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APRESENTACAO

A pesquisa na area de Microbiologia tem se expandido de forma impressionante nos
ultimos anos. Seja na area de pesquisa médica, no manejo e controle de infec¢des, ou nas
areas de biotecnologia, nutricdo, producdo de alimentos, produgdo de medicamentos ou
industria, sempre o conhecimento a respeito de microbiologia mostra-se necessério. E é
fundamental poder acompanhar este desenvolvimento, através do estudo acerca do tema.
O livro “Microbiologia Bésica e Aplicada” nos da uma mostra do tipo de pesquisa que se
vem fazendo atualmente na area de Microbiologia geral.

Esta obra & composta por trabalhos cientificos produzidos em diversas regides do pais
na forma de artigos originais e de revisao, por pesquisadores capacitados, e abordam desde
viroses transmitidas por dipteros ceratopogonideos, como maruins, a entomologia forense,
producéo de cerveja utilizando leveduras ndo-convencionais e infecgbes odontogénicas
causadas por Streptococcus e Staphylococcus, ou pneumonias causadas por Klebsiella
pneumoniae; ainda temos a produgéo de biossurfactante por Cunninghamella elegans em
condi¢cbes extremas; a utilizagédo de rizobactérias para a conservacgao de espécies vegetais
florestais como Apuleia leiocarpa; e a produgdo de antimicrobianos através do uso de
produtos naturais.

Ao longo dos oito capitulos que compdem esta obra, serdo discutidos diferentes
temas, com metodologia cientifica embasada em conceitos tedrico-cientificos aprovados
por pares dentro da area de Microbiologia. Além disso, o livro traz conceitos importantes,
todos atualizados e revistos. Isto faz com que “Microbiologia Basica e Aplicada” seja um
livro voltado principalmente para estudantes e profissionais que desejam aprofundar mais
seus conhecimentos nesta maravilhosa area, através de uma leitura rapida e dinamica.

Todas as publicagbes da Atena Editora passam pela revisdo de um Comité de
pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de p6s-graduagéo renomados no
Brasil. Assim, este livro aqui apresentado é a soma de esforgos para realizar um trabalho
de qualidade, atualizado e devidamente revisado por pares.

Esperamos que vocé, caro leitor, aproveite bem nossa obra. Boa leitura.

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: As leveduras utilizadas para a
producdo de cerveja devem ser capazes de
metabolizar alguns dos carboidratos presentes
no mosto cervejeiro e produzir bons aromas e
sabores durante a fermentagdo, podendo ou
nao resultar na producdo de etanol. O uso de
leveduras nédo-Saccharomyces para a producgéo
de cerveja pode resultar em produtos com
caracteristicas diferenciadas, uma vez que
as leveduras sdo os principais determinantes
para o perfil de compostos volateis da cerveja,
agregando a diversidade de sabores e aromas
em cervejas comercializadas. Existem diversas
fontes das quais € possivel isolar leveduras,
como frutas, amostras de solo, cascas de arvore
e outras bebidas fermentadas. Com o intuito de
obter leveduras com caracteristicas desejaveis
para a producdo de cerveja, sdo empregados
métodos de selecdo durante ou ap6s oisolamento,
seguidos de metodologias de caracterizagéo
para avaliar seus atributos e, consequentemente,
a viabilidade das cepas obtidas para a producgéo
de cerveja. O objetivo do presente trabalho
consistiu em compilar e comparar metodologias
de selecéo e caracterizagdo usadas durante o
processo de obtencédo e escolha de leveduras
para a producdo de cerveja. Conclui-se que
as metodologias empregadas devem ser
compativeis com o nimero de cepas a serem
testadas, orcamento e equipamentos disponiveis
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e, principalmente, com o processo cervejeiro e tipo de cerveja a ser produzida, por exemplo,
com base no seu amargor e teor alcéolico.
PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecgéo. Etanol. Leveduras ndo-convencionais. Lupulo. Maltose.

EVALUATION OF METHODS FOR THE SELECTION AND CHARACTERIZATION
OF ISOLATED BREWING YEASTS

ABSTRACT: Yeasts used for brewing must be able to metabolize some of the carbohydrates
present in the brewer’s wort and produce good aromas and flavors during the fermentation,
with or without the production of ethanol. The use of non-Saccharomyces yeasts for brewing
may result in products with differentiated characteristics, since yeasts are the main contributor
to the resulting volatile profile of the beer, adding to the diversity of flavors and aromas. There
are several sources from which yeasts can be isolated, such as fruits, soil samples, tree bark
and other fermented beverages. In order to obtain yeasts with desirable characteristics for beer
production, selection methods are used during or after isolation, followed by characterization
methodologies to assess their attributes and, consequently, the viability of the strains obtained
for beer production. The aim of this study consisted in compiling and comparing selection
and characterization methodologies used during the process of obtaining and choosing yeast
species for beer production. In conclusion, the methodologies used should be compatible with
the number of strains to be tested, with the budget and equipment available and, specially,
with the brewing process and the type of beer to be produced, for example, its bitterness and
alcohol concentration.

KEYWORDS: Bioprospecting. Ethanol. Hop. Non-conventional yeasts. Maltose.

