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RESUMO

PEREIRA JUNIOR, Paulo Cesar da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2019. Estudo da fermentacdao em co-cultura de leveduras
Saccharomyces e nao-Saccharomyces para producao de cervejas. Orientador:
Wilmer Edgard Luera Pefia. Coorientadores: Monique Renon Eller e Nélio José de
Andrade.

As cervejas especiais que apresentam diversificagdo de sabores e aromas estéo
ganhando espaco no mercado. Nesse sentido, o uso de técnicas inovadoras de
producao tornou-se essencial para o atendimento ao mercado. O uso de leveduras
nao-Saccharomyces tem sido aplicado de forma isolada ou em co-cultura com a
tradicional Saccharomyces cerevisiae de modo a obter cervejas de caracteristicas
unicas. Dessa forma, este trabalho teve objetivo de avaliar o uso de diferentes
proporcoes entre leveduras nao-Saccharomyces (Pichia anomala, Candida apicola e
Torulaspora delbrueckii) em co-cultura com S. cerevisiae em diferentes concentracoes
iniciais do mosto na elaboragéo de cervejas. Para isto, foi realizado um delineamento
composto central rotacional. Foi utilizado a técnica de citometria de fluxo na avaliagao
das proporcdes entre as leveduras, cromatografia liquida de alta eficiéncia na
quantificacao de acucares, glicerol e etanol, cromatografia a gas na avaliacao dos
compostos volateis e por fim, foi realizado uma avaliagdo sensorial com beer
sommeliers das cervejas oriundas dos ensaios com teor de etanol otimizado. Na co-
cultura com S. cerevisiae e T. delbrueckii, esta Ultima dominou a fermentagao quando
inoculada em proporcdes acima de 1:100. A producéo de etanol maxima desta co-
cultura foi de 6,07% (v/v). Na co-cultura entre S. cerevisiae e P. anomala, foi
observado competicdo entre elas na maior parte dos ensaios com predominio da S.
cerevisiae ap6s 5 dias de fermentacdo, sendo a concentragdo maxima de etanol
atingida de 3,92% (v/v). A co-cultura entre S. cerevisiae e C. apicola, bem como da
cultura pura de S. cerevisiae, tiveram producao maxima de etanol de 5,09 e 3,31%
(v/v), respectivamente. O perfil de volateis ficou caracterizado por uma alta producao
de acetato de etila nas co-culturas envolvendo P. anomala. As fermentagdes
conduzidas com T. delbrueckii ndo apresentaram teores de volateis superiores ao
ensaio controle, ndo trazendo a caracteristica frutada esperada. Os compostos alcool
2-feniletil, 1-propanol e alcool isobutilico ficaram com concentragdes abaixo do limiar
de percepcdo em todas as condi¢des testadas, ao contrario do alcool isoamilico e



octanoato de etila. As cervejas foram avaliadas sensorialmente e caracterizadas com
sabor e aroma doce alto, devido ao residuo de extrato ndo consumido na fermentacao.
No atributo frutado/ésteres, a nota mais alta foi para a cerveja produzida na co-cultura
com C. apicola, e a menor nota para a cerveja elaborada em co-cultura com T.
delbrueckii. No geral as cervejas tiveram notas baixas para os atributos referentes a
defeitos, indicando que as condi¢gdes impostas de fermentacdo e todo processo de
producédo foram conduzidas de forma adequada. Assim, o uso de leveduras nao-
Saccharomyces em co-cultura com S. cerevisiae pode ser uma alternativa para a

producao de cervejas especiais.

Palavras-chave: Cervejas especiais. Compostos aromaticos. Torulaspora delbrueckii.
Pichia anomala. Candida apicola.



ABSTRACT

PEREIRA JUNIOR, Paulo Cesar da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2019. Study of fermentation in Saccharomyces and non-Saccharomyces
yeast co-culture for beer production. Adviser: Wilmer Edgard Luera Pefa. Co-
advisers: Monique Renon Eller and Nélio José de Andrade.

The special beers present diversified flavors and are taking market space. That way,
innovative technics are essential to reach the market desires. The use of non-
Saccharomyces yeasts had been applied lonely or in co-cultures with the traditional
Saccharomyces cerevisiae to obtain unique beers. To achieve that, this work has the
objective of evaluate use of different proportions between non-Saccharomyces yeasts
(Pichia anomala, Candida apicola e Torulaspora delbrueckii) in co-culture with S.
cerevisiae in different initial concentrations of must to elaborate beers through a central
rotational composite design. Flux cytometric was utilized to evaluate the proportion
between yeast during fermentation, high performance liquid chromatography for sugar,
glycerol and ethanol measurement, gas chromatography for volatile compounds and

finally, a sensory evaluation was performed with beer sommeliers of the beers from
the ethanol optimized tests. When S. cerevisiae and T. delbrueckii were utilized
together, the last dominated fermentation when inoculated in proportions above 1:100.
Maximum ethanol production for this co-culture was 6,07% (v/v). In the co-culture with
P. anomala and S. cerevisiae, was observed competition between then in most part of
assays, but S. cerevisiae predominate after 5 days, being maximum ethanol
concentration of 3,92% (v/v). Co-cultures with C. apicola and S. cerevisiae, and S.
cerevisiae alone had the maximum ethanol of 5,09 and 3,31% (v/v), respectively. The
profile of volatiles was characterized by a high concentration of ethyl acetate in P.
anomala co-cultures. Fermentations with T. delbrueckii didn’t presented different
concentrations when compared to control and didn't presented the fruity flavor
expected. 2-fenilethyl ethanol, 1-propanol, isobutyl alcohol presented concentrations
below the threshold of perception in all applied conditions, unlike isoamyl alcohol and
ethyl octanoate. Beers were sensorial evaluated and characterized with high notes of
sweet smell and taste, due to excess of residual extract from fermentation. Beer
produced with C. apicola showed the higher note for fruity/esters attribute, and with T.
delbrueckii the minor ones. Overall, the beers scored poorly on defect attributes,
indicating that fermentation conditions and the whole production process were properly



conducted. Thus, the use of non-Saccharomyces yeast in co-culture with S. cerevisiae
may be an alternative for the production of specialty beers.

Keywords: Special beers. Aromatic compounds. Torulaspora delbrueckii. Pichia
anomala. Candida apicola.
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1 INTRODUGAO

A cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais antigas no mundo, com registros
de que sua origem tenha sido no Oriente Médio ou no Egito, por volta de 6000 anos
a.C. Entretanto, a cultura europeia foi a responsavel pelo desenvolvimento da bebida,
bem como da ciéncia e inovagéao que a envolvem (MORADO, 2009).

O consumidor atual de cervejas tem buscado por produtos que Ihes oferecam
uma experiéncia unica de sabores e aromas, e a cerveja artesanal, por ser elaborada
com insumos nobres e técnicas de producao diversificadas, tem atendido a esta
demanda. Com isso, 0 mercado de cervejas artesanais tem crescido de forma
expressiva no Brasil (SEBRAE, 2017).

Na producéo de cerveja, varias sao as possibilidades de combinagéo entre os
insumos que irdo gerar bebidas com caracteristicas distintas. Além disso, as leveduras
utilizadas no processo fermentativo exercem papel fundamental nesta diferenciacgéo,
pois S840 as responsaveis por converter o agucar e demais componentes do mosto em
alcool, diéxido de carbono e uma série de compostos aromaticos, como alcoois
superiores, ésteres e compostos carbonilicos (PIRES et al., 2014).

Dessa forma, a industria cervejeira passou a desenvolver novas técnicas de
fermentagdo, bem como utilizar diferentes cepas das tradicionais Saccharomyces
cerevisiae e outras de género nao-Saccharomyces (GONZALEZ; QUIROS e
MORALES, 2013; JOHNSON, 2013; BASSO; ALCARDE e PORTUGAL, 2016) que,
se introduzidas de forma controlada, podem contribuir com a diversidade de sabores
e aromas dessas bebidas (PIRES et al., 2014)

Outra estratégia utilizada na producao de cervejas tem sido o uso de mostos
com alta densidade. Essa pratica permite aumentar a capacidade da planta industrial
sem a necessidade de grandes investimentos, diminuindo os custos e tempo de
producado (STEWART, 2010). Além disso, essa pratica favorece a producao de ésteres
de acetato e alcoois superiores que em niveis adequados favorece o aroma da bebida
(SAERENS et al., 2008b). Entretanto, essa estratégia pode ocasionar mudancas no
metabolismo das leveduras devido ao estresse pela alta pressdo osmoética no
momento inicial da fermentagdo (PULIGUNDLA et al., 2011), bem como o alto teor
alcodlico no final da fermentacéo, que pode ser téxico e um fator limitante para muitas
células (BLIECK et al., 2007; HU et al., 2007).
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Assim, a aplicagao de leveduras nao-Saccharomyces em conjunto com a S.
cerevisiae em diferentes concentragdes iniciais do mosto cervejeiro pode resultar em
bebidas com atributos sensoriais distintos, sendo interessante a avaliacdo do

comportamento e real contribuicdo dessas leveduras durante o0 processo de
fermentacgao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cerveja

A legislagdo brasileira define cerveja como sendo a bebida resultante da
fermentacdo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de
extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocg¢édo adicionado de
lupulo ou extrato de lupulo, hipétese em que uma parte da cevada malteada ou do
extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro (BRASIL,
2019). Entretanto, mesmo a legislacdo mais recente ndao aborda nenhuma
diferenciacao entre os termos cerveja e cerveja artesanal. A associacao de cervejeiros
artesanais dos Estados Unidos define cerveja artesanal como aquela produzida em
pequena escala, com processo de fermentacdo e maturacao relativamente lento e
com matérias-primas de boa qualidade que vao dar origem a produtos diferenciados
das cervejas comerciais mais populares (BREWERS ASSOCIATION, 2019a).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de cervejas com 14 bilhdes de litros
por ano e ocupa a 27° posigao no ranking em consumo (CERVBRASIL, 2016). Deste
volume total produzido, estima-se que aproximadamente 380 milhdes de litros, ou
seja, 2,7%, sejam produzidos por cervejarias artesanais independentes (LAPOLLI,
2018).

No Brasil, a producao e o consumo de cerveja artesanal ainda sao pequenos
se comparados a outros paises da Europa e Estados Unidos. Sé neste ultimo, 4.522
microcervejarias movimentaram US$ 27,6 bilhdes em 2018, enquanto que no Brasil
neste mesmo periodo constavam 889 microcervejarias registradas no Ministério da
Agricultura (MARCUSSO e MULLER, 2018; BREWERS ASSOCIATION, 2019).
Apesar da quantidade de microcervejarias registradas no Brasil ser pequena em
relacdo aos EUA, o aumento dos registros entre 2017 e 2018 foi de 23%, sendo um
salto bastante expressivo no cenario nacional (GOVERNO DO BRASIL, 2019). Este
aumento esta relacionado a mudanga de habito dos consumidores, que estdo mais
exigentes em qualidade e a procura de produtos que lhes oferecam melhores
experiéncias sensoriais.

A cerveja é fonte de vitaminas, minerais e antioxidantes (ASTRUP et al., 2016).

Dessa forma, o consumo moderado dessa bebida (1 dose de cerveja de 330 mL com
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4% m/v de alcool por dia para mulheres e 2 doses para homens) poderia contribuir
com a redugao de uma série de doengas cardiovasculares, diabetes tipo Il e deméncia
(RONKSLEY et al., 2011; DE GAETANO et al., 2016).

2.1.1 Processo de producao

O processo de producdo de cervejas, de forma simplificada, consiste em

malteacao, brassagem, fermentacéo, maturagcao e envase (Figura 1).
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Figura 1 — Etapas do processo de produgdo de cervejas (Adaptado de ENCYCLOPAEDIA
BRITANNICA, 2012).

A etapa de malteacdo, na maioria dos casos, ocorre ainda fora da cervejaria,
em uma unidade industrial chamada de maltearia. Na maltearia os gréaos
(principalmente de cevada) passam por um processo controlado de maceracéo,
germinagao e secagem com objetivo de ativar a producao de enzimas pelos graos
(MORADO, 2009).

O passo seguinte a malteacao € a brassagem, que compreende as etapas de
moagem dos graos, mosturagao, filtragéo ou clarificagdo do mosto, lupulagem, fervura
e resfriamento. Na moagem, o endosperma do grao € exposto. Na mosturacdo os
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graos serao suspensos em agua com temperatura controlada para a conversao do
conteudo amilaceo em acgucares fermentesciveis (maltotriose, maltose, glicose) e
dextrinas por meio da acao das enzimas ativadas no processo de malteacao. Apds a
hidrélise do amido, o mosto € filirado através da cama oriunda do proéprio bagaco dos
graos e torna-se clarificado. A préxima etapa € a lupulagem e fervura, que tém como
objetivo a eliminacdo de possiveis contaminacées no mosto, bem como a
isomerizagdo dos a-acidos do lupulo, originando os iso-a-acidos que irdo conferir o
amargor da cerveja. Apos a fervura, faz-se o whirlpool (redemoinho) para facilitar a
decantacéao do frub (proteinas desnaturadas e resinas do lupulo). Em seguida, é feito
o resfriamento rapido do mosto, o qual sera oxigenado e assim estara pronto para
receber a levedura responsavel pela fermentacao (VENTURINI FILHO, 2010).

