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RESUMO

O crescente numero de microcervejarias e de cervejeiros caseiros no Brasil vem
impondo uma exigéncia pela melhor qualidade das cervejas consumidas. Apesar do
interesse dos cervejeiros brasileiros nos diferentes aspectos do controle de
qualidade de leveduras, tais como presenca de contaminantes microbianos, a
viabilidade e a vitalidade celulares, sédo escassas as empresas de biotecnologia que,
atualmente, disponibilizam servicos desse género no pais. As leveduras sé&o
responsaveis pela fermentacdo do mosto cervejeiro, o0 que € um passo crucial do
processo de producdo cervejeira. Assim, a fim de avaliar o interesse de
microcervejarias e cervejeiros caseiros acerca de servicos para analises de
leveduras, foi feito um levantamento. Além disso, foram estabelecidos alguns
métodos microbiol6gicos e moleculares para avaliar a viabilidade e vitalidade das
células de levedura, para avaliacbes da biomassa de leveduras fornecidas por trés
microcervejarias de Porto Alegre e cidades vizinhas (Rio Grande do Sul, Brasil).
Para a andlise de viabilidade, foi utilizado o método de coloragdo com azul de
metileno basico, enquanto a vitalidade foi determinada através do método do poder
de acidificacdo. O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizado
para a identificacdo de contaminantes microbianos, geralmente associados as
leveduras cervejeiras. Os resultados da pesquisa indicaram um grande interesse dos
cervejeiros caseiros e de microcervejarias por métodos de controle de qualidade das
leveduras. Além disso, os dados obtidos a partir da andlise da biomassa de
amostras de leveduras reutilizadas a partir de trés microcervejarias indicaram a
presenca de células com viabilidade e vitalidade variavel, que podem influenciar na
qualidade do produto final. Finalmente, pode-se observar que ha uma forte
demanda do mercado por servicos de avaliagdo da qualidade da biomassa de
leveduras de microcervejarias e cervejeiros caseiros, gerando um nicho promissor
para novas empresas e pesquisas académicas que podem oferecer esses servigos

para o publico.

Palavras-chave: Leveduras cervejeiras. Controle de qualidade. Microcervejarias.



ABSTRACT
The growing number of microbreweries and home brewers in Brazil is imposing a
consumers’ demand for higher quality of beers. In this sense, the quality of beers is
directly associated with the adequate management and care of the yeasts used
during brewing. Despite the interest of Brazilian brewers in the different aspects of
yeast quality control, such as the detection microbial contaminants, as well as
methods for viability and vitality evaluation of yeast biomass, there are few
biotechnology companies that currently provide these services. Yeasts are
responsible for beer wort fermentations, which is a crucial step of brewing process.
Thus, in order to evaluate the interest of microbrewers and artisanal brewers for
yeast analysis services, a survey was made. In addition, some microbiological and
molecular methods for assessing yeast cell viability and vitality were established for
evaluations of yeast biomass provided by three microbreweries from Porto Alegre
and neighbor cities (Rio Grande do Sul, Brazil). For viability analysis, the method of
basic methylene blue staining was used, while vitality was accessed with the power
acidification assay. The method of polymerase chain reaction (PCR) was used for the
identification of microbial contaminants usually associated with brewer’'s yeast. The
results from survey indicated a high repressed demand for yeast quality control
methods. Furthermore, the data obtained from the analysis of reused yeast biomass
samples from three microbreweries indicated the presence of cells with variable
viability and vitality, which can influence the quality of final product. Finally, it can be
observed that there is a strong market demand for yeast biomass quality evaluation
services for microbreweries and artisanal brewers, generating a promissory niche for
new companies and academic laboratories that can offer these services for the

public.

Keywords: Brewer’s yeast. Quality control. Microbreweries.
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1 INTRODUCAO

1.1 DA MAGIA A BIOTECNOLOGIA: AS LEVEDURAS

Microscopicas e tdo importantes, as leveduras Sao responsaveis pela
producdo de um dos produtos biotecnolégicos mais classicos: a cerveja. Na industria
cervejeira, geralmente, as leveduras utilizadas sdo do género Saccharomyces
(CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006). Sao duas as principais espécies de leveduras
cervejeiras, a Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces pastorianus, que
parece ter evoluido de uma hibridizacdo entre S. cerevisiae e Saccharomyces
eubayanus (LIBKIND et. al., 2011; BING et al., 2014).

Sabemos que leveduras séo eucariotos unicelulares, com aproximadamente 5
a 10 uM de diametro, pertencentes ao reino Fungi, e fazem fermentacao alcéolica
mesmo em presenca de oxigénio atmosférico, condicdo esta chamada de represséo
catabdlica (SHERMAN, 1998), mas nem sempre foi assim. No passado, por muito
tempo, a fermentacdo alcodlica (que é o processo que origina a cerveja) foi
considerada divina e magica (MORADO, 2009). Posteriormente, a fermentacdo
alcoodlica foi explicada como uma reagdo quimica espontanea promovida pelo
contato com o ar, onde a levedura era considerada um mero subproduto (SCHLENK,
1985).

Com os estudos de Louis Pasteur, em meados de 1800, foi concluido que as
leveduras estavam diretamente envolvidas na fermentacdo (SCHLENK, 1985). Os
avancos obtidos na pesquisa com cerveja e vinho impulsionaram muitos outros
avancos na pesquisa cientifica, inclusive criaram a oportunidade para os quimicos
participarem da exploracdo da atividade celular e mesclar seus recursos com a
experiéncia dos bidlogos para a criacdo de um dos ramos mais importantes da
ciéncia: a bioquimica (SCHLENK, 1985).

Atualmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae € utilizada como um
modelo de célula eucariota em diversos estudos de biologia, por ser um organismo
simples e com aspectos genéticos conhecidos (SHERMAN, 2002). Nesse sentido, a
estrutura simples da levedura (WHITE; ZAINSHEFF, 2010) é definida pela presenca
de uma parede celular (formada principalmente por glicanos, quitinas e
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manoproteinas), citoplasma, mitocondria, vacuolo, reticulo endoplasmaético, nucleo e

complexo de Golgi (Figura 1).

Citoplasma Parede
celular

Bioto Membrana
plasmatica

[[] Vactolo

[] Nacleo

O] Mitocéndrias

B Complexo de Golgi

[[] Reticulo Endoplasmatico

Centriolos

Figura 1 - Estrutura simplificada de uma levedura com broto. As organelas, como vacuolo,
nucleo, mitocéndrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e centriolos sao indicadas
na figura.

As leveduras cervejeiras se reproduzem por brotamento. Durante o
brotamento, o nucleo se divide e uma porcéo dele penetra no broto juntamente com
outras organelas (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006). O numero de brotos de uma
espécie e/ou cepa de leveduras € bastante variavel. Enquanto as leveduras
cervejeiras da espécie Saccharomyces cerevisiae sd8o capazes de brotar
aproximadamente 30 vezes, leveduras Saccharomyces pastorianus nédo brotam mais
que 20 vezes (WHITE; ZAINSHEFF, 2010).

E interessante que, mesmo antes de reconhecer as leveduras como 0s
organismos responsaveis pela fermentacdo, os cervejeiros ja contribuiam para sua
selecao artificial, retirando a “espuma magica” das melhores cervejas e
reaproveitando a mesma para fazer novas cervejas. Atualmente, sabe-se que a
espuma que fica acumulada durante a fase ativa da fermentacdo cervejeira contem
leveduras e as mesmas podem ser coletadas e armazenadas para posterior
reaproveitamento em outra fermentacdo. Assim, leveduras cervejeiras foram
diferenciando-se de leveduras selvagens (WHITE; ZAINSHEFF, 2010).

A selecao artificial promovida pelos cervejeiros no passado fez com que as
leveduras perdessem a capacidade de formar esporos e a capacidade de acasalar,

diminuindo a variabilidade genética ao longo das geracodes, garantindo que as



13

caracteristicas das cepas se tornassem consistentes (WHITE; ZAINSHEFF, 2010;
SICARD; LEGRAS, 2011).

Neste sentido, algumas cervejarias consideram t&8o valiosas as caracteristicas
de suas leveduras que as protegem como um segredo industrial, ndo compartilhando
suas cepas. Por outro lado, existem leveduras que séo indesejaveis para 0 processo
cervejeiro, produzindo compostos de aromas indesejaveis.

Existem mais de 600 espécies de leveduras atualmente identificadas e
amplamente distribuidas em diversos nichos ecoldgicos e areas geogréficas
(SICARD; LEGRAS, 2011), e dentro de cada espécie, centenas de cepas de
leveduras diferentes. Assim, qualquer levedura que nédo seja aquela escolhida para a
fermentacdo é chamada de “levedura selvagem” e, geralmente, o cervejeiro as
considera um tipo de contaminacdo (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006; WHITE;
ZAINSHEFF, 2010). Em menor escala, algumas cervejarias fermentam suas
cervejas de forma esponténea, a partir de leveduras selvagens e bactérias presentes
no ar (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006).

