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RESUMO
O crescente numero de microcervejarias instaladas no Brasil vem se superando a
oferta de insumos para a producéo da cerveja, dentre eles, o fermento. Atualmente,
existem apenas quatro empresas que comercializam leveduras para a produgao de
cerveja, sendo apenas duas delas capazes de atender a fabricas com maior
producao. Visto isto, para atender a outras regides, estas empresas transportam o
fermento cervejeiro por longas distancias. Durante este processo, as leveduras
acabam sendo expostas a diversas condi¢des, como estresse térmico (devido a falta
de refrigeragao) e senescéncia cronolégica (devido ao longo tempo de estocagem
na empresa e transporte por longas distancias). Devido a isso, as células chegam ao
cervejeiro com baixa capacidade fermentativa devido ao decréscimo de vitalidade e
viabilidade. Pensando nisto, este trabalho desenvolveu um teste de vitalidade capaz
de estimar o estado fisioldgico da levedura baseado no corante resazurina, que é
altamente dicromatico, apresentando uma mudanga colorimétrica proporcional a
vitalidade das células altamente detectavel a olho nu. Para a padronizag¢ao do teste,
as cepas W34/70 e US-05 foram submetidas a diferentes condigbes de estresse
térmico, e diferentes variaveis, como concentracao de resazurina, densidade celular
e tempo de incubagao do teste foram definidas, usando como comparagao o teste
de poder de acidificacdo e avaliando a viabilidade das células pela técnica de azul
de metileno. Entdo, para avaliar a sensibilidade do teste de resazurina, o
envelhecimento cronoldgico de culturas de ambas as cepas foi acompanhado por
testes de vitalidade e viabilidade, demonstrando o decréscimo da atividade
metabdlica e capacidade replicativa das células conforme o aumento do tempo da
cultura. Observou-se diferentes taxas de decréscimo da vitalidade e viabilidade entre
as cepas. Além disto, foi confirmado o potencial do ensaio de resazurina em prever a
capacidade fermentativa de leveduras submetidas a diferentes condi¢cdes de
estresse através de medicdes de atenuacdo do mosto, validando a aplicabilidade

deste ensaio no contexto microcervejeiro.

Palavras-chave: Leveduras cervejeiras. Vitalidade. Viabilidade. Estresse térmico.
Azul de Alamar. Resazurina. Envelhecimento cronoldgico. Teste de vitalidade.

Microcervejaria.



ABSTRACT
The growing of microbrewerys in Brazil has imposing an increase in the production of
different supplies for brewing, iincluding yeast biomass for beer fermentation. In
Brazil,only four companies produce and sell yeasts for microbreweries, and only two
companies are able to attend microbreweries. Additionaly, these companies should
be able to deliver yeast cells to different states and cities in Brazil. During transport,
the yeast cells are exposed to thermical stress (due to the lack of temperature
control) and chronological aging (due to the long period of storage and transport).
When delivered to the microbreweries, those yeast cells display problems during
beer fermentation as the consequence of a loweryeast vitality and viability and
affecting beer’s quality. Thus, in this work a new colorimetric assay was developed to
access the vitality of yeast cells by using resazurin. Resazurin is a highly dichromatic
dye, showing a colorimetric change proportional to the yeast cellvitality that can be
easily visualized by naked eye. To evalute the potential of resazurin to differentiate
yeast cells with low and high vitality, different yeast ale and lager strains (US-05 and
W34/70, respectively) were submitted to heat shock stress and their vitality was
accessed by resazurin, testing different variables as concentration of work solution,
cellular density and incubation time. The resazurin data, supported by acidification
power test, showed a vitality decrese in cells submited to heat shock stress.
Futhermore, the sensibility of the resazurin assay was explored during chronological
aging of yeast cells. The assay was capable to detect differences of vitality and
viability between yeast strains. In addition, the potencial of the resazurin test to
predict the fermentative capacity of stressed and non-estressed yeast cells was
observed in wort attenuation assays, comfirming the aplicability of resazurin in the

microbrewry context.

Keywords: Vitality assay. Chronological aging. Heat shock stress. Brewery yeasts.

Resazurin. Alamar blue.
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1. Introdugao
1.1 Da Mesopotamia a atualidade

N&o é equivocado afirmar que alguns dos acontecimentos mais importantes
na histéria da ciéncia, tecnologia e da civilizagdo estao relacionados a um dos
produtos biotecnoldgicos mais antigos da histéria: a cerveja.

Ironicamente, apesar da producédo de cerveja ser “recheada” de tecnologia
atualmente, sua descoberta foi um cémico acaso. Evidéncias indicam que a histéria
da cerveja se originou na regiao da Mesopotamia, com indicios que datam desde
6.000 AEC (Antes da Era Comum) a 3.000 AEC (Sicard & Legras 2011), a partir de
uma massa de péo de centeio levemente cozida, que acidentalmente foi embebida
em agua (Darby et al. 1977; Samuel 1996), passando a apresentar um sabor
diferente e agradavel devido a fermentagcdo espontanea dos agucares dos graos.
Desde entdo, a cerveja se tornou cada vez mais popular, e seu processo de
fabricagdo que antes foi acidental, agora era bastante padronizado. O malte,
constituido por grdos de cevada germinados, era moido, misturado com agua e
assado. Do pao resultante, eram retirados pedacos que eram embebidos em agua,
ocorrendo entdo a fermentacéo alcodlica (que, por ser desconhecida até entdo, era
vista como “magica divina”) (Hornsey 2007).

Até o inicio da Idade Média, as mulheres eram as responsaveis pela
produgcao de cerveja. Por estar muito ligado a preparagdo de comida, os egipcios
viam esta tarefa como doméstica, e, portanto, relacionada a responsabilidades
femininas (Hornsey 2007). Por isso, a cerveja foi atribuida a uma deusa, Ninkasi. Foi
s6 por volta século Xlll da Era Comum (EC) e com a popularidade do cristianismo
aumentando, que os homens assumiram a tarefa de fabricagcdo da cerveja, que se
tornou uma pratica muito comum em mosteiros, visto que o conteudo nutritivo desta
bebida ajudava os monges a passarem por longos periodos de jejum (Rabin &
Forget 2014).

O consumo dessa bebida fermentada crescia com sua popularidade e,
simultaneamente com a sociedade, a cerveja foi se aprimorando. Durante esta
época, utilizavam-se uma gama de aditivos na fabricagdo da cerveja, como uvas,
tdmaras e outras especiarias (Hornsey 2007). O uso do lupulo, adicionado a cerveja
para conferir amargor, aroma e sabor, foi implementado na fabricacdo cervejeira

apenas no século IX da EC devido a sua capacidade bacteriostatica e conservante,
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além de suas caracteristicas sensoriais (Hornsey 2007), dando origem a cervejas
gue mais se aproximam com as que consumimos hoje em dia.

Com a preocupacao de se estabelecer padrdes que garantissem a qualidade
na fabricagdo desta bebida, em 1516, foi criada a “Lei da Pureza”, que determinava
os Unicos ingredientes passiveis de serem utilizados na fabricacdo da cerveja: agua,
cevada e lupulo (Morado 2009; Aquarone et al. 2001). Nota-se que as leveduras,
responsaveis pela etapa de fermentacao alcodlica, sequer foram incluidas na lista,
devido ao seu ainda desconhecimento.

Devido a sua importancia nutricional e social, a necessidade de produzir
cerveja desperta nossa criatividade desde muito cedo na historia e, por
consequéncia, o desenvolvimento tecnolégico na humanidade se relaciona muito
com a fabricagdo desta bebida. Acredita-se que o “bem-estar” que a cerveja
proporcionava persuadiu as pessoas a criar inumeras invengdes em cadeia com o
objetivo de se fazer melhores cervejas. Desde entdo, grandes marcos da historia
devem créditos a esta bebida. Historiadores sugerem que a revolugéo neolitica,
caracterizada pela domesticagao dos graos (Childe 2014), ocorreu devido ao anseio
de se produzir cerveja (Hornsey 2007). Outros marcos histoéricos relacionados a
cerveja consistem na invencdo da refrigeragdo artificial, aprimoramento do
termémetro, desenvolvimento da escada do pH e ha indicios de que até a criacdo da
escrita se relaciona com a cerveja, se desenvolvendo da necessidade de gravar a
producao e distribuicdo da cerveja (Fagan & Beck 1996), e ainda ha quem diga que

a roda foi inventada devido a necessidade de distribuir e transportar esta bebida.