A fermentacdo principal inicia no momento em que sao adicionadas as
leveduras e termina quando a maior parte dos agucares fermentesciveis tenha sido
consumida, gerando produtos como o alcool, didxido de carbono (CO2) e os
compostos secundarios, que juntamente com compostos oriundos dos maltes e
lGpulos, irdo conferir o flavor da cerveja (KROGERUS et al., 2017; PIRES et al., 2014;
STEENSELS e VERSTREPEN, 2014). Ap6s este periodo, inicia-se a fermentagao
secundaria, na qual a temperatura do tanque é aumentada com objetivo de estimular
que as leveduras metabolizem compostos indesejaveis como o diacetil (2,3-
butanodiona), que se nao transformado pode conferir sabor de manteiga rancosa a
cerveja (KROGERUS e GIBSON, 2013).

Na maturacéo, a cerveja € resfriada para em torno de 0 °C com intuito de
favorecer a decantagdo das leveduras e reacgdes fisico-quimicas que irdo refinar o
sabor e aroma da bebida. Concluida a etapa de maturacéao, a cerveja pode ser filtrada
ou nao, padronizada e entao seguir para o envase (MORADO, 2009).

2.2 Leveduras

As leveduras sao microrganismos unicelulares, pertencentes ao reino Fungi,
com formato esferoidal a ovoide (MADIGAN et al., 2016). As espécies de leveduras
predominantes na elaboragcdo de bebidas alcodlicas pertencem ao género
Saccharomyces, especialmente S. cerevisiae (VARELA, 2016). As diferentes cepas
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utilizadas exercem papel fundamental no desenvolvimento do sabor e aroma das
bebidas.

Leveduras cervejeiras sdo classificadas em Ales (alta fermentacéo), as quais
possuem temperaturas 6timas de producédo de etanol entre 18 a 22 °C, e Lager’s
(baixa fermentacdo), para as quais temperaturas 6timas ficam entre 7 a 15 °C
(VENTURINI FILHO, 2010). As leveduras Ales sdo geralmente da espécie S.
cerevisiae, enquanto as produtoras de cervejas lagers sdo S. pastorianus, uma
espécie hibrida entre S. cerevisiae e S. eubayanus (BAKER et al., 2015).

Na Figura 2 estdo demonstradas as principais vias metabdlicas adotadas pelas
leveduras e relevantes para o processo de produgado de bebidas, bem como alguns
intermediarios das reacdes e seus produtos, durante o processo de fermentacao na
producao de cervejas.
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Figura 2 - Esquema geral das principais vias metabdlicas de levedura cervejeira e os produtos formados
durante a transformagao do mosto em cerveja (PIRES et al., 2014).

As leveduras nao sao so6 responsaveis pela producao direta de alcool e COz,
mas também participam da bioconversdo de precursores de aroma e sabor como
alcoois de monoterpeno, norisoprenoides e alcoois alifaticos (KING e RICHARD
DICKINSON, 2000). Estes compostos, quando ligados covalentemente a uma fracao
de acgucar, muitas vezes [(3-D-glicose, formam glicosideos nao volateis e inodoros.

Entretanto, com a agcédo de enzimas como a $-glicosidase, produzidas principalmente
15



pelas leveduras ndo-Saccharomyces, passam a contribuir positivamente no aroma por
terem a fracdo de acgucar removida (DAENEN et al., 2008; STEENSELS e
VERSTREPEN, 2014; VANDERHAEGEN et al., 2003).

O uso de leveduras nao-Saccharomyces de maneira controlada nos processos
de producdo de bebidas promove o desenvolvimento de aromas frutados. Essas
leveduras podem ser usadas na produgcdo de cervejas principalmente do tipo Ale,
atuando como bioflavorizantes, ou na producao de cervejas de baixo teor alcodlico.
(PIRES et al., 2014; BASSO; ALCARDE e PORTUGAL, 2016; MICHEL et al., 2016b).

Embora a aplicacdo de leveduras nao-Saccharomyces em processos de
producdo de cervejas seja recente, ha evidéncias crescentes do potencial para sua
utilizagdo na industria (BASSO; ALCARDE e PORTUGAL, 2016; MICHEL et al.,
2016b; VARELA, 2016). Muitas das espécies de leveduras ndo-Saccharomyces como
Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces anomalus, Debaryomyces spp., Pichia
spp., Candida krusei, Torulaspora delbrueckii entre outras participam dos processos
de fermentagdo espontanea de certos tipos de cervejas (ex: Lambics, Gueuze e
Rodenbach). Entretanto, estudos avaliando o comportamento destas leveduras em
cultura pura ou em co-cultura ainda sao escassos (SPITAELS et al., 2014; VARELA,
2016).

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae é uma espécie de levedura que possui grande
importancia industrial em varios segmentos (panificacao, cervejarias, destilarias e
usinas) devido a sua capacidade de converter de forma eficiente agucares (ex: glicose,
maltose, frutose entre outros) em etanol, didxido de carbono e compostos de baixo
peso molecular (WALKER e STEWART, 2016).

Com cerca de 5 a 10 ym de tamanho e formato esférico, oval ou cilindrico, a S.
cerevisiae se multiplica por brotamento e pode ser encontrada em varios ambientes
como solo, insetos, animais e em plantas (MADIGAN et al., 2016). Um minimo de
atividade de agua em torno de 0,65 é requerido para desenvolvimento da S. cerevisiae
e sua temperatura 6tima de crescimento varia de 20 a 30 °C em pH entre 4,5 e 6,5
(WALKER e STEWART, 2016).
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O uso de S. cerevisiae na producdo de bebidas é bem consolidado. Ainda
assim, muitas pesquisas sao realizadas a fim de identificar e selecionar novas cepas
(STEENSELS et al., 2014), verificar carateristicas de desempenho fermentativo com
foco no perfil aromatico (MEIER-DORNBERG et al., 2017), condicdes especificas de
fermentagdo que podem gerar mudancgas no metabolismo da levedura (ARELLANO-
PLAZA et al., 2017), entre outras.

2.2.2 Torulaspora delbrueckii

Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa) € uma espécie cujo uso é datado
a mais de 4.000 anos e para a qual atualmente tém sido realizados estudos de sua
utilizacéo na fermentacéo de vinhos (ALBERTIN et al., 2014) e também na produgéo
de cervejas de trigo do estilo alemdo, uma vez que os produtos derivados de seu
metabolismo conferem aromas que remetem ao de cravo e banana (TATARIDIS et
al., 2013; MICHEL et al., 2016a). Leveduras dessa espécie produzem alta
concentragao de alcoois superiores, ésteres, terpenos e aldeidos fendlicos como o 2-
feniletanol, que s&o importantes no aroma floral e frutado das bebidas, adicionando
complexidade a elas. Quando comparadas com o género Saccharomyces, as
espécies do género Torulaspora produzem baixas concentracdes de compostos
desagradaveis como &cidos volateis, acetaldeido, acetoina (especialmente em
fermentagdes com alta gravidade) e acido acético (BELY et al., 2008; RAYNAL et al.,
2011; AZZOLINI et al., 2015). Algumas cepas de T. delbrueckii apresentaram
resisténcia ao etanol em até 11% (v/v) em condicdes de producéao de vinho, entretanto
em producao de cervejas a resisténcia foi de até 5% (v/v) com capacidade de suportar
até 50 mg/L de iso-a-acido oriundo do lupulo (TATARIDIS et al., 2013; MICHEL et al.,
2016a).

Alguns trabalhos estudaram o comportamento de 7. delbrueckii em cultura pura
e em co-cultura com S. cerevisiae como em Canonico et al. (2016), os quais
verificaram que as bebidas produzidas com cultura pura de T. delbrueckii Disva 254
se apresentaram com baixo teor alcodlico (2,66% v/v), porém com boas
caracteristicas aromaticas, cor mais clara e espuma compacta e persistente. Em co-
cultura entre S. cerevisiae US-05 e T. delbrueckii Disva 254 verificou-se completa

conversdo dos agucares fermentesciveis, resultando em um efeito pequeno ou
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inexistente no teor alcodlico em relagéo ao controle (cultura pura de S. cerevisiae US-
05), porem com perfis aromaticos distintos. Entretanto, em estudo no qual foram
avaliadas 10 cepas de T. delbrueckii, apenas 1 foi capaz de metabolizar maltose,
principal acucar no mosto cervejeiro (MICHEL et al., 2016a). Assim, o uso de T.
delbrueckii em co-cultura com S. cerevisiae é interessante pois mesmo que a T.
delbrueckii apresente baixo consumo de maltose, a S. cerevisiae pode metabolizar
esse agucar, possibilitando ter na bebida final a contribuicao dos aromas provenientes
da T. delbrueckii sem perder em rendimento alcodlico.

2.2.3 Pichia anomala

Pichia anomala (Wickerhamomyces anomalus) € uma espécie de levedura néo-
Saccharomyces que apresenta boa plasticidade fisiol6gica, com capacidade de se
multiplicar em situagdes de estresse como auséncia de oxigénio, ampla faixa de
temperatura (entre 3 °C e 37 °C), condicdes extremas de pH (2,0 — 12,4) e condi¢des
osmoticas como atividade de agua 0,92 (NaCl) e 0,85 (glicerol), além de algumas
cepas tolerarem concentragdes de etanol até 12,5% (v/v) (FREDLUND et al., 2002;
PASSOTH et al., 2006; WALKER, 2011; PADILLA et al., 2018). Possuem capacidade
de metabolizar uma vasta gama de acucares como hexoses (glicose, galactose,
frutose), pentoses (arabinose, xilose), dissacarideos (sacarose, lactose),
polissacarideos, bem como alguns alcoois, acidos organicos, &cidos graxos e
hidrocarbonetos aroméaticos (WALKER, 2011).

O metabolismo central de carbono em P. anomala é regulado pela
disponibilidade de oxigénio e nao pela concentragdo de glicose (Crabtree negativo),
aumentando assim a velocidade da oxidagcdo de agucares pela via glicolitica sob
restricdo de oxigénio (efeito Pasteur) (FREDLUND, 2004; PASSOTH et al., 2006;
WALKER, 2011).

Leveduras dessa espécie sdo descritas como capazes de produzir varios
compostos aromaticos como o acetato de 2-feniletil, acetado de isoamila
(MINGORANCE-CAZORLA et al.,, 2003), propionato de etila, fenil etanol e
especialmente acetato de etila (PASSOTH et al., 2006). Em cervejas, o acetato de

etila influencia diretamente no sabor e aroma da bebida, possibilitando interessante
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carater frutado ou caracteristica indesejavel que remete a solvente, dependendo da
concentracdo (WHITE e ZAINASHEFF, 2010).

Swangkeaw et al. (2009) investigaram a produgdo e atividade de exo-
glicosidase por P. anomala na elaboracao de vinho. Foi observado que em meios
contendo celobiose, P. anémala foi capaz de produzir p-glicosidase, enzima que
promove a quebra de glicosideos nao volateis e inodoros em compostos aromaticos.
Os pesquisadores concluiram ainda que a producao da enzima pode ser estimulada
em concentracdes de etanol entre 4 e 20% (v/v) e inibida por glicose.

2.2.4 Candida apicola

Candida apicola, também conhecida como Torulopsis apicola, é uma levedura
nao-Saccharomyces osmotolerante, capaz de produzir sorolipideos que séo
biosurfactantes, acidos graxos de membrana e enzimas como redutases e proteases
(REID et al., 2012; GIRHARD et al.,, 2013). Sao naturalmente encontradas em
processos fermentativos envolvendo vinho e cachaga, nos quais sao relatadas com a
capacidade de produzirem compostos volateis que promovem aromas diversificados
a bebida (OLIVEIRA et al., 2005; TOFALO et al., 2009). Além disso, C. apicola foi
isolada do processo de fermentacdo de Mezcal, uma bebida alcodlica destilada,
produzida a partir do sumo fermentado do agave. Neste processo foi verificado a
capacidade da C. apicola em secretar B-frutofuranosidases com atividade

frutosiltransferase Uteis na sintese prebidtica (ARRIZON et al., 2012).

2.3 Fermentacoes mistas

As fermentagcbes comumente utilizadas na industria de cervejas séo
conduzidas a partir de monoculturas, ou seja, uma Unica cepa de levedura, geralmente
do género Saccharomyces, é responsavel por realizar o processo. Entretanto, alguns
tipos de cervejas como Berliner Weisse e Lambics sao elaboradas em um sistema de
fermentagdo mista envolvendo microrganismos distintos, sendo eles bactérias como
Lactobacillus spp. e Pediococcus spp. e também leveduras como Saccharomyces
spp. e Brettanomyces spp., gerando caracteristicas particulares a estas bebidas.

Recentemente tem-se estudado o uso de leveduras nao-Saccharomyces em
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fermentagdes mistas com Saccharomyces no intuito de melhorar a capacidade
fermentativa, bem como aprimoramento do perfil sensorial da cerveja (BASSO;
ALCARDE e PORTUGAL, 2016; BUDRONI et al.,, 2017; HOLT et al., 2018;
CANONICO et al., 2019).

Em fermentagcdes mistas ocorrem interagdes entre 0s organismos presentes no
processo, podendo elas serem positivas ou negativas. As principais formas de
interagdo entre leveduras sdo: a competicdo em que um organismo compete por
substrato ou mesmo por espago em relacdo ao outro; e amensalismo no qual um
organismo secreta compostos toxicos que prejudica o crescimento ou até mesmo
mata o outro. Essas interacbes sao influenciadas por fatores abioticos (pH,
temperatura, etanol, pressdo osmatica, nitrogénio disponivel, entre outros) e bibticos
(tipos de microrganismos, presenca de substancias toxicas, contato célula-célula,
entre outros), determinando a capacidade de um microrganismo se sobressair ou nao
em relacao a outros (CIANI et al., 2016).