1.2 O PROCESSO FERMENTATIVO NA FABRICACAO DE CERVEJA

O processo fermentativo para a producao de cerveja depende fortemente de
mecanismos celulares que controlam a mitose e 0 metabolismo de nutrientes
presentes no mosto cervejeiro, sendo estes influenciados por fatores externos como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, disponibilidade de acUcares e outros nutrientes
(CARVALHO; BENTO; SILVA., 2006).

Podemos dividir o processo fermentativo em trés fases: adaptativa (lag),
exponencial (log) e estacionaria (HELD, 2010). O desenvolvimento de uma cultura
de levedura pode ser monitorado utilizando um espectrofotometro para medir a
absorbéancia da suspensao celular a 600 nm e gerar uma curva de crescimento
(Figura 2).
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Figura 2 - Tipica curva de crescimento de levedura demonstrando as diferentes fases
observadas durante a fermentacédo em laboratério.

Inicialmente, no mosto cervejeiro, as leveduras vao passar por um periodo de
adaptacdo ao ambiente, chamado de fase lag (Figura 2) e vao, entao, iniciar o ciclo
celular. E uma fase importante para obtencdo de leveduras saudaveis para a
fermentacdo. Nesta fase, o controle de temperatura e da taxa de inoculacdo séo
fundamentais. Temperatura mais quentes resultam em mais células e a rapidez do
crescimento pode gerar precursores de aromas indesejaveis (WHITE; ZAINSHEFF,
2010). Por sua vez, taxas de inoculagéo altas (promovendo uma rapida fermentacéo
e diminuicdo da fase lag) ou baixa (promovendo um aumento da fase lag) diminuem
a vitalidade da levedura.

O pH do mosto é outra variavel muito importante que deve ser controlada pelo
cervejeiro, sendo que crescimento da populacdo de leveduras cervejeiras se da em
um pH entre 4 e 5. O baixo pH também diminui a possibilidade de microrganismos
contaminantes se desenvolverem na cerveja (PALMER, 2010; WHITE; ZAINSHEFF,
2010).

Durante a fase exponencial, a levedura busca uma maneira de conseguir
energia para se multiplicar utilizando, para isso, as reservas de glicogénio, bem
como utiliza o oxigénio disponivel no mosto para promover a formacao de ergosterol,
um componente essencial de membranas celulares (PUT, 2012). Durante esta fase,
a populacdo de leveduras aumenta rapidamente e ativamente converte os acucares

do mosto, especialmente mono e dissacarideos, em etanol pela via fermentativa
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(WHITE; ZAINSHEFF, 2010). Os acucares mais simples sdo fermentados primeiro,
utilizando glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose, nesta ordem (PALMER,
2006).

A capacidade de fermentar diferentes acUcares, que é variavel entre
diferentes cepas de levedura, e a quantidade de nutrientes e aglcares no mosto,
irdo determinar a atenuacao (taxa de fermentacao) da levedura, refletindo no teor
alcoolico da cerveja (WHITE; ZAINSHEFF, 2010).

Durante a fermentacao alcoolica, a levedura vai degradar os carboidratos do
mosto, produzindo etanol, gas carbbnico e diversos compostos como ésteres,
alcoois superiores e compostos sulfurados que, mesmo em quantidades definidas
em partes por milhdo (ppm) ou partes por bilhdo (ppb), tem uma enorme influéncia
no sabor e aroma da cerveja (PIRES et al., 2014). Em determinadas quantidades,
esses compostos podem ocasionar graves defeitos sensoriais na cerveja.

Durante a fase estacionaria o crescimento da populacdo cessa, a atividade
fermentativa diminui e as leveduras reabsorvem grande parte dos compostos de
aroma indesejaveis, “amadurecendo” e equilibrando o aroma da cerveja (PALMER,
2006). Nesta fase, o cervejeiro determina que a fermentacdo esta em baixa
atividade observando a diferenca na medida da gravidade original (medida da
quantidade sélidos presentes originalmente no mosto) e da gravidade final (medida
extrato aparente da cerveja apdés a fermentacdo) de acordo com cada estilo
(PALMER, 2006).

1.3 A CERVEJA TRANSFORMANDO A HUMANIDADE

Analisando a histéria da humanidade, € evidente a importancia das bebidas e
alimentos fermentados na maioria das sociedades por conta dos seus impactos
econdmicos e culturais. O desenvolvimento das tecnologias de fermentacao teve (e
ainda possui) um papel crucial nessa histéria.

Evidéncias da producdo de bebidas fermentadas que datam 6.000 antes da
era comum (A.E.C.) e 3.000 A.E.C. indicam que foi na regido da Mesopotamia (atual
Ird e Egito) que a historia da cerveja iniciou (SICARD; LEGRAS, 2011). Também
alguns dos escritos mais antigos da histéria da humanidade, como o cédigo de
Hamurabi, referem-se a producao e distribuicdo de cerveja, bem como as punicdes

decorrentes no caso de fraudes na cerveja (FASOLI et al., 2010).
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Provavelmente, devido aos movimentos migratorios, a cultura cervejeira do
crescente fértil influenciou os povos germéanicos e celtas, que se tornaram 0s
maiores produtores e consumidores de cerveja da era comum (SICARD; LEGRAS,
2011).

Até o inicio da Idade Média, as mulheres eram responsaveis pela fabricacdo
das cervejas, que passaram a ser bastante consumidas e valorizadas (BARNETT,
2010). Essas cervejas provavelmente eram bem diferentes das que conhecemos
hoje, sendo escuras, geralmente feitas de trigo, com adicdo de uvas, tdmaras e
especiarias, de baixo teor alcéolico e fermentacdo espontdanea (CARVALHO,;
BENTO; SILVA, 2006). Sabe-se que, durante esta época, além de ser utilizada como
remédio e “lubrificante social” nas festas, a cerveja esteve presente como uma fonte
de vitaminas e agua (ja que essa nem sempre era potavel). Também foi durante a
Idade Média que os monges trapistas aprimoraram seus processos de fabricacao
cervejeira e introduziram a conservacgao a frio da cerveja. Nos mosteiros trapistas
foram desenvolvidas técnicas e o registro de receitas que séo utilizadas até hoje
(MORADO, 2009).

Nesta fase, por conta da descoberta das propriedades bacteriostaticas e
aromaticas do lupulo (Humulus lupulus), a cerveja que até entdo era produzida com
uma mistura de ervas denominada de gruit tornou-se mais parecida com a que
conhecemos atualmente (0OJO, 2010). As cervejas eram fermentadas a temperatura
ambiente e deram origem a familia de estilos que chamamos de Ale (MORADO,
2009).

Assim, simultaneamente com a sociedade, a cerveja foi se aprimorando. De
uma atividade artesanal, expandiu-se para negdcio industrial. Foi quando em 1040,
o mosteiro de Weihenstephan, em Freising, na Alemanha, conseguiu licenca do
bispo Engelberto de Frisinga para produzir cerveja comercialmente, tornando-se
como a cervejaria mais antiga em atividade no mundo (MORADO, 2009).

Com a preocupacédo de estabelecer padrdes que garantissem a qualidade na
fabricacéo da bebida, em 1516, foi lavrada a mais famosa lei sobre padronizacao de
processo de fabricagdo da histéria, a chamada “Lei da Pureza Alema” ou
Reinheitzgebot. Essa lei obrigava que os Unicos ingredientes utilizados na fabricacédo
de cerveja fossem agua, cevada e lupulo (a levedura ainda néo era conhecida). Em

1993, essa lei se transformou na Vorlaufiges Deutsches Biergetz (Lei Proviséria da
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Cerveja Alema) e é mantida até hoje na Alemanha (VENTURINI et al., 2008;
MORADO, 2009).

No século 16 surgem as cervejas da familia Lager, conhecidas antigamente
como “cervejas de baixa fermentacédo” (MORADO, 2009). Esse tipo de cerveja foi
descoberto quando algumas cervejarias alemas foram proibidas de produzir cerveja
do final da primavera até o inicio do outono, e eram armazenadas em adegas frias
para maturar durante o verdo. Estas cervejas apresentavam-se mais leves e claras
do que as cervejas da familia Ale, ganhando popularidade (SICARD; LEGRAS,
2001).

Contudo, as cervejas produzidas nesta época ainda ndo tinham as mesmas
caracteristicas das cervejas atuais. A estabilidade organoléptica da cerveja somente
comecou a ganhar forma a partir de 1859, quando Carl Von Linde desenvolveu a
refrigeracdo artificial (DAMASCENO, 2013) e em 1883, quando o cientista Emil
Christian Hansen isolou as primeiras culturas puras de levedura, iniciando sua
producao controlada (WHITE, 1998).

