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GLOSSARIO

Diastatico — qualidade de conjunto de enzimas presentes no malte que converte

amido em maltose.

Flavour — combinacéo de odor e sabor.

Lager — tipo de cerveja fermentada e armazenada em baixas temperaturas.
Malte - produto da malteacéo, gréo germinado utilizado na fermentacéo.
Mosto -mistura agucarada destinada a fermentacao alcodlica.

Pilsen - tipo de cerveja lager.

Session — cerveja com baixo teor alcodlico.

Substrato — meio nutriente para o desenvolvimento de um organismo.
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RESUMO

A cerveja é considerada uma das bebidas mais antigas da historia e atualmente é
uma das bebidas mais consumidas no mundo. Antigamente, a producéo de cerveja
era uma pratica de heranca familiar que consistia na reutilizagéo de residuos de uma
batelada para iniciar a seguinte, dando origem ao processo de domesticacdo das
leveduras. Este trabalho teve o intuito de avaliar a viabilidade da fermentacdo do
mosto cervejeiro utilizando leveduras isoladas de amostras de pitanga (Eugenia
uniflora L.) e mel de cupira (Partamona sp), avaliando parametros de pH,
concentracdo celular, viabilidade celular, consumo de substrato e teor alcodlico. O
isolamento das leveduras foi feito a partir do crescimento microbiolégico das
amostras em mosto cervejeiro sob agitacao por 7 dias, seguido de plaqgueamento até
obter-se uma cultura pura. A fermentacgéo foi conduzida com temperaturas de 19 °C,
25 °C e temperatura ambiente (29 °C — 30 °C). Os produtos finais de ambas as
amostras apresentaram pH similar a cervejas produzidas utilizando leveduras
comerciais. A concentracdo celular da amostra de pitanga apresentou nos pontos
iniciais resultados imensuraveis por auséncia de células, porém com crescimento
otimo ap6s aumento da temperatura. A atenuacdo aparente de ambas as amostras
ocorreu de forma lenta, porém com resultado final atingindo 1,011 g/cm?® para a
amostra de mel e 1,007 g/cm® para a amostra de pitanga. O teor alcodlico nas
cervejas foi de 3,2% para a amostra de mel e 3,85% para a amostra de pitanga,
onde ambas se encaixam nos padrdes estabelecidos pelo 6rgao regulador brasileiro
ANVISA e de acordo com o Beer Judge Certification Program (BJCP), recebem a
classificacdo de Session. A amostra de pitanga apresentou aromas frutados, suaves
e de frutas vermelhas, mas com off-flavour semelhante a esparadrapo ou Band-aid,
caracteristico de leveduras selvagens. A amostra do mel apresentou aromas mais
adocicado, semelhantes a mel e frutados, que remeteu ao caju, com o mesmo off-
flavour da amostra anterior, porém em menor intensidade. Os resultados
encontrados mostram que apesar dos off-flavours encontrados no produto final, o
isolamento de leveduras selvagens € viavel e passivel de otimizacdo, utilizando
bateladas repetidas para domesticacdo desses microrganismos para O
melhoramento dos padrdes sensoriais e cinéticos.

Palavras-chave: Leveduras selvagens; Eugenia uniflora L.; mel de cupira;
Partamona sp; domesticacao de leveduras.



ABSTRACT

Beer is considered one of the oldest drinks in history and is currently one of the
most consumed beverages in the world. In the past, brewing was a family
heritage practice which consisted in the reuse of waste from one batch to start the
next, originating the process of domestication of yeasts. The objective of this work
was to evaluate the viability of brewer's yeast fermentation using yeasts isolated
from pitanga (Eugenia uniflora L.) and cupira honey (Partamona sp), evaluating
parameters of pH, cell concentration, cell viability, substrate consumption and
alcoholic content. Isolation of the yeasts was made from the microbiological
growth of the samples in brewing wort under agitation for 7 days, followed by
plating until a pure culture was obtained. The fermentation was conducted with
temperatures of 19 °C, 25 °C and room temperature (29 °C — 30 °C). The final
products of both samples had similar pH to those from beers produced using
commercial yeasts. The cell concentration of the pitanga sample initially
presented immeasurable results due to the absence of cells, but it showed
optimum growth after temperature increase. The apparent attenuation of both
samples occurred slowly but with a final result reaching 1.011 g/cm3 for the honey
sample and 1.007 g/cm3 for the cherry sample. The alcohol content in the beers
was 3.2% for the honey sample and 3.85% for the pitanga sample, both of which
fit the standards established by the Brazilian regulatory body ANVISA and
according to the Beer Judge Certification Program (BJCP), receive the Session
classification. The pitanga sample showed fruity aromas, soft and red fruits, but
with off-flavor similar to tape or Band-aid, characteristic of wild yeasts. The honey
sample had sweeter, honey-like and fruity aromas, which returned to the cashew,
with the same off-flavor of the previous sample, but to a lesser extent. The results
show that, despite the off-flavors found in the final product, the isolation of wild
yeasts is feasible and optimizable, using repeated batchings to domestication of
these microorganisms for the improvement of the sensory and kinetic patterns.

