabilidade € uma das caracteristicas mais desejadas na busca por
linhagens de leveduras (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Quanto a eficiéncia da atenuacéo dos acucares do mosto cervejeiro, acredita-
se haver relacdo com a vitalidade das células e, consequentemente, com a
qualidade do produto final. BJCP (2015) sugere que para evitar a formacao do
composto acetaldeido, em niveis indesejaveis, € preciso garantir a inoculacédo de
leveduras saudaveis, que promovam atenuag¢do completa do mosto.

Embora todas as linhagens de S. cerevisiae e S. pastorianus realizem o
mesmo trabalho de fermentacé&o alcodlica, o sabor do produto obtido difere de uma
linhagem para outra, em funcdo de pequenas diferencas bioquimicas de

metabolismo. Assim, pode-se concluir que o amplo espectro de conhecimentos
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derivados do uso de leveduras € imprescindivel para a melhoria do processo
fermentativo cervejeiro (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006).

Idealmente, leveduras, para serem consideradas aptas a producao de
cerveja, devem apresentar alta viabilidade e ocasionar completa atenuacdo do
mosto cervejeiro, para fins qualitativos (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). Para fins
econdbmicos, a velocidade com a qual ocorre a atenuacdo completa do mosto
cervejeiro oferece vantagem competitiva para a cervejaria, que ganha tempo e

eficiéncia durante a producao, promovendo reducédo de custos (FONSECA, 2016).

3.4 Leveduras cervejeiras

As leveduras sdo microrganismos eucarigticos predominantemente
unicelulares, pertencentes ao Reino Fungi, e se reproduzem de forma assexuada
por brotamento ou gemulacdo (Figura 3). Desde os primérdios, os humanos
exploram a capacidade destes microrganismos para ampla gama de aplicacdes,
incluindo a obtencdo de diversos alimentos e bebidas (WHITE; ZAINASHEFF,
2010).

Figura 3. Células de levedura Saccharomyces sp. observadas em microscopio eletrénico

Fonte: Murtey; Ramasamy, 2016

Existem mais de 1.500 espécies diferentes de leveduras, sendo S. cerevisiae
e S. pastorianus as mais empregadas na producéo de cervejas (HUGHES, 2013).
As leveduras, classificadas como do tipo ale, ou de alta fermentagéo, sao aquelas
gue tipicamente trabalham em temperaturas mais altas e, por consequéncia,
produzem ésteres complexos, resultando em ampla formacéao de sabores e aromas.

Enquanto, as leveduras do tipo Lager trabalham melhor em temperaturas mais
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baixas e tendem a produzir cervejas com sabores mais leves e neutros, pois
produzem menos ésteres e mais diacetil, um composto que pode ser desejavel ou
nao, dependendo da quantidade e do estilo de cerveja que se pretende obter (SILVA
et al., 2010 apud WYLER, 2013).

Além da producédo de compostos secundarios, outros parametros diferenciam
as linhagens de leveduras, como por exemplo, sua capacidade de atenuacao e
floculacdo, termos que implicam na eficiéncia de assimilacdo do agucar disponivel
no mosto e na clarificagédo da cerveja, respectivamente (HUGHES, 2013).

A disponibilidade de linhagens de leveduras é ampla e varia dependendo das
caracteristicas desejadas. De acordo com as diferencas fisiologicas e metabdlicas
das leveduras, o produto final serd caracteristico quanto ao teor alcodlico, corpo,
textura, carbonatacédo, turvacao, formacado de espuma, aroma, sabor, off-flavors,
etc. (WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

As leveduras industriais, de acordo com Gallone et al. (2016), foram
claramente submetidas a domesticacdo, o que se reflete em seus genomas.
Curiosamente, a domesticacdo parece mais forte nas leveduras cervejeiras, que
demonstram caracteristicas de domesticacdo como decaimento da reproducao
sexual e resisténcia geral ao estresse, bem como, evolucdo de caracteristicas
desejaveis como o uso da maltotriose durante a fermentacdo. Muitas dessas
caracteristicas podem ter sido simplesmente o resultado da adaptacdo das
leveduras as suas atividades em ambientes industriais. No entanto, para outras, é
provavel que os seres humanos tenham intervido ativamente (GALLONE et al.,
2018).

Na fabricacdo de cervejas, a introducdo do uso de linhagens de cultura pura
promoveu uma importante mudanca, resultando em fermenta¢cbes mais rapidas e
previsiveis, tornando mais eficiente e controlado os processos de producéo (WHITE;
ZAINASHEFF, 2010).

A primeira linhagem de levedura Lager selecionada, descendente de hibrido
formado entre S. cerevisiae e S. eubayanus, € conhecida como Saccharomyces
pastorianus e acredita-se que tenha sido originada da Patagbnia (DUNN;
SHERLOCK, 2008).

