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Resumo

A industria cervejeira possui destaque na economia nacional, e tem como um dos insumos mais
importantes as leveduras, que fornecem aromas e sabores caracteristicos as cervejas. Desta forma
este trabalho se propde a isolar leveduras selvagens nativas do Cerrado e determinar a capacidade

de crescimento em glicose e a tolerancia natural a diferentes concentragées de etanol dos isolados
obtidos. Pelo isolamento foram selecionadas 70 leveduras, sendo 34 leveduras isoladas do mosto

estilo Pilsen e 36 isolados do estilo Bock. Apds a purificagao, as cepas foram analisadas quanto ao
crescimento utilizando glicose como fonte de carbono, e quantificadas em espectofotémetro
(D.O.600nm), todos isolados apresentaram crescimentos nessa fonte. Na analise de tolerancia a etanol
(1; 2,5; 5 e 8%), utilizando a mesmo método de quantificagdo do crescimento D.O.gponm, todas as
cepas se multiplicaram nas concentragdes de 1 e 2,5%. Sendo que, a 5 e 8% de etanol 66 e 49
isolados, respectivamente, cresceram. Esse mecanismo de selegao prévia pode auxiliar na escolha

de leveduras candidatas a serem testadas em ensaios posteriores para produgéo de cervejas.

Palavras-chave: Leveduras nativas, produgéo de cerveja, resisténcia a etanol.

Introducdo ‘

A industria da cerveja movimenta uma imensa rede que envolve desde a
pesquisa, o cultivo, o processamento e a comercializagdo de insumos e matérias-primas
até a entrega do produto ao consumidor, no ponto de venda. O setor € um dos mais
relevantes da economia brasileira e sua atuacdo movimenta uma extensa cadeia
produtiva que é responsavel por 1,6% do PIB e 14% da industria de transformagao
nacional (CERVBRASIL, 2016).

O Brasil é o terceiro produtor mundial de cerveja com produg¢ao anual de 10,8
milhdes de litros ao ano (SINDICERYV, 2017). O mercado de cervejas no Brasil é
dominado por grandes cervejarias, mas as cervejas artesanais vém ganhando
espago. As micro-cervejarias estdo em torno de 200 fabricas no Brasil presente

predominantemente nos estados do sul, sudeste e centro-oeste (SINDICERYV, 2017).
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A cerveja possi alto véfor nutrtio e é facil e rapidamente simila eI |
organismo. Seus componentes variam de vitaminas, minerais, carboidratos e
proteinas, além do alcool que, se consumido sem exagero, também é benéfico
(SINDICERYV, 2017).

O processo de fabricagéo da cerveja envolve trés etapas basicas: a produgao
do mosto, a fermentagao e etapas de acabamento ou pés-tratamento (VENTURINI
FILHO, 2000; PRIEST & STEWART, 2006).

A elaboracdo de cervejas com diferentes sabores depende do tipo de
processo utilizado e do tipo da levedura para fornecer o sabor e as caracteristicas a
cada tipo de cerveja. As leveduras utilizam os agucares da formulagdao da cerveja
como substrato para a fermentagdo produzindo etanol e outros produtos. As
leveduras mais utilizadas na cervejaria sdao do género Saccharomyces cerevisae
(ale) e S. uvarum (lager) (RUSSELL, 1994; WALKER, 2000; PRIEST & STEWART,
2006, LIBKIND et al. 2011).

Além da aplicagdo na producdo de cervejas, estas leveduras séo
tradicionalmente utilizadas na industria alimenticia, na produgao de outras bebidas
alcodlicas como vinho e sake, e também na fermentagdo em panificagdo. Mais
recentemente, S. cerevisiae vem sendo utilizadas na industria de bioetanol e na
producdo de compostos heterdlogos como insulina humana, vacina para hepatite e
papiloma virus (HOUET et al., 2012).

A selecao de linhagens de levedura para a utilizagdo na producao de cerveja
passa por varios itens de triagem em busca das caracteristicas desejaveis para a
cervejaria. Entre estas caracteristicas estdo a produtividade, a eficiéncia de
fermentagdo sem inibicao por concentracéo de agucares e etanol, ainda a tolerancia
as temperaturas ideais de fermentagao de cada tipo de cerveja entre outros devem
ser consideradas no momento da selegdo (GUTIERREZ; ANNICCHINO; LUCATTI,
1990; PRIEST& STEWART, 2006). Assim, este trabalho avaliou 70 leveduras
selvagens isolados de cerveja quanto a capacidade de crescimento em glicose,
termotolerancia e tolerancia a etanol, visando a selegao para testes de fermentagéo
de cerveja in vitro.