Key words: Wild yeasts; Eugenia uniflora; cupira honey; domestication of

yeasts.
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1 INTRODUGAO

A cerveja é uma bebida alcodlica que € obtida do processo de fermentacéo
por leveduras do mosto que contém malte de cevada, agua e lupulo. Além disso,
diferentes tipos de bebida podem ser fabricados caso o malte seja substituido por
outros tipos de cereais, que sejam maltados ou ndo (REHM e REED, 1983;
TSCHOPE, 2001). E uma bebida de ampla producdo e consumo no mundo e
chegou ao Brasil em 1808, trazida pela familia real portuguesa de mudanca para o
entdo Brasil colénia. Com a abertura dos portos as nacfes amigas de Portugal, a
Inglaterra foi a primeira a introduzir a cerveja na antiga colénia (MEGA, NEVES;
ANDRADE, 2011).

A histéria da fermentacdo tem uma relacdo intima com a utilizacdo de
microrganismos encontrados na natureza, a partir da fermentacédo espontanea como
a primeira forma de fermentacdo descoberta. Relatos de diversos historiadores
apresentam que a producao de bebidas fermentadas foi um dos fatores que levaram
as pessoas da época a mudarem seus habitos de cacadores e coletores para
agricultores (WHITE; ZAINASHEFF, 2010). A prética de produzir cerveja se tornou
uma heranca familiar, e a reutilizacdo do residuo de uma batelada para iniciar a
outra se tornou uma pratica comum, dando inicio a domesticacdo de leveduras,
mesmo sem ter o conhecimento exato sobre 0 microrganismo.

A presenca de leveduras em um ambiente, normalmente esta relacionada a
presenca de fontes de acucar, sendo a superficie de frutas, gréos de cereais, folhas
e flores excelentes locais para encontrar pequenas populacbes de Saccharomyces
(MATIENZO, 2002; SOUZA ,1969; TIKKA et al., 2013; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Segundo o Decreto N° 6.871, de 4 de junho de 2009 que regulamenta a Lei n°
8.918, de 14 de julho de 1994, “cerveja € a bebida obtida pela fermentacao alcodlica
do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acdo da
levedura, com adigéo de lupulo”. Parte do malte da cevada pode ser substituida por
adjuntos (arroz, trigo, centeio, milho, aveia e sorgo, todos integrais, em flocos ou a
sua parte amilacea) e por carboidratos de origem vegetal, transformados ou néo.
(BRASIL, 1997)
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A crescente competitividade do mercado, a introducdo de novos produtos e
diminuicdo nos custos, tem servido como motivacao para inovagdes tecnoldgicas na
producdo cervejeira, e dentre essas inovacdes estd a busca por novos
microrganismos fermentativos que possuam caracteristicas de flavour favoraveis
para a industria. -

Mediante o0 exposto, o0 intuito do presente trabalho isolar leveduras
fermentativas do mel de cupira (Partamona sp) e pitanga (Eugenia uniflora L.) e
promover a fermentacdo em mosto cervejeiro a fim de avaliar o potencial para

utilizacdo na producao de cervejas artesanais
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar leveduras fermentativas do mel de cupira (Partamona sp) e pitanga
(Eugenia uniflora) e promover a fermentacdo em mosto cervejeiro a fim de avaliar o

potencial para utilizagdo na producéo de cervejas artesanais.

2.2 Objetivos Especificos

e Coletar, propagar e isolar microrganismos presentes no mel de cupira
(Partamona sp) e pitanga (Eugenia uniflora L.);

e Caracterizar micro e macroscopicamente 0s microrganismos isolados

e Avaliar aspectos fisico-quimicos e parametros da fermentacdo dos
microrganismos leveduriformes em mosto cervejeiro ao longo da

fermentacao e no produto final.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Cerveja

3.1.1 Historico

A cerveja é uma bebida alcodlica que é obtida do processo de fermentacao
por leveduras do mosto que contém malte de cevada, agua e lapulo. Além disso,
diferentes tipos de bebida podem ser fabricados caso o malte seja substituido por
outros tipos de cereais, que sejam maltados ou ndo (REHM e REED, 1983;
TSCHOPE, 2001).

Devido as diferentes formas de alteracdo das matérias-primas na hora de sua
confeccdo, é dificil estipular o nimero de total de tipos de cerveja. Mudancas
pequenas em seus ingredientes base, ou alteracbes no tempo de fermentacéao,
temperaturas e tempos de mostura faz com que varios de tipos de bebidas surjam.

Ha relatos que indicam que a cerveja é uma das bebidas mais antigas na
histéria, com ocorréncias no Egito e Mesopotanea ha mais de 5 mil anos, que séo
civilizacbes que se destacam por ter uma grande producdo de cereais. Ja na
Europa, Grécia e Roma foram as pioneiras, deixando de ser apenas produtoras de
vinho. O povo germanico também se destacou na confeccéo de cervejas. O comeco
da producéo cervejeira no Brasil se mostrou tardia, devido ao clima improprio para
cultivo de cevada e lapulo, além da tradicdo de consumo de vinho herdada dos
colonizadores portugueses. A primeira cervejaria brasileira é a Bohemia, porém a
producao industrial se estabeleceu com a Cerveja Brahma Villiger & Companhia, em
1888, no Rio de Janeiro (AQUARONE et al., 2001).

Atualmente, o Brasil tem um grande papel no mercado cervejeiro mundial,
tendo a maior empresa no ramo, a AB Inbev, que é composta da fusdo de diversas
empresas como a Brahma, a Antarctica, a Interbrew e a Anheuser-Busch (produtora
da Budweiser). Com isso, 0s grupos cervejeiros AB Inbev, SAB Miller, Heineken,
Carlsberg e China Resource Brewery tém controle de 50% do mercado mundial de
cervejas (CERVESIA, 2008).
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3.1.2 Composicéo

As matérias primas basicas na producdo do mosto de cerveja sdo agua,
lUpulo e cevada. A qualidade destes tem um impacto direto no produto final.

