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RESUMO

A cerveja surgiu na humanidade h& mais de 7 mil anos, sendo considerada um
alimento na maioria de sua existéncia. Com a evolucdo da ciéncia, a fermentacao
tornou-se um alvo de estudo, sendo aplicada a diversas areas da sociedade, em
especial na industria de alimentos, aumentando a demanda de leveduras
mundialmente. No Brasil, a maioria dos produtores de cerveja adquirem o fermento por
importacdo, 0 que torna o processo ainda mais custoso. Desse modo, devido a falta de
conhecimento do processo de propagacdo, o mercado brasileiro encontra-se carente
de leveduras comerciais. Devido esta problemética, o estudo tem como objetivo
replicar leveduras S. cerevisiae a partir de leveduras secas em meio de cultura simples
com aeracao e realizar analises para verificacdo de aumento da biomassa, viabilidade
das células replicadas, porcentagem de brotamento e populacdo de leveduras por mL.
O meio de cultura empregado para replicacdo foi o extrato de malte DME (Dry Malt
Extract) Dry Brew, composto exclusivamente de malte pilsen, rico em agucares
fermentesciveis. A reidratacdo da levedura foi feita utilizando agua estéril. O
propagador empregado foi um erlenmeyer de vidro borossilicato de volume de 2000 mL
e um agitador magnético para auxiliar a aeracao e estimular a respiracao aerébia das
leveduras. Com o meio de cultura jA em temperatura ambiente (25°C), foi deixado em
agitacdo continua por 24 horas. As analises do meio de cultura realizados foram pH e
teor de acUcares dissolvidos, apontando respectivos valores de 4,7 e 9 °Brix, com
densidade igual a 1,036. Ja os resultados das andlises da propagacdo apresentaram
91,98% de viabilidade celular, populacéo de leveduras 6,6 milhdes/mL, 10,89 % de taxa
de brotamento e 16,81 g de aumento de biomassa. ApOs analisar os resultados,
observa-se que o estudo foi conduzido de maneira adequada, evidenciando dados
consistentes sobre pH, taxa de brotamento e crescimento das leveduras. Foi possivel
verificar também que a adicdo de suplementos ao meio de cultura é crucial para manter
a viabilidade celular das leveduras. Portanto, os resultados obtidos estdo em
concordancia com estudos anteriores, fornecendo uma base sélida para compreender

0s processos de replicacao celular em laboratorio.

Palavras-chave: leveduras; cerveja; propagacédo; Saccharomyces cerevisiae;

laboratoério.



ABSTRACT

Beer emerged among humanity more than 7 thousand years ago, being considered a
food for most of its existence. With the evolution of science, fermentation has become a
target of study, being applied to different areas of society, especially in the food industry,
increasing the demand for yeast worldwide. In Brazil, most beer producers purchase
yeast by import, which makes the process even more costly. Therefore, due to the lack
of knowledge about the propagation process, the Brazilian market is lacking commercial
yeasts. Due to this problem, the study aims to replicate S. cerevisiae yeasts from dry
yeast in simple culture medium with aeration and carry out analyzes to verify the
increase in biomass, viability of replicated cells, budding percentage and yeast
population per mL. The culture medium used for replication was DME (Dry Malt Extract)
Dry Brew malt extract, composed exclusively of pilsner malt, rich in fermentable sugars.
Yeast rehydration was done using sterile water. The propagator used was a 2000 mL
borosilicate glass Erlenmeyer flask and a magnetic stirrer to aid aeration and stimulate
aerobic respiration of the yeast. With the culture medium already at room temperature
(25°C), it was left to stir continuously for 24 hours. The analyzes of the culture medium
carried out were pH and dissolved sugar content, indicating respective values of 4.7 and
9 °Brix, with a density equal to 1.036. The results of propagation analyzes showed
91.98% cell viability, yeast population 6.6 million/mL, 10.89% budding rate and 16.81 g
increase in biomass. After analyzing the results, it is observed that the study was
conducted appropriately, showing consistent data on pH, budding rate and yeast
growth. It was also possible to verify that the addition of supplements to the culture
medium is crucial to maintain yeast cell viability. Therefore, the results obtained are in
agreement with previous studies, providing a solid basis for understanding cell
replication processes in the laboratory.