Exemplos de interacao entre leveduras foram investigados por Albergaria et al.
(2010), que descobriram que uma fragao proteica extracelular de 2-10 kDa produzida
por S. cerevisiae CCMI 885 apresenta efeito fungistatico sobre Kluyveromyces
marxianus, K. thermotolerans, Torulaspora delbrueckii e Hanseniaspora guilliermondii
e um efeito fungicida sobre K. marxianus. Leveduras ndo-Saccharomyces também
podem agir contra a sobrevivéncia de outras leveduras, como verificado por Comitini
et al. (2004) . Esses autores descobriram que Pichia anomala e Kluyveromyces
wickerhamii podem secretar duas toxinas (micocinas) - KwKt e PIKT - que sao ativas
contra leveduras do género Brettanomyces.

Por outro lado, apesar da possibilidade de ocorréncia de interacdes entre essas
leveduras, varios experimentos conduzidos com fermentacdes mistas utilizando
propor¢gbes entre Saccharomyces e nao-Saccharomyces obtiveram resultados
positivos no aprimoramento sensorial das bebidas (CANONICO et al., 2017;
PUERTAS et al., 2017; HOLT et al., 2018; TOH et al., 2018).

Nesse sentido, fermentacao mista entre S. cerevisiae US-05 e T. delbrueckii
Disva 254 foi avaliada por Canonico et al. (2017) na producao de cerveja partindo de
um mosto com 12,3 °Brix de concentracao e proporcao de 1:20. Foi observado que T.

delbrueckii dominou a fermentacdo e as cervejas apresentaram maiores teores de
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alcool superior e ésteres em relagdo as produzidas por cultura pura de S. cerevisiae
US-05.

Outra pesquisa desenvolvida por Toh et al. (2018) também investigou a
fermentacdo mista entre S. cerevisiae US-04 e T. delbrueckii Td 291 e foi observado
um retardo acentuado da cepa US-04 na proporcéao 1:20, enquanto uma morte celular
precoce da cepa Td 291 foi observada na propor¢cdo 1:2. As culturas mistas
produziram quantidades significativamente maiores de decanoato de etila e
dodecanoato de etila (frutado/floral). Na proporcao 1:2 a producédo de octanoato de
etila (macéa/anis) foi significativamente maior, enquanto as cervejas na proporcéao 1:20
foram caracterizadas por uma boa producao de alcool superior, mas com quantidades
mais altas de acetaldeido (maca verde).

2.4 Compostos volateis e sua importancia no aroma e sabor das bebidas

Os compostos volateis sao impreterivelmente produzidos durante a
fermentacdo e sdo de extrema importancia no carater sensorial das bebidas. Na
Tabela 1 estdo resumidos os principais grupos de compostos volateis presentes em
cervejas.

Durante a fermentacdo do mosto, as leveduras produzem uma série de
compostos oriundos do seu metabolismo secundario, os quais s&o os principais
responsaveis pelo aroma das bebidas. Os principais grupos de compostos aromaticos
ativos sado élcoois superiores, ésteres, compostos de enxofre, fendis volateis,
dicetonas vicinais e aldeidos (KROGERUS et al.,, 2017; KROGERUS e GIBSON,
2013; PIRES et al., 2014). O perfil sensorial de bebidas ndo é construido levando-se
em consideracdo apenas um composto volatil, mas sim devido ao sinergismo entre
tais compostos (SAERENS et al., 2008a). Varios parametros durante o processo
produtivo das bebidas influenciam na producao dos compostos volateis. Um exemplo
€ 0 aumento da producao de ésteres que ocorre quando se tem aumento da
concentracdo de sélidos soluveis no mosto, independentemente se a levedura
utilizada € Ale ou Lager (SAERENS et al., 2008b).
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Tabela 1 — Principais compostos volateis presentes em cervejas, suas respectivas
férmulas quimicas, limiar de percepcao e impressao de aroma (MEILGAARD, 1975;
WHITE e ZAINASHEFF, 2010; PIRES et al., 2014).

. Limiar d~e Impressao de
Composto Estrutura quimica percepcao
aroma
] (mg/L)
Esteres de acetato
0
Acetato de etila ’ C)k o cH 25-30 Frutado/solvente
3 3
. . 0 CHs
Acetato de isoamila G )l\o - 1,2-2 Banana
. . (0] CHj;
Acetato de feniletil @A’ T 0,1-3,8 Rosas/Mel
Esteres de etila
0]
Hexanoato de etila ’ C/\/\)\O/\CH 0,2-0,23 Magca/frutado
3 3
(0]
Octanoato de etila CHy( CHZ)SCHZAJ\ o oH, 0,9-1,0 Magca/anis
Alcoois superiores
1-propanol HC o~ on 600 Alcool/doce
Alcool Isobutilico HSC)Cia/OH 100 Solvente
, CHs
Alcool Isoamilico HSCJ\/\OH 50-65 Alcodlico/banana
Alcool Amilico oY o 50-70 Alcodlico/solvente
Alcool 2-fenileti 5 40 Rosas
Aldeido
0
Acetaldeido N 5-15 Maca verde
3
Fenois
OH
4 vinil-guaiacol ) cﬂom 0,3 Cravo
Dicetonas vicinais
Diacetil T o, ,
(2,3-butanodiona) Hac)J\é( 0,1-0,2 Manteiga
(0]
2,3-pentanodiona 0,9-1,0 Manteiga/caramelo

Os alcoois superiores sdao compostos extremamente

importantes na

composicao do flavor das bebidas, conferindo aromas florais, frutados ou herbais,

dependendo do sinergismo entre outros compostos presentes (MICHEL et al., 2016b).

Sao produzidos através da via de Ehrlich (Figura 3), onde aminoacidos podem sofrer

transaminacao para os a-cetoacidos correspondentes, com perda de grupo amino. O

a-cetodcido sofre uma descarboxilagéo irreversivel para seu respectivo aldeido. A
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etapa final desse processo € uma reacao de reducgéo catalisada pelas enzimas alcool
desidrogenase ou formaldeido desidrogenase, convertendo o aldeido em seus
respectivos alcoois superiores (EHRLICH, 1907).

Amino acid Fusel aldehyde

0] & H + %,

&
K\
) ¥
’7@9 \LR - 0{00 (
2, &
2, & OH

S atoacid Higher Alcohol

Figura 3 — Producgéo de alcoois superiores pela via de Ehrlich (PIRES et al., 2014).

Os ésteres sao compostos que exercem grande papel no aroma e sabor das
bebidas. Apesar de apresentarem-se em concentracbes menores que outros
compostos ativos de sabor, possuem limite de percepcdo muito baixos
(VERSTREPEN et al.,, 2003; SAISON et al, 2009; PIRES et al, 2014). Sao
sintetizados no citoplasma celular durante a fase vigorosa da fermentagéo primaria e
por terem natureza lipofilica sao facilmente difundidos para o meio externo (PIRES et
al., 2014).

Os ésteres sdo descritos em duas classes: os ésteres de acetato e os ésteres
de acidos graxos de cadeia média (AGCM). Os ésteres de acetato sdo sintetizados a
partir de uma molécula de alcool superior ou etanol e uma de acetil-CoA, enquanto os
AGCM, como o nome indica, sdo provenientes de um &cido graxo de cadeia média e
um radical de etanol (Figura 4) (VERSTREPEN et al., 2003; PIRES et al., 2014;
MICHEL et al., 2016b).
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Figura 4 — Biossintese de ésteres de acetado (a) e ésteres de acidos graxos de cadeia média (b) (PIRES
et al., 2014).

Compostos fendlicos sdo produzidos tanto por leveduras Saccharomyces
quando por ndo-Saccharomyces e podem ser desejados para alguns tipos de cerveja
e considerados off-flavor em outros (SCHOLTES; NIZET e COLLIN, 2014). Estes
compostos sdo originados a partir da descarboxilagdo de acidos como o ferulico,
cumarico e cindmico presentes no mosto (VANBENEDEN et al., 2008). Desta forma,
o acido ferulico pode ser descarboxilado em 4-vinil-guaiacol, que remete ao aroma de
cravo, interessante em cervejas de trigo do estilo alem&o, porém indesejavel para os
outros tipos de cerveja (COGHE et al., 2004). Outro fendlico, este indesejavel em
qualquer tipo de cerveja por apresentar aroma de solvente, pode surgir da
descarboxilagdo do &cido cumarico em 4-vinil-fenol. Da mesma forma o acido
cindmico pode ser descarboxilado em 4-vinil-benzol, gerando outro off-flavor com
aroma semelhante a isopor (SCHOLTES; NIZET e COLLIN, 2014).

Outros compostos volateis de interesse que devem, para a maioria das
cervejas, estarem em concentracdes baixas, sdo o acetaldeido e diacetil (WHITE e
ZAINASHEFF, 2010). O acetaldeido é produzido durante a fase primaria do
crescimento das leveduras como decorréncia do metabolismo do agucar pela via
glicolitica, sendo um dos principais representantes dos compostos carbonila volateis,
representando aproximadamente 60% do total de aldeidos da cerveja (WANG et al.,
2006; PAN et al., 2011). Presente em pequenas concentracdes atribui aroma frutado,
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entretanto a medida que sua concentracdao aumenta, pode conferir aroma que remete
ao de maca verde ou grama cortada. Em niveis elevados ainda pode provocar off-
flavor que remete a solvente (JIN-JING et al., 2010; ROSCA et al., 2016; WALKER e
STEWART, 2016). Durante a etapa de maturacao da cerveja, parte do acetaldeido
pode ser metabolizado (SHEN et al., 2014). O diacetil € uma dicetona vicinal formada
durante a fermentagao primaria, sendo um subproduto na sintese do aminoacido
valina (KROGERUS e GIBSON, 2013) ou pode aparecer em cervejas por meio de
contaminantes como bactérias do acido latico (WALKER e STEWART, 2016). A
presenca de diacetil acima do limiar de percepcao (0,1 mg/L), principalmente em
cervejas do estilo Lager, é indesejavel por apresentar off-flavor que remete a manteiga
rancosa (DASARI e KOLLING, 2011). Entretanto, durante a maturacdo ou
fermentacdo secundaria da cerveja, o diacetil é convertido em acetoina e
posteriormente em 2,3-butanodiol, que sdo compostos menos perceptiveis
sensorialmente (MORADO, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar uso de co-cultura de leveduras do género Saccharomyces com nao-

Saccharomyces para producgao de cervejas.

3.2 Especificos

e Estudar a proporcdo de leveduras nao-Saccharomyces (P. anomala, T.
delbrueckii e C. apicola) em co-cultura com S. cerevisiae US-05 em extrato de
malte pale ale lupulado em concentragdes de 10 a 22 °Brix durante 14 dias de

fermentacgao.

e Verificar a influéncia das diferentes co-culturas, a propor¢cédo do in6culo, bem
como a concentragcdo do mosto na producao de etanol, compostos volateis e

parametros fisico-quimicos.
e Avaliar sensorialmente a cerveja produzida na condicdo que gerou maior

concentragao de etanol nas co-culturas (P. anomala, T. delbrueckiie C. apicola)

e na cultura pura de Saccharomyces cerevisiae US-05.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos, substrato e meios de cultura

As leveduras utilizadas neste trabalho foram Torulaspora delbrueckii TD 291
Level 2® Biodiva (Lallemand) cedida pela empresa, Pichia anomala ATCC 8168 cedido
pelo banco de culturas da FIOCRUZ, Candida apicola IP5 do banco de culturas do
Laboratério de Processos Bioquimicos e Fermentativos (LAPROBQI) da Universidade
Federal de Vicosa — MG. A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada foi a cepa
comercial US-05 da Fermentis®.

Extrato de malte liquido concentrado e lupulado para cervejas do tipo pale ale
foi gentilmente doado pela Artebrew®.

Caldo YPD (1% (m/v) extrato de levedura (OXOID), 1% (m/v) peptona
(HIMEDIA), 2% (m/v) dextrose (HIMEDIA)) foi utilizado para ativacdo das culturas e
caldo YPD suplementado com 15% (v/v) de glicerol (SYNTH®) como crioconservante
foi usado para estoques de culturas que foram colocadas em freezer a -80 °C para
armazenamento a longo prazo e a -20 °C para uso imediato.

Os reagentes para a analise de nitrogénio amino livre foram ninidrina (MERCK),
glicina (SYNTH®) e acetato de sodio (SYNTH®).

4.2 Planejamento experimental

O planejamento adotado foi o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para duas variaveis independentes: concentragdo do mosto e proporgao entre
as leveduras na co-cultura (Tabela 2).