Isolamento e manutencgao de leveduras

Para o isolamento foi utilizado 100 mL das cervejas da familia lager dos

estilos bock (B) e pilsen (P) sem Ieveduras Estes foram colocados em amblente
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externo na area de Rserva E&)Iégi a UEG (coordenadas grfica: Ltitu e
16°22’54.5”S e Longitude: 48°56'44.2"W) por 24h, para promover o contato de
leveduras selvagens com os mostos para a captura das mesmas. Depois estas
amostras foram mantidas em ambiente na temperatura indicada para este estilo de
cerveja (em torno de 15°C) para promover o desenvolvimento de leveduras
selvagens que se instalaram no mosto isca. Apds 7 dias foram plaqueadas em meio
sélido YPD (maltose 1%, extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%, peptona
0,5% e agar 2%, acrescidos de 0,001% de cloranfenicol) (NETO; MENDES-
FERREIRA, 2005).

As placas foram inoculadas com 100 uL e espalhados com alga de drigalski
sendo incubadas & temperatura de 20°C por 7 dias. A partir destas placas foram
coletadas as amostras de cada mosto. As amostras foram estocadas em glicerol a
30% e congeladas a -20 °C em freezer, para serem utilizadas nos testes posteriores.
Caracterizagao fisioldgica das leveduras

Com as leveduras selvagens isoladas das amostras dos mostos, foram
avaliadas em relacdo a capacidade de fermentar e assimilar diferentes fontes de
carbono (maltose e glicose), termotolerancia (10, 20 e 37 °C) e resisténcia a
diferentes concentragbes de etanol (VAN DER WALT & YARROW, 1984). Neste
ultimo teste realizado em condigbes aerébicas, onde 10 uL de in6culo foram
inoculados em um 1mL de meio YPD, em micro placas de 96 pogos, e crescidas sob
agitacao (130 rpm) por 48 horas. Apos este periodo cada amostra foi analisada no
espectrofotbmetro no comprimento de onda 600nm pela leitura da absorbancia
(ABS), utilizando o meio sem in6culo como referéncia.

Foi elaborado uma convengao quanto a ABS obtida sendo elaborado uma
analise grafica representative do ensaio. Foram consideradas com crescimento
6timo, as leveduras com valores de ABS de >1,7 a 21,4; crescimento bom com ABS
de <1,4 a 21; com crescimento mediano com ABS de <1 a 20,5; com crescimento
baixo com ABS de <0,5 a 20,3; crescimento muito baixo com ABS de <0,3 a 20,1 e
crescimento nulo com ABS de <0,1 a 0.

Analise de dados

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e os dados analisados
utilizado o teste de média de Tukey (5%) através do software Sisvar (FERREIRA,
2011).
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Resultados e Discussio ‘

Na etapa de isolamento as leveduras selvagens presentes nas cervejas bock

e pilsen exposta ao ambiente externo, e mantidas a 20 °C por 15 dias, sendo
posteriormente plagueadas em meio YPD, e quando crescidas, as colbnias foram
contadas e realizada a coleta destas. Através desta estratégia foram coletadas 34
leveduras isoladas de pilsen (P), e 36 isolados de bock (B). Estes foram avaliados
em relagao a capacidade de crescimento em meio contendo apenas glicose (10 mM)
e a termotolerancia. Os 70 isolados mostrou-se capazes de crescerem em glicose
revelando uma caracteristica importante no seu metabolismo que € a assimilacdo de
uma fonte distinta de carbono ainda mais porque a glicose pode ser empregada em
pequenas quantidades para dar inicio mais rapido ao processo fermentativo. E além
desta caracteristica, todas as leveduras isoladas cresceram nas trés temperaturas
utilizadas para a analise (10, 20 e 37 °C), indicando maior campo de aplicagao
destes organismos em ambientes com diferentes temperaturas.

A proxima etapa foi verificar a resisténcia a diferentes concentragdes de
etanol das cepas isoladas de B e P (Figura 1). Foi possivel observar pelos dados
que nas concentragdes de 1; 2,5 e 5% de etanol todos os isolados (B e P)
cresceram, inclusive a cepa comercial que utilizada somente como controle. Na
avaliagao de tolerancia com 8% de etanol, houve a inibigdo de crescimento de 9
isolados: B 17,B 18, B 20,B21,B23,B26,P5,P7eP 10 (Figura 1 Ae B).