Keywords: yeast; beer; propagation; Saccharomyces cerevisiae; laboratory.
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1 INTRODUCAO
A cerveja surgiu na humanidade h& mais de 7 mil anos, sendo considerada um

alimento na maioria de sua existéncia. E provavel que a descoberta da cerveja deu- se
por acaso, uma vez que na pré-histdria o ser humano cultivava e armazenava graos em
recipientes. Isso facilitava a hidratacdo e posterior ressecamento desses graos, dando
origem ao malte, que possui sabor mais adocicado e € de mais facil digestdo. Caso
este malte formasse uma espécie de sopa (mosto), iria construir um ambiente ideal
para o desenvolvimento de microrganismos que realizam a fermentacao, produzindo
alcool e gas carbdénico, dando origem a cerveja. (Morado, 2017)

Desde sempre a qualidade da cerveja foi uma preocupacdo. Com a producéo
cervejeira tornando-se um habito popular na Europa, durante o século XIII surgiu a Lei
da Pureza, promulgada em 1516 pelo Duque Guilherme IV da Bavaria, durando até
1987. Essa lei buscava padronizar a bebida de modo que a cerveja fosse feita
obrigatoriamente de agua, malte de cevada e lUpulo. A levedura ndo era referida na lei
pois a fermentacéo era considerada uma dadiva dos deuses, ja que os conhecimentos
sobre 0s microrganismos eram limitados. (Morado, 2017)

Até entdo, a fermentacao da cerveja era feita de forma empirica. Foi assim que
no ano de 1680, Leeuwenhoek pela primeira vez observou no microscopio células de
leveduras presentes no mosto da cerveja. Posteriormente, em 1876 Louis Pasteur
escreveu o artigo “Etudes sur la biére (Estudos sobre a cerveja), explanando o
processo fermentativo, o qual ocorre de forma anaerdbica, onde as leveduras
convertem acucar em etanol e dioxido de carbono. Além desse estudo, Pasteur
corroborou para a elucidacdo do processo de pasteurizacdo, esclarecendo como a
presenca de outros microrganismos causavam uma fermentacdo de baixa qualidade.
(Filho, 2016)

Com a descoberta da fermentacdo, as leveduras tornaram-se alvo de estudo.
Mais tarde no século XIX, Emil Hansen no laboratério de Carlsberg (Copenhague),
elaborou a técnica de isolamento da cultura de Saccharomyces cerevisiae. Este foi um
marco historico, contribuindo amplamente para a qualidade da fermentacéo cervejeira.

O estudo cientifico das leveduras néo ficou limitado apenas a fermentacao.
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A primeira codificagdo genética foi feita em 1996 numa célula de levedura,
abrindo as portas para o sequenciamento do genoma humano 10 anos mais tarde.
(Oliver, 2020, p. 412)

Ja no Brasil, a historia da cerveja tem inicio no século XVII com os Holandeses,
uma vez que 0s portugueses ndo apreciavam a bebida. Mais tarde, em 1808 as
importagdes inglesas tomam conta do mercado, que posteriormente refletiu em queda
devido ao inicio da producéo nacional de cerveja (Santos, 2003).

As primeiras industrias brasileiras de cerveja surgiram por volta de 1870 e 1880,
entretanto, encontravam dificuldades no controle da temperatura fermentativa e na
obtencdo de matéria prima devido ao clima tropical brasileiro. Assim, em 1880 os
modelos de refrigeracdo artificial chegaram ao pais, permitindo uma otimizacdo em
todo processo cervejeiro (Santos, 2003). Isso colaborou para que duas industrias
entrassem em ascensao, a Companhia Cervejaria Brahma e a Antarctica Paulista, que
posteriormente se fundiram dando origem a Ambev, em 1999. Com a fusdo dessas
duas grandes empresas, a Ambev ganhou o titulo de empresa que mais possui marcas
de cerveja no mundo (Silva, 2016).