O delineamento foi aplicado em 4 (quatro) blocos, no qual um dos blocos foi o
tratamento controle com presenca apenas da levedura S. cerevisiae US-05 e os
demais blocos foram tratamentos contendo S. cerevisiae em co-cultura com P.

anomala, C. apicola e T. delbrueckii.
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Tabela 2 - Planejamento fatorial com os valores codificados e originais das variaveis

em estudo.
Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios Concentragéao Proporgéao entre Concentragao Proporgéo entre
do mosto leveduras do mosto (°Brix) leveduras' (Cel/mL)

1 -1,41 0 10 1:100 (10%/10°)
2 -1 -1 12 1:10 (10%/10°)
3 -1 1 12 1:1000 (10%/108)
4 0 -1,41 16 1:1 (10%/106)
5 0 0 16 1:100 (104/10°)
6 0 0 16 1:100 (10%/106)
7 0 0 16 1:100 (10%/10°)
8 0 1,41 16 1:10000 (10%/108)
9 1 -1 20 1:10 (10%/10°)
10 1 1 20 1:1000 (10%/108)
11 1,41 0 22 1:100 (104/10°)

1 A proporgao entre as leveduras segue a sequéncia: S. cerevisiae/ndo-Saccharomyces.

O delineamento constituiu de um planejamento fatorial 22 com quatro pontos

axiais e trés repeticées no ponto central, gerando 11 (onze) ensaios em cada bloco,

totalizando 44 ensaios (Figura 5).

Bloco 1 - S. cerevisiae (Controle)
10 12 12 16

10t

Concentracdo
do mosto (°Brix)

Concentragao
S. cerevisiae (cel/mL)

10° 103 108

Bloco 2, 3 e 4 - S. cerevisiae e ndo-Saccharomyces
10 12 12 16

10%|10° 10°]10% 103|105 10°|10°

Concentragdo
do mosto (“Brix)

Proporgdo entre

Leveduras (Sc:NS)

1:100 1:10 1:1000 1:1

Ensaios 1 2 3 4
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As variaveis independentes foram: concentracdo do mosto (CM) e proporcéo
entre as leveduras (PL) e as variaveis respostas foram producéo de etanol e glicerol.
Os resultados da tabela 2 foram ajustados a um polindmio quadratico (ao nivel de 90%
de confianca) que representa o efeito das variaveis independentes no nivel linear e
quadratico e sua interacdo (Equacao 1). Ap6s o ajuste do modelo aos dados foi
calculado a melhor combinacdo que otimize as variaveis respostas. Para tanto, foi
utilizado o software STATISTICA 7.0.

Y =By + f1.CM + B,.PL + B3.CM? + B,.PL? + Bs.CM.PL Eqg.1

onde: Bo, B1, B2, B3, P4 e Bs sdo coeficientes da equacdo; CM é a concentracédo do
mosto, PL é a propor¢ao entre as leveduras e Y é a variavel resposta.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparo do mosto cervejeiro e inéculos

O mosto para a fermentacédo foi elaborado com extrato de malte pale ale
lupulado ArteBrew® diluido em &gua mineral (HELIOS) nas concentragdes propostas
pelo delineamento obtendo volumes de 330 mL para cada reator. Foram
pasteurizados em banho maria a 65 °C por 30 min e posteriormente resfriados a
temperatura de 20 °C. Os in6culos foram pré-cultivados em caldo YPD 2% por 24 h a
28 °C sem agitacao, transferido para caldo YPD 8% e mantido sob agitagao por 24 h
a 28 °C. Apoés este procedimento, o pré-inoculo foi centrifugado a 2.500 g por 10 min
e ressuspendido em extrato de malte pale ale lupulado a 8 °Brix para adaptacao e
crescimento sob agitacdo por 24 h a 28 °C. O numero de células foi monitorado em
camara de Neubauer até atingir concentracdo de 107 células/mL e entéo feitas as
diluicbes para atingir a concentracao proposta no delineamento (Figura 6). O volume
de inéculo a ser adicionado foi centrifugado a 2.500 g por 10 min e o sobrenadante
descartado.

As fermentagdes foram conduzidas em ambiente com temperatura controlada
de 20 °C.
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4.3.2 Analises

A proporgao entre as leveduras na co-cultura foi acompanhada por meio de
citometria de fluxo em intervalos de 24 h até o final da fermentacao, no 14° dia. O perfil
de acucares (maltose, glicose, producao de glicerol e etanol) foi avaliado a cada 24 h
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A quantificagdo do nitrogénio
amino livre (FAN) também foi realizada em intervalos de 24 h. As amostras foram
coletadas na regiao central do reator sem que este fosse homogeneizado, evitando
assim coletar células e particulas sedimentadas. Ao final do processo de fermentacao
foi realizada a avaliacdo do perfil de compostos volateis nas bebidas por meio de

cromatografia a gas (CG).

4.3.2.1 Citometria de fluxo

As analises de citometria de fluxo foram realizadas junto ao Laboratério de
Imunoquimica e Glicobiologia no Departamento de Biologia Geral e no Nucleo de
Microscopia e Microanalise da UFV.

Para a avaliacdo da proporcéao entre as leveduras na co-cultura, foi utilizado
anticorpos anti-S. cerevisiae (AcSC-FITC) especificos (banco de anticorpos do
Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia - UFV), os quais possibilitam a marcagéo
da S. cerevisiae diferenciando esta das nao-Saccharomyces.

Assim, as amostras obtidas a partir dos diferentes tratamentos dos ensaios de
fermentagao foram centrifugadas a 2.500 g por 5 min e as células incubadas com os
AcSC-FITC (10 pg/mL) por 30 min a temperatura ambiente. Apds nova centrifugacao,
as células foram lavadas com solucdo de PBS (Phosphate-buffered saline).
Posteriormente, as células foram analisadas em citobmetro de fluxo (FACSVerse, BD
Immunocytometry System) para determinar a porcentagem de células marcadas. As

andlises foram feitas usando o programa FlowJo X.

4.3.2.2 Perfil de acucares, glicerol e etanol
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Para as analises de glicose, maltose, glicerol e etanol, aliquotas de 1 mL de
cada tratamento, em cada tempo, foram coletadas e centrifugadas a 2.500 g por 10
min e o sobrenadante congelado a -20 °C até as andlises. Apds descongelamento, as
amostras foram diluidas 20 vezes com agua MiliQ e filtradas em filtro Gelman com
poro de 0,22 pm (ACRODISC®). Posteriormente, as amostras foram injetadas no
cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC — 20AT equipado com uma
coluna Aminex® HPX-87H, utilizando acido sulfirico (VETEC®) a 5 mM como fase
mével e a identificacdo se deu por detector de indice de refracdo. Padrbes dos
compostos de interesse (glicose - SYNTH®, maltose - SYNTH®, etanol - VETECE,
glicerol - SYNTH®) foram submetidos a0 mesmo processo para correlagido do tempo
de retencéo e concentragdes dos mesmos nas amostras (SCHMIDELL et al., 2001).

Os padrdes foram preparados em uma solucao estoque de concentragdo 500
mM/L e a partir desta foram feitas diluicbes para construcdo da curva de calibracao
com no minimo 5 concentragdes distintas. Com os valores da concentracao usada e
area do pico gerada foi plotado um gréafico contendo a correlagédo entre os dados,
assim com a area do pico dada pelo cromatograma pode-se determinar a

concentracdo do composto na amostra.

4.3.2.3 Quantificacao de nitrogénio amino livre

Nitrogénio amino livre foi determinado por método espectrofotométrico,
usando-se como reagente de coloracdo a ninidrina 2% (m/v) em solucao tampao de
etileno glicol/acetato de sédio (pH 5,5). A glicina foi usada como padrao e as leituras
de absorbancia foram realizadas em espectrofotémetro (KASUAKI) em 575 nm, sendo
agua destilada usada como branco (ABERNATHY; SPEDDING e STARCHER, 2009).

4.3.2.4 Quantificacao de compostos volateis

Os compostos volateis produzidos a partir de cada tratamento foram
quantificados nas bebidas segundo a metodologia descrita para vinhos pelo “Office
International de la Vigne et du Vin” em cromatégrafo a gas Shimadzu® GC-17A,
modelo QP5050 com detector de ionizagdo de chama (FID), equipado com uma

coluna capilar Supelco PAG de dimensdes 30 m x 0,25 mm de espessura do filme x
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0,25 uym de didametro interno. Hélio foi utilizado como gas de arraste, ar sintético como
gas de ignicao e manutencado da chama e gas hidrogénio como fonte de combustivel
para chama do detector FID.

As condicOes utilizadas na corrida foram: Split de 1,0; Temperatura do injetor
de 180 °C; Temperatura do detector de 200 °C; Vazao do gas de arraste (He) de 1
mL/min; Vazao do ar sintético de 175 mL/min; Vazao da chama (Hz) de 20 mL/min. A
rampa de temperatura foi 35 °C por 5 min, subida em taxa de 10 °C/min para 120 °C
com parada de 10 min, subida em taxa de 10 °C/min até 180 °C e parada de 3 min,
somando 32,5 min de corrida. A pressao na coluna foi de 66 kPa e fluxo total de 21
mL/min.

As concentragdes dos compostos de interesse foram quantificadas por meio de
uma curva padrao gerada utilizando um mix de padrdes (acetato de etila, acetato de
isoamila, acetato feniletil, hexanoato de etila, octanoato de etila, alcool 1-propilico,
alcool isobutilico, alcool isoamilico, alcool amilico, 2-fenieletanol e acetaldeido) e
padrao interno (4-metil-2-pentanol).

4.3.2.5 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada para os tratamentos que levaram a cervejas
com maior teor de etanol.

Dessa forma, uma nova producao da cerveja foi elaborada nas condi¢des do
ponto central para os quatro blocos: controle - S. cerevisiae US-05 (16 °Brix e 10*
cel/mL); co-cultura entre P. anomala ATCC 8168 e S. cerevisiae (16 °Brix e proporcao
108|10* cel/mL); co-cultura entre T. delbrueckii TD 291 e S. cerevisiae (16 °Brix e
proporcao 108|104 cel/mL) e co-cultura entre C. apicola IP5 e S. cerevisiae (16 °Brix e
proporcdo 108/10% cel/mL) com duracédo de fermentacéo de 14 dias a 20 °C e posterior
maturacao por 14 dias a 2 °C. Apds este periodo, as cervejas foram envasadas em
garrafas de 355 mL com adicao de priming (solucdo de sacarose) na concentracao
final de 0,5% (v/v) para ser realizada a refermentacao e carbonatacdo da cerveja. A
refermentagao foi conduzida a 20 °C durante 14 dias e entdo a temperatura foi
reduzida para 2 °C até a realizacao da analise sensorial, 0 que se deu apés 60 dias.

Um grupo de cinco provadores treinados (beer sommelier) foram recrutados e

instruidos a preencher uma ficha de avaliagcao para classificar cada atributo sensorial,
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usando escala de 1 a 10 (Anexo 1). Os atributos de aroma avaliados foram:
frutado/ésteres, alcool, citrico, lupulo, dimetil sulfeto (DMS), cereais/graos, maltado,
caramelo, torrado, sulfdrico, oxidado/envelhecido e doce. Os atributos de sabor
avaliados foram os mesmos citados para aroma, acrescidos de amargo, acido,
adstringente e corpo. As anadlises foram realizadas em ambiente com boa iluminacéo
e temperatura confortavel. Uma garrafa de 355 mL de cada cerveja foi servida na
temperatura de 5 °C em copos plasticos lisos e transparentes. O volume ingerido da
amostra foi definido a critério de cada julgador, até que o mesmo tivesse definido sua
nota, sendo permitido a eles retornar em amostras anteriores para confirmagdo. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
significancia por meio do software STATISTICA 7.0 (STATSOFT INC). Os dados
processados foram utilizados para construir graficos do tipo aranha que fornecem
informacdes sobre a contribuicdo de cada atributo para a qualidade organoléptica
(aroma e sabor) geral das cervejas (ANALYTICA EBC, 1997; CANONICO et al., 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Proporcao entre Saccharomyces e nao-Saccharomyces na fermentacao

5.1.1 Torulaspora delbrueckii e Saccharomyces cerevisiae

Nos ensaios de co-cultura nos quais T. delbrueckii e S. cerevisiae foram
inoculados em concentracdes proximas (1:10 no ensaio 2 e 1:1 no ensaio 4) houve
uma coexisténcia das duas leveduras, ndo apresentando efeito competitivo (Figura 6).
Uma condicdo semelhante foi avaliada por Canonico et al. (2017), onde foi
estabelecida proporcao de 1:20 entre S. cerevisiae US-05 e T. delbrueckii DiSVA 254,
respectivamente, em mosto lupulado com 12,3 °Brix e a 19 + 1 °C. Naquele estudo,
T. delbrueckii DiSVA 254 dominou a fermentacao durante todo o periodo avaliado (18
dias). O mesmo efeito foi observado no trabalho de Toh et al. (2018), em que T.
delbrueckii TD 291 dominou a fermentacado quando em propor¢éo de 1:20. Entretanto,
quando a proporcao foi menor (1:2), a levedura S. cerevisiae US-04 exerceu grande
competicdo, sendo observado declinio precoce da populacdo de T. delbrueckii TD
291. Os autores relacionaram este fato as mdltiplas pressdes seletivas que S.
cerevisiae pode exercer contra outras leveduras, como os mecanismos de contato
célula-célula (NISSEN et al., 2003; RENAULT et al., 2013) e producéo de peptideos
antimicrobianos (BRANCO et al., 2015; KEMSAWASD et al., 2015).