Foi possivel observar a partir dos dados de densidade para os isolados P que
em etanol 1% 23 apresentaram crescimento muito alto e 12 com crescimento alto
(Figura 1 A). Ja a 2,5%, 7 isolados apresentaram o6timo crescimento, 25 isolados
bom e 3 com crescimento mediano.

Para os isolados B a 1% 30 isolados apresentaram crescimento 6timo, 5 com
crescimento bom e 1 isolados (B 12) com crescimento mediano (Figura 1 B). Na
avaliagdo com 2,5% de etanol, 13 foram considerados o6timo, 16 com bom
crescimento e 6 isolados com mediano (Figura 1 B).

Com 5 % de etanol foi observada uma diminuicdo do crescimento para os
isolados B sendo que 4 foram considerados com crescimento baixo, 28 como muito
baixo e 3 isolados com auséncia de crescimento (Figura 1 B). Para os isolados P
houve uma diminuicdo do crescimento sendo que 33 foram considerados de
crescimento baixo, comportamento um pouco diferente dos isolados P, onde apenas
2 com cresmmento baixo e 33 muito balxo (Flgura 1A).
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Na presencga de 8% de etanol houve uma diminuigao do crescimento em geral
independente da fonte de isolamento sendo que todos passaram a se desenvolver

muito pouco ou apresentou auséncia de crescimento (Figura 1 Ae B).

Figura 1 — Avaliagdo de leveduras isoladas de cerveja quanto a capacidade de
crescimento na presenca de quatro concentracdes de etanol. A- 34 leveduras
isolados P e B-36 leveduras isolados B crescidas sob agitacdo por 48hs nas

concentragdes de etanol de 1, 2,5, 5 e 8%
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Assim a maior tolerancia dos isolados ocorreu nas concentragbes de 1 e 2,5%
onde 61 isolados, e a cepa comercial foram capazes de se multiplicar com

crescimento étimo e bom. Pela variacdo da tolerancia a etanol, observado nos
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grupos de isolados (P e B)i‘?i posivelde evidenciar a iersidad
microrganismos.

A presenca de etanol pode afetar o crescimento de leveduras com aumento
da toxidez diretamente relacionado com o aumento da concentragcdo (QUEROL et
al., 2003). Os principais efeitos relacionados a presenga do etanol é o aumento da
fluidez da membrana plasmatica com uma desorganizagédo celular, mas que as
leveduras tolerantes podem resistir a esta fluidizagdo e apresentar a tolerancia e
manutengao do crescimento (DING et al., 2009).

Assim é possivel observar que os isolados obtidos tem tolerancia até a
concentracdes de 5% de etanol no meio de cultivo, foi observado que apenas 4% do
70 isolados testados apresentou crescimento nulo, ja em 8% de etanol 30% dos
isolados nao apresentaram crescimento ou seja foram sensiveis a presenga de
etanol. Os isolados selvagens do Cerrado estudados foram considerados de média
tolerancia a etanol nas condigdes testadas, podendo ser possivel sua utilizagao
futura, mediante a indugéo de mutagéo natural como proposto por Blcker (2014)

Segundo Rosa et al.(2006) e Bitu (2009) a cerveja possui em média de 4,5 a
6% de etanol, o que sugere que algumas das cepas nativas do Cerrado isoladas
poderao ser utilizadas nos testes de fermentagdo de cervejas, sendo a etapa
seguinte do trabalho.

Consideragées Finais ‘

Foi possivel obter 70 isolados de leveduras nativas do Cerrado, sendo que
todos os isolados cresceram em glicose e apresentaram crescimento nas
temperaturas testadas (10, 20 e 37°C).

Todas as leveduras nativas do Cerrado apresentaram resisténcia a 1%; 2,5%
e menor capacidade de crescimento com 5% de etanol e com menor tolerancia a 8%
nas condi¢coes de aerobiose.

Foi possivel observar a variabilidade fisiolégica dos isolados sendo que os
isolados P foram mais tolerantes a etanol do que os isolados B, e testes de
fermentacao deverao ser realizados para determinar a efetividade dos isolados nas
condicOes da fabricagao de cerveja do tipo lager.
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