De acordo com o Sindcerv (Sindicato Nacional da Industria da Cerveja),
atualmente o Brasil € o terceiro maior fabricante de cerveja no ranking mundial.
Segundo o MAPA (Ministério da Agricultura e Pecuéria) o numero de cervejarias
registradas, até o ano de 2022, é de 1729. Por meio da Figura 1 verifica-se o total de

estabelecimentos no periodo de 2002 a 2022.

Figura 1: Total de estabelecimentos registrados.

Grdfico 1: Total de estabelecimentos registrados
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Fonte: Ministério da Agricultura e Pecuaria. Anuario da Cerveja 2022.
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Observa-se na Figura 1 que o numero de registros permaneceu praticamente
constante desde 2021, com a média de 11 a 12% de crescimento (MAPA, 2022).

Consequentemente, a demanda de leveduras cervejeiras aumentou, e devido a
falta de conhecimento do processo de propagacdo, o mercado brasileiro encontra-se
carente de leveduras comerciais. Na maioria dos casos a obtencdo do produto é por
importacao, o que torna o processo ainda mais custoso (Condi, 2022).

Devido esta problematica o estudo tem como objetivo realizar e descrever a
propagacdo de leveduras comerciais, a fim de baratear o processo de producao

cervejeira.
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2. Reviséo bibliografica
2.1 Introducéo

De acordo com a legislacdo brasileira, a cerveja € uma bebida originada da
fermentacao pela levedura dos gréos malteados de cevada com adicédo de lapulo. Além
do gréo de cevada, a cerveja pode ser constituida parcialmente de adjuntos como
milho, arroz, trigo, entre outros (Brasil, 2009).

Resumidamente a cerveja pode ser categorizada em dois tipos: lagers (baixa
fermentacdo) e ales (alta fermentac&o). A cerveja do tipo lager € a mais popular no
Brasil, sendo produzida pela Saccharomyces uvarum (S. carlsbergensis) (Oliveira,
2011). Esse tipo de levedura possui uma fermentacdo mais lenta decorrente da baixa
temperatura empregada (7 a 13°C), chegando de 7 até 10 dias de fermentacéo.

Ja as cervejas ales sdo derivadas da Saccharomyces cerevisiae, e fermentam

rapidamente (2 a 7 dias) a temperaturas mais elevadas, de 15 a 24°C.

Essa diferenca de processos faz com que as lagers possuam um perfil sutil e
sem turbidez quando comparadas as Ales, que sédo de caracteristicas mais complexas
(Oliver, 2020)

2.2 O processo para obter a cerveja
A producédo de cerveja comeca com a maltagem, onde grdos como a cevada sao

germinados e secos, transformando-se em malte. Apds este processo, inicia-se a
brassagem que consiste em realizar rampas de temperaturas especificas a fim de
ativar as enzimas presentes no malte e transformar o amido do grdo em acucares
fermentaveis. Para que esta etapa ocorra da melhor forma os grédos sdo misturados
com agua de qualidade e temperatura especificas. O liquido resultante, chamado
mosto, é fervido e adicionado lupulo para fornecer amargor e aroma. Apds o
resfriamento, o mosto € fermentado com levedura, convertendo os acucares em alcool
e didxido de carbono. Apos a fermentacao, a cerveja € maturada para refinar seu sabor
e aspecto, e entdo filtrada e carbonatada antes da pasteurizagdo para prolongar sua
vida util. (Morado, 2017)
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2.2.1 Maltagem
A maltagem é um processo que submete o grédo de cereal a diversas etapas,

sendo seu produto o malte, o qual geralmente € remetido ao malte de cevada. A
cevada (Hordeum vulgare), € o grdo mais utilizado para processo de fabricacdo de
cerveja, podendo ser consumido também para a alimentacdo animal. Para um bom
malte cervejeiro € necessario que a cevada tenha elevado poder germinativo (superior
a 95%) e uma alta concentragcédo de amido e proteinas (Stormovski, 2018).

Os tipos de cevadas séo as hexasticas (seis fileiras de gréos) e as disticas (duas
fileiras), e diferem-se em teor de amido e concentracdo enzimatica (poder diastatico).