A condicao proposta no ensaio 9 (proporcao de 1:10) permitiu que S. cerevisiae
US-05 dominasse toda etapa de fermentagcdo, mesmo iniciando em uma concentracao
10 vezes menor que T. delbrueckii (Figura 6). Esse efeito pode ter sido devido a alta
concentracao inicial de extrato (20 °Brix), que desfavorece o crescimento de T.
delbrueckii em favor da S. cerevisiae US-05, que é uma cepa dimensionada para
condi¢cbes usuais em cervejarias, sendo altamente adaptada as condi¢cbes de alta
densidade, principalmente em se tratando de mosto cervejeiro lupulado (STEWART,
2016; FERMENTIS, 2019).
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Figura 6- Porcentagem de T. delbrueckii (=) e S. cerevisiae (=) em co-cultura durante a
fermentag&o na produgéo de cervejas. Ensaio 1 (10 °Brix e 1:100); Ensaio 2 (12 °Brix e 1:10); Ensaio
3 (12 °Brix e 1:1000); Ensaio 4 (16 °Brix e 1:1); Ensaio 5, 6 e 7 (16 °Brix e 1:100); Ensaio 8 (16 °Brix e
1:10000); Ensaio 9 (20 °Brix e 1:10); Ensaio 10 (20 °Brix e 1:1000) e Ensaio 11 (22 °Brix e 1:100).

Por outro lado, quando T. delbrueckii foi inoculado em concentragdes pelo

menos 100 vezes superiores, ela dominou o processo de fermentagdo. A (nica
excegao foi observada no ensaio 8 (16 °Brix, 1:10000) em que ao 7° dia de
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fermentagéo S. cerevisiae se igualou em propor¢céo com T. delbrueckii, permanecendo
assim até o final do processo. Neste sentido, um experimento realizado por Canonico
et al. (2016) prop6s uma fermentagdo em co-cultura entre S. cerevisiae US-05 e T.
delbrueckii DiSVA 254 em proporcoes de 1:1; 1:10 e 1:20, respectivamente, e também
das culturas puras na produgao de cerveja tipo American Amber Ale com
concentragéo inicial do mosto de 12,7 °Brix e temperatura 20 °C. Foi verificado que a
cinética de fermentagao (g CO2/dia) no ensaio de proporgao 1:1 foi semelhante ao do
ensaio em cultura pura de S. cerevisiae, ou seja, quando T. delbrueckii foi inoculada
na mesma concentragdo da S. cerevisiae, a velocidade com que a fermentacao
ocorreu nao foi afetada. Entretanto, o crescimento em biomassa (UFC/mL) no ensaio
1:1 em relacdao as culturas puras foi menor para ambas culturas, indicando a
ocorréncia de competicdo. Quando a proporcao de T. delbrueckii foi aumentada
(ensaios de proporcao 1:10 e 1:20) a cinética de fermentagao foi mais lenta em relagéo
a da cultura pura de S. cerevisiae, porém foi verificado que T. delbrueckii ndo sofreu
influéncia competitiva da S. cerevisiae, dominando a fermentagdo durante todo o
periodo.

Além da inoculacdo, T. delbrueckii pode também dominar o processo
fermentativo por apresentar maior rendimento em biomassa em relacdo a S.
cerevisiae. Alves-Araujo et al. (2007) e Merico et al. (2007) verificaram que apesar de
T. delbrueckii ser classificada como Crabtree positiva, ela € menos sensivel a glicose
que S. cerevisiae e assim o rendimento em producao de biomassa de T. delbrueckii
permanece maior que o de S. cerevisiae mesmo sob condi¢des limitadas de oxigénio

devido a maior proporgéo de carbono que pode fluir pelo metabolismo respiratério.

5.1.2 Pichia anomala e Saccharomyces cerevisiae

Quando S. cerevisiae foi inoculada em co-cultura com P. anomala, um
comportamento competitivo foi observado nos ensaios 2, 4, ponto central, 9 e 10
(Figura 7). Nestes casos, a inoculacdo de S. cerevisiae a partir de 103 cel/mL foi
suficiente para que em poucos dias de fermentacdo essa levedura dominasse o
processo em decorréncia da queda na populagdo de P. anomala. Efeito contrario foi
observado por Canonico et al. (2019), em que, em ensaios de co-cultura entre S.

cerevisiae US-05 e P. anomala DiSVA 2, esta ultima prevaleceu em todo o processo
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de fermentagéo quando inoculada em maior proporgéo (1:10 e 1:20), exercendo efeito
competitivo contra S. cerevisiae, cuja populagdo reduziu ao longo do tempo.
Entretanto, quando a fermentagéo foi conduzida em proporgéo de 1:1, as leveduras
mantiveram suas proporgdes, sem apresentar competi¢éo.
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Figura 7 — Porcentagem de P. anomala (= ) e S. cerevisiae () em co-cultura durante a fermentago
na produgéo de cervejas. Ensaio 1 (10 °Brix e 1:100); Ensaio 2 (12 °Brix e 1:10); Ensaio 3 (12 °Brix e
1:1000); Ensaio 4 (16 °Brix e 1:1); Ensaio 5, 6 e 7 (16 °Brix e 1:100); Ensaio 8 (16 °Brix e 1:10000);
Ensaio 9 (20 °Brix e 1:10); Ensaio 10 (20 °Brix e 1:1000) e Ensaio 11 (22 °Brix e 1:100).
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Nos demais ensaios, tanto P. anomala quanto S. cerevisiae alternaram suas
propor¢cées ao longo do tempo, chegando ao final da fermentagdo de forma
equiparada (Figura 7). Domizio et al. (2011) verificaram que P. anomala Pi9 afetou o
desenvolvimento de S. cerevisiae EC1118 nos primeiros 7 dias de fermentacdo em
co-cultura quando em proporcoes de 1:100 e 1:10000 (Saccharomyces/Nao-
Saccharomyces) na producdo de vinho branco. Entretanto, apdés 15 dias de
fermentacao foi observado um grande declinio na populagdo de P. anomala, sendo
gue a populacao de S. cerevisiae se manteve estavel, prevalecendo no meio. Ja em
proporgéo de 1:1 foi verificado pelo mesmo autor que S. cerevisiae nao foi afetada
pela P. anomala.

Uma observacéo relevante é que nos ensaios 8, nos quais S. cerevisiae iniciou
em pequenas propor¢cdes em relagdo as nao-Saccharomyces (102/10% cel/mL),
quando em co-cultura com T. delbrueckii, a S. cerevisiae foi capaz de se desenvolver
e chegar em proporgéo proxima a 50% (Figura 6). Entretanto, quando nas mesmas
condic¢des, porém em co-cultura com P. anomala, o numero de células da S. cerevisiae
permaneceu praticamente constante, com proporcao em torno de 35% até o final da
fermentacdo (Figura 7). Esta diferenga no comportamento pode ser atribuido as
formas de atuacdo das leveduras na presenca de outras, onde neste caso a P.
anomala inibiu o crescimento de S. cerevisiae, podendo esta inibicdo estar
relacionada a hidrélise da parede celular pela enzima b-glucanase e/ou a producao
de metabdlitos volateis (por exemplo, acetato de etila) (WALKER, 2011; PADILLA; GIL
e MANZANARES, 2018). No entanto, ja foi também relatado que S. cerevisiae produz
compostos toxicos como peptideos antimicrobianos, os quais alteram a integridade da
membrana plasmatica (BRANCO et al., 2015). Outro fator que pode estar relacionado
com a dominéancia da S. cerevisiae US-05 em alguns ensaios € o fato de que esta
cepa € adaptada para o uso em mosto cervejeiro, o qual possui por exemplo
compostos do lupulo, que podem ser prejudiciais ao crescimento microbiano
(SAKAMOTO e KONINGS, 2003). Dessa forma, as duas leveduras tém potencial
competitivo, fazendo com que seja necessario mais aprofundamento na avaliacao das
interagdes entre esses organismos para esclarecer o comportamento delas em co-
cultura.

A avaliacdo da dinamica populacional dos ensaios de co-cultura entre S.

cerevisiae e C. apicola foi comprometida ndao sendo possivel sua realizagdo pois
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houve reacao cruzada dos anticorpos anti-Sc utilizados, 0s quais exerceram reagao
positiva contra a C. apicola.

A citometria de fluxo permite visualizar as interagdes entre leveduras em co-
cultura, sendo uma boa ferramenta para acompanhar o processo de fermentacao em
nivel de proporcéo, para 0os casos que as técnicas de marcacao das células sejam
conseguidas. Além disto, para um completo entendimento das interacdes
interespecificas, bem como o real mecanismo que comandam as interagdes entre o0s
organismos sdo necessarias outras formas de avaliacdo como quantificacdo de

moléculas toxicas ou sinais, entre outras técnicas.

5.2 Acompanhamento do processo fermentativo

O acompanhamento do processo fermentativo foi feito por meio de analises
fisico-quimicas, que auxiliam na interpretacdo das mudancas que ocorrem durante a
fermentagdo. Assim, as caracteristicas das cervejas produzidas estdo descritas na
Tabela 3. Os pHs finais das cervejas produzidas se mantiveram proximos entre 0s
ensaios, variando de 4,61 a 4,80 no bloco controle, de 4,55 a 4,93 no bloco com C.
apicola, de 4,61 a 4,83 no bloco com P. anomala e de 4,56 a 4,76 no bloco com T.
delbrueckii (Tabela 3). Esses valores sdo semelhantes também aos pHs finais das
cervejas produzidas por Canonico et al. (2019) com co-cultura entre S. cerevisiae US-
05 e P. anomala DiSVA 2 em proporcoes de 1:1, 1:2 e 1:20 (entre 4,44 e 4,48). Ja no
trabalho de Canonico et al. (2017) a cerveja produzida em co-cultura entre S.
cerevisiae US-05 e T. delbrueckii DiISVA 254 em proporgao de 1:20 possuia pH igual
a4,32.

Em todos os ensaios, apesar de a produgcdo do mosto ter sido padronizada,
houve diferenca na concentracao inicial de maltose entre os blocos, sendo maior no
bloco controle, seguido da co-cultura com T. delbrueckii, P. anomala e em menor
concentragao nos ensaios com C. apicola (Tabela 3). Essa variacao ocorreu pelo fato
de os experimentos (blocos) terem sido realizados em momentos diferentes, na ordem
exata decrescente das concentracdes de maltose. Neste caso, é possivel que durante
0 armazenamento, a maltose tenha sido oxidada ou transformada quimicamente em

outra substancia que nao foi quantificada neste experimento.
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Tabela 3 — Caracteristicas das cervejas produzidas por fermenta¢cao em cultura pura e em co-cultura.

Concentragao inicial

Caracteristicas

Ensaio do extrato Propo~r950 Bloco Ma.lt.ose Ma.ltose FAN F-AN FAN Ex.trato Extrato Etanol
(°Brix) (Sc:NS) Inicial Final Inicial  Final Consumo pH final Consumo % (v/v)
(s/L) (g/L)  (mg/L) (mg/L) (A mg/L) (°Brix) (A °Brix)
Sc (Controle) 56,34 12,45 99,21 73,19 26,02 4,65 5,6 4,4 2,16
1 10 1100 Sc+Td 51,36 12,56 68,28 49,02 19,26 4,62 5,2 4,8 4,26
Sc+ Pa 42,5 12,00 83,97 60,58 23,39 4,41 5,6 4,4 2,7
Sc+Ca 33,24 12,96 93,22 75,76 17,46 4,55 5,8 4,2 3,77
Sc (Controle) 64,08 13,03 109,46 77,16 32,30 4,64 7,0 5,0 2,38
5 1 110 Sc+Td 61,79 13,40 103,92 58,77 45,15 4,60 6,6 5,4 5,08
Sc+Pa 41,22 13,81 96,10 72,46 23,64 4,61 6,6 5,4 2,94
Sc+Ca 36,18 12,94 112,28 88,92 23,36 4,64 6,8 5,2 3,81
Sc (Controle) 63,56 12,88 109,21 83,06 26,15 4,72 7,0 5,0 2,18
Sc+Td 62,63 13,47 64,91 61,42 3,49 4,72 6,8 5,2 4,87
3 12 1:1000
Sc+ Pa 46,26 12,10 99,73 87,47 12,26 4,66 6,6 5,4 2,91
Sc+Ca 36,35 16,49 105,71 89,46 16,25 4,55 7,4 4,6 4,28
Sc (Controle) 89,29 13,29 140,87 115,87 25,00 4,61 9,4 6,6 3,14
4 16 11 Sc+Td 78,79 15,48 110,30 75,63 34,67 4,56 9,2 6,8 6,09
Sc+Pa 56,92 12,74 128,62 103,36 25,26 4,64 9,2 6,8 4,87
Sc+Ca 46,77 15,12 141,82 123,97 17,85 4,66 9,6 6,4 6,01
Sc (Controle) 79,88 14,42 137,66 117,56 20,10 4,69 9,6 6,4 3,25
c 16 1100 Sc+Td 78,78 17,77 98,74 82,49 16,25 4,63 9,4 6,6 6,27
Sc+ Pa 59,34 14,35 132,88 115,99 16,89 4,73 9,8 6,2 3,85
Sc+Ca 46,49 Dp* 135,38 128,93 6,45 4,75 10,4 5,6 5,5
Sc = Saccharomyces cerevisiae; Td = Torulaspora delbrueckii; Ca = Candida apicola; Pa = Pichia anomala;

NS = Nao-Saccharomyces; *Dp = Dados perdidos.
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Tabela 3 — Continuacgao.