11 INTRODUGCAO

A cerveja é produzida pela fermentagéo por leveduras do mosto cervejeiro, que
€ obtido a partir de malte de cereais e lupulo. As caracteristicas da cerveja, incluindo o
sabor, variam de acordo com os cereais utilizados na maltagem, o tipo de extrato de lGpulo
e as leveduras utilizadas, e as condigbes de processo de cada uma destas etapas, como
temperatura e duragdo (DURELLO et al., 2019). Ao longo dos anos, foram selecionadas
leveduras que demonstraram caracteristicas desejaveis para a fabricacdo de cerveja,
como: a produgédo de sabores e aromas agradaveis; a capacidade de utilizar maltose e
maltotriose, a ndo producéo de toxinas; a capacidade de produzir e tolerar etanol; e a
tolerancia as condi¢des do processo fermentativo (CAPECE et al., 2018). Estas leveduras
foram intituladas convencionais para a producéo de cerveja e geralmente englobam todas
as espécies de Saccharomyces e algumas espécies frequentemente utilizadas na industria
de alimentos, como Schizosaccharomyces pombe e Kluyveromyces lactis (SANNINO et al.,
2019; SIBIRNY, SCHEFFERS, 2002).

A demanda crescente por cervejas com baixo teor alcodlico ou com sabores
e aromas diferenciados incentiva a busca por leveduras n&do convencionalmente
utilizadas na producéo de cerveja, em especial por espécies ndo pertencentes ao género
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Saccharomyces (CAPECE et al., 2018; OSBURN et al, 2016; BASSO et al., 2016),
como Zygosaccharomyces bailii (BELLUT et al., 2018), Lachancea fermentati (BELLUT
et al., 2020), Wickerhamomyces anomalus (CAPECE et al., 2018), Kloeckera apiculata
(ESTELA-ESCALANTE et al., 2018) e Brettanomyces anomalus (MICHEL et al., 2016). Seu
uso como iniciadores de fermentagéo ainda é raro, sendo usualmente utilizadas de modo
conjunto com outras espécies de Saccharomyces, em processos de cofermentacédo ou
fermentacéo sequencial (CHEN, 2011; HOLT et al., 2018). Os aromas e sabores produzidos
por estas leveduras incluem: alcool amilico e 2-feniletanol, de aroma frutado (CAPECE et
al., 2018); hexanoato de etila, com sabor semelhante a macgé e frutas (CANONICO et al.,
2016); 1-nonanol, 2-heptanol e 2-nonanol, de sabor frutado (BELLUT et al., 2018). Sannino
et al. (2019) apresentam uma revisédo sobre os aromas produzidos por leveduras néao-
convencionais aplicadas a producao de cerveja.

Existem diversas fontes das quais podem ser isoladas leveduras ndo-convencionais,
como bebidas fermentadas, frutas, cascas de arvores e solo (SNIEGOWSKI et al., 2002;
GUTIERREZ et al., 2018). Este isolamento & normalmente realizado através de etapas
de diluicdo seriada e plaqueamento, sendo possivel incluir uma etapa de enriquecimento,
que consiste no uso de meios de cultivo que promovem o crescimento das cepas com
caracteristicas desejadas, sendo usado quando a concentragdo dessa cepa na amostra
€ baixa ou desconhecida (GRIJALVA-VALLEJOS et al., 2020; OSBURN et al., 2018).
Apos o isolamento, as cepas devem ser caracterizadas e selecionadas de acordo com as
caracteristicas visadas pelos pesquisadores.

Neste contexto, o objetivo desta revisdo é compilar e comparar diferentes
metodologias de selecéo e caracterizagdo, considerando os objetivos e 0os equipamentos
utilizados em cada uma, visando facilitar a escolha da metodologia adequada para a
bioprospecc¢éo de leveduras a serem utilizadas em processos de producéo de cerveja.

21 ISOLAMENTO E SELEGAO DE LEVEDURAS PARA A PRODU(}AO DE
CERVEJA

O modo mais comum para a recuperagdo de microrganismos é o método de
isolamento por plagueamento. As variagbes na metodologia séo relativas as amostras
usadas como ponto de partida; & presenca ou a auséncia de etapa de enriquecimento;
aos métodos utilizados para o enriquecimento, caso este seja realizado; a composigcédo
dos meios de cultivo usados no plagueamento; e as condi¢bes das etapas de incubagéo.
Gutiérrez et al. (2018) e Cubillos et al. (2019) apresentam uma relagéo de tipos de amostras
que ja foram utilizadas no isolamento de leveduras para producéo de cerveja, como liquens,
frutos, gréos e outros produtos fermentados.

Tanto para a etapa de enriquecimento quanto para a etapa de plaqueamento,
existem diferentes metodologias que variam de acordo com as caracteristicas desejadas
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para a levedura e com o tipo de amostra. Por exemplo, € importante que seja usado
um método de selecdo que iniba o crescimento de bactérias, favorecendo o isolamento
de leveduras. Para isso, € comum suplementar o meio com um antibacteriano, como o
cloranfenicol (GRIJALVA-VALLEJOS et al., 2020; LAITILA et al., 2007). Alternativamente,
Cubillos et al. (2019) sugerem a adicéo de etanol ou acidificagéo do pH do meio, o que reduz
o crescimento das bactérias, porém, também reduz a diversidade de cepas de leveduras
capazes de crescer no meio (ROSSO et al., 1995; RUSSELL; DIEZ- GONZALEZ, 1997).