As cevadas hexasticas contam com maior concentracdo de proteinas/enzimas e
menor concentracdo de amido, sendo mais utilizadas para cervejas elaboradas com
adjuntos como o milho pois estes possuem baixo poder enzimatico.

Ja as cevadas disticas carregam maior teor de amido e menor poder diastatico,
o que facilita sua malteacdo (Hornink, 2022).

Embora a cevada seja a principal matéria prima utilizada para malteacao, o
milho e o trigo também podem ser submetidos a este processo, sendo nomeados
adjuntos.

A maltagem consiste basicamente em seis etapas: limpeza e classificacdo do
grdo, maceracao, germinacao, secagem e crivagem (Oliveira et.al, 2017).

As duas primeiras etapas sao feitas para retirar sujidades ou fragmentos
estranhos, e unificar os tamanhos dos gréos.

A maceracdo da cevada consiste no umedecimento do grdo a fim de fornecer
agua ao embrido.

Posteriormente inicia-se a germinacdo, onde ocorre o aparecimento das
radiculas, sendo necessario um rigoroso controle de temperatura, umidade, oxigénio e
CO.,. Neste ponto, as enzimas presentes se ativam, dando caracteristicas Unicas de
poder diastatico a cada tipo de malte.

A secagem interrompe O processo germinativo e preserva as enzimas. E
importante o controle rigoroso da temperatura nesta etapa pois ela ira conferir cor e

aroma caracteristicos de cada malte (Oliveira et.al, 2017).
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Os maltes produzidos recebem a classificacdo conforme sua cor, podendo ser
maltes base ou especiais.

Os maltes bases geralmente sdo de cor clara, o que confere um alto poder
diastatico e sabor mais suave.

Ja os maltes especiais recebem um tratamento térmico mais brando, o que
possibilita a reacdo de Maillard, conferindo uma coloracdo escura, sabor marcante e
baixo poder diastatico, uma vez que em altas temperaturas as enzimas s&o
desnaturadas (Hornink, 2022).

2.2.2 Brassagem
O processo de brassagem compreende vérias fases que possuem a principal

finalidade de transformar o amido do malte em acucares fermentesciveis, tornando a
fermentacao viavel. Desse modo, a levedura sera capaz de digerir e transforma-los em
alcool e diéxido de carbono. Além desses produtos, outros metabdlitos sdo excretados
pelo microrganismo e dependerdo diretamente da composicdo do mosto, agregando
sabor e aroma essenciais a cerveja (Oliver, 2020).

As etapas envolvidas sdo moagem, mosturacao, filtracdo do mosto, fervura e

resfriamento (Morado, 2017).

2.2.2.1 Moagem
A moagem possui 0 proposito de quebrar o grdo de malte, e aumentar a area de

contato do grdo com a agua, favorecendo as reac¢des enzimaticas. Caso a moagem
seja em excesso ou ineficiente, podera acarretar problemas na mosturacdo e até
mesmo no produto final (Hornink, 2022).

Ela pode ser realizada por dois tipos basicos de moedores: com rolos ou em
moinhos do tipo martelo. Na moagem com rolos a casca € pouco fragmentada, ja no
tipo martelo a casca é desintegrada quase por completo. O tipo de moinho usado

influenciara diretamente na filtragdo empregada (Morado, 2017).
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2.2.2.2 Mosturacgao
Apds a moagem o malte é adicionado em agua, obtendo-se 0 mosto, que € rico

em proteinas, agucares e sais minerais. A 4gua € uma das matérias primas que mais
impactam na qualidade total da cerveja pois interfere ndo s6 na eficiéncia da
mosturacdo, mas também no resultado final da bebida (Hornink, 2022).

A mosturacao consiste no processo de cocgao dos grédos em temperatura e pH
controlados, para que as enzimas presentes no proprio malte consigam sacarificar o
amido do gréo e disponibilizar outros nutrientes presentes no malte. Nesta etapa €
empregado as rampas de aquecimento para que catalisadores como [B-glucanase,
protease, 3-amilase e a-amilase consigam atingir maior atividade (Aboumrad, 2015).