1.2 Cerveja e Biotecnologia

Nao ha duvidas que a cerveja e a Ciéncia caminham lado a lado. Prova disto
€ a relagdo desta bebida com alguns dos maiores marcos no desenvolvimento da
biotecnologia, como o isolamento de culturas de células e mapeamento genético.
Em 1883, poucos anos apds Luis Pasteur finalmente conseguir comprovar a
existéncia das leveduras e sua fungdo na fermentagao da cerveja (Barnett & Euge
2000), o cientista Emil Hansen se tornou o primeiro a isolar uma cultura pura de
levedura, nomeada Saccharomyces carlsbergensis (Olesen et al. 2002). Havia,
naquele tempo, o que os cervejeiros chamavam de “Doencga da Cerveja’, que se

tratavam de lotes de cervejas com caracteristicas sensoriais fora do padrao (azedas)
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ou com curtissima vida util. Deste ponto nasceu o trabalho de Hansen, que comecgou
a estudar a cerveja “doente” e constatou a presencga de leveduras “selvagens”, ou
seja, outras que ndo aquelas que eram originalmente inoculadas no mosto. Assim,
Hansen desenvolveu um método para isolar e cultivar culturas puras de leveduras,
revolucionando a industria cervejeira (Hansen 1886).

A producédo de cerveja € extremamente sensivel e repleta de pontos criticos.
Para reduzir o risco de producao de lotes “errados”, cientistas investem ha décadas
esforcos para dominar os genomas das leveduras e técnicas de manuseio.
Portando, a manipulacao e a selegao genética desses organismos para acumularem
caracteristicas de interesse acaba sendo de extrema importancia. Tendo isto em
vista, pesquisadores contratados por cervejarias utilizavam a técnica de AFLP (do
inglés, amplified fragment lenght polymorphism) para distinguir cepas de leveduras
com boas performances fermentativas (Hansen & Kielland-Brandt 1994; Fujii et al.
1996; Barsting et al. 1997; Tamai et al. 1998; Yamagishi & Ogata 1999) e, assim,
selecionar artificialmente leveduras com caracteristicas de interesse, mapear genes

de interesse e diferenciar espécies (Walther et al. 2014).

1.3 As leveduras cervejeiras

“Incriveis numeros de esferas sdo vistas, as quais sdo ovos de animais.
Quando colocadas em solugdo agucarada, elas incham, eclodem e animais se
desenvolvem delas, os quais se multiplicam em alta velocidade. Dentes e olhos nao
s&o identificados. Em um individuo pode-se identificar claramente o estémago, trato
intestinal, anus e alguns 6érgéos de excreg¢ao de urina” (Waohler (anonymous), 1839).
Assim foram descritas as primeiras leveduras visualizadas em microscopio. Tao
importantes, porém nem sempre notadas, estes fungos unicelulares sdo essenciais
para a fabricacdo de inumeras comidas e bebidas fermentadas, dentre elas, a
cerveja.

Como citado anteriormente, o processo de fermentacdo alcodlica foi
considerado “magica divina”(Morado 2009). Depois de “magia”’, a fermentagao
alcodlica foi descrita como processo puramente quimico, explicada como uma
reacao quimica espontanea promovida pelo contato entre o mosto e o ar, onde a
levedura era considerada um mero subproduto (Schlenk 1985). Foi apenas em

meados de 1800 que este processo foi relacionado as leveduras, gracas aos
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estudos de Pasteur (Barnett & Euge 2000). A descoberta destes seres microscopicos
e seu papel na fermentacio alcodlica resultou em inUmeros avangos na fabricacao
da cerveja e vinho, que impulsionaram o desenvolvimento da pesquisa cientifica
naquela época. As pesquisas comegaram a agregar profissionais multidisciplinares,
e 0 casamento entre as areas de quimica e biologia permitiu a exploracdo da
atividade metabdlica celular, dando origem a um dos ramos mais importantes da
ciéncia: a bioquimica (Schlenk 1985)

Desde sua descoberta, a levedura tornou-se alvo de inumeros estudos que
contribuiram para o processo cientifico no geral, auxiliando a elucidar variados
processos bioquimicos e metabdlicos das células eucaridticas. Atualmente, temos
amplo conhecimento do metabolismo e genoma das leveduras, e a espécie
Saccharomyces cerevisiae € comumente usada como modelo de célula eucaridtica
em diversos estudos biologicos justamente por ser um organismo simples com
aspectos genéticos bem estabelecidos (Sherman et al. 2002).

A estrutura da levedura é definida pela presenca de uma parede celular,
citoplasma, vacuolo, nucleo e organelas como mitocdndria, reticulo endoplasmatico

e complexo de Golgi (Figura 1).

Reaticulo endoplasmatico

Citoplasma “~—— Niclzo

Vacuolo ; i A=

Complexo de Golgi

@@ Mitocéndria

Parede Celular

Figura 1: Representagdo da estrutura celular simplificada da levedura
Saccharomyces

A
reprodugdo assexuada (mitose) das leveduras se da por brotamento e, mais
raramente, de maneira sexuada através da producao de esporos (meiose) (Brand &

Bento 2006). A selecao artificial das leveduras fez com que estas perdessem a
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capacidade de esporular, garantindo a constancia das caracteristicas de interesse
das cepas por meio da diminuicdo da variabilidade genética ao longo das geragdes
(White & Zainasheff 2010; Sicard & Legras 2011).

Curiosamente, os cervejeiros selecionavam cepas de leveduras mesmo antes
de saber de sua existéncia, coletando a “espuma magica” das melhores cervejas e
reaproveitando-a na préxima fermentagdo. E possivel observar um exemplo desta
selegcdo nas leveduras cervejeiras denominadas de Crabtree positivas, capazes de
fermentar mesmo em condi¢cbes aerdbicas, reprimindo a respiragcdo em elevadas
concentracdes de acgucares e aumentando a producao de etanol (De Deken 1966).

Atualmente existem centenas de cepas de leveduras comercializadas para o
uso na fabricagdo de cerveja. As leveduras mais comuns na industria cervejeira sao
do género Saccharomyces (Brand & Bento 2006). Sdo duas as principais espécies
de leveduras cervejeiras: S. cerevisiae, chamadas também de leveduras Ale, e
S.pastorianus, que parece ter evoluido de uma hibridizagdo entre S. cerevisiae e S.
eubayanus, também chamadas de leveduras Lager (Bing et al. 2014; Libkind et al.
2011). A diversidade entre estas inumeras cepas encontradas no mercado estao
associadas com a producdo de diferentes compostos aromaticos, floculagao,
capacidade de fermentar diferentes carboidratos, temperaturas otimas de
fermentacao distintas, além de diferentes tolerancias a estresses (Boulton & Quain
2008; White & Zainasheff 2010). A partir destas caracteristicas singulares de cada
cepa, se escolhe a levedura mais adequada para o tipo de cerveja a ser produzido.
Por exemplo, se a fabricagéo se trata de uma cerveja estilo Imperian Russian Stout,
estilo com aromas e sabores que remetem a café ou chocolate amargo e de cor que
varia de preto a marrom avermelhado escuro, a levedura a ser utilizada devera ter
alta tolerancia a estresse osmotico, devido a alta concentracdo de acgucares
presente neste estilo de cerveja, além de produzir compostos aromaticos que

remetem a aromas e sabores tipicos deste estilo.