Concentragao inicial

Caracteristicas

Ensaio do extrato Propo~rg€|0 Bloco Ma.lt.ose Ma-ltose FAN F.AN FAN Ex.trato Extrato Etanol
(°Brix) (Sc:NS) Inicial Final Inicial Final Consumo pH final Consumo % (v/v)
(/L) (g/L)  (mg/L) (mg/L) (A mg/L) (°Brix) (A °Brix)
Sc (Controle) 90,40 13,93 139,33 115,23 24,10 4,70 9,6 6,4 3,4
6 16 1:100 Sc+Td 82,08 Dp* 91,64 80,56 11,08 4,65 9,6 6,4 5,8
Sc+ Pa 48,34 17,38 131,00 108,11 22,89 4,77 10,4 5,6 3,54
Sc+Ca 46,18 Dp* 134,17 130,95 3,22 4,77 11,2 4,8 4,79
Sc (Controle) 84,38 15,15 142,92 115,69 27,23 4,69 9,6 6,4 3,28
. 16 1:100 Sc+Td 79,56 Dp* 115,00 88,15 26,85 4,62 9,6 6,4 6,12
Sc+Pa 49,51 14,21 121,24 104,86 16,38 4,77 9,8 6,2 4,35
Sc+Ca 41,60 Dp* 146,52 125,71 20,81 4,76 10,8 5,2 4,98
Sc (Controle) 82,05 14,99 136,12 122,41 13,71 4,71 9,6 6,4 3,13
Sc+Td 74,08 Dp* 104,52 81,65 22,87 4,69 11,0 5,0 5,1
8 16 1:10000
Sc+ Pa 65,64 17,7 129,37 112,74 16,63 4,73 10,4 5,6 3,48
Sc+Ca 46,24 Dp* 143,84 125,58 18,26 4,81 12,6 3,4 3,05
Sc (Controle) 109,91 33,81 166,89 148,56 18,33 7,76 14,4 5,6 3,03
9 20 110 Sc+Td 93,34 Dp* 104,52 Dp* Dp* 4,68 14,8 5,2 5,16
Sc+Pa 57,15 27,26 151,26 141,13 10,13 4,75 14,6 5,4 4,33
Sc+Ca 55,70 Dp* 163,84 151,35 12,49 4,80 15,6 4,4 2,96
Sc (Controle) 101,90 40,98 135,35 Dp* Dp* 4,78 14,8 5,2 3,27
Sc+Td 97,87 Dp* 124,99 114,28 10,71 4,69 15,4 4,6 4,46
10 20 1:1000
Sc+ Pa 66,19 31,43 166,40 146,14 20,26 4,82 15,4 4,6 3,89
Sc+Ca 47,15 Dp* 183,31 159,81 23,50 4,88 17,0 3,0 2,14
Sc (Controle) 116,70 44,54 192,78 175,35 17,43 4,80 17,4 4,6 2,56
1 27 1:100 Sc+Td 103,81 Dp* 142,45 127,28 15,17 4,76 17,4 4,6 4,49
Sc+ Pa 78,54 36,38 178,91 159,52 19,39 4,83 17,8 4,2 3,41
Sc+Ca 60,92 Dp* 191,23 178,07 13,16 4,93 19,0 3,0 2,96
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Com respeito ao consumo de nitrogénio amino livre (FAN), foi observado que
na co-cultura com T. delbrueckii os ensaios 2, 4 e 8; na co-cultura com P. anomala os
ensaios 4, 8 e 11 e na co-cultura com C. apicola apenas o ensaio 8 foram os que
tiveram maior consumo de FAN em relagdo ao bloco controle. De forma similar,
Canonico et al. (2016) observaram maior consumo de FAN nas co-culturas entre S.
cerevisiae e T. delbrueckii em proporgdes de 1:1, 1:10 e 1:20 em relagéo a cultura
pura de S. cerevisiae US-05, nesses casos os autores verificaram ainda uma aumento
no teor de compostos volateis. O consumo de FAN do meio esté4 interligado com a
formagéo de novos aminoacidos, sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, a
viabilidade e vitalidade das células e também diretamente relacionado a produgéo de
compostos volateis de aroma na cerveja (STEWART, 2016).

O consumo de extrato (°Brix) do mosto durante a fermentagéo das cervejas em
todas as condigdes testadas no bloco controle S. cerevisiae US-05 e as co-culturas
de T. delbrueckii com S. cerevisiae US-05, P. anomala com S. cerevisiae US-05 e C.
apicola com S. cerevisiae US-05 pode ser acompanhado pela Figura 8.

23
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Figura 8 — Consumo de extrato (°Brix) do mosto ao longo do tempo dos ensaios 1 a0 11 no bloco

controle com S. cerevisiae US-05 pura (a) e nas co-culturas de S. cerevisiae US-05 com T. delbrueckii

(b), P. anomala (c) e C. apicola (d).
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Foi verificado um lento consumo do extrato (°Brix) do mosto nos ensaios 8
(102|108 cel/mL e 16 °Brix) e 3 (103|108 cel/mL e 12 °Brix) na co-cultura entre S.
cerevisiae e T. delbrueckii, respectivamente, em relacao ao controle (Figura 8-b). Este
efeito pode estar relacionado a dificuldade da S. cerevisiae em se desenvolver no
momento inicial da fermentacao por ter sido inoculada em uma baixa concentragao, e
também por uma baixa taxa de consumo de maltose por parte da T. delbrueckii. Este
comportamento estd de acordo com o que foi relatado no experimento de Toh et al.
(2018) que verificaram consumo lento de maltose quando T. delbrueckii estava em
proporgédo de 20x maior que S. cerevisiae em relacdo a fermentacdo em co-cultura
cuja T. delbrueckii estava na proporcdo 2 vezes maior. Quando T. delbrueckii foi
utilizada em cultura pura, os niveis de maltose praticamente ficaram inalterados. Em
uma varredura feita entre 10 diferentes cepas de T. delbrueckii, apenas uma cepa foi
capaz de metabolizar maltose (MICHEL et al., 2016a).

Avaliando o consumo de extrato (A) entre as co-culturas testadas (Tabela 3), é
possivel verificar que na co-cultura com P. anomala, apesar de em varios ensaios o
consumo de extrato ter sido maior que nas outras co-culturas (ensaios 2, 3, 4, 8 € 9),
a producdo de etanol foi menor. E sabido que P. anomala é uma levedura Crabtree
negativo, ou seja, independentemente da concentragcdo de glicose no meio, na
presenca de oxigénio o fluxo de carbono segue a via respiratéria para obtengédo de
energia, 0 que resulta em baixa producdo de etanol (FREDLUND et al., 2002;
PASSOTH et al., 2006; WALKER, 2011). Dessa forma, o maior consumo de extrato,
vinculado a baixa producao de etanol pode ter sido devido a preferéncia desta
levedura pela via respiratoria, onde é gerada massa celular em detrimento ao etanol.

A cerveja resultante do ensaio 4 (10° cel/mL e 16 °Brix) no bloco controle teve
concentragdo de etanol semelhante a do ensaio 8 (102 cel/mL e 16 °Brix) (Figura 9-a
e Tabela 3). O consumo de extrato, como esperado, foi mais lento no ensaio 8 devido
ao menor numero inicial de células. Entretanto, esse parametro nao influenciou, nesse
caso, na formacao de etanol no final do processo, uma vez que as condi¢cbes
fornecidas foram suficientes para que a multiplicacdo celular ocorresse e para que as

células realizassem a fermentacao.
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Figura 9 — Produgéo de etanol ao longo do tempo dos ensaios 1 a0 11 no bloco controle S. cerevisiae
US-05 pura (a) e as co-culturas de S. cerevisiae US-05 com T. delbrueckii (b), P. anomala (c) e C.

apicola (d).

Foi evidente a maior produgéo de etanol em todos os ensaios com co-cultura
na presenga de T. delbrueckii (Figura 9 e Tabela 3),' independentemente da
concentragdo de extrato e da proporgao entre as leveduras, em relagéo aos demais
blocos. Além disso, todas as co-culturas geraram maior teor de etanol em relagdo a
cultura pura de S. cerevisiae US-05. Nesse sentido, nas condigdes testadas, a adigédo
das leveduras nao-Saccharomyces para a realizagédo da fermentagao em co-cultura
exercem de forma geral contribui¢do na produgao de etanol.

Canonico et al. (2016) avaliaram a fermentacdo em co-cultura entre S.
cerevisiae US-05 e T. delbrueckii DiISVA 254 em propor¢éo de 1:10 na produgéo de
cervejas a partir de mosto com 12,7 °Brix, e obtiveram cerveja com teor de etanol de
4,68% (v/v), concentragdo pouco abaixo do encontrado nesta pesquisa que foi de
5,08% (v/v) em condicao de fermentagéo semelhante como no ensaio 2 (105108
cel/mL e 12 °Brix). Esta pequena diferenga no teor de etanol pode ser atribuida & cepa

de levedura utilizada.
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A evolugdo na produgdo de glicerol em todos os blocos é nitidamente
acompanhada da produgéo de etanol (Figuras 9 e 10). De forma geral no ensaio 4
(108|108 cel/mL e 16 °Brix) por exemplo, foi observado um rapido consumo no extrato
(°Brix) do mosto, que levou a uma produgdo de etanol de forma precoce,
acompanhada de alta produgéo de glicerol. Este efeito & esperado pois o glicerol ¢ um
composto que equilibra o potencial redox no meio, fazendo com que as células néo
sofram com este fator de estresse (GANCEDO; GANCEDO e SOLS, 1968;

BLOMBERG e ADLER, 1992).
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Figura 10 — Produgéo de glicerol !
de S. cerevisiae US-05 com T. delbrueckii (b), P. anomala (c) e C.

US-05 pura (a) e as co-culturas
apicola (d).

Um consumo mais rapido de glicose foi observado nas co-culturas com T.

delbrueckii e com C. apicola em relagao a cultura pura com S. cerevisiae (Figura 11).
Este efeito pode ter ocorrido pois nas co-culturas o numero total de células inoculadas
foi maior que no bloco controle. Assim, como a glicose € um substrato simples e
altamente assimilavel, seu consumo foi rapido e por ambas as espécies de leveduras

presentes. Entretanto, na co-cultura com P. anomala verificou-se um retardo no
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consumo, fato que pode estar associado as condigbes de competicao ocorrida entre

as leveduras.
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Figura 11 — Concentrag&o de glicose no mosto ao longo do tempo dos ensaios 1 ao 11 no bloco controle
S. cerevisiae US-05 pura (a) e as co-culturas de S. cerevisiae US-05 com T. delbrueckii (b), P. anomala

(c) e C. apicola (d).

5.2.1 Analise estatistica e otimizacdo das condicdes de produgio de etanol

Os dados de produgdo de etanol coletados foram inseridos no software

STATISTICA 7.0 para obtengéo das condigoes que levam a otimizagéo das produgdes
desse composto em cada bloco, ou seja, para cada tipo de combinagéo de co-cultura.
Em todos os casos, as equagdes foram obtidas usando-se os valores codificados das

variaveis independentes (concentragéo do extrato (°Brix) e Proporgdo entre as

leveduras na co-cultura) (Tabela 4).

Tabela 4 — Equagdes que representam a condig¢&o otimizada de produgéo de etanol

em cada bloco.
Bloco Equacéao R?
Controle (Sc pura) Etanol = 3,31 + 0,29 Brix — 0,48 Brix* 0,8954
Sc+ Td Etanol = 6,07 0,87 Brix? — 0,29 Propor¢do — 0,26 Proporgao*  0,9465
Sc + Pa Etanol = 4,02 + 0,42 Brix — 0,48 Brix* — 0,30 Proporcéo 0,7886
Sc+Ca Etanol = 5,09 — 0,52 Brix— 1,03 Brix? - 0,57 Proporgao 0,7411
Sc = Saccharomyces cere ﬁége—;?d—':_r—orﬁg_sﬁo_m_&e!bmeckih Pa = Pichia anomala; Ca = Candida
apicola.
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A concentragdo maxima de etanol foi obtida na regido do ponto central para
todas as leveduras testadas, exceto na co-cultura com P. anomala, onde o maximo foi
no ensaio 4 (106108 cel/mL e 16 °Brix) (Figura 12). Sendo assim, os teores maximos
de etanol para o bloco controle foram de 3,31% (v/v), enquanto que em co-cultura de
T. delbrueckii e S. cerevisiae foi de 6,07% (v/v); P. anomala e S. cerevisiae foi de
4,87% (v/v) e C. apicola e S. cerevisiae de 5,09% (v/v).

Outros trabalhos como o de Canonico et al. (2017) acompanharam o processo
de fermentacado em co-cultura utilizando S. cerevisiae US-05 e T. delbrueckii DiISVA
254 na proporcao 1:20 e concentragdo de extrato de 12,3 °Brix, semelhantes ao do
ensaio 2 desta pesquisa. Naquele trabalho, foi obtida uma concentragéo de etanol de
4,65% (v/v), menor que os 5,08% (v/v) produzidos pelas leveduras neste trabalho.
Fermentacdo em co-cultura entre S. cerevisiae US-05 e P. anomala DiSVA 2 foi
também estudada por Canonico et al. (2019) em propor¢des de 1:1, 1:10 e 1:20 na
producédo de cervejas, onde a concentracdo de etanol obtida foi em torno de 4,0%
(v/v). As diferengas nas concentragdes de etanol encontradas nesta pesquisa em
relacdo ao dos outros autores citados pode estar relacionada a variacées na
composi¢cao do mosto, bem como das cepas utilizadas.

