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RESUMO

A cerveja é um produto obtido a partir da fermentacdo alcodlica de graos
maltados. Boa parte dos insumos utilizados no Brasil para esta produgdo é importado,
incluindo o fermento. Assim, o isolamento de novas linhagens tem sido um aspecto
importante na industria cervejeira, uma vez que possiveis melhoramentos no processo
podem ser aplicados pela exploracdo da biodiversidade natural dos fungos. Com o
crescimento significativo do mercado das cervejas artesanais e as novas exigéncias do
consumidor torna-se interessante o isolamento de leveduras que tragam caracteristicas
diferenciadas em relacdo ao aroma, sabor ou aspecto do produto. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de isolados de leveduras selvagens para
fermentacdo de cervejas. Foi feita caracterizacdo macroscopica da morfologia colonial
das linhagens isoladas. Nove leveduras foram selecionadas da casca e da polpa de
tangerinas locais (Citrus reticulata) utilizando-se os testes de exclusao: fermentacao de
carboidratos presentes no mosto cervejeiro (glicose, sacarose e maltose); a producéo de
H>S, principal causador de off-flavors; tolerancia a diferentes concentracfes de etanol
(5% e 10%) e ao estresse osmotico (mosto com densidades 12 °P, 16 °P e 20 °P). Os
isolados também foram avaliados quanto a sua capacidade de crescimento em diferentes
temperaturas (10 °C, 20 °C, 25 °C e 37 °C) e a porcentagem de floculacdo (baixa, média
e alta). A identificacdo molecular foi realizada pelo sequenciamento do dominio D1/D2
do gene 26S rDNA, sendo dois isolados do género Saccharomyces, um do género
Candida e seis do género Pichia. As leveduras selecionadas apresentaram capacidade de
fermentacdo de glicose, sacarose e maltose; nenhuma, pouca ou média producdo de
H.S; tolerancia a condi¢fes normais de fermentacdo (5% de etanol, 12 °P). Os testes de
floculacdo e crescimento em diferentes temperaturas auxiliam no enquadramento do
estilo de cerveja mais adequado para cada levedura, porém mais estudos sdo necessarios
para avaliar o perfil destes isolados. A obtengdo de linhagens com fenotipos desejaveis
para a producgdo de cerveja contribuird para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
deste setor, oferecendo um produto biotecnolégico nacional como alternativa ao
fermento importado e conferindo mais independéncia e autonomia ao mercado

cervejeiro.

Palavras-chave: cerveja, levedura, isolamento, fermentacéo.



ABSTRACT

Beer is a product obtained by the alcoholic fermentation of malted grains. Most
of the ingredients used in Brazil for its production are imported, including yeasts.
Therefore, the isolation of national wild yeast has been an important aspect in beer
industry, once that possible improvements in the process can be applied by exploiting
the natural biodiversity of fungi. The growth of the craft beer market is increasingly
looking for a quality product along with a cultural identity that beer can bring to its
original region. Thus, this study aimed to analyze the potential of isolated wild yeasts
for brewing. The macroscopic characterization of isolate’s colonial morphology was
made. Nine yeasts were selected from the bark and the pulp of local tangerines (Citrus
reticulata) using exclusion tests: fermentation of wort carbohydrates (glucose, sucrose,
maltose); H2S production, main responsible for off-flavors; the ability to tolerate
ethanol (5% e 10%) and sugar (gravity’s wort of 12 °P, 16 °P and 20 °P) different
concentrations. The strains were also evaluated for their capacity to grow at different
temperatures (10 °C, 20 °C, 25 °C and 37 °C) and flocculation percentage (low, medium
and high). Molecular identification was made by sequencing D1/D2 domain 26S rDNA
gene having two strains from Saccharomyces, one from Candida and six from Pichia
genus. The selected yeasts shown capacity to ferment glucose, sucrose and maltose;
none, low or medium production of H»S; tolerance of normal fermentation conditions
(ethanol 5%, 12 °P). The flocculation and growth at different temperatures assays help
to classify the suitable beer style for these yeasts, nevertheless more studies are needed
to evaluate the profile of the strains. Obtaining lineages with desirable phenotypes for
brewing will contribute to the scientific and technological development of this sector,
offering a national biotechnological product as an alternative to imported yeast,

conferring more independence and autonomy to the brewing market.

Keywords: beer, yeast, isolation, fermentation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Breve historico da cerveja

Bebidas e alimentos fermentados possuem grande impacto nas sociedades
devido a sua importancia cultural e econémica, fazendo parte do cotidiano da maioria
das pessoas. Inicialmente, as civilizagdes humanas eram ndmades e migravam conforme
a disponibilidade de recursos nos locais. O desenvolvimento das atividades de
domesticacdo de animais e cultivo de plantas pelo homem pré-historico iniciou uma fase
de sedentarizacdo humana, levando ao surgimento da agricultura e a formacdo das
primeiras civilizacfes. Pela necessidade em produzir seu préprio alimento, o homem da
Antiguidade passa a aprimorar as técnicas de plantio, desenvolvendo a producdo de
novos alimentos, principalmente a base de cereais, como 0s pées. Acredita-se que a
evolucdo destas praticas agropecudrias também esta relacionada a producédo de vinhos e
cervejas devido a vontade dos povos em plantar os insumos utilizados na fabricacéo
destas bebidas (WHITE & ZAINASHEFF, 2010). Os primeiros povos comegaram a se
estabilizar nas margens de rios, como Tigre, Eufrates, Nilo e Ganges. Estes locais foram
0 berco das primeiras grandes civilizagdes, assim como da agricultura e do comércio.
N&o por acaso, estudos arqueoldgicos encontraram evidéncias de que a producdo de
bebidas fermentadas ocorria desde o periodo Neolitico encontrando-se, também,
vestigios nos Impérios da Mesopotamia e do Egito, além de registros nos povos da
Idade Média (SICARD & LEGRAS, 2011; MORADO, 2009).

Produzida a partir de cereais maltados, lUpulo, 4gua e levedura, acredita-se que a
cerveja se originou juntamente as outras bebidas fermentadas produzidas na
Antiguidade, possuindo registros arqueoldgicos em povos da Sumeria, da Babilnia e
do Egito, sendo também produzida por gregos e romanos durante o apogeu dessas
civilizagbes (VENTURINI, 2000). Durante a Idade Média, a bebida era produzida
principalmente em mosteiros onde era comum a adi¢do de ervas e especiarias, cComo 0
gengibre, a canela, o cravo-da-india, o louro, a salvia e o lupulo (HORNSEY, 2003) —
este introduzido por ultimo, tornou-se popular pelo caracteristico amargor conferido a
bebida e também por suas propriedades antimicrobianas, fazendo com que a cerveja
durasse mais (MORANO, 2009). Ainda, foi nesta mesma época que o mosteiro de
Weihenstephan, localizado na regido da Baviera, Alemanha, obteve a primeira licenca

para producdo comercial de cerveja, tornando-se a cerveja mais antiga em atividade no
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mundo (MORADO, 2009). Em 1516, com a chamada Lei da Pureza (Reinheitsgebot), o
duque Guilherme 1V, também da Baviera, estabeleceu que a bebida somente seria
produzida com o uso do malte de cevada, lUpulo e agua, deixando de fora desta lista as
leveduras por sua existéncia ainda ser desconhecida. Em 1993, essa lei se transformou
na Lei Provisoéria da Cerveja Alema (Vorlaufiges Deutsches Biergesetz) a qual proibe o
uso de cevada ndo-maltada e permite o uso de trigo e aglcar de cana. Esta lei é mantida
até hoje na Alemanha (VENTURINI et al., 2008; MORADO, 2009).

Os modos de producéo e distribuicdo de cerveja sofreram mudangas decisivas
com a Revolucdo Industrial, contribuindo para o surgimento de grandes fabricas na
Inglaterra, na Alemanha, no Império Austro-Hungaro e nos EUA (VENTURINI, 2000).
O descobrimento das maquinas a vapor revolucionou a industria cervejeira. Sistemas de
lavagem e resfriamento dos equipamentos, antes dificeis de executar por utilizar mao de
obra bracal, foram automatizados; a producdo era limitada as épocas mais frias do ano e
praticamente impropria em paises tropicais. Em 1859, Carl Von Linde desenvolveu o
sistema de refrigeracdo artificial baseado na compressdo do amoniaco. O controle da
temperatura permitiu a estabilidade das caracteristicas organolépticas da bebida, a
producdo durante todo ano e sua expansdo pelo mercado nos paises tropicais
(DAMASCENO, 2013; HOUGH, 1990). Todos estes aspectos contribuiram para a
producdo da bebida em larga escala, o surgimento das primeiras grandes empresas

cervejeiras e a popularizacdo da bebida em todo mundo.
1.2 A cerveja no Brasil

Considerando a histéria mundial da cerveja, o Brasil tomou conhecimento da
bebida muito tempo depois. As primeiras cervejas chegaram ao nosso pais somente no
século XVII com a colonizagdo holandesa de Mauricio de Nassau, no Recife, pela
Companhia das Indias Ocidentais (SANTOS, 2004). Por ser um habito mais restrito
destes povos, a expulsdo dos holandeses acabou levando consigo a bebida, que deixou
oficialmente o pais por cerca de um século e meio. O pouco de cervejas encontradas no

Brasil durante este periodo era fruto do contrabando.

Acredita-se que o habito de beber cerveja tenha sido trazido com a chegada da
familia real ao Brasil e a abertura dos portos as nacdes amigas de Portugal, em 1808
(VENTURINI, 2000). A cerveja consumida era importada da Europa, trazida em barris

principalmente pelos comerciantes ingleses. A forte influéncia comercial que a
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Inglaterra exercia sobre Portugal naquela época fazia com que as cervejas inglesas
dominassem o mercado brasileiro. Porém, no final do século XIX, o governo nacional
aumentou os impostos de importacdo, tornando inviavel a comercializagdo do produto
estrangeiro no pais. Uma vez instalada a cultura cervejeira no Brasil, a alta taxacao dos
produtos estrangeiros acaba privilegiando o mercado das primeiras cervejas artesanais,
habito trazido pelos imigrantes alemaes os quais inicialmente produziam para consumo
proprio (SANTOS, 2004). Entdo, em 1888 é fundada na cidade do Rio de Janeiro a
“Manufatura de Cerveja Brahma Villigier ¢ Cia”. Em 1889, a Antartica, que antes era
um abatedouro de suinos e possuia uma fabrica de gelos ociosa, inicia-se no ramo das
cervejas através do empresario alemdo Louis Bucher. Em 1891, a Antartica oficializa-se
como “Companhia Antartica Paulista”, sociedade andnima fundada em S&o Paulo
(VENTURINI, 2000). Por anos estas duas grandes empresas competiram no mercado
nacional até que, em 1999, a fusdo de ambas deu origem a Companhia de Bebidas das

Américas (AmBev).

O mercado brasileiro de cervejas comerciais tem caracteristica de oligop6lio. Em
contrapartida, no inicio dos anos 2000, comecaram a proliferar-se em vérias regifes do
Brasil microcervejarias com servico de bar, restaurante e pista de danca (VENTURINI,
2000), sendo a DadoBier a primeira microcervejaria do pais - fundada nestes moldes, no

ano de 1995, em Porto Alegre.

Anualmente, quase 160 bilhGes de litros de cerveja sdo produzidos ao redor do
mundo e o Brasil é um dos cinco maiores produtores. Até o ano de 2011, o Brasil
ocupava a 32 posicdo mundial em producdo de cerveja, com 12,4 bilhdes de litros ao
ano. Acompanhado neste ranking por China (45 bilh6es de litros), Estados Unidos (35
bilhGes de litros), Russia (11,6 bilhdes de litros) e Alemanha (10,8 bilhdes de litros), o
mercado brasileiro encontra-se em grande expansdo (CERVESIA, 2011). Atualmente, o
setor cervejeiro nacional produz 14,1 bilhGes de litros por ano e representa 1,6% do PIB

nacional (CERVBRASIL, 2016), mostrando consideravel importancia econdmica.
1.3 Escolas e tipos de cervejas

Diferentemente dos vinhos, nos quais a uva é o principal fator determinante do
seu tipo, as cervejas possuem diversas classificagfes que podem variar de acordo com
fatores muito distintos, como a densidade, a cor, o teor alcoodlico, a levedura utilizada, o

tipo de fermentacdo e a proporcdo de malte de cevada (BJCP et al., 2015). De forma
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geral, podemos classificar as cervejas quanto ao seu estilo ou quanto ao fermento

(levedura) utilizado.

Quanto ao fermento utilizado, as cervejas sdo classificadas em trés grandes
familias conhecidas como ales, lagers e lambics. Ales sdo cervejas de alta fermentacdo,
produzidas entre 15 °C e 25 °C pela espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae,
caracterizando-se por possuirem propriedades organolépticas mais complexas devido a
maior concentracdo de ésteres e alcoois superiores (SAERENS et al., 2010; AMORIM
et al., 2013; BERLOWSKA et al., 2015); lagers séo cervejas de baixa fermentacéo,
produzidas entre 6 °C e 14 °C pela Saccharomyces pastorianus, levedura com maior
capacidade de floculacdo, dando a cerveja uma caracteristica menos turva (LIBKIND et
al., 2011; BING et al., 2014; HUUSKONEN et al., 2010; BERLOWSKA et al., 2015).
As lambics sdo oriundas de fermentacOes espontadneas com leveduras selvagens
geralmente do género Dekkera (Brettanomyces), além de algumas bactérias laticas e

aceticas do meio ambiente (BJCP et al., 2015).

Os estilos de cervejas dividem-se de acordo com as quatro principais escolas
cervejeiras do mundo: alema, belga, inglesa e americana (BJCP et al., 2015). Sob forte
influéncia da Lei da Pureza de 1516, a escola alemd € a mais tradicional, sendo ela o
berco das cervejas lagers (“estoque”, em alem&o). Como sé era possivel a fabricacdo de
cervejas nos periodos de inverno, os cervejeiros alemaes armazenavam grandes blocos
de gelo, formados nos lagos e rios, em cavernas onde as cervejas eram guardadas.
Devido a este processo, 0s alemées acabaram selecionando leveduras mais resistentes ao
frio, ou de baixa fermentacdo, produzindo cervejas mais limpidas e com menos sabores
indesejados. Estilos como Munich Helles, Bock, Kellerbier, Dunkel e Vienna marcam

as lagers produzidas nas regides da Alemanha, Austria e Republica Checa.

A escola belga, diferentemente da escola alemd, € marcada pela ousadia e
criatividade, principalmente por ndo ser influenciada pela Lei da Pureza, podendo ter
adicdes de frutas, mel e sementes ou simplesmente fermentadas espontaneamente por
microrganismos presentes na atmosfera (lambics). Nos monastérios belgas, foram
formulados os estilos mais tradicionais desta escola, como as Trappistas, Blondes e

Dubbels, todas cervejas de alta fermentacéo (ales) e bastante condimentadas.

Ja a escola inglesa é marcada por um estilo de cerveja diretamente relacionado

aos habitos culturais ingleses. Pelo grande apreco pela bebida e o habito de frequentar
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pubs, as cervejas inglesas costumam ser de teor alcoolico mais baixo, faceis de beber e
servidas em pints. Bastante diferente das escolas alemd e belga, a escola inglesa
destaca-se por suas ales mais escuras, com carater mais maltado e uma carbonatacéo

mais amena. Cervejas dos estilos IPA, Porter e Stout marcam esta escola.

Das grandes escolas cervejeiras, a americana € a mais jovem e caracterizada pela
reinvencdo de estilos. A fabricacdo de cervejas nos Estados Unidos era realizada
principalmente pelos imigrantes europeus. Com a promulgacéo da Lei Seca nos anos
1920, houve a proibicdo da producdo e comercializacdo de bebidas alcodlicas no pais e
mais de mil microcervejarias sofreram com esta lei. Somente as empresas cervejeiras
que comercializavam outros produtos, como extrato de malte, conseguiram sobreviver
(MORADO, 2009). Na segunda metade da década de 40, apés o fim da Lei Seca (1933)
e 0 encerramento da Segunda Guerra Mundial (1945), o mercado cervejeiro tornou a
reagir. Entretanto, a necessidade de reerguer uma economia gasta pelas guerras fez com
que as cervejarias passassem a utilizar grdos mais baratos que a cevada, como 0 arroz e
o milho, criando estilos hoje conhecidos como American Standard Lager e American
Light Lager (MORADO, 2009). Somente nos anos 60, grupos cervejeiros caseiros
comecaram a se espalhar pelo pais, movimento conhecido como craft brewing, febre
que se espalha cada vez mais pelo planeta até hoje. Atualmente, existem mais de 1.300
microcervejarias em operacdo nos EUA e sua escola é conhecida pelo desenvolvimento

do estilo APA, nos anos 80.

O Brasil ndo possui uma escola propria, mas observa-se que a cultura cervejeira
no pais tem crescido cada vez mais e, juntamente, a vontade em desenvolver uma
identidade nacional. Muitos cervejeiros ja utilizam ingredientes nacionais em suas
receitas, como derivados de cana. Recentemente, obteve-se a primeira variedade de
lUpulo cultivada no Brasil, na Serra da Mantiqueira, em Minas Gerais. Cervejarias como
Tupiniquim e Colorado ja apostam nesta identidade nacional em seus rotulos, além de
alguns grupos de pesquisa pelo pais que buscam o potencial de leveduras nacionais para

a fermentacéo de cervejas.
1.4 As leveduras

As primeiras leveduras encontradas estavam associadas ao processo de
fermentacdo dos pées. Assim, batizou-se este grupo de microrganismos de leveduras em

alusdo a palavra latina “levare”, a qual significa “fazer crescer”, referindo-se ao
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aumento da massa de pdo. Em 1680, Anton van Leeuwenhoek foi o primeiro cientista a
observar em microscopio a estrutura celular das leveduras, porém sem saber que se
tratava de um ser vivo. No século seguinte, em 1789, Antoine-Laurent Lavoisier
descreve a natureza quimica da fermentacdo: o acUcar presente no mosto é convertido
em alcool e gas carbdnico. Porém, acreditava-se que a reagdo ocorria espontaneamente,
promovida pelo contato com o ar, sendo as leveduras um mero subproduto deste
processo (SCHLENK, 1985). Somente em 1860, os estudos bioquimicos de fermentagéo
realizados pelo francés Louis Pasteur demonstraram que O processo ndo ocorria
magicamente, como se acreditava, mas era realizado por seres vivos: as leveduras. O
processo foi comprovado pelo experimento conhecido como “swan neck”, OU pPescoco
de cisne, no qual Pasteur preencheu um frasco estéril com meio de cultura e o aqueceu.
Somente os frascos em que o “pescogo’ era quebrado, permitindo a entrada de ar, havia
proliferacdo de microrganismos. Os trabalhos de Pasteur evidenciaram a existéncia de
microrganismos presentes no ar, em solidos e fluidos, sendo estes os responsaveis tanto
pela fermentacdo alcodlica, ocorrida durante a producdo das bebidas, quanto pela
“doenga” (azedume) dos vinhos e cervejas (fermentacdo latica): assim, contrapondo a
teoria da geracdo espontdnea. A solucdo para a deterioracdo destas bebidas por ele
encontrada consistia no aquecimento da bebida a temperatura suficiente para matar a
maioria destes microrganismos indesejaveis, fenbmeno hoje chamado de
“pasteurizagdo”, em sua homenagem. Estas descobertas e teorias possibilitaram aos
cervejeiros ter maior controle do processo produtivo, aprimorando a industria de
bebidas e iniciando o processo de domesticacdo das leveduras (WHITE &
ZAINASHEFF, 2010; TORTORA et. al., 2012).

Hoje, sabe-se que leveduras sdo eucariotos pertencentes ao reino Fungi e
constituem o grupo de microrganismos mais utilizados em processos industriais, sendo
0 género Saccharomyces o de maior destaque. Tradicionalmente utilizada na indUstria
de alimentos, a espécie S. cerevisiae € um organismo modelo também em diversos
estudos devido a sua estrutura celular simples e com aspectos genéticos conhecidos
(SHERMAN, 2002). A célula de uma levedura é composta de diferentes componentes
(Figura 1), sendo eles: a parede celular, composta de glicanos, mananos, proteinas e
lipideos; a membrana plasmatica, composta por glicoproteinas, lipideos e ergosterol; o

citoplasma, porc¢éo fluida onde encontram-se as organelas e substancias como enzimas e



18

carboidratos de reserva (glicogénio e trealose); e, por fim, o nucleo armazenando o
DNA da célula (VIEIRA & FERNANDES, 2012).

As leveduras possuem cerca de 6.000 genes, sendo 0s primeiros organismos
eucarioticos a ter seu genoma sequenciado, em 1996 (WHITE & ZAINASHEFF, 2010).
Em condicBes onde hd boa disponibilidade de nutrientes, como € o caso do mosto
cervejeiro, as leveduras reproduzem-se por um processo assexuado chamado de
brotamento ou gemulagdo. Na superficie celular, forma-se uma pequena protuberancia a
qual se transforma em uma célula-filha. As células-filhas formadas séo clones,
mantendo a estabilidade génica da populacdo na maioria das vezes — caracteristica
fundamental nos processos fermentativos de alimentos. Este processo deixa uma cicatriz
de quitina na superficie da célula, sendo usado como uma forma de detectar a idade e,
por consequéncia, a viabilidade aproximada da levedura (VIEIRA & FERNANDES,
2012; CARVALHO et al 2006). O namero de brotos que uma linhagem de leveduras
gera € bastante varidvel. Enquanto as leveduras cervejeiras da espécie Saccharomyces
cerevisiae sdo capazes de brotar aproximadamente 30 vezes, leveduras Saccharomyces
pastorianus ndo brotam mais de 20 vezes (WHITE; ZAINSHEFF, 2010). Em condicdes
adversas, a levedura pode reproduzir-se também sexuadamente por esporos,

aumentando a variabilidade genética da populacéo.

Mitochondrion N

Golgi apparatus /’

ﬁ Ribosome

‘,‘J’ Nucleus

Micro bodies

Outer envelope

Cytoplasm Endoplasmic reticulum

Figura 1. Estrutura celular de uma levedura (BIOCOURSEAWARE, 2012).

As leveduras estdo entre o0s principais agentes na fabricacdo de bebidas
alcoolicas, como cervejas, vinhos, cachagas e sakés (STEENSELS; SNOEK et al.,
2014); atualmente, se tem lancado mé&o de suas propriedades na producao de bioetanol,

insulina humana e vacinas contra o virus da hepatite e o papiloma virus (HOU et al.,
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2012). Devido a esta gama de aplicacOes biotecnologicas das leveduras, ha sempre o
interesse em buscar o aprimoramento dos processos, como 0 aumento da produtividade,
a sintese de compostos novos e a utilizagdo de recursos alternativos como substrato, de
forma a ter um bom custo-beneficio entre o rendimento do produto e os custos da sua
producdo. Entretanto, na maior parte dos processos industriais ndo sdo usadas as
linhagens mais adequadas a determinados processos ou que possuam melhor
desempenho. Isso ocorre por seu uso se dar mais por razdes histdricas, sem que as
linhagens tenham passado por uma cuidadosa selecdo para fins especificos
(STEENSELS; SNOEK et al., 2014).

Estudos recentes de metagendmica mostraram que a biodiversidade natural dos
fungos é vasta e altamente inexplorada, sendo as linhagens industriais representadas por
uma pequena fracdo desta variedade (LITI et al., 2009; WANG et al., 2012). Na
producdo de cervejas, as principais espécies utilizadas sdo a S. cerevisiae e a S.
pastorianus, a qual se acredita ter evoluido a partir de uma hibridizacdo entre a S.
cerevisiae e a S. eubayanus (LIBKIND et al., 2011; BING et al., 2014). Analises de
leveduras selvagens e industriais revelaram que a diversidade genética das linhagens
utilizadas pela inddstria é limitada quando comparada a biodiversidade natural (WANG
et al., 2012) devido ao seu uso para fins especificos. Assim, € de grande interesse
industrial explorar a diversidade das linhagens selvagens, buscando selecionar e
desenvolver novas linhagens industriais que confiram propriedades organolépticas
diferenciadas as cervejas, proporcionando uma maior variedade de sabores e aromas e
conquistando um publico cada vez mais exigente com um produto de maior valor

agregado.
1.5 Biogquimica da cerveja

A producdo de cerveja é dividida nas seguintes etapas: maltagem, brassagem,
fermentacao, maturacao, filtracdo e pasteurizacdo. A maltagem corresponde ao processo
de producdo do malte. Neste processo a cevada é colocada em tanques com agua para
ativar a germinagdo dos gréos. Apds aproximadamente 40 h, os gréos sdo retirados do
tanque e permanecem cerca de cinco dias espalhados na sala de germinagéo. A cevada,
entdo, € seca e 0 grdo germinado passa a se chamar malte. O principal objetivo desta
etapa € ativar enzimas presentes no gréo de cevada, como a- e B-amilases, celulases, e

a-glicosidases. Estas irdo catalisar a degradacéo de polissacarideos, como a amilose, a
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amilopectina e a celulose em acucares fermentaveis (MORADO, 2009). O amido é a
reserva energética presente no endosperma dos graos e, para que seja liberado, o malte
precisa ser aquecido e moido em &gua. ApGs a mostura, 0 mosto liquido € separado,
fervido com lupulo, clarificado, depois resfriado e aerado — processo conhecido como
brassagem. Durante a mostura, ocorre a acdo das enzimas hidroliticas, formando
carboidratos como maltose, sacarose, glicose, maltotriose e outros glicidios simples,
nutrientes necessarios para o crescimento das leveduras. A adi¢cdo do lapulo é
fundamental para conferir o amargor caracteristico e os aromas da cerveja (MORADO,
2009). O lupulo também possui &cidos com propriedades antimicrobianas, impedindo a
acdo principalmente de bactérias gram-positivas (HAZELWOOD et al., 2010). A
oxigenacdo do mosto é importante para a formacdo de esterGis e acidos graxos,

essenciais para a sintese da membrana plasmatica e para a reproducéo das leveduras.

Uma vez adicionadas as leveduras, o processo fermentativo inicia e pode ser
divido em trés fases: adaptativa (lag), exponencial (log) e estacionaria (HELD, 2010),

formando uma curva de crescimento similar a ilustrada na figura 2.
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Figura 2. Curva de crescimento de uma levedura. Absorbancia da suspensdo celular medida em

espectrofotdmetro a 600 nm durante diferentes fases do crescimento (HELD, 2010).

Durante a fase lag, a levedura ira adaptar-se ao meio e iniciar seu ciclo de
divisdo celular. Ela utilizard suas reservas de glicogénio como fonte de energia, bem
como 0 oxigénio presente no mosto, para promover a formacdo do ergosterol,

componente essencial da membrana celular, e se multiplicar (PUT, 2012). Na fase
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exponencial, 0s agucares presentes no mosto sdo utilizados na via fermentativa, sendo

convertidos em etanol e gas carbonico.

A fermentacdo alcodlica € um processo bioquimico no qual o piruvato é
utilizado para producédo de energia em situagOes de anaerobiose (auséncia de oxigénio).
Na presenca de oxigénio, normalmente prevalece o ciclo respiratorio. Entretanto, em
ambientes em que ha altas concentracfes de agUcares, COmo 0 Mosto cervejeiro, ocorre
a fermentacéo, mesmo na presenca de oxigénio — fenémeno chamado de Efeito Crabtree
(PRONK et al., 1996). Este processo ¢ uma forma da propria levedura proteger-se
contra uma situacdo de alto estresse metabolico que seria gerado caso todo agUcar fosse
metabolizado pela via glicolitica. A via fermentativa regenera a coenzima NAD*. Para
iIsso, a enzima piruvato descarboxilase promove a descarboxilagdo do piruvato,
formando acetaldeido e liberando CO.. Entdo, o acetaldeido é reduzido pela enzima
alcool desidrogenase, gerando etanol e regenerando NAD®. Dessa forma, leveduras
como a S. cerevisiae sdo capazes de produzir dois moles de etanol, dois moles de gas
carbdnico e 2 ATP para cada molécula de glicose (Figura 3) (NELSON & COX, 2012).

- CO NADH + H™

O\\ /O 2 | .

(|3 PR, 1 O H . NAD" OH
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e A
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CH3 .-|,:.;-“|-|-..;_\_\'-\ lase CH?» dehvdri oenase CHE‘,

Pyruvate Acetaldehyde Ethanol

Figura 3. Fermentacédo alcoodlica: formacéo de etanol e gas carbonico a partir do piruvato gerado
na glicolise (NELSON & COX, 2012).

As leveduras utilizam mais facilmente alguns aglcares do que outros. Por isso,
possuem preferéncia pelos agucares mais simples, com a fermentacdo destes ocorrendo
na seguinte ordem: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose (PALMER, 2006).
A capacidade em fermentar estes acucares € variavel entre as diferentes linhagens
celulares de leveduras. Esta caracteristica especifica de cada levedura juntamente a
outros fatores, como a quantidade e a qualidade dos nutrientes disponiveis no mosto, a

temperatura e o pH do processo determinardo a taxa de fermentacdo dos
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microrganismos, refletindo no teor alcoolico e nos compostos formados, os quais dardo
diferentes sabores e aromas a cerveja (WHITE & ZAINASHEFF, 2010).

Além do etanol e gas carbdnico, compostos como ésteres e alcoois superiores
sdo subprodutos formados no catabolismo de aminoéacidos e anabolismo dos
carboidratos realizados pelas leveduras a fim de produzir aminoacidos, proteinas e
outras moléculas nitrogenadas (COPPOLA, 1982). Os ésteres sdo compostos volateis
formados por um acido orgénico e um alcool e desempenham papel fundamental nas
caracteristicas das cervejas, principalmente as ales, sendo responsaveis pelos aromas e
sabores frutados. Alguns exemplos de ésteres comuns sdo 0 acetato de etila (solvente),
hexanoato ou caproato de etila (maca) e o0 acetato de isoamila (banana). Alguns alcoois
superiores, como n-propanol, alcool isoamilico e isobutanol possuem sabor similar ao
do etanol, porém podem conferir sabores indesejados, como o de solvente, dependendo
do tipo de cerveja produzida e das concentracGes nas quais eles se encontram. Outros
subprodutos que podem gerar off-flavors nas cervejas sdo o diacetil, composto organico
pertencente ao grupamento cetona que, em altas concentragdes, confere as cervejas
sabor e aroma amanteigado; os &cidos organicos, como 0 acético (sabor e aroma de
vinagre), latico e butirico; compostos fendlicos e o gas sulfidrico — sendo este ultimo
produto do metabolismo de compostos inorganicos ou de aminoacidos com atomos de
enxofre em sua estrutura, fornecendo um aroma de ovos podres a cerveja (WHITE &
ZAINASHEFF, 2010).

Durante a fase estacionéria, o crescimento da populacdo cessa, a atividade
fermentativa diminui e as leveduras reabsorvem grande parte dos compostos de aroma

indesejaveis, “amadurecendo” e equilibrando o aroma da cerveja (PALMER, 2006).
1.6 Citrus reticulata

A bergamota ou tangerina (Citrus reticulata) é uma fruta oriunda da Asia que
chegou ao Brasil trazida pelos portugueses e imigrantes acorianos (WEILER et al.,
2006). Bem adaptada ao clima do Rio Grande do Sul, a bergamota é uma fruta simples e
facil de manipular-se em laboratério, possui baixo custo e uma grande popularidade

neste estado, possuindo o maior cosumo per capta (HORTIBRASIL, 2014).

Vegetais, cereais e frutas, incluindo a bergamota, sdo fontes de leveduras

selvagens de algumas espécies pertencentes aos géneros Candida, Cryptococcus,
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Debaryomyces, Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Metschnikowia, Rhodotorula,
Hanseniaspora, Pichia, Kloeckera, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora
e Zygosaccharomyces, apresentando grande potencial para o isolamento de novas
linhagens de leveduras para a industria de bebidas alcodlicas (LEE et al., 2011;
STEENSELS & VERSTREPEN et al.,, 2014). Com o advento do crescimento das
cervejas “artesanais ou especiais”, cresce também a busca pela qualidade de produgao,

juntamente com a identidade cultural que a cerveja traz a sua regido.
1.7 Justificativa

Ao longo dos séculos, as leveduras foram sendo selecionadas pelos
cervejeiros até atingirem as caracteristicas desejadas a producéo de cerveja — capacidade
de fermentar carboidratos complexos, como a maltose e a maltotriose; baixa producéo
de H>S; resisténcia ao etanol, a baixo pH, ao estresse osmotico e a capacidade em

atingir o nivel de floculagéo desejado.

Boa parte dos insumos para a fermentacao de cervejas € importado, incluindo as
linhagens de leveduras pertencentes as espécies Saccharomyces cervevisiae,
Saccharomyces pastorianus e, mais raramente, ao género Brettanomyces. Dessa forma,
a utilizacdo de leveduras brasileiras com potencial para a producdo de cerveja poderia
ser uma alternativa ao uso de fermento importado, abrindo espaco para o
desenvolvimento de produtos nacionais para esta finalidade, até entdo pouco explorada

e de interesse para a industria cervejeira brasileira.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi isolar, selecionar e identificar leveduras selvagens a
partir de Citrus reticulata (tangerina) com caracteristicas desejaveis para utilizagdo na

fermentacdo de cervejas.
2.2 Objetivos especificos:

a) Isolar leveduras obtidas da polpa e da casca de C. reticulata,

b) Selecionar leveduras com fenétipos desejaveis para producdo de cervejas
mediante testes de exclus&o;

c) Caracterizar fenotipica e bioquimicamente as cepas selecionadas;

d) ldentificar, usando ferramentas de biologia molecular, os isolados de leveduras.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta das amostras e isolamento

As amostras foram coletadas de arvores locais durante a época de safra, entre
abril e maio de 2016, nas cidades de Guaiba e Barra do Ribeiro, em embalagem estéril,
armazenadas em gelo e transportadas para o laboratério de micologia do Instituto de
Ciéncias Baésicas da Saude, UFRGS, onde foram realizadas as analises. A polpa e/ou a
casca de 13 tangerinas foram maceradas separadamente para extracdo do suco da fruta e
inoculadas em meio liquido contendo 10% de DME e 0,03 mg/L de Zn como
ZnS04-7H0, com densidade ajustada para 9 °P (BLIECK, 2007). Os tubos falcon
foram incubados em shaker a 28 °C e 150 rpm. Como durante a fermentagdo os
acucares sao consumidos e convertidos em etanol e CO», é possivel monitorar o avanco
da fermentacdo pela queda de peso devido ao desprendimento deste gas. Assim, 0s
tubos foram pesados diariamente até a estabilizacdo do peso, indicando o final da

fermentacéo.

Apoés a fermentacdo, diluicGes decimais foram realizadas com &gua destilada
estéril e inoculadas em placas de petri (2% de agar (p/v), 10% de DME (p/v) 0,03 mg/L
de ZnSO4 e 0,1% de cloranfenicol (p/v)), incubadas a 28 °C por trés dias. As colonias
isoladas com caracteristicas macroscopicas e microscépicas de levedura foram
semeadas por esgotamento em meio YPD (2% de peptona (p/v), 1% de extrato de
levedura (p/v) e 2% de dextrose (p/v)) e incubadas a 28 °C durante trés dias. Todas as
cepas foram conservadas em criovial com 70% de meio YPD 2% e 30% de glicerol
estéril, a -20 °C (OLIVEIRA, 2008; WHITE, 2010).

3.2 Selecéo das leveduras por testes de excluséao
3.2.1 Avaliagéo da fermentacéo de fontes de carbono

O mosto cervejeiro é composto de diversos agucares fermentaveis, como glicose,
sacarose, frutose, maltose e maltotriose. Estes sacarideos sdo resultantes da degradacéao
enzimatica dos polissacarideos presentes no malte. A eficiéncia no processo de
producdo de cervejas esta diretamente relacionada a capacidade das leveduras em

fermentar estes aglcares, principalmente a maltose a qual encontra-se presente em cerca
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de 50 a 60% do mosto (STAMBUK et al., 2006). Com o intuito de utilizar as linhagens
isoladas na fermentacdo de cervejas, este estudo analisou a capacidade dos isolados em
metabolizar os seguintes agUcares: glicose, sacarose e maltose.

Os isolados e os controles US-05 e Heffeweizen foram cultivados por 48 h para
que as celulas estivessem metabolicamente ativas. Entdo, as leveduras foram inoculadas
com auxilio de uma algca microbioldgica estéril em tubo de ensaio contendo 6 ml de
MBF (0,75% (p/v) de peptona e 0,45% (p/v) de extrato de levedura) e tubo de Durhan
invertido. Este meio foi utilizado para avaliacdo da fermentacdo dos principais agucares
presentes no mosto cervejeiro, com adicdo da fonte de carbono a ser analisada: glicose
2% (p/v), sacarose 2% (p/v) ou maltose 2% (p/v). Os tubos foram incubados por 21 dias
a 28 °C. As leituras foram realizadas nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21. Foram consideradas
leituras negativas quando ndo houve acumulo de CO2 no tubo de Durham, +1 quando
somente 1/3 do tudo de Durham estava preenchido pelo gas, +2 quando o gas preencheu
2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham estava completamente cheio de gas (Figura
4). Ao final do ensaio, foram consideradas fermentadoras todas as linhagens que
obtiveram leituras +2 e +3 no tubo de Durhan e ndo-fermentadoras aquelas que
obtiveram leituras 0 e +1. As leveduras comerciais US-05 e Heffeweizen foram
utilizadas como controle positivo. Todos 0s experimentos foram realizados em duplicata
(YARROW et al., 1998; BARNETT et al., 2000).

Figura 4. Imagem representativa da escala de leitura no tubo de Durhan utilizada como critério de
analise da fermentacéo dos carboidratos glicose, sacarose e maltose. a) resultado negativo ou zero; b)
resultado +1 (1/3 de preenchimento); c) resultado +2 (2/3 de preenchimento); d) +3 (tubo totalmente

preenchido por CO,).
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3.2.2 Analise da producao de H2S

A produgéo de gas sulfidrico (H2S) foi analisada pela inoculacdo das linhagens
em meio Agar LA (0,3% (p/v) de peptona, 0,5% (p/v) de extrato de levedura, 4% (p/v)
de glicose, 0,02% (p/v) de sulfato de amdnio, 0,1% (p/v) de acetato de chumbo, 2%
(p/v) de agar), seguido pela incubacao por dez dias a 28 °C. Todas as amostras foram

semeadas em triplicata e o ensaio realizado trés vezes (ONO et al., 1991).

O crescimento de coldnias de coloracdo preta demonstra alta producdo de acido
sulfidrico, gas indesejado na producdo de cerveja, pois confere odor semelhante ao ovo
(OLIVEIRA et al., 2008; WHITE et al., 2010). Foi utilizada a seguinte escala de analise
da producéo de H»S: linhagens com colonias brancas ou cremes foram consideradas néo
produtoras de gas; coldnias beges representaram baixa producdo; marrom para producao
média e preto para producdo elevada deste gas (ONO et al., 1991; OLIVEIRA et al.,
2008). A levedura Candida albicans ATCC 28367 foi utilizada como controle positivo
por tratar-se de uma espécie altamente produtora de H.S (NICKERSON, 1953). Foram
utilizadas também duas leveduras ales comerciais bem conhecidas dos cervejeiros: US-

05 e Heffeweizen.
3.2.3 Tolerancia ao estresse osmatico e ao etanol

A gravidade original (OG) indica a concentracdo de acglcares do mosto presentes
no inicio da fermentacdo, podendo ser representada em graus Plato (°P), sendo 1 °P
equivalente a 1% do peso em aguicar no mosto (SAERENS et al., 2008). E considerado
um mosto com densidade normal entre 11 e 12 °P, enquanto 0 mosto com densidade
entre 14 e 17 °P é considerado de alta densidade e entre 18 e 25 °P de muito alta
densidade (HUUSKONEN et al., 2010). Ja o teor alcodlico das cervejas varia de acordo
com o estilo ou a escola, podendo apresentar concentragdes entre 2,5% e 10%, embora
ainda existam algumas cervejas que apresentem cerca de 14% ou mais de etanol
(MORADO, 2009).

A tolerancia ao estresse osmotico do mosto cervejeiro e ao etanol foi analisada
pela inoculacdo das linhagens isoladas em DME com densidades de 12, 16 e 20 °P e
com adicdo de etanol nas concentracdes de 5% (v/v) e 10% (v/v), conforme a tabela 1.
As amostras foram inoculadas em placa de petri, a 28 °C, por 72 h, nas condi¢des de

andlise descritas; a inoculacdo foi realizada utilizando-se a técnica de replica-plate. Os
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isolados também foram inoculados com 0 mesmo método em YPD 2% como controle.
Os ensaios foram realizados trés vezes, em triplicata, e foram selecionadas as leveduras

capazes de crescer em, pelo menos, 12 °P e 5% (v/v) de etanol.

Tabela 1. Teste de tolerancia ao estresse osmético e ao etanol. As leveduras isoladas foram submetidas
a seis ensaios, combinando duas diferentes concentragdes de etanol e trés diferentes concentracdes de

aclcares do mosto.

Etanol %

Ensaio W) Densidade (°P)
1 5 12
2 5 16
3 5 20
4 10 12
5 10 16
6 10 20

3.2.4 Analise da porcentagem de floculagdo

Para determinar a capacidade de floculacdo dos isolados, o ensaio foi realizado,
em triplicata, utilizado o teste de Helm’s modificado (D’HAUTCOURT & SMART,
1999), com temperatura de crescimento a 28 °C. Leveduras que obtiveram uma
porcentagem de floculagdo de até 50% foram consideradas como de baixa floculagéo.
Entre 50 e 80%, meédia floculacdo e, acima de 80%, alta floculacdo (Tabela 7). As
amostras controle foram tratadas com o agente quelante EDTA, o qual possui alta
afinidade pelos ions célcio, prejudicando a floculacdo das leveduras cujo processo

depende deste metal.

Cada isolado foi inoculado em tubos contendo 10 mL de meio YPD 2% e
incubados em estufa a 28 °C, por 72 h. Apos o periodo de crescimento, as células na
concentracéo de 108 células/mL (DOsoonm 0,35 — 0,4) foram lavadas com agua destilada

ou 0,5 M de EDTA (pH 7,0) e ressuspendidas em tampéo de lavagem (0,5¢/L de sulfato
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de célcio). As leveduras foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos e ressuspendidas
em tampé&o contendo 0,5 g/L de sulfato de célcio, 6,8 g/L de acetato de sodio, 4,5 g/L de
acido acético glacial e 4% de etanol, com o pH ajustado para 4,5. Foram utilizadas
células ressuspendidas em 0,5 M de EDTA (pH 7,0) como controle negativo. Apds
homogeneizacdo, as células permaneceram sem agitacdo por 15 minutos. Em seguida,
foram coletados 100 pL de sobrenadante de cada amostra e diluido em 900 pL de agua
destilada. A leitura foi realizada em D.O.eoonm. A porcentagem de floculagéo foi

calculada de acordo com a férmula:

% floculagdo = D.0.600nm Controle — D.0.600nm Experimental x 100

D.0.600nm Controle

3.3 Caracterizacao fenotipica e bioquimica dos isolados
3.3.1 Testes morfologicos

As leveduras foram caracterizadas de acordo com suas caracteristicas coloniais.
A caracterizacdo colonial foi realizada pelos seguintes parametros: cor, forma, margem,
elevacdo e superficie. Para a analise, os isolados foram cultivados sem estresse por 48 h

a 28 °C em Agar YPD 2%. As coldnias foram analisadas em lupa.
3.3.2 Crescimento em diferentes temperaturas

Os isolados foram inoculados em meio YPD 2% e incubados em diferentes
temperaturas durante trés dias. As temperaturas testadas foram 10 °C, 20 °C, 25 °C e 37
°C.

3.4 ldentificacdo molecular
3.4.1 Extracdo de DNA genémico

Os isolados foram cultivados em agar YPD 2% por 48 h. Uma coldnia foi
selecionada e suspensa em 400 pL de tampao de lise (0,15 M de NaCl, 50 mM de Tris-
HCI, 10 mM de EDTA, 2% de SDS - pH 8,0). A amostra foi incubada em banho-maria
a 65 °C por 60 minutos e, apés, foram adicionados 200 pL de acetato de potassio a 5 M
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e pH 4,8. Os tubos foram homogeneizados durante 30 segundos e incubados em gelo
por mais 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 5
minutos duas vezes, transferindo o sobrenadante para um novo tubo. Foi adicionado 1,0
mL de isopropanol a -20 °C e os tubos foram agitados por inversao durante 5 minutos.
Em seguida, foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. Foi adicionado 500 pL
de etanol 70% ao pellet a -20 °C, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi suspenso em 50 pL de TRIS-
EDTA a pH 7,4. 2,5 uL de RNAse foram adicionados e os tubos incubados em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos. A verificacdo da extracdo foi realizada por eletroforese

em gel de agarose 1,5%.
3.4.2 Amplificagdo do DNA Gendmico

As reacdes de amplificacdo foram realizadas por PCR, com volume final de 25
uL, contendo 13,9 uL de dgua mili-Q, 2,5 puL de tampéo, 0,3 puL de dNTPs, 0,8 uL de
primer senso, 0,8 uL de primer anti-senso, 1,5 puL de MgCl,, 0,2 pL de Tag DNA
Polimerase e 5 pL do DNA diluido. Foi amplificado o dominio D1/D2 da subunidade
grande do gene ribossomal 26S. Os primers utilizados foram: NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") (O’DONNELL, 1993; KURTZMANN &
ROBNETT, 1995) . As condicGes foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94 °C
durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 1 minuto, hibridizacdo a
55 °C durante 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto, com uma extensédo
final de 10 minutos a 72 °C. A eficécia da amplificacdo foi visualizada por eletroforese
em gel de agarose 1,5%. Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP-IT® de

acordo com as condicdes sugeridas pelo fabricante.
3.4.3 Sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes (250 ng) foram marcados
utilizando-se 2,5 pmol de cada primer especifico (tabela 1) e 0,5 uL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um volume final

de 10 puL. As reag¢des de marcacdo foram realizadas em termociclador LGC XP Cycler
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com uma etapa de desnaturacdo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C
por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied
Biosystems), desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e
eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection 3 (Applied Biosystems) com o0s
parAmetros Dye Set “Z”; Mobility File “KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS
Project “3500 Project]”;, Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm_cfv_100"; e
Analysis Module 1 “BC-3500SR _Seq FASTA.saz”. As sequéncias foram comparadas
com as de linhagens depositadas no GenBank usando o algoritmo “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST). Identidades iguais ou superiores a 99% permitiram

identificar o isolado em nivel taxonémico de espécie.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Fermentacdo espontanea

A primeira fermentacdo foi realizada com a polpa de 3 tangerinas (Figura 4). As
linhagens obtidas foram identificadas como: PB111, PB112 e PB113.

Peso (g)

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (dias)

Figura 5. Fermentacdo espontdnea do mosto cervejeiro contendo suco extraido da polpa de

tangerina.

A segunda fermentacgéo foi realizada com a casca e a polpa de 10 tangerinas,
obtendo-se um total de 34 isolados. As leveduras isoladas das cascas foram
identificadas como: CB312, CB331, CB341, CB342, CB351, CB352, CB361, CB362,
CB371, CB381, CB382, CB391, CB392, CB393, CB394, CB3101, CB3102. As
linhagens obtidas do isolamento das polpas foram: PB311, PB312, PB321, PB322,
PB331, PB341, PB342, PB361. PB362, PB371, PB372, PB373, PB381, PB382, PB383,
PB3101, PB3102.

4.2 Morfologia colonial

As leveduras foram classificadas segundo os critérios descritos em 3.3.1. Os
resultados encontram-se na tabela 2. A morfologia colonial de PB112 ndo foi realizada
uma vez que ja se sabia que esta levedura ndo era capaz de fermentar maltose e,

portanto, seria descartada das analises futuras.



33

Todas as leveduras isoladas obtiveram morfologias muito semelhantes,
apresentando colOnias de cor branca ou creme, com margens inteiras ou onduladas,
elevacdo convexa ou papilada, superficie lisa ou rugosa, textura cremosa e colbnias
foscas. Somente dois isolados apresentaram alguma caracteristica diferenciada: PB382
com textura farinosa e CB362 com col6nias brilhosas. As morfologias encontradas
foram todas similares em algum aspecto as linhagens comerciais US-05 e Heffeweizen e
ndo foi observado algum padrdo morfoldgico entre isolados da casca ou da polpa.

4.3 Fermentacéao de diferentes fontes de carbono

Todas as linhagens analisadas foram capazes de fermentar glicose. Em relacéo a
fermentacdo dos outros carboidratos, diferentemente da glicose, 14 linhagens isoladas
foram capazes de fermentar sacarose e foram encontrados 9 isolados com capacidade de
fermentar maltose: PB111, PB113, CB341, PB341, CB352, PB381, CB382, PB383 e
CB392 (Tabela 3). Alguns destes isolados n&o foram capazes de fermentar sacarose. Por
ser um agUcar presente em apenas 1-2% do mosto, o critério principal de selecdo foi a
capacidade de fermentar maltose, acUcar cuja representatividade no mosto € de 50-60%
(WHITE & ZAINASHEFF, 2010). A capacidade destes isolados em deixar sacarose
residual no meio poderia ser utilizada para a producdo de cervejas mais adocicadas —
caracteristica interessante e que agrada bastante o paladar de alguns consumidores.
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Tabela 2. Morfologia colonial das leveduras isoladas e dos controles US-05 e Heffeweizen.

Morfologia
Cor Margem Elevacéo Forma Superficie Brilho Textura
Isolado
Branca Creme Rosada Inteira Ondulada Plana Convexa Papilada Circular Irregular Lisa Rugosa Brilhosa Fosca Cremosa Farinosa

US-05 X X X X X X
Heffeweizen X X X X X X

PB342 X X X X X X

PB382 X X X X X X

PB113 X X X X X X

PB111 X X X X X X

CB394 X X X X X X

CB342 X X X X X X

CB331 X X X X X X

PB312 X X X X X X

CB352 X X X X X X
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Tabela 3. Morfologia colonial das leveduras isoladas e dos controles US-05 e Heffeweizen (continuacgao).

Morfologia
Cor Margem Elevacéo Forma Superficie Brilho Textura
Isolado
Branca Creme Rosada Inteira Ondulada Plana Convexa Papilada Circular Irregular Lisa Rugosa Brilhosa Fosca Cremosa Farinosa

PB362 X X X X X X
CB361 X X X X X X
CB392 X X X X X X
CB381 X X X X X X
PB332 X X X X X X X
PB331 X X X X X X X
CB341 X X X X X X X
PB322 X X X X X X X
PB321 X X X X X X X
CB312 X X X X X X X

PB311 X X X X X X X
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Tabela 4. Morfologia colonial das leveduras isoladas e dos controles US-05 e Heffeweizen (continuacgao).

Morfologia
Cor Margem Elevacéo Forma Superficie Brilho Textura
Isolado
Branca Creme Rosada Inteira Ondulada Plana Convexa Papilada Circular Irregular Lisa Rugosa Brilhosa Fosca Cremosa Farinosa
CB393 X X X X X X X
CB392 X X X X X X X
PB373 X X X X X X X
PB372 X X X X X X X
PB381 X X X X X X X
CB351 X X X X X X
PB361 X X X X X X
CB371 X X X X X X
CB362 X X X X X X
PB341 X X X X X X X

PB383 X X X X X X X
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Tabela 5. Morfologia colonial das leveduras isoladas e dos controles US-05 e Heffeweizen (continuacgao).

Morfologia

Cor Margem Elevacéo Forma Superficie Brilho Textura
Isolado

Branca Creme Rosada Inteira Ondulada Plana Convexa Papilada Circular Irregular Lisa Rugosa Brilhosa Fosca Cremosa Farinosa

CB382 X X X X X X X
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Tabela 6. Resultado da fermentacdo de diferentes carboidratos pelos isolados. As leveduras

comerciais US-05 e Heffeweizen foram utilizadas como controle. F- fermentadora; NF- ndo-

fermentadora.

Isolado/Actucar  Glicose  Sacarose Maltose
US-05 F F F
Heffeweizen F F F
PB111 F F F
PB112 F NF NF
PB113 F F F
CB312 F NF NF
PB311 F F NF
PB312 F NF NF
PB321 F NF NF
PB322 F NF NF
CB331 F F NF
PB331 F NF NF
CB341 F F F
CB342 F NF NF
PB341 F F F
PB342 F F NF
CB351 F NF NF
CB352 F NF F
CB361 F F NF
CB362 F NF NF
PB361 F NF NF
PB362 F F NF
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Tabela 7. Resultado da fermentacdo de diferentes carboidratos pelos isolados. As leveduras
comerciais US-05 e Heffeweizen foram utilizadas como controle. F- fermentadora; NF- ndo-fermentadora

(continuacéo).

CB371 F NF NF
PB371 F NF NF
PB372 F NF NF
PB373 F NF NF
CB381 F F NF
PB381 F F F

CB382 F NF F

PB382 F NF NF
PB383 F NF F

CB391 F NF NF
CB392 F F F

CB393 F NF NF
CB39%4 F NF NF
CB3101 F NF NF
CB3103 F NF NF
PB3101 F F NF
PB3102 F F NF

Leveduras, como a S. cerevisiae, possuem uma ordem preferencial na utilizacéo
dos carboidratos: glicose e frutose sdo os primeiros substratos a serem utilizados pelas
células, seguido de sacarose, maltose e, por fim, a maltotriose (WHITE &
ZAINASHEFF, 2010). Tal ordem n&o se d& por acaso. Em S. cerevisiae, 0 metabolismo
destes acucares inicia-se com seu transporte para o interior da celula (LAGUNAS,
1993). Moléculas mais simples, como a glicose e a frutose, sdo transportadas por
difusdo facilitada, entrando diretamente na via glicolitica. Ja dissacarideos, como a
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sacarose e a maltose, sdo hidrolisados antes de servirem de substrato energético. A
hidrélise da sacarose ocorre por meio da enzima invertase a qual precisa ser secretada
para fora da célula para que haja a quebra da sacarose em glicose e frutose. Em alguns
casos, a sacarose pode adentrar o meio intracelular por transporte ativo onde sera
hidrolisada por outro tipo de invertase presente neste ambiente. A maltose, porém, é
transportada ativamente para o interior celular por transportadores de membrana
especificos onde, entdo, sofrera acdo da enzima maltase, liberando duas moléculas de
glicose. Para a fermentacao destes glicosideos, as leveduras precisam expressar 0s genes
relacionados a sintese destas enzimas, assim como os transportadores de membrana e 0s
fatores de transcrigdo regulatorios destas vias (HERBERTS, 2006; DARIO, 2012).

Nem todas as linhagens de leveduras sdo capazes de expressar 0S genes
essenciais ao transporte e a regulacdo da fermentacdo de sacarideos mais complexos,
como a maltose. Uma vez permanecendo na cerveja produzida, este acUcar residual ira
conferir a bebida sabores atipicos, além da baixa concentracdo de etanol (STAMBUK et
al., 2006). Sendo este o principal acucar de interesse por ser componente majoritario do
mosto cervejeiro, seguiram-se as analises apenas com as leveduras fermentadoras de

maltose.
4.4 Anédlise da producéo de H2S

O écido sulfidrico (H.S) é um produto do metabolismo de alguns compostos
inorganicos presentes no mosto e da biossintese de aminoacidos com atomos de enxofre
em sua estrutura, como a metionina. Durante a fermentacdo de cervejas, pode haver
diferentes niveis de producdo desse gas pelas leveduras dependendo das caracteristicas
da linhagem e das condicGes de fermentacdo. Mesmo baixas quantidades de sulfeto de
hidrogénio sdo prejudiciais ao produto final. Ele afeta o sabor e o aroma da cerveja,
conferindo-a forte cheiro de ovos podres (WHITE & ZAINASHEFF, 2010; SAERENS
et al., 2010). Dessa forma, a capacidade na producdo de H>S pelos isolados foi avaliada
conforme escala de analise descrita no item 3.2.2 e exemplificada na figura 6. Os
ensaios foram realizados em triplicata bioldgica e técnica e os resultados encontram-se

na tabela 4.
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Figura 6. Resultados representativos do teste de producdo de H2S. 1- Heffeweizen; 2- US-05; 3-
PB113; 4- Candida albicans ATCC 28367.

As linhagens Heffeweizen e US-05 possuem baixa producdo de H>S durante o
processo de fabricacdo de cerveja. Conforme esperado, Heffeweizen apresentou
coldnias de coloragdo branca e US-05 colbnias bege, indicando nenhuma ou pouca
producéo, como esperado em linhagens comerciais. Dentre os isolados, somente PB113
apresentou colbnias de coloragdo marrom, ou seja, producdo média deste gas —
caracteristica indesejada na industria de cervejas. A excecdo de PB111, a qual nédo
apresentou producgédo de H-S, o restante dos isolados se mostraram pouco produtores de

H.S, semelhantes a levedura comercial US-05.
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Tabela 8. Producéo de sulfeto de hidrogénio pelas linhagens comerciais US-05, Heffeweizen e pelos
isolados fermentadores de maltose. 1- coldnias brancas: ndo produz H.S; 2- coldnias bege: produz
pequena quantidade de H,S; 3- colnias marrons: média producdo de H,S; 4- colbnias pretas: alta

producdo de H,S. (*): Ensaio em triplicata.

Producéo de H.S

Isolado
1 2 3*
US-05 2 2 2
Heffeweizen 1 1 1
PB111 1 1 1
PB113 3 3 3
CB341 2 2 2
PB341 2 2 2
CB352 2 2 2
PB381 2 2 2
CB382 2 2 2
PB383 2 2 2
CB392 2 2 2

4.5 Avaliacdo da toleréncia ao etanol e ao estresse osmotico

Durante o processo de producdo de cervejas, as leveduras podem passar por
diversas condicOes estressantes as quais podem afetar a vitalidade e a viabilidade
celular. Oscilagbes de temperaturas, escassez de nutrientes, baixos niveis de pH e
anaerobiose sdo algumas delas (THARAPEL et al., 2008; LEI et al., 2012). Sendo o
mosto cervejeiro rico em agucares, este ambiente acaba conferindo as células das
leveduras altas pressfes osmoticas. Ja o etanol, produto da fermentacéo utilizado como
substrato energético, atinge concentragdes elevadas, principalmente ao final da
fermentag&o. A alta concentragdo deste alcool no meio pode gerar efeitos citotoxicos as
leveduras, como a desnaturacdo de proteinas de membrana, inibicdo do crescimento,

reducdo do tamanho celular, reducdo da taxa de respiracdo, reducdo da absorcao de
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glicose, inativacdo de enzimas e reducdo do pH citoplasmatico (GIBSON et al., 2007).
Os prejuizos da integridade celular afetam diretamente o desempenho das leveduras
durante a fermentagdo (OLIVEIRA et al., 2008). Desta forma, mostra-se de grande
importancia que leveduras cervejeiras apresentem tolerancia ao estresse osmotico e ao
etanol presentes no mosto cervejeiro. A integridade das células também é importante

para a reutilizagdo das leveduras em fermentagdes subsequentes.

Para analisar a capacidade das leveduras selecionadas em tolerar estas
condigdes, os isolados foram inoculados utilizando a técnica de replica plate, conforme
indicado na figura 7, sendo cada col6nia um isolado diferente. A classificacao final
encontra-se na tabela 5, em triplicata. Todos os isolados foram capazes de resistir a,

pelo menos, 12 °P e 5% de etanol.

Densidade
12°P 16°P 20°P
5% |
©
c .
o —
w
W/ '
(l
10%

Figura 7. Ensaio de tolerancia a diferentes concentracdes de aclcar e etanol em Agar DME.
Representacdo da inoculacdo das leveduras utilizando a técnica replica plate. 0- auséncia de crescimento;

1- pouco crescimento; 2- crescimento médio; 3- muito crescimento.
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Tabela 9. Tolerancia ao estresse osmdtico e ao etanol pelas linhagens comerciais US-05,

Heffeweizen e pelos isolados selecionados.

Isolado 12°Pe5% 12°Pe 10% 16°Pe5% 16°Pe10%  20°Pe5%  20°P e 10%
US-05 2 0 2 0 1 0
Heffeweizen 2 0 2 0 1 0
PB111 3 2 3 1 3 0
PB113 3 2 3 1 3 0
CB341 3 1 3 1 2 0
PB341 3 1 2 1 2 0
CB352 3 0 2 0 1 0
PB381 3 1 3 1 2 0
CB382 3 1 3 1 2 0
PB383 3 1 2 1 2 0
CB392 3 1 3 1 2 0

Todos os isolados apresentaram bom crescimento em 5% de etanol para todos 0s
valores de densidade, com excecdo de CB352 o qual apresentou crescimento baixo em
20 °P, valor de densidade considerado muito alto. Em 16 °P e 10% de etanol, este
mesmo isolado ndo apresentou crescimento, indicando ser uma levedura com menor
resisténcia a condi¢bes mais extremas de cultivo. Todos os outros isolados apresentaram
pouco crescimento nestas mesmas condi¢Ges. PB111 e PB113 apresentaram bom
crescimento em 10% de etanol para valores de densidade considerados normais (12 °P).
Nenhum isolado foi capaz de crescer em altas concentracfes de etanol e aglcar (20 °P e
10%). As leveduras isoladas foram comparadas aos controles, US-05 e Heffeweizen,
que também parecem n&o resistir a uma concentracdo de 10% de etanol e 20 °P de
densidade original do mosto.
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4.6 Crescimento em diferentes temperaturas

A temperatura € um dos pardmetros mais importantes em processos industriais.
Na fermentacdo de cervejas, o controle da temperatura é essencial para a producdo de
uma cerveja de alta qualidade: altas temperaturas aumentam a taxa de fermentagéo e a
concentracdo final de alcoois superiores e ésteres (SAERENS et al., 2008). Também,
temperaturas muito altas ou muito baixas afetam a producao de muitos precursores de
off-flavors no inicio da fermentagdo, assim como a temperatura também afeta a
capacidade da levedura em reduzir a formacéo destes compostos indesejados no final da
fermentacdo. O calor no mosto, resultante da fermentagéo pela levedura, se ndo contido,
também gera situacdes de estresse metabdlico nas células, podendo levar a mutacdes em
alguns casos ou até leva-las a morte devido ao calor extremo (WHITE &
ZAINASHEFF, 2010). Tradicionalmente, leveduras do tipo ale fermentam entre 16 e 25
°C, enquanto leveduras lager, entre 6 e 15 °C. Dessa forma, é importante conhecer a
linhagem da levedura com a qual se estd trabalhando para um melhor controle da
fermentagdo. Além disso, o estilo de cerveja a ser produzido € afetado diretamente pela
temperatura de fermentacdo (HUUSKONEN et al., 2010; WHITE & ZAINASHEFF,
2010).

As células de linhagens lager possuem menos tolerancia a altas temperaturas do
que as ales. Por isso, um dos métodos laboratoriais de diferenciacdo entre ale e lager é a
incubacdo das leveduras a 37°C. Se as células crescerem, serdo ales, pois as lagers nao
sobrevivem (WHITE & ZAINASHEFF, 2010).

Para analisar o perfil das leveduras isoladas, as amostras foram incubadas em 4
diferentes temperaturas (Tabela 6).
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Tabela 10. Crescimento das leveduras comerciais US-05, Heffeweizen e dos isolados em quatro

diferentes temperaturas. 1- pouco crescimento; 2- crescimento médio; 3- muito crescimento.

Temperatura
Isolado
37°C 25°C 20°C 10°C
US-05 1 3 3 1
Heffeweizen 1 3 3 1
PB111 3 3 3 1
PB113 3 3 3 2
CB341 1 3 3 2
PB341 1 3 3 2
CB352 3 3 3 2
PB381 1 3 3 2
CB382 1 3 3 2
PB383 2 3 3 2
CB392 2 3 3 2

Todos os isolados apresentaram Otimo crescimento em 20 e 25 °C e um
crescimento satisfatorio em 10 °C, com excecdo de PB111 a qual apresentou baixo
crescimento, mostrando-se sensivel a baixas temperaturas. Todos os isolados foram
capazes de sobreviver a 37 °C, com destaque para PB111, PB113 e CB352 os quais

obtiveram um grande crescimento nessa temperatura.

Todas as linhagens isoladas podem se enquadrar melhor para a producdo de
cervejas do tipo ale, umavez que apresentaram crescimento igual ou superior aos
controles US-05 e Heffeweizen — ambas leveduras ale (WHITE & ZAINASHEFF,
2010).
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4.7 Analise da capacidade de floculacéo

Na industria de alimentos e bebidas, principalmente em processos fermentativos,
as células em suspensao precisam ser separadas do meio de cultivo para que possam ser
reutilizadas em processos posteriores. Para a industria de cervejas, é importante que se
possa explorar a capacidade de floculagdo das leveduras cervejeiras, uma vez que este

processo barateia o custo de producdo.

A floculagéo € um fendmeno de aglomeracao da biomassa o qual ocorre ao final
da fermentacdo. As células aderem-se umas as outras formando flocos macroscépicos
que serdo coletados da base do fermentador para uso nas proximas fermentacGes,
deixando a cerveja mais clara (GINOVART, 2006). As células em suspensdo
influenciam a velocidade da fermentacédo, o sabor da cerveja, a maturacdo e a filtracdo
(JIN & SPEERS, 1998). Por isso, € crucial que a levedura flocule no momento
adequado do processo. Se a levedura ndo flocula, a cerveja fica turva e com gosto de
fermento. Pela floculacdo ser uma propriedade instavel, variando conforme a linhagem
e o processo fermentativo, € fundamental compreender o comportamento da linhagem

com a qual se esta trabalhando.

As lectinas sdo proteinas de superficie celular com a capacidade de ligar-se
reversivelmente em carboidratos. Em S. cerevisiae, estas proteinas desempenham papel
fundamental na floculagédo, sendo conhecidas por zimolectinas, diferenciando-as das
lectinas de outros organismos (JIN & SPEERS, 1998). Tais proteinas de superficie
ligam-se aos receptores de carboidratos localizados na parede celular das células
vizinhas durante a floculagdo. A interacdo proteina-carboidrato pode ser dependente de
calcio, conforme o fenotipo da levedura, e sensivel a aglcares, como a manose e a
glicose. O papel dos ions célcio na mediagdo deste processo € manter a conformacgéo
correta do sitio de ligagdo das zimolectinas. Alguns parametros de fermentacdo, como a
temperatura e o pH, também podem afetar a floculagdo (STRATFORD, 1989; JIN &
SPEERS, 1998).

As leveduras podem ser classificadas quanto a sua floculagdo como alta, média
ou baixa. Linhagens ale encontram-se nas trés categorias, enquanto que as linhagens
lager sdo predominantemente de floculagdo média. Leveduras de alta floculacdo estéo
geralmente associadas ao baixo consumo de agucares durante a fermentacdo (baixa

atenuacdo) e a alta producdo de diacetil e ésteres — caracteristicas comuns nas ales
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inglesas. Cervejas produzidas com leveduras de floculagdo média tendem a apresentar
um aspecto mais limpido, em relacdo as leveduras de baixa floculagéo, e maior reducédo
na quantidade de diacetil e ésteres produzidos, enquadrando-se nas ales americanas —
cervejas geralmente mais lupuladas. Ja as leveduras de baixa floculacdo sdo raramente
utilizadas na fermentacdo de cervejas. Com as células permanecendo em suspenséo,
produzem cervejas mais turvas, dificultando a filtragdo. Porém, alguns estilos séo
marcantes por estas qualidades, como as Hefeweizens alemés e as Wit Beers belgas
(WHITE, 2012).

Para analisar a porcentagem de floculacdo das linhagens isoladas, foram
realizados os procedimentos descritos em 3.2.4 e os resultados encontram-se na tabela
1.

Todos os isolados possuem fendtipo de floculacdo dependente de célcio, ou seja,
sensiveis ao EDTA (+). Os isolados CB341, PB341, PB381, PB383 e CB392
apresentaram floculagdo baixa, enquanto que os isolados PB111, PB113, CB352 e
CB382 foram classificados como leveduras de média floculacdo. Destaque para as
amostras PB111 e PB113 cujos percentuais de floculacdo foram superiores ou iguais a
linhagem comercial US-05. Nenhum isolado obteve altas porcentagens de floculacéo,
como esperado, por se tratar de um fenotipo selecionado nas linhagens de leveduras

inglesas e muito incomum em leveduras selvagens.

Estudos ja demonstraram que a temperatura pode contribuir para a floculacéo
das leveduras engquanto que a adicdo de aclcares, como a glicose e a manose, podem
inibir a floculagdo (ARAUJO, 2013). As lectinas possuem maior afinidade por estes
carboidratos, assim impedindo a interacdo entre as células. Portanto, mais estudos séo

necessarios para determinar o perfil exato de floculacdo de cada isolado.
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Tabela 11. Analise da sensibilidade ao EDTA e do percentual de floculacdo dos isolados e da
linhagem comercial US-05. Classificacdo das leveduras quanto a floculacdo: A = alta; M = média; B =

baixa.

Linhagem  Sensibilidade ao EDTA Floculagédo (%)* Classificacéo

uUs-05 + 56,14% M
PB111 + 59,09% M
PB113 + 56,66% M
CB341 + 32,42% B
PB341 + 39,00% B
CB352 + 51,65% M
PB381 + 32,26% B
CB382 + 52,09% M
PB383 + 35,15% B
CB392 + 26,69% B

* Valores correspondentes a média entre as porcentagens de trés ensaios, realizados em triplicata.
4.8 ldentificacdo molecular

A identificacdo molecular de leveduras é uma ferramenta importante para o
controle de qualidade na indUstria de alimentos e bebidas, uma vez que a pureza do
inoculo estd diretamente relacionada a qualidade da fermentacdo. KURTZMANN &
ROBNETT (1995) demonstraram que a maioria das espécies de leveduras podem ser
identificadas pelo sequenciamento do dominio D1/D2 da subunidade grande (26S) do
rDNA a partir do método desenvolvido por O’'DONELL (1993).

A correta identificacdo das espécies, além de fundamental para o controle de
qualidade das bebidas, também € de grande importancia do ponto de vista taxonémico,
ajudando a compreender as relagdes filogenéticas entre espécies para o desenvolvimento
de uma possivel cultura mista. Para fins de pesquisa, estas ferramentas moleculares
também sdo importantes no melhoramento genético de leveduras (WINESERVER,
2014).
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A diversidade de fungos presentes nas diferentes partes das plantas € vasta
devido a gama de substratos que elas podem proporcionar (FOKKEMA, 1991). Devido
a alta concentracdo de agUcares simples e baixo pH, os frutos sdo potencial habitat de
leveduras e diversos estudos ja demonstraram que leveduras isoladas de frutos sdo boas
fermentadoras e assimilam glicose, etanol, glicerol e celobiose (PHAFF & STARMER,
1987). GRACA et al. (2015) encontraram C. sake, P. fermentans, Hanseniaspora spp.,
Candida spp., Meyerozyma guilliermondii, Metschnikowia pulcherrima, Cryptococcus
spp. e Cystofilobasidium infirmominiatum dentre as leveduras mais comuns isoladas de
macas comercializadas em Portugal, enquanto PRADA & PADNOCCA (1997)
postularam que os géneros Candida e Kloeckera predominavam dentre as leveduras
isoladas de frutos nativos do litoral sul paulista. Ainda, BEZERRA-BUSSOLINI et al.
(2013) encontraram 13 espécies (Candida quercitrusa, Candida stellata, Cryptococcus
flavescens, Cryptococcus laurentii, Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia occidentalis,
Issatchenkia orientalis, Issatchenkia terricola, Pichia kluyveri, Pichia guilliermondii,
Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae e Sporidiobolus pararoseus) a partir de 130

isolados de uvas coletadas na regido de Jales, em Séo Paulo.

No presente estudo, foram encontradas 2 leveduras identificadas como S.
cerevisiae, 1 C. lusitaniae e 6 P. andbmala a partir do bagaco e das cascas de 13

tangerinas (Tabela 8).
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Tabela 12. Resultado do sequenciamento dos isolados fermentadores de maltose e percentual de

identidade.
Isolado Espécie Identidade
US-05 Saccharomyces cerevisae 100%
PB111 Saccharomyces cerevisae 100%
PB113 Saccharomyces cerevisae 100%
CB341 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 100%
PB341 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 100%
CB352 Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae) 99%
PB381 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 99%
CB382 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 100%
PB383 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 100%
CB392 Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) 99%
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Os géneros encontrados estdo de acordo com o esperado provindo de frutos. A
prevaléncia de P. anomala dentre estes isolados pode se dar por alguns fatores, como a
caracteristica de produzir, nos mais variados habitats em que se encontra, substancias
com capacidade antifangica (PASSOTH & SCHNURER, 2003), possivelmente
inibindo competidores. Sendo esta espécie comumente encontrada em bebidas e
alimentos fermentados, possuindo papel importante em fermentagOes espontaneas
(MASOUD et al., 2004; SUJAYA et al., 2004), sua prevaléncia também pode se dar
pelo fato das condicGes de fermentacédo realizadas neste trabalho serem analogas as da
producdo de cervejas. Esta espécie € capaz de crescer sob condicBes estressantes, como
uma ampla faixa de pH, altas pressdes osmoticas e em condi¢cBes anaerdbias
(FREDLUND et al., 2002). Apesar disso, P. anomala ndo possui uma vasta tolerancia
ao etanol e, sob condicdes aerdbias, € considerada Crabtree negativa, apresentando
baixa producdo deste alcool durante a fermentacdo (KALATHENOS et al., 1995;
FREDLUND et al., 2002; DEDEKEN, 1966; FREDLUND et al., 2004). Estes fatos
condizem com os resultados encontrados neste trabalho para a avaliagdo da tolerancia
ao etanol e ao estresse osmatico (item 4.5), nos quais os isolados apresentaram bom
crescimento em 5% de etanol, para todos os valores de densidade, porém crescimento

reduzido em 10% de etanol.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho apresentou as primeiras analises a partir do isolamento de
leveduras selvagens provindas do bagaco e da casca de tangerinas, coletadas de arvores
locais durante a época de safra, entre abril e maio de 2016, nas cidades de Guaiba e
Barra do Ribeiro. Dos 37 isolados, 9 foram selecionados pela capacidade em fermentar
maltose. PB113 pode ndo ser uma boa candidata a fermentacdo de cervejas, uma vez
que produz quantidade média de H>S. CB352, apesar da sensibilidade a condi¢gdes mais
extremas de fermentacdo, como mostos com densidades alta (16 °P) e muito alta (20 °P),
e porcentagens mais elevadas de etanol (10%), ainda poderia ser utilizada para

condicdes fermentativas consideradas normais (12 °P e 5% de etanol).

De todos os isolados, PB111 apresentou resultados satisfatorios até o presente
momento, sendo ndo-produtor de gas sulfidrico e apresentando 6timo crescimento em
5% de etanol, para todos os valores de densidade, e 10% de etanol em densidade normal
(12 °P). Apesar da sensibilidade a temperaturas mais baixas, obteve crescimento
elevado a 37 °C e uma porcentagem de floculacdo superior a linhagem comercial US-
05. O sequenciamento identificou esta levedura como uma S. cerevisiae, espécie

largamente utilizada na inddstria.

Algumas perspectivas deste trabalho incluem testes complementares aqueles

realizados neste estudo, tais como:

a) Analise da floculagcdo em baixas temperaturas e na presenca de aglcar para fins
de comparacdo as condi¢des analisadas neste estudo;

b) Avaliacdo da capacidade dos isolados na producdo e sensibilidade a toxinas
killer;

c) Velocidade de crescimento na presenca de glicose e maltose;

d) Analise da viabilidade celular apos processo fermentativo;

e) Anélise de atenuacgdo dos isolados;

f) Perfil aromatico e analise sensorial do produto final.

A obtencdo de linhagens com fenétipos desejaveis para a producdo de cervejas
contribuird para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do setor, oferecendo um
produto biotecnoldgico nacional como alternativa ao fermento importado e conferindo

mais independéncia e autonomia ao mercado cervejeiro.
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