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ISOLAMENTO, SELE(;AO E CARACTERIZAQAO QE LEVEDURAS SELVAGENS
COM POTENCIAL PARA A PRODUCAO DE CERVEJA
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Orientadora: Prof®. Dr’. Patricia Valente

Coorientadora: Prof®. Dr’. Sandra Denise Camargo

RESUMO
As leveduras utilizadas na producéo de cerveja sdo principalmente do género
Saccharomyces. Porém, com o advento do crescimento das microcervejarias, em
especial no Brasil, outras espécies e linhagens de leveduras tém se mostrado
interessantes, demonstrando potencial em contribuir com o sabor, o perfil aromatico
da cerveja e as novas exigéncias do consumidor. Apesar disso, poucos estudos
investigam o isolamento de novas leveduras para a producéo de cerveja. O objetivo
deste estudo foi o isolamento, selecédo e caracterizacdo de linhagens de leveduras
selvagens com potencial para a producdo de cerveja. As leveduras foram isoladas a
partir de cinco frutos e selecionadas através de testes de exclusdo para fermentacéo
de acucares, producao de H2S, tolerancia ao estresse osmotico e por etanol. O total
de 92 isolados foi obtido, resultando em 13 leveduras selecionadas pelos testes de
exclusdo. As leveduras selecionadas foram identificadas pelo sequenciamento do
dominio D1/D2 (LSU rDNA) ou da regido ITS1-5.8S-ITS2 e caracterizadas por testes
bioguimicos e morfolodgicos, analise dos compostos volateis por cromatografia
gasosa, analise do perfil de floculacdo, crescimento em diferentes temperaturas e
em etanol, velocidade de fermentacdo, atenuacdo aparente e acucar redutor. A
producao de toxina Killer foi testada para a avalicdo de uma futura cultura mista entre
CB341 e uma levedura comercial. Por fim, foi realizada a producdo de cerveja,
seguida pela analise sensorial descritiva realizada por nove avaliadores treinados.
Foram identificadas trés diferentes espécies (Saccharomyces cerevisiae,
Wickerhamomyces anomalus e Kurtzmaniella sp. nov.). As leveduras CL011, PB111,
PB113, PA511 (S. cerevisiae) e CB341 (W. anomalus) apresentaram os perfis
aromaticos mais interessantes e foram escolhidas para a producdo de cerveja. Os
resultados deste estudo demonstraram potencial para utilizagdo dos isolados na

producéo de cerveja.

IDissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (93p.) Marc¢o, 2018.
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ISOLATION, SELECTION AND CHARACTERIZATION OF WILD YEASTS WITH
POTENTIAL FOR BREWING

Author: Fernanda Otesbelgue Pinto
Advisor: Prof. Dr. Patricia Valente
Co-Advisor: Prof. Dr. Sandra Denise Camargo

ABSTRACT
Yeasts used in the production of beer belong to the genus Saccharomyces.
However, with the flourishing of the microbreweries, especially in Brazil, other
species and strains have proved interesting, demonstrating potential for contributing
to the flavor, the aromatic profile of the beer and the new demands of the consumer.
Although, few studies investigate the isolation of new yeasts for brewing. The aim of
this study was the isolation, selection and characterization of wild strains of yeasts for
brewing. Yeasts were isolated from five different fruits and selected from exclusion
tests for carbohydrate fermentation, H2S production, tolerance to osmotic and ethanol
stress. A total of 92 isolates were obtained, resulting in 13 yeasts selected. Yeasts
selected were identified by sequencing the D1/D2 domain (LSU rDNA) or ITS1-5.8S-
ITS2 region and characterized by biochemical and morphological tests, volatile
compound analysis by gas chromatography, flocculation profile, growth at different
temperatures and in ethanol, fermentation velocity, apparent attenuation and
reducing sugar. The production of killer toxin was tested for the evaluation of a future
mixed culture between CB341 and a commercial yeast. Finally, the beer production
was carried out followed by sensorial analysis by nine well-trained evaluators. Three
different species were identified (Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces
anomalus e Kurtzmaniella sp. nov.). Yeasts strains CL0O11, PB111, PB113, PA511
(S. cerevisiae) and CB341 (W. anomalus) showed the most interesting aromatic
profiles and were chosen for brewing. Results of this study showed potential for

utilization of the selected isolates in brewing.

IMaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (93 p.)
March, 2018.
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1. INTRODUCAO

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida do mundo (78,2% do consumo
mundial), assim como uma das mais antigas da humanidade, evidenciando sua
importancia econdémica, cultural e historica (Sachs et al., 2001; Garofalo et al., 2015). As
leveduras atualmente utilizadas na producdo de cerveja foram selecionadas pelo ser
humano por centenas de anos e, pela maior parte do tempo, sem o conhecimento da sua
existéncia, dando origem as atuais linhagens industriais. A grande maioria das linhagens
industriais € de origem europeia (belga, inglesa ou alema) e apresenta caracteristicas
genéticas e fisioldgicas distintas das leveduras presentes no ambiente, conhecidas como
‘leveduras selvagens” (Gallone et al., 2016). A producdo de cerveja é realizada com a
utilizacdo de leveduras das espécies Saccharomyces cerevisiae (Ales), Saccharomyces
pastorianus (Lagers) e do género Brettanomyces, menos comumente empregadas
(Morado et al.,, 2011; Moreira et al., 2014). Porém, estudos metagendmicos tém
demonstrado que as linhagens industriais representam apenas uma pequena fracdo da
biodiversidade natural de fungos existente (Liti et al., 2009; Wang et al., 2012). Dessa
maneira, diversos grupos de pesquisa tém realizado isolamentos e triagens em bancos de
leveduras, demonstrando a diversidade genética e o potencial da utilizacao de espécies e
linhagens ndo classicas na industria de bebidas alcoodlicas (Pellegrine et al., 1999;
Guimaraes et al., 2005; Comitini et al., 2011; Fujihara, et al., 2014; Araujo et al., 2013;
Tapsoba et al., 2015; Figueiredo et al., 2016; Gamero et al., 2016; Suranska, et al., 2016),
contudo poucos estudos investigam o isolamento de leveduras para a producéo de
cerveja. O crescente aumento das microcervejarias, variedades de estilos e marcas
disponiveis no mercado tem resultado em novas exigéncias do consumidor, abrindo
espaco para novos produtos. Dessa maneira, o isolamento de novas leveduras,
abrangendo linhagens de Saccharomyces e Brettanomyces, além de outros géneros e
espécies de leveduras, tem se mostrado interessante, podendo contribuir com o sabor, o
perfil aromatico e a complexidade da bebida (Steensels et al., 2014). O objetivo deste
estudo foi o isolamento, selecao e caracterizacao de leveduras a partir de diferentes frutos
para a obtencdo de linhagens com fendtipos interessantes para a producao de cerveja,
buscando explorar a biodiversidade de leveduras brasileira, até entdo pouco estudada
para esta finalidade, e contribuindo para o desenvolvimento cientifico e tecnologico do

setor.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar, selecionar e caracterizar leveduras selvagens com fendtipos interessantes

para a producédo de cerveja.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Isolar leveduras a partir da casca e polpa de diferentes frutos;

2.2.2 Selecionar leveduras com fendtipos desejaveis para producao de cerveja

mediante 0s seguintes testes de excluséo:

2221
2.2.2.2
2.2.2.3
2224

Avaliacao da fermentacéo de fontes de carbono;
Andlise da producao de sulfeto de hidrogénio;
Tolerancia ao estresse osmotico do mosto;

Tolerancia ao estresse por etanol;

2.2.3 Realizar caracterizagéo celular e morfolégica dos isolados obtidos;

2.2.4 Realizar identificacdo molecular dos isolados obtidos pelo dominio D1/D2
ou regido ITS1-5.8S-ITS2;

2.2.5 Analisar os compostos volateis produzidos pelas leveduras selecionadas

por cromatografia gasosa;

2.2.6 Caracterizar as leveduras selecionadas para a producdo de cerveja a

partir dos testes:

2.26.1
2.2.6.2
2.2.6.3
2.26.4
2.2.6.5
2.2.6.6

Andlise do perfil de floculacao;

Crescimento em diferentes temperaturas;
Crescimento em diferentes concentragdes de etanol;
Avaliacdo da atenuacao aparente;

Velocidade de fermentacéao;

Acucar redutor;

2.2.7 Produzir cervejas com as leveduras selecionadas e analisar o teor de

etanol por HPLC;

2.2.8 Testar as cervejas produzidas por analise descritiva quantitativa (ADQ).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Hist6ria e Origem da Cerveja

As leveduras tém sido utilizadas por milhares de anos na fermentacdo de bebidas
alcodlicas e alimentos, tais como cerveja, vinho, saqué e paes (Samuel et al., 1996; Stahl
et al., 2008; Sicard et al., 2011). O momento em que o0 ser humano passou a fazer
utilizacdo do fermento de forma consciente é desconhecido, porém é provavel que no
periodo neolitico, as primeiras bebidas e alimentos fermentados tenham surgido
espontaneamente pela exposicdo dos mesmos as leveduras selvagens do ambiente
(Lodolo et al., 2008; Morado et al., 2011; Sicard et al., 2011). Acredita-se, baseado em
evidéncias moleculares, que a primeira bebida fermentada tenha sido produzida na vila
neolitica de Jiahu na China em 7000 AEC, a primeira cerveja na Mesopotamia de 5400-
5000 AEC e, anos mais tarde, tenha surgido a primeira cervejaria no Egito. Ja a primeira
menc¢éao sobre cerveja foi na Mesopotamia, em um poema chamado “Homem Selvagem”
(Homan et al., 2004; Morado et al., 2011).

Na Asia as bebidas fermentadas eram feitas principalmente de arroz (saqué),
enquanto no Egito e na Mesopotamia eram feitas de frutas (vinho), mel (hidromel) e
cereais (cerveja). Acredita-se que a cultura cervejeira nascida no Crescente Feértil, onde a
cevada crescia de forma selvagem, influenciou os povos germanicos e celtas, devido as
rotas migratdrias, 0s quais se tornaram produtores e consumidores de cerveja (Sicard et
al., 2011). Na idade média, a cerveja era um produto de atividade caseira e de consumo
doméstico (Barnett et al., 2000). A partir do século VI, a bebida passou a ser fabricada em
mosteiros, onde foi introduzida a utilizacdo de lupulo (Humulus lupulus), em substituicao
ao gruit, mistura de ervas e especiarias, como o louro, cravo-da-india, gengibre, séalvia e
canela (Hornset et al., 2003). Em 1516, o Duque Guilherme IV instituiu a Lei da Pureza
(Reinheitsgebot) na Baviera, demostrando atengcdo para a qualidade da producao de
cerveja e com objetivo de controlar a demanda de trigo. A lei estabelecia que os uUnicos
ingredientes permitidos na fabricacdo da cerveja eram a agua, o malte de cevada e o
lpulo. O fermento ainda era desconhecido. Em 1993, esta lei foi alterada para A Lei
Provisoria da Cerveja Alema (Vorlaufiges Deutsches Biergetz), permanente até os dias
atuais na Alemanha (Morado et al., 2011). Além disso, o0 emprego da fermentacdo, apesar

da falta de conhecimento do processo bioquimico, foi uma alternativa para a preservagao



dos alimentos e ao consumo da agua que, muitas vezes, ndo eram seguros (Morado et
al., 2011; Sicard et al., 2011).

No século XVI, surgiram as linhagens de leveduras que dariam origem a familia
Lager ou de baixa fermentagcéo. A descoberta ocorreu com o0 armazenamento de cervejas
a baixas temperaturas em adegas, dando origem a cervejas mais leves e claras,
ganhando, dessa maneira, rapida popularidade (Sicard et al., 2011). Antes do surgimento
das Lagers, as cervejas eram somente fermentadas a temperatura ambiente, conhecidas
como familia Ale ou de alta fermentacdo. Na época, as leveduras ndo eram conhecidas,
porém estudos posteriores demonstraram que as cervejas Ales sdo fermentadas por
Saccharomyces cerevisiae, enquanto as cervejas Lagers sdo fermentadas por
Saccharomyces pastorianus, que possui a capacidade de realizar fermentaces a baixas
temperaturas. Acredita-se que a levedura Saccharomyces pastorianus evoluiu de uma
hibridizacdo entre S. cerevisiae e Saccharomyces eubayanus, visto que 99,5% do
genoma da parte ndo S. cerevisiae de S. pastorianus é idéntica a de S. eubayanus
(Libkind et al., 2011; Bokulich. et al, 2013; Bing et al., 2014).

No inicio do século XX, foi criada a lei que proibia a producdo e comércio de
bebidas alcodlicas nos Estados Unidos, a Lei Seca. Neste periodo havia cerca de 1260
microcervejarias no pais, que foram forcadas a fecharem as portas (Morado et al., 2011).
Em 1933 a lei foi revogada, ao mesmo tempo em que a industria deste pais passava por
grandes mudancas, revolucionando assim, a industria cervejeira. Apos 13 anos de lei
seca, 0s novos consumidores ja ndo estavam mais habituados com a cerveja e a industria
cervejeira passou a utilizar a adicdo de adjuntos (milho, arroz) para garantia da producao
de grandes volumes de cerveja a um baixo custo. Dessa maneira, surgiram o0s estilos
mais populares do mundo, as American Standard Lagers e as American Light Lagers,
cervejas claras e neutras no que se refere a porcentagem de alcool, amargor, sabor e
complexidade de aromas (Morado et al., 2011). Entre a década de 70 e 80, as
microcervejarias voltaram a fazer parte do mercado cervejeiro dos Estados Unidos e na
década de 90 ocorreu uma grande explosdo de microcervejarias, permitindo a
recuperacgdo da cultura cervejeira do pais.

No Brasil, a cerveja chegou junto com as colonias europeias, sendo o0 primeiro
documento conhecido, um anuncio de venda de cerveja no Jornal do Comércio do Rio de
Janeiro, em 27 de outubro de 1836, e a primeira cerveja produzida industrialmente, a

Bohemia em 1853, fabricada atualmente pela AmBev — Companhia de Bebidas das



Américas, oriunda de uma fusdo entre as cervejarias Brahma e Antartica em 1999 (de
Paula Santos et al., 2003; AmBev, 2016).

Atualmente, o Brasil é o terceiro maior consumidor de cerveja do mundo, atras
apenas da China e dos Estados Unidos (SEBRAE et al., 2014), e o quarto maior produtor
de cerveja, contribuindo fortemente para a economia do Brasil e respondendo por 1,7%
do PIB (Produto Interno Bruto), com o consumo oscilando em torno dos 60 litros per
capita/ano (CERVBRASIL et al., 2014). Os estilos American Standard Lagers e American
Light Lagers dominam o mercado, mas assim como outros diversos paises, o Brasil tem
apresentado um aumento significativo no surgimento de microcervejarias, vivenciando
uma mudanga cultural semelhante as décadas de 70 e 80 nos Estados Unidos e
compreendendo o aparecimento de diferentes estilos e marcas que oferecem aos
consumidores novas bebidas com maior complexidade sensorial e que contribuem para o
desenvolvimento da cultura cervejeira do pais (Gémez-Corona et al., 2015). Apesar das
microcervejarias representarem menos de 1% do mercado nacional, este nicho apresenta
crescimento potencial e a expectativa de que o setor passe para 2% do setor cervejeiro
no pais até 2023 (Abrabe et al., 2015).

3.2 Processo Produtivo

A producédo de cerveja pode ser dividida nas etapas de maltagem, brassagem,
fermentacdo e maturacdo (Figura 1). O malte € proveniente principalmente de grédos de
cevada, através de um processo em que a temperatura e umidade de germinacdo sao
controladas, ativando proteases e as enzimas a-amilase e (-amilase do grao,
aumentando o teor de acguUcares fermentaveis e de nitrogénio soluvel, conhecido como
maltagem. Neste processo 0s graos passam pelas fases de maceracdo, germinagédo e
secagem. Geralmente a cevada chega as cervejarias ja na forma de malte (Morado et al.,
2011; Filho et al., 2005). A proxima etapa € a brassagem, dividida em moagem do malte,
mosturacao, filtragdo, fervura e resfriamento. A moagem do malte expde o amido e o
conteudo do grédo para que na etapa de mosturacdo as amilases ativadas realizem a
conversdo do amido em carboidratos menores fermentaveis ou ndo fermentaveis. Nessa
etapa de mosturacdo, o malte é adicionado a a4gua e submetido a diferentes temperaturas
e periodos que favorecem a atividade de a-amilase, B-amilase ou ambas, dependente do
estilo de cerveja (Venturini et al., 2008; Hughes et al., 2014). Em seguida € realizada a

retirada de solidos através da filtracdo, separando o bagaco da parte liquida, e o mosto é



fervido juntamente com a adicdo de lUpulo (Humulus lupulus), que confere o amargor
caracteristico da cerveja, devido a presenga de a-acidos e diferentes aromas,
relacionados a presenca de Oleos essenciais. Além disso, apresenta propriedades
antibacterianas (Filho et al., 2005; Hazelwood et al., 2010)
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Figura 1. Fluxograma do Processo Produtivo de Cerveja. A producgéo de cerveja é dividida nas

etapas de maltagem, brassagem, fermentacao e maturacao.
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A fervura inativa as enzimas, elimina as células vegetativas e coagula as proteinas
do mosto (Filho et al., 2005; Morado et al., 2011). O produto da brassagem € o mosto rico
em carboidratos, aminoacidos, vitaminas, ions inorganicos e lipideos, que é resfriado,
oxigenado e transferido para o tanque de fermentacdo (Hammond et al., 1993; Bamforth
et al., 2003). Fatores como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, disponibilidade de fontes
de carboidratos, nitrogénio e outros nutrientes afetam a levedura e, consequentemente, a
fermentacdo. Ao fim da brassagem, € adicionado oxigénio atmosférico, importante para a
formacdo de ergosterol, e mesmo em sua presenca as leveduras (Saccharomyces)
realizam fermentacdo alcodlica, devido ao fendmeno conhecido como repressao
catabdlica (Sherman et al., 1998; Filho et al., 2005). Durante a fermentacéo, a levedura
passa por trés fases: adaptativa (lag), exponencial (log) e estacionaria. A quantidade de
células inoculadas € muito importante para que o resultado final da fermentacdo seja o
desejado. Altas taxas de inoculo diminuem a fase lag, enquanto baixas taxas de inéculo
aumentam a fase lag e resultam em uma cerveja pouco atenuada, ambas podendo causar
off-flavors (Palmer et al., 2006; White et al, 2010). Os carboidratos fermentaveis sdo
metabolizados em etanol, dioxido de carbono e, em menor quantidade, em compostos
secundarios da fermentagdo, como ésteres e alcoois superiores, responsaveis pela
formacéo do flavor e consequente qualidade sensorial da bebida (Bourdicho et al., 2012;
Lei et al., 2012). Os agucares presentes no mosto séo glicose, frutose, sacarose, maltose
e maltotriose, sendo maltotriose ndo fermentavel para algumas linhagens cervejeiras
(Palmer et al., 2006; White et al, 2010). Apos a fermentacdo, obtém-se a cerveja verde,
gue ainda precisa passar por um processo de maturacdo, em que compostos indesejaveis
(off-flavors) como o diacetil (2,3-butanodiona) e o acetaldeido sé&o reabsorvidos. Por fim
ocorre o processo de clarificacdo e adi¢cdo de COz, a separagdo do fermento (processo de
floculacdo). ApGs estas etapas, o produto obtido pode ser filtrado, pasteurizado e

envasado.