Assim, para a aplicagdo de uso de fermentagdo em co-cultura com T.
delbrueckii, P. anomala e C. apicola, bem como da cultura pura de S. cerevisiae US-
05, a producéao de etanol pode ser dimensionada utilizando-se as equacdes da Tabela
4. Para tanto, os valores de concentracdo do mosto desejados devem estar
compreendidos entre 10 a 22 °Brix e as propor¢des entre leveduras de 1:1 a 1:10000.
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Figura 12 — Curvas de contorno da concentragéo de etanol em fungdo do brix e da proporgao entre
leveduras no bloco controle S. cerevisiae US-05 pura (a) e as co-culturas de S. cerevisiae US-05 com

T. delbrueckii (b), P. anomala (c) e C. apicola (d).

5.2.2 Analise estatistica e otimizacao das condicoes de producao de glicerol

Assim como para etanol, os dados relativos a concentracdo de glicerol nos

mostos foram analisados no software STATISTICA 7.0 para obtencédo da condigcéo

maximizada de producdo desse composto (Tabela 5 e Figura 13).

Tabela 5 — Equagdes que representam as condi¢cdes para produgao de glicerol em

cada bloco.
Bloco Equacao R2
Controle (Sc pura) Glicerol = 1,62 + 0,13 Brix — 0,21 Brix? 0,9486
Sc+Td Glicerol = 2,29 — 0,27 Brix2 — 0,08 Proporgao? 0,8996
Sc + Pa Glicerol = 1,58 + 0,12 Brix — 0,23 Brix2 — 0,1 Proporgao? 0,9227
Glicerol = 2,05 - 0,19 Brix — 0,31 Brix2 + 0,19 Proporcéo — 0,27
Sc + Ca 0,8806

Proporgéao?

Sc = Saccharomyces cerevisiae; Td = Torulaspora delbrueckii; Pa = Pichia anomala; Ca = Candida

apicola.
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Figura 13 — Curvas de contorno da concentragao de glicerol em funcéo do brix e da proporcéo entre
leveduras no bloco controle S. cerevisiae US-05 pura (a) e as co-culturas de S. cerevisiae US-05 com
T. delbrueckii (b), P. anomala (c) e C. apicola (d).

Durante a multiplicagdo da levedura, alguns intermediarios da glicélise séo
utilizados para a biossintese de componentes celulares, o que causa um excesso de
NADH e leva a um desequilibrio redox. Dessa forma, a sintese do glicerol, que envolve
a oxidacdo de um NADH para NAD*, ajuda a restabelecer o balango redox,
principalmente em condigdes de estresse osmoético (GANCEDO; GANCEDO e SOLS,
1968; BLOMBERG e ADLER, 1992).

O glicerol é o terceiro maior produto da fermentacao, depois do etanol e do
diéxido de carbono, podendo beneficiar o corpo das bebidas alcodlicas fermentadas
em certas concentracdes devido a sua viscosidade e densidade (ZHAO; PROCOPIO
e BECKER, 2015). Além disso, o glicerol equilibra a sensacado alcodlica e a
adstringéncia das bebidas, conferindo também um grau de suavidade no paladar
(JONES et al., 2008).
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A concentracao de glicerol em cervejas varia entre 1 a 2 g/L, onde seu limiar
de percepcgao sensorial € de 10 g/L (PARKER e RICHARDSON, 1970; BRIGGS et al.,
2004). Em experimento de otimizacao realizado por Kaur et al. (2013) em vinhos, onde
foram variadas as concentracdes de glicerol e etanol, a maior aceitabilidade sensorial
da bebida foi obtida em 6,19 g/L de glicerol. Em cervejas, a concentracado de glicerol
no ambito sensorial é pouco estudada, devendo ser realizadas mais pesquisas para o
esclarecimento da sua real contribuigéo.

As concentracdes maximas de glicerol encontradas neste trabalho foram, assim
como para o etanol, na regiao do ponto central, com valores de 1,62 g/L no bloco
controle, 2,29 g/L entre T. delbrueckii e S. cerevisiae, 1,58 g/L na co-cultura entre P.
anomala e S. cerevisiae, 2,05 g/L na co-cultura entre C. apicola e S. cerevisiae. Dessa
forma, em todos os blocos o glicerol foi produzido em concentracdes ideais para
cervejas.

Foi relatado que T. delbrueckii possui boa resposta ao estresse por pressao
osmética (ALVES-ARAUJO et al., 2007), sendo esta propriedade relacionada a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de glicerol sob condicbes anaerébias
(BRANDAM et al., 2013). Este efeito foi verificado em fermentagao em co-cultura entre
T. delbrueckii Td 291 e S. cerevisiae (Cross evolution-285) em proporgdo de 107:10°
UFC/mL em mosto sintético de suco de uva estudados por Shekhawat, Bauer e Setati
(2017), que obtiveram valores de glicerol de 6,84 g/L em condi¢cdo anaerobica, 6,46
g/L em 1% de oxigénio dissolvido, 1,74 g/L em 5% e 1,09 g/L em 21%. Estes trabalhos
comprovam a boa producéo de glicerol pela T. delbrueckii sob condi¢gdes anaerdbias,
como verificado em nosso trabalho, onde esta levedura em co-cultura produziu mais

glicerol que as demais co-culturas estudadas.

5.2.3 Producao de compostos volateis pelas leveduras

A concentragédo final dos compostos volateis presentes nas bebidas esta
descrita na Tabela 6. O composto acetato de etila apresentou-se em concentragdes
superiores em todos os ensaios envolvendo a co-cultura entre P. anomala e S.
cerevisiae em relacdao aos outros blocos, independentemente da condicdo proposta,
tendo um destaque no ensaio 1 (104|108 cel/mL e 10 °Brix) e ensaio 2 (10%|10° cel/mL

e 12 °Brix), nos quais sua concentragdo foi ainda maior com valores de 180,67 e
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159,16 mg/L, respectivamente (Tabela 6). O mesmo foi observado para o composto
1-propanol, com excec¢do do ensaio 11 (10%|10° cel/mL e 22 °Brix), cuja concentragio
foi maior nas cervejas produzidas apenas com S. cerevisiae em relacao aos outros
blocos. Algumas cepas de P. anomala foram relatadas como produtoras de acetato
de etila em niveis acima de 150 mg/L, sendo que niveis préximos de 200 mg/L podem
atribuir caracteristicas desagradaveis as bebidas, como aromas que remetem a
solvente (PRETORIUS e LAMBRECHTS, 2000; VIANA et al., 2008).

Pichia anomala ja foi estudada na producgao de vinho e cidra de maca (SATORA
et al., 2014; YE; YUE e YUAN, 2014) e relatada como boa produtora de compostos
volateis em bebidas (PASSOTH et al.,, 2006). Um estudo de producdo de vinho
realizado com fermentacdo em co-cultura entre P. anomala Pi9 e S. cerevisiae
EC1118 revelou um aumento geral da producao de propanol, alcool isobutilico, alcool
amilico, acetato de isoamila e hexanoato de etila em relagdo a fermentacao em cultura
pura de S. cerevisiae (DOMIZIO et al., 2011). Em fermentacdo de cervejas, P.
anomala ainda € pouco estudada por ser relacionada a deterioracdo dessa bebida
(TIMKE et al., 2008). Entretanto, Osburn at al. (2018) mostraram que a cepa de P.
anomala YH82 exibiu boa performance na elaboracao de cerveja acida, produzindo
notas de frutas como maca, pera e damasco. Em pesquisa realizada por Canonico et
al. (2019) com producéo de cerveja a partir de co-cultura entre P. anomala DiISVA 2 e
S. cerevisiae US-05 na proporcao de 1:1 e extrato com 12,3 °Brix, foram produzidos
acetato de etila a 15,7 mg/L, assim como 1-propanol (17,9 mg/L) e alcool isobutilico
(7,6 mg/L). Essas concentragdes foram semelhantes as obtidas neste estudo nas
condigcdes do ensaio 4 (106108 cel/mL e 16 °Brix). Além disso, estes mesmos autores
concluiram que essas leveduras, quando em co-cultura, produziram cervejas com
maior concentracao de acetato de etila e menor concentracdo de acetaldeido em
comparagcao as cervejas produzidas apenas com S. cerevisiae. Dessa forma, P.
anomala em combinacdo com S. cerevisiae pode trazer caracteristicas desejaveis na

producao de cervejas.
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Tabela 6 — Concentracdo dos compostos volateis nas cervejas produzidas por fermenta¢cées em cultura pura e co-cultura.

Concentracao inicial

Compostos Volateis (mg/L)

Ensaio do extrato Pr(:z?l.ég?o Bloco Acetato de 1- Alcool Alcool Octanoatode  Alcool 2-
(°Brix) ) etila propanol isobutilico isoamilico etila feniletil

Sc (Controle) 4,98 3,89 9,50 73,33 11,73 7,66

1 10 1:100 Sc+Td 4,77 3,50 6,76 59,14 9,87 4,40
Sc+ Pa 180,67 7,25 12,02 91,50 9,62 4,29

Sc+Ca 4,08 3,66 5,79 42,20 13,93 10,35

Sc (Controle) 5,57 5,06 8,84 72,87 9,19 3,57

) 12 110 Sc+Td 4,96 3,41 9,03 69,95 8,85 4,81
Sc + Pa 159,16 4,88 8,59 70,00 9,88 2,31

Sc+ Ca 4,72 4,48 8,78 64,65 13,12 8,93

Sc (Controle) 5,01 4,50 8,97 78,33 8,97 4,11

Sc+Td 5,06 4,06 6,65 62,44 10,15 3,25

3 12 1:1000 Sc+ Pa 27,04 6,20 7,66 67,89 9,73 1,96
Sc+Ca 4,60 4,93 8,72 56,41 7,59 8,94

Sc (Controle) 8,46 4,87 8,36 64,60 10,82 5,20

4 16 1:1 Sc+Td 7,03 7,89 7,96 74,98 9,43 4,66
Sc + Pa 11,43 21,39 7,34 62,58 9,96 3,24

Sc+ Ca 6,82 5,97 9,55 74,63 7,80 4,19

Sc (Controle) 6,32 6,78 9,23 93,60 10,97 4,93

Sc+Td 6,44 2,92 3,72 91,07 8,12 5,47

> 16 1:100 Sc+ Pa 15,10 6,81 15,38 96,47 9,57 2,22
Sc+Ca 3,47 *nd 1,89 68,50 8,28 5,62

Sc = Saccharomyces cerevisiae; Td = Torulaspora delbrueckii; Ca =
Saccharomyces *nd = ndo detectado.

Candida apicola; Pa =

Pichia anomala; NS = Nao-
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Tabela 6 — Continuacgao.

Concentracgao inicial Proporcio Compostos Volateis (mg/L)
Ensaio do extrato (S?:-Ng) Bloco Acetato de 1- Alcool Alcool Octanoatode  Alcool 2-
(°Brix) ' etila propanol isobutilico isoamilico etila feniletil
Sc (Controle) 7,73 8,16 7,09 156,17 9,06 7,73
6 16 1:100 Sc+Td 4,66 4,69 8,52 80,46 8,99 3,28
Sc+ Pa 13,46 4,76 7,00 74,98 7,40 1,59
Sc+Ca 8,65 4,97 8,57 59,68 8,47 4,92
Sc (Controle) 5,61 5,97 9,21 95,36 11,14 3,59
7 16 1:100 Sc+Td 4,88 4,34 9,20 80,16 11,70 3,70
Sc+ Pa 9,25 6,56 10,82 100,71 8,01 3,07
Sc+Ca 5,26 6,21 8,80 65,23 8,58 5,18
Sc (Controle) 5,52 5,60 10,09 96,80 12,67 3,84
Sc+Td 6,24 2,87 6,22 59,99 7,52 4,55
1 1:1 7 ’ ’ ’ ? ’
8 6 0000 Sc+ Pa 32,70 7,39 7,57 74,36 *nd 1,67
Sc+Ca 3,27 1,45 5,31 44,01 *nd 4,13
Sc (Controle) 6,28 4,85 5,86 66,00 *nd 0,71
9 20 110 Sc+Td 5,62 6,33 5,11 61,88 7,71 1,32
Sc + Pa 11,43 7,12 5,79 66,04 *nd 0,17
Sc+Ca 4,75 0,55 6,01 47,48 *nd 1,88
Sc (Controle) 6,68 5,52 5,68 72,65 7,69 0,98
Sc+Td 4,17 2,15 4,20 43,23 8,05 0,36
10 20 1:1000 ’ ’ ’ ’ ’ '
Sc + Pa 14,28 6,41 5,41 78,90 8,52 *nd
Sc+Ca 3,27 1,63 4,45 35,34 *nd 1,19
Sc (Controle) 6,22 9,01 7,18 82,16 *nd 0,74
Sc+Td 3,50 1,84 4,63 68,44 *nd *nd
11 22 1:100 ’ ’ ’ ’
Sc+ Pa 27,69 5,93 3,71 43,80 9,02 *nd

Sc+Ca 3,27 0,64 2,10 26,33 *nd 0,59




Torulaspora delbrueckii € uma nao-Saccharomyces relatada por alguns autores
como boa produtora de compostos volateis que levam a melhoria dos atributos
sensoriais de cervejas como aroma frutado (BASSO; ALCARDE e PORTUGAL, 2016;
MICHEL et al., 2016a; CANONICO; COMITINI e CIANI, 2017). Entretanto, a
fermentagcdo em co-cultura com T. delbrueckii realizada nesta pesquisa nao trouxe
aumento na concentragdo de acetato de etila (um dos compostos responsaveis pelo
aroma frutado) em relagao a fermentagdo em cultura pura de S. cerevisiae (Tabela 6).
Apenas no ensaio 8 (10%10° cel/mL e 16 °Brix) foi possivel observar um aumento na
concentracao desse composto. Este fato pode estar relacionado a proporcao utilizada
neste ensaio (1:10000), onde T. delbrueckii iniciou a fermentacdo em maior numero,
podendo contribuir com esta caracteristica.

Nos ensaios 3 (10%|10° cel/mL e 12 °Brix) e ensaio 10 (10%|10° cel/mL e 20
°Brix) T. delbrueckii dominou a fermentacdo (Figura 6) e, nestes casos, a
concentragcédo de octanoato de etila, que remete ao aroma de magé/anis, foi superior
ao do bloco controle, indicando que nestas condi¢ées pode haver um incremento
destes aromas nas bebidas. Canonico et al. (2016) também verificaram aumento de
octanoato de etila em fermentacao de cervejas por co-cultura entre S. cerevisiae US-
05 e T. delbrueckii DiISVA 254 em propor¢des de 1:1, 1:10 e 1:20, respectivamente
em relacdo a cultura pura de S. cerevisiae US-05.

Canonico, Comitini e Ciani (2017) elaboraram cerveja por fermentacao em co-
cultura entre T. delbrueckii DiISVA 254 e S. cerevisiae US-05 na proporgao de 1:20
com 12,3 °Brix de concentracao inicial do mosto, condi¢ao esta que se aproxima ao
ensaio 2 (10%/108 cel/mL e 12 °Brix) realizado nesta pesquisa. A partir dessa condicao,
foram obtidas bebidas com acetato de etila a 20,38 mg/L, 1-propanol a 24,63 mg/L,
alcool isobutilico a 28,06 mg/L, alcool isoamilico a 70,74 mg/L, octanoato de etila a
0,011 mg/L e alcool 2-fenietil a 15,45 mg/L. Estes valores estao divergentes dos
encontrados nesta pesquisa, com exce¢dao do alcool isoamilico (Tabela 6). Essa
divergéncia pode ter devido as diferencgas entre a composi¢cao dos mostos utilizados,
assim como nas condicdes em que os processos foram realizados, ou mesmo nas
diferentes cepas de T. delbrueckii utilizadas.
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O élcool isoamilico, composto volatil que remete ao aroma de alcool/banana
(MEILGAARD, 1975), foi produzido em maior concentragdo em relagao a todos outros
compostos analisados, ficando em varios ensaios com concentragdo acima do limite
de percepcdo, que é de 50 a 65 mg/L (MEILGAARD, 1975). A concentracao de
octanoato de etila nas condi¢Oes testadas variaram de 7,69 a 12,67 mg/L nas cervejas
produzidas por cultura pura, de 7,52 a 11,70 mg/L na co-cultura com T. delbrueckii,
de 7,59 a 13,12 mg/L na co-cultura com C. apicola e de 7,40 a 9,96 mg/L na co-cultura
com P. anomala. Esta concentracdo esta muito acima do limite de percepgéao desse
composto, que € de 0,9-1,0 mg/L, sendo que o octanoato de etila possui aroma que
remete a macga/anis (MEILGAARD, 1975).

O composto alcool 2-feniletil remete ao aroma de rosas, e sua concentracéo
variou entre 0,17 e 10,35 mg/L em todos os ensaios, concentracdo esta que esta
abaixo do limite de percepgcao desse composto, que € de 40 mg/L (MEILGAARD,
1975). Os compostos 1-propanol e alcool isobutilico também ficaram para todas as
condigbes testadas abaixo do limite de percepgcdo de 600 e 100 mg/L,
respectivamente (MEILGAARD, 1975). Estas concentragdes baixas séo interessantes
para a qualidade final de cervejas, visto que estes compostos séo relacionados ao
aroma de alcool/doce e solvente (MEILGAARD, 1975). Entretanto, a concentracao
absoluta de um composto volatil por si s6 nao define o sabor e aroma de uma cerveja.
O mais importante é a sinergia que ocorre entre os compostos. Mesmo estando abaixo
do seu limite de percepgao tedrico, 0 composto ainda pode contribuir para a bebida
final (MEILGAARD, 1975).

Em todas as condi¢bes testadas ndo foram detectados acetato de isoamila,
acetato feniletil, alcool amilico e hexanoato de etila. Isto ndo indica que as bebidas
N&o possuem esses compostos, mas sim que estes estdo em concentragao abaixo do
limite de detec¢ao do equipamento (1 mg/L).

Algumas cervejarias utilizam a técnica de fermentacao em alta densidade, ou
seja, utilizacdo de altas concentragdes iniciais de extrato com objetivo de otimizar a
planta de produgcdo (STEWART, 2010). Nestas condi¢cbes, as leveduras sao
submetidas a uma situacao de estresse pela elevada pressdao osmoética no momento
inicial da fermentacao e, posteriormente, pelos altos niveis de etanol no meio. Além
disso, é caracteristico desse sistema uma maior produgdo de compostos volateis,
como alcoois superiores e ésteres de acetato (GIBSON, 2011; PULIGUNDLA et al.,
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2011). Entretanto, de modo geral a concentracdo de compostos volateis produzidos a
partir da condicéo de alta densidade testada neste trabalho, como no ensaio 9 (105|10°
cel/mL e 20 °Brix), foi menor que em baixa densidade, como no ensaio 2 (10108
cel/mL e 12 °Brix) (Tabela 6). Este efeito pode estar associado ao menor consumo de
FAN observado nestas condi¢des (Tabela 3), possivelmente pelo fato de as leveduras,
neste caso, estarem submetidas além do estresse osmoético, também ao estresse
populacional da co-cultura.

A fermentacdo em co-cultura com a participacdo de leveduras néo-
Saccharomyces na producdo de cervejas tem sido utilizada para aumentar a
complexidade das bebidas no quesito sensorial, através da maior produgédo de
compostos volateis caracteristicas dessas leveduras. Assim, foi observado que na co-
cultura com P. anomala a producao de acetato de etila foi maior em relacao a todas
outras fermentacdes. Porém, para um uso adequado da P. anomala, deve se avaliar
a condicao na qual esta levedura ndo produza quantidades demasiadamente altas
desse composto, pois pode aparecer aromas de solvente que sdo indesejaveis nas
bebidas. De forma geral, as fermentagbes com T. delbrueckii ndo promoveram
aumento dos compostos volateis em relacao a cultura pura de S. cerevisiae US-05,
diferentemente do relatado na literatura de que fermentacées com T. delbrueckii
promoveram bebidas com atributos sensoriais de aroma frutado.

5.3 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada para as cervejas produzidas sob as condi¢coes
dos ensaios do ponto central, onde a concentragcdo do mosto era de 16 °Brix e a
proporcao entre Saccharomyces/nao-Saccharomyces de 1:100. A escolha desta
condicdo se deu com base na maior concentracdo de etanol obtida a partir dessas
combinagbes. A avaliagdo sensorial foi realizada por beer sommeliers, os quais
julgaram as quatro cervejas distintas produzidas a partir dos diferentes blocos (Figura
14). Este procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos sob o parecer n® 2.551.752.
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Figura 14 — Perfil sensorial de sabor (a) e aroma (b) das cervejas produzidas por S. cerevisiae US-05
cultura pura e as co-culturas com T. delbrueckii, P. anomala e C. apicola.

Na avaliagcao feita pelos beer sommeliers nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de 5% nas médias das notas para aroma e
sabor em nenhum atributo, entretanto as cervejas no geral foram avaliadas com
caracteristica de sabor doce alto, sendo mais expressivo nas co-culturas com C.
apicola + US-05 e P. anomala + US-05 (Figura 14). Essas cervejas tiveram
concentracao final de extrato mais alto (Tabela 3), dessa forma acentuando o sabor e
aroma doce da cerveja.

O atributo frutado/ésteres é de extrema importancia e amplamente discutido no
ramo cervejeiro. As notas médias para este atributo variaram de 4,2 a 5,6 no sabor e
de 3,4 a 4,6 no aroma (Figura 14). A notas mais altas foram atribuidas a cerveja
produzida com C. apicola e a menor nota na produzida com T. delbrueckii. Outras
pesquisas que fizeram uso de T. delbrueckii DiSVA 254 em co-cultura com S.
cerevisiae US-05, como o trabalho de Canonico et al. (2017), verificaram aumento do
atributo frutado/ésteres em relacdo a cerveja produzida em cultura pura com S.
cerevisiae US-05.

Pela analise dos compostos volateis, a co-cultura com P. anomala teve
destaque na producéao de acetato de etila nas varias combinacdes testadas. Este éster
remete ao aroma frutado (MEILGAARD, 1975), entretanto a concentracédo elevada
deste composto em relagdo as outras co-culturas nao foi percebida pelos julgadores
durante a analise sensorial.

No contexto geral, os atributos que remetem a defeitos na cerveja como DMS,

Alcool/Solvente, Sulfurico e Oxidado/Envelhecido tiveram notas baixas em todas as
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cervejas, com excecao da produzida por C. apicola, que teve nota de 4,8 para aroma
oxidado/envelhecido, nota 5 para aroma de DMS e nota 4,2 para sabor de DMS. Uma
cerveja com poucos defeitos é crucial para sua aceitacao e indica que as condicdes
propostas, bem como o processo de producao foram conduzidos de forma adequada.
As notas mais altas dadas aos atributos de oxidado/envelhecido bem como de DMS
na cerveja produzida com C. apicola ndo indica que esta levedura seja inadequada
para a producao de cerveja, mas é interessante uma avaliagdo em outras condi¢gdes
para verificar seu comportamento.

Em todas as cervejas produzidas o aroma e sabor de lupulo, bem como o
amargor foram classificados com intensidade baixa. O extrato de malte utilizado,
segundo o fabricante é lupulado, entretanto ndo é revelado sua concentracao. Assim,
as condi¢des propostas neste estudo levaram a cervejas com alta concentragao de
extrato final, que remete ao sabor doce, que pode ter mascarado o amargor e o sabor
de lupulo.

Destaque para notas altas no aroma alcodlico/doce que a co-cultura com P.
anomala obteve na avaliacao sensorial. Esta percepcao é compativel com os valores
da concentracdo do composto 1-propanol, obtidas na analise quimica, que foram
maiores para esta co-cultura em relacédo as demais.

Nos ensaios do ponto central na co-cultura entre S. cerevisiae e T. delbrueckil,
esta ultima dominou a fermentacdo (Figura 6), dessa forma era esperado que
houvesse alguma intensificagdo nos atributos de aroma frutado/ésteres como relatado
na literatura (CANONICO et al., 2016). Entretanto, foi observado menor consumo de
FAN em relacdo ao bloco controle (Tabela 3), além disso foi também verificado menor
concentracao de alguns compostos volateis como acetato de etila, 1-propanol, alcool
isoamilico, octanoato de etila e alcool 2-fenietil (Tabela 6). Assim, como a producao
de compostos volateis esta intimamente ligada ao consumo de FAN, este efeito pode
justificar a menor intensidade nas notas para aroma frutado/ésteres obtidos na

avaliacao dos beer sommeliers.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel identificar algumas influéncias das proporgdes entre
as leveduras durante uma fermentacdo em co-cultura na producao de cervejas, bem
como o impacto da concentragao inicial do mosto, dando origem a diferentes cervejas
dependendo da levedura utilizada.

Com o uso da citometria de fluxo foi possivel visualizar, ao nivel de proporgdes,
as interagdes entre as leveduras na co-cultura com T. delbrueckiie P. anomala, sendo
uma boa ferramenta para o0 acompanhamento do processo fermentativo.

O uso das nao-Saccharomyces possibilitaram a produgao de cervejas com teor
de etanol em niveis satisfatorios e concentracao acima da fermentagao tradicional
apenas com S. cerevisiae US-05, entretanto a producdo de compostos volateis e
caracteristicas sensoriais frutadas ndao foram como esperados.

Finalmente, a utilizacdo de leveduras nao-Saccharomyces é viavel, pois deu
origem a cervejas diferenciadas, com caracteristicas préprias, sendo que as
interacdes interespecificas nao prejudicaram a producao de etanol e demais atributos
fisico-quimicos, comparado a cerveja fermentada de forma tradicional, ou seja,
apenas com S. cerevisiae. Estudos adicionais sao interessantes para ajustar as
condi¢des de fermentagdo que sejam adequadas a cada objetivo.
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ANEXO 1 - Ficha de avaliagao sensorial

Nome: Data: / /

Por favor, avalie a amostra quanto ao aroma e sabor. Para isto, atribua notas entre 1 a 10 para cada
atributo descrito abaixo.
Observacdo:  Nota = 1 significa auséncia do atributo na amostra.

Nota = 10 significa presenca forte do atributo na amostra.

Codigo da Amostra
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Aroma

Atributo
Frutado/ésteres
Alcool/solvente
Citrico
Ldpulo
DMS
Cereais/graos
Maltado
Caramelo
Queimado/cozido
Sulfurico
Oxidado/envelhecido

Doce

Comentarios:

Nota

Sabor

Atributo
Frutado/ésteres
Alcool/solvente
Citrico
Lupulo
DMS
Cereais/gréos
Maltado
Caramelo
Queimado/cozido
Sulfurico
Oxidado/envelhecido
Doce
Amargo
Acido
Adstringente

Corpo

Nota
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