No processo, existem requisitos, fora a potabilidade, que a agua utilizada
deve seguir, pois estes influenciam no brilho, na espuma, no aroma e sabor da
bebida. Portanto, a 4gua deve ser incolor, inodora, insipida e isenta de turbidez,
além de apresentar uma pequena carga microbiana e baixa concentracdo de gases
dissolvidos (DRAGONE e SILVA, 2010).

A cevada é o cereal preferencial para a producdo da cerveja, embora outro
também possam ser utilizados na sua confec¢éo. Devido a sua preferéncia, cerca de
94% da producdo de cevada no ano 2000 foi destinada a producdo cervejeira.
(MORRIS, BRYCE, 2000; LEWIS, YOUNG, 2001). O malte de cevada é obtido a
partir do processo de malteacdo, necessario para que haja um aumento no conteudo
enzimatico do cereal e do poder diastatico dele. Esta propriedade faz com que o
amido presente seja hidrolisado disponibilizando acucares fermentesciveis (LIMA et
al, 2001; O'ROURKE, 2002).

O lapulo € uma planta de dificil cultivo, devido a sua necessidade de clima
frio, regas frequentes, luz intensa, pouco vento, solo profundo e pouco compactado
e sua sujeicdo a pragas e doencas. Desta planta sdo utilizadas as inflorescéncias
femininas ndo fecundadas como matéria-prima, pois contém a lupulina intacta, em
que se concentram resinas amargas, 6leos essenciais e polifenois. Estes elementos
contidos no lapulo, com a presenca de minerais, se tornam essenciais na producao
da bebida, conferindo aroma, sabor e amargor (KUNZE, 1999; DRAGONE e SILVA,
2010).

Ha também a existéncia de adjuntos, que podem ser definidos como
substancias capazes de fornecer uma quantidade suficiente de carboidratos ao
mosto, com o intuito de complementar o teor obtido do malte da cevada.
Normalmente, sdo utilizados amilaceos, acucares e extratos (BRIGGS et al, 2004).

Por fim, existem também aditivos, que sédo elementos que, se adicionados em
pequenas quantidades, podem ter efeitos desejaveis no produto final. Enzimas,

agentes filtrantes e clarificantes e antioxidantes s&o alguns exemplos.

3.1.3 Agentes de Fermentagéo
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Embora existam diversos microrganismos que possuam a habilidade de
produzir etanol metabolicamente, as leveduras séo as mais utilizadas, destacando-
se as do género Saccharomyces, visto sua grande utilizagdo na produgcdo de
alimentos e bebidas. As leveduras cervejeiras (S. cerevisiae e S. uvarum) sao seres
aerdbicos facultativos que conseguem realizar a aerobiose em presenca de
oxigénio, e, em sua auséncia, praticam o processo fermentativo. Neste processo,
elas metabolizam acucares simples e liberam metabdlitos essenciais como CO, e
etanol (PRESCOTT e DUNN, 1949; BOULTON e QUAIN, 2001; TORTORA, CASE E
FUNKE, 2011).

As leveduras cervejeiras sdo associadas a dois tipos distintos de cerveja. As
leveduras da espécie S. cerevisiae sdo associadas ao tipo Ale e apresentam
atividade Gtima entre as temperaturas 18 e 22 °C, e sdo as chamadas leveduras de
alta fermentacao, visto que formam pseudo-hifas e sofrem flotacdo por arraste de
CO, (DRAGONE e SILVA, 2010; BAMFORTH, 2003; BOULTON e QUAIN, 2001). As
leveduras da espécie S. uvarum possuem uma atividade melhor nas temperaturas
de 6 e 15°C e possuem o processo de floculagcéo, principalmente quando a fonte de
acucar a ser fermentado se extingue. Devido a esse processo, os flocos se
depositam no fundo do reator, denominando, entdo, as leveduras de baixa
fermentacdo, que sdo associadas a cerveja do tipo Lager (BOULTON e QUAIN,
2001; DRAGONE e SILVA, 2010; BAMFORTH, 2003).

3.2 Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A pitangueira (Eugenia uniflora L.), € uma planta arbustiva frutifera nativa do
Brasil que pertence a familia Myrtaceae e é explorada devido aos efeitos medicinais
de suas folhas, cuja infusdo € utilizada de forma anti-hipertensiva e anti-reumatica
(AURICCHIO, 2006). Além disso, seus frutos séo utilizados no preparo de polpas,
sucos, licores, vinhos, etc (BEZERRA, 2004).

A pitanga é uma fruta que tem uma grande adaptabilidade a diferentes
condicdes climaticas e territoriais e, por isso, € encontrada em diferentes paises e
continentes. No Brasil, ela pode ser encontrada desde o Estado do Amazonas até o
Rio Grande do Sul. O fruto em si € uma baga globosa, que tem de 7 a 10 sulcos
longitudinais, que possui sépalas persistentes, além de ter um aroma caracteristico e
sabor doce e acido (BEZERRA, 2000).
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O fruto também demonstra ter alta atividade microbiana contra Escherichia
coli, Streptococcus pyogenes, Providencia spp., Proteus mirabilis, Shigella sonnei,

Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp.(VIZZOTTO, 2006).

3.3 Mel de cupira (Partamona sp)

O mel de cupira é uma variedade de mel produzido pela abelha Partamona
seridoenses, que € uma espécie de abelha sem-ferrdo, pois apresenta o ferrdo
atrofiado, que € eusocial e existe em grande parte das regides tropicais e
subtropicais no hemisfério sul. Ela faz parte da familia Apidae e é classificada na
tribo Meliponini (BARBOSA et al., 2016).

A colmeia dessas abelhas € montada sobre cavidades pré-existentes, em
arvores ou subterraneas, e tem a entrada na forma de uma pequena abertura com
espaco para uma apenas uma abelha, ou um tubo (ROSA et al., 2003).

O mel produzido por esse género de abelhas € composto basicamente por
agua, acucares redutores (glicose e frutose) e agucares ndo-redutores (sacarose e
maltose), sendo que as propor¢des variam com diversos fatores, como temperatura,
localizacédo e origem do pélen, mesmo dentro da mesma espécie. Maturidade do
ninho, fatores geograficos ou climaticos sdo algumas das variaveis que influenciam o
processo de producdo do mel (VIT et al, 2013). A Figura 1, apresentada abaixo,
representa a entrada da colénia de abelha cupira construida em barro.
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FIGURA 1: Entrada da col6nia de abelha cupira construida com barro.

Fonte: VILLAS-BOAS et al,. 2012

Devido a sua composicdo, o mel tem a tendéncia a ser um ambiente inGspito
para o desenvolvimento de microrganismos. Isso ocorre por alguns fatores, como a
alta concentracdo de aclUcar e presenca de peroxido de hidrogénio, lisozima e
acidos fendlicos. Entretanto, ainda € possivel observar a atividade microbiana no
mel. Devido a alta umidade no mel da tribo Melipolini, a presenca de leveduras é
muito mais impactante, pois elas sao ligadas a processos fermentativos (SOUZA,
2010).



22

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais para preparo do mosto

As matérias-primas utilizadas na fabricacdo da cerveja foram: agua potével
filtrada, declorada e acidificada com solucdo de &cido fosforico 10%, malte de
cevada, extrato de lupulo HopAlpha Tetra, adquiridos em lojas especializadas pela
internet. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Organica
Aplicada e no Laboratério de Genética Molecular e Biotecnologia Vegetal, ambos do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

4.2 Preparo do mosto cervejeiro

O preparo do mosto cervejeiro esta descrito no fluxograma a seguir (Figura 2).

Figura 2: Fluxograma do preparo do mosto cervejeiro

Moagem do _ » . )
malte de cevada » Mosturacéo Filtrac&o

Armazenamento « Resfriamento « Fervura

Fonte: Autor

A etapa de moagem do malte de cevada foi conduzida em moinho de dois
rolos (MonsterMill®), com abertura de 0,8 mm; a etapa de mosturacgéo foi realizada
em trés paradas: a primeira a 64 °C por 60 minutos para atuacdo da enzima beta-

amilase; a segunda a 69 °C por 20 minutos, com rampa de 5 minutos, para atuacéo
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da enzima alfa-amilase e a terceira a 76 °C por 1 minuto, com rampa de 8 minutos
para inativagdo enzimética. O consumo de amido foi verificado pelo reagente iodo
0,02 N. ApGs a mosturacdo, o mosto foi recirculado e filtrado, em tina de clarificacéo
com fundo falso, onde a prépria palha do malte fez o papel de filtro, até completar a
clarificagéo. (KUNZE, 1999)

O mosto clarificado foi transferido para a tina de fervura, e o residuo da
mosturacao foi lavado com agua filtrada, pré-aquecida (76°C) e com pH controlado
(5,5), até que o liquido filtrado saisse da tina de clarificacdo na densidade especifica
de 1,010g/cm3. Apés atingir fervura, o mosto permaneceu fervente durante 60
minutos para garantir esterilizacao, e foi resfriado utilizando-se um chiller de imersao
com circulacdo de agua gelada, até a temperatura de 15 °C. Ap0s isso, 0 mosto foi
fracionado em recipientes e armazenado em freezer com temperatura de -18° C.

Foram preparados 20L de mosto para garantir que seria utilizado o mesmo
mosto em todas as etapas do trabalho.

4.3 Coleta das amostras

4.3.1 Pitanga

Os frutos de pitanga foram coletados na cidade de Bayeux, Paraiba, em 2017,
diretamente da arvore, de forma asséptica, utilizando luvas e armazenados em
recipientes fechados. Foram selecionados majoritariamente frutos maduros com

fissuras nas cascas.

4.3.2 Mel de cupira

O mel de cupira utilizado nos experimentos foi coletado no sitio Jua, em 2017,
na cidade de Remanso na Bahia, pela Profa. Dra. Eva Mdnica Sarnento da Silva, do
Laboratério de Apicultura e Meliponicultura do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF), armazenado refrigerado

em tubo tipo Falcon de 50 mL.

4.4 |solamento das leveduras
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4.4.1 Fermentacdo das amostras

Inicialmente foram preparadas as solu¢des de inoculagéo, adicionando 200
mL de mosto cervejeiro descongelado, e uma barra agitadora magnética, em
erlenmeyers de 1000 mL, submetidas a fervura por 15 minutos e resfriados em
banho de gelo a 30 °C. As amostras de mel (50 mL) e pitanga (50 g) foram
adicionadas separadamente em cada Erlenmeyer e as amostras foram mantidas sob
agitacdo magnética com agitacdo suficiente para formacao de vortex, por 7 dias a
temperatura ambiente (DIRKSEN, 2017).

A Figura 3 e a Figura 4 apresentam as amostras de pitanga e mel de cupira,
respectivamente, sobre agitadores magnéticos. A Figura 5 apresenta o comparativo

da amostra de pitanga entre o primeiro dia e 0 sétimo dia.

Figura 3: Mosto cervejeiro inoculado com a amostra de pitanga sobre placa
agitadora para isolamento da levedura.

Fonte: Autor
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Figura 4: Mosto cervejeiro inoculado com amostra de mel de cupira sobre
placa agitadora para isolamento da levedura.

Figura 5: Comparativo entre o primeiro dia (1) e o sétimo dia (2) de
fermentacdo com a amostra de pitanga.
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Fonte: Autor

Fonte: Autor

4.4.2 Meio de cultura

Foi utilizado o meio Agar-Sauboraud-dextrose, com pH ajustado para 5,6.

A composicao do meio esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢éo do meio Agar-Sauboraud-dextrose

Componente Concentracao(g/L)
Agar 20
Dextrose 40

Peptona 10
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Fonte: Autor

4.4.3 Plagueamento, isolamento e selecao

Apos a fermentacéo, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra,
diluida em 50 mL de agua destilada estéril e utilizada uma gota da diluicdo para
efetuar o espalhamento sobre a placa de petri contendo meio de cultura estéril. A
diluicdo foi feita com a finalidade de diminuir a concentragdo dos microrganismos a
fim de facilitar o isolamento. O experimento foi executado em triplicata.

As placas ficaram encubadas em temperatura ambiente de aproximadamente
29°C por 5 dias ou até apresentarem crescimento microbiolégico suficiente para
isolamento.

ApoOs o crescimento, foram selecionadas colénias com aparéncia morfolégica
distintas entre elas (tipo de borda, volume da colbnia, brilho) e que ndo estivessem
em contato com outras colénias para evitar a contaminag¢do e com o auxilio de uma
alca de platina foram transferidas para uma nova placa para crescimento. O
procedimento foi executado em triplicata.

A Figura 6 apresenta placas com o crescimento microbiolégico a partir do

espalhamento das amostras fermentadas.

Figura 6: Placas de petri obtidas ap6s 5 dias de encubacéo

Fonte: Autor

X
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4.4.4 Cultura em laminula

Fragmentos da colbnia foram colocados estrategicamente sobre o meio de
cultura 4gar-Sabouraud-dextrose contidos em placas de Petri, e coberto com uma
laminula previamente flambada. ApGs o crescimento, a cada 24 horas, as laminulas
foram retiradas e colocadas invertidas sobre uma lamina contendo o corante azul de
metil e observada ao microscopio éptico. As laminulas foram avaliadas no periodo

de 24 a 96 horas a fim de visualizar estruturas micromorfolégicas.

4.5 Propagacéo e preparacao do inéculo

Para o preparo do inoculo foi necessario propagar a levedura da placa de
Petri até um volume suficiente para obtencdo da concentracdo 6tima de células
vidveis disponiveis para a fermentacdo. Com isso, foram preparados erlenmeyers
contendo 50 mL de mosto cervejeiro previamente descongelado e fervido e
inoculado duas alcadas da levedura isolada, deixando em crescimento sob agitacéo
por 24 h, sendo esse o pré-indculo. Apds o crescimento, foram preparados novos
erlenmeyers com 250 mL do mosto e inoculado todo o volume do pré-inéculo,
totalizando um volume de 300 mL, deixando em crescimento sob agitagéo por 24 h.
Apods o crescimento, foi retirada uma pequena aliquota de cada amostra de inéculo e
realizada uma contagem celular em camara de Neubauer de acordo com White e

Zainasheff (2010) para avaliar a concentracdo de célula/mL e a viabilidade celular.

4.6 Producéo da cerveja

Foram descongelados 4 L do mosto, mantido a 0°C por dois dias, sendo o
sobrenadante transferido para tina de fervura. Logo em seguida foram adicionadas
16 gotas de extrato de lupulo HopAlpha Tetra visando atingir um amargor de 10
IBUs, sendo esta a quantidade minima de amargor para uma cerveja leve e clara. O
mosto foi mantido em fervura por 15 min para descontaminacao, resfriado em banho
de gelo até atingir a temperatura de 19 °C, transferido para os tanques de

fermentacao, para que fosse totalizado apds inoculacdo o volume de 2 L por balde
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fermentador. Foram utilizados baldes fermentadores contendo duas torneiras para
retirada de amostra, acoplados com uma torneira para saida do gas produzido ao
longo da fermentacéo, colocado em um recipiente contendo agua para evitar entrada
de oxigénio no balde fermentador.

Para o volume de 2L, sdo necessérias aproximadamente 20x10° de células
viaveis e livres para a fermentagdo, portanto a partir do inéculo preparado
previamente, foram realizadas contagens celulares e adicionados 110mL do indculo
da levedura originada do mel e 300 mL do in6culo da levedura originada da pitanga

em fermentadores diferentes.

4.7 Anédlise fermentativa

4.7.1 pH

Foram coletados 10 ml das amostras as 8, 12 e 18 horas, durante 5 dias até
gue se completassem aproximadamente 102 h de fermentacdo e no produto final, 15
dias apés o envase. Foi obtido por medicdo direta com uso de pHmetro de bancada,
calibrada com solucéo tampéao de pH 4,0 e 7,0 (IAL, 2008).

4.7.2 Contagem de células

A contagem do numero de células totais e viaveis e da viabilidade celular foi
realizada por contagem em hemocitémetro na configuracao de Neubauer, utilizando-
se corante azul de metileno (0,1%) para facilitar a visualizacdo e diferenciacéo
celular entre células vivas e mortas, e analisado em microscopio binocular (Tecnal-
Coleman, modelo N107), com aumento final de 400 X. A contagem de células foi
realizada no inéculo, duas vezes ao dia durante a fermentacdo e na cerveja pronta
(WHITE; ZAINASHEFF, 2010). O calculo de células totais/mL foi feito utilizando a
equacao 1 da viabilidade celular é realizado segundo a equacéao 2.

células

— = n?de cél contadas x 5 x Fator de diluicio x 10* 1)



30

__ (n°total de células — n° células mortas) (2)
- (n° total de células) x 100

Viabilidade (%)

4.7.3 Consumo de substrato

Foram coletadas amostras as 8, 12 e 18 horas, durante 5 dias até que se
completassem 102 h de fermentacdo, e no produto final, 15 dias apds o envase,
todas em duplicata. As medicbes foram realizadas utilizando-se um refratdmetro
previamente calibrado, e os resultados foram expressos em °Brix, que € uma escala
numérica de refracdo utilizada para determinar a concentracdo de sélidos soluveis
das amostras analisadas (IAL, 2008).

As medidas realizadas no refratdbmetro refletem a medida do extrato real, ou
seja, sdo os solidos soluveis mais o alcool etilico, sendo necessaria posterior
corregdo da leitura. Estes resultados podem ser convertidos em densidade

especifica (SG), expressos em g/cm?, através da equacéo 3.

SG =1,000019 + §5(0,003878634261280) 3)

Onde SS= solidos soluveis medidos em °Brix ( Sparre's Brewery, 2017).

4.7.4 Teor alcodlico

Foi utilizado o ebulibmetro para quantificar o teor de alcool em solucbes
mistas alcool-agua, por meio da diferenca entre as temperaturas de ebulicdo da
agua pura e da solucdo. Baseado nessa comparacdo foi possivel determinar o
percentual de alcool (v/v), com o auxilio de uma régua referencial (COSTA, 2010).

O equipamento conta com um condensador acoplado, assim como um
termdémetro para a medicdo de temperatura. Com o0 auxilio de uma lamparina,
aqueceu-se a amostra e aguardou-se entre 3 e 5 minutos para que a temperatura
ficasse estabilizada. A temperatura foi aferida e com o auxilio da régua de correcéo
foi determinado o teor alcoodlico do fermentado. Ao término de cada leitura, o

termémetro foi removido e o ebulidmetro foi lavado com agua destilada.


https://biohazardbrewery.wordpress.com/
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Isolamento das leveduras

As amostras de mel de cupira (Partamona sp) e pitanga (Eugenia uniflora L.)
foram fermentadas em mosto cervejeiro por sete dias, obtendo assim uma variedade
de microrganismos, dentre eles bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Apbs o crescimento em placa, foi observado a presenca de col6nias com
diferentes aspectos morfoldgicos relacionados a cor (branco e branco-amarelado),
forma da colbnia (oval e eliptica), aspecto (superficie lisa e rugosa) e brilho (brilhante
e opaca).

Foram selecionadas colbnias com aspectos macromorfologicos similares as
das colbnias da espécie Saccharomyces cerevisiae, e isoladas em novas placas de
Petri contendo meio A&gar-Sabouraud-dextrose para que fossem avaliadas
separadamente.

A Tabela 2 apresenta a lista de microrganismos isolados com suas
caracteristicas, sendo M a letra utilizada para os microrganismos isolados do

substrato de mel de cupira e P para os microrganismos isolados da amostra de

pitanga.
Tabela 2: Lista de microrganismos isolados
Classificacéo Origem Caracteristicas da colonia

M1 Mel de cupira Cor branca, brilhosa, superficie
lisa

M2 Mel de cupira Cor creme, opaca, superficie lisa

M3 Mel de cupira Cor branca, opaca, superficie lisa

P1 Pitanga Cor creme, opaca, superficie lisa

P2 Pitanga Cor branca, brilhosa, superficie
lisa

P3 Pitanga Cor creme, opaca, superficie

rugosa

Fonte: Autor
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Dirksen (2017), em seu trabalho, utilizou de 30 dias para fermentar sua
amostra de acerola (Malphigia glabra) também em mosto cervejeiro, o que resultou
em uma maior variedade de microrganismos, isolando um total de 22 col6énias,
dentre eles organismos que s6 surgiriam com maior tempo de fermenta¢do, como
Brettanomyces sp. (FUGELSANG, 1997). Porém esse longo tempo de fermentacéo
pode acarretar em uma reducdo da viabilidade dos microrganismos que crescem
mais rapido, como a Saccharomyces cerevisiae, que tem crescimento de
aproximadamente 8 horas em meio complexo (SILVA ,1996), devido a toxicidade
dos metabolitos produzidos ao longo da fermentacao, como o alcool.

Ja Heinz (2014), utilizou de duas metodologias distintas para isolamento de
leveduras da amora-preta (Rubus sp.), sendo uma delas utilizando um extrato
preparado da fruta diretamente aplicado em placa de Petri contendo meio &gar-
Sabouraud-dextrose adicionado de clorofenicol, obtendo uma cultura mais limpa,
com auséncia de bactérias, mesmo ndo sendo um antibiético de amplo espectro
antimicrobiano. O segundo protocolo utilizado por Heinz (2014) submeteu a
biomassa triturada da fruta a fermentacdo alcodlica por 48h, seguido de
plagueamento em meio idéntico ao primeiro protocolo e encubacdo em temperatura
controlada. Porém a auséncia do mosto cervejeiro ndo garante que 0S
microrganismos presentes na fruta seriam capazes de consumir o principal acucar
disponivel no mosto cervejeiro, a maltose (DIRKSEN, 2017).

Dirksen e Garcia (2017), em seu plagueamento, utilizaram cicloheximida, um
antifingico que em concentracdes de 10 mg.L* (MORNEAU, 2011), se mostrou
inibidor ao crescimento de leveduras cervejeiras do género Saccharomyces,
apresentando eficiéncia no processo de selecdo de bactérias. Utilizaram também
outras metodologias para aumentar a eficiéncia de selecdo dos microrganismos,
como teste de producdo de acido para selecdo negativa para leveduras do género
Saccharomyces.

As colbnias, apos o isolamento, foram observadas em microscépio com
ampliacdo final de 400X, pelo crescimento em laminula, utilizando corante azul de
metileno para uma melhor visualizagdo, e com base nas caracteristicas
micromorfologicas mais proximas da levedura Saccharomyces cerevisiae, como
presenca de brotamento multilateral, células abauladas, redondas ou apiculadas e
dimenséo celular (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1996), foram selecionados o0s
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microrganismos M1 e P1. Os microrganismos P2, P3 e M2 apresentaram formagé&o
de hifas e o microrganismo M3 apresentou tamanho celular incoerente com o
tamanho de leveduras do género Saccharomyces. Apesar dos métodos de selecdo
utilizados, séo necessarios testes moleculares para a identificacéo correta do género
e espécie das leveduras isoladas.

As Figuras 7 e 8 apresentam as leveduras selecionadas para a fermentacéo.
As imagens foram coletadas a partir de laminas preparadas utilizando amostras ao

fim do processo fermentativo.

Figura 7: Microfotografia da levedura isolada do mel de cupira

Fonte: Autor
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Figura 8: Microfotografia da levedura isolada da pitanga

Fonte: Autor

5.2 Avaliagcdo dos parametros fermentativos

5.2.1 pH

De acordo com Araujo et al. (2003), a cerveja € um produto fermentativo
levemente &cido, que quando produzida com malte classico, apresenta pH de 4 a 5
e as do tipo ale com pH variando de 3 a 6 e, de acordo com Moreira (2005), o pH de
trés cervejas comerciais do tipo pilsen variou de 3,92 a 4,13, e Sleiman (2002), cita
um pH préximo a 4,5 para cervejas de malte. Com isso, observando a Figura 9,
pode-se observar que ambas as cervejas apresentaram resultados similares de pH a
cervejas produzidas com leveduras comerciais ao fim da fermentacao.
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Figura 9: Alteragcédo de pH ao longo da fermentacgé&o
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Fonte: Autor

Na analise feita ap0s o envase, os pH de ambas as amostras apresentaram
valores menores, sendo para a amostra M1 3,97 e para a amostra P1 4,08,
indicando uma possivel producdo de &cidos organicos na cerveja ja envasada,
levando a uma maior reducédo de pH. Os valores obtidos apds o envase também se

assemelham a cervejas produzidas com leveduras comerciais.

5.2.2 Contagem de células

A figura 10 apresenta os dados de contagem de células de ambas as
amostras.
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Figura 10: Quantificacdo de células/mL ao longo da fermentacéo
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Fonte: Autor

A quantificacdo de células da amostra M1 apresentou uma queda acentuada
entre 30 e 78 horas, porém voltou a subir e apresentou o apice de concentracao no
ultimo ponto coletado com 102h. Essa alteracdo pode estar relacionada ao estresse
gerado pela adaptacdo da levedura ao mosto cervejeiro. Em contrapartida, a
guantificacdo celular da amostra P1 so6 foi possivel ser contabilizada apds a primeira
alteracdo de temperatura da fermentacdo, podendo estar relacionada a néo-
adaptacado das células inoculadas a uma baixa temperatura, ao mosto cervejeiro, as
condicbes anaerdbicas ou ainda, a uma taxa de inoculacdo inadequada para as
leveduras utilizadas.

A fermentacao foi conduzida, nas primeiras 30 horas, na temperatura de 19
°C. Observando uma estagnacdo do consumo do substrato, decidiu-se subir a
temperatura para 25 °C, no momento 30 horas. Mesmo assim, 0 consumo
permaneceu estagnado até que no momento 68 horas decidiu-se deixar o
fermentador a temperatura ambiente (29-30 °C).

As Figura 11 e 12, mostradas abaixo, apresentam a alteracéo da temperatura
ao longo dos pontos coletados e a quantificacdo celular das amostras em relagéo a
temperatura do processo respectivamente. E possivel observar o aumento do

namero de células totais com o aumento da temperatura para 29-30 °C.

Figura 11: Alteracdo de temperatura em relacdo aos pontos de coleta
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Fonte: Autor

Figura 12: Relacdo Temperatura x Células/mL x10°
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5.2.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular da amostra M1 apresentou uma queda entre 0 momento
54 horas e 68 horas. Essa diminuicdo na viabilidade celular pode estar relacionada
ao fim do ciclo celular das células inoculadas, aumentando assim a quantificacdo de
células mortas. Ja a viabilidade das células da amostra de pitanga apresentou um
primeiro pico no momento 44 horas, logo apdés o primeiro aumento de temperatura

de 19 °C para 25 °C, podendo relacionar esse aumento & uma melhor adaptagédo da
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célula a uma temperatura mais elevada e uma adaptacdo a condi¢cdo anaerdbica de
fermentacéao.

A viabilidade celular da amostra P1 teve valores acima de 60% no ponto 44h
e no ponto 92h apresentou viabilidade celular acima de 80%, indicando que ao longo
do processo, as células foram se adaptando.

Os dados de viabilidade celular das amostras estdo dispostos na Figura 13

em forma de grafico.

Figura 13: Viabilidade celular em %
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Fonte: Autor

5.2.4 Consumo de substrato

O consumo de substrato foi medido em °Brix, expressos na Tabela 3 e
convertido na Figura 14 em densidade especifica em g/cm3, para tornar o valor
referente apenas a presenca de soélidos sollveis no mosto, ndo contabilizando o
alcool produzido ao longo da fermentagéo.

A amostra M1 apresentou um consumo de substrato lento e com pequenas
estagnacdes ao longo do experimento, garantindo uma atenuacao lenta e adaptativa
do mosto. Ja a amostra de P1 apresentou consumo inicial e, do ponto 20h ao ponto

72h, estagnou, voltando a consumir no ponto seguinte de forma lenta.
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A baixa atenuacdo de ambas as amostras pode estar relacionada a
dificuldade de adaptacéo das leveduras ao processo fermentativo, ao stress gerado
pela baixa de temperatura inicial de fermentacéo e/ou a taxa de inoculacéo.

Segundo Melniko (2007), que avaliou a fermentacéo primaria para producao
de cervejas de alta densidade, o aumento de temperatura tem relagéo direta com o
aumento de consumo de substrato.

Na Figura 14 também pode-se observar que entre os pontos 96h e 102h
ocorreu atenuacdo do mosto, indicando que possivelmente os experimentos foram

encerrados antes do término da fermentacao.

Tabela 3: Dados do consumo de substrato expressos em °Brix

Tempo (h) M1 °Brix P1 °Brix
Oh 10 10
6h 9,2 9,6
20h 9,2 9,3
24h 9,2 9,3
30h 91 9,3
44h 9,1 9,3
48h 9,1 9,2
54h 9,1 9,2
68h 9 9,2
72h 8,6 9,2
76h 8,6 9,1
92h 8,6 91
96h 8,6 9,1

. Fonte: Autor
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Figura 14: Atenuacdo do mosto cervejeiro
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ApGs o ponto 102 h, ambas as amostras foram colocadas a uma temperatura
de refrigeragdo para parar o processo fermentativo, forcando o processo de
floculacéo celular, com a finalidade de diminuir a turbidez no momento do envase.

No décimo quinto dia ap6s o envase, foram feitas novas andlises de °Brix, que
guando convertidos em densidade aparente, apresentaram valores menores do que
os coletados no ponto 102h, sendo 1,011 g/cm3 para a amostra M1 e 1,007 g/cm3
para a amostra P1, comprovando que a levedura ainda apresentava capacidade de
atenuacdo. Em porcentagem, a amostra M1 conseguiu atenuar 72,5% da
capacidade total do mosto e a amostra P1 atenuou 82,5%.

De acordo com FERMENTIS (2017), o comportamento da levedura S.
cerevisiae € representado de forma exponencial em relacdo a porcentagem de
atenuacao do mosto, no entanto, de acordo com a Figura 15, podemos observar que
ambas as amostras apresentaram uma atenuacgao linear e com a presenca de
rampas ao longo da fermentacdo, podendo ser explicada pela falta de adaptacéo

das leveduras ao mosto cervejeiro e ao processo fermentativo.
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Figura 15: Atenuagdo em porcentagem das amostras
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Fonte: Autor

5.2.5 Producéao de etanol

A ebuliometria foi feita para avaliar a concentracao de etanol no produto final.
Os valores obtidos através da ebuliometria para a producdo de etanol estdo
descritos na tabela abaixo:

Tabela 3: Teor Alcodlico das cervejas produzidas

Amostra Teor Alcodlico em °GL
Mel 3,2
Pitanga 3,85

Fonte: Autor

O teor alcodlico obtido nas amostras esta dentro dos parametros
estabelecidos pela ANVISA no decreto n° 2.314/1994 (BRASIL, 1997), que
compreende de 2,0 a 4,5% ou °GL.

De acordo com a BJCP- Beer Judge Certification Program (2015), ambas as
cervejas obtidas se encaixam na categoria de Intensidade Session, que compreende
cervejas com teor alcodlico abaixo de 4%.
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6 CONCLUSOES

O processo de isolamento de leveduras selvagens para fins cervejeiros
demonstrou-se viavel apresentando microrganismos capazes de promover a
fermentacdo, porém acredita-se obter melhores resultados a partir da identificagdo
da levedura a nivel de género ou espécie.

Os substratos mel e pitanga garantiram o isolamento das leveduras utilizadas
na fermentacéo e producao de cerveja.

A producao cervejeira com a utilizacdo das leveduras selvagens de pitanga e
mel de cupira produziu off-flavours similares a esparadrapo, porém, através do uso
de adaptacdo com o reaproveitamento em varias bateladas, tanto os aspectos
sensoriais como 0s cinéticos podem ser otimizados.

Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem dados e possibilidades para
trabalhos futuros, a fim de otimizar os processos de isolamento e domesticacdo de

leveduras selvagens para fins cervejeiros.
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