Desenvolvimentos como 0 progresso atingido na microbiologia por Pasteur,
e outros trabalhos com leveduras, como a selecdo da S. pastorianus por Emil

Christian Hansen, na Dinamarca em 1883, promoveram a introducéo desta levedura
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nas cervejarias, sendo utilizada em escala industrial na producéo de cervejas desde
entdo (WALTHER; HESSELBART; WENDLAND, 2014).

O género Saccharomyces inclui muitas espécies de leveduras e a S.
cerevisiae apresenta varias linhagens (HUGHES, 2013); diferentes espécies e
linhagens podem ser consideradas para produzir cerveja. Porém, segundo White e
Zainasheff (2010), é necessario observar as diferencas bioquimicas existentes entre
elas, pois sao estas diferencas que justificam o motivo pelo qual as caracteristicas
das cervejas sao determinadas pela levedura utilizada.

O desempenho fermentativo das leveduras cervejeiras € influenciado e
controlado por varios fatores como a viabilidade e a vitalidade das células, assim
como sua tolerAncia ao estresse, a concentracdo celular do ind6culo, a
disponibilidade nutricional (ions e minerais) e as condi¢cdes fisicas do meio
(temperatura, pH, oxigénio dissolvido e a densidade do mosto) (BERGMAN, 2001).

As principais propriedades das leveduras, para que sejam consideradas
adequadas a producdo de cerveja, segundo White e Zainasheff (2010) sao:
velocidade fermentativa rapida, tolerAncia ao estresse imposto pela presséo
osmoética e concentracdo de etanol no meio, crescimento celular equilibrado,
conversdo eficiente da maltose e maltotriose em etanol, reprodutibilidade na
producdo de compostos volateis, manutencdo da viabilidade e estabilidade
genética. Segundo Furlan (2016), muitas linhagens de leveduras disponiveis no
mercado brasileiro sdo limitadas em varias dessas caracteristicas.

N&do € incomum relatos de mestres cervejeiros decepcionados com as
fermentacdes resultantes da inoculagéo de leveduras Saccharomyces sp. para a
producdo de cerveja Lager em suas cervejarias. Na maioria das vezes as
reclamacdes envolvem a lentiddo da atenuacdo do mosto, além de nao ocorrer
completamente, causando formacao de off-flavors e delongas no cronograma da
producao, resultando em prejuizos financeiros. (Informacéo pessoal obtida junto a
diversos mestres cervejeiros, 2018).

Por outro lado, Lodolo e Cantrell (2007) consideraram a vitalidade da
levedura uma abordagem para prever o desempenho de fermentacao. As definicoes
de vitalidade que foram propostas por eles envolvem a capacidade das leveduras
para iniciar o metabolismo rapidamente apos a sua inoculacdo no mosto cervejeiro,
a capacidade de atenuar os acucares contidos no mosto e o estado fisioldgico da

populacdo de células viaveis.
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Estudos com leveduras cervejeiras sao Uteis para cervejarias que desejam
substituir sua linhagem de levedura ou introduzir uma inédita visando desenvolver
cervejas novas, com propriedades especificas, ou até para modificar aspectos no
processo de producdo que necessitem melhorias (MEIER-DORNBERG et al.,
2017).

3.5 Inovacao e qualidade

O surgimento de cervejarias menores, influenciadas pelo movimento Craft
Beer dos EUA, comecou a ocorrer no Brasil em meados de 1990, e exerce hoje
grande influéncia na cultura cervejeira nacional, pois possuem maior preocupacao
com a qualidade dos ingredientes, e buscam oferecer opg¢bes diferenciadas das
cervejas produzidas em larga escala (SEBRAE, 2017).

No entanto, as cervejarias artesanais, como sdo chamadas, encontram
dificuldades para competir com as cervejas “de massa” produzidas por cervejarias
pertencentes a grandes grupos empresariais. Devido a produgcdo em menor escala,
as cervejarias menores costumam trabalhar com matérias-primas mais caras,
muitas vezes importadas, o que faz com que o custo final seja até cinco vezes mais
oneroso (SEBRAE, 2015).

Exemplos de inovacdes relacionadas tanto ao processo produtivo quanto ao
cultivo nacional dos principais ingredientes da bebida vém ocorrendo recentemente
no setor cervejeiro brasileiro. Mais de 90% da cevada plantada no pais, atualmente,
é fruto de pesquisa nacional liderada pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA, 2018). O mesmo acontece com o lupulo (Humulus
lupulus), que gracas ao avango de pesquisas em parceria com pequenos produtores
estd comecando a ser cultivado com bons resultados em solo brasileiro
(SARNIGHAUSEN; SARNIGHAUSEN; PAI, 2018).

A busca por novas leveduras também é considerada um desafio cientifico e
tecnoldgico. A producdo de cerveja utilizando leveduras produzidas no Brasil
representa uma das inovagdes tecnologicas mais promissoras para a industria
cervejeira nacional, pois reduz os custos com produgdo, importacdo e
comercializacdo, além de ampliar a gama de leveduras disponiveis para a
fermentacao cervejeira (OLIVEIRA, 2011).

As leveduras comerciais, amplamente utilizadas no Brasil, sdo importadas;

as linhagens sendo adquiridas de produtores brasileiros favoreceria a diminuicédo da
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dependéncia externa, além da nacionalizacdo do produto, caracteristica que se
aliaria ao conceito de regionalizacdo e personalizacdo das cervejas especiais,
podendo ser revertido financeiramente através do marketing e valoragéo do produto,
como a certificacao de origem (COSTA, 2017).

Segundo Siguaw et al. (2018), a oportunidade de uma inovacao gera uma
acao que resulta na mudanca do produto, servico ou aplicacbes comerciais que,
atualmente, o mundo industrial e financeiro exige para superar a competicdo cada
vez maior.

Quando se tem capacidade de crescimento, como é o caso da industria
cervejeira no Brasil, ha necessidade de desenvolvimento e destaque no mercado.
Neste caso, a busca pela vantagem competitiva é fundamental (GREGORINI,
2006).

A exploracdo de novas matérias-primas e técnicas de producdo, como a
inoculacdo de leveduras distintas no processo fermentativo, leva a criacdo de
cervejas diferenciadas, um atrativo para a demanda criada pelo padrédo de consumo
atual (MADEIRA, 2015; WHITE ZAINASHEFF, 2010).

Nos ultimos anos a otimizacdo de processos e aumento da eficiéncia tem
sido a prioridade para muitas cervejarias. A reducéo de despesas foca em, dentre
outras coisas, aumento das taxas de fermentacao e atenuagéo do mosto cervejeiro,
encurtamento do periodo de maturacao, estabilizacao e filtragem mais eficientes e
melhor qualidade microbiologica da cerveja, todos estes pontos dependentes da
inoculacao de uma levedura de alta qualidade (viabilidade e vitalidade apropriadas)
(STEWART, 2010).

A escolha por produzir com insumos adquiridos localmente pode reduzir os
custos logisticos, compensando eventuais economias de escala. Além disso,
tornaria o setor um elemento que contribui com o crescimento econdémico regional,
por conta da cadeia produtiva envolvida (SARNIGHAUSEN; SARNIGHAUSEN; PAl,
2018; WALKER et al., 2012).

A diversidade de leveduras que podem ser aplicadas na elaboracédo de
cerveja, juntamente com a compreensao da biologia destes microrganismos, pode
ter um impacto significativo e direto sobre o setor, com potencial para melhorar a
eficiéncia da fabricacdo, a diversidade de produtos e, acima de tudo, a satisfacéo
do cliente (MEIER-DORNBERG et al., 2017). O interesse continuo por parte dos

cervejeiros e consumidores na diversidade sensorial significa que o0 mercado pode
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se beneficiar dos experimentos e inovagdes decorrentes no campo microbiologico
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Leveduras

As leveduras utilizadas neste trabalho foram linhagens de Saccharomyces
sp. codificadas como FTO09C, FT030C, FT034C e FT890L, provenientes do Banco
de Microrganismos da empresa Fermentec — Tecnologia em Actcar e Alcool Ltda.
(Tabela 1).

Tabela 1. Registro das linhagens de levedura no Banco de Microrganismos da Fermentec

Codigo Geénero Espécie ~ Datade Isolado de
isolamento

FT009C Saccharomyces sp 23/11/16 Levedura seca

FT030C Saccharomyces sp 08/03/18 Creme de levedo

FT890L Saccharomyces sp 07/03/08 Creme de levedo

FT034C Saccharomyces sp 03/04/18 Creme de levedo

A levedura FT009C foi utilizada como amostra controle, jA& que a mesma foi
isolada a partir do saché de levedura seca Diamond — Lager Yeast, da empresa
Lallemand Inc., sendo esta uma referéncia de levedura disponivel atualmente no

mercado para a producdo de cerveja Lager.

4.2 Reagentes e Equipamentos

Para a reativacdo das células: Extrato de malte seco nao lupulado
(Liotecnica); Extrato de levedura (Biospringer). Meio de cultivo Difco YPD Broth
(Becton, Dickinson and Company).

Corante Eritrosina (Merck) e solucdo tampao fosfato de sédio (Synth)
utilizados para analises no microscopio 6tico. Solu¢do tampéo - pH 4,00; Solugéo
tampéo - pH 7,00.

Equipamentos: Agitador de tubos tipo Vortex; Agitador de tubos Phoenix
A856; Autoclave Phoenix; Balanga digital BEL; BOD Tecnal TE-371; Camara fria

Frilux; Camara de Neubauer; Camara de fluxo Bioflux Il 902; Destiladora de agua
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Millipore 60 litros; Deionizadora de agua Millipore; Densimetro digital; Incubadora
Marconi; Micro-destilador Kjeldahl; Microscopio Nikon Eclipse E200; Refratdmetro
Atago RX-500; pHmetro Micronal B474; Ultrafreezer Indrel.

4.3 Métodos

4.3.1 Reativacao das leveduras

Cem microlitros da cultura de cada levedura foram coletados de criotubos
armazenados em ultra freezer a -84°C, e inoculados, de forma asséptica em camara
de fluxo, em tubos de ensaio contendo 5mL meio de cultura YPD (extrato de
levedura, 10 g/L; peptona, 10 g/L; dextrose, 20 g/L), previamente esterilizados por
autoclavagem a 120°C e 1 atm por 20 minutos. Os meios inoculados foram
incubados a 25°C por 24 horas.

4.3.2 Multiplicacédo das leveduras

Para que ocorra a multiplicacdo das células das leveduras, priorizando sua
fisiologia e mantendo seu metabolismo o6timo, foram realizadas etapas de
propagacéao escalonada, como descrito por White e Zainasheff (2010).

Inicialmente, preparou-se um Erlenmeyer para cada levedura, contendo 50
mL de meio de cultura, YPD. Apo0s esterilizacdo em autoclave a 120°C e 1 atm por
20 minutos, cada Erlenmeyer foi inoculado, de forma asséptica em camara de fluxo,
com a levedura reativada, e foram incubados em mesa agitadora a 20°C e 125 rpm
por 24 horas.

Apés esta etapa, todo o conteudo do Erlenmeyer foi vertido, de forma
asséptica em camara de fluxo, para outro Erlenmeyer, previamente esterilizado por
autoclavagem a 120°C e 1 atm por 20 minutos, contendo 600 mL de mosto 6° Brix.
O mosto foi preparado com agua destilada, extrato de levedura (1%) e extrato de
malte suficiente para atingir a quantidade de acucares totais desejada, segundo
recomendacdes do fabricante, valor que conferido por analise em refratdmetro. Os
Erlenmeyers foram mantidos em incubadora com mesa agitadora a 15°C e 100 rpm.

4.3.3 Fermentacgao
As linhagens foram avaliadas quanto as suas caracteristicas fenotipicas sob
condicdes fermentativas controladas em escala laboratorial, simulando a

fermentacao para producédo de cerveja Lager em cervejarias.
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Apo6s a multiplicacdo das células, o conteudo de cada Erlenmeyer foi
transferido, de forma asséptica em camara de fluxo, para um recipiente
correspondente, contendo 0 mosto cervejeiro.

O mosto cervejeiro utilizado como substrato para a fermentacao foi preparado
com agua destilada, extrato de levedura (1%) e quantidade de extrato de malte
liquido suficiente para atingir a gravidade original desejada (1048; 12°Brix), segundo
recomendacdes do fabricante. O recipiente foi autoclavado a 1 atm e 120°C por 20
minutos, e entdo distribuido igualmente em 4 baldes de grau alimenticio, totalizando
2,5 litros de mosto em cada um. Assim, foram realizados quatro tratamentos sem
repeticdo, sendo que a duplicata ocorreu durante as analises.

As taxas de inoculacdo foram equivalentes para todas as linhagens: 2 x
108/mL (5 bilhdes de células totais), populacdo recomendada pela empresa
Lallemand Inc., fornecedora da linhagem que foi utilizada como amostra controle
neste estudo. Os frascos de fermentacéo foram incubados em BOD, a 12°C, durante

o periodo de 10 dias.

4.4 Andlises quimicas e microbioldgicas

Imediatamente apods a inoculacdo do mosto cervejeiro foi retirada 30 mL de
amostra de cada frasco, para a analise de pH. A contar do in6culo, a cada 24 horas,
foram retiradas amostras periédicas de 30 mL de cada frasco de fermentacéo, por
10 dias, para analisar a velocidade fermentativa, a atenuacdo aparente do mosto e
a populacdo viavel de células. No décimo dia de fermentacdo, foi realizada
novamente a analise do pH, além do teor alcodlico, e encerrados 0s ensaios. Todas
as andlises foram realizadas ap6s degaseificacdo das amostras pela agitacdo dos
tubos falcon. As andlises foram realizadas de acordo com Amorim; Zago; Oliveira
(1982) e Association Of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006).

4.4.1 Velocidade fermentativa e atenuagéo aparente do mosto

O grau de atenuacéo aparente foi determinado a partir da reducéo do teor de
sélidos solaveis no meio, medido por refratdbmetro e expresso em graus Brix. A
velocidade fermentativa foi determinada pela correlagéo dos valores com o tempo

de fermentacéo.
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4.4.2 Populacao viavel

A determinacdo da populacdo de células de levedura foi realizada por
contagem em microscopio 6ptico. Amostras de 0,5 mL foram coletadas a cada 24
horas e analisadas conforme descrito por Cherubin (2003). O procedimento analitico
€ baseado na coloracédo de células de leveduras néo viaveis pelo corante eritrosina,
diferenciando das células viaveis que permanecem néo coradas.

A diluicdo adequada € aquela realizada para que o numero de células esteja
na faixa de maior precisdo da metodologia, de 300 a 500 células totais (viaveis +
nao viaveis). Com a contagem e sabendo as diluicdes utilizadas, calcula-se o

namero de células viaveis de leveduras por mL de amostra.

Calculos:

Viabilidade (%) = [Total de células viaveis / (Total de células viadveis + ndo viaveis)] x 100

Células/mL = [(Total de células viaveis/100) x 400] x diluicao final x 20000

Sendo:
100 = total de reticulos contados: 25 quadriculos x 4 reticulos
400 = total de reticulos da camara de Neubauer
10000 = conversao do volume da camara de Neubauer para mL.

Diluig&o final = dilui¢éo inicial com &gua x 2 (diluicAo com corante).

4.4.3 pH
Os valores de pH do mosto foram determinados por leitura direta em pHmetro
com eletrodo combinado e sensor de compensacdo de temperatura, conforme

metodologia descrita por Fermentec (2003).

4.4.4 Teor Alcodlico

A determinacdo do teor alcoodlico ao final da fermentacdo foi realizada
conforme metodologia descrita por Fermentec (2003). A extragéo do etanol presente
na amostra foi realizada por arraste de vapor na destilacdo e, em seguida, com a
utiizacdo de um densimetro digital, determinada a densidade da solugéo
hidroalcodlica condensada. A partir desta constante fisica foi determinado o teor

alcoodlico da amostra. No densimetro a densidade é determinada pela medida da
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frequéncia da oscilacéo do tubo em U preenchido com a amostra, comparada com
as frequéncias de oscilacdo quando preenchido com agua pura. O teor alcoolico é

expresso em % de &lcool em volume (v/v), a 20°C.

4.4.5 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA)
com fator duplo (leveduras x tempo de fermentagéo), sem repeticdo, utilizando o
software Microsoft Excel versdo 2010. Foi adotado como nivel de significancia p 2
0,05 (nivel de confianca 95%)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcdo das linhagens de leveduras — estudo realizado
previamente a este trabalho

As linhagens de leveduras, FTO09C, FT030C, FT890L, FT034C, foram
selecionadas em trabalhos anteriores realizados pela equipe de Pesquisa e
Desenvolvimento da empresa Fermentec, devido ao crescimento de biomassa em
meio YPD a 8°C, indicando que poderiam ser opcdes viaveis para fermentacdes
alcoolicas conduzidas para a producao de cerveja do tipo Lager, que ocorrem de 8
a 15°C.

Todas as linhagens passaram por analise de cariotipagem anteriormente ao
seu armazenamento e registro no banco de microrganismos da Fermentec,
garantindo registro sobre a distincdo genética entre elas. O perfil da cariotipagem
das linhagens esté apresentado nas Figuras 4 e 5, a fim de mostrar a variabilidade
das linhagens.

As andlises de cariotipagem revelaram que as leveduras depositadas no
Banco de Microrganismos da Fermentec apresentaram perfis cromossémicos
uniformes, tipicos de leveduras do género Saccharomyces, com poucos rearranjos
cromossémicos. Nos plagueamentos, cariotipagem e andlises ao microscopio
optico ndo foram observados indicios de contaminacdo por outras leveduras
Saccharomyces ou ndo-Saccharomyces.

As quatro leveduras apresentaram perfis cromossémicos semelhantes, nao

sendo possivel distingui-las por esta analise.
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Figura 4. Cariotipagem das linhagens (A) FTO09C e (B) FT030C da levedura Saccharomyces sp.
selecionadas e armazenadas no Banco de Microrganismos da Fermentec

Fonte: Fermentec Tecnologia em Acucar e Alcool Ltda.
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Figura 5. Cariotipagem das linhagens (A) FT034C e (B) FT890L da levedura Saccharomyces sp.
selecionadas e armazenadas no Banco de Microrganismos da Fermentec

Fonte: Fermentec Tecnologia em Acucar e Alcool Ltda.
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5.2 Estudos de velocidade fermentativa e atenuacao aparente do mosto

A fermentacdo pode ser acompanhada pelas curvas de atenuacao aparente
do mosto, que ocorreu como esperado, apresentando decréscimo do teor de sélidos
soluveis para todos os tratamentos. Porém, € possivel notar que as linhagens de
leveduras FTO09C, FT030C, FT034C e FT890L, quando cultivadas em mosto
cervejeiro (12°Brix) a 12°C, apresentaram diferencas significativas no desempenho
do consumo dos agucares em fungé@o do tempo, conforme apresentado na Figura 6
e na Tabela 2, com a analise de variancia dos dados tratados estatisticamente.

14,0

12,0

10,0

8,0
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4,0

[S6lidos sollveis totais] (°Brix)

2,0

0,0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
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Figura 6. Fermentacdo de mosto cervejeiro (12°Brix) pelas linhagens de Saccharomyces sp.:
FT009C (azul), FTO30C (laranja), FT034C (cinza) e FT890L (amarelo) a 12°C.
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Tabela 2. Andlise estatistica de variancia (Anova) dos dados de atenuacdo aparente do mosto
cervejeiro (12°Brix) em fermentacéo alcodlica pelas linhagens de Saccharomyces sp.
FT009C, FT030C, FT034C e FT890L.: fator duplo sem repeticédo

RESUMO Contagem Soma Média Variancia
FT009C 10 78,17 7,817 4,76589
FTO30C 10 77,82 7,782  5,532529
FT034C 10 72,06 7,206  6,560427
FT890L 10 76,5 7,65  5,851356
12 4 48 12 0
4 43,95 10,9875  0,027292
4 37,65 9,4125  0,108958
4 31,96 7,99  0,163133
4 25,38 6,345 0,3641
4 24,57 6,1425  0,186558
4 23,4 5,85 0,205
4 23,49 5,8725  0,128692
4 23,01 5,7525  0,073492
4 23,14 5,785 0,0319
Fonte da
variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Leveduras 2,371928 3 0,790643  14,27489  9,16E-06 2,96035
Tempo (h) 202,8964 9 22,54404  407,0281 1,9E-26 2,25013
Erro 1,495447 27  0,055387
Total 206,7637 39

A distincdo na atenuacédo aparente dos acucares do mosto cervejeiro reflete
diferencas no rendimento fermentativo, pois sdo carboidratos que ao invés de serem
fermentados, permaneceram no meio ou foram desviados para a formacao de
outros compostos (podendo ser desejaveis ou indesejaveis para o produto final),
causando reducédo da velocidade da fermentacdo (CEREDA, 1983).

Quanto a atenuacgao aparente maxima atingida, ou seja, o valor de densidade
final mais baixo que o tratamento apresentou, o destaque se da para a levedura
FT034C, que obteve a atenuacdo aparente mais completa (5,5°Brix) quando em
comparacao com a FTO09C (6°Brix), a FTO30C (5,7°Brix) e a FT890L (5,7°Brix).

Pode-se notar também que a velocidade fermentativa da FT034C foi superior
as outras leveduras, pois finalizou a fermentacdo em 96 horas, enquanto a FT890L
seguiu até 144 horas, a FTO09C até 192 horas e a e FT030C até 216 horas de

fermentacdo. Tal afirmacéo se baseia na definicdo de que a fermentacdo esta
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concluida no momento em que ocorre estabilizacdo ou ascensao na leitura do valor
de sélidos soluveis (HUGHES, 2013).

O grau de atenuacgdo aparente final desejado depende das caracteristicas
desejadas para a cerveja a ser produzida, além do gosto pessoal do mestre
cervejeiro. Apesar da variacao entre diversos estilos, segundo o guia BJCP (2015),
os resultados para a densidade final atingidos pelas leveduras analisadas se
encontram dentro da faixa para cervejas Lager.

O desempenho fermentativo apresentado pela FT034C pode estar
relacionado a uma condicdo fisioldgica superior com relacdo a vitalidade e
viabilidade das células (WALKER, 2012), além da sua capacidade em fermentar a
maltotriose, que é o fator primario na atenuacdo como discutido por White e
Zainasheff (2010) e o segundo acglcar mais comum no mosto cervejeiro (MEIER-
DORNBERG et al., 2017).

Além da comparacdo com as outras 3 leveduras estudadas nesta pesquisa,
o resultado alcancado pela FT034C também pode ser ressaltado quando em
comparacao com os dados encontrados na literatura para producédo de cerveja
Lager, que relatam no minimo 7 dias para atenuacgéo aparente completa do mosto,
como em Palmer (2006).

Estes resultados indicam uma possivel vantagem do uso da levedura
FT034C para a producdo de cerveja Lager pois, economicamente, € do interesse
das cervejarias que a fermentacdo termine no menor tempo possivel, desde que
alcancado os padrdes de qualidade estabelecidos (FONSECA, 2016).

Como estudado por Kunze (2004), a producéo de cervejas Lager necessita
de mais tempo ocupando os tanques fermentadores, devido a temperatura baixa,
gue condiciona um metabolismo mais lento por parte das leveduras, se comparado
com as ales. Isso prolonga o periodo de fermentacdo, e a etapa de maturacao,
responsavel pela remocao dos subprodutos fermentativos como o diacetil.

Assim, a producdo de cervejas Lager pode ser um problema quanto a
rotatividade dos produtos, impactando no giro de capital e fluxo de caixa da
cervejaria (FONSECA, 2016).

Por outro lado, como salienta White e Zainasheff (2010), a velocidade néo se
correlaciona necessariamente com a qualidade, sendo indicado fazer o
acompanhamento das condicbes de fermentacdo antes da liberacdo do lote,

garantindo padrbes sensoriais satisfatorios.
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A super atenuacdo do mosto, por exemplo, pode ser um indicativo de
contaminagdo por outros microrganismos, causando na cerveja alteracdes
sensoriais de sabor, aroma e corpo, além de teor alcodlico alto (MICHEL et al.,
2016), situagéo nao ocorrida neste trabalho.

5.3 Populacéao viavel

A quantificacdo da populagdo viavel das linhagens de levedura FTO09C,
FTO30C, FT034C e FT890L ao longo da fermentacdo estd apresentada na Figura
7, com diferencas estatisticamente significativas entre as leveduras, como
apresentado na Tabela 3.
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Figura 7. Crescimento populacional de células viaveis das linhagens de Saccharomyces sp.: FT0O09C
(azul), FTO30C (laranja), FT034C (cinza) e FT890L (amarelo) durante fermentacao
alcodlica de mosto cervejeiro (12°Brix) a 12°C

Tabela 3. Analise estatistica de varidncia (Anova) dos dados de contagem da populacdo viavel das
linhagens de Saccharomyces sp. FT009C, FT030C, FT034C e FT890L: fator duplo sem
repeticdo
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RESUMO Contagem Soma Média Variancia
FT009C 10 68,830 6,883 0,1320
FTO30C 10 67,733 6,773 0,1535
FT034C 10 70,176 7,018 0,1707
FT890L 10 68,170 6,817 0,1350
0 4 24,316 6,079 0
24 4 26,104 6,526 0,01194
48 4 27,707 6,927 0,00598
72 4 27,930 6,982 0,00281
96 4 28,3295 7,082 0,04686
120 4 29,141 7,285 0,001787
144 4 29,043 7,261 0,00349
168 4 27,178 6,795 0,1347
192 4 27,878 6,970 0,1437
216 4 27,279 6,820 0,00563
Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Leveduras 0,340969 3 0,113656 4,205574 0,014526  2,960351
Tempo (h) 4,591942 9 0,510216 18,87929 1,84E-09  2,250131
Erro 0,729679 27 0,027025
Total 5,66259 39

Apesar de todas as leveduras apresentarem valores proximos de
crescimento, nas primeiras 72 horas, a levedura FT034C se destacou das demais
quando a fermentacédo atingiu 96 horas, apontando sua maior contagem de células
viaveis. Este periodo coincide com a méaxima atenuacdo aparente do mosto tratado
alevedura FT034C, o que indica uma correlacao entre os dois fatores, se mostrando
coerente com variados relatos na literatura (AMORIM, 2005; CEREDA; 1983;
VENTURINI FILHO; CEREDA, 2001).

O etanol produzido durante a fermentacdo pode reduzir a multiplicacdo e
viabilidade da levedura (FURLAN, 2016), o que explica o declinio da contagem a
partir de certo estagio do experimento. Neste caso, as leveduras FT009C, FT030C
e FT890L mantiveram crescimento até 144 horas de fermentacdo, enquanto a
FT034C estendeu até 192h. A maior variancia entre as leveduras foi observada com
168 e 192 horas de fermentacdo, sendo que a FT034C foi a que manteve maior

populacéo viavel.
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Apesar das diferencas, a taxa de crescimento das células de todas as
leveduras se mostraram adequadamente semelhantes aos resultados encontrados
na literatura sobre o perfil cinético de crescimento de Saccharomyces sp. em mosto
cervejeiro com inoculacao bem-sucedida, ou seja, quantidade de células suficientes
de acordo com as propriedades do mosto (WHITE; ZAINASHEFF, 2010), revelando
a capacidade de todas as leveduras analisadas se multiplicarem durante
fermentacdes alcodlicas conduzidas a 12°C.

Como estudado por Salari e Salari (2017), o pH do mosto é um dos fatores
responsaveis por garantir condicbes 6timas para o crescimento das leveduras,
podendo, entédo, ser correlacionado com a contagem de populacéo viavel. Segundo
0s autores, quanto mais alto o pH, mais inibida sera a multiplicacdo das células.

Células de Saccharomyces sp. apresentam crescimento satisfatorio em pH
entre 4 e 5 (WHITE; ZAINASHEFF, 2010; STEWART, 2000), estando em

conformidade com os resultados obtidos nesta pesquisa, como descrito a seguir.

5.4 Valores de pH

Com relacdo ao pH, ndo se observou diferencas significativas entre as
linhagens de Saccharomyces sp. ao final do experimento, como apresentado na
Tabela 4; o pH variou de 4,5 a 4,6, como apresentado na Figura 8.

Influenciado pelo pH do mosto, pela producao de &cidos organicos liberados
pela levedura e pelo consumo dos peptideos presentes no mosto durante a
fermentacdo alcodlica (poder tampéao), o pH da cerveja situa-se, normalmente,
numa faixa de 3,8 a 4,6 (BAMFORTH, 2009).

Desta forma, foi demonstrado que todas as leveduras analisadas
promoveram a reducdo do pH inical (5,6) apropriadamente ao longo da
fermentacao, garantindo habilidades para produzir uma bebida que se encaixa nas
diretrizes de classificacdo de uma cerveja.

Embora tenham ocorrido diferengcas quanto a atenuacdo aparente do mosto,
os resultados de pH indicam que as leveduras FTO09C, FT030C, FT034C e FT890L

apresentam perfis semelhantes na producédo de acidos.
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Figura 8. Valores de pH no inicio e final da fermenta¢éo alcodlica de mosto cervejeiro (12°Brix) pelas
linhagens de Saccharomyces sp.: FT009C (azul), FTO30C (laranja), FT034C (cinza) e
FT890L (amarelo), a 12°C

Tabela 4. Analise estatistica de variancia (Anova) dos valores de pH no inicio e final da fermentacéo
alcodlica de mosto cervejeiro (12°Brix) pelas linhagens de Saccharomyces sp. FT009C,
FTO30C, FT034C e FT890L: fator duplo sem repeticao.

RESUMO Contagem Soma Média Variancia
FT030C 3 14,79 493 0,3373
FT034C 3 14,81 4,936667 0,330033
FT890L 3 14,88 4,96  0,3081
5,6 3 16,8 5,6 1,18E-30
4,56 3 13,9 4,633333 0,001033
4,53 3 13,78 4,593333 0,000433
ANOVA
Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P__ F critico
Leveduras 0,001489 2 0,000744 2,061538 0,242482 6,944272
Tempo (h) 1,949422 2 0,974711  2699,2 5,48E-07 6,944272
Erro 0,001444 4 0,000361

Total 1,952356 8
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5.5 Teor Alcodlico

O teor alcodlico obtido pelas linhagens FTO09C, FT030C, FT034C e FT890L
em fermentacdo com mosto cervejeiro a 12°Brix esta apresentado na Figura 9.
Nota-se que os valores observados, variando entre 3,1 e 3,6% por volume, estéo
de acordo com o esperado para uma cerveja American Light Lager, que varia de
2,8% a 4,2% por volume (BJCP, 2015), ndo apresentando valores significantemente
distintos entre os tratamentos, como apresentado na Tabela 5.

A FT034C apresentou o maior valor para teor alcodlico, condizendo com os
resultados de atenuacdo aparente maxima alcancada, sendo estes dois atributos

inversamente proporcionais.
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1,0

Teor alcodlico (%, v/iv)
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FTO09C FTO30C FT034C FT890L

Figura 9. Producgédo de etanol apés 216 horas de fermentacdo de mosto cervejeiro (12°Brix) pelas
linhagens de Saccharomyces sp.: FT0O09C, FT030C, FT034C e FT890L a 12°C
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Tabela 5. Andlise estatistica de variancia (Anova) dos valores de teor alcodlico (%, v/v) ap6s 216
horas de fermentag&o de mosto cervejeiro (12°Brix) pelas linhagens de Saccharomyces sp.
FT009C, FT030C, FT034C e FT890L.: fator duplo sem repeticéo.

RESUMO Contagem Soma Meédia Varidncia
FTO30C 2 3,33 1,665 5,54445
FT034C 2 3,59 1,795 6,44405
FT890L 2 3,11 1,555 4,83605
0 3 0 0 0
3,18 3 10,03 3,343333 0,057733
ANOVA
Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Leveduras 0,057733 2 0,028867 1 0,5 19
Tempo (h) 16,76682 1 16,76682 580,8366 0,001717 18,51282
Erro 0,057733 2 0,028867
Total 16,88228 5

6 CONCLUSOES

As linhagens de Saccharomyces sp. FTO09C, FT030C, FT034C e FT890L
apresentam desempenho fermentativo satisfatorio visando a producdo de cerveja
Lager, para as caracteristicas de atenuacao aparente do mosto, populagao viavel,
pH e teor alcodlico.

Apesar das caracteristicas de todas as linhagens configurarem potencial para
utilizacdo como leveduras cervejeiras, estas diferem entre si quanto a velocidade
de atenuacdo aparente do mosto e a populacdo de células viaveis, mas sao
semelhantes quanto ao teor alcodlico e pH da cerveja.

A FT034C proporciona atenuacao aparente mais rapida e completa do mosto,
além de uma maior populacéo viavel ao longo da fermentacéo, fatores que afetam
a otimizacao do processo de producéo e a qualidade da bebida.

Logo, conclui-se que o uso da FT034C na producéo de cerveja Lager reduz
o tempo de fermentacdo da cerveja sem afetar outras caracteristicas da bebida,
como o pH e o teor alcodlico, atuando como fator vantajoso para a liberacdo

antecipada dos tanques de fermentacao e consequente giro de capital na cervejaria.
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