Com as preocupacbes geradas pelo alcoolismo que era crescente na
populacdo, o inicio do século 20 foi marcado pelos movimentos de repressao ao
consumo do alcool, o que culminou no estabelecimento da “Lei Seca” nos Estados
Unidos?, proibindo a producédo e comercializacdo de bebidas alcéolicas no pais. Nos
Estados Unidos foram 1.269 microcervejarias que sofreram com a Lei Seca,
obrigando-as a encerrar 0s seus negoécios. Neste periodo, somente algumas
grandes empresas cervejeiras, que também comercializavam outros produtos, como
extrato de malte, conseguiram sobreviver (MORADO, 2009). Com o fim da Lei Seca,
em 1933 e o fim da Segunda Guerra Mundial, em 1945, houve uma grande
transformacdo na industria cervejeira americana. Um mercado consumidor pouco
habituado ao amargor e a necessidade de produzir e vender ao menor custo
possivel, obrigou as cervejarias a utilizarem arroz e milho (mais baratos que cevada)
e produzir cervejas claras com pouco aroma e sabor. Assim, os estilos hoje
conhecidos como American Standard Lagers e American Light Lagers dominaram o
mercado (MORADO, 2009).

Porém, a partir do final da década de 70, a producdo de cerveja artesanal foi

legalizada, o que estimulou a recuperacgéo da cultura cervejeira e ocorreu um grande

1 Também chamada, em inglés, de “Prohibition” ou “The Volstead Act’, ratificada em 16 de janeiro de
1919 pelo 65° Congresso Nacional norte-americano.
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aumento no numero de cervejeiros artesanais. Alguns desses cervejeiros deram
inicio a grande onda de microcervejarias que cresceu durante os anos de 1990 nos
Estados Unidos e mais tarde tomou o mundo todo, iniciando uma revolucéo
cervejeira que perdura e ganha cada vez mais adeptos nos dias atuais (MORADO,
2009).

No Brasil, a bebida chegou provavelmente no século 17, com a colonizacéo
holandesa na regido do Nordeste, pela Companhia das indias Ocidentais (SANTOS,
2004). Apos a expulsdo dos Holandeses, a cerveja ndo esteve presente no Brasil
durante um século e meio, até o inicio da importacdo de cervejas europeias,
principalmente realizado por ingleses, em barris, a partir de 1808 (SANTOS, 2004).
Com o inicio da producéo de cerveja no Brasil, a cultura da cerveja inglesa entrou
em crise e somente no final do século a importagcdo voltou a crescer, com as
cervejas aleméas que vinham em garrafas (SANTOS, 2004).

Atualmente, em busca de novos aromas e sabores, o Brasil vive uma
revolucdo semelhante a das décadas de 70 e 80 dos Estados Unidos.

Assim, mesmo que a maioria das cervejas consumidas ainda sejam as
cervejas de massa e ainda que boa parte das cervejas artesanais consumida é
importada, rapidamente uma nova filosofia estéa surgindo entre os brasileiros, que é a
de fabricar a sua prépria cerveja.

Além disso, excelentes microcervejarias estdo surgindo e conquistando nao
s6 o mercado brasileiro, mas também o exigente mercado internacional, como a
mineira Wals que conquistou medalha de ouro na categoria de cervejas belgas do
estilo Dubbel e prata na categoria de cervejas belgas do estilo Quadruppel, na
edicdo de 2014 da World Beer Cup, considerada a premiacdo mais importante da
industria cervejeira mundial (FARIA, 2014).

1.4 DEFINICAO E ESTILOS DE CERVEJA
De acordo com a legislacao brasileira, o decreto n°® 2.314, de 4 de setembro

de 19972, define cerveja como sendo “uma bebida obtida pela fermentagao alcdolica

do mosto cervejeiro oriundo de malte de cevada e agua potavel, por acdo da

2 BRASIL. Decreto n°® 2.314, de 4 de setembro de 1997. Regulamenta a Lei No 8.918, de 14 de julho
de 1994, que dispde sobre a padronizacao, a classificacdo, o registro, a inspecédo, a producédo e a
fiscalizacdo de bebidas. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, v. 132, n.
146, p. 19549, 5 set. 1994. Secéo 1, pt. 1.


http://vejabh.abril.com.br/edicoes/online-cerveja-wals-premio-titulo-779936.shtml
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levedura, com adicdo de Iupulo, podendo o mesmo ser substituido por seus

respectivos extratos” (Figura 3).

Levedura
-
9 of
T}
Lupulo Agua
(‘cvada*

Figura 3 - Os quatro ingredientes principais da cerveja. No caso do malte, 0 mesmo pode ser
proveniente da cevada (*) ou qualquer outro cereal que passou pelo processo de malteacgéo.

Dentro desta definicdo de cerveja encontram-se varios estilos que variam de
acordo com fatores como a gravidade original, a cor, o teor alcéolico, a proporcao de
malte de cevada e o tipo de fermentacao (BJCP, 2014).

As cervejas, de uma forma geral, podem ser classificadas em trés grandes
familias: Ales, Lagers e Lambics. H& ainda quem considere uma quarta familia, das
cervejas hibridas, que sao fermentadas de forma mista (BJCP, 2014).

As cervejas da familia Ale sdo produzidas pela levedura Saccharomyces
cerevisiae e possuem uma temperatura de fermentacdo entre 15 e 25 °C, sendo
antigamente consideradas como “cervejas de alta fermentagdo” (AMORIM, 2013).
Neste tipo de cerveja, as leveduras sobem para a superficie do liquido e os aromas
e sabores sdo mais complexos, devido a maior quantidade de ésteres e outros
compostos aromaticos gerados, principalmente, pela temperatura da fermentacéo
(VIDGREN et al., 2010).
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Por outro lado, as cervejas Lager que geralmente tem um perfil menos
aromatico, sao fermentadas pela levedura Saccharomyces pastorianus numa faixa
de temperatura entre 6 a 14 °C e sado conhecidas como “cervejas de baixa
fermentacao” na terminologia mais antiga, tendo o acumulo de leveduras no fundo
do liquido (VIDGREN et al., 2010).

Ainda, existem as cervejas de fermentacédo espontanea, que sdo fermentadas
geralmente em barris de madeira com leveduras do género Brettanomyces e
bactérias laticas e acéticas existentes no ambiente, desenvolvendo um aroma &cido
acentuado (BJCP, 2014). Os estilos de cerveja podem ser classificados de acordo
com as quatro maiores escolas cervejeiras, alem&, belga, americana e inglesa
(BJCP, 2014).

1.5 PROCESSO DE PRODUCAO

O processo de fabricacdo de cerveja exige varias etapas. Inicialmente, o
malte, que é a cevada ou outro grdo que passou pelo processo de germinacao
controlada do grdo para ativacado das enzimas responsaveis pela quebra do amido,
como a alfa- e a beta-amilases, € moido (para disponibilizar o amido) e, entéo,
misturado com o liquor quente (Agua em temperaturas que variam de 64 °C até 74
°C). A mistura de malte moido e de liquor quente forma uma espécie de “mingau”
gue promove a conversdo do amido do malte em acucares simples (mono e
dissacarideos) e oligossacarideos. A solucdo é, entdo, fervida na presenca de
lpulos que conferem amargor (pela isomerizacdo de uma classe de substancias
chamadas de alfa-acidos em altas temperaturas) e, no final da fervura, com IUpulos
aromaticos (que possuem maior conteudo de Oleos essenciais, como citronelol, e
que confere um carater “citrico” para a cerveja). Esta solugdo, agora contendo
acucares, iso-alfa-acidos e 6leos essenciais (e outros elementos dissolvidos, como
aminoacidos, peptideos, acidos graxos, oligonucleotideos e bases nitrogenadas,
bem como ions metdlicos), é resfriada para originar o “mosto”, onde uma
determinada quantidade de leveduras é adicionada para comecar a fermentacao
(PALMER, 2006). Quando se completa o processo fermentativo, a levedura que
precipitou pode ser retirada e utilizada para fermentar uma nova cerveja.

A cerveja pode ser filtrada ou ndo (conforme o estilo da cerveja), e a mesma

pode ser engarrafada, mantida em casks (termo inglés usado para pequenos barris
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de aco inoxidavel ou de madeira) ou em kegs (recipientes de aco inox onde é feita a
maturacdo e a carbonatacéo da cerveja). Algumas cervejarias fazem pasteurizagao
para inativar e eliminar microrganismos indesejaveis, tais como bactérias gram-
positivas (Lactobacillus e Pediococcus), bactérias gram-negativas (Pectinatus e
Megasphaera) e leveduras selvagens, e inativar eventuais leveduras que ainda
estejam presentes (SEGURANCA ALIMENTAR, 2008).

1.6 CONTROLE DE QUALIDADE

Para garantir a qualidade da cerveja, o cervejeiro precisa manter um rigoroso
controle da fermentacdo, ficando atento a todos os fatores internos e externos
anteriormente citados e também a fisiologia da levedura.

A fermentacdo sO pode ser realizada por leveduras viaveis e
metabolicamente ativas. Consequentemente, quanto maior o numero de leveduras
viaveis e fisiologicamente competentes na biomassa, maior sera a taxa de producéo
de &lcool ou de atenuacédo. Assim, o0s ensaios de viabilidade e vitalidade séo
absolutamente essenciais para avaliar a qualidade das leveduras.

Atualmente, uma das formas mais comuns de analisar a viabilidade de
leveduras é através do método de coloragdo com azul de metileno (SAMI; IKEDA;
YABUUCHI, 1994). Por outro lado, um dos métodos mais utilizados para analise da
vitalidade de leveduras é o ensaio de acidificacdo do meio (KAKA; SIMPSON;
HAMMOND, 1988). Estes dois procedimentos sao utilizados em conjunto para
atestar a qualidade da biomassa de leveduras.

O controle de contaminantes também € importante industrialmente. A cerveja
pode conter contaminantes microbianos provenientes de uma variedade de fontes
(OJO, 2010). Esses contaminantes podem ser classificados em: (i) primarios,
guando séo provenientes de matérias-primas e materiais utilizados na fabricacdo da
cerveja ou (i) contaminantes secundarios, que foram introduzidos na cerveja durante
o engarrafamento. Enquanto uma parcela menor dos problemas é atribuida a
contaminacgdes secundarias, as consequéncias da contaminagao primaria podem ser
catastroficas, como a perda completa de uma producdo de cerveja em escala
industrial.

Um exemplo de contaminante sdo as chamadas “leveduras selvagens” e que

podem ser de diversos géneros, tais como Brettanomyces, Debaryomyces e Pichia
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(DRAGONE et al., 2007). Essas leveduras podem causar inameros defeitos, como a
formacdo de pelicula na superficie da cerveja, producdo de turbidez,
desenvolvimento de odor e sabores estranhos e fermentacdo com desvio de
atenuacao (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006).

A contaminacdo ainda pode ocorrer por bactérias. As bactérias que mais
trazem problemas para as microcervejarias sdo as bactérias do género
Lactobacillus, bem como as bactérias do género Pediococcus, que podem produzir
diversos aromas indesejados nas cervejas (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006).

Atualmente, o método mais utilizado para detectar contaminantes microbianos
€ por meio do crescimento dos microrganismos em meios de cultura apropriados,
como o MRS 4gar (para deteccdo de bactérias lacticas) e NBB-B (para deteccéo de
Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus e Megasphaera). Porém, dependendo da
espécie de microrganismo, o0 crescimento pode ser bastante lento tanto em meios
sélidos quanto em meios de cultura liquidos, resultando na comercializacdo de
cervejas que, ao longo do tempo, podem apresentar o0s tipicos sinais de
contaminacdo microbiana, neste caso, as cervejas ficam turvas, acidas e com
odores desagradaveis. O odor desagradavel mais importante relacionado a
contaminacdo por bactérias dos géneros Lactobacillus e Pediococcus € o de
manteiga, fornecido pelo diacetil (2,3-bunodiona). Por isso, h4 um crescente
interesse em pesquisar métodos novos de deteccdo de contaminantes que sejam
mais rapidos e especificos (SAKAMOTO et al., 2001).

Portanto, a utilizacdo de métodos para controle da viabilidade e vitalidade de
leveduras, além de métodos mais apropriados para deteccdo dos principais
contaminantes cervejeiros, podem ser adequados para garantir um controle de

gualidade eficiente nesses estabelecimentos.

1.7 MERCADO CERVEJEIRO

A industria de cerveja € o maior setor da industria de bebidas alcéolicas,
sendo um dos setores de maior contribuicdo econdmica do pais, respondendo por
1,7% do PIB. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de cerveja,
com producao de 12,4 bilhdes de litros e o consumo oscila em torno dos 60 litros per
capita/ano (CERVBRASIL, 2014).
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Apesar do clima tropical brasileiro ser favoravel ao consumo de cervejas
geladas, leves e refrescantes, o mercado cervejeiro brasileiro, que possui marcas
nacionais lideres bem estabelecidas, tem sofrido uma transformacéo profunda com o
aumento da oferta de estilos e marcas de cerveja, oferecendo aos clientes cervejas
mais alcodlicas e com maior complexidade sensorial.

Atualmente, na tentativa de reviver histérias e sabores, o universo das
cervejas artesanais no Brasil vive uma forte expansdo de mercado e atrai muitos
empreendedores. O crescimento do mercado de cervejas artesanais deve ser
exponencial nos proxXimos anos e a expectativa é que respondam por 2% do negocio
de cerveja no Pais em até uma década (BARBOSA, 2014).

A cada ano surgem novas microcervejarias que disputam o mercado
nacional, atualmente sédo aproximadamente 270 microcevejarias funcionando no
Pais, concentradas principalmente nas regibes Sul e Sudeste. O numero de
cervejeiros caseiros também teve um aumento significativo (BRATT, 2013;
BARBOSA, 2014).

Por outro lado, os desafios de mercado para o futuro sdo grandes. Com a
explosdo do consumo e a producdo de cervejas especiais em crescimento
exponencial, em pouco tempo o mercado tera tantas opcbes que comecara a exigir
uma melhor qualidade dos produtos, pressionando as empresas no sentido de
profissionalizar as suas atividades, buscando métodos padronizados de producéo e
0 uso de boas praticas industriais.

Nesse contexto, 0 acesso a servicos e métodos de controle de qualidade de
cervejas, em todos os aspectos da producdo, ainda é bastante restrito e a pesquisa
na area deve ser incentivada, pois sdo escassas as empresas de biotecnologia que
possuam esse foco no Brasil. Como exemplos de empresas que atuam no controle
de qualidade da industria cervejeira podem ser citadas a empresa paranaense Bio4
de Curitiba® e a mineira Cervlev* de Ouro Preto que trabalham com servicos de

consultoria em processos fermentativos.

8 Disponivel em: http://www.bio4.com.br/
4 Disponivel em: http://www.cerlev.com.br/
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2 OBJETIVOS

Os objetivos que nortearam o trabalho seguem abaixo e estdo divididos em

objetivo geral e objetivos especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e aplicar um conjunto de métodos microbiolégicos e moleculares
para analisar a vitalidade, a viabilidade e contaminantes de amostras de leveduras

provenientes de microcervejarias e de cervejeiros artesanais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar uma pesquisa de opinido para verificar o interesse de cervejeiros
artesanais e relacionados a microcervejarias referente ao controle de
qualidade de biomassa de leveduras;

b) Estabelecer a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
avaliacdo de contaminantes microbianos (Pediococcus damnosus e
Lactobacillus brevis) em amostras de leveduras cervejeiras;

c) Padronizar o método de viabilidade do azul de metileno béasico utilizando a
levedura WLP500 e avaliar a viabilidade de diferentes geracbes desta
levedura;

d) Padronizar o método de vitalidade do poder de acidificacdo do meio utilizando
a levedura WLP500 e avaliar a vitalidade de diferentes geracfes desta
levedura;

e) Avaliar a viabilidade e vitalidade das amostras de leveduras provenientes de
microcervejarias e de cervejeiros caseiros da mesorregiao metropolitana de

Porto Alegre.
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3 JUSTIFICATIVA

Com a explosdo do mercado e da cultura cervejeira no Brasil, & crescente o
namero de microcervejarias e cervejeiros artesanais no pais. Entretanto, sdo poucos
que realizam o acompanhamento microbiolégico de suas produc¢des. Neste sentido,
havera cada vez mais uma exigéncia maior da qualidade dos produtos e também da
profissionalizacéo das atividades empregadas na industria microcervejeira.

Assim, torna-se necessario padronizar um conjunto de ferramentas
microbiolégicas e moleculares que poderdo ser utilizadas para avaliar a qualidade
das leveduras usadas na producdo de cervejas artesanais na mesorregiao
metropolitana de Porto Alegre. Estes procedimentos poderdo servir para,
posteriormente, estabelecer um servico inédito para a mesorregido metropolitana de
Porto Alegre e consolidar o conceito de controle de qualidade dentro do universo das

cervejas artesanais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DE DADOS PARA PESQUISA DE OPINIAO

Uma pesquisa de opinido foi realizada para levantar dados que refletissem o
nivel de interesse dos cervejeiros no controle de qualidade de suas producdes. O
guestionario contendo apenas cinco perguntas foi aplicado a 100 cervejeiros
artesanais e associados a microcervejarias por meio da pagina SurveyMonkey®. As
respostas foram analisadas considerando a porcentagem em relacdo ao total.
Questionou-se aos entrevistados: (i) o tipo de relacdo com a cerveja (cervejeiro
artesanal ou relacionado a microcervejaria), (i) se consideravam importante o
controle de qualidade de seus produtos, (iii) se utilizavam algum método para
controle de qualidade dos seus produtos (e quais), (iv) se reaproveitavam leveduras
(e quantas vezes) e (v) quais informacgBes a respeito do controle de qualidade da

levedura seriam de seu interesse.

42 OBTENCAO E PREPARO DE AMOSTRAS PROVENIENTES DE
MICROCERVEJARIAS DA MESORREGIAO METROPOLITANA DE PORTO
ALEGRE

Amostras de 300 mL de cerveja ou slurry provenientes de trés
microcervejarias da mesorregido metropolitana de Porto Alegre foram cedidas
gentilmente (fornecedores ndo divulgados) para os testes de viabilidade e vitalidade
de leveduras. Solicitou-se aos cervejeiros que as amostras fossem coletadas em
recipientes sanitizados com solucdo de iodofor (15 ppm) e armazenadas sob
refrigeracdo (2 a 4 °C) até o transporte ao laboratério. No laboratério, as amostras
foram centrifugadas por 3000 rota¢gdes por minuto (rpm) durante 4 minutos e lavadas
com agua destilada trés vezes (nhovamente 3000 rpm durante 5 minutos). Foram
adicionados 300 mL de agua destilada estéril nas amostras e estas foram
armazenadas por um curto periodo de tempo (sempre que possivel, 0s ensaios
foram realizados no mesmo dia do recebimento da amostra) no refrigerador para

analises posteriores de viabilidade e vitalidade.

5 Disponivel em: https://pt.surveymonkey.com.
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4.3 PREPARO DE CULTURAS, CEPA DE LEVEDURA E CONDICOES DE
CRESCIMENTO

A cepa cervejeira de Saccharomyces cerevisiae WLP500 proveniente da
White Labs (San Diego, Eua)®, foi utilizada para a padronizacdo dos ensaios de
viabilidade, vitalidade e deteccédo de contaminantes. De acordo com seu fornecedor,
esta levedura é originaria de uma das cervejarias trapistas da Bélgica e é utilizada
por cervejeiros do mundo para a fabricacdo de cervejas de alta gravidade, como
Dubbles e Trippels.

Para o cultivo e a manutencédo de rotina da cepa de levedura usada neste
trabalho foi empregado o meio de cultura YPD, o qual é constituido de 20 g/L de
peptona, 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de dextrose e agua destilada 1 L. O
meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Para preparacao do
meio sélido foi acrescentado 15 g/L de bacto-dgar e o meio resultante também
esterilizado em autoclave nas mesmas condicfes acima descritas.

Para os ensaios de vitalidade e viabilidade, foram utilizadas culturas da cepa
de levedura WLP500 crescidas em condi¢cdes controladas de temperatura e
agitacdo. Inicialmente, uma pré-cultura da cepa WLP500 foi obtida em 200 mL de
meio YPD liquido apds a incubacao dos frascos de Erlenmeyer sob agitacdo a 200
rom e 25 °C por aproximadamente 48 horas. Para determinar o nimero de células
por mL, 1 mL da pré-cultura foi retirado para a contagem em camara de Neubauer,
seguido da padronizacdo do numero de células para 5x107 células/mL. A partir do
volume determinado na contagem, trés novas culturas (triplicata biologica) foram
feitas em erlenmeyers de 2000 mL esterelizados contendo 200 mL de meio YPD. Os
erlenmeyers foram incubados em incubadora com agitacdo a 200 rpm e 25 °C por
aproximadamente 24 horas, até as células entrarem na fase estacionaria
(aproximadamente 108 células/ mL). Uma vez obtidas as culturas, o nimero de
células foi novamente determinado através de contagem em camara de Neubauer e
ajustado para a realizacdo dos experimentos de viabilidade e vitalidade. O
procedimento de reinoculo das leveduras em novos meios de cultura foi repetido, as
células foram incubadas nas mesmas condicdes que as culturas anteriores e
novamente os experimentos de viabilidade e vitalidade foram realizados, durante 5

geracoes (Figura 4).

6 Disponivel em: http://www.whitelabs.com/yeast/wlp500-trappist-ale-yeast-0
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Figura 4 - Preparo de pré-cultura e culturas de WLP 500 ao longo de cinco geracdes
(reutilizacdes).

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE PELO METODO DE AZUL DE METILENO BASICO

Para analisar a viabilidade das leveduras cervejeiras, foi utilizado o método de
coloracdo com azul de metileno basico (SAMI et al., 1994). Neste caso, todas as
células vivas ndo sdo coradas com azul de metileno (Figura 5A), enquanto que as

células néo viaveis ficaram coradas (Figura 5B).
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Figura 5 -Teste de viabilidade de leveduras com azul de metileno basico em camara de
Neubauer indicando células viaveis (4A) e nao viaveis (4B). Aumento do microscépio de
400x.

Para a realizacdo do ensaio, uma solucédo aquosa de 0,1% (p/v) de azul de
metileno foi diluida 10x em tampao glicina 0,1 M e com pH ajustado para 10,6
(solucdo de coloracdo). Uma suspensédo celular, contendo 2 x10’ celulas/mL, foi
lavada trés vezes com agua destilada estéril e misturada com um volume igual da
solucdo de coloracdo e incubada a 25 °C por 15 minutos. Uma aliquota de 10 pL
desta suspensao foi aplicada em camara de Neubauer para contagem do nimero de
células coradas (definidas como células invidveis) e células ndo coradas (células
viaveis). Cerca de 150 células totais em trés réplicas técnicas (totalizando 450
células) foram contadas por amostra. A viabilidade da amostra foi determinada, de

acordo com a seguinte equagao:

E:‘ElED tc — Xom
2150 t€ X 100

Viabilidade (%) =

@)

Onde X;.1=; tc € 0 somatério do nimero total de células (tc) obtido em camara
de Neubauer (contendo um numero igual ou superior a 150 células) e Xem € o
somatorio de células ndo-viaveis (coradas com azul de metileno) visto em camara de

Neubauer.



30

4.5 ENSAIO DE VITALIDADE PELO METODO DO PODER DE ACIDIFICACAO DO
MEIO

O ensaio de vitalidade ou teste de acidificacdo do meio foi realizado
conforme descrito por Kaka et al (1988) com adaptacdes. Para a realizagdo deste
ensaio, uma aliquota de 1 mL das amostras foi retirada e o numero de células foi
determinado por contagem em camara de Neubauer. Uma aliquota contendo
1x108/mL células foi centrifugada a 3.000 rpm, por 10 minutos, em temperatura
ambiente. O precipitado celular foi lavado trés vezes com agua destilada estéril e
misturado com 10 mL de &gua destilada estéril (pH ajustado para 6,3) a uma
temperatura de 25 °C. O pH inicial da suspensao celular foi registrado por 10
minutos e, entdo, 500 yL de uma solugdo de 20% (p/v) de glicose estéril foi
adicionado e o pH registrado por mais 10 minutos. O poder de acidificacao (PA), que

indica a vitalidade da levedura foi calculado por meio da equacéao algébrica (2):

PA=(pHO-pH10)+(pH10-pH20)

Onde pHO é o valor de pH observado no inicio do experimento (tempo O
min), pH10 é o valor de pH em 10 min apos o inicio do experimento e pH20 é o valor

de pH observado apos a adi¢édo de glicose nos 10 min finais do experimento.

4.6 EXTRACAO, PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DO DNA TOTAL DE
AMOSTRAS DE LEVEDURAS CERVEJEIRAS

Para deteccéo de contaminantes e/ou presenca de microrganismos em cervejas
pela técnica de PCR, o DNA total das seguintes amostras de levedura cervejeiras foi
extraido, purificado e quantificado: cultura de levedura WLP 500 (controle para
PMAL1), da cerveja de fermentacdo espontanea Lindemans Faro (controle para
Lactobacillus brevis e Pediococcus damnosus) e de uma amostra de microcervejaria
contendo levedura Saccharomyces cerevisiae Para tanto, uma suspensao celular (2

mL) de cada amostra foi macerada na presenca de microesferas de vidro de 400 um
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de diametro, provenientes da empresa Sigma-Aldrich’, o sobrenadante foi coletado e
a extracdo do DNA total foi realizada atravées do método de termdlise adaptado
(Zhang et al., 2010).

Uma aliquota contendo 100 uL do sobrenadante e 100 uL de &gua destilada
estéril foi centrifugada a 10.000 rpm durante 1 minuto. Apdés o sobrenadante
proveniente da centrifugacao ter sido cuidadosamente descartado, 100 uL de uma
solucéo de lise (50 mmol/L de fosfato de sodio pH 7,4, 1 mmol/L de EDTA e 5% de
glicerol) foram adicionados. A mistura foi incubada a 85 °C em um Thermomixer
proveniente da empresa Eppendorfé durante 30 minutos.

O DNA assim extraido foi purificado em dois passos. No primeiro passo, foi
utilizado 100 pL de cloroférmio e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
durante 5 minutos e foi coletado o sobrenadante. No segundo processo de
purificacdo, foram utilizados 200 uL de etanol e 10 uL de acetato de potassio 3 M
com pH 5.5, as amostras foram incubadas no gelo por 10 minutos, centrifugadas
novamente a 10000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi coletado.

A qualidade do DNA total extraido foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% utilizando tampé&o TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x, sendo a concentracéo
de DNA total determinada por espectrofotometria por meio da Azeo. A presenca de
proteinas nas amostras de DNA total foi determinada pela Az2so, sendo a pureza da
amostra calculada pela razdo Azeo/Az2s0, onde valores entre 1,5 e 2,0 (inclusive)

indicaram amostras suficientemente livres de contaminantes proteicos.

4.7 DESENHOS DOS INICIADORES DE DETECCAO DE CONTAMINANTES
MICROBIANOS

Na literatura foram buscados marcadores moleculares que pudessem
identificar os potenciais microrganismos contaminantes em amostras de leveduras
cervejeiras. Para lactobacillus brevis foi utilizada regido intergénica do rDNA 16 S
(GUARNERI; ROSSETTI; GIRAFFA, 2011), correspondendo as sequéncias de 761 a
1028 pb. Para Pediococcus damnosus o plasmideo pF8001 (BENEDUCE et al.,

2004) foi usado como molde para os desenhos dos iniciadores e a regiao

7 Disponivel em: https://www.sigmaaldrich.com
8 Disponivel em: http://www.eppendorf.com/
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correspondente as sequéncias de 4025 e 4255 pb foi amplificada. Para S.
cerevisiae, 0 gene PMAL1 (SERRANO; KIELLAND-BRANDT,; FINK, 1986) foi utilizado
e a regido correspondentes as sequéncias de 612 a 814 pb foi amplificada. Os
iniciadores utilizados, desenhados através da pagina Primer3Plus® e sintetizados

pela empresa Sintese Biotecnologia'®, utilizando a escala de sintese de 25mM.

Tabela 1 - Lista dos iniciadores senso (iniciador_F) e antisenso (iniciador_R) usados na
identificacdo de Lactobacillus brevis, Saccharomyces cerevisiae e Pediococcus damnosus
em amostras de leveduras cervejeiras. A sequéncia dos iniciadores, bem como o tamanho
dos fragmentos amplificados (amplicons) séo indicados na tabela.

Lactobacillus brevis 267 pb cagctogtetegtoagatst ttcatstagscgasttecag
Saccharomyces cerevisiae 205 pb gettactgecgtigtcgaat tteccagteaccticaccte
FPediococcus daomnosis 390 pb teagcgteaagoocttagtt gacccgtitttezetattta

4.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA A IDENTIFICACAO DE
CONTAMINANTES MICROBIANOS

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988) foi
utilizado para a deteccdo de contaminantes microbianos na biomassa de leveduras
cervejeiras. Para isso, foram preparadas 12 reacdes de PCR contendo 10 ng de
DNA cada, sendo quatro reacdes diferentes (Controle sem DNA, DNA extraido de
leveduras proveniente de microcervejaria, DNA extraido da cultura de WLP500 e
DNA extraido de cerveja Lambic) para cada um dos trés conjuntos de iniciadores.

Cada reacgéo de PCR incluiu 5 pL de tamp&o 1x especifico para a enzima Taq
DNA polimerase, proveniente da empresa BioLabs!!, 1 uL de dNTPs 25 mM,
proveniente da empresa Thermo Scientific'?, 1 uL de cada iniciador, 0,1 puL de Taq
DNA polimerase também proveniente da empresa BioLabs e H20 ultrapura para

completar 25 L.

9 Disponivel em: http://www.bioinformatics.nl/cbi-bin/primer3plus.cgi/
10 Disponivel em: http://www.sintesebiotecnologia.com.br/

11 Disponivel em: http://www.cellbiolabs.com/

12 Disponivel em: http://www.thermoscientific.com/en/home.html
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As condi¢des de PCR incluiram 40 ciclos com um passo de desnaturacdo a
94 °C por 1 minuto, um passo de anelamento a 55 °C por 1 minuto e um passo de
extensdo a 72 °C por 1 minuto.

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
utilizando tampao TAE 1x e foi avaliada a presenca ou ndo de amplicons referentes

aos diferentes microrganismos avaliados.

4.9 GRAFICOS E ANALISE ESTATISTICA

Os graficos e a andlise estatistica dos resultados dos testes de viabilidade e
vitalidade da levedura WLP500 foram realizados utilizando o software Excel 2013
proveniente da empresa Microsoft (http://microsoft-excel.softonic.com.br/). Médias e
desvios padrdes das triplicatas técnicas e biologicas foram determinados e o grafico
foi plotado. O teste estatistico t-student foi utilizado para comparar as médias de
viabilidade e vitalidade das geracdes subsequentes com a média da primeira

geracdo. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 PESQUISA DE OPINIAO PARA ANALISAR O INTERESSE DOS
CERVEJEIROS ARTESANAIS NO CONTROLE DE QUALIDADE DE LEVEDURAS
CERVEJEIRAS

A partir da observacédo dos dados apresentados que indicam um crescimento
exponencial do mercado das cervejas artesanais no Brasil (CERVBRASIL, 2014) e
da constatacdo da escassez de métodos e servicos disponiveis no pais para o
controle de qualidade de leveduras cervejeiras, surgiu a ideia de fazer uma pesquisa
de opinido entre 0s cervejeiros caseiros e relacionados a microcervejarias para
mostrar a existéncia do interesse e da necessidade do uso desse tipo de métodos e
Servigos.

Na pesquisa de opinido realizada neste trabalho, 84% dos entrevistados
declararam ser cervejeiros caseiros e 16% declararam trabalhar com
microcervejaria. A maioria destes entrevistados (94%) considera o controle de
qualidade do produto um fator importante, enquanto os outros 6% consideram este
fator sem importancia ou indiferente. De fato, com o crescimento do mercado,
apenas as empresas que investirem em melhorar a qualidade de seus produtos irdo
sobreviver ao aumento da competicdo entre as microcervejarias (REVISTA DA
CERVEJA, 2014). Mesmo para 0s cervejeiros caseiros que nado fazem parte deste
mercado, porque produzem cerveja para 0 consumo préprio, o controle da qualidade
aparece como um fator importante, pois estes estdo cada vez mais bem informados
acerca dos detalhes do processo fermentativo, querendo entender melhor sobre o
seu produto e produzir cervejas de boa qualidade.

Quando questionados sobre a utilizacdo de algum método ou servigo para
controle de qualidade dos seus produtos, a maioria (72%) manifestou que néo utiliza
nada desse género, mas gostaria de utilizar. Enquanto que 16% dos entrevistados
responderam que utilizam algum método ou servi¢o para o controle de qualidade de
seus produtos, citando os usos de refratbmetros e hemocitbmetros, o controle da
temperatura na fermentacéo, analise sensorial, contagem de viabilidade de fermento
reutilizado e andlise de contaminacdo por microscépio, como algumas técnicas

utilizadas. Por outro lado, a minoria (12%) declarou que nao utiliza nenhum tipo de
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método ou servigo para o controle de qualidade e mesmo assim esta satisfeita com
sua producéo.

Dos cem entrevistados, 66% informaram que ndo reaproveitam leveduras,
enquanto 10% reaproveitam pelo menos uma vez, 7% reaproveitam de duas a
quatro vezes e 17% reaproveitam mais do que quatro vezes suas leveduras.

Quando nos referimos ao reaproveitamento de leveduras, estamos abordando
um procedimento vantajoso, considerando a situacdo atual de que a maioria das
leveduras utilizadas no Brasil € proveniente de outros paises, porque aqui Sao
escassas as empresas que possuem bancos de leveduras (a empresa Bio4 tem
producédo prépria de leveduras, e as empresas BodeBrown (Curitiba — Parana), Arte
Brew (Campinas — Sdo Paulo) e Lamas Brew Shop (Campinas — Séo Paulo)
importam leveduras cervejeiras de empresas do exterior).

Muitas vezes por falta de métodos de controle de qualidade de suas
leveduras, 0s cervejeiros nao reaproveitam suas leveduras, ou reaproveitam de
maneira inadequada. No exterior, em alguns paises da Europa e principalmente nos
EUA o controle de qualidade aparece como um fator bastante desenvolvido e
empresas americanas como a Wyeast (Hood River- Oregon) e a White LABS (San
Diego, California) se destacam nesse segmento.

Por fim, 82 cervejeiros manifestaram o interesse em saber sobre a vitalidade
de suas leveduras, 81 cervejeiros gostariam de poder detectar os contaminantes de
seu produto e 80 cervejeiros gostariam de saber a viabilidade de suas leveduras. O
interesse em saber outro tipo de informacdo acerca das leveduras cervejeiras foi
manifestado por 9 cervejeiros, que citaram como assuntos relevantes métodos de
manipulacdo, propagacdo e armazenamento, além de informacdes sobre mutacdes
gque possam afetar a fermentacdo (técnica para detectar mutacbes ja foi
desenvolvida no Seibel Institute em lllinois, Chicago e estad disponivel para os
cervejeiros Americanos).

Nesse contexto, os métodos existentes para detec¢cdo de contaminantes e
monitoramento da viabilidade e vitalidade de leveduras exigem conhecimentos de
bioquimica, microbiologia, biologia molecular e equipamentos que nao Ssao
acessiveis para todos os cervejeiros. Mesmo assim, alguns meétodos como a
determinacao de viabilidade a partir da coloracdo com azul de metileno, poder de
acidificacdo do meio e deteccdo a partir de meios de cultura ja sdo bastante

utilizados por cervejeiros artesanais dos EUA e de paises da Europa que possuem a
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cultura cervejeira mais desenvolvida. Para realizar adequadamente o controle de
qualidade da sua producao, o cervejeiro precisaria ter um laboratorio exclusivo para
essa funcéo, o que de acordo com Allen (1994) para uma producédo pequena como a
de uma microcervejaria ou de um cervejeiro caseiro é economicamente inviavel.
Allen também divide as microcervejarias em dois grupos, aqueles que ja sofreram
com algum tipo de contaminacdo em suas producdes e 0s cervejeiros que ainda vao
sofrer. Destaca que mesmo cervejeiros que mantém boas praticas de sanitizacdo e a
producdo de Otimas cervejas por varios anos sem nenhum controle microbioldgico,
estdo sujeitos a perder uma producao inteira em algum momento.

Por isso, empresas que oferecam essas andlises para 0s cervejeiros, sdo de

extrema importancia para o desenvolvimento da cerveja artesanal no Brasil.

5.2 AVALIACAO DE CONTAMINANTES EM LEVEDURAS CERVEJEIRAS

A avaliacdo de contaminantes em leveduras cervejeiras € uma questao de
grande interesse entre 0Ss cervejeiros artesanais. I1Sso porque, responsaveis por
aproximadamente 70% das contaminacfes em cervejarias, bactérias dos géneros
Lactobacillus e Pediococcus conseguem crescer no mesmo pH de crescimento das
leveduras cervejeiras e produzir odores desagradaveis, comprometendo lotes
inteiros de cerveja. Algumas cervejarias utilizam a andlise sensorial como forma de
controle (Minicursos CRQ-IV, 2010), mas esta ndo € uma forma totalmente segura.
Outros métodos utilizados atualmente para deteccdo de contaminantes, como meios
de cultura especificos, também sédo pouco eficientes e o resultado é demorado
(DRADONE et al., 2007). Assim, a pesquisa de métodos rapidos e com eficiéncia
elevada torna-se bastante necessaria e o0 método de PCR, que detecta a presenca
do DNA de microrganismos contaminantes a partir de uma pequena quantidade de
amostra, mesmo antes que qualquer alteracdo seja percebida na producao, aparece
como uma boa alternativa aos meéetodos convencionais. De acordo com Zindulis
(2002), a técnica de PCR esta gradualmente ganhando aceitagdo como uma
ferramenta de controle de qualidade na industria de alimentos e ja vem sendo
utilizada na industria cervejeira nos Estados Unidos e na Europa. Uma das melhores

instituicGes de ensino e pesquisa em cerveja do mundo, o Seibel Institute!® utiliza

13 Disponivel em: http://www.siebelinstitute.com/
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PCR para identificar e diferenciar cepas de levedura, para deteccdo de
contaminantes e além de mutacdes. Neste trabalho, o método de PCR foi utilizado
para a tentativa de detec¢cdo dos contaminantes Lactobacillus brevis e Pediococcus
damnosus, que foram descritos na literatura como as principais espécies
contaminantes de leveduras cervejeiras (CARVALHO; BENTO; SILVA 2006).

Porém, a padronizacado do método e deteccdo de microrganismos a partir dos
iniciadores desenhados néo foi realizada com sucesso. O DNA total extraido das
amostras parece ter sofrido algum tipo de degradacédo e a amplificacdo ndo pode
ocorrer.

Portanto, as etapas envolvidas no método para deteccdo de contaminantes
em leveduras cervejeiras, como extracdo do DNA total, purificacdo e reacdo de PCR

precisam ser revisadas e repetidas.

5.3 PADRONIZACAO E APLICACAO DO METODO DE VIABILIDADE DO AZUL DE
METILENO BASICO PARA AVALIAR A VIABILIDADE DE DIFERENTES
GERACOES DA LEVEDURA WLP500

Para a pratica de reutilizacdo de leveduras, é de fundamental importancia o
conhecimento da porcentagem de células vivas, para determinar a taxa de
inoculacdo na proxima cerveja. A viabilidade das leveduras depende de diversos
fatores, como a disponibilidade de nutrientes e temperatura de armazenamento
(NICHOLSON; PEARSON, 2014).

Para analise de viabilidade, um método usualmente utilizado pelos cervejeiros
€ a coloracdo com azul de metileno classico (solucdo de corante com agua) (ALLEN,
2014). O azul de metileno possui carga negativa, que € a mesma carga da
membrana da célula da levedura. Por isso quando as células estdo vivas, o corante
nao entra, mantendo as células incolores (SAMI; IKEDA; YABUUCHI, 1994). Neste
trabalho, nés utilizamos a coloracdo com azul de metileno basico (solucdo de
corante com tampao glicina), que de acordo com Sami, lkeda e Yabuuchi (1994) é
mais eficiente do que a coloracao classica.

Para tanto, foi escolhida a levedura WLP500, pois ja veio sendo utilizada em
outros trabalhos no laboratério. Os resultados dos testes de viabilidade de WLP500
(Figura 6) ao longo de quatro geracdes indicam uma diminuic&o estatisticamente néo

significante na viabilidade da segunda e da terceira geracdo e um aumento
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estatisticamente significante na viabilidade da quarta geracdo em relacdo a primeira.
A diminuicdo da viabilidade, seguida do aumento significativo talvez possa ser
explicada por um interessante comportamento altruista observado em leveduras S.
cerevisiae de laboratério. De acordo com Salamon (2014), as leveduras podem
secretar uma série de enzimas, como por exemplo a invertase, que liberam
precursores de moléculas de nutrientes utilizaveis no meio e isso tem um custo de
energia, fazendo com que a populacéo capaz de produzir invertase tenha uma baixa
taxa de crescimento. Porém, nem todas as células secretam invertase e estas
crescem em monossacarideos que sao liberados por células produtoras de
invertase, sem custo de energia. No entanto, assim que as células produtoras de
invertase morrem e a fonte de energia seca, as células que ndo produzem invertase

vao morrer também, o que talvez fosse observado nas proximas geracoes.

WLP 500

100
99

98 - i|:

97 A ‘|i

96 -

95 -
94 -

Vishilidade (%)

93 A
92 A
91 A

S0 T T

Geracio
Figura 6 - Porcentagem de viabilidade da levedura WLP500 mensurada durante quatro
geragbes. * Aumento de viabilidade estatisticamente significante (p < 0,05) quando
comparado a primeira geracao.
Na quinta geragdo, observamos no microscopio a floculacdo das células de

levedura (Figura 7).
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Figura 7 — Formacao de flocos de células durante quinta geragcdo da cultura da levedura
WLP500.

Floculacdo é uma caracteristica adquirida através da selecdo artificial,
geralmente importante para a industria cervejeira. Por outro lado, floculacdes
prematuras podem ter consequéncias ruins, gerando problemas na atenuacdo da
cerveja, por conta da diminuicdo da atividade fermentativa e podem gerar graves off-
flavors (DE CLERCK, 1984). As leveduras floculam quando o final da fermentacéo se
aproxima, formando aglomerados de células que sedimentam (em cervejas Lager)
ou sobem a superficie (em cervejas Ale), permitindo a coleta das leveduras para o
reaproveitamento (DE CLERCK, 1984). A floculacdo de leveduras cervejeiras é um
fenbmeno complexo e pouco estudado que parece depender de parametros como
disponibilidade de nutrientes, oxigénio dissolvido, pH, temperatura de fermentacgéo,
manuseio e condigbes de armazenamento (VERSTREPEN et al, 2003; BUTTNER et
al, 2006). Segundo Verstrepen et al (2003), a floculagédo € especifica da espécie, 0
qgue torna dificil prever respostas especificas. Além disso, alguns genes envolvidos
na floculagdo sdo bastante variaveis, o que causa frequentes mudancas no perfil de
floculacédo de algumas cepas.

Portanto, durante o reaproveitamento de leveduras além da viabilidade e da
vitalidade, as caracteristicas de floculacdo particulares de cada cepa devem ser
observadas e os parametros envolvidos conhecidos devem ser controlados para

tentar evitar variacdo do perfil de floculacédo ao longo das geragdes.
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5.4 PADRONIZACAO E APLICACAO DO METODO DE VITALIDADE PARA
DIFERENTES GERACOES DE LEVEDURA WLP500

Da mesma forma que a viabilidade, a analise da vitalidade das leveduras
cervejeiras é de extrema importancia para garantir um reaproveitamento adequado
das mesmas na industria microcervejeira. A vitalidade também é dependente de
varios fatores, tais como controle de temperatura de armazenamento, taxa de
inoculacdo no mosto e mutacbes deletérias que surgem espontaneamente na
populacdo de leveduras. Para evitar perda da vitalidade, ap0s a coleta as leveduras,
as mesmas devem ser armazenadas a baixas temperaturas (2 °C a 4 °C) em agua
destilada, diminuindo a atividade metabdlica, até a reinoculacdo em um meio com
nutrientes, e essa reinoculacdo ndo deve exceder 24 horas. Quando os tempos de
armazenamento excedem 24 horas, tem sido relatado um aumento na frequéncia de
mutacOes petit (GOLDRING et al, 1971) Esse tipo de mutacédo leva a perda de
funcdo respiratéria, resultando na ma utilizacdo dos acucares fermentaveis,
floculacdo impréria de células, reducédo do etanol e defeitos sensoriais (POWELL et
al, 2000).

Durante a fermentacdo, Sigler et al 1981 mostrou que a capacidade das
células de levedura de acidificar o meio pode ser proveniente da producgdo de CO2 e
da extrusdo de H+ pela proteina PMA1 (H+-ATPase da membrana de S. cerevisiae).
Assim, uma forma eficiente e rapida de estimar a vitalidade de leveduras cervejeiras
€ através do uso de métodos capazes de medir a extrusdo de H+ pelas células de
levedura (Kara et al, 2008). Por sua vez, Nicholson & Pearson (2014) atentam para a
diminuicdo da eficiéncia de producdo de CO2 durante a fermentacédo de leveduras
que foram armazenadas por mais tempo e em temperaturas mais altas, mas nao
demonstram como essa vitalidade decai ao longo do tempo.

Nesse contexto, neste trabalho, a vitalidade da levedura WLP500 foi
analisada pelo método de acidificagdo do meio (Kara et al, 2008) durante quatro
geracOes (Figura 2), onde verificamos que ocorre um decaimento estatisticamente
significante da vitalidade da segunda (1,01), da terceira (0,97) e da quarta geracéo
em relacdo a primeira (1,07), mas ndo vemos diferengas estatisticamente
significativas na vitalidade comparando a segunda, a terceira e a quarta geragéao,
indicando que a vitalidade da levedura WLP500 tem uma diminuicdo e depois

parece se estabilizar por algumas geracdes. Para obter melhores conclusées da
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andlise de vitalidade de WLP500 também seria necessério analisar mais geracoes.
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Figura 8 - Poder de acidificacdo da cepa WLP500 em meio de cultura YPD, indicando
a vitalidade, mensurado durante quatro geracdes. *Aumento de Vvitalidade
estatisticamente significante (p < 0,05) quando comparado a primeira geracgao.

E importante salientar que o poder de acidificacido do meio é uma forma
indireta de avaliar a vitalidade da levedura que ignora uma variedade de outros
atributos como atenuacdo, reabsorcdo de diacetil, producdo de off flavors e
floculacdo, fazendo apenas uma estimativa da vitalidade das células.

Existem outros métodos para medir a vitalidade das células, utilizados por
empresas nos EUA e na Europa, como: (i) citometria de fluxo para medir o nivel de
alguns compostos como trealose, (ii) ensaios para medir atividades de enzimas
(alcool desidrogenase, piruvato descarboxilase, piruvato desidrogenase, maltase,
protease), (iii) capacidade de reducao de O2 e (iv) formacado de etanol (HUTZLER,;
MULLER-AUFFERMANN; JACOB, 2012). Contudo, o método do poder de
acidificacdo do meio ainda aparece como uma forma mais pratica de medir a
vitalidade das leveduras cervejeiras. Porém, de acordo com Sigler (2013), os
resultados a partir deste método estdo sujeitos a variagcbes que podem ser
mascaradas por diferentes taxas de inoculacdo, composicdo do mosto, tipo de
tanque de fermentacéo e diversos outros fatores.

Outro fator importante é que ainda nao existe uma escala padréo de vitalidade

para avaliar amostras de leveduras e inferir se a vitalidade esta adequada ou nao
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para uma determinada cepa. Para tanto, culturas de diversas geragOes e diferentes

cepas de leveduras cervejeiras devem ser analisadas.

5.5 VIABILIDADE E VITALIDADE DE LEVEDURAS PROVENIENTES DE
MICROCERVEJARIAS DA MESORREGIAO METROPOLITANA DE PORTO
ALEGRE

Apesar de ndo terem sido encontrados na literatura dados que comprovem, é
de conhecimento popular que a mesorregido metropolitana de Porto Alegre vem se
estabelecendo como um polo cervejeiro expressivo no Pais. De acordo com
Schardong (2012), existem poucas informacdes sobre o0 mercado de
microcervejarias no Rio Grande do Sul e estas dificiimente derivam de fontes
confiaveis.

Foi em Porto Alegre que surgiu a primeira microcervejaria brasileira em 1995,
a Dado Bier (que hoje faz suas cervejas em Santa Maria). Em 2010, um polo
cervejeiro no bairro Anchieta, na Zona norte da cidade de Porto Alegre, comecou a
surgir e conta hoje com sete microcervejarias (Babel cervejaria, Microcervejaria
Irméos Ferraro, Cervejaria Lagom, Cerveja Tupiniquim, Baldhead Craft Beers,
Tavola Cervejas Especiais e Seasons Craft Brewery). Além disso, microcervejarias
fora do bairro Anchieta como Anner Cervejas Especiais, Barley, Cervejaria
Abadessa, Cervejaria Schmitt, Rasen Bier e diversas outras garantem o atual
destaque do Rio Grande do Sul no cenério cervejeiro brasileiro.

Apesar de varias dessas microcervejarias reaproveitarem suas leveduras, ndo
sdo empregados métodos para o0 controle de qualidade na maioria destes
estabelecimentos e ndo existe ha mesorregiao metropolitana nenhuma empresa que
ofereca esse tipo de servico para estes estabelecimentos.

Nesse contexto, buscou-se analisar a viabilidade e vitalidade de leveduras
provenientes de algumas dessas microcervejarias, para verificar a qualidade do que
vem sendo reaproveitado.

Foram quatro microcervejarias da mesorregidao metropolitana de Porto Alegre
gue reaproveitam leveduras e que cederam gentiimente amostras de diferentes

estilos de cerveja e diferentes geracfes para as analises (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados das andlises de viabilidade e vitalidade das leveduras de diferentes
estilos de cerveja e diferentes geracdes de microcervejarias da mesorregido metropolitana
de Porto Alegre.

Pilsen 4 20% 0,6
Weizen 2 T8% 0,3
Amber Ale 2 42% 0,7
Weizen 4 85% 14
Trapista 8 8% 0,7
Pale Ale 1 83%5% 0,7
Weizen 2 54% 0,9
Pale Ale 1 83% 0,6

A partir destes resultados, podemos observar que leveduras de viabilidades e
vitalidades variaveis vem sendo utilizadas pelas cervejarias, podendo comprometer a
qualidade das cervejas produzidas, a partir da geracao de off flavors e problemas na
atenuacdo (NICHOLSON; PEARSON, 2014). Na tabela, valores maiores de poder
de acidificacdo do meio, indicam melhores vitalidades. Também verificamos que as
viabilidades das leveduras ndo possuem relacdo com as vitalidades ao longo das
geracbes. Se as leveduras estdo vivas, ndo necessariamente estdo fermentando
adequadamente e as caracteristicas desejadas de determinadas cepas, podem ser
comprometidas por mutacbes que vao se acumular ao longo das geracbes
(POWELL; QUAIN; SMART, 2000), ou por diversos outros fatores. Por isso séo
fundamentais os usos de métodos para verificar tanto a viabilidade, quanto a
vitalidade das leveduras cervejeiras provenientes de microcervejarias, evitando o
reaproveitamento de leveduras que j4 estdo com a capacidade fermentativa

comprometida.
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6 CONCLUSAO

Ao término do trabalho, conclui-se que existe um grande interesse dos
cervejeiros artesanais em relacdo ao controle de qualidade de suas leveduras e que
faltam empresas que oferecam meétodos e servicos deste género, portanto existe
oportunidade para a criacdo de uma empresa de Biotecnologia que atue na
mesorregido de Porto Alegre.

Leveduras com viabilidades e vitalidades bastante variaveis estdo sendo
reutilizadas pelas microcervejaria. Por conta disso, a realizagdo de andlises de
viabilidade e vitalidade sdo realmente fundamentais para garantir a qualidade das
cervejas.

A padronizacdo dos métodos de vitalidade e viabilidade foi realizada com
sucesso, porém para a deteccdo de contaminantes ainda sdo necessarios mais
estudos. Através da aplicacdo dos métodos de coloracdo de azul de metileno basico
e poder de acidificacdo do meio a cepa de levedura WLP500, observamos que a
viabilidade n&o esté relacionada com a vitalidade ao longo das geracdes e que mais
geracOes deveriam ser analisadas para gerar dados mais conclusivos.

Assim, os objetivos propostos no projeto foram alcancados. Entretanto, é
preciso aprofundar os dados obtidos analisando o perfil de viabilidade e vitalidade de

WLP 500 no mosto e analisar outras cepas de leveduras.
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