1.4 Fermentagao cervejeira
A fabricagdo cervejeira € um processo de multiplos estagios que envolvem a
conversado biologica de materiais in natura em produto final (Walker 1998). Um

desses processos se trata da etapa de fermentacgao.
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A fermentacao cervejeira € simplesmente definida como a habilidade da
célula de levedura em metabolizar eficientemente os constituintes do mosto
(carboidratos, em sua maioria) em etanol, gas carbénico e outros subprodutos
responsaveis pelos inumeros sabores e aromas da cerveja usando o0 mecanismo
bioquimico da fermentacao (Stewart & Russell 1986).

O desempenho das leveduras durante a fermentagao cervejeira é influenciado
e controlado por varios fatores, dos quais estdo as caracteristicas genéticas da
levedura, a disponibilidade de nutrientes e as condi¢gdes fisico-quimicas do
mosto(como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, entre outros) (Brand & Bento
2006).

A fermentacao é dividida em trés fases distintas: /lag (adaptativa), exponencial
(exp) e estacionaria (Lodolo et al. 2008)(Figura 2). Cada fase é caracterizada pela
densidade celular presente no mosto em células/mL e consumo de diferentes
compostos do mosto (aminoacidos, acgucares, oxigénio, lipideos, entre outros)
(Boulton & Quain 2008)

Inicialmente, logo apos a levedura ser inoculada no mosto, estas iniciam a
fase lag. Este € um momento de adaptagado das células ao ambiente. Nesta etapa,
as células utilizam as reservas intracelulares de glicogénio e trealose para sintetizar
proteinas, lipideos de membrana e ergosterol, além de consumir nutrientes do mosto
(Boulton & Quain 2008). Alguns cuidados precisam ser tomados durante esta etapa,
como taxas de inéculo e temperatura. Fases lag muito curtas, caracterizadas por
altas taxas de indculo ou altas temperaturas (que aceleram a reprodugao celular),
podem gerar precursores de aromas indesejaveis ou também conhecidos como off-
flavors (White & Zainasheff 2010), como por exemplo o acetolactato, produzido da
sintese de valina, que sofre oxidagdo no mosto, dando origem a diacetila —
responsavel pelo desagradavel aroma de manteiga na cerveja.

Na fase exponencial, as leveduras consomem a maior parte dos carboidratos
do mosto, principalmente mono e dissacarideos, como glicose, frutose, maltose e
sacarose, gerando energia quimica para manter a mitose e producido de
subprodutos da fermentagdo, como gas carbénico, etanol e diferentes compostos
aromaticos como alcoois superiores, ésteres e compostos sulfurados (Boulton &
Quain 2008).
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Durante a fase estacionaria, a atividade das leveduras é voltada para a
reabsorcdo dos off-flavors, como diacetila e acetaldeido, equilibrando e
amadurecendo o sabor da cerveja (White & Zainasheff 2010; Boulton & Quain 2008).
Por fim, as leveduras floculam, cessando a etapa de fermentagcdo na producéo

cervejeira.

Estacionaria

Exponencial

Biomassa celular

—

Tempao

Figura 2: Curva de crescimento celular de leveduras durante o
processo fermentativo, com as respectivas fases indicadas: Lag (fase
adaptativa); Exponencial (fase de maior crescimento celular) e
Estaciondria (fase onde o crescimento celular se estabiliza)

1.5 Condicoes de estresse em leveduras e suas consequéncias na
fermentagao cervejeira

Alevedura S. cerevisiae apresenta rapida resposta molecular quando exposta
a condi¢des de ambiente desfavoraveis, chamada de resposta ao estresse (Gibson
et al. 2007). Quando submetida a esta condigdo, a levedura realiza uma
“reprogramacao” transcricional, ativando a expressao de genes relacionados a vias
celulares responsaveis pela resposta a cada tipo de estresse: térmico, osmoético,
escassez de nutrientes, pH, entre outros (Gibson et al. 2007).

A alteragcdao do transcriptoma devido ao estresse sinaliza condigbes de

crescimento nao favoraveis para as células e acaba suprimindo o ciclo celular e a
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fermentacao (Gasch et al. 2000). Devido a esta reprogramagao transcricional, ocorre
uma alteracdo drastica do perfil de produ¢cdo de compostos aromaticos durante a
fermentagdo cervejeira, resultando na presenga de altas concentragdes de off-
flavors e metabolizagdo incompleta dos agucares do mosto (White & Zainasheff
2010). Desta forma, podemos entender que uma boa cerveja depende diretamente
da “saude” da levedura usada (caracterizada por boa viabilidade e vitalidade celular).
Quando pensamos em escala industrial, onde ocorre a fermentagdo de no minimo
1.000 L de mosto, os cuidados com a estocagem das leveduras sao extremamente
importantes, pois grandes concentragdes de off-flavors inviabilizam a
comercializagdo do produto final, resultando em desperdicio de matéria-prima e
prejuizo financeiro. Portanto, a implementagcdo de ensaios que predizem a
viabilidade e vitalidade da levedura é essencial para garantir a qualidade e

reprodutibilidade no processo de fabricagao da cerveja.

1.6 Analises de vitalidade e viabilidade das leveduras

Um processo de fermentagdo otimizado exige leveduras viaveis e
metabolicamente ativas. Sendo assim, os ensaios de viabilidade e vitalidade séo
essenciais na rotina da industria para avaliar a qualidade do fermento.

A viabilidade, no contexto cervejeiro, é definida como a capacidade da célula
de crescer e se replicar (Bendiak & Smart 2000). Dentre os ensaios mais comuns
para predizer a viabilidade das leveduras esta o método de contagem de unidades
formadoras de colénias (em inglés, CFU — colony forming unit). Porém, o tempo
necessario para se conseguir colénias visiveis € muito longo, sendo uma técnica
pouco viavel de ser implementada na rotina de uma microcervejaria. Outro ensaio
comum para prever a viabilidade do fermento e frequentemente aplicado na rotina
das pequenas e grandes fabricas é o teste do azul de metileno, onde se estima a
percentagem de células viaveis pela auséncia ou presenga do corante no meio
intracelular visualizado por microscépio (Sami et al. 1994). Existem ainda outros
testes que se utilizam de corantes fluorescentes e citbmetros de fluxo, mas que
denotam o uso de reagentes e equipamentos que estdo distantes da realidade
financeira de uma microcervejaria.

Por outro lado, a definicdo da vitalidade esta mais relacionada com o estado

metabdlico da célula viavel, podendo variar de muito ativa para sem nenhuma
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atividade fisioldgica (Imai 1999; Bendiak & Smart 2000). No contexto microcervejeiro,
0 ensaio mais comum para prever a vitalidade das leveduras é o teste de
acidificagdo do meio (poder de acidificagdo ou ensaio PA) (Kaka et al. 1988). Apesar
de sua facil execugao, seu preparo é considerado complexo e demorado, uma vez
que € necessario a lavagem das leveduras, o que exige uma centrifuga disponivel.
Além do método proposto por Kaka et al. (1998), ha outros testes que se baseiam na
avaliacdo de moléculas redutoras por células metabolicamente ativas (Nachlas et al.
1980), por meio de corantes a base de tetrazodlio, tais como o MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) e XTT  (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (Slater et al. 1963).

A producao de moléculas redutoras € comumente usada para avaliagdo da
vitalidade de microrganismos devido a sua relagao direta com vias metabdlicas (via
das pentoses, fermentagao e respiragcao, por exemplo) (Nachlas et al. 1980). O
balango redox intracelular é resultado da atividade de enzimas chamadas de
desidrogenases, responsaveis pela produgdo de moléculas redutoras como NADH*
e NADPH" (Ying 2008). que funcionam como doadores de elétrons as moléculas do
corante que possui um anel tetrazélico na sua estrutura e que altera sua cor quando
reduzido. Sendo assim, quanto mais metabolicamente ativa a levedura esta, maior
sera a producdo de moléculas redutoras e, portanto, uma maior mudanca
colorimétrica (proporcional a vitalidade do microrganismo) sera observada.

Na via fermentativa de leveduras, as desidrogenases estdo presentes em
inumeras etapas como, por exemplo, na conversdao de acetaldeido em acetato,
produzindo moléculas redutoras como subprodutos (Figura 3). Quando sob
condicdes de estresse, a atividade destas enzimas é suprimida, portanto, nao
ocorrera producao de moléculas redutoras suficientes para se verificar alteracdo de
cor do corante.