Antes de tudo, para que as enzimas consigam atuar no amido, € necessario que
ocorra trés etapas: gelatinizacéo, liquefacdo e sacarificacao (Busch, 2015).

A gelatinizacdo ocorre com o aumento da temperatura e promove a quebra do
amido, tornando o0 mosto altamente viscoso nesta etapa. A temperatura de
gelatinizagéo depende da origem do amido. Por exemplo, o amido do arroz possui uma
temperatura de gelatinizagdo maior que o da cevada, podendo levar uma sacarificacao
defeituosa devido ao baixo poder diastatico do arroz (Farini, 2016).

Com a gelatinizagdo do amido, a etapa de liquefacao fica facilitada.

Na liquefacdo o amido se solubiliza na agua, permitindo assim a atuagao da a-
amilase no polimero. A a-amilase faz a hidrélise do amido em dextrinas, que por sua
vez nao sao fermentesciveis, podendo conferir dulgor e “corpo” a cerveja caso nao seja
hidrolisada.

Finalmente, a B-amilase atuard nas dextrinas e ird gerar acucares de cadeia
menor como glicose, maltose e maltotriose, as quais sao digeriveis pelas leveduras
(Aboumrad, 2015)

As enzimas peptidases e proteases atuam nas proteinas, que por sua vez sao
transformadas em aminoéacidos de baixo e alto peso molecular.

Basicamente enquanto as proteases ajustam o grau de turbidez da cerveja
guebrando as proteinas em cadeias menores, as peptidases fornecem FAN (Free
Amino Nitrogen), proteinas de baixo peso molecular importantes durante a fermentacdo
(Aboumrad, 2015).



17

O excesso de proteinas pode conferir turbidez a cerveja, entretanto, sua
escassez pode acarretar numa espuma de baixa estabilidade. A atuacdo dessas
enzimas € importante para garantir uma fermentacéo de alta eficiéncia, pois o alto teor
de FAN ira fornecer os aminoacidos essenciais necessarios para o desenvolvimento da
levedura (Busch, 2015)

Os betas glucanos sao produtos formados pela degradagdo da parede celular
hemiceluldésicas do malte e frequentemente s&o responsaveis por trazer problemas
coloidais a cerveja, dificultando sua filtracdo e escoamento (Busch, 2015). Para isso a
acao das B-glucanases sdo desejaveis, uma vez que melhoram a viscosidade da
cerveja. Essas enzimas atuam em uma temperatura de 35 - 45°C (Aboumrad, 2015).

O pH e a temperatura sédo fatores primordiais na atuacdo dessas enzimas
durante a mosturacdo, sendo que cada uma delas possui uma faixa 6tima de pH e
temperatura para sua atividade.

O pH basicamente € a concentracdo de ions numa solugdo, e caso ndo esteja
em niveis ideais poderdo desnaturar as enzimas, poisS esses ions possuem a
capacidade de alterar seu nivel de polarizacao estrutural e funcional da enzima.

J4 a temperatura possui uma forte correlacdo ao tempo pois geralmente a
temperatura 6tima de atuacdo enziméatica € préxima a de degradacao.

Portanto, ao realizar o processo de mostura deve-se equilibrar o tempo de cada
temperatura, a fim de manter a enzima mais ativa o possivel, sem desnatura-la
(Sammartino, 2015). Na Figura 2 hd um exemplo de rampa de temperatura que pode

ser empregada durante a mosturagéao.
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Figura 2: grafico de temperatura e descanso para (B-glucanase, protease, B-amilase, a-

amilase e desnaturacédo enzimatica.
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Fonte: Aboumrad et.al (2015) adaptada.

De acordo com o estudo de Aboumrad et.al, a rampa de temperatura da Figura 2
foi empregada para cervejas que possuem adjuntos ndo maltados, como o estilo
Witbier. Sendo assim, cada rampa de mostura deve ser adaptada para o estilo de

cerveja e malte utilizado.