Outro método de selecdo frequentemente empregado consiste na utilizacdo de
meios de cultivo com composi¢cdes que simultaneamente limitam o crescimento de cepas
indesejadas e oferecem condi¢cbes que beneficiam apenas as cepas que sédo de interesse
na pesquisa, simulando as condi¢des do processo fermentativo. Podem ser utilizados como
meio de cultivo, por exemplo, 0 mosto cervejeiro (BELLUT et al.,, 2018) ou um meio de
cultivo sintético suplementado com etanol, como o meio YPD8ES5 (1% extrato de levedura,
2% peptona, 8% glicose e 5% etanol), proposto por Osburn et al. (2016) e utilizado durante
o enriguecimento de amostras por Barry et al. (2018).

O trabalho de Barry et al. (2018) € um exemplo de isolamento utilizando etapas
enriquecimento, visando leveduras para produgéo de hidromel. Com o intuito de selecionar
leveduras tolerantes ao etanol, utilizaram uma metodologia adaptada de Osburn et al. (2016),
na qual as amostras foram enriquecidas através de incubagéo em meio liquido YPD8E5
a 30 °C com aeragéo por 24 h, avaliando o crescimento dos microrganismos através da
observacdo de turbidez no meio, seguida de plagueamento em meio WLN (Wallerstein
Laboratories Nutriente). As amostras utilizadas como fonte de prospecgéo foram mel, favo,
propolis, fragmentos de colmeia e abdémen rompido de abelha, no entanto, somente na
amostra de abddmen foi possivel isolar leveduras devido a baixa carga microbiana das
demais amostras. Dessa forma, Barry et al. (2018) obtiveram duas cepas de Torulaspora
delbrueckii.

Barry et al. (2018) testaram estas cepas obtidas em fermentagdo de mel diluido
e de mosto cervejeiro, usando uma cepa de laboratério de S. cerevisiae como controle.
No mel diluido, ambas as cepas tiveram crescimento mais lento do que a cepa controle,
mas, atingiram teor alc6olico semelhante, aproximadamente 11 % (v/v), 0 que indica que o
método de enriquecimento utilizado permitiu o isolamento de cepas que tolerassem etanol.
Por outro lado, a concentragdo de etanol na fermentacdo de mosto cervejeiro ndo passou
de 1 % (v/v), uma vez que as cepas ndo eram capazes de metabolizar maltose, o que é
necessario para obtencéo de etanol no mosto. Barry et al. (2018) apresentaram dois motivos
para este resultado: as leveduras sé@o oriundas de amostras que ndo contém maltose; e
nao foi realizada uma selegéo por leveduras capazes de fermentar maltose, uma vez que
a fonte de carbono no meio de enriquecimento era glicose. Para que a bioprospeccéo seja
bem-sucedida, Barry et al. (2018) ressaltam a importancia de definir os métodos de sele¢céo
com base nos fendtipos desejados, como capacidade de fermentag¢do de carboidratos e
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tolerancia ao etanol. Dessa forma, visando a obtencéo de leveduras para producédo de
cerveja, seria mais indicado o uso de mosto cervejeiro na etapa de enriquecimento.

31 CARACTERIZAGCAO DE LEVEDURAS PARA A PRODUCAO DE CERVEJA

Paradeterminarascaracteristicasbioquimicasdaslevedurasobtidas, frequentemente
sdo empregados ensaios de caracterizacdo, nos quais se avalia a capacidade das cepas
crescerem quando expostas a diferentes condi¢cbes quimicas e fisicas, e alterando a
disponibilidade de micro- e macronutrientes. As principais carateristicas avaliadas para
leveduras aplicadas na produgéo de cerveja sdo: fermentagcéo de carboidratos, tolerancia

ao lupulo e tolerancia ao etanol.

3.1 Fermentacao de Carboidratos

Os carboidratos fermentesciveis presentes em maiores concentragbes no mosto
cervejeiro sdo: maltose (38 a 61 g/L), maltotriose (11 a 18 g/L), glicose (5 a 15 g/L), sacarose
(1 a6 g/L) e frutose (1 a 10 g/L) (MACWILLIAM, 1968). As concentraches exatas de cada
carboidrato variam de acordo com o tipo de cerveja e a receita utilizada, especialmente, os
tipos de maltes utilizados e as condicbes de mostura (tempo e temperatura das rampas).
Os carboidratos sdo consumidos pelas leveduras de modo sequencial de acordo com
a complexidade de sua estrutura, iniciando pela glicose e pela frutose, seguindo para a
hidrélise da sacarose e por ultimo a hidrélise da maltose e da maltotriose (LAGUNAS,
1993). Essa ordem de consumo dos carboidratos ocorre devido a represséo catabolica
das vias metabdlicas de carboidratos alternativos em favorecimento a utilizagéo da glicose
(LAGUNAS, 1993).

E importante determinar a capacidade de utilizar carboidratos presentes no mosto,
visto que impacta diretamente nas caracteristicas da cerveja produzida (CAPECE et al.,
2018). A fermentagéo parcial ou a auséncia da fermentagdo de um ou mais carboidratos
presentes no mosto pode acarretar produtos com sabores e aromas atipicos, reduzindo sua
qualidade, por exemplo, a utilizagédo lenta ou incompleta de maltotriose resulta em sabores
adocicados (ZASTROW et al., 2001).

A capacidade de utilizagdo da maltose e da maltotriose também determina a
concentracdo de etanol na cerveja. Quando a levedura ndo é capaz de consumir estes
oligossacarideos, como é o caso da maioria das cepas nao-Saccharomyces, obtém-se
cervejas com baixo teor alc6olico e com sabores adocicados. Neste caso, € uma alternativa
simples para a producéo de cerveja sem alcool em comparagéo ao processo com leveduras
convencionais, no qual fermentacdo é conduzida em baixa temperatura ou as leveduras
sdo removidas antes da formagéo de etanol (SANNINO et al., 2019; BELLUT et al., 2018).
Nos ultimos anos, visando obter cerveja com alcool e com aromas diferenciados, tem-
se utilizado leveduras ndo-Saccharomyces junto com uma levedura Saccharomyces, que
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produz etanol (SANNINO et al., 2019; RAVASIO et al., 2018).

Acapacidade de metabolizar carboidratos é avaliada com metodologias que indiquem
crescimento celular em meio liquido contendo um Unico carboidrato como fonte de carbono,
através da visualizagéo da acidificagdo do meio ou da medi¢éo da densidade Optica (DO).
Kali et al. (2015), por exemplo, utilizaram uma microplaca de multipocos, sendo que cada
pogo continha meio liquido com diferentes carboidratos (Tabela 1). Os meios utilizados
continham vermelho de fenol, cuja coloragéo é alterada quando o meio é acidificado pela
fermentacédo do carboidrato presente, de modo que a detecgcédo do crescimento é visual.
O método empregado por Kali et al. (2015) ndo requer materiais ou equipamentos de alto
custo, é de simples interpretag¢éo dos resultados, e o uso da microplaca é vantajoso por ser
compacta e reduzir o volume de meio. Entretanto, o resultado néo é quantitativo.

Fonte das Meio de Carboidrato Forma de Parametros
leveduras cultivo avaliado incubacao Temperatura medidos
Cald Glicose
aldo .
Sacarose Microplaca Mudancga da
B?Q;:s?e é’ﬁg?fg‘oo/o Lact Sem agitacao 25a30°C |coloragéo por
actose ali . i idificaca
carboidrato Andlise ap6s 7 dias acidificagcéo
Maltose
1 % Glicose
1 % Frutose
o S Microplaca
Banco de 0.7% YNB 2 % Sacarose Sem agitacdo o
cepas? Carb(;-idrato 55°% Maltose |Analise a cada 24 h 28°C DO 600 nm
. por 4 dias
2 % Maltotriose
1 % Melibiose
Maltose
Maltotriose
Glicose
Banco de YT Frutose Microplaca
cepas de MicroPlate™ Sem agitacao 25°C DO 590 nm
kombucha? (BioLog) Sacarose Analise apés 72 h
Melibiose
Raffinose
Celobiose
YP Glicose Frascos
Isoladas de W
oo + Agitagéo a 200 rpm o
de:;i?‘gazfe 50, Maltose Analise a cada 2 h 30°C DO 600 nm
¢ carboidrato Maltotriose por 72 h

Tabela 1 - Exemplos de metodologias de caracterizagcdo quanto a utilizacao de carboidratos.

Fonte: 'Kali et al. (2015), 2Methner et al. (2019), 3Bellut et al. (2018), *Araujo et al. (2018).

A fim de obter dados quantitativos, pode ser medida a densidade 6ptica do meio,
como feito por Methner et al. (2019), Bellut et al. (2018) e Araujo et al. (2018) (Tabela 1), no
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entanto, & necessario espectrofotdmetro ou leitor de microplaca. Dentre estes trabalhos,
destaca-se a metodologia usada por Methner et al. (2019), devido aos cuidados realizados
pelos autores: lavagem do in6culo para remover nutrientes residuais; padronizacdo do
indculo por contagem celular; uso de controle negativo para cada meio testado; triplicata;
incubacao sem agitacdo para mimetizar as condicdes de fermentagdo do mosto, mas, com
homogeneizacdo imediatamente antes da medicdo da DO para suspender a biomassa;
medicao periédica da DO para construgdo de curva de crescimento; e uso de meio de
cultivo no qual a Unica molécula organica em concentra¢do significativa & o carboidrato
testado.

A medicao periddica de DO permite determinar a duracdo da fase lag e a velocidade
de crescimento, e também foi feita por Araljo et al. (2018), que determinaram a velocidade
especifica de crescimento na fase exponencial para cada cepa. Por outro lado, como
Methner et al. (2019) testaram 110 cepas, o resultado de DO foi apresentado de forma
simplificada num mapa de calor, em que “houve crescimento” correspondia a DO maior que
0,4 e “ndo houve crescimento” a DO menor do que 0,4. Para uma cepa selecionada como
exemplo por néo utilizar maltose, Methner et al. (2019) mostraram a curva de crescimento
para cada meio de cultivo testado. Em outra abordagem, Bellut et al. (2018) apenas
avaliaram se a DO teve diferenca em relagéo ao branco apés a incubacéo.

As metodologias de Methner et al. (2019) e Araujo et al. (2018) também divergem
quanto ao uso de agitacdo, a composicdo do meio e ao uso de cepas comerciais para
comparacdao. A agitacdo ndo é recomendada, porque induz metabolismo aerdbico e, como
algumas leveduras consomem maltotriose somente em aerobiose (ZASTROW et al., 2001),
poderia resultar em falso positivo. Para contornar este problema, Aratjo et al. (2018)
adicionaram antimicina A, que € inibidor da respiragéo celular, ao meio com maltotriose.

Em relagcdo a composi¢éo do meio, Methner et al. (2019) usaram o meio YNB (base
nitrogenada para levedura), no qual as moléculas organicas estdo em baixa concentracgéo.
Por outro lado, Araujo et al. (2018) usaram meio YP, composto de 1% extrato de levedura
e 2% peptona, que também podem ser usados como fonte de carbono pelas leveduras,
resultando em crescimento basal para todas as cepas. Devido a maior precisdo do
resultado, o uso do meio YNB é mais recomendado do que o meio YP para avaliacdo da
utilizagéo de carboidratos.

Por fim, Araujo et al. (2018) utilizaram 4 cepas comercialmente utilizadas na produgao
de cerveja para comparar os resultados obtidos com as cepas isoladas, permitindo avaliar a
quao significativa era a velocidade especifica de crescimento de cada cepa. Methner et al.
(2019) néo utilizaram cepas comerciais para comparacéo, fazendo apenas uma distingao
entre crescimento ou ndo de cada cepa, mas, seria interessante se tivessem utilizado um
controle para comparar a DO méxima e velocidade de crescimento das cepas isoladas com

cepas comerciais.
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3.2 Tolerancia ao Luapulo

O lupulo confere amargor a cerveja e atua como antimicrobiano (ALMAGUER et al.,
2014; DELYSER; KASPER, 1994). A acéo antimicrobiana do lupulo é mais eficiente contra
bactérias gram-positivas do que contra a maioria das bactérias gram-negativas, fungos
filamentosos ou leveduras (EDWARDSON, 1952; OHSUGI et al., 1997; SALLE et al.,
1949). As propriedades antimicrobianas do lupulo sdo majoritariamente consequentes dos
a-acidos e dos B-acidos (SRINIVASAN et al., 2004). Os a-acidos presentes sdo humolona,
cohumolona, adhumolona, prehumulona e posthumulona, cujas formas isomerizadas (iso-
a-acidos) contribuem para o amargor da cerveja. Enquanto isso, os B-acidos presentes
séo lupolona, colupulona, adlupolona, prelupolona e postlupulona (SRINIVASAN et al.,
2004). Os B-acidos geralmente estdo presentes em menor concentragdo no mosto do que
0s iso-a-acidos devido a baixa solubilidade no mosto (SAKAMOTO, KONINGS, 2003) e
pela preferéncia por lipulo com menores teores de B-acidos, uma vez que os B-acidos
séo indesejados na cerveja porque seus produtos da oxidagao apresentam caracteristicas
organolépticas desagradaveis (DE KEUKELEIRE, 2000). Portanto, apesar dos [3-acidos
apresentarem atividade antimicrobiana maior do que os iso-a-acidos (METHNER et al.,
2019), a analise do efeito do lupulo na cerveja normalmente é baseada na concentragéo de
iso-a-acidos (BELLUT et al., 2018).

A concentracdo de iso-a-acidos é mensurada em International Bitterness Units
(IBU), de modo que 1 IBU corresponde a 1 ppm de iso-a-acidos (HUNTER; DOMPKOWSKI,
2018). A mensuragdo do IBU pode ser feita por HPLC, cromatografia de troca ibnica,
cromatografia liquida com deteccdo de absorbancia ultravioleta ou com espectroscopia
de massa, ou linguas eletrdnicas, porém o método mais recomendado é a extra¢do dos
iso-a-acidos com iso-octano, seguida pela determinagdo da absorbancia em 275 nm
(NASCIMENTO et al, 2021). Os valores de IBU divergem entre tipos de cerveja ou ainda
dentro do mesmo tipo, devido a modificagdes nos ingredientes e nas receitas utilizados. Por
exemplo, a Weisse varia de 3 a 6 IBU, a Lager estilo americana varia de 5 a 15 IBU, a Pale
Ale estilo internacional varia de 20 a 42 IBU, e alguns tipos de cerveja podem chegar a 100
IBU (BREWERS ASSOCIATION, 2020).

Acapacidade de uma cepa tolerar iso-a-acidos € uma caracterizagéo frequentemente
realizada na selecé@o de cepas para producado de cerveja (Tabela 2). Methner et al. (2019)
realizaram os testes de tolerancia ao lupulo simultaneamente ao teste de fermentacéo de
carboidratos, utilizando microplacas e considerando como cepas tolerantes aquelas que
apresentaram aumento de densidade 6ptica de pelo menos 0,4 apds 4 dias de incubacéo.
Nestes ensaios, utilizaram meio sintético composto por YNB e YCB (base carbono para
levedura) enriquecido com extrato de lupulo comercial isomerizado, para atingir 50 e 100
IBU de iso-a-acidos, ou com extrato de lupulo comercial rico em B-&cidos, para atingir

100 e 200 ppm de B-acidos, avaliando a tolerancia para iso-a-acidos e para (-acidos
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separadamente e em mistura. A desvantagem do método de Methner et al. (2019) € a
utilizacao de meio sintético ao invés de mosto cervejeiro, o que pode afetar o metabolismo
do microrganismo e, portanto, o resultado obtido pode ser diferente do comportamento da

levedura em mosto cervejeiro lupulado.

. Concentracao de iso-a- A
Fonte das Meio de P o Forma de Parametros
leveduras cultivo acidos (IB‘lBJ,%a B-acidos incubacao Temperatura medidos
50 IBU
100 IBU
0,7 % YNB + 100 BA Microplaca
m Lo
ngco c11e 2,33t%tYCCDiB pp A S,?_m agnagao24 28 °C DO 600 nm
pas + extrato de 200 ppm BA nélise a cada
lGpulo h por 4 dias
50 IBU + 100 ppm BA
100 IBU + 200 ppm BA
Banco de Mosto 018U Se;ris?; S 50
cepas de cervejeiro + 50 IBU Andlise a?caga 40 25°C DO 600 nm
kombucha? | iso-a-4cidos 100 IBU min por 96 h
Mosto Frascos
Banco de cervejeiro Sem agitacao o Andlise
cepas?® lupulado + 25 IBU Analise ap6s 2 223°C sensorial
glicose semanas

Tabela 2 - Exemplos de metodologias de caracterizagdo quanto a tolerancia ao lapulo.

Fonte: 'Methner et al. (2019), 2Bellut et al. (2018), 3Osburn et al., (2018).

Ao contrario de Methner et al. (2019), Bellut et al. (2018) e Osburn et al. (2018)
utilizaram mosto cervejeiro como meio de cultivo. O mosto usado por Bellut et al. (2018)
foi preparado dissolvendo extrato em p6 de malte cervejeiro em agua e enriquecendo com
iso-a-acidos, sem avaliar o efeito de B-acidos (Tabela 2). Outra diferenca é que Bellut et al.
(2018) usaram frascos que apresentem menor area de troca gasosa por volume de meio
do que as microplacas, portanto, simulando melhor as condi¢cdes de fermentacéo industrial
mesmo que dificultando a analise simultdnea de muitas cepas.

Osburn et al. (2018) prepararam mosto cervejeiro por mosturacdo, com adicéo de
lipulo na etapa de fervura, e conduziram a fermentagdo em frascos com airlock (Tabela
2). Dessa forma, as cepas foram submetidas a condi¢6es mais proximas as condi¢bes de
producdo de cerveja artesanal do que nos métodos utilizados por Methner et al. (2019)
e Bellut et al. (2018). A modificacdo da receita do mosto consistiu na adicdo de glicose
ao mosto, provavelmente para favorecer o crescimento de cepas que ndo sejam capazes
de utilizar maltose e maltotriose. A desvantagem da utilizacdo de mostos cervejeiros é a
variedade de tipos de mosto e de teores de IBU, de modo que o pesquisador precisa optar
por um ou alguns tipos de mosto para testar.

Aabordagem utilizada por Osburn et al. (2018) também se destaca das demais porque
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avaliaram o aroma gerado, fazendo uma Unica etapa de sele¢do através da fermentagéo de
mosto cervejeiro em menor escala (aproximadamente 400 mL), de modo que o crescimento
foi determinado de forma indireta através da alteragdo do aroma. A vantagem deste método
€ que exclui cepas que ndo contribuem a um aroma interessante independente das demais
caracteristicas, como capacidade de fermentagéo de carboidratos. Através deste método,
0s autores conseguiram selecionar leveduras com potencial para produg¢éo de diferentes
aromas ao mesmo tempo que avaliaram a tolerancia ao lupulo, num Unico ensaio.

Os resultados de Methner et al. (2019) e Bellut et al. (2018) indicam que a maioria
das leveduras nao séao inibidas pelas concentracbes de acidos de lupulo testadas, por
exemplo, dentre as 110 cepas avaliadas por Methner et al. (2019), somente trés cepas nao
cresceram em 200 ppm de B-acidos e somente uma cepa foi inibida por 100 IBU. Dentre
as cepas testadas por Bellut et al. (2018), todas apresentaram aumento da DO de pelo
menos 0,6 e algumas cepas cresceram mais rapido do que a cepa comercial usada como
controle, no entanto, nenhuma cepa atingiu o valor de DO final do controle provavelmente
por ndo serem capazes de metabolizar todos os carboidratos do mosto. Methner et al.
(2019) observaram que as leveduras possuem uma maior resisténcia para os compostos
iso-a-acidos do que em relagdo com os B-acidos e que as misturas de iso-a-acidos com
B-acidos resultam em maior inibicdo, que indica que as propriedades antimicrobianas
desses compostos podem agir de modo acumulativo sobre os microrganismos presentes.

Os valores testados por Methner et al. (2019) e por Bellut et al. (2018) sao maiores
do que as concentracbes presentes na grande maioria dos mostos cervejeiros utilizados
comercialmente, mas, existem tipos de cerveja com valores elevados de até 100 IBU
(BREWERS ASSOCIATION, 2020).

3.3 Tolerancia ao Etanol

O etanol é um estressante ambiental para leveduras, de modo que, quanto maior
a concentragdo de etanol, maior sera a fluidez da membrana plasmatica, gradualmente
prejudicando sua integridade estrutural, reduzindo a velocidade de crescimento e podendo
levar a morte celular (DING et al., 2009). As leveduras possuem diferentes estratégias
para contornar o efeito negativo do etanol, como a inser¢do de compostos na membrana
plasmatica para aumentar a estabilidade, a expressao de fatores capazes de estabilizar ou
reparar as proteinas prejudicadas pelo etanol e a expressao de outros genes relacionados
a tolerancia a diferentes tipos de stress (YOU et al.,, 2003; MACPHERSON et al., 2006;
BETZ et al., 2004; SWAN, WATSON, 1998; VIANNA et al., 2007).

Cepas utilizadas comercialmente apresentam maior eficiéncia de produgdo de
etanol e tolerancia a etanol do que as cepas nao-convencionais (CAPECE et al., 2018).
O uso de espécies ndo-convencionais pode ser feito junto com cepas comerciais, em
cofermentacdo ou em fermentagdo sequencial. Tal processo pode resultar em cervejas
com caracteristicas aromaticas e gustativas diferenciadas como consequéncia do uso de
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espécies nao-convencionais, enquanto a concentragdo alcodlica permanece em niveis
adequados devido a fermentagdo por cepas convencionais (CANONICO et al., 2016;
RAVASIO et al., 2018). No caso da cofermentacao, a cepa ndo-convencional estara sujeita
a concentragbes crescentes de etanol ao longo da fermentagéo, por isso, € importante
caracterizar a tolerancia ao etanol (MUKHERJEE et al., 2017). Grijalva-Vallejos et al., (2020)
ressaltam que diferentes cepas da mesma espécie podem apresentar resultados bastante
contrastantes de tolerancia a etanol e outras condi¢gdes ambientais, logo, é importante a
realizagdo da caracterizagdo, independente da classificacao filogenética.

A selecéo de leveduras com tolerancia a etanol pode ser realizada através da adi¢cao
de etanol ao meio durante as etapas de isolamento ou caracterizagdo (CUBILLOS et al.,
2019). Semelhante ao ensaio de tolerancia ao lipulo, Methner et al. (2019) avaliaram a
toler&ncia ao etanol utilizando meio composto por YNB e YCB enriquecidos com diferentes
concentragdes de etanol considerando como cepas tolerantes aquelas que apresentaram
aumento de densidade Optica de pelo menos 0,4 ap6s 4 dias de incubacao (Tabela 3).
Novamente, a desvantagem deste procedimento esta no uso do meio sintético ao invés do
mosto cervejeiro, uma vez que os componentes do mosto podem influenciar positivamente

ou negativamente a tolerancia ao etanol.

Fonte das Meio de cultivo Concentracao de _Forma cle Temperatura Param_etros
1%
2% Microplaca
0,7 % YNB + 2,33 Sem agitacao o
Banco de cepas’ % YCB + Etanol 5% Andlise a cada 28 °C DO 600 nm
8 % 24 h por 4 dias
10 %
0%
9 . DO 595 nm ou
Banco de cepas de 10 % Tubos de ensaio o =
vinho? YPD + Etanol 5% Sem agitagéo 22 0u 37°C formgggo de
18 %
2%
Fermentagéo 5 % Placas de petri =
espontanea de GPY + Etanol Andlise a cada 30 °C Fo;r;g%?:sde
chicha3 10 % 24 h por 3 dias
12 %*

Tabela 3 - Exemplos de metodologias de caracterizagdo quanto a tolerancia ao etanol.

Fonte: 'Methner et al. (2019), 2Benitez et al. (1983), 3Grijalva-Vallejos et al. (2020).

Meios sintéticos também foram utilizados por Benitez et al. (1983) e por Grijalva-

Vallejos et al, (2020). Grijalva-Vallejos et al., (2020) compararam o crescimento das
cepas isoladas das chichas com o crescimento de cepas comerciais usando o meio GPY

(4 % glicose, 0,5 % peptona e 0,5 % extrato de levedura) enriquecido etanol em placas
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Petri. Benitez et al. (1983) visavam a caracterizacéo de leveduras Saccharomyces para a
producdo de vinho e utilizaram YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose)
enriquecido com concentracbes maiores de etanol, conduzindo os ensaios em duas
temperaturas (Tabela 3).

O principal diferencial do trabalho de Benitez et al. (1983) foi na analise dos
resultados: para cada ensaio, calcularam o tempo de duplicagcéo a partir da densidade éptica
medida, caracterizando o crescimento; além disso, separadamente, avaliaram a liberacao
de gas com tubo de Durham, caracterizando a capacidade fermentativa. Dessa forma,
demonstraram que a capacidade fermentativa ndo esté relacionada ao crescimento, uma
vez que a influéncia do etanol foi maior no crescimento do que na capacidade fermentativa.
Inclusive, algumas cepas apresentaram alta capacidade fermentativa em condi¢cdes em que
nao apresentaram crescimento celular (Benitez et al., 1983), o0 que sugere que a medida da
liberagdo de CO, pode ser um pardmetro mais Gtil do que a densidade Optica comumente
utilizada.

As concentragbes de etanol testadas por Methner et al. (2019) e Grijalva-Vallejos et
al., (2020) incluem os valores comumente encontrados na cerveja, entre 2 e 6% (WOOD,
1998), mas também incluem concentragées de até 10 %, que sdo menos comuns. Methner
et al. (2019) destacam que houve uma redug¢do no numero de cepas tolerantes conforme
a concentracdo de etanol aumenta: dentre as 110 cepas testadas somente 1 cepa ndo
tolerou 5 % de etanol, enquanto aproximadamente 25 % nao toleraram 8 %. Os resultados
obtidos evidenciam que o aumento da concentra¢do de etanol resulta na desaceleracéo
do crescimento das leveduras, havendo um limite que, uma vez ultrapassado, pode
impedir por completo o crescimento das cepas presentes na solu¢do. Portanto, o uso de
concentragcbes elevadas de etanol, como feito por Benitez et al. (1983), que utilizaram
apenas concentracdes acima de 10 %, é indicado somente se € desejavel obter cepas que
serdo submetidas a estas condi¢des, uma vez que tende a reduzir a variedade e quantidade
de cepas selecionadas.

Benitez et al. (1983) também observou que as cepas utilizadas apresentaram
uma maior toleréncia ao etanol em temperaturas menores, apresentando crescimento
até a concentracdo de 18 % a 22 °C, enquanto o crescimento parava completamente na
concentragédo de 15 % a 37 °C. Este resultado é esperado uma vez que o aumento da
temperatura também causa o aumento da fluidez da membrana, de modo que o acimulo de
estressores ambientais acarreta um nimero reduzido de cepas selecionadas. Por um lado,
€ importante que sejam avaliados os efeitos dos fatores limitantes para o crescimento das
leveduras em conjunto, mas, por outro lado, deve-se mimetizar as condicbes da producéo
da cerveja. Portanto, é interessante que o ensaio de tolerancia ao etanol seja realizado em
mosto cervejeiro contendo lipulo, mas, em temperaturas menores do que as utilizadas por
Methner et al. (2019) e Grijalva-Vallejos et al., (2020), e mais proximas das temperaturas
comumente utilizadas. E possivel que a porcentagem das cepas avaliadas por Methner et
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al. (2019) e Grijalva-Vallejos et al., (2020) que toleram etanol a 8% e 10 % fosse maior se
0s experimentos tivessem sido realizados a 20 °C, por exemplo.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Para a produgao de cerveja, a escolha de cepas que melhor se adequem a receita
escolhida e, assim, apresente as caracteristicas desejadas é uma etapa crucial para que
a cerveja produzida expresse a qualidade almejada atendendo as expectativas tanto do
produtor quanto do consumidor. A escolha dos métodos de selecdo e caracterizagdo a
serem empregados deve ser cuidadosamente realizada, tendo em mente os principais
critérios para que as cepas escolhidas sejam adequadas para a produgéo da cerveja de
interesse, tolerando os estressores presentes durante o processo de producdo e sendo
capazes de produzir aromas e sabores adequados ao tipo de cerveja.

Outros critérios importantes na escolha da metodologia sdo o nimero de cepas a
serem avaliadas e as limitagdes técnicas e orcamentéarias. Existe uma grande gama de
métodos que podem ser empregados de modo individual ou complementar, dependendo do
tipo de produto que se deseja obter e dos recursos disponiveis. Ao aplicar estes métodos,
recomenda-se usar temperatura de incubagéo proxima a temperatura de processo e incluir
metodologias que avaliem os aromas e 0s sabores gerados.

Por conta da diversidade de tipos de cerveja, nenhum dos critérios de caracterizagao
analisados no presente artigo deve ser considerado como excludente na selecéo da cepa
quando nao é definido um tipo especifico de cerveja a ser produzida. Por exemplo, cepas
que utilizam maltose e maltotriose podem ser usadas para produgdo de cerveja sem
alcool ou para agregar aromas em cerveja com alcool em cofermentacao ou fermentagéo
sequencial. Leveduras com baixa tolerancia ao lGpulo sdo raras, mas, ainda poderiam ser
usadas para produzir cervejas com baixo valor de IBU. Portanto, € importante definir o tipo
de cerveja que se almeja produzir para definir as metodologias a serem empregadas.
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