Embora os ensaios colorimétricos de vitalidade sejam praticos, as alteragdes
colorimétricas ndo sao facilmente detectadas a olho nu, sendo necessario o uso de
um espectrofotdmetro para quantificar a mudanca colorimétrica e posterior predicao
da viabilidade das leveduras, inviabilizando a implementacdo destes ensaios em

microcervejarias.
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Figura 3: Resumo das vias envolvidas na assimilagdo de glicose e etanol sob
condigdes aerobicas. Alterado de (Piskur et al. 2006)

O azul de Alamar, cujo o ingrediente ativo é a resazurina (nome IUPAC: 7-
hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona), monitora o0 ambiente redutor de uma
célula viva. E um corante azul ndo-fluorescente que, quando reduzido a resorufina
(Figura 4), se altera para a cor rosa altamente fluorescente. A rezasurina atua como
um aceptor de elétrons, podendo ser reduzido por NADPH* ou NADH®, agindo como
indicador da vitalidade de microrganismos. Portanto, quanto maior a concentragao
de moléculas redutoras produzidas por uma célula ativa, mais o corante tendera
para a cor rosa-pink. O diferencial deste corante em relagcéo aos previamente citados
esta no fato de ser altamente dicromatico, possibilitando uma estimativa da
vitalidade da cultura de leveduras a olho nu (Kreft & Kreft 2009), sem a necessidade

do uso de um espectrofotdmetro.
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Figura 4: Férmula molecular do corante azul de Alamar.
Quando o composto se encontra na forma oxidada
(esquerda), recebe o nome de resazurina; e quando na sua
forma reduzida (direita) é chamado de resorufina

1.7 O contexto

No Brasil, ha apenas quatro empresas que comercializam biomassa de
leveduras: Bio4 (localizada no em Curitiba, PR), Levteck (localizada em
Floriandlipolis, SC), Fermmento Labs (localizada em Porto Alegre, RS) e Dr Yeast
(localizada em Vitdria, ES). Destas, apenas duas tém capacidade de produzir
biomassa suficiente para atender microcervejarias. Visto isto, para atender o
restante do pais, as empresas sdo obrigadas a transportar seus produtos por longas
distancias até o cliente.

As leveduras sao comercializadas de duas maneiras: liquidas ou secas
(liofilizadas). As culturas secas passam por um processo de liofilizagdo que remove
a agua intracelular de materiais bioldgicos congelados por sublimagado. Esta técnica
€ capaz de “pausar” o ciclo celular, fazendo com que a célula entre em estado de
quiescéncia, garantindo sua conservagao por meses ou anos (Day & Stacey 2007;
Miyamoto-Shinohara et al. 2000). A liofilizacdo é considerada método de referéncia
para conservacgao a longo prazo de microrganismos por ser bastante reprodutivel e
eficiente; porém, nem todas as cepas de leveduras cervejeiras sdo passiveis de
liofilizagdo (devido a baixa viabilidade celular que resulta desta técnica) (Ellis &
Roberson 1968).

Outra forma de comercializacido de leveduras € em forma liquida, por meio do
armazenamento de culturas em fase estacionaria em meio de cultura ou mosto.
Neste caso, o metabolismo das leveduras segue ativo devido a disponibilidade de

nutrientes, levando a acidificacdo do meio em que estdo armazenadas (dentre
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outros fatores moleculares) (Burtner et al. 2009), causando o que chamamos de
“‘envelhecimento cronoldgico” (Fabrizio & Longo 2003), caracterizado por inumeras
mudangas fisioldgicas e morfolégicas na levedura, sendo um exemplo o decréscimo
de vitalidade e viabilidade da cultura. Além do envelhecimento cronoldgico, as
leveduras mantidas em meio de cultura ou mosto sdo mais susceptiveis a variagoes
de temperaturas devido a maior retengdo de calor em liquidos. Visto isto, a
comercializacdo dos chamados “fermentos liquidos” tem menor tempo de validade e
sao mais delicados quando se trata das condigdes de armazenamento e transporte.

Durante o transporte, as leveduras passam por diversos estresses como, por
exemplo, alteragbes drasticas de temperatura, e muitas vezes chegam ao seu
destino com capacidade fermentativa reduzida devido as condigdes de estocagem
nao proprias (Gibson et al. 2007; Letters 2013). Nesse contexto, as microcervejarias
que as recebem nem sempre dispdem de equipamentos ou conhecimento para
avaliar a qualidade das leveduras.

Desta forma, este trabalho propde validar o composto resazurina como
indicador da viabilidade e vitalidade de leveduras, através da criagéo e padronizagao

de um ensaio passivel de ser executado em microcervejarias.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial do corante resazurina (azul de Alamar) como indicador da

vitalidade de culturas de leveduras cervejeiras cultivadas em laboratério.
2.2 Objetivos Especificos

1) Obter correlacdo do numero de células estimado por camera de Neubauer e sua

respectiva absorbancia.

2) Avaliar a concentracdo de resazurina capaz de diferenciar a viabilidade e
vitalidade de culturas de leveduras cervejeiras que foram submetidas diferentes
intensidades de estresse térmico (agudo e crénico) com mudanga de cor perceptivel

a olho nu.
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3) Avaliar a densidade celular necessaria para diferenciar a vitalidade e viabilidade
de culturas que foram submetidas diferentes intensidades de estresse térmico

(agudo e crénico) com mudanca de cor perceptivel a olho nu.

4) Avaliar o tempo ideal de incubagao do teste de resazurina para se obter boa

sensibilidade e clara visualizagdo da mudanga colorimétrica.

5) Avaliar a sensibilidade do teste de resazurina usando como comparagao o teste

de poder de acidificagdo do meio.

6) Avaliar o potencial de predi¢gdo da capacidade fermentativa do teste de resazurina

em leveduras submetidas a diferentes estresses térmicos (agudo e cronico).

3. Justificativa

Visto que microcervejarias nao dispéem de equipamentos ou até mao de obra
qualificada para a avaliacdo da vitalidade das culturas usadas para a fase da
fermentagcdo da producdo de cerveja, € necessario que se busquem ensaios
alternativos simples e rapidos para estimar o estado metabdlico da biomassa de

leveduras.

4. Materiais e Métodos

4.1 Cepas e culturas de leveduras

Neste trabalho foram utilizadas trés cepas do género Saccharomyces: cepa
W34/70 (representando a espécie S. pastorianus ou cepa Lager) e as cepas S-04 e
US-05 (representando a espécie S. cerevisiae ou cepa Ale). As cepas foram
adquiridas da empresa Fermentis em sua forma liofilizada. As leveduras foram
hidratadas em meio de cultura YPMG liquido (3 g/L extrato de levedura, 3 g/L extrato
de malte, 5 g/L bacto-peptona e 10 g/L glicose) e posteriormente plaqueadas em
meio YPMG solido (de mesma composig¢ao que o YMPG liquido, adicionando-se 15
g/L de agar bacteriolégico para solidificacéo) e estocadas a 4 °C.

Para os ensaios deste projeto foram feitas culturas liquidas das diversas

cepas em meio YPMG liquido. Para isto, as leveduras foram recuperadas tirando-se
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uma amostra da cultura estocada em YPMG solido sob refrigeragao e inoculando-a
em meio YPGM liquido. Para crescimento, as culturas foram mantidas sob agitagéo
de 180 rotagbes por minuto (rpm) a 28 °C até atingirem a fase estacionaria (1-3 x 108
células/mL).

O numero de células foi determinado através de contagem por camara de

Neubauer e ajustado conforme os experimentos.

4.2 Analise de viabilidade por azul de metileno

O numero de células viaveis foi obtido pela técnica de coloragao por azul de
metileno (AM). A solugdo consiste em uma solugdo 0,1 M de azul de metileno
misturada na propor¢ado 1/10 com tampao glicina 0,1 M de pH 10,6 (Sami et al.
1994). Para o teste de AM, uma aliquota contendo uma concentragao de células de
10" células/mL foi misturada na proporgédo 1:1 com a solugdo de AM alcalino. Apos
15 minutos de incubac&do, uma amostra de 10 pL foi analisada em cémara de
Neubauer, considerando as células coradas como n&o-vidveis e as células néo-

coradas, viaveis. O percentual de células viaveis foi estimado segundo a férmula:

_(Z tc—Y_ cm) .

Viabilidade () = 100

(2 tc)

Onde ) tc é o somatdrio do numero total de células (tc) visualizado em camara de

Neubauer (contendo um numero igual ou superior a 150 células) e > cm é o
somatorio de células coradas com azul de metileno (consideradas n&o viaveis). Os
testes foram feitos em triplicatas biolégicas utilizando o teste t de Student para

avaliar a diferenga estatistica, considerando valores de p<0,05 como significativos.

4.3 Padronizagado do numero de células por absorbancia

Para a padronizagao dos testes de poder de acidificagdo e resazurina, foram
feitas diversas correlagdes entre a densidade celular estimada por cémara de
Neubauer em uma amostra e sua respectiva absorbancia. Para isto, amostras de 1
mL de culturas em fase estacionaria das cepas S-04 e W34/70 foram centrifugadas a
7.200 rpm durante 2 minutos e ressuspendidas em agua destilada estéril com
volume necessario para ajustar as concentrages celulares para 10°, 10°, 107 ou 108
células/mL e, por fim, lidas em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 660

nm, 600 nm e 595 nm, usando agua destilada como “branco” da amostra.
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4.4 Teste do poder de acidificagao

O ensaio para predizer a vitalidade da cultura de leveduras foi realizado
conforme descrito por Kaka et al. (1988) com adaptacdes feitas por Matoulkova &
Sigler (2008). Para a realizacado do teste, uma amostra de 1 mL da cultura em fase
estacionaria foi retirada e sua concentragdo celular foi estimada por contagem em
camara de Neubauer. Entdo, aliquota da cultura foi retirada e centrifugada a 10.000
rpm por trés minutos e o precipitado celular foi lavado trés vezes com agua destilada
estéril. Apos a terceira lavagem, as células foram centrifugadas novamente e
ressuspendidas em agua destilada com pH ajustado para 6,3 e o pH da solugéo
celular foi monitorado durante 10 minutos. Apds este periodo, 1,5 mL de uma
solucao de glicose 50% (p/v) foi adicionada a solugéo e o pH foi monitorado por mais
10 minutos. O teste foi feito com 15 mL de uma suspenséo celular com concentracao
de 5 x 107 células/mL mantida sob agitagdo magnética a 25 °C para evitar
sedimentacao das leveduras.

O poder de acidificagdo (PA) das células se da pela seguinte férmula:

PA=(pH 0— pH 10)+(pH 10— pH 20)

Onde pH 0 é o pH observado no inicio do experimento (6,3), pH 10 é o valor de pH
apds 10 minutos do inicio do experimento e pH 20 é o valor de pH observado apos
10 minutos da adicdo de glicose. Os testes de poder de acidificagcdo que
acompanharam a padronizacdo do teste de resazurina e o envelhecimento
cronoldgico das culturas foram feitos em triplicatas, utilizando o teste t de Student
pareadas com a condi¢gdo controle (no primeiro caso) e com o terceiro dia (no
segundo caso) para avaliar diferengas estatisticas, considerando valores de p<0,05

como significativos.

4.5 Indugao de estresse térmico agudo e cronico em culturas de S. cerevisiae e
S. pastorianus

Para avaliacdo da sensibilidade do teste de resazurina, as culturas passaram
por duas diferentes intensidades de estresses térmicos: estresse “agudo” (12 ou 18
horas a 39 °C) e estresse “cronico” (24 horas a 39 °C). Para isto, uma cultura de

aproximadamente 500 mL foi mantida em condi¢ées adequadas de crescimento (30
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°C a 180 rpm) até atingir a fase estacionaria. Entao, as culturas foram divididas em
trés grupos: (i) Controle (mantida a 30 °C), (i) 12 ou 18 h ou estresse agudo
(estresse térmico por 12 ou 18 horas) e (ii) 24 h ou estresse cronico (estresse
térmico por 24 horas). Os testes de poder de acidificagdo e de resazurina foram

feitos logo apds o término do tempo de estresse.

4.6 Padronizacao do teste de vitalidade com rezasurina

Inicialmente, foram definidas as seguintes condigdes: concentragcdo da
solucao de resazurina, tempo de incubagao e densidade celular necessaria para se
obter uma mudancga colorimétrica detectavel a olho nu capaz de diferenciar culturas
de células que passaram por diferentes estresses térmicos (conforme descrito no
item anterior) usando sempre a comparagao com o teste-padréo que, neste caso, é
o poder de acidificagdo do meio. Para isto, seguindo o esquema descrito na Figura
6, 0,5 mL de culturas de leveduras das cepas US-05 e W34/70, submetidas ou néo
ao estresse térmico (como descrito no item anterior), foram centrifugadas e
ressuspendidas em tampao fosfato 0,1M de pH 7,4 (Millonig 1962), tendo sua
concentragdo ajustada para 10" células/mL ou 10® células/mL. Para avaliagdo da
melhor concentracdo de resazurina, uma solugdo-estoque de 5 nM foi diluida para
as seguintes solugdes de trabalho: 2,5 nM, 1,25 nM, 1 nM e 0,5 nM. Apés, incubou-
se 100 pL da suspensao celular com 100 yL da solugao de resazurina em placas de
96 micropogos a 30 °C (Conforme Figura 7a e 7b) e suas mudangas colorimétricas
foram acompanhadas por fotos em diferentes tempos de incubagdo durante trés

horas.

Indug&o do
estresse térmico
nas culturas
Dia 0 Dia 3 Dia 4
Inoculo das Analise da vitalidade pelo
culturas ensaio de resazurina e poder
de acidificacao
Figura 5: Desenho experimental do ensaio de

resazurina.

22



Condig&o Controle - US-05

2 5 nM da resazurina
1% 107 células/mL

2.5 nM de resazurina
1 x 107 células/mL

Estresse cronico - US-05

2 5 nM de resazurina
1 x 107 célulasimlL

2 5 nM de resazurina
1% 10° células/mL

1,25 nM de resazurina
1% 107 células/mL

1,25 nM de resazurina
1 % 10° células/mL

1.25 nM de resazurina
1x 107 células/mL

1.25 nM de resazurina
1x 10° células/mL

1 nM de resazurina
1% 107 células/mL

1 nM de resazurina
1 x 107 células/mL

1 nM de resazurina
1 x 107 células/mL

1 nM de resazurina
1 x 10° células/mL

0.5 nM de resazurina
1x 107 células/mL

0.5 nM de resazurina
1 % 10° células/mL

0.5 nM de resazurina
1 x 107 células/mlL

0.5 nM de resazurina
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Figura 6: Sistema da placa de 96 pocos utilizado para o teste de resazurina das culturas de leveduras
US-05 (a) e W34/70 (b) submetidas a diferentes condigdes: estresse agudo, estresse cronico e controle.
Os numeros I, II, III e IV correspondem a solugbes de resazurina 2,5 nM, 1,25 nM, 1 nM e 0,5 nM,

respectivamente.

4.7 Avaliagao da vitalidade e viabilidade durante o envelhecimento cronolégico

de leveduras



A fim de acompanhar o decréscimo de vitalidade e viabilidade conforme a
biomassa de leveduras vai entrando em senescéncia (Powell et al. 2003), culturas
de cepas Ale e Lager foram acompanhadas durante duas semanas através dos
ensaios de poder de acidificacdo, resazurina e azul de metileno. Para isto, as cepas
W34/70 e US-05 foram propagadas em 1 L de meio YPMG liquido e mantidas sob
agitacdo de 180 rpm até alcangarem a fase estacionaria. A vitalidade e viabilidade
das culturas foram analisadas a cada dois dias a partir do terceiro dia. Para o teste
de resazurina, incubou-se uma solugdo celular de 108 células/mL ressuspendida em
tampao fosfato com igual volume de uma solugado 0,5 nM de resazurina a 30 °C
durante 2 horas. Os ensaios de poder de acidificacdo e azul de metileno foram feitos

conforme descritos anteriormente.

4.8 Teste de fermentacgao

A medicao de densidade do mosto durante a fermentagdo é um indicador da
taxa de atenuacgao da cerveja, ou seja, taxa de consumo dos agucares fermentaveis
pelas leveduras durante o processo (Boulton & Quain 2008).

Para que o teste do resazurina seja implementado na rotina de uma
microcervejaria, € desejavel que ele seja sensivel o suficiente para diferenciar a
vitalidade de uma biomassa de leveduras. Para isto, as culturas passaram por
estresses térmicos de 18 e 24 horas e posteriormente sua vitalidade foi analisada
pelo teste de poder de acidificacdo e resazurina, e sua viabilidade pela técnica de
azul de metileno. Entéo, as leveduras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 4
minutos e inoculadas em mosto 15 °P (para cepas Ale) e 12 °P (para cepas Lager),
nas concentragdes de 1,25 x 10" e 1,8 x 10" células/mL, respectivamente. Para
melhor mimetizar o processo de fermentacdo que ocorre em microcervejarias, foi
adicionado ao mosto extrato de iso-alfa-acidos, onde 1,2 mL do extrato a cada 1.000
L de mosto corresponde ao aumento de 1 IBU (do inglés International Bitter Unitis ou
IBUs) a fim de se obter um amargor correspondente a 25 IBUs no mosto.

As fermentagdes ocorreram a 10 °C para a cepa W34/70 e a 18 °C para a
cepa US-05, e a atenuagao aparente do mosto foi acompanhada a cada dia através
de um refratbmetro em escala °Brix. Para a correcéo e ajuste de escala para
densidade especifica (kg/m?) foi utilizado o software Brewzor Calculator (disponivel

em https://play.google.com/store/apps/details?id=com.brewzor.calculator&hl=pt_BR).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Correlagcao da absorbancia de uma amostra e sua concentragao celular
estimada por camara de Neubauer

As leituras de absorbancia das diferentes concentracbes celulares (em
células/mL) mostraram uma étima correlagdo entre as cepas W34/70 e S-04 (r’sgs nm
= 0,9992, r%o0 nm = 0,9993 € r’%eo nm = 0,9991) (Figura 7a a 7c), indicando que é
confiavel utilizar a densidade 6ptica para estimar a concentracéo celular em numero
de células/mL.

Segundo Matoulkova & Sigler (2008), uma concentracédo de 1,35 g de
leveduras em 15 mL corresponde a uma Ass = 3,85. Levando em conta os
resultados obtidos neste trabalho a partir da concentracdo celular em células/mL
estimada por camara de Neubauer (Figura 8) e sua respectiva absorbancia, e
baseando-se nos resultados de Matoulkova & Sigler (2008), chegou-se a uma
concentragdo ideal de 5 x 107 células/mL para a execucdo do ensaio de poder de

acidificagao, por meio da férmula descrita na Figura 6.

a b
(=] E o
E o 7 = o o~
5 8 s —
uwy w — = 2 - 2
i -, £ . r=0.9993
3 = 09992 5
§3 21 gg 2
o' &3
e w | r W
58 ° s 3 ©
2 o ol 2 o -
2 o T T T T = T T T T
00 05 10 15 20 0.0 05 1.0 15 20
Absorbancia em 595 nm Absorbancia em 600 nm
cepa W-34/70 cepa W-34/70
c

(=]

o L
g -
=1 wn
w -—
w
£3 = 0.9991
b
8
5834
]

(=] -
< @ = T T T

0.0 05 1.0 15 20

Absorbancia em 660 nm
cepa W-34/70

Figura 7: Correlagdo da densidade dptica das cepas W34/70 e US-04 em suspensoes com diferentes concentragdes
celulares estimadas por camara de Neubauer (em células/mL). O teste foi feito em triplicatas e a média dos valores foi
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Figura 8: Curva padrdo da concentragdo celular (em células/mL) e sua respectiva
absorbdncia em 660 nm da cepa W34/70.

A estimativa da densidade celular em uma amostra € extremamente
importante para a realizagdo correta de inumeros ensaios. Dentre os métodos mais
utilizados para estimar a densidade celular estdo: peso, absorbéncia e contagem em
camara de Neubauer (Woodward 1968).

A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiana € um dos métodos mais
comuns aplicados em laboratério para estimar a concentragao celular. Esta técnica
se baseia no desvio que um feixe de luz de certo comprimento de onda sofre quando
atinge a suspensao celular, e a percentagem de luz ndo desviada € medida por um
sensor no aparelho. Através disto, se calcula a Densidade Optica (D.O.) da cultura
(que corresponde a absorbancia da amostra), sendo a percentagem de luz
absorvida proporcional a quantidade de células na amostra (Koch 2007).

Matoulkova & Sigler (2008) otimizaram o ensaio de poder de acidificacéo
correlacionando os resultados de diferentes técnicas usadas para estimar a
concentracao celular: peso umido (em gramas) de leveduras ressuspendidas em
agua e a respectiva O.D. desta suspensdo, calculando a densidade celular (em
unidades de absorbancia) ideal para o ensaio. Porém, a morfologia e tamanho das
células influenciam na taxa de absorbancia da luz, o que pode tornar esta técnica
nao muito segura para estimar o numero de células de uma amostra, visto que estas
caracteristicas variam entre cepas e espécies de leveduras. Visto isto, este trabalho
buscou correlacionar a densidade Optica e suas concentracdes celulares estimadas
por cdmara de Neubauer (em numero de células/mL), utilizando as cepas W34/70 e

S-04 (que possuem caracteristicas morfoldgicas diferentes), a fim de assegurar se a
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leitura da absorbancia da amostra € uma técnica confiavel para estimar a densidade
celular, determinando, assim, a concentracéo celular em numero de células/mL ideal
para o ensaio de poder de acidificacao.

Os dados obtidos pela correlagao da leitura da absorbancia e a concentragao
celular estimada por camara de Neubauer (em células/mL) das leveduras S-04 e
W34/70 (Figura 7a a 7c) demonstram que as caracteristicas singulares de cada cepa
nao influenciam na absorbancia da amostra neste caso especifico, sendo seguro
utilizar a densidade O6ptica para estimar a concentragdo celular em numero de
células/mL. Este resultado € importante para unificar os dados gerados por técnicas
como peso umido e contagem por camara de Neubauer, com os resultados obtidos
por meio da absorbancia da amostra, como medicdo da densidade celular,
proporcionando uma correlacdo das técnicas mais usadas para estimar a

concentragao de células.

5.2. Padronizagao do teste de resazurina

Os dados obtidos pelo teste de resazurina e pelo ensaio de poder de
acidificagao evidenciaram as alteragbes metabdlicas nas culturas das cepas US-05 e
W34/70 submetidas a estresse cronico (Figuras 9a a 9d). O resultado do ensaio de
resazurina (Figura 9b e 9d) corrobora com o resultado do teste de poder de
acidificagao (Figura 9a e 9c¢), ambos indicando decréscimo significativo da vitalidade
de culturas que foram submetidas a estresse térmico crénico quando comparado
com a cultura controle. Porém, ndo foi observado decréscimo da vitalidade em
culturas submetidas a estresse agudo em ambos os testes de vitalidade (Figura 9),
indicando provavelmente que o tempo de 12 horas em altas temperaturas nao é
suficiente para alterar o estado metabdlico da célula de ambas as cepas (US-05 e
W34/70).
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Figura 9: Testes em triplicata da vitalidade das leveduras US-05 e W34/70 submetidas a diferentes condicées térmicas:
Estresse agudo (12 horas a 39 °C), Estresse créonico (24 horas a 39 °C e Controle (mantida a 30 °C). Legenda: teste de
poder de acidificagdo da cepa US-05 (a), teste de resazurina da cepa US-05 (b), teste de poder de acidificagdo da cepa
W34/70 (c) e teste de resazurina da cepa W34/70 (d). (*) p<0,05 e (***) p<0,001

As anadlises da vitalidade e viabilidade sao essenciais para garantir um
processo fermentativo adequado. Em um contexto microcervejeiro, a avaliacao
destas caracteristicas deve se dar por ensaios passiveis de serem implementados
em microcervejarias, ou seja, que nao exijam equipamentos sofisticados e que
sejam de facil execucgao.

Dentre os ensaios mais comuns em microcervejarias para avaliar a vitalidade
de leveduras esta o teste de poder de acidificacdo. Durante a fermentacao, as

leveduras acidificam o meio através da expulsao de H* pela proteina de membrana
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Pma1 (Sigler et al. 1983). Portanto, uma forma eficiente e rapida de avaliar a
vitalidade das leveduras € mensurar a extrusao de ions H* através de um pHmetro,
sendo a variagdo do pH do meio proporcional a atividade metabdlica das células
(Kaka et al. 1988). Apesar da execugao aparentemente facil, o preparo deste ensaio
o torna impraticavel na rotina de microcervejarias brasileira devido a etapa de
lavagem prévia ao ensaio, que além de demorada, exige uma centrifuga, um
equipamento bastante caro no contexto microcervejeiro.

Além do método proposto por Kaka et al. (1998), ha outros testes que se
baseiam na avaliacdo de moléculas redutoras por células metabolicamente ativas
(Nachlas et al. 1980), por meio de corantes a base de tetrazdlio, tais como o MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) e XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (Slater et al. 1963). Tais ensaios se
baseiam na mudanga colorimétrica como quantificadora da atividade metabdlica.
Embora praticos, estes ensaios exigem um espectrofotbmetro para mensurar a
alteracao de cor, e, por isso, ndo sao nem cogitados em microcervejarias.

Com o objetivo de desenvolver um novo método para avaliagdo da vitalidade
de leveduras escolheu-se o corante azul de Alamar, cujo principal ingrediente ativo &
a resazurina, por ser altamente dicromatico e proporcionar uma mudanca
colorimétrica detectavel a olho nu. Para isto, culturas das cepas W34/70 e US-05
foram mantidas em diferentes condi¢cdes de estresse térmico, como descrito no item
4.6 (Figura 5). Entao, foram testadas diferentes densidades celulares, concentracdes
de resazurina e tempo de incubacdo a fim de descobrir qual a combinagcdo que
melhor proporciona uma mudanga colorimétrica capaz de diferenciar a vitalidade de
leveduras que passaram por diferentes estresses térmicos. A avaliacdo da vitalidade
foi feita logo apds as condicdes de estresse e se deram pelos ensaios de resazurina
e poder de acidificagdo, comparando a sensibilidade entre eles. Os resultados da
vitalidade das culturas observados pelo ensaio de resazurina corroboraram com os
resultados do teste de poder de acidificagao, se mostrando tao sensivel quanto.

Para o ensaio ser aplicado na rotina de microcervejarias, é desejavel que este
seja capaz de diferenciar leveduras com baixa vitalidade. Nesse contexto, os valores
de concentracido celular, concentracido de resazurina e tempo de incubacao que
melhor evidenciaram as diferencas de Vvitalidade foram, respectivamente:

concentragdo celular de 1 x 108 células/mL; uso de uma solugao de trabalho de 0,5
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nM de resazurina seguido de duas (02) horas de incubagédo a 30 °C, sendo estas
variaveis mantidas para os futuros ensaios de resazurina neste trabalho.

Neste trabalho, a resazurina se mostrou como potencial ensaio de vitalidade
para ser aplicado a rotina de microcervejarias pois apresentou uma otima
sensibilidade, sendo capaz de diferenciar vitalidades de leveduras que passaram por
diferentes intensidades de estresse. Além de sensivel, este ensaio, quando
comparado com outros métodos colorimétricos, dispensa o uso de equipamentos
sofisticados como espectrofotbmetro devido a sua alteragdo de cor bastante
perceptivel a olho nu (Figura 9b e 9d), além de ser mais pratico (e aparentemente
tdo sensivel quanto) que o teste padrao de poder de acidificacdo. O resultado da
concentracao celular ideal para o teste se mostrou bastante interessante, visto que
os fermentos liquidos sdo comercializados em culturas de densidade celular 1-5 x
108 células/mL, sendo o teste de resazurina facilmente adaptavel para avaliar a
vitalidade de culturas liquidas.

Para melhor verificacdo da sensibilidade do teste de resazurina, seria
interessante avaliar mais variados estados metabdlicos e cepas de leveduras,
usando sempre a interpretacdo qualitativa para este ensaio, visto que se trata de

uma aplicagao para um contexto microcervejeiro.

5.3 Uso da resazurina para avaliagdao do envelhecimento cronolégico

Os dados obtidos pelos ensaios de poder de acidificacado, resazurina e azul de
metileno mostraram decréscimo da viabilidade e vitalidade conforme as culturas vao
entrando em envelhecimento cronoldgico (Figura 10a a 10f), sendo este processo
muito mais acentuado e rapido na cepa W34/70 (Figura 10b, 10d e 10f), que
demonstrou uma queda tanto na vitalidade quanto na viabilidade a partir do sétimo
dia. Por outro lado, a cepa US-05 se mostrou muito mais “robusta”, sofrendo um
decréscimo na vitalidade apenas a partir do 11° dia (Figura 10a e 9e) e nenhuma
queda significativa foi observada na Vviabilidade desta cepa durante o

envelhecimento cronolégico (Figura 10c).
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Figura 10: Andlise em triplicatas da vitalidade e viabilidade de culturas das cepas US-05 e W34/70 examinado a cada
dois dias, durante onze dias, pelos ensaios poder de acidificagcdo, azul de metileno e resazurina. Legenda: vitalidade da
cepa US-05 por poder de acidificagdo (a), vitalidade da cepa W34/70 por poder de acidificacdo (b), viabilidade da
cepa US-05 por azul de metileno (c), viabilidade da cepa W34/70 por azul de metileno (d), vitalidade da cepa US-05

pelo teste de resazurina (e) e vitalidade da cepa W34/70 pelo teste de resazurina (f). Valores de p<0,001 (***) quando
comparado com o terceiro dia.

Durante a fase estacionaria, ocorre a deple¢ao dos nutrientes extracelulares,
forcando a levedura a utilizar suas reservas energéticas (glicogénio e trealose) para

manter os mecanismos celulares essenciais.
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Sabe-se que as leveduras sofrem dois tipos de envelhecimento: replicativo e
cronolégico. O envelhecimento replicativo se trata do numero de divisbes que uma
célula sofre, que é limitado (Sinclair et al. 1998). Ja o envelhecimento cronoldgico se
relaciona mais ao tempo de vida da levedura apds a fase replicativa, por exemplo,
uma célula-mée que ja gerou seu ultimo broto € considerada envelhecida
replicativamente, porém, esta ainda pode ter um tempo de vida cronoldgico longo
apos seu periodo reprodutivo, sendo considerada jovem cronologicamente.

Durante a fase estacionaria da curva de crescimento, quando ha deplegao de
nutrientes extracelulares, a levedura reduz seu metabolismo e se mantém viva
utilizando suas reservas energéticas intracelulares (glicogénio e trealose) (Fabrizio &
Longo 2003). Embora reduzido, o metabolismo da levedura segue ativo, fazendo
com que a célula entre lentamente em um estado de envelhecimento cronoldgico,
evidenciado por diversas mudangas moleculares e genéticas, levando a alteragdes
morfologicas e fisiolégicas (Motizuki & Tsurugi 1992) e, consequentemente, ao
decréscimo de vitalidade, viabilidade e, posteriormente, a apoptose (Fabrizio &
Longo 2003; Herker et al. 2004).

Neste trabalho, notou-se que a cultura da cepa W34/70 atingiu o estado de
senescéncia cronoldgica muito antes da cepa US-05, se observando um decréscimo
de vitalidade e viabilidade logo no sétimo dia, enquanto na cepa Ale (US-05) este
decréscimo so6 foi observado no 11° dia e de maneira mais sutil (Figura 10a a 10f).
Esta diferenca de tempo de vida cronoldgico provavelmente se da pelas diferencas
genéticas entre as cepas ainda nao explicadas pela literatura.

No contexto brasileiro, o envelhecimento cronolégico das culturas é de
importante controle quando se trata da comercializagdo de leveduras, pois, levando
em conta as inumeras alteracbes que este fendbmeno causa as células, a compra de
culturas envelhecidas por parte do cliente pode causar grandes prejuizos
financeiros, visto que a “idade” da levedura influencia na capacidade fermentativa
desta, além das caracteristicas sensoriais da cerveja serem intimamente
dependentes da integridade fisiologica e replicativa da levedura. Pensando nisto,
este trabalho acompanhou o envelhecimento cronolégico de culturas em fase
estacionaria através de ensaios de vitalidade e viabilidade, buscando desenvolver
um ensaio a base de resazurina sensivel o suficiente para acompanhar o

decaimento da vitalidade de leveduras em estado de senescéncia cronologica.
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O ensaio de resazurina se mostrou bastante promissor, mostrando mudancas
colorimétricas condizentes com o decréscimo de vitalidade observado pelo ensaio
padrao (poder de acidificacdo). Para melhor avaliar a senescéncia cronolégica de
leveduras pelo ensaio de resazurina, € desejavel que se acompanhe as culturas por
um periodo mais longo tendo, assim, o panorama completo da vida cronolégica das

células.

5.4 Estresse térmico e sua consequéncia na fermentagao

Os dados da atenuacgao aparente obtidos por refratbmetro demonstram que o
estresse térmico agudo e crénico afeta a capacidade fermentativa de cada cepa de
maneira diferente (Figura 11a e 11b). Enquanto o estresse agudo n&o alterou a taxa
de atenuagdo do mosto em cepas US-05 (Figura 11b), este teve um impacto
negativo na fermentacédo da cepa W34/70, que apresentou uma maior fase lag
quando comparado a condigéo controle (Figura 11a). Porém, as culturas submetidas
a estresse cronico de ambas as cepas (US-05 e W34/70) demonstraram
fermentagdes mais lentas, com estendida fase lag (Figura 11a e 11b).

Os dados obtidos por meio do ensaio de poder de acidificagcdo e resazurina
concordam com os resultados da taxa de atenuacio, evidenciando o decréscimo de
vitalidade (Figura 12a a 12f) em fermentacdes ditas como lentas, que tiveram uma
maior fase lag. Enquanto o estresse agudo nao altera a vitalidade nem viabilidade de
leveduras US-05, este teve um impacto negativo na vitalidade e viabilidade de
leveduras W34/70. Por outro lado, o estresse crénico pareceu afetar a vitalidade de
ambas as cepas, porém, somente a viabilidade da cepa Lager sofreu decréscimo,

enquanto a viabilidade da cepa Ale parece nao ter sofrido alteragdes.

33



an

1,050 == Coniroke
== Agudo
— 1040 == Cronico
("J'_
£
=
=
=
]
b=
2 1020
‘@
c
@ .
[ 1,010
1,000 -
D1 2 4 5 B 9 101112131415 16 17 18 19
b Dia
- omn
1,060 -
= Agudo
== Cronico
—
m.—
< 1040
=2
-
=
Q
bl
(1]
B
w0 1,020
c
]
]

1,000

Dia
Figura 11: Atenuagdo das cepas W34/70 (a) e US-05 (b) submetidas a
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Além do envelhecimento cronoldgico, as leveduras liquidas comercializadas
também estdo sujeitas a diversas condigdes desfavoraveis como, por exemplo,
estresse térmico devido a falta de controle da temperatura durante o transporte
destas. Devido a isto, as leveduras muitas vezes chegam ao seu destino com baixa
capacidade fermentativa, devido ao decréscimo de viabilidade e vitalidade causado
pelo estresse térmico durante o transporte.

Sabe-se que, durante condi¢cdes de estresse, as células exibem uma resposta
adaptativa rapida, realizando uma espécie de “reprogramag¢ao” molecular (Gasch et
al. 2000), que permite que estas sobrevivam mesmo em condi¢coes desfavoraveis. O
genoma das leveduras contém diversas sequéncias responsivas ao estresse. Visto
isso, inumeras vias metabdlicas sao alteradas durante estas condicdes, sendo um
exemplo, a via fermentativa. Quando as leveduras sdo expostas a temperaturas a
cima da sua faixa ideal (25-30 °C) estas sofrem o que chamamos de “estresse
térmico”. Esta condicdo pode gerar inumeros efeitos na célula: desnaturagcéo de
proteinas, brotamento atipico, ciclo celular mantido na fase G1, aumento da fluidez
da membrana plasmatica e consequente redugdo da permeabilidade de nutrientes,
reducédo do pH intracelular, dentre outros (Letters 2013). Além destas alteracdes
fisicas ocorridas na célula, mudancas moleculares também ocorrem, como a
expressdo das chamadas proteinas de choque térmico (do inglés heat shock
proteins ou HSPs), que auxiliam na adaptacédo das células ao estresse (McAlister &
Finkelstein 1980), e dos fatores transcricionais Msn2p e Msn4p, responsaveis pela
sinalizacao do estresse (Marchler et al. 1996). Devido a todos estes fenbmenos que
a célula de levedura sofre quando exposta a altas temperaturas, sua capacidade
replicativa e atividade metabdlica também sofrem alteragdes, influenciando, assim,
na habilidade fermentativa da levedura.

Este trabalho buscou avaliar o efeito do estresse térmico na taxa de atenuacéao
do mosto, buscando desenvolver um ensaio capaz de prever a atividade
fermentativa da levedura. Para isto, leveduras das cepas US-05 e W34/70 foram
submetidas a diferentes intensidades de estresse térmico e tiveram sua vitalidade e
viabilidade avaliadas logo antes de serem inoculadas em mosto.

Os resultados mostraram que as culturas que apresentaram uma coloracéo
mais rosada no teste de resazurina demonstraram uma taxa de atenuagao bastante

satisfatoria, evidenciando uma melhor vitalidade, confirmada pelo teste de poder de
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acidificagao (Figura 12). Também foi observada uma maior tolerancia ao estresse
térmico das leveduras Ale (US-05), visto que a alta temperatura afetou mais a
viabilidade, vitalidade e taxa de atenuagdo da cepa Lager (W34/70) quando
comparado a cepa Ale. Isto deve ser explicado devido as diferengcas genéticas de
cada cepa, sendo a W34/70 mais adaptada ao frio (Cardinali & Martini 1994), e
provavelmente tendo uma resposta molecular mais sensivel ao estresse térmico.
Independente da cepa e de sua tolerancia ao estresse, o teste de resazurina
se mostrou bastante promissor para prever a capacidade fermentativa de leveduras,

sendo muito interessante sua implementagédo em microcervejarias.

6. Conclusao

Este trabalho demonstrou que o teste de resazurina possui um alto potencial
para ser aplicado na avaliacdo da vitalidade de leveduras em microcervejarias.
Neste estudo, o ensaio foi desenvolvido e padronizado com sucesso, se mostrando
capaz de detectar diferentes vitalidades de leveduras que foram submetidas a
senescéncia cronoldgica e variados estresses térmicos, se mostrando tao sensivel
quanto o método padrao que, neste caso, € o poder de acidificacdo. Além disso, o
teste de resazurina se mostrou bastante satisfatério em sua habilidade de prever a
capacidade fermentativa das leveduras, caracteristica de bastante interesse no
contexto microcervejeiro, e, devido a isto, demonstrando potencial de futura
comercializagdo. Contudo, para melhor avaliar a sensibilidade deste ensaio, seria
necessaria a analise de variadas cepas de leveduras e intensidades ou tipos de
estresse. Além disso, seria interessante aprofundar os dados obtidos através de
analises transcricionais comparativas entre cepas Ale e Lager, buscando explicar as
diferencas de tolerancia ao estresse térmico e senescéncia observadas neste

trabalho.
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