3.3 Classificacéo
A definicdo de cerveja, segundo a legislacéo brasileira, € a bebida obtida pela

fermentacdo alcoodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel,
por acdo da levedura, com adicdo de lupulo. Parte do malte de cevada pode ser
substituida por adjuntos cervejeiros, cujo emprego ndo pode ser superior a 45% em
relacdo ao extrato primitivo (Brasil et al, 2009). Dentro desta definicdo geral, os diferentes

estilos cervejeiros sao subdivididos de acordo com alguns fatores, como a densidade



original, a coloracgéo, a porcentagem de teor alcodlico, o amargor, o fermento utilizado, o
tipo de fermentacdo e a proporcdo de malte de cevada, sendo, de forma geral,
classificados de acordo com as principais escolas cervejeiras: inglesa, alema, belga e
americana (BJCP et al.,, 2015). Quanto ao fermento utilizado, as cervejas sao
classificadas em quatro grandes familias conhecidas como Ales, Lagers, hibridas e de
fermentagao espontanea.

As cervejas Ales costumam ser mais frutadas, pois fermentam a temperaturas
mais altas, entre 15 e 25 °C, pela espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae e ficam
inativas a menos que 12°C na producédo de cerveja (Palmer et al., 2006; Saerens et al.,
2010; Amorim et al., 2013; Berlowska et al., 2015), enquanto as Lagers sédo fermentadas
entre 6 e 14°C por Saccharomyces pastorianus e podem ficar ativas até 4°C na producédo
de cerveja (Palmer et al., 2006; Stahl et al., 2008; Libkind et al., 2011; Bing et al., 2014;
Vidgren et al., 2010; Berlowska et al., 2015). As cervejas hibridas sédo produzidas com o
processo de uma Lager e a utilizacdo de uma levedura Ale ou vice-versa. As
fermentacdes espontdneas sao realizadas com leveduras selvagens e do género
Brettanomyces, podendo conter bactérias laticas e acéticas. Atualmente, 90% do mercado

mundial € composto por cervejas do tipo Lager (Saerens et al., 2010).

3.4 Caracteristicas Genéticas e Fisioldgicas das Leveduras Cervejeiras

3.4.1 Leveduras Cervejeiras

As leveduras sdo fungos unicelulares, cuja reproducdo vegetativa ocorre
predominantemente por gemulacdo ou brotamento, sendo excecdo algumas leveduras
gue se dividem assexuadamente por fissdo binaria. Além disso, sdo organismos modelo,
devido ao seu facil cultivo, rapido crescimento e amplo conhecimento genético, gendémico,
protedmico e biotecnol6gico (Sherman et al., 1998; White et al., 2010). As leveduras séo
0S microrganismos mais utilizados na industria de alimentos, sendo o género
Saccharomyces o de maior destaque e, em especial a espécie Saccharomyces
cerevisiae, como o principal microrganismo na fabricagdo de bebidas alcodlicas
(Steensels et al., 2014). O emprego e a reutilizacdo de leveduras, ao longo dos séculos,
resultaram no surgimento das atuais linhagens industriais, devido a pressao seletiva do
processo, apresentando caracteristicas genéticas e fisiolégicas distintas das leveduras
selvagens (Sicard et al., 2011; Gallone et al., 2016). Entre essas caracteristicas estao a

utilizagdo dos agucares do mosto, toler&ncia ao estresse osmotico do mosto e tolerancia



ao estresse por etanol, a producdo de compostos aromaticos desejaveis e a baixa
producdo de compostos indesejaveis, capacidade de floculacdo e a baixa producédo de

€eSporos.

3.4.2 Utilizacdo de Carboidratos

A composicdo do mosto cervejeiro segue aproximadamente as seguintes
porcentagens de carboidratos: 9% de glicose e frutose (hexoses), 6% de sacarose, 41%
de maltose, 14% de maltotriose e 22% de dextrinas (ndo fermentaveis). As leveduras
cervejeiras possuem a capacidade de fermentar os seguintes aclUcares presentes no
mosto: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose. J& as dextrinas sdo agucares nao
fermentéveis para as leveduras comerciais e contribuem com o corpo da cerveja, pois ndo
sdo metabolizadas (Priest. et al, 2003). A capacidade de metabolizar os aclUcares do
mosto é de grande importancia para o processo fermentativo, com destaque para
maltose, que é o principal aciucar do mosto. Enquanto muitas leveduras selvagens néo
apresentam capacidade de fermentar maltose, esta € uma caracteristica essencial para
as leveduras cervejeiras, tendo seu metabolismo relacionado a presenca mutacdes e

duplicacdes de genes MAL (Gallone et al., 2016).

3.4.3 Tolerancia a diferentes tipos de estresse

Durante a fermentacdo do mosto, as leveduras sdo submetidas a altas
concentracfes de acucares, que variam de 11 a 25%, e a altas concentracdes de etanol
(geralmente entre 3% a 8%) (Filho et al., 2005; Gallone et al., 2016). Dessa maneira, a
tolerancia a estresses como 0 osmético e 0 estresse por etanol sdo caracteristicas

essenciais para a producéo de cerveja.

3.4.4 Compostos aromaticos e off flavors

O sabor, o aroma e a qualidade da cerveja sdo dependentes da levedura utilizada e
do processo fermentativo, estando ligados as concentracdes traco de compostos
secundarios, como ésteres, alcoois superiores, terpenos, lactonas e C13-norisoprenoides,
gue contribuem positivamente com o aroma da cerveja, ou como acetaldeido, diacetil,
sulfeto de hidrogénio, cetonas e dimetilsulfeto, que contribuem negativamente (Verstrepen
et al., 2003; Morado et al., 2011; Saerens et al., 2010).

Os ésteres sdo formados a partir de um &cido organico e um alcool, sendo o

principal grupo de compostos aromaticos responsavel pelo carater frutado da cerveja. S&o
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ésteres importantes para a cerveja: acetato de etila (aroma de solvente), acetato de
isoamila (aroma de banana), caproato de etila e caprilato de etila (aroma de maca) e
acetato de fenetila (aroma de rosas, mel, floral) (Fujii et al., 1994; Fujii et al., 1997;
Verstrepen et al., 2003; Lehninger et al., 2014). Estudos sugerem que a diferenca na
producéo de ésteres entre linhagens tem relacdo com a atividade da enzima alcool acetil
transferase (AATase) (Ramos-Jeunehomme et al., 1991). Outros fatores que influenciam
a producdo de ésteres sdo a temperatura de fermentacdo, a oxigenacdo do mosto e o
metabolismo de aminoacidos. Enquanto temperaturas mais altas aumentam os niveis de
ésteres presentes na cerveja, a aeracao diminui sua producdo, devido a mudancas na
atividade e producao da enzima AATase, que seriam afetados nestas condi¢cdes (Fujii et
al., 1994; Fujii et al., 1997).

Os alcoois superiores sdo compostos que contribuem com o aroma da cerveja,
sendo precursores dos ésteres de acetatos. Sdo formados pela descarboxilacdo de a-
cetoacidos ao seu respectivo aldeido. Em seguida, uma reacao é catalisada pela enzima
alcool desidrogenase ou pela enzima formaldeido desidrogenase e os aldeidos sédo
convertidos aos respectivos alcoois (Pires et al., 2014). Estes compostos podem contribuir
positivamente ou negativamente com o flavor da cerveja, dependendo da sua
concentragdo. Em elevadas concentragdes contribuem com odores e sabores fortes,
enquanto em niveis ideais contribuem com aromas frutados e florais (Swiegers et al.,
2005).

Os compostos fendlicos ou fendis sé&o formados por um grupo hidroxila ligado a um
hidrocarboneto aromético, através da reacdo de descarboxilagdo de &acidos fendlicos
como o &cido ferulico. Os fendis conferem aromas que lembram plastico, band-aid,
defumado, picante ou notas de especiarias. Na maioria das cervejas, os fendis sao
aromas indesejados, porém em alguns estilos belgas sdo desejados, assim como no
estilo hefeweizen é formado o 4-vinilguaiacol (4-VG), que remete a cravo. As leveduras
com capacidade de produzir fendis possuem os genes POF (phenol off-flavor), PAD1
(phenylacrylic acid decarboxylase) e FDCL1 (ferulic acid descarboxylase), envolvidos na
producéo de 4-VG (Meaden et al.,1991; White et al, 2010). Enquanto muitas leveduras
selvagens mantém a producdo de 4-VG, leveduras cervejeiras tendem a apresentar
mutagdes nonsense nos genes PAD1 e FDC (Gallone et al., 2016).

Compostos organicos e inorganicos como enxofre sdo produzidos em menores

concentragcfes durante a fermentagcao (aproximadamente 0,1 mg a 50 mg/L) como sulfito
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e sulfeto de hidrogénio (H2S). O sulfeto de Hidrogénio € um subproduto da fermentacdo
gue apresenta um aroma indesejado similar a ovo podre (Ikushima et al., 2012).

As dicetonas vicinais (VDK — vicinal diketones) sdo a soma dos compostos 2,3-
butanodiona (diacetil) e 2,3-pentanodiona, componentes cetdnicos que conferem aroma
de manteiga e sabor rangcoso em concentracdo igual ou superior a 0,10 ppm, sendo
considerados defeitos sensoriais. Sao intimamente ligados ao metabolismo de
aminoacidos, sendo formados durante a biossintese da valina e secretados pela levedura
ou por bactérias contaminantes como, Lactobacillus spp e Pediococcus spp (Almeida et
al., 1999; Morado et al., 2011; Dasari et al., 2011). As VDK sédo produzidas a partir de
piruvato a a-acetolactato, que € reduzido a valina. O excesso de a-acetolactato €
excretado pela célula e reduzido a diacetil de acordo com as condi¢cdes do meio externo.
Durante a maturacado, a levedura reincorpora e metaboliza diacetil a acetoina, que nao
altera 0 aroma da cerveja. Entretanto em grandes quantidades, as leveduras nao sao
capazes de metabolizar todo o conteddo e o mesmo fica presente no mosto afetando o
produto final.

O acetaldeido é um dos principais compostos carbonilicos da fermentagcéo, sendo
um subproduto natural e de grande impacto no flavor da cerveja, atribuindo um aroma
pungente e, em menores quantidades, de maca verde e grama recém-cortada. A alcool
desidrogenase (ALDH) é a principal enzima envolvida no metabolismo do acetaldeido. No
citoplasma o piruvato é descarboxilado em acetaldeido e CO2, sendo, em seguida,
reduzido a uma molécula de etanol pela ALDH. A falta de zinco, cofator para a ALDH,
pode resultar em altas producfes de acetaldeido e pouca producao de etanol. Durante a
maturacdo, grande parte do acetaldeido € metabolizado pelas leveduras (Azeredo et al.,
1999; Wang et al., 2013).

Além dos compostos citados anteriormente, outros compostos como terpenos,
lactonas e C13-norisoprenoides podem adicionar complexidade a cerveja com aromas
florais, amadeirados, frutados e citricos, além de alguns acidos graxos que s&o
responsaveis por aromas indesejados no produto final, lembrando sab&o, ranco, queijo,
chulé, suor e vinagre. Tais compostos podem ser produzidos pelas leveduras ou por

contaminantes e afetam o produto final (Di Maio et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Influéncia do Metabolismo no Flavor da Cerveja. Compostos produzidos
durante o metabolismo de Saccharomyces em mosto cervejeiro. BG, B-glicosidase;
DMS, dimetilsfeto; DMSO, dimetilsulfoxido; ATT, Alcool acetil tranferase; POF, Phenol
off-flavour (Bokulich. et al, 2013).

3.4.5 Floculacéo

Define-se floculagdo como a agregacdo ndo sexual e reversivel das células com
formacédo de flocos multicelulares que sedimentam ou flotam, sendo um processo que
facilita a coleta das leveduras (Calleja et al, 1984; Verstrepen et al., 2003; Bauer et al.,
2010). As leveduras Ales e Lagers foram classificadas originalmente pelo seu tipo de
floculacdo, sendo as Ales (alta floculagdo) assim conhecidas por sua capacidade de
flotacdo, as quais se aderem as bolhas de CO: e ficam localizadas no topo do
fermentador. Ja as leveduras Lagers ou (baixa floculagédo) se aderem e formam flocos que
sedimentam, ficando localizadas no fundo do fermentador. No que diz respeito a producao
de cerveja, as leveduras cervejeiras tendem a flocular, enquanto as leveduras selvagens
apresentam baixa ou nenhuma floculagdo. Além disso, é importante que a levedura
flocule no tempo correto. Se ocorrer cedo demais, a fermentacdo nao estara completa ou
se ocorrer tarde demais, podera haver consequéncias para a qualidade da cerveja (Priest.
et al, 2003). A floculacdo mais comum em leveduras Saccharomyces € a dependente de

célcio e pode ser inibida por agentes quelantes como EDTA (acido
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etilenodiaminotetracético) e/ou aclcares especificos, sendo conhecidos trés fenotipos:
Flol (floculagao inibida por manose), NewFLO (floculagéo inibida por manose e glicose) e
MI — Manose Insensitive (ndo € inibido por manose ou qualquer outro acucar) (Dengis et
al., 1995; Kihn et al., 1998; Claro et al., 2007). Este processo esta relacionado com a
expressdo de genes especificos FLO e é dependente da presenca de glicoproteinas
chamadas floculinas (Flolp) nas paredes celulares, as quais se interagem com seus sitios
de ligagao, as a-mananas, presentes nas paredes das ceélulas vizinhas. Acredita-se que o
papel do calcio na floculacao ocorre através de sua ligacdo as floculinas, as quais passam
a assumir a conformacdao estrutural correta para a formacao dos flocos (Verstrepen et al.,
2003; Claro et al., 2007). Apesar de ser mais comum em Saccharomyces, 0 processo de
floculacdo j& foi verificado em outras espécies, como Wickerhamomyces anomalus,
Kluyveromyces bulgaricus, Kloeckera apiculata, entre outras, exibindo floculacdo
dependente de célcio ou por diferentes mecanismos ainda pouco estudados (Saito. et al,
1990; Suzzi et al., 1996; Vallejo. et al. 2012).

3.4.6 Reproducdo e Genoma

As leveduras cervejeiras geralmente apresentam nenhuma ou baixa producéo
de esporos, sendo em sua maioria, ndo viaveis. Esta caracteristica resulta na perda da
funcionalidade do ciclo sexual e favorecimento da reproducdo por brotamento, gerando
células clonais e, consequentemente, maior repetibilidade do produto final (Gallone et al.,
2016). Além disso, as linhagens cervejeiras séo poliploides ou aneuploides, apresentando
maior nimero de cOpias genéticas para caracteristicas importantes para a producédo de
cerveja, como a utilizacdo de carboidratos, fontes de nitrogénio e floculagdo. Em
contrapartida as leveduras cervejeiras apresentam decaimento genético no que se refere
a genes relacionados a sobrevivéncia fora do meio de cultura rico em nutrientes do mosto

cervejeiro (Gallone et al., 2016).

3.5 Bioguimica da cerveja

Em 1680, Antonie van Leeuwenhoek descreveu uma levedura pela primeira
vez. Anos mais tarde, em 1789, Antoine-Laurent Lavoisier descreveu a natureza quimica
da fermentacdo, demonstrando a conversdo de agucar em gas carbdnico e etanol. E
apenas no século XIX, Louis Pasteur demonstrou que as leveduras eram responsaveis
pela fermentacdo do mosto em cerveja através da acao de microrganismos na auséncia

de oxigénio, baseado nos conhecimentos da estequiometria das fermentacdes de Gay-
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Lussac, e mais tarde descrito em seu livro “Etudes sur la Biere” - 1876 (Schlenk et al.,
1985; Saerens et al.,, 2010). Define-se fermentacdo alcodlica como a degradacéo
anaerobia de nutrientes organicos para a obtencao de energia, com a formacéo de etanol
e gas carbonico. Neste processo, um mol de glicose é metabolizado em dois moles de
acido piravico, via conhecida como glicélise, resultando na producéo de quatro moles de
ATP, utilizagéo de dois moles de ATP e saldo final de dois moles de ATP. Cada mol de
acido piravico produzido pela reacao anterior € convertido em um mol de etanol e um mol
de gas carbbnico, através das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase
gue realizam a conversdo de acido piravico em acetaldeido e de acetaldeido em etanol,
respectivamente (Figura 3) (Lehninger et al., 2014). Durante a fermentacéo na fabricacédo
de cerveja, as leveduras utilizam os carboidratos fermentaveis presentes no mosto, assim
como as fontes de nitrogénio, 0s ions inorganicos e vitaminas, resultando na producéo de
etanol e didxido de carbono em uma média de 35g a 70g/L e na acidificacdo do meio (pH
de aproximadamente 4), dependendo da densidade do mosto e da atenuagé&o alcancada.
Além da producdo de etanol e dioxido de carbono, as leveduras produzem pequenas
guantidades (tracos) de compostos secundarios, porém extremamente importantes para o
perfil aromatico da cerveja (Fujii et al., 1994; Fujii et al., 1997; Lehninger et al., 2002;
Verstrepen et al., 2003).

O O CO, NADH + H"
N ' +
(|3 TPP, | O H . NAD (l)H
Mg?** N/ /
I Piruvato | Alcool |
CH; Descarboxilase CH; Desidrogenase CHs;
Piruvato Acetaldeido Etanol

Figura 3. Fermentacdo Alcodlica. Uma molécula de piruvato é descarboxilada em acetaldeido e gas
carbbnico pela enzima piruvato descarboxilase. Em seguida uma molécula de acetaldeido é reduzida a

etanol pela enzima alcool desidrogenase (Lehninger et al., 2014).
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3.6 Isolamento de Leveduras Selvagens para a Producdo de Cerveja

A partir da descoberta das leveduras como agentes responsaveis pela fermentacéo
da cerveja, muitos avancos foram obtidos na pesquisa e contribuiram para o
melhoramento do processo, controle de contaminantes, bem como para o
estabelecimento de culturas puras de leveduras, sendo o primeiro isolado oriundo a partir
de uma cervejaria por Emil Hansen em 1881, chamado de “levedura Calsberg numero 1”
(Huuskonen et al., 2010; Saerens et al., 2010). As leveduras utilizadas atualmente na
industria cervejeira sofreram algumas centenas de anos de selecdo se distanciando
geneticamente e fisiologicamente das leveduras selvagens. Porém, a partir de 1970, foi
estabelecido o armazenamento de linhagens de leveduras como culturas puras, sendo
utilizadas como culturas de inéculo em grande escala (Huuskonen et al., 2010; Steensels
and Snoek et al., 2014; Gallone et al., 2016). Dessa maneira, tem se tornado interessante
o isolamento de novas leveduras. Estudos que tem demonstrado que as linhagens
industriais representam apenas uma pequena fracdo da biodiversidade de leveduras, que
inclui atualmente mais de 2000 mil espécies descritas (Liti et al., 2009; Wang et al., 2012).
Triagens em bancos de leveduras tém apontado a diversidade genética e o potencial da
utilizacdo de leveduras ndo Saccharomyces e de novas linhagens em processos
fermentativos (Pellegrine et al., 1999; Guimardes et al., 2005; Comitini et al.,, 2011;
Fujihara, et al., 2014; Araujo et al., 2013; Tapsoba et al., 2015; Figueiredo et al., 2016;
Gamero et al., 2016; Suranska, et al., 2016). Frutos em geral sdo boas fontes para o
isolamento de leveduras, sendo ricos em acgUcares e apresentando pH acido,
caracteristicas que favorecem o crescimento desses microrganismos, tais como as
espécies Saccharomyces, Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Hansenula,
Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora e Zygosaccharomyces. Estes géneros ja
foram isolados a partir de amostras de cerveja, demonstrando sua capacidade de
sobrevivéncia neste meio (Filho et al., 2005; Sheikha et al., 2018) e potencial para a
industria cervejeira (Lee et al., 2011; Steensels and Verstrepen et al., 2014). Apesar disso,
poucos estudos investigam o isolamento de leveduras para a producao de cerveja, as
guais podem contribuir com o sabor, o perfil aromatico e a complexidade da bebida como

com o setor cervejeiro (Steensels et al., 2014).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento das Leveduras

As leveduras investigadas neste estudo foram isoladas a partir de cinco frutos
diferentes: ameixa (Prunus domestica), laranja (Citrus sinensis), liméo siciliano (Citrus
limon), liméo taiti (Citrus latifolia) e tangerina (Citrus reticulata). Para o isolamento de
leveduras presentes na casca, amostras organicas de tangerina foram coletadas de
arvores locais durante a época de safra, entre abril e novembro de 2016, nas cidades de
Guaiba e Barra do Ribeiro, RS, em embalagem estéril, armazenadas em gelo e
transportadas para o laboratério de micologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude,
UFRGS. Para o isolamento de leveduras da polpa, foram utilizadas amostras de ameixa,
limao-siciliano, lim&o taiti, laranja e tangerina de um mercado na regido de Porto Alegre.
As amostras de casca e polpa dos frutos foram maceradas e adicionadas em tubos
contendo 35mL de mosto de cerveja previamente esterilizado em autoclave,
suplementado com cloranfenicol 0,1% (34 ug/mL). Os tubos foram incubados a 28°C e
pesados diariamente para o monitoramento da fermentacdo até a sua estabilizacdo. Ao
final da fermentacéo foram preparadas diluicdes decimais de 102,10 e 10, onde 100 uL
foram semeados em placas de Petri contendo 0 meio de cultura YPD 2%, incubando-se a
28°C por trés dias. As colbnias com caracteristicas macroscopicas e microscoépicas de
levedura foram purificadas duas vezes através de esgotamento em placas YPD 2% e
incubadas a 28 °C durante trés dias. Todas as linhagens foram conservadas em criovial
com 70% de meio YPD 2% e 30% de glicerol estéril, a -80°C.

4.2 Linhagens Controle
As linhagens de leveduras cervejeiras industriais US-05 (S. cerevisiae/Ale); WB-06
(S. cerevisiae/Ale), T-58 (S. cerevisiae/Ale), W34/70 (S. pastorianus/Lager) e WLP-013 (S.

cerevisiae/Ale) foram usadas como controle nos experimentos.
4.3 Preparo do In6culo
Antes de cada experimento, os isolados foram semeados em YPD 2%, utilizando-

se a técnica de esgotamento para verificacdo da pureza, e incubados a 28°C por 72h.

4.4 Selecéo das Leveduras por Testes de Exclusao
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Para a selecdo dos isolados com fendtipos mais desejaveis para a producdo de
cerveja, foram realizados os testes de capacidade de fermentacao das fontes de carbono
do mosto cervejeiro, producdo de H2S, tolerancia ao estresse osmoético e tolerancia ao
estresse por etanol. Somente os isolados que apresentaram capacidade de fermentar
maltose, apresentaram producao baixa de H2S e foram tolerantes ao estresse osmatico e
por etanol foram selecionados para as préximas etapas do estudo.

4.4.1 Avaliacdo da Fermentacéao de Fontes de Carbono

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade fermentativa dos seguintes
acucares presentes no mosto cervejeiro: glicose, sacarose e maltose. Para isso, foi
realizado o preparo do in6culo conforme o item 4.4, em seguida uma pequena algada foi
inoculada em 5mL de meio MBF contendo 2% de cada aclcar separadamente e um tubo
de Durham invertido. Para a preparacdo do teste com sacarose, a mesma foi filtrada. Os
tubos foram incubados a 28 °C e lidos nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21 ap06s o indculo. Foi
considerada como leitura negativa a auséncia de gas carbdnico no tubo de Durham, +1
guando 1/3 do tubo de Durham foi preenchido por gas carb6nico, +2 quando 2/3 do tubo
foi preenchido por gas carbbénico e +3 quando o tubo de Durham foi completamente
preenchido por gas carbonico (Yarrow et al., 1998; Barnett et al., 2000). Os isolados com
capacidade fermentativa de glicose, sacarose e maltose foram selecionados para 0s

testes posteriores.

4.4.2 Andlise da Producéo de H2S

A producéo de gas sulfidrico (H2S) foi analisada pela inoculacdo das linhagens
em mosto liquido estéril, sendo uma fita de papel filtro, previamente impregnada com uma
solucéo de 3% de acetato de chumbo, fixada a tampa do tubo. O escurecimento do papel
filtro demonstra a producao de sulfeto de hidrogénio, gas indesejado na producao de
cerveja, pois confere odor semelhante a ovo (Oliveira et al., 2008; White et al., 2010). Foi
utilizada uma escala da producdo de H2S, em que o ndo aparecimento de coloracao
enegrecida foi considerado como negativo (coloragcdo branca); +1 para pequenas
guantidades (coloracéo bege), +2 para quantidades médias (coloragcdo marrom) e +3 para

guantidades elevadas (coloracao preta) (Silva et al., 1984).

4.4.3 Tolerancia ao Estresse Osmoético do Mosto

A capacidade de crescimento em mostos com diferentes concentracdes de
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acucares foi avaliada através do teste em gotas (drop test adaptado de Lauer et al.,
2007). Para isso, foram preparados trés meios de cultura: 11% de extrato de malte e 2%
de agar (mosto de 11°P); 17% de extrato de malte e 2% de agar (mosto de 17°P) e 25%
de extrato de malte e 2% de agar (mosto 25°P). O meio YPD 2% solido foi utilizado como
controle. Os isolados foram preparados segundo o item 4.4, em seguida foram
preparadas diluicGes em salina (0,9% de NaCl) de 108, 107, 108, 10°, 10* e 102 células/mL
através da contagem em Camara de Neubauer, aumento de 400x. O volume 10 pL de
cada diluicdo foi inoculado nos meios de cultura a serem testados e incubados a 28°C
durante 72 horas. Os isolados com capacidade de crescimento igual ou superior as
linhagens controle, medido através do tamanho da colbnia, foram selecionados para os

testes posteriores.

4.4.4 Tolerancia ao Estresse por Etanol

Para andlise da tolerancia a diferentes concentracdes de etanol os isolados foram
crescidos conforme o item 4.4 e a concentracdo de células foi ajustada para 2 x 105/mL.
Foram inoculados 100 pL da suspensédo de células em cada tratamento (0%; 2,5%; 5%;
7,5% e 10% de etanol), ajustando o volume final para 1 mL com solu¢éo salina (0,9% de
NacCl) e incubados a 28°C por 1h, 3h ou overnight em agitacdo de 300 rpm (IKA KS 400 i
control). Apés o tempo de incubacdo, as células foram centrifugadas a 8500 x g,
ressuspendidas em 1 mL de salina, semeadas (5 uL) em meio YPD 2% soélido e
incubadas por 72h a 28°C (adaptado de Lewis et al., 2010). As leveduras com capacidade
de crescimento depois de submetidas a condicdo de estresse por etanol foram

selecionadas para as proximas etapas do estudo.

4.5 Caracterizacdo Fenotipica e Bioquimica

As leveduras foram avaliadas quanto ao crescimento em diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, na presenca de NaCl e ciclohexamida e producdo de compostos
amiloides (Barnett et al., 2000).

4.5.1 Testes Morfologicos

Os isolados selecionados foram caracterizados de acordo com suas
caracteristicas coloniais e celulares. A caracterizagdo colonial foi realizada pelos
seguintes parametros: cor, forma, margem, elevacao, superficie, brilho, consisténcia. A

caracterizacdo celular foi realizada através da observagdo em microscoépio, utilizando-se
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da técnica de lamina a fresco. Foram consideradas as seguintes caracteristicas: forma e

tipo de reproducédo (Kurtzman et al., 2011).

4.5.2 Testes de assimilacéo de fontes de carbono

As leveduras foram incubadas em agua destilada por 24h para o esgotamento das
suas reservas de carbono. Em seguida foram semeadas em placas de Petri contendo
0,67% (p/v) de meio Yeast Nitrogen Base (YNB) acrescentado de 2% (p/v) de Agar Difco
e 0,5% (p/v) da fonte de carbono a ser testada (glicose, D-galactose, D-ribose, D- xilose,
L-arabinose, D-arabinose, L-ramnose, sacarose, maltose, trealose, inulina, amido soluvel,
glicerol, eritritol, ribitol, celobiose, salicina, lactose, M-inositol, DL-lactato, succinato,
citrato, metanol, acetona, isopropanol, N-acetil glicosamina, tween 80), exceto a rafinose,
preparada com 1% (p/v) do acucar. As placas foram incubadas em estufa a 28°C e foram
realizadas leituras a cada sete dias, durante 21 dias. Glicose foi utilizada como controle
positivo, enquanto foi utilizado como controle negativo 0,67% (p/v) Yeast Nitrogen Base
(YNB) acrescentado 2% (p/v) de Agar Difco sem a adi¢cédo de fontes de carbono (Barnett
et al., 2000).

4.5.3 Testes de assimilacdo de fontes de nitrogénio

As leveduras foram incubadas em agua destilada por 24h de modo que suas
reservas de nitrogénio se esgotaram. Em seguida foram semeadas em placas de Petri por
pour-plate contendo 1,17% (p/v) de meio Yeast Carbon Base (YCB) acrescentado 2%
(p/v) de Agar Difco. As fontes de nitrogénio foram adicionadas a superficie da placa,
sendo observado o crescimento de leveduras ao seu redor a cada sete dias durante 21
dias, temperatura de 28°C. As fontes de nitrogénio testadas foram: nitrato de sodio, L-
lisina, etilamina e creatina. Peptona foi utilizada como controle positivo, enquanto 1,17%
(p/v) de meio Yeast Carbon Base (YCB) acrescentado 2% (p/v) de Agar Difco foi utilizado

como controle sem adicdo de fontes de nitrogénio (Barnett et al., 2000).

4.5.4 Crescimento em NacCl

As leveduras selecionadas foram incubadas em meio liquido NaCl 10% ou NacCl
16% (YNB 0,67%, Glicose 5%, NaCl 10% ou NaCl 16%) por 72h. O crescimento foi
verificado através da turvacdo do meio. Foram atribuidos os valores de 0,5 a 3 de acordo

com o nivel de turvacao, utilizando a escala de Wickerham (Barnett et al., 2000).

4.5.5 Crescimento em Ciclohexamida
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Para verificar o crescimento das leveduras na presenca do antibiético
ciclohexamida, as mesmas foram incubadas a 28°C por 21 dias em meio YPD 2%
acrescido de ciclohexamida em 0,1% ou 0,01%, sendo a leitura realizada nos dias 7, 14,

21 poés-inoculagéo (Barnett et al., 2000).

4.6 Identificacdo Molecular

4.6.1 Extragéo de DNA Genomico

Os isolados foram cultivados de acordo com o item 4.4, sendo uma col6nia
selecionada e suspensa em 400 pL de tampéo de lise (0,15 M de NaCl, 50 mM de Tris-
HCI, 10 mM de EDTA, 2% de SDS, pH ajustado para 8,0). A amostra foi incubada em
banho-maria a 65 °C por 60 min e apés, foram adicionados 200 pL de acetato de potassio
a 5M, pH ajustado para 4,8. Os tubos foram homogeneizados durante 30 s e incubados
em gelo por mais 30 min. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 8500 x g por 5 min
duas vezes, transferindo-se o sobrenadante para um novo tubo. Foi adicionado 1,0 mL de
isopropanol a -20 °C, agitando-se os tubos por inversdo durante 5 min. Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 8500 x G por 10 min. Foi adicionado 500 pL de etanol 70%
ao pellet a -20 °C, os tubos foram centrifugados a 8500 x G por 5 min e o sobrenadante
descartado. O pellet foi suspenso em 50uL de TRIS-EDTA, pH ajustado para 7,4,
adicionando-se 2,5 puL de RNAse e incubando os tubos em banho-maria a 37 °C por 30

min (Ramirez-Castrillén et al., 2014).

4.6.2 Amplificacdo do DNA Gendmico

As reacdes de amplificacdo do DNA gendmico extraido foram realizadas pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em volume final de 25uL, contendo 13,9uL de
agua mili-Q, 2,5uL de tampéo, 0,3uL de dNTPs, 0,8uL de primer senso, 0,8uL de primer
anti-senso, 1,5uL de MgClz, 0,2uL de Tag DNA Polimerase e 5uL do DNA diluido (1 a
5ng/uL). Foi amplificado o dominio D1/D2 da subunidade maior do gene ribossomal 26S
(LSU rDNA) ou a regido ITS1-5.8s-ITS2. Os primers utilizados foram: NL1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5"-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") ou
ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5"-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3’) (Sambrook et al., 2001). As rampas de temperatura utilizadas para ambos primers
foram: desnaturacao inicial a 94 °C durante 5 min, 30 ciclos de desnaturagéo a 94 °C
durante 1 minuto, hibridizacdo a 55 °C durante 30 segundos e extenséo a 72 °C durante 1

minuto, com uma extensao final de 10 min a 72 °C. A eficacia da amplificacdo foi
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visualizada em eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os produtos de PCR foram
purificados com ExoSAP-IT® de acordo com as condi¢bes sugeridas pelo fabricante
(Sambrook et al., 2001).

4.6.3 Sequenciamento

Os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados pela empresa
ACTGene Andlises Moleculares Ltda. As sequéncias foram editadas manualmente,
alinhadas e comparadas com as sequéncias de linhagens tipo 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.

4.7 Andlise dos Compostos Volateis

Para determinacdo do perfil de aromas produzidos pelas leveduras selecionadas,
as mesmas foram cultivadas em placa conforme o item 4.4, inoculadas em YPD 2% por
72h a 28°C. Ap6s o crescimento, a quantidade de células foi ajustada para
2,0x107células/mL, inoculando-se 100 pL da suspensdo em tubos de 10 mL, contendo 5
mL de mosto de cerveja preparado com extrato de malte (10 °P), sem a adi¢éo de lupulo,
fitrado com membrana Millipore de 0,22 um, incubadas a 25 °C por 48h. Os compostos
volateis analisados foram os ésteres (acetato de etila, acetado de hexila, acetato de
isoamila, butanoato de etila, cinamoato de etila, hexanoato de etila, heptanoato de etila,
isobutanoato de etila, isovalerato de etila, lactato de etila, laurato de etila, 2-
metilbutanoato de etila, nonanoato de etila, octanoato de etila, pentanoato de etila,
succinato de dietila, tioacetato de S-furfurila, undecanoato de etila, decanoato de etila,
antranilato de etila, acetato de isobutila, acetato de feniletila, acetato de furfurila), os
terpenos (a-pineno, a-terpineol, B-pineno, B-terpineol, cedreno, citronelal, geraniol,
limoneno), a lactona (y-nonalactona), os C13-norisoprenoides (a-ionona, f-damascenona,
B-ionona), os alcoois superiores (metanol, n-butanol, 2-butanol, 3-metil 1-butanol, 1-
propanol, 1-hexanol, alcool furfurilico, 2-feniletanol) e os acidos graxos (acido butanoico,
acido caprico, acido caproico, acido heptanoico, acido isobutirico, acido isovalérico, acido
octanoico, acido propanoico, acido pelargbnico, acido valérico, acido n-undecanoico,
acido 10-undecanoico). As leveduras que apresentaram os perfis aromaticos mais
interessantes para a produgcdo de cerveja foram selecionadas para a etapa de

caracterizacao e para a producéo de cervejas.
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4.7.1 Preparo da Amostra

Para o preparo da amostra, uma fibra de SPME composta por divinilbenzeno/
carboxeno/polidimetilsiloxano 50/30 mm (DVB/CAR/PDMS, Supelco, Bellefonte, PA, USA)
foi inicialmente condicionada de acordo com as recomendacdes do fabricante. Foi
adicionado 1,5 g de NaCl as amostras previamente incubadas. O procedimento de
extracdo de compostos volateis foi realizado utilizando o amostrador automatico Triplus-
RSH (Thermo Fischer Scientific, USA) e o software ChromQuest (Thermo Fischer
Scientific, USA). As amostras foram incubadas por 5 min a 56 °C e, posteriormente, a
fibra foi exposta no headspace (HS) por 55 min. A adsorcao no injetor do cromatografo a
gas foi realizada por 2 min a temperatura de 265 °C no modo splitless (Mendes et al.,
2015).

4.7.2 Andlises quantitativas

As andlises quantitativas foram executadas em um cromatografo a gas
ThermoScientific Trace 1310 (USA) equipado com um detector de ionizagdo de chama
(GC-FID) e o software ChromQuest. A separacdo cromatografica foi realizada
empregando uma coluna ZB-WAXplus (60 m x 0,25 mm x 0,25 um, Zebron, USA) e gas
nitrogénio como carreador a um fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura inicial do forno foi de
40 °C por 5 min, aumentado 2°C por minuto até atingir 220 °C. A identificacdo dos
compostos foi efetuada através do tempo de retencdo, comparando-se com o0s padrdes
dos compostos volateis e a quantificacdo foi realizada por padroniza¢éo interna, com 4-

metil 2-pentanol como padrao interno.

4.7.3 Calculo da Atividade Olfativa (OAV)

O valor de atividade olfativa (Odour activity value - OAV) foi calculado para cada
composto dividindo-se a média das concentracdes encontradas pelo limiar de percepc¢éo
olfativa. Os compostos cujos valores de OAV estavam abaixo de “1” foram considerados
como sendo irrelevantes na contribuicdo para o aroma, enquanto que compostos cujos

valores de OAV=1 foram considerados relevantes (Vilanova et al., 2012).

4.8 Caracterizacdo das Leveduras Para a Producao de Cerveja

4.8.1 Analise do Perfil de Floculagéo

O perfil de floculagao foi avaliado pelo ensaio de Helm’s modificado (Bendiak et
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al., 1995). Os isolados foram preparados segundo o item 4.4, sendo cinco colbnias de
cada levedura inoculadas em 50 mL de meio liquido YPD 2% e incubadas a 28°C por 72h
em agitacdo a 150 rpm (IKA KS 400 i control). Apds o periodo de crescimento, as células
foram ajustadas para a concentracédo de 108 células/mL, centrifugadas a 400 x G por 5
min, ressuspendidas em agua destilada, novamente centrifugadas a 400 x G por 5 min e
divididas em cinco grupos: grupo 1 (controle) (as células foram ressuspendidas em agua
destilada); grupo 2 (EDTA): (as células foram ressuspendidas em solu¢édo 0,5M de EDTA,
pH ajustado para 7,0), grupo 3 (calcio) (as células foram lavadas com 0,5 g/L de sulfato
de célcio centrifugadas a 400 x G por 5 min e ressuspendidas em tampéo de lavagem 0,5
g/L de sulfato de célcio, 6,8 g/L de acetato de sédio, 4,5 g/L de &cido acético glacial e 4%
de etanol, com o pH ajustado para 4,5), grupo 4 (glicose): (as células foram
ressuspendidas em 0,5 M de glicose pH ajustado para 4,5) e grupo 5 (manose): (as
células foram ressuspendidas em 0,5 M de manose pH ajustado para 4,5). Apos a
ressuspensdo e homogeneizacdo em vortex, as células permaneceram sem agitacdo por
15 min. Em seguida, foram coletados 100 pyL do sobrenadante de cada amostra e diluido
em 900 pL de agua destilada. A leitura foi realizada em D.O.esoonm. A porcentagem de

floculagéo foi calculada de acordo com a férmula:

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

Para as leveduras que apresentaram floculacdo independente de calcio, foi
realizado o teste pela taxa de floculagdo. As leveduras foram cultivadas conforme o item
4.4, sendo cinco coldnias de cada levedura inoculadas em 100 mL de meio liquido YPD
2% e incubadas a 28°C por 72h em agitacdo a 150 rpm (IKA KS 400 i control). Apés o
periodo de crescimento, as células foram homogeneizadas, transferidas com o meio de
cultura para uma proveta de 100 mL e incubadas por 12h sem agitacdo. O perfil de
floculacéo foi analisado pela porcentagem de floculacdo, conforme a equacédo abaixo, em

gue o volume de floculagédo € o volume que apresente turbidez.

% floculagdo = Volume Total — Volume de Floculagdo x 100

Volume Total

Para ambos os testes, as leveduras foram categorizadas como de baixa floculagédo (O-

50% de sedimentacédo), média floculacdo (50-80% de sedimentacéo) e de alta floculacéao
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(80 a 100% de floculagé&o).

4.8.2 Crescimento em Diferentes Temperaturas

Para analise do perfil de crescimento em diferentes temperaturas, os isolados
foram preparados segundo o item 4.4 e inoculados em meio liquido YPD 2% por 72h a
28°C. Apds o crescimento, a absorbancia foi ajustada para D.O.soonm inicial entre 0,1 e
0,15 em 10 mL de YPD 2% e as leveduras foram incubadas nas temperaturas de 37°C,
25°C e 15°C. As leituras foram realizadas em 12h, 24h, 48h e 72h em absorbéncia de

600nm.

4.8.3 Teste de Crescimento na Presenca de Etanol

Para andlise de crescimento na presenca de etanol, os isolados foram
preparados conforme o item 4.4, sendo em seguida uma colbnia de cada isolado
inoculada em 10 mL de YPD 2% por 72h a 28°C. ApOs o crescimento, 10 puL da
suspensdao foi inoculada nos tratamentos de 0%, 5% e 10% de etanol em meio YPD 2%
liquido por 72h a 28°C e realizada a leitura em espectrémetro na absorbancia de 600nm,
calculando-se as porcentagens de crescimento em 5% e 10% de etanol em relacdo a 0%
e comparando com os resultados das leveduras controles comerciais. (Adaptado de
Cavalheiro et al., 2013).

4.8.4 Teste de Fermentacdo em Mosto Cervejeiro
As leveduras foram inoculadas em mosto cervejeiro para avaliar sua capacidade
fermentativa a partir dos testes de atenuacdo aparente do mosto, velocidade de

fermentacdo e concentracdo de acucar residual.

4.8.4.1 Atenuacdo Aparente e ABV (Alcohol by volume) Estimado

As leveduras foram testadas quanto a capacidade de transformacé&o dos
carboidratos do mosto cervejeiro em etanol e CO2, através da medicdo da concentracao
inicial e final de sélidos solluveis por refratbmetro. Para isso, as leveduras foram
preparadas de acordo com o tépico 4.4 e inoculadas em YPD 2% por 72h a 28°C. Ap6s o
crescimento, as leveduras foram ajustadas para a concentracgao final de 6x10° células/mL
em tubos contendo 10mL de mosto cervejeiro ajustado para 10°P, sendo incubadas a
25°C por 96h. As medidas em grau °Brix foram convertidas para densidade em g/cm3.

Apos, foram calculadas as medidas de atenuacdo aparente e ABV estimado (Palmer et
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al., 2006) pelas formulas:

% atenuac&o aparente = solidos soltveis do mosto — sélidos soluveis final x 100
solidos soluveis do mosto

% ABYV estimado = (sélidos soluveis do mosto — solidos soluveis final) x 0,134

4.8.4.2 Velocidade de Fermentacao

A avaliacdo da velocidade de fermentacéo foi realizada por gravimetria, através do
calculo do desprendimento de CO2. As leveduras foram preparadas de acordo com o
tépico 4.4 e inoculadas em YPD 2% por 72h a 28°C. ApGs o crescimento, as leveduras
foram ajustadas para a concentracéo final de 6x10° células/mL em tubos contendo 10 mL
de extrato de malte liquido ajustado para 10°P, sendo incubadas a 25°C por 96h. Os
tubos foram pesados em Oh, 24h, 48h, 72h e 96h. O célculo do desprendimento de CO:2
foi realizado de acordo com Ciani et al. (1996).

4.8.4.3 Acucar Redutor

As concentracfes de agucares redutores no inicio e final da fermentacdo foram
analisadas pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller et al., 1959). Para isso, em
um tubo de ensaio foram adicionados 1 mL de amostra mais 1mL do reagente DNS e
incubados no banho-maria a 100°C por 5 min. Apds, os tubos foram resfriados em banho
de gelo por 5 min, sendo adicionado 16 mL de tartarato de potassio 15,1¢g/L e realizada a
leitura em espectrémetro, absorbancia de 540nm. Para a determinagédo da curva padréo
foram preparadas as solucdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 g/L de

maltose.

4.8.5 Producédo de Toxina Killer

As leveduras da espécie W. anomalus foram testadas quanto a producdo de
toxina killer contra a linhagem US-05 de S. cerevisiae, com objetivo de avaliar a
possibilidade de uma futura cultura mista. Para isso as leveduras foram cultivadas
segundo o item 4.4, sendo a levedura US-05 transferida para YPD 2% liquido por 48h. O
tapete foi feito com a levedura US-05 com o auxilio de um suabe estéril em meio agar
YM-MB. Em seguida, as leveduras W. anomalus foram semeadas em cima do tapete com
o auxilio de uma alca bacteriologica e incubadas a 28°C por 3 dias. A formagédo de um

halo de inibicdo azul ao redor da colbnia foi considerada como resultado positivo para a
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producéo de toxina killer (Buzzini et al., 2000; Stopiglia et al., 2014).

4.9 Producgéo de Cerveja

As leveduras selecionadas e caracterizadas foram testadas quanto a producdo de
cerveja. Para isso, foi preparado um mosto base pilsen para ressaltar as caracteristicas
das leveduras e, dessa maneira, verificar os melhores estilos de cerveja para emprega-
las. Foram preparados mostos com densidades entre 12°P-14°P e 10,9 IBU - International
Bitterness Unit) com a variedade de IUpulo Magnum. A mosturacao foi realizada a 66°C
por 30 min e a fervura foi realizada por 60 min com a adi¢ao de lUpulo no tempo zero. Foi
utilizada &gua da rede filtrada com carvao ativado. A fermentacgéo foi realizada em escala
laboratorial (5L, temperatura de 18°C sem agitacdo, inéculo de 10%/mL/°P células).
Diariamente, foram realizadas avaliacbes do pH através de um pHmetro e da
concentracdo de acucares do mosto através de um refratbmetro. Os valores da
concentracdo de agucares foram posteriormente ajustados para densidade (Berlowska et
al., 2015). Apds a fermentacdo, a cerveja foi transferida para garrafas de 600 mL e
adicionado sacarose 5g/L a 18°C para a refermentacdo e carbonatacdo até a presséo
atingir 2,5 Kg/cm2. ApGs a carbonatacdo, as garrafas foram colocadas a 0°C para

maturacao.

4.10 Andlise do Teor de Etanol

As amostras de cerveja foram inicialmente submetidas ao sonicador por 1lh
para a descarbonatacdo. Em seguida foram centrifugadas a 3000 x g por 15 min e
filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 um para remocao da biomassa. As
amostras seguiram para andlise da concentracdo final de etanol, realizada através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Cromatography — HPLC)
(Shimadzu), utilizando o detector de indice de refracdo (IR), a coluna Bio-Rad Aminex
HPX 87H a 45°C e a solucdo de acido sulfarico 0,005M (H2S0O4) como fase movel na

vazao de 0,6mL/min e 20 pL de volume de amostra.

4.11 Analise sensorial da cerveja
A analise sensorial das cervejas foi determinada por um modelo de ficha
recomendada pelo BJCP (Beer Judge Certification Program), uma das classificacdes de
cerveja mais aceitas do mundo, modificada para este trabalho (Apéndice 2). Foram

avaliados os parametros de aroma e sabor (ésteres, fenadis, alcool, acidez e dulgor) para a
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classificacdo de nenhum, baixo, médio e alto (escala de 0 a 6) por nove degustadores
treinados e familiarizados com a ficha de avaliagdo. Além disso, os avaliadores marcaram
0s aromas e sabores identificados e responderam os questionamentos da ficha. Os
avaliadores foram informados sobre a forma, os riscos e 0 objetivo da pesquisa. Apés a
concordancia em participar do estudo, foi realizada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos mesmos (Apéndice 3). Este estudo foi aprovado
pelo comité de ética da UFRGS pelo numero do parecer 2.159.349.

4.12 Analise Estatistica
O perfil de floculagéo, o crescimento em diferentes temperaturas e os valores
de compostos volateis foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) e em caso de
diferenca estatistica, foi aplicado o teste de Tukey. Todas as andlises foram realizadas
pelo programa GraphPad Prism versdo 7.04 com nivel de confianca de 95% e todos os

experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata.
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento de Leveduras de Frutos

As leveduras utilizadas neste estudo foram obtidas de 58 frutos entre polpa
(57) e casca (31). Para isso, a casca ou a polpa dos frutos foi adicionada ao mosto
cervejeiro estéril suplementado com cloranfenicol, para evitar o crescimento bacteriano, e
incubado a 28°C para a fermentacdo. Ao fim da fermentacédo, foi obtido o total de 92
isolados com caracteristicas morfoldgicas de levedura, 32 a partir da casca e 60 da polpa
dos frutos. Apds esta etapa, os isolados foram submetidos aos testes de exclusdo para a
selecdo de leveduras com fenoétipos interessantes para a producdo de cerveja, sendo

selecionados 13 isolados (seis da casca e sete da polpa dos frutos) (Tabela 1).

Tabela 1. Isolamento de Leveduras a partir de Diferentes Frutos. As leveduras foram isoladas a partir de

cinco frutos diferentes, resultando no total de 92 isolados, 60 da polpa e 32 da casca.

Fonte Frutas (n) Casca(n) Polpa(n) Isolados Selecionados
casca polpa casca polpa

LIMAO SICILIANO 1 1 0 2 0 1 0
TANGERINA 38 30 38 30 42 5 5
AMEIXA 5 0 5 0 8 0 1
LIMAO TAITI 11 0 11 0 10 0 1
LARANJA 3 0 3 0 0 0 0
TOTAL 58 31 57 32 60 6 7

5.2 Selecao das Leveduras por Testes de Exclusdo

Os testes de exclusdo foram realizados para selecionar os isolados quanto a
capacidade de fermentacéo de trés fontes de carboidratos diferentes presentes no mosto
cervejeiro: glicose, sacarose e maltose (Figura 4). Também foram avaliados a producao
do off flavor H2S (Figura 5); tolerancia ao estresse osmotico do mosto (Figura 6) e
tolerancia ao estresse por diferentes concentracdes de etanol. Dos 92 isolados iniciais, 13
(14%) foram selecionados por apresentarem fenotipos interessantes para a producgéo de
cerveja. Os selecionados apresentaram capacidade de fermentacéo de glicose, sacarose
e maltose, apresentando pontuacdo de +2 ou +3. Quanto a producdo de H2S, foram
selecionados isolados com baixa ou nenhuma producdo de H2S e excluidos os isolados

com producdo média ou alta. Os isolados também apresentaram capacidade de tolerancia
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ao estresse osmotico (11°P, 17°P e 25°P) e por etanol nas concentracdes de 2,5%, 5%,

7,5% e 10%. Os isolados selecionados para as proximas andlises do estudo foram:
CLO11, PB111, PB113, CB341, PB341. PB381, CB382, PB383, CB392, CB481, CB484,
PA511, PL612.

(0) +1 +2 +3

Figura 4. Leitura da Capacidade Fermentativa. (A) Pontuagdo 0: sem producdo de gas (resultado:
fermentacdo negativa). (B) Pontuagdo +1: 1/3 do tubo de Durham preenchido por gas (resultado:
fermentacéo fraca). (C) Pontuacédo +2: 2/3 do tubo de Durham preenchido por gas (resultado: fermentacao

forte). (D) Pontuacao +3: tubo de Durham completamente preenchido por gas (resultado: fermentacgéo forte).
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Figura 5. Produciio de H.S. A coloracio Figura 6. Tolerancia ao Estresse Osmdtico. A
escura da fita impregnada com acetato de tolerancia dos isolados ao estresse osmético foi
chumbo demonstra a producdo de H.S. (A) testada pelo drop test. (A) Meio YPD 2%. (B)
sem producdo de H2S (negativo). (B) Extrato de malte a 11°P. (C) Extrato de malte a
producéo de H2S (+1). 17°P. (D) Extrato de malte a 25°P.
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5.3 Testes Morfologicos e Sequenciamento

As treze leveduras selecionadas foram avaliadas morfologicamente por suas
caracteristicas coloniais e celulares. Também foram avaliadas quanto a assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio, crescimento em 10% e 16% de NacCl, crescimento em
0,1% e 0,01% de ciclohexamida e identificagdo molecular pelo sequenciamento das
regibes D1/D2 ou ITS do rDNA (Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5). Das 13
leveduras selecionadas, quatro foram identificadas como do género Saccharomyces (trés
da espécie Saccharomyces cerevisiae e uma Saccharomyces sp.) e apresentaram as
caracteristicas macroscopicas de coloracdo creme, forma circular, margem inteira,
elevacao convexa, superficie rugosa, colénia fosca, consisténcia cremosa, forma celular
arredondada ou ovalada e reproducao por brotamento. Quanto a assimilacéo de fontes de
carbono e nitrogénio foram competentes para glicose, sacarose, maltose, galactose,
trealose, rafinose, inulina, etilamina e peptona, apresentando variacdo para glicerol,

creatina e lisina.

Oito isolados foram identificados como a espécie Wickerhamomyces anomalus e
apresentaram as caracteristicas macroscopicas de coloracdo branca, forma circular,
margem ondulada, elevacdo papilada, superficie rugosa, colonia fosca, consisténcia
cremosa, forma celular ovalada e reproducdo por brotamento. Para a assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio foram competentes para glicose, sacarose, maltose,
galactose, trealose, xilose, salicina, lactato, glicerol, eritritol, amido solUvel, nitrato, lisina,
etilamina e peptona, apresentando variagdo quanto a assimilacdo de succinato, inulina,
rafinose, citrato, ribitol, celobiose e creatina. Um isolado (PL612) foi identificado como
Kurtzmaniella sp., pertencente a uma nova espécie de levedura ainda ndo descrita,
apresentando coloracdo branca, forma circular, margem filamentosa, elevacdo convexa,
superficie rugosa, colénia fosca, consisténcia cremosa, forma celular ovalada e
reproducdo por brotamento. O isolado foi depositado na colecdo de leveduras da
Universidade Federal de Minas Gerais, codigo UFMG-CM-Y6348. Quanto a assimilacao
de fontes de carbono e nitrogénio foi competente para glicose, sacarose, maltose,
galactose, trealose, xilose, salicina, N-acetilglicosamina, lactato, succinato, rafinose,
ribitol, citrato, glicerol, eritritol, amido solavel, lisina, etilamina e peptona, com destaque
para as fontes de carbono trealose e N-acetilglicosamina, apresentando, respectivamente,

leitura nos valores de quatro e cinco, enquanto glicose apresentou leitura no valor trés.
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Devido a falta de conhecimento sobre a seguranca alimentar da levedura PL612, a
mesma foi excluida das demais etapas do estudo.

As leveduras ndo apresentaram producdo de compostos amiloides, crescimento
em ciclohexamida 0,1% ou 0,01% ou NaCl 16%. Apenas as leveduras CB341, PB341,
PB381, PB383, CB392, CB481 e CB484 da espécie Wickerhamomyces anomalus

apresentaram crescimento em NaCl 10%.

Tabela 2. Morfoloaia Colonial das Leveduras Isoladas.

Isolados Cor Forma Margem Elevacéo Superficie Brilho Consisténcia
CLO11 Creme Circular Inteira Convexa Rugosa Fosca Cremosa
PB111 Creme Circular Inteira Convexa Rugosa Fosca Cremosa
PB113 Creme Circular Inteira Convexa Rugosa Fosca Cremosa
CB341 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
PB341 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
PB381 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
CB382 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
PB383 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
CB392 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
CB481 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
CB484 Branca Circular Ondulada Papilada Rugosa Fosca Cremosa
PA511 Creme Circular Inteira Convexa Rugosa Fosca Cremosa
PB612 Branca Circular Filamentosa  Convexa Rugosa Fosca Cremosa

Tabela 3. Morfologia Celular e Sequenciamento Molecular.

Isolados Forma da Tipo de Identificagdo molecular Cédigo de Identidade**
célula Reproducéo Acesso
Genbank*
CLO11 Arredondado  Brotamento Saccharomyces cerevisiae CP006458.1 99%
PB111 Ovalado Brotamento Saccharomyces cerevisiae NG_042623.1 100%
PB113 Ovalado Brotamento Saccharomyces cerevisiae NG_042623.1 100%
CB341 Ovalado Brotamento  Wickerhamomyces anomalus  KY110078.1 100%
PB341 Ovalado Brotamento =~ Wickerhamomyces anomalus  KY110078.1 100%
PB381 Ovalado Brotamento ~ Wickerhamomyces anomalus  KY110078.1 99%
CB382 Ovalado Brotamento =~ Wickerhamomyces anomalus  KY110078.1 100%
PB383 Ovalado Brotamento  Wickerhamomyces anomalus  KY110078.1 100%
CB392 Ovalado Brotamento =~ Wickerhamomyces anomalus ~ KY110078.1 99%

CB481 Ovalado Brotamento  Wickerhamomyces anomalus  KY105894.1 99%
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CB484 Ovalado Brotamento  Wickerhamomyces anomalus  KY105894.1 99%
PA511 Ovalado Brotamento Saccharomyces sp. KU535593.1 87%
PB612 Ovalado Brotamento Kurtzmaniella sp. nov. LN909479.1 100%

*Caodigo de acesso da sequéncia tipo mais proxima depositada no GenBank, com excesséo de PL612.

** |dentidade em comparacédo com a sequéncia mais proxima depositada no GenBank.

Tabela 4. Assimilac@o de Fontes de Carbono.

Fontes CLO11 PB111 PB113 CB341 PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511 PL612
Carbono

Glicose + + + + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + + + + +
Ribose - - - - - - - - - - - - -
Trealose + + + + + + + + + + + + +
Xilose - - - + + + + + + + + - +
Salicina - - - + + + + + + + + - +
Acetona - - - - - - - - - - - - R
Lactato - - - + + + + + + + + - +
N-acetil - - - - - - - - - - - ; +
Glicosamina

Succinato - - - + + + - - - - - - +
Isopropanol - - - - - - - - - - - - -
L-arabinose - - - - - - - - - - - - -
D-arabinose - - - - - - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - - - - - - -
Ramnose - - - - - - - - - - - - -
Metanol - - - - - - - - - - - - -
Tween 80 - - - - - - - - - - - - -
Lactose - - - - - - - - - - - - R
Rafinose + + + + v + + + + - - + +
Ribitol - - - + + + - - + + + - +
Celobiose - - - + + + + + + + + - R
Citrato - - - + v - - - - - v - +
Glicerol v - - + + + + + + + + - +
Eritritol - - - + + + + + + + + - +
Inulina + + + - - - - - + + + + -
Amido soltvel - - - + + + + + + + + - +

V: crescimento variavel
+: crescimento positivo

—: crescimento negativo

Tabela 5. Assimilacdo de Fontes de Nitrogénio.

Fontes Nitrogénio CLO11 PB111 PB113 CB341 PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511

PL612
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Nitrato - - - + + + + + + + + -
L-lisina - - \ + + + + + + + + -
Etilamina + + + + + + + + + + + +
Creatina - v - - - - Y, - - - - -
Peptona + + + + + + + + + + + +

V: crescimento variavel
+: crescimento positivo

—: crescimento negativo

Tabela 6. NaCl, Ciclohexamida e Compostos Amiloides.

Outros CLO11 PB111 PB113 CB341 PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511

PL612

NaCl 10% - - - + \ \ - + + + + -
NaCl 16% - - - - - - - - - - - -

Ciclohexamida 0,1% - - - - - - - - - _ - _
Ciclohexamida 0,01% - - - - - - - - - - - -

Compostos amiloides - - - - - - - - - R R R

5.4 Andlise dos Compostos Volateis

Para analise dos compostos volateis, as leveduras selecionadas foram
submetidas a microfermentacdes em 5 mL de mosto cervejeiro por 48h, sendo em
seguida avaliadas quanto a producéo de ésteres, terpenos, lactonas, Cisz-norisoprenoides,
alcoois superiores e acidos graxos por cromatografia gasosa - FID. A producdo dos
compostos volateis foi quantificada em pg/L para determinar o valor da atividade olfativa
(OAV - média das concentracfes/pelo limiar de percepcdo olfativa). Os valores
guantificados em ug/L, o OAV e o Heat map dos valores de OAV estdo descritos,
respectivamente no Apéndice 4, Tabela 7 e Figura 7).

Dois critérios foram escolhidos para producéo das cervejas: 0 sequenciamento
e os perfis aroméaticos. Com base nestes critérios as leveduras escolhidas foram
Saccharomyces cerevisiae (CL011), Saccharomyces cerevisiae (PB111), Saccharomyces
cerevisiae (PB113), Saccharomyces sp (PA511) e Wickerhamomyces anomala (CB341).

Destas leveduras, nenhuma apresentou OAV>1 para acetato de etila, acetato
de isoamila, isobutanoato de etila, laurato de etila, nonanoato de etila, acetato de

isobutila, 3-metil 1-butanol, 1-propanol, acido caprico, acido isobutirico e acido valérico. A



34

levedura Saccharomyces cerevisiae CL011 demonstrou grande destaque para os ésteres,
terpenos, lactona, Ciz-norisoprenoides e &lcoois, apresentando valores de OAV>1 e
maiores que as leveduras cervejeiras controle, apresentando os valores de OAV para 0s
ésteres cinamato de etila: 361120,97; heptanoato de etila: 186128,28; lactato de etila:
1913,66; tioacetato de S-furfurila: 438916,21; antranilato de etila: 825470,11; acetato de
feniletila: 7706,42. Outros compostos se destacaram obtendo valores OAV para [3-
damascenona: 42477836,74; [-ionona: 5105798,336 e 336 e y-nonalactona:
165832,7395; B-pineno: 1140950,438; citronelal: 85728,07082; geraniol e os alcoois
superiores alcool furfurilico: 8212,337 e 2-feniletanol: 287,4878. Além disso, foi a Unica
levedura produtora de succinato de dietila acima do limiar de percep¢do. Quanto a analise
dos acidos graxos, foi demonstrada elevada producdo de alguns compostos apresentando
valores de OAV para acido caproico: 14513,46; acido octanoico: 495,5687; acido
propanoico: 738,763 e &cido pelargdnico: 82,34320. O isolado PA511 apresentou
destaque para os ésteres isovalerato de etila: 28708,87; 2-metilbutanoato de etila: 45,93;
pentanoato de etila: 82,71, acetato de furfurila: 10,18 e na producdo de limoneno:
28708,8669, sendo o Unico isolado da espécie Saccharomyces a produzir tais compostos.
As S. cerevisiae PB111 e PB113 nao apresentaram grande destaque para os valores de
OAV para os compostos volateis em comparagdo com 0s controles e com as linhagens
selecionadas. As leveduras da espécie W. anomalus em comparagdo com as linhagens
da espécie Saccharomyces cerevisiae, apresentaram uma maior variedade de ésteres e
destacando os ésteres acetato de hexila, butanoato de etila, hexanoato de etila,
decanoato de etila e undecanoato de etila, bem como, entre 0s grupos quimicos de
terpenos (a-pineno e a-terpineol) e lactonas (a-ionona). Quanto aos de acidos graxos as
leveduras PB383 e CB484 apresentaram OAV>1 para os compostos acido heptandico:

11,27 e acido isovalérico: 2714,18, respectivamente.

Tabela 7. Valor da Atividade Olfativa (OAV). Valores de OAV das leveduras selecionadas para os compostos volateis

analisados. Valores >1 estdo dentro do limiar de percepgéo.

Esteres

Aroma

usos

WB06

w34/70

CLO11

PB111

PB113

CB341

Acetato de etila

Frutado

0,04

Acetato de hexila

Frutado

0,56

0,56

0,22

0,49

Acetato de isoamila

Banana

Butanoato de etila

Abacaxi

850,97

Cinamato de etila

Mel,
ameixa

morango,

614,85

1911,77

1809,77

936,01

361120,97

1441,94

220,14

1768,83
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Hexanoato de etila Maca verde 1,73 - - - - - - -
Heptanoato de etila Uva, Abacaxi - 153,00 10,52 14,03 186128,28 179,01 54,56 1654,77
Isobutanoato de etila Frutado - - - - - - - -
Isovalerato de etila Frutado, maca 99,79 - - 28708,87 - - - 764,52
Lactato de etila medicamento, 0,01 8,91 5,09 5,43 1913,66 9,05 7,39 9,49
morango
Laurato de etila Frutado 0,32 - - - - - - -
2-metilbutanoato de | Morango, frutas | 26,30 - 52,92 - - - - 41,22
etila doces
Nonanoato de etila Frutado 0,22 - - - - - - -
Octanoato de etila Frutado, abacaxi, | 9,11 1,25 1,26 0,72 - 1,03 - 0,77
péra
Pentanoato de etila Maca - - - - - - - 63,34
Succinato de dietila Frutado - 0,21 0,24 0,20 48,84 0,19 0,20 0,20
Tioacetato de S- | Tostado 95877,10 882,15 834,78 - 438916,21 118,05 - 1725,55
furfurila
Undecanoato de etila Coco - - - - - - - -
Decanoato de etila Frutado, uva 117,92 - - - - - - -
Antranilato de etila Frutado,Floral - 8537,79 11545,04 44,68 825470,11 809,17 421,28 3171,04
Acetato de isobutila Frutado,Floral - - 0,62 - - - - -
Acetato de feniletila Floral - 9,26 43,96 14,23 7706,42 34,37 20,66 13,11
Acetato de furfurila Floral/Tostado 100,67 - - - - - - 5,54
Terpenos Aroma uUso5 WBO06 w34/70 T-58 CLO11 PB111 PB113 CB341
a-ionona Frutado, floral, | 366,34 - - - - - - -
framboesa
a-pineno Herbal, madeira - - 9157,59 - - - - -
a-terpineol Floral, doce, anis, | 200,95 - - - - - - -
menta
B-damascenona Rosas - 67535,74 - - 42477836,74 152845,48 220750,09
B-ionona Violeta,balsamico, | 95950,50 15428,72 14925,04 15429,31 5105798,34 7471,59 15614,22 | -
rosas
B-pineno pinho, resina, | - 6924,03 3846,20 4094,44 1140950,44 4646,43 15251,88 | -
terebintina
B-terpineol Madeira - 700482564,10 | - - - 573372831,80 | - -
Cedreno Madeira - - - - - - - -
Citronelal Citronela - 264,14 349,01 109,26 85728,07 23-33448 118,04 166,03
Geraniol Rosas, geranio 7,94 5,95 6,22 4,46 1709,18 6,24 5,66 7,53
Limoneno citrico - - - 28708,87 - - - -
y-nonalactona Coco, péssego 26457,50 615,70 806,97 549,89 165832,74 748,06 664,14 795,44
Alcoois superiores Aroma USO05 WBO06 w34/70 T-58 CLO11 PB111 PB113 CB341
Metanol Alcoolico - - - - - - - -
n-butanol Alcbolico - 0,03 0,03 0,02 - 0,02 - 0,04
Sec-butanol Alcoolico, frutado - - 3846,20 - - - - -
3-metil 1-butanol Solvente 0,01 0,06 - 0,02 - - - -
1-propanol Alcodlico - - - - - - - -
1-hexanol Herbaceo, 5,85 - - - - - - -
gorduroso
Alcool furfurilico Tostado 215,50 28,15 0,28 - 8212,34 47,45 30,71 23,15
2-feniletanol Rosas - 0,49 0,90 0,94 287,49 1,33 0,99 0,39
Acidos organicos Aroma uso5 WBO06 w34/70 T-58 CLO11 PB111 PB113 CB341
Acido butanoico vOmito, rangoso 0,68 43,03 48,79 34,46 - - - -
Acido caprico animal, rancidez 0,09 0,27 0,15 0,09 23,00 0,09 0,06 0,04
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Acido caproico queijo, rancidez, | 2,27 52,26 56,06 49,90 14513,46 63,44 43,66 54,39
gorduroso

Acido heptanoico Rancidez 9,06 2,33 2,24 2,72 - 3,29 - 3,21

Acido isobutirico queijo 0,12 - - - - - - -

Acido isovalérico Doce, queijo, | 138,63 614,14 530,19 416,46 - - - -
rancidez

Acido octanoico Rancidez, queijo, | 0,56 1,56 0,87 0,68 495,57 2,38 1,91 1,93
sabdo

Acido propanoico suor - 1,32 0,07 0,09 738,76 3,31 1,10 2,37

Acido pelargénico rango 0,87 0,38 0,36 - 82,34 0,38 0,41 0,22

Acido valérico chulé - - - - - - - -

Acido n-undecanoico sabdo - - - - - - - -

Acido 10-undecanoico sabdo - - - - - - - -

Esteres Aroma PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511

Acetato de etila Frutado - 0,10 - - 0,04 0,05 - -

Acetato de hexila Frutado 0,60 0,41 0,60 1,58 0,36 0,68 0,59 0,63

Acetato de isoamila Banana - - - - - 0,15 - -

Butanoato de etila Abacaxi - - - 810,75 - - - -

Cinamato de etila Mel, morango, | 1508,19 1858,41 1499,35 1041,03 1780,41 1808,34 1663,32 1551,82
ameixa

Hexanoato de etila Maca verde - - - 2,20 4,72 - 5,18 -

Heptanoato de etila Uva, Abacaxi 255,60 91,90 238,43 - - 1103,81 - 253,38

Isobutanoato de etila Frutado - - - - - - - -

Isovalerato de etila Frutado, maca 437,23 - 28708,87 79,25 762,69 304,46 756,25 28708,87

Lactato de etila medicamento, 4,47 16,30 6,09 0,01 6,94 13,44 8,15 4,11
morango

Laurato de etila Frutado - - - 0,24 - - - -

2-metilbutanoato de | Morango, frutas | - - 47,36 - - 54,81 - 45,93

etila doces

Nonanoato de etila Frutado - - - - - - - 0,60

Octanoato de etila doce, abacaxi, | 1,28 0,82 1,28 40,55 0,71 1,48 0,25 0,84
péra

Pentanoato de etila Magca 106,58 63,91 52,98 - 108,39 80,79 111,55 82,71

Succinato de dietila Frutado 0,18 0,11 0,25 - 0,08 0,22 0,16 0,19

Tioacetato de S- | Tostado 1868,46 2153,50 1867,03 - 1774,26 1421,11 - -

furfurila

Undecanoato de etila Coco - - - - - - - -

Decanoato de etila Frutado, uva - 2,66 - 102,25 2,84 3,44 - -

Antranilato de etila Frutado,Floral 8521,14 9028,30 10712,37 - 1259,58 4911,43 - 3284,20

Acetato de isobutila Frutado,Floral - 0,84 - - - 0,56 - -

Acetato de feniletila Floral 36,52 17,05 36,97 - 19,83 21,95 3,56 18,10

Acetato de furfurila Floral/Tostado - 6,86 - 52,83 5,34 - - 10,18

Terpenos Aroma PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511

a-ionona Frutado, floral, | - 130,86 - 9212,21 - - 148,68 -
framboesa

a-pineno Herbal, madeira - - - - - - -

a-terpineol Floral, doce, anis, | - - - 151,50 - - - -
menta

B-damascenona Rosas 224793,98 110853,81 - - - 214103,59 - -

B-ionona Violeta,balsamico, | 13261,81 16290,06 8113,70 86425,13 14447,67 9992,45 - 15006,36
rosas

B-pineno pinho, resina, | 3849,64 5930,45 3155,03 28708,87 - 5236,83 - 8024,02
terebintina

B-terpineol Madeira 598032769,00 | 335443533,70 | 684696505,00 [ 291290871,60 | 598968203,40 | 169326825,00 | - 219484103,60

Cedreno Madeira - - - - - - - -
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Citronelal Citronela 253,14 377,21 349,72 276,94 12,12 170,41 421,27
Geraniol Rosas, geranio 10,60 6,59 7,13 275,20 3,31 32,00 8,76 6,24
Limoneno citrico 502,00 28708,87
y-nonalactona Coco, péssego 682,12 734,07 644,96 37983,01 640,95 699,99 682,58 641,53
Alcoois superiores Aroma PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511
Metanol Alcoolico
n-butanol Alcdolico 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
Sec-butanol Alcoolico, frutado
3-metil 1-butanol Solvente 0,04 0,03
1-propanol Alcodlico
1-hexanol Herbéaceo,
gorduroso
Alcool furfurilico Tostado 30,90 34,23 31,23 144,93 37,01 20,73 20,12 26,27
2-feniletanol Rosas 0,95 1,09 0,97 0,44 0,97 1,12 0,84
Acidos organicos Aroma PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484 PA511
Acido butanoico vémito, rancoso 1,54 37,09
Acido céaprico animal, rancidez 0,09 0,10 0,08 0,08 0,27 0,06 0,27 0,09
Acido caproico rancidez, 53,70 54,16 42,40 1,98 24,68 53,16 52,01 60,03
gorduroso
Acido heptanoico Rancidez 2,33 2,30 2,54 11,27 1,05 2,33 2,76 1,50
Acido isobutirico queijo 0,17
Acido isovalérico Doce, queijo, 213,72 489,96 2714,18
rancidez
Acido octanoico Rancidez,, queijo, | 1,64 2,06 1,78 0,69 1,23 1,77 0,10 0,66
sabdo
Acido propanoico suor 2,68 3,78 3,92 0,59 2,96 1,67 2,71
Acido pelargénico rango 0,40 0,40 0,36 0,88 0,35 0,28 0,34
Acido valérico chulé 0,05
Acido n-undecanoico sabéo
Acido 10-undecanoico sabdo

5.5 Caracterizacdo das Leveduras Selecionadas

5.5.1 Perfil de Floculacao

As leveduras foram analisadas pelo teste de Helm’s, apresentando diferenca

estatistica entre os grupos EDTA e célcio (floculagdo dependente de célcio p<0,05, Figura

8A), com excecgdo da levedura CB341, que apresentou fendétipo independente de célcio

(Figura 8A, Tabela 8). Os resultados da porcentagem de floculacdo pelo teste de Helm’s

demonstraram que CLO11 é uma levedura de baixa floculacéo (29,44%) e as leveduras
PB111, PB113 e PA511 apresentaram floculacdo média (61,86%, 57,72% e 59,58%,

respectivamente (Tabela 8). A levedura CB341 apresentou floculacdo baixa (40,00%) pelo

teste de sedimentacdo. Para analise do fenotipo de floculacdo, CLO11 se mostrou M,
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enquanto as leveduras PB111, PB113 e PA511 se mostraram NewFLO. A levedura

CB341, apesar de ndo dependente de calcio teve a floculacéo inibida por manose (Tabela

8).
COMPOSTO AROMA
Acetato de etila Frutado
Acetato de hexila Frutado
Acetato de isoamila Banana
Butanoato de etila Abacaxi
Cinamato de etila Mel/canela/Morango/Ameixa
Hexanoato de etila Magd verde
Heptanoato de etila UvalAbacaxi
Isobutanoato deetila  Frutado
Isovalerato de etila Maca
Lactato de etila Morango ESTERES
Laurato de etila Frutado
Metilbutanoato de etila  Morango
Nonanoato de etila Frutado
QOctanoato de etila Abacaxi/Péra
Pentanoato de etila Maga
Succinato de dietila Frutado
Tioacetato de S furfurila Tostado
Undecanoato de etila ~ Coco
Decanoato de etila Uva
Antranilato de etila Frutado/Floral
Acetato de isobutila Frutado/Floral
Acetato de feniletila Floral
Acetato de furfurila Floral/Tostado
a-ionona Frutado/ framboesa/ violeta
a-pineno Herball madeira
a-terpineol Florall doce/ anis/ menta
-damascenona Rosas
E-ionorla Violeta/balsamico/ rosas TERPENOS
B-pineno pinho/ resinal terebintina LACTONAS
-terpineol Madeira
ge erno Madeira C,3-NORISOPRENOIDES
Citronelal Citronela
Geraniol Rosas/ geranio
Limoneno citrico
y-nonalactona Coco/ pésig_o_<
Metanol Alcadlico
n-butanol Alcodlico
Sec-butanol Alcodlico
3-metil 1-butanol Solvente ALCOOIS
1-propanol Alcodlico
1-hexanol Herbaceo/gorduroso SUPERIORES
Alcool furfurilico Tostado
2-feniletanol Rosas
Acido butanoico vOmito/rancidez
Acido caprico animal/rancidez
Acido caproico queijorancidez/gorduroso
Acido heptanoico Rancidez
Acido isobutirico queijo
ﬁc?go isovalérico Doce/queijo/rancidez
cido octanoico Queijo/especiarias/sabao .
Acido propanoico Suorj P ACIDOS
A:\cido pelargdnico Rango
Acido valérico Chulé
Acido n-undecanoico Sabao
Acido 10-undecancico  Sabao

uUso5
WBO06
w34.70
T.58
CLO11
PB111
PB113
PA511
CB341
PB341
PB381
cB382
PB383
CB392
CB481
CB482
CcB484

\ A \ )

CONTROLES  Saccharomyces Wickerhamomyces

Figura 7. Heat map dos Compostos Volateis. Heat map com os valores de OAV. Os valores estdo representados em
vermelho, alta producdo e verde, baixa producdo. A OAV dos compostos undecanoato de etila, cedreno, acido n-

undecanoico e acido 10-undecandico ndo foram calculados por falta do limiar de percepc¢édo. (Babicki et al., 2016).
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Figura 8. Perfil de Floculagdo. A) As leveduras foram analisadas quanto a porcentagem de floculagéo por
espectrometria em D.O de 600nm na presencga de calcio ou do inibidor EDTA (*P < 0.05 vs grupo EDTA). B)
As leveduras foram testadas quanto a inibicao da floculagdo na presenca de glicose ou manose. (*P < 0.05 vs
grupo controle).
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Tabela 8. Perfil de Floculagéo. O perfil de floculagdo das leveduras foi analisado quanto a porcentagem de floculagéo,

dependéncia de célcio e inibigdo da floculagéo por glicose ou manose.

Isolados  Ca*-dependente % Floculagao Perfil Glicose Manose Fenétipo
CLo11 sim 29,44% B - - MI
PB111 sim 61,86% M inibidor inibidor NewFLO
PB113 sim 57,72% M inibidor inibidor NewFLO
CB341 nao 40,00% B - inibidor -
PA511 sim 59,58% M inibidor inibidor NewFLO
WBO06 sim 46,36% B inibidor - NewFLO
usos sim 76,30% M inibidor inibidor NewFLO

WLP-013 sim 97,65% A - - MI

B: flocul¢do baixa
M: floculagdo média
A: floculagéo alta

5.5.2 Teste de Crescimento em Diferentes Temperaturas

As leveduras selecionadas foram testadas quanto a capacidade de crescimento
nas temperaturas de 15°C, 25°C e 37°C nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas, sendo
comparadas com US-05 em 37°C, com US-05 e W34/70 a 25°C e 15°C. CLO11, PB111,
PB113, PA511, CB341 e as leveduras controles US-05 (Ale) e W34/70 (Lager)
apresentaram maior crescimento a 25°C. Para a temperatura de 37°C, CLO11, PB11l e
PB113 apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) de US-05 em todos
os tempos, apresentando melhor crescimento que a levedura controle; PA511 apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) de US-05 em todos o0s tempos,
apresentando menor crescimento em comparacdo com o controle. Por fim, CB341
apresentou diferenca estatisticamente significativa em 12h, demonstrando menor
crescimento e ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa de US-05 em 24h,
48h e 72h (Figura 9A). Para a temperatura de 25°C em comparacdo com US-05, CL0O11 e
PB113 apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) a partir de 24h,
demonstrando maior crescimento. PAS511 apresentou diferenga estatisticamente
significativa em 12h, demonstrando menor crescimento e ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa de US-05 em 24h, 48h e 72h. PB111 e CB341 néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos tempos. Para a
temperatura de 25°C em comparagdao com W34/70, CLO11 apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em todos os tempos testados, demonstrando maior
crescimento. PB111 apresentou diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em 12h,
24h e 48h, enquanto PB113 apresentou a partir de 24h, PA511 em 48h e CB341 em 24h,
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todos demonstrando maior crescimento (Figura 9B). Para a temperatura de 15°C em
comparacdo com US-05, todos os isolados apresentaram diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) em todos os tempos, apresentando maior crescimento, com excegao
de PAbB11 que demonstrou menor crescimento. CB341 apresentou diferenca
estatisticamente significativa em 12h, apresentando maior crescimento. Em comparacao
com W34/70, CLO11, PB111 e PB113 apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em todos os tempos, apresentando maior crescimento. CB341
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) a partir de 24h, apresentando
maior crescimento e PA511 apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
em 12 e 24h, apresentando menor crescimento e nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa nos demais tempos (Figura 9C).
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Figura 9. Crescimento dos Isolados em Diferentes Temperaturas. A) 37°C. B) 25°C. C) 15°C. (*P < 0.05 vs
grupo US-05 e **P < 0.05 vs grupo W34/70).
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5.5.3 Teste de Crescimento na Presenca de Etanol

As leveduras selecionadas foram avaliadas quanto a capacidade de crescimento
nas concentracoes de 0%, 5% e 10% de etanol por 72h a 28°C, sem agitacdo. Para isso,
foram calculadas as porcentagens de crescimento em 5% e 10% em relacdo a 0% e
comparadas com os resultados das leveduras controles comerciais US-05, WB06, T-58 e
W34/70. Os resultados de crescimento em absorbéncia de 600 nm estdo demonstrados
na figura 10. As médias das absorbancias e os valores de porcentagens estao descritos
na tabela 9. As leveduras controles apresentaram porcentagem de crescimento de 5% em
relacdo a 0% (5/0) de 28%, 44%, 71% e 22% para US-05, WBO06, T-58 e W34/70,
respectivamente. As leveduras CLO11, PB111, PB113 e PA511 foram consideradas com
capacidade de crescimento em etanol 5%, apresentando as porcentagens de crescimento
(5/0) de 40%, 47%, 53%, 29%, respectivamente, todos dentro da variacdo apresentada
pelas leveduras controles. A levedura CB341 apresentou porcentagem de 9%, sendo
considerada incapaz de crescer em 5% de etanol. Em 10% de etanol a Unica levedura

gue apresentou destaque foi PB113 com 14% de crescimento em relacédo a 0% de etanol.

Bl 0%
5%
37 B 10%

Absorbéancia (DO 600nm)

AN NG » R P n?
PR AP AP R S A N ©
o Q o Q *‘ X
N
Isolados

Figura 10. Crescimento na Presencga de Etanol. Valores de absorbancia em 600nm apds 72h de crescimento
a 28°C em meio YPD 2% com 0. 5 ou 10% de etanol.

Tabela 9. Porcentagens de Crescimento em Etanol.

Isolados *X (0) *X (5) *X (10) **X (5/0)% **X (10/0)%

CLO11 3,74 1,48 0,21 40% 6%
PB111 3,35 1,58 0,47 47% 14%
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PB113 2,93 1,56 0,15 53% 5%
PA511 3,31 0,79 0,20 29% 7%
CB341 2,67 0,24 0,08 9% 3%
US-05 2,52 0,70 0,13 28% 5%
WB-06 2,18 0,95 0,36 44% 16%
T-58 1,67 1,18 0,24 71% 15%
W34/70 1,28 0,28 0,15 22% 12%

*X (0), X (5) e X (10): média dos valores de absorbancia em YPD 2% com 0, 5 ou 10% de etanol.
**X (5/0)% e X (10/0)%: porcentagens de crescimento de 5% e 10% em relagéo ao crescimento em 0% de
etanol.

5.5.4 Teste de Fermentacdo em Mosto Cervejeiro

Com o objetivo de conhecer o potencial de fermentacdo das leveduras
selecionadas, as mesmas foram inoculadas em mosto cervejeiro, ajustado para 10°P,
sendo incubadas a 25°C por 10 dias. Nos dias 0 e 10 foram realizadas as leituras em
refratdbmetro de uma amostra do mosto para o célculo de atenuacdo aparente e ABV
estimado. Os valores foram ajustados para densidade em g/cm3. Os valores de atenuacao
e ABV estimado das leveduras controles comerciais foram 0s mesmos valores
apresentados pelas leveduras CLO11, PB111 e PB113 (80,00% de atenuacdo e ABV
estimado de 4,19%). As leveduras PA511 e CB341 apresentaram atenuagdo menor e,
consequentemente, menor ABV estimado (50,00% e 2,61%; 17,50% e 0,92%,
respectivamente) (Tabela 10).

A avaliacdo da velocidade de fermentacao foi realizada por gravimetria durante as
primeiras 96h, com a leitura realizada diariamente. A partir das pesagens dos tubos, foi
realizado o calculo do desprendimento de CO2 em gramas. Todas as leveduras
analisadas apresentaram bons resultados para a velocidade de fermentagdo, com
destaque para PB111 e PB113 (Figura 11).

No dia 10, foi coletada uma amostra do mosto para a analise do acucar redutor
pelo método do &cido dinitrosalicilico (DNS). As leveduras CLO11, PB111 e PB113
apresentaram as maiores concentracdes de acuUcares residuais (63,18 g/L; 64,47 g/L e
58,74 g/L, respectivamente) e consumiram 93,68%, 93,55% e 94,13% dos acucares
presentes no mosto, semelhantes aos valores apresentados pelas leveduras controles
comerciais. As leveduras PA511 e CB341 apresentaram menores concentracdes de
acucares residuais e maior consumo dos acucares do mosto (34,16 g/L, 95,58% e 29,72
g/L, 97,03%, respectivamente) (Tabela 10). Os valores da curva padrao de maltose estao

demonstrados no Apéndice 5.
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Tabela 10. Atenuacgédo, ABV e Agucar Redutor.

Isolados *Atenuagao **ABV Acgucar residual % Aguicar consumido
Estimado [1g/L

CLO11 80,00% 4,19% 63,18 93,68%
PB111 80,00% 4,19% 64,47 93,55%
PB113 80,00% 4,19% 58,74 94,13%
PA511 50,00% 2,61% 34,16 96,58%
CB341 17,50% 0,92% 29,72 97,03%
UsS-05 80,00% 4,19% 56,34 94,37%
WB-06 80,00% 4,19% 53,75 94,62%
w34/70 80,00% 4,19% 52,27 94,77%
T-58 80,00% 4,19% 49,87 95,01%

*Atenuacgdo: porcentagem de agucar transformado em etanol e COx.

*ABV: porcentagem de etanol (v/v).
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Figura 11. Desprendimento de CO2zdurante a Fermentacdo do Mosto.

5.5.5 Producdo de Toxina Killer

A levedura CB341 foi avaliada quanto a producdo de toxina killer versus a
levedura USO5 para a avaliagdo de uma cultura mista entre as mesmas. N&o foi

observada nenhuma interferéncia no crescimento e na viabilidade de ambas as leveduras.
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5.6 Producao de Cerveja

Os isolados CLO11, PB111, PB113, PA511 e CB341 e a levedura controle
comercial US-05 foram testados para a producédo de cerveja. CLO11l, PB111, PB113,
PA511 e US-05 foram empregados como culturas puras, enquanto CB341 foi inoculado
unicamente em cultura mista com US-05 na proporgdo de células 1:1 no dia zero. Os
valores da concentracdo de acUcares do mosto e pH foram registrados por 7 dias (Figura
12A e 12B), apresentando valores iniciais de 14°P ou 12°P. O pH final ficou entre 4,38 e
4,65 (CLO11 pH 4,54; PB111 pH 4,56; PB113 pH 4,38; PA511 pH 4,4; CB341 + US-05 pH
4,47; US-05 pH 4,65). Ap6s a maturagdo e carbonatacdo da cerveja, a concentragao final
de etanol foi determinada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia),apresentado os seguintes valores: CLO11 (70,00 g/L); PB111 (65,49 g/L);
PB113 (41,58 g/L); PA511 (36,30 g/L); CB341+ US-05 (60,28 g/L) e US05 (59,78 g/L)
(Figura 13).
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Figura 12. Produco de Cerveja. As leveduras selecionadas foram empregadas para a produgédo de
cerveja em escala laboratorial (5L). A) Concentragéo de aglcar do mosto durante 7 dias de fermentacao. B)
pH do mosto apos 7 dias de fermentagéo.
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Figura 13. Quantificac@o do Teor de Etanol. Concentracéo final de etanol em g/L das cervejas

produzidas com as leveduras selecionadas.

5.7 Andlise sensorial
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A andlise sensorial foi realizada por nove avaliadores treinados com a ficha do
BJCP, com as cervejas produzidas pelas leveduras CLO11, PB111, PB113, PA511 e uma
cultura mista entre US-05 e CB341 na proporcao de células 1:1. Cada amostra de cerveja
foi analisada quanto ao aroma (Figura 14A) e quanto ao sabor (Figura 14B), com
pontuacdo de 0 a 6 para os parametros de ésteres, fendis, alcool, dulcor e acidez. A
cultura mista entre US-05 e CB341 foi a cerveja que apresentou maior nota para aroma e
sabor de ésteres (3,62; 4,00), seguida pelas cervejas produzidas com CL011 (3,28; 3,50)
e PB111 (3,12; 3,37). As demais cervejas apresentaram os valores de PB113 (2,75; 2,57),
PA511 (2,62; 2,43) e US-05 (2,50; 2,83). A cultura mista de CB341 com US-05, assim
como CLO011, apresentaram destaque para o aroma e sabor de fenois (CB341: 3,25; 3,71,
CLO011: 3,12; 3,17, PB111: 2,12; 2,50, PB113: 2,62, 2,00 PA511: 1,50; 1,43, US-05 1,62;
1,28). Para o aroma e sabor de alcool as leveduras que apresentaram destaque foram
uUS-05 (2,87; 3,86), CLO11 (1,87 ;4,00), PB111 (1,87; 3,12) e a cultura mista CB341 e US-
05 (1,86; 2,28). As leveduras PA511 e PB113 apresentaram os valores de 0,62; 0,43 e
1,62; 1,43, respectivamente. As leveduras apresentaram valores baixos para dulcor
(CLO11: 2,37; 1,83, PB111: 2,37; 2,25, PB113: 1,71; 1,43, PA511: 1,75; 1,57,
CB341+USO05: 2,87; 2,57, US-05: 3,00; 3,00) e acidez (CLO11: 1,37; 1,43, PB111: 1,25;
1,14, PB113: 1,25; 1,28, PA511: 1,25; 0,71, CB341+US05: 1,00; 1,14, US-05: 1,00; 0,60).
Os aromas e sabores selecionados pelo menos duas vezes na ficha de avaliacdo, assim
como os estilos sugeridos para cada levedura testada estéo listados na Tabela 11. Os
avaliadores foram questionados se utilizariam a levedura analisada para produzir cerveja.
Os resultados demonstraram que os avaliadores escolheram sim ou talvez para CLO11:
75%; PB111 :71%; PB113: 62%; PA511: 100%; CB341+US-05: 100% e US-05: 86%.
Quando questionados sobre a preferéncia pela cerveja produzida com a cultura mista de
CB341 com US-05 ou somente US-05, 62,5% demonstraram preferéncia pela cultura

mista.
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Figura 14. Analise Sensorial. As leveduras selecionadas foram analisadas quanto aos parametros ésteres, fendis,
alcool, dulgor e acidez. A) Analise quanto ao aroma. B) Andlise quanto ao sabor.

Tabela 11. Andlise Sensorial. Os aromas e sabores identificados e marcados pelo menos duas vezes na ficha de

avaliacao estéo listados abaixo.

AROMAS e SABORES
CLO11 PB111 PB113 PA511 CB341 + US05 Uso5
Frutado Frutado Frutado Frutado Frutado Frutado
Maca/Pera Maca/Pera Maca/Pera Maca/Pera Maca/Pera Maca/Pera
Banana Banana Abacaxi Abacaxi Banana Péssego
Péssego Péssego Floral Péssego Ameixa Mel
Uva Abacaxi Especiarias Uva Mel Doce
Ameixa Ameixa Mel Ameixa Doce Madeira
Floral Floral Acido Floral Canela Alcool/Quente
Especiarias Especiarias Medicinal Especiarias Especiarias Ameixa
Doce Doce Solvente/fusel Doce Madeira Acetaldeido
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Tostado
Mel
Canela
Acido
Alcool/Quente
Adstringente

Mel
Madeira
Acido
Alcool/Quente
Adstringente

Alcool/Quente Mel
Autdlise Herbal
Acetaldeido Acido
sabdo Medicinal
Acetaldeido
Adstringente
Citrico

Alcool/Quente
Solvente/Fusel

Acetaldeido
Medicinal
Alcool/Quente
Adstringente

Solvente/Fusel

CERVEJAS SUGERIDAS E ESTILOS

Saison

Weiss

Belgian Golden
Ale
IPA

Pale Ale

Saison

Weiss

Belgas em Geral

Estilos Lupulados

IPA
Pale Ale

Ales Leves Pouco
Esterificadas
Cervejas esterificadas Blonde Ale
Lager/ Pilsen Kolsh

Bohemian Pilsener

Belgas Claras

Weizenbier
Weizenbock

IPA
Bitter
German Pilsener
Blonde Ale
Saison

Helles

Oktoberfest
Amber Lager

Saison
Scottish
Lager
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6. DISCUSSAO

As microcervejarias vém apresentando um consideravel crescimento nos ultimos
anos, juntamente com uma maior disponibilidade e variedade de cervejas no mercado
(Brewers Association et al., 2013; Abrabe et al., 2015). A levedura desempenha um papel
essencial na producao e na qualidade da cerveja, vinho e saqué, o que tem aumentado o
ndamero de estudos que visam o isolamento de novas linhagens e espécies com potencial
para a producdo e o melhoramento de bebidas alcoodlicas (Pellegrine et al., 1999;
Guimaraes et al., 2005; Comitini et al., 2011; Fujihara, et al., 2014; Araujo et al., 2013;
Tapsoba et al., 2015; Figueiredo et al., 2016; Gamero et al., 2016; Suranska, et al., 2016).

O isolamento de leveduras a partir de uvas é comumente utilizado em estudos com
0 objetivo final da elaboracdo de vinhos. Essa fonte de isolamento, assim como outras
frutas, apresenta concentracdes altas de acucares e baixo pH, fatores que favorecem o
crescimento de fungos e leveduras (Guimardes et al.,, 2005; Mendes et al., 2015;
Suranska, et al., 2016). Dessa maneira, no presente estudo foram escolhidas cinco
diferentes frutas como fonte de isolamento de leveduras. Para pré-selecionar leveduras
competentes para a producao de cerveja e capazes de tolerar os estresses causados pelo
mosto cervejeiro e pelo processo fermentativo, a casca e a polpa dos frutos foram
adicionados ao mosto estéril (10°P) e incubados a 28°C e pesados até sua estabilizacéo.
Ao final da fermentacado, foram obtidos 92 isolados, demonstrando que frutas podem ser
uma boa fonte de isolamento de leveduras com capacidade de fermentacdo do mosto
cervejeiro.

As caracteristicas apresentadas pelas leveduras cervejeiras foram selecionadas
pelo ser humano por centenas de anos, diferenciando as mesmas das leveduras
selvagens. Tais caracteristicas incluem a fermentacdo dos acuUcares presentes no mosto,
baixa producéo de H2S e tolerancia ao estresse osmoético e por etanol (Fujihara, et al.,
2014; Gallone et al., 2016). Essas caracteristicas foram utilizadas no presente trabalho
para selecionar leveduras com potencial para utilizacdo em producao de cerveja e foram
denominadas testes de exclusdo. Os acgucares presentes no mosto sdo fermentados na
seguinte ordem: glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose; sendo maltose
aproximadamente 50% da composicdo de acgUcares e requerendo a presenca de genes
MAL para sua fermentacéo (Saerens et al., 2010). Enquanto Marongiu e colaboradores
(2015) obtiveram 9 de 12 isolados fermentadores de maltose a partir de sourdough, que

contém maltose, nossos testes demonstraram que apenas 13 dos 92 isolados foram
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capazes de fermentar glicose, sacarose e maltose, podendo estar relacionado as frutas
nao serem fontes de maltose e muitas selvagens n&o serem capazes de fermentar esse
acucar. (Gallone et al., 2016). Esses 13 isolados foram selecionados para os demais
testes.

A producéo de H2S confere um aroma de ovo podre a cerveja e esta relacionada a
linhagem da levedura e & composicdo do mosto, sendo resultado da incorporacédo de
sulfato pela célula e sua reducdo pela atividade da enzima sulfito redutase (Mendes-
Ferreira et al., 2002). Para a andlise do H2S, devido a influéncia do meio na produc¢éo do
off flavor, as leveduras foram inoculadas em mosto cervejeiro para a identificacdo das
leveduras produtoras. Os 13 isolados apresentaram nenhuma ou baixa producédo do
composto, sendo observada maior producdo de H2S pelas leveduras néo-
Saccharomyces, resultado ja descrito na literatura (Mendes-Ferreira et al., 2002).

A Densidade original (OG — Original Gravity) indica a concentracédo de acucares do
mosto presentes no inicio da fermentacao, representada em graus Plato (°P) (Saerens et
al., 2010). E considerado um mosto com gravidade normal entre 11 e 12 °P, enquanto o
mosto com gravidade entre 14 e 17° € considerado de alta gravidade e de 18 a 25°P de
muita alta densidade (Huuskonen et al.,, 2010). Para as espécies Saccharomyces
cerevisiae, uma das estratégias para a resisténcia ao estresse por altas concentracdes de
aclcares € a via ligada a proteina Hogl, resultando no acumulo de glicerol intracelular
como osmolito (Gonzélez et al., 2016). O estresse por etanol inibe o crescimento celular,
a viabilidade e o sistema de transporte de ions (Bai et al., 2004). Dessa maneira, a
tolerAncia ao estresse osmaético e por etanol sdo caracteristicas importantes para a
producdo de cerveja. Os 13 isolados se mostraram tolerantes a ambos 0s estresses,
resultado que pode estar relacionado a pré-selecdo realizada em mosto cervejeiro,
selecionando leveduras com tolerancia ao estresse por etanol e osmatico.

As leveduras selecionadas foram avaliadas por testes morfolégicos, incluindo a
morfologia colonial e celular, além de bioquimicos e moleculares, como a assimilacao de
fontes de carbono e nitrogénio, tolerancia ao NaCl e a ciclohexamida, producdo de
compostos amildides e identificacdo taxonémica. As leveduras mais comumente isoladas
de frutas citricas sdo S. cerevisiae, seguida por W. anomalus e Rhodotorula mucilaginosa
(Sheikha et al., 2018), o que corrobora 0s nossos resultados, que apresentaram a
identificagdo molecular das leveduras S. cerevisiae e W. anomalus com morfologia

colonial e celular caracteristicas dessas espécies, como o0s resultados para a assimilagéo,
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crescimento em NaCl, ciclohexamida e producéo de compostos amiloides, com excecao
dos resultados de assimilacdo de inulina, lisina, creatina e etilamina para S. cerevisiae e
de inulina para W. anomaulus, indicando que estes testes devem ser refeitos para
confirmagdo. Um isolado foi identificado como Kurtzmaniella sp. nov. necessitando de
caracterizacao e mais estudos para sua utilizacdo na producao de cerveja.

Além das caracteristicas que sdo essenciais para que as leveduras sejam boas
candidatas para a producédo de cerveja, como as selecionadas pelos testes de exclusao,
outras caracteristicas auxiliam a categorizar o(s) melhor(es) estilo(s) de cerveja em que a
levedura se encaixa. Atualmente existem quatro escolas cervejeiras (Belga, Inglesa,
Alema e, a mais recente, Americana) e duas familias de leveduras (Ale e Lager) (BJCP et
al., 2015). Dessa maneira, a producdo de alguns compostos volateis, o perfil de
floculacdo, e temperatura de fermentacdo séo caracteristicas dependentes do estilo de
cerveja, 0s quais possuem linhagens especificas para a sua producdo. Outras
caracteristicas, como capacidade de crescimento em etanol, velocidade de fermentacao,
capacidade de atenuacao, capacidade de utilizacdo de acucares e producéo de etanol em
niveis desejados, validam a utilizacdo da levedura como cultura de inéculo ou como
cultura mista. Em caso de leveduras utilizadas em cultura mista, as mesmas precisam ser
avaliadas quanto a producao toxina killer.

As leveduras cervejeiras podem produzir em torno de 500 diferentes aromas e
compostos aromaticos (White et al, 2010). Estes metabdlitos secundarios, incluindo
ésteres, terpenos, lactonas, C13-norisoprenoides, éalcoois superiores, acidos graxos,
compostos carbonilicos, dicetonas vicinais e compostos fendlicos, apesar de produzidos
em baixas concentracfes, contribuem com perfil sensorial da cerveja e sdo de vital
importancia para a qualidade da bebida (Verstrepen et al., 2003; Morado et al., 2011,
Saerens et al.,, 2010). A andlise dos compostos volateis foi utilizada para selecdo das
leveduras utilizadas para a producdo de cervejas. Desta forma, dos 13 isolados
inicialmente selecionados, cinco foram escolhidos para testes adicionais e para a
producédo de cerveja. As leveduras escolhidas foram CLO11 (isolado da casca do lim&o),
PB111 (isolado da polpa da bergamota), PB113 (isolado da polpa da bergamota),
PA511(isolado da polpa da ameixa) e CB341(isolado da casca da bergamota), devido aos
compostos volateis produzidos pelos isolados, sendo comparadas com as leveduras
controle US-05, WB-06, T-58 e W34/70 (leveduras cervejeiras comerciais). A linhagem S.

cerevisiae CLO11 apresentou a producado de compostos volateis similares aos controles,
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porém em quantidades mais elevadas de ésteres, terpenos, lactonas e C13-
norisoprenoides, alcoois e acidos. A linhagem W. anomalus CB341 apresentou a
producdo de compostos volateis ndo apresentados pelas leveduras controle,
demonstrando alta producdo de ésteres. As linhagens S. cerevisiae PB111, PB113 e
PA511 se mostraram mais neutras em relacdo a producdo de compostos volateis,
similares as leveduras controles (Apéndice 4, Tabela 7 e Figura 6).

A habilidade de floculacdo de uma levedura é uma caracteristica desejada na
grande maioria das cervejas, conhecida como potencial de floculacdo e medida pela taxa
de sedimentagdo da levedura em meio estatico. A floculacdo auxilia na clarificacdo pela
separacdo da biomassa da cerveja, sendo NewFlo o fenétipo da maioria das leveduras
cervejeiras (Speers et al., 1992). O teste de Helm’s é o teste padrdo de floculagéo,
recomendado pelas sociedades cervejeiras e pela ASBC (American Society of Brewing
Chemists). As leveduras cervejeiras séo classificadas como de alta, média e baixa
floculacdo. Linhagens inglesas (London) costumam apresentar alta floculac&o, iniciando o
processo de floculacdo de 3 a 5 dias apds a fermentacédo, podendo, inclusive, deixar a
cerveja nao totalmente atenuada e com diacetil. Linhagens americanas costumam
apresentar floculagdo média, produzindo cervejas limpidas e com pouco diacetil e ésteres.
As leveduras de baixa floculagdo sé&o mais raras, pois deixam a cerveja turva e com sabor
de pao, um exemplo sdo as linhagens Heffeweizen alema e a Witbier belga. No estudo de
Saito k. e colaboradores (1990) foi demonstrado que a floculacdo da linhagem J224 de W.
anomalus ndo foi dependente de célcio, e ndo foi inibida por aclUcares, apenas pelas
proteinases K e E, porém ndo existem muitos estudos sobre floculagdo nesta espécie.
Nossos resultados mostraram que levedura CB341 (W. anomalus) apresentou floculacao
nao dependente de calcio, porém foi inibida por manose e apresentou baixa floculagéo.
Os isolados CL011, PB111, PB113 e PA511, todos pertencentes a espécie S. cerevisiae,
apresentaram floculacdo dependente de calcio, floculacdo baixa e fendtipo Ml (CLO11) e
meédia e perfil de floculagdo NewFLO (PB111, PB113 e PA511) (inibicdo por glicose e
manose). Nenhuma levedura apresentou alta floculagéo, o que ja era esperado, sabendo-
se que muitas leveduras selvagens nao floculam bem e permanecem em suspensao por
longos periodos, sendo mais raro apresentarem alta floculagdo (White et al, 2010).

As leveduras cervejeiras podem ser classificadas em Ales (S. cerevisiae) e Lagers
(S. pastorianus). Enquanto as Ales fermentam melhor a temperaturas mais elevadas

(entre 15 e 25°C) e sdo capazes de crescer a 37°, as Lagers apresentam melhor
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desempenho entre 6 e14°C e nao crescem a 37°C (Giudici et al., 1998). Devido a selecao
de quatro S. cerevisiae e uma W. anomalus para a producao de cerveja, foram testadas
as temperaturas de crescimento a 15°C, 25°C e 37°C em comparacdo com as
temperaturas de crescimento da levedura controle US-05 (S. cerevisiae) e W34/70 (S.
pastorianus). As leveduras selecionadas CLO11, PB111 e PB113 demonstraram destaque
na capacidade de crescimento nas temperaturas testadas, apresentando sempre
crescimento igual ou superior as leveduras controles. CB341 apresentou bom crescimento
em comparacao aos controles nas trés temperaturas testadas. PA511 apresentou bom
crescimento em comparacdo aos controles a 25°C, porém a 37°C e 15°C demonstrou
baixo crescimento. Em geral, os isolados apresentaram boa capacidade de crescer nas
trés temperaturas testadas, podendo ser utilizadas entre 15 e 25°C ou, até mesmo, em
outros tipos de bebida que a fermentacdo ocorra a temperaturas mais elevadas, como
vinhos e cachacas.

A capacidade de crescimento na presenca de etanol garante que a fermentacao
nao seja interrompida, a capacidade de atenuacdo (consumo dos acglUcares do mosto e
sua transformacédo em etanol e CO2) garante que o produto final possua o teor alcodlico
desejado, enquanto a concentracao final de agUcares, que varia de 2% a 6%, garante que
a cerveja tenha o dulcor desejado (Aquarone et al.,, 1983). Dessa maneira, estas
caracteristicas foram avaliadas nas leveduras selecionadas, visando conhecer o perfil de
fermentacdo das mesmas em mosto cervejeiro. As leveduras CL011, PB111, PB113 e
PA511 foram capazes de crescer em 5% de etanol, apresentaram atenuacgéo de 50-80%,
velocidade de fermentacdo similar as leveduras controles e a concentragdo final de
acucares de 6% (CLO11, PB111 e PB113) e 3% (PA511), demostrando potencial em sua
utilizacdo como cultura de inéculo. CB341 nao foi capaz de crescer em 5% de etanol,
demonstrou atenuagdo de 17%, velocidade de fermentagdo similar aos controles e
concentracao final de acucares de 3%. A baixa capacidade de atenuacdo demonstra que
CB341 néo utilizou os agucares do mosto para a producéao de etanol na mesma propor¢cao
que a levedura controle US-05 (80% de atenuacgdo), porém os resultados do teste do
acucar redutor mostram que a concentracdo de acUcar residual foi pequena,
demonstrando sua assimilacdo e possivel uso para a producdo de biomassa. A baixa
capacidade de crescimento em etanol 5% indica que CB341 seria mais indicada para
utilizagdo em cultura mista, contribuindo com a producéo de compostos aroméaticos para a

complexidade da cerveja.
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Algumas leveduras apresentam capacidade de producdo de exotoxinas, proteinas
de baixo peso molecular, que possuem atividade antimicrobiana, conhecidas como toxina
killer ou micocinas. Estas leveduras se mostram aptas a destruir células da mesma
espécie ou espécies distintas de leveduras, caracteristica que tem sido empregada na
producdo de vinho, na qual a levedura com atividade killer € inoculada, eliminando
leveduras deteriorantes (Ciani et al., 2011). Dessa maneira, a investigacdo do fator killer é
um parametro que necessita de avaliacdo para a utilizacdo de culturas mistas. A levedura
CB341 (W. anomalus), que apresentou potencial para a utilizagdo em cultura mista,
devido a alta producao de ésteres e sua complementaridade com a espécie S. cerevisiae,
foi avaliada quanto a producdo de toxina Killer contra a linhagem industrial US-05. Os
resultados foram negativos para a producao de toxina killer, demonstrando que estas
duas leveduras podem ser utilizadas como culturas mistas em fermentacao.

A producéo de cerveja foi realizada a 18°C com as leveduras selecionadas CLO11,
PB111, PB113, PA511 e CB341. A andlise sensorial apontou presenca de acetaldeido e
da sensacdo de alcool/quente na boca, indicando producdo de alcoois superiores, em
todas as cervejas, provavelmente devido a problemas do processo de fabricacdo e
fermentacdo, que necessitam de melhor padronizacdo, visto que a levedura controle
também apresentou tais defeitos.

A analise sensorial da cerveja produzida pela levedura S. cerevisiae linhagem
CLO11 indicou alta producéo de ésteres, fenois e sabor de alcool/quente, o que corrobora
com nossos resultados de andlise dos compostos volateis, que apresentaram alta
producdo de ésteres em comparagdo com as leveduras controles, sendo destaque 0s
ésteres cinamoato de etila (mel, canela, floral, morango), heptanoato de etila (abacaxi,
uva), isovalerato de etila (macd); entre as lactonas e C13-norisoprenoides y-nonalactona
(coco, péssego) B-ionona (violeta, balsamico, rosas) e B-damascenona (rosas); 0s
terpenos  B-pineno (pinho, resina, terebintina); citronelal (citronela). Além disso,
apresentou teor alcodlico de 70,00g/L e foi identificada alta producao de alcool furfurilico e
2-feniletanol, o que pode estar conferindo tal caracteristica no sabor (Alcool/Quente). Foi
indicada para estilos lupulados, belgas e cervejas de trigo, sendo que 75% dos
participantes disseram que utilizariam a linhagem para a producédo de cerveja. CLO11
mostrou um perfil que combina com os estilos indicados, descrito como complexo, frutado,
floral, fendlico e de baixa floculagdo, mostrando-se interessante para a producdo de

cerveja.
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As leveduras PB111, PB113 e PA511, também da espécie S. cerevisiae,
apresentaram perfis mais neutros ou classicos na analise dos compostos voléateis por CG,
similares as leveduras controles, porém ndo menos interessantes para a producdo de
cerveja, visto que a maioria das cervejas se enquadra neste perfil. As cervejas produzidas
apresentaram teor alcodlico de 65,49g/L, 41,58g/L, 36,30g/L, demonstrando boa producédo
de etanol para utilizagdo como cultura pura. Na andlise sensorial os trés isolados
apresentaram notas maiores para 0 parametro éster em comparacdo com US-05,
demonstrando perfil mais frutado. A cerveja produzida por PB111 apresentou também
producdo de fendis maior em comparacdo com USO05, enquanto PB113 e PA511
apresentaram menor producdo de fendis, sendo indicados para os estilos lupulados,
belgas e cervejas de trigo (PB111) e estilos mais neutros e leves (PB113 e PA511).
PA511 apresentou aroma citrico diferencial, o0 que corrobora com os resultados da andlise
dos compostos volateis, que demonstraram destaque na producdo de limoneno (citrico).
Por fim, as porcentagens de avaliadores que utilizariam essas linhagens para a producao
de cerveja foi de 71%; 62%; 100%, respectivamente. A baixa porcentagem apresentada
por PB113 pode estar relacionada a producao de fenois desagradaveis, aroma de sab&o
e autllise descrito pelos participantes. J& PB111 e PA511 foram mais bem avaliadas e
apresentam maior potencial para a industria cervejeira.

A utilizacdo de mais de uma linhagem (cultura mista) € uma pratica comumente
empregada na fabricacdo de vinho, principalmente no modelo em que uma levedura nao
Saccharomyces contribui para o flavour da bebida, enquanto uma levedura
Saccharomyces realiza a fermentacdo do mosto com producéo de etanol (Gamero et al.,
2016). Ja a utilizacéo de cultura mista em cervejas ainda é uma pratica pouco empregada,
porém vem aumentando e pode trazer beneficios para a qualidade da cerveja. A cultura
mista pode ser usada através do emprego de duas leveduras: uma que contribua com o
perfil aromatico e a segunda que contribua com a boa atenuacdo do mosto ou que tenha
tolerancia a altas concentracdes de etanol; a utilizacdo de duas leveduras que possuam
perfis aromaticos complementares; leveduras que juntas criem um perfil Unico de dificil
reproducao, contribuindo, dessa maneira, com a complexidade da cerveja (White et al,
2010). Dessa maneira, W. anomalus CB341 foi selecionada para a producdo de uma
cerveja em cultura mista com US-05 ao mesmo tempo em que foi produzida uma cerveja
somente com US-05. As duas cervejas foram avaliadas por HPLC para o teor de etanol,
resultando em uma producdo semelhante de etanol 60,28g/L (CB341 + US-05) e 59,78g/L
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(US-05), e sensorialmente por nove avaliadores treinados. Os aromas e sabores
marcados pelos avaliadores ratificando o achado dos compostos identificados pela
analise em CG. A cerveja (CB341 + US05) foi avaliada como a mais esterificada, tanto no
aroma guanto no sabor, dentre todas as cervejas, apresentando também alta producao de
fendis, descritos como agradaveis pelos participantes. Foi escolhida como a cerveja
preferida por 62,25%, em comparacao com US-05 e 100% dos participantes disseram que
usariam a levedura para a producao de cerveja. Os estilos indicados pelos participantes
para a utilizacdo da cultura mista (CB341+US-05) ou da cultura pura (US-05) foram muito
distintos, demonstrando a mudanca do perfil aromatico pela cultura mista. Enquanto US-
05 foi indicada para estilos mais neutros e leves, CB341 + USO05 foi indicada para estilos
mais lupulados, belgas e cervejas de trigo, permitindo o destaque dos compostos
fendlicos e ésteres. A linhagem CB341 pertence a espécie W. anomalus, ja descrita por
sua resisténcia ao estresse em pHs extremos e em baixa atividade da agua, sendo
altamente competitiva e inibindo uma variedade de outros microrganismos (Walker et al.,
2011). Além disso, costuma estar presente no mosto de vinhos e ndo produzir problemas
sensoriais ou deteriorantes. Ja foi relatada por aumentar a complexidade de vinhos,
provavelmente pela excre¢do de algumas enzimas ndo produzidas pelas leveduras do
género Saccharomyces, porém possui tendéncia em produzir acetato de etila e acido
acético (Izquierdo Cafas et al., 2014). Nossos resultados mostraram que a levedura
CB341 apresentou capacidade de assimilacdo de celobiose semelhante ao género
Brettanomyces, utilizada para a producdo de cervejas da familia Lambic, as quais
possuem capacidade de utilizar a celobiose presente em barris de carvalho, quando
maturadas no mesmo. Além disso, outros acucares foram assimilados por CB341,
como xilose, salicina, lactato, succinato, ribitol, citrato, eritritol e amido solavel,
indicando producédo de diferentes enzimas. Em conjunto, estas caracteristicas mostram
gue CB341 apresenta potencial para utilizacdo como cultura mista, contribuindo com a
gualidade e a complexidade da cerveja.

As linhagens do género Saccharomyces séo as leveduras mais importantes na
industria atualmente e classicas para a producdo de cerveja. O isolamento de novas
linhagens traz maior variabilidade genética e, consequentemente, maior variedade de
caracteristicas ao produto final. Assim, o isolamento de novas linhagens de
Saccharomyces tem se tornado cada vez mais interessante para a industria cervejeira,

podendo contribuir com melhorias do produto final. Em contrapartida, a utilizagdo de
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leveduras ndo Saccharomyces, tem timidamente sido empregada na producao de cerveja,
trazendo inovacdo ao setor pela producgéo de cervejas Unicas. O objetivo deste estudo foi
o isolamento de novas leveduras para a producao de cerveja de forma geral, visto que a
cultura cervejeira vem crescendo no Brasil e no mundo e a linhagem utilizada traz
caracteristicas Unicas a cerveja, sendo o insumo cervejeiro mais relevante para o estilo,
valorizando o produto regional produzido com os insumos locais. Nossos resultados
mostraram que € possivel selecionar leveduras com perfis interessantes para producéo
de cerveja a partir da fermentacdo do mosto cervejeiro e testes de exclusdo. Os perfis
apresentados pelas leveduras selecionadas CL0O11, PB111, PB113, PA511 e CB341 se
mostraram interessantes, variados e com potencial para a futura utilizacdo na industria

cervejeira.
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CONCLUSOES

A metodologia utilizada para isolamento de leveduras visando a selecdo de
linhagens para producéo de cerveja foi satisfatéria, sendo obtidos 92 isolados tanto
da casca quanto da polpa de diferentes frutos, que foram avaliados em relacdo ao
potencial para a producao de cerveja;

Os testes de exclusdao foram adequados para a selecdo de leveduras com
fendtipos desejados e tolerantes aos estresses do mosto, resultando em 13 (14%)
linhagens selecionadas;

As 13 leveduras selecionadas foram caracterizadas fenotipicamente e identificadas
por sequenciamento das regides D1/D2 e/ou ITS do rDNA, sendo quatro do género
Saccharomyces, oito da espécie W. anomalus e uma da espécie ainda ndo descrita
Kurtzmaniella sp. nov., que néo foi utilizada para os demais testes deste estudo.

A analise dos compostos volateis permitiu a selecdo de cinco leveduras para a
producéo de cerveja, devido aos seus perfis aromaticos;

A caracterizagcdo das leveduras auxiliou no enquadramento dos melhores estilos
para a utilizacdo futura das leveduras na inddstria;

Foi possivel realizar a producdo de cerveja com as leveduras selecionadas, as
guais demonstraram capacidade de atenuagdo do mosto e producdo de etanol de
3,6% a 7%, validando sua utilizacdo para a producao de cerveja;

A andlise sensorial auxiliou a descrever o perfil de cada levedura e a validar o

potencial das mesmas para a produc¢do de cerveja.
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PERSPECTIVAS
- Producéo de cervejas de estilos especificos de acordo com as caracteristicas de

cada isolado;

- Producéo de cerveja com os demais isolados que ndo foram selecionados para a
etapa de producédo de cerveja, porém demonstraram caracteristicas interessantes.

- Estudo das leveduras selecionadas para sua possivel aplicagdo em grande

escala.
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10.APENDICES

Apéndice 1. Meios de Cultura utilizados para as analises deste estudo.

Meio MBF (Meio basico para fermentacédo de acucares)
Composicdo do meio MBF: 0,75% de peptona (p/v); 0,45% de extrato de
levedura (p/v) e 2% da fonte de carbono a ser avaliada.

Meio YPD 2% (Yeast extract, peptone, dextrose)
Composicéo do meio YPD: 2% de dextrose (p/v); 1% de extrato de levedura (p/v) e 1% de

peptona (p/v). Para o preparo de YPD sélido foi adicionado 2% de agar (p/v).

Meio YM-MB (Yeast extract — Malt extract — methylene blue)

Composicdo do meio YM-MB: 0,3% de extrato de levedura (p/v); 0,3% de
extrato de malte (p/v); 0,5% de peptona (p/v); 1% de glicose (p/v); 2% de agar (p/v);
0,003% de azul de metileno hidratado em tampé&o citrato 0,05M, pH 4,2.

Meio minimo YNB (Yeast nitrogen base)
Composicéo do meio YNB: 0,67% de meio YNB (p/v); 2% de Agar Difco (p/v) e

0,5% da fonte de carbono a ser testada. (p/v)

Meio minimo YCB (Yeast carbon base)
Composicéo do meio YCB: 1,17% de meio (YCB) (p/v); 2% de Agar Difco (p/v).
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Apéndice 2. Ficha de Avaliacdo Sensorial. As cervejas foram avaliadas quanto ao aroma e ao sabor por

avaliadores treinados.

Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) Frutado Pinho
Julgador: Maga/Pera Acetaldeido
Data: Banana AlcooliQuente | |
Amostra: Abacaxi Diacetil

Morango Medicinal
AROMA: Ameixa Mofo

Mel Plastico

Uva Solvente/Fusel
Esteres Doce Azedo
Fendis Tostado Enxofre
Alcool Péssego Vinagre
Dulcor Framboesa Acido
Acidez Coco Chulé

Herbal Rancidez

Menta Vomito
OBS: Canela Suor

Floral Queijo

Citrico Sabéo

Especiarias Autdlise

Madeira Outro
SABOR: Frutado Pinho

Macéa/Pera Acetaldeido
Esteres Banana Alcool/Quente
Fendis Abacaxi Diacetil
Alcool Morango Adstringente
Dulgor Ameixa Medicinal
Acidez Mel Mofo

Uva Plastico

Doce Solvente/Fusel
OBS: Tostado Azedo

Péssego Enxofre

Framboesa Vinagre

Coco Acido

Herbal Chulé

Menta Rancidez

Canela Vomito

Floral Suor

Citrico Queijo

Especiarias| |  Sabéo

Madeira Outro




Vocé usaria esta levedura para a producao de cerveja?
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Vocé usaria esta levedura para qual estilo de cerveja?
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Apéndice 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os avaliadores selecionados para a analise sensorial

consentiram com a participacdo no estudo através da assinatura do TCLE.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Bdsicas da Saude
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
Comité de Etica e Pesquisa — CEP/UFRGS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Senhor(a) estda sendo convidado a participar do estudo “ISOLAMENTO,
SELECAO E CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS SELVAGENS COM POTENCIAL PARA
A PRODUCAO DE CERVEJA” que contribuird com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico
brasileiro e no setor cervejeiro. Este estudo seguira os preceitos éticos da resolucédo 466/12
do Ministério da Saude, que contém diretrizes e normas para a pesquisa com seres humanos.
Sua participacdo nado € obrigatoria, e, a qualguer momento, vocé podera desistir de participar
e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador (a) ou com a Instituigao.

Este estudo tem como objetivo o isolamento de leveduras a partir de frutos, sua
selecdo por critério de tolerancia e fenotipos desejaveis para a producdo de cerveja e sua
caracterizacdo visando os estilos mais indicados para cada levedura, buscando novas
linhagens e espécies tanto para a utilizagdo como cultura de starter como em cultura mista.

Sua participacao nesta pesquisa consistird na realizacdo de uma analise sensorial
das cervejas produzidas pelas leveduras isoladas, caracterizadas e selecionadas. A analise
sera realizada na folha do julgador construida com base na ficha de avaliagdo recomendada
pelo BJCP (Beer Judge Certification Program) e nos parametros da avaliagdo dos compostos
volateis, abrangendo andlise olfativa e degustacdo. As informagdes constantes na ficha de
avaliacdo serdo utilizadas para auxiliar na escolha das leveduras com melhor potencial para a
producéo de cerveja.

N&o havera custos nem recompensa financeira para o participante. E importante
salientar que riscos ou desconfortos causados pela pesquisa serdo minimos e podem incluir
efeitos da intolerancia/alergia ao gluten e ao trigo. Caso ocorram efeitos indesejaveis,
encaminharemos para a unidade de salude mais proxima, sendo o0s custos de
responsabilidade da pesquisadora.

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo conservados como
confidenciais, de acordo com o permitido por lei. Se o0s resultados do estudo forem
publicados, sua identidade permanecera confidencial. Vocé receberd uma cépia deste termo,

onde constam endereco e telefone do pesquisador responsavel, podendo tirar suas dividas
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sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Serdo aplicados os seguintes critérios de inclusdo de participantes: experiéncia
prévia na andlise de cerveja (participantes altamente treinados e familiarizados com a ficha de
avaliacdo), disponibilidade em participacdo da pesquisa, boa saude bucal, participacéo
voluntéria,).

Serdo adotados como critérios de exclusdo de participantes: falta de
disponibilidade em participacdo da pesquisa, mulheres gravidas, participantes menores de 18
anos, intolerancia/alergia ao gluten e/ou trigo, julgadores que estejam com baixa aptiddo
sensorial ou ausente na data de aplicagéo do teste.

Declaro que li e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na

pesquisa e concordo em participar.

Prof. Dr2. Patricia Valente da Silva Fernanda Otesbelgue Pinto

Pesquisadores responsaveis: Dra. Patricia Valente (51-993669646)

Fernanda Otesbelgue Pinto (51-983231949)

Laboratério de Micologia (Lab. 325). Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia. Instituto de Ciéncias Basicas da Saude.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Rua Sarmento Leite 500. Centro. Porto Alegre — RS. Tel: 51-33084196

Comisséo de Etica em Pesquisa da UFRGS, Tel: 51-33083738
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Apéndice 4. Producdo de Compostos volateis (ug/L). A producdo de compostos volateis foi detectada por GC/MS e

guantificada por GC-FID. Coluna 1: compostos volateis; coluna 2: limiar de percep¢éo; coluna 3-10: leveduras

analisadas.

Composto (ug/L) Limiar Uso5 WB06 w34/70 T-58 CLO11 PB111 PB113 PA511
Esteres
Acetato de etila 30000,00 nd nd 1150,36 nd nd nd nd nd
Acetato de hexila 670,00 nd 377,19 376,04 nd nd 148,85 nd 424,66
Acetato de isoamila 1100,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Butanoato de etila 1,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Cinamato de etila 1,10 676,33 2102,94 1990,74 1029,61 397233,07 1586,14 242,16 1707,00
Hexanoato de etila 210,00 364,00 nd nd nd nd nd nd nd
Heptanoato de etila 2,20 nd 336,59 23,15 30,87 409482,21 393,83 120,03 557,43
Isobutanoato de etila 15,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Isovalerato de etila 3,00 299,38 nd nd nd nd nd nd nd
Lactato de etila 150000,00 1902,42 | 1336743,42 | 762786,87 | 814157,21 | 287049370,41 | 1356964,11 | 1108235,22 | 615890,63
Laurato de etila 1500,00 474,08 nd nd nd nd nd nd nd
2-metilbutanoato de etila 18,00 473,42 nd 952,49 nd nd nd nd 826,79
Nonanoato de etila 1300,00 288,69 nd 608,70 nd nd nd nd 777,50
Octanoato de etila 1000,00 9107,41 1251,18 1264,57 718,05 nd 1029,14 nd 839,33
Pentanoato de etila 15,00 nd nd nd nd nd nd nd 1240,64
Succinato de dietila 200000,00 nd 42277,36 48219,79 39531,19 9768248,85 38522,55 40730,55 38801,52
Tioacetato de S-furfurila 1,50 143815,65 1323,23 1252,17 nd 658374,32 177,08 nd nd
Undecanoato de etila ne nd nd nd nd nd nd nd nd
Decanoato de etila 200,00 23583,45 nd nd nd nd nd nd nd
Antranilato de etila 16,00 nd 136604,69 | 184720,63 714,84 13207521,74 | 12946,67 6740,51 52547,23
Acetato de isobutila 1600,00 nd nd 993,98 nd d nd nd nd
Acetato de feniletila 160,00 nd 1481,46 7033,24 2276,20 1233027,56 5499,20 3306,07 2896,42
Acetato de furfurila 540,00 54360,75 nd nd nd nd nd nd 5495,07
Terpenos, lactonas e C13-norisoprenoides
a-ionona 2,60 952,49 nd nd nd nd nd 361,07 nd
a-pineno 0,06 nd nd 567,77 nd nd nd nd nd
a-terpineol 250,00 50236,74 nd nd nd nd nd nd nd
3-damascenona 0,05 nd 3376,79 nd nd 2123891,84 7642,27 nd 4099,91
B-ionona 0,09 8635,55 1388,58 1343,25 1388,64 459521,85 672,44 1405,28 1350,57
-pineno 0,08 nd 567,77 315,39 335,74 93557,94 381,01 1250,65 657,97
B-terpineol 0,00 nd 7004,83 nd nd nd 5733,73 3003,08 2194,84
Cedreno ne nd nd 138,60 nd 62330,47 282,51 nd 224,59
Citronelal 100,00 nd 26414,04 34901,47 10925,70 8572807,08 23000,33 11803,52 42126,90
Geraniol 952,49 714,38 746,51 535,45 205101,73 748,86 679,55 748,56 903,22
Limoneno 10,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
y-nonalactona 30,00 793724,91 18471,05 24209,02 16496,70 4974982,18 22441 .86 19924,21 19245,94
Alcoois Superiores
Metanol ne nd nd nd nd nd nd nd nd
n-butanol 150000,00 nd 4608,15 4701,63 2720,44 nd 2937,06 nd 2665,26
Sec-butanol 43000,00 nd nd 66013,73 nd nd nd nd nd
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3-metil 1-butanol 30000,00 284,89 1822,83 nd 714,84 nd nd 753,52 821,62
1-propanol 600000,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
1-hexanol 110,00 643,20 nd 3430,39 nd nd nd nd nd
Alcool furfurilico 2000,00 430997,54 56307,26 567,77 nd 16424674,94 | 94899,07 61411,25 52547,23
2-feniletanol 40000,00 nd 19546,11 35984,42 37743,84 | 11499511,54 | 53089,50 39689,75 33741,40
Acidos Graxos
Acido butanoico 3000,00 2034,70 129075,43 | 146383,81 | 103380,13 nd nd 102418,03 | 111255,88
Acido caprico 10000,00 2825,65 2669,61 1452,70 2727,37 690102,27 2607,59 1929,97 2629,25
Acido caproico 420,00 952,49 21950,42 23546,05 20960,09 6095652,80 26645,77 18335,58 25213,63
Acido heptanoico 3000,00 27177,89 6982,40 6734,28 8147,70 nd 9866,84 nd 4512,59
Acido isobutirico 8100,00 952,49 nd nd nd nd nd nd nd
Acido isovalérico 1000,00 138631,58 | 614140,13 | 530189,68 | 416457,27 nd nd 226409,63 nd
Acido octanoico 30000,00 16847,58 46882,00 26198,08 20322,37 | 14867062,20 | 71538,19 57228,64 19675,13
Acido propanoico 8100,00 nd 10713,23 567,77 714,84 5983980,58 26845,08 8913,97 21967,71
Acido pelargénico 2609,78 1153,68 1080,00 nd 247029,59 1127,55 1222,87 1026,76 672,52
Acido valérico 3000,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido n-undecanoico ne 4847,02 2579,84 2489,87 2461,62 650036,55 2567,24 2733,69 2126,05
Acido 10-undecanoico ne nd 10188,63 10805,32 8956,73 2633103,33 10096,25 4730,44 10284,93
Composto (ug/L) Limiar CB341 PB341 PB381 CB382 PB383 CB392 CB481 CB484
Esteres
Acetato de etila 30000,00 nd nd 3043,80 nd nd 1294,00 1374,13 nd
Acetato de hexila 670,00 330,53 400,96 277,39 403,04 1060,70 238,50 457,18 396,97
Acetato de isoamila 1100,00 nd nd nd nd nd nd 164,74 nd
Butanoato de etila 1,00 850,97 nd nd nd 810,75 nd nd nd
Cinamato de etila 1,10 1945,71 1659,01 2044,25 1649,28 1145,14 1958,45 1989,17 1829,65
Hexanoato de etila 210,00 nd nd nd nd 462,30 991,53 nd 1087,77
Heptanoato de etila 2,20 3640,50 562,32 202,19 524,54 nd nd 2428,38 <0,50
Isobutanoato de etila 15,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Isovalerato de etila 3,00 2293,56 1311,68 nd 9424,69 237,76 2288,06 913,38 2268,75
Lactato de etila 150000,00 | 1423901,16 | 669834,33 | 2444879,42 | 913485,06 1842,76 1040673,77 | 2016143,52 | 1222039,67
Laurato de etila 1500,00 nd nd nd nd 360,34 nd nd nd
2-metilbutanoato de etila 18,00 741,96 nd nd 852,56 bd nd 986,52 nd
Nonanoato de etila 1300,00 nd nd nd nd 222,28 nd nd nd
Octanoato de etila 1000,00 770,40 1283,68 824,62 1281,60 40546,26 713,23 1483,71 253,61
Pentanoato de etila 15,00 950,05 1598,75 958,66 794,71 nd 1625,80 1211,79 1673,18
Succinato de dietila 200000,00 | 40440,62 36771,11 22253,70 50218,17 nd 15048,11 43810,91 31055,25
Tioacetato de S-furfurila 1,50 2588,32 2802,68 3230,25 2800,54 nd 2661,39 2131,67 nd
Undecanoato de etila ne nd nd nd nd 2384,89 nd nd 238,41
Decanoato de etila 200,00 nd nd 532,85 nd 20450,76 567,35 688,02 nd
Antranilato de etila 16,00 50736,64 | 136338,17 | 144452,78 | 171397,96 nd 20153,23 78582,86 <9,52
Acetato de isobutila 1600,00 nd nd 1349,78 nd nd nd 899,85 nd
Acetato de feniletila 160,00 2096,94 5843,66 2727,21 5915,71 nd 3173,10 3511,22 569,75
Acetato de furfurila 540,00 2990,47 nd 3703,67 nd 28529,25 2884,47 nd nd

Terpenos, lactonas e C13-norisoprenoides
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a-ionona 2,60 nd nd 340,23 nd 23951,74 nd nd 386,56
a-pineno 0,06 nd nd nd nd nd nd nd nd
a-terpineol 250,00 nd <10.76 nd nd 37874,60 nd nd nd
3-damascenona 0,05 11037,50 11239,70 5542,69 9808,11 nd nd 10705,18 nd
B-ionona 0,09 nd 1193,56 1466,11 730,23 7778,26 1300,29 899,32 nd
B-pineno 0,08 nd 315,67 486,30 258,71 2354,13 nd 429,42 nd
B-terpineol 0,00 nd 5980,33 3354,44 6846,97 2912,91 5989,68 1693,27 nd
Cedreno ne nd 125,43 111,60 251,27 6993,67 nd 67,57 nd
Citronelal 100,00 16602,94 25313,66 37721,36 34971,66 nd 27693,64 1211,79 17041,42
Geraniol 952,49 1272,30 791,06 855,60 33023,90 397,56 3840,10 1051,19
Limoneno 10,00 nd 5019,95 nd nd nd 135,87 nd nd
y-nonalactona 30,00 23863,10 20463,69 22022,17 19348,76 1139490,15 19228,56 20999,74 20477,40
Alcoois Superiores
Metanol ne nd nd nd nd nd nd nd nd
n-butanol 150000,00 6447,71 4797,04 nd 2700,00 nd 2810,27 3345,10 nd
Sec-butanol 43000,00 nd nd nd 826,79 nd nd nd nd
3-metil 1-butanol 30000,00 nd nd nd nd 1217,76 nd nd nd
1-propanol 600000,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
1-hexanol 110,00 nd d nd nd 1428,06 nd nd nd
Alcool furfurilico 2000,00 46305,04 61800,14 68469,89 62464,69 289850,13 74016,32 41461,61 40241,39
2-feniletanol 40000,00 15401,07 37873,36 43735,92 38763,19 nd 17793,75 38802,28 44653,29
Acidos Graxos
Acido butanoico 3000,00 nd nd nd nd 4612,63 nd nd nd
Acido céprico 10000,00 1316,39 2588,51 2962,00 2523,22 2437,90 2662,86 1733,88 2650,81
Acido caproico 420,00 22843,84 22555,21 22747,63 17800,19 832,48 10363,82 22325,73 21844,07
Acido heptanoico 3000,00 9623,85 6988,96 6890,31 7617,69 33804,08 3136,07 6987,79 8281,50
Acido isobutirico 8100,00 nd nd nd nd 1349,92 nd nd nd
Acido isovalérico 1000,00 nd nd 213717,72 nd nd 489960,02 nd 2714182,76
Acido octanoico 30000,00 57902,31 49179,28 61896,06 53442,28 20754,25 36837,70 53143,89 2897,84
Acido propanoico 8100,00 19230,72 21701,57 30619,95 31718,56 4741,86 23972,03 13510,14 nd
Acido pelargdnico 2609,78 1193,57 1196,40 1066,42 2631,61 1050,74 845,78 nd
Acido valérico 3000,00 nd nd nd nd 141,00 nd nd nd
Acido n-undecanoico ne 1503,44 2030,61 2582,78 2376,06 7523,53 242272 2655,26 2864,21
Acido 10-undecanoico ne 27063,39 7469,15 10353,19 6180,98 nd 7741,17 20824,78 15889,16




APENDICE 5. Curva Padrdo de Maltose. Valores de absorbancia em espectrémetro a 540nm versus a

concentragdo de maltose em g/L.
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