2.2.2.3 Filtracao
A etapa de filtracdo na brassagem tem a finalidade de retirar a parte sélida do

mosto, transformando-o em uma mistura homogénea. Variantes como a viscosidade do
mosto, velocidade do fluido e o coeficiente de permeabilidade do leito interferem
diretamente na eficiéncia da operacédo. Uma boa filtracdo garantira uma cerveja livre de
turvagao e elementos como complexos proteicos e polifendis (Boaventura, 2009).

Caso a moagem tenha sido realizada com o moinho de rolos, a filtracdo mais
indicada seria a tina-filtro, a qual utiliza a propria casca do malte como leito filtrante
(Morado, 2017). Ja o moinho do tipo martelo implicaria na utilizagdo do filtro prensa,
composto por varias placas com lonas filtrantes, o que permite uma filtragem de maior
rendimento (Filho, 2022).
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Apos a filtragem, é feita a lavagem no bagaco de malte com agua secundaria a
75 °C, a fim de extrair aclicares restantes do malte (Bortoli, 2013). E importante que a
temperatura da agua nao seja alta pois podera remover polifendis retidos na casca,

agregando sabores indesejaveis na cerveja (Morado, 2017).

2.2.2.4 Fervura
A fervura € crucial pois traz estabilidade fisica e microbioloégica ao mosto. Além

disso é nesta etapa que o ldpulo é adicionado, agregando sabores e aromas
complexos a bebida (Morado, 2017). A fervura age também na evaporacdo do dimetil-
sulfeto (DMS), que traz sabor de legume cozido a bebida.

O lupulo (Humulus Lupulus L.) é uma planta derivada da familia Cannabaceae,
sendo cultivado a séculos atras devido a sua alta capacidade medicinal.
Primeiramente, o ltpulo era adicionado a cerveja com o propdsito de realizar seu efeito
conservante, entretanto, ao passar do tempo foi sendo utilizado também para conferir
amargor e aroma a bebida. A caracteristica organoléptica conferida pelo IGpulo é
causada pela presenca das resinas moles da planta, como alfa e beta acidos. Ademais,
0s Oleos essenciais sdo extremamente volateis e atribuem aroma a cerveja.
(Fagherazzi et al., 2017)

No mercado ha uma grande variedade de lupulos, com mais de 100 tipos, a
planta atende as mais diversas exigéncias desde o realcar de aromas citricos, picantes
ou florais até amargores sutis ou marcantes. Caso desejado a prevaléncia do amargor,
deve-se adquirir um lUpulo com teor de a -acidos maior que 10%, enquanto para
lupulos aromaticos teor de a -acidos menor que 5% (Coelho Neto, D. M. et al., 2020).

A incorporacéo do lupulo pode ocorrer em diversos momentos da fervura, sendo
este tempo influenciado pela receita e do lapulo adquirido. Se o intuito for realcar o
amargor, é recomendado adicionar o lupulo logo no inicio da fervura a fim de favorecer
a isomerizagao dos a -acidos. Se o aroma for o esperado, sugere-se adiciona-lo ao
final da fervura, pois isso conservaria seus compostos volateis. (Coelho Neto, D. M. et
al., 2020).

Ao atingir a temperatura de 100 °C o mosto passa a entrar em ebulicdo,

evaporando a A&agua em excesso, e paralelamente elimina microrganismos
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competidores, coagula proteinas e desnatura as enzimas restantes do processo de
mosturacgao (Bortoli, 2013).

Geralmente a fervura tem duracdo de 1 hora e pode variar conforme o estilo da
bebida caso as reacdes de Maillard sejam desejadas. A reacdo de Maillard ocorre
devido a alta presenca de carboidrato no mosto, o que leva a formacdo de
melanoidinas (agregam coloracdo ao mosto), maltol (atribui gosto caramelado) e
funareol (que pode remeter a caracteristicas do morango) (Coelho Neto et al., 2020).

Ao final da fervura é feita a técnica de Whirpool, caracterizado pela agitacdo do
mosto em forca centripeta, fazendo com que as particulas solidas se acumulem. Essas
particulas dao origem ao Trub, segundo residuo da producéo cervejeira, composto por

proteinas coaguladas e sedimentos do lupulo (Delforno, 2022).

2.2.2.5 Resfriamento
Essa etapa é realizada logo apos a fervura, fazendo com que o mosto fique

apropriado para o recebimento da levedura. Caso o resfriamento ndo seja feito de
forma rapida e adequada podera formar substancias indesejadas e até mesmo causar
contaminag¢des microbioldgicas (Morado, 2017).

O resfriamento lento do mosto pode favorecer a multiplicacdo de bactérias e
fungos indesejaveis, comprometendo assim todo o processo (Fontoura, 2020). Esse
resfriamento lento provoca também a retencdo de DMS no mosto, pois como sua
producdo se da pelo aumento da temperatura (e ele ndo sera mais evaporado), todo o
DMS ficara retido no mosto (Mello, 2017).

O resfriamento deve ser feito até pelo menos 26°C, podendo ser feito por
trocadores de calor para escalas de producdo maiores, ou banho em agua gelada para
pequenos volumes. Um exemplo de trocador de calor é o chiller, uma serpentina que
pode ser feita de aluminio, aco ou cobre. O fluido refrigerante de seu interior fica
circulando constantemente, o que favorece a conducao térmica do mosto, além de sua
estrutura ser extremamente eficiente (Fontoura, 2020).

Com isso, a fim de tornar o mosto um ambiente favoravel para as leveduras, é

preciso fazer sua oxigenacdo controlada. No inicio da fermentacdo a presenca do
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oxigénio é crucial pois auxiliara na replicacdo celular, diminuindo assim o tempo do

processo fermentativo (Morado, 2017).

2.2.3 Fermentacao
Depois do resfriamento o mosto estara apropriado para a inoculacdo das

leveduras no tanque de fermentacéo. A escolha da cepa deve atender as exigéncias da
bebida a ser produzida. Nas industrias cervejeiras o tipo de levedura empregada
dependera do estilo a ser produzido, sendo que a levedura se adapta ao passar do
tempo. Portanto, duas fabricas utilizando a mesma cepa de levedura, produzirdo
cervejas diferentes, uma vez que ela evolui ao meio que esta introduzida (Bortoli,
2013).

Para cervejas Ales utiliza-se a S. cerevisiae, e para as do tipo Lagers geralmente
€ aplicada a S. carlsbergensis, sendo esta ultima uma hibridizacdo da S. cerevisiae
com outras leveduras. Além da diferente temperatura empregada, elas se diferenciam
em alguns outros aspectos, entre eles, o gene MEL, que é responsavel pela
codificagdo da enzima extracelular a-galactosidase (melibiase). Por possuirem o gene
MEL, as S. carlsbergensis sdo aptas a quebrar o dissacarideo melibiose (glicose-
galactose) (Bortoli, 2013).

Figura 4: Tempo de fermentag&o dos tipos lager e ale.
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Fonte: Bortoli, 2013.

O volume ou massa a ser inoculada dependera do niamero de células e da

viabilidade celular presente na massa do fermento. Nesse estagio o controle de
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temperatura, pressao, oxigénio e teor de aglcares sdo essenciais para a qualidade da
bebida (Fontoura, 2020).

A aeracdo do mosto no inicio do processo é crucial, pois favorecera o aumento
da massa de leveduras, acelerando do processo. Sabe-se que a levedura é um
microrganismo anaerdbio facultativo, ou seja, pode produzir ATP (Adenosina Trifosfato)
pela via aerébica ou anaerdbica. Na via aerdbica, o oxigénio combinado com a glicose
gera um saldo de 38 ATP, 4gua, massa celular e calor. Ja na via anaerobica seu saldo &
de 2 ATP, etanol, CO: e calor, sendo, portanto, menos lucrativo energeticamente para a
levedura quando comparado a via aerobica (Nascimento, 2011).

Pode-se elencar a fermentacdo em trés etapas. A fase lag é quando as
leveduras se adaptam ao ambiente e encontram-se com baixa conversao de acucares.
Entretanto, nessa etapa ja comecam a consumir o oxigénio e aminoacidos dissolvidos
no mosto. A seguir inicia-se a fermentacdo, dado pelo nome de fase exponencial, onde
as leveduras irdo se multiplicar e utilizar aglcares como glicose, maltose, frutose e
maltotriose, excretando produtos e subprodutos conferentes de sabores caracteristicos
da cerveja. Por fim, institui-se a fase estacionaria, que € quando os nutrientes do mosto
s&o reduzidos e a taxa de conversdo fica baixa. E nessa fase que as leveduras irdo
flocular para o fundo do tanque e entrar em estado de quase dorméncia (Costa, 2019).

Os acucares fermentaveis possuem uma ordem de absorcdo pela levedura.
Primeiramente, os aclUcares menores sao absorvidos, como a sacarose e a glicose. Em
sequéncia a maltose € incorporada e por ultimo a maltotriose (Lei, 2016). Caso a
absorcdo desses acucares seja incompleta o mosto ficarA mais vulneravel a
contaminacdes microbiolégicas, além de representar perdas econdémicas a industria
cervejeira. Ademais, o alto teor de maltotriose deve ser evitado pois faz com que a
fermentacdo ocorra de forma lenta, levando o processo a um menor saldo de produtos
(Costa, 2019).

2.2.3.1 Produtos da fermentacao
Os principais produtos sédo o etanol e o CO2, porém importantes subprodutos

também sdo formados decorrentes do metabolismo da célula, como por exemplo

alcoois superiores, glicerol, ésteres e acidos (Fontoura, 2020).
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Para obter o melhor desempenho das leveduras Ale (fermentacdo alta), é
aconselhavel manter a temperatura entre 15 °C e 25 °C, enquanto para as leveduras
Lager (fermentacdo baixa), a faixa ideal é de 9 °C a 15 °C. A baixa temperatura
empregada favorece a menor formacado de compostos indesejados, uma vez que sua
taxa de conversao é diminuida. (Morado, 2017).

A formacao dos alcoois superiores auxilia na composicédo de aromas intencionais
ou nao, podendo ser influenciada conforme a composi¢cdo do mosto, pH, temperatura,
oxigenacao e cepa empregada. A principal via de sintese desses alcoois é durante a
via de metabolizacdo dos aminoacidos, onde ela sera desviada, formando oxo-&cidos.
Posteriormente esses oxo-acidos serdo reduzidos a alcoois superiores (Nascimento,
2011).

Em estudo realizado por Pereira et al. (2015), observou-se que a adicdo de
suplementos nitrogenados (sulfato de amoénio, peptona de caseina e pool de
aminoacidos) demonstraram diferentes variacbes de formacgédo de &lcoois superiores,
sendo que quanto maior o teor de nitrogénio, maior sera a formacéo destes compostos.

Os ésteres sdo caracterizados por compor aromas frutados na cerveja,
entretanto, podem agregar aromas ruins como o aroma de esmalte. Sua estrutura €
formada pela combinacdo de alcool e acetil-CoA. Cada tipo de éster formado
dependera do alcool de origem. Por sua vez, a producéo dos alcoois deriva da espécie
de levedura utilizada. Além do tipo de levedura, variantes como teor de extrato,
temperatura e concentracdo de células influenciara na sintese do composto
(Nascimento, 2011).

As dicetonas vicinais representam uma constante preocupacao aos cervejeiros
pois atribuem sabor amanteigado como exemplo o diacetil (2,3-butanodiona). O
aumento do diacetil estd relacionado com a producdo de aminoéacidos valina e
isoleucina. Sua rota de producdo excreta alfa-aceto hidroxi-acidos, que serdo
descarboxilados, dando origem ao diacetil. Na fermentacdo priméaria € inevitavel a
formacdo dessas moléculas, uma vez que a levedura ndo absorve esses aminoacidos
mesmo estando presentes em concentracdes favoraveis. A rota de formacéo de diacetil

pode ser observada na Figura 3. (Nascimento, 2011).
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Isso ocorre porque a membrana celular possui seletividade pela ordem de
assimilacdo de aminoéacidos. Os aminoacidos do grupo A (como glutamina, acido
glutdmico, arginina e serina) sdo assimilados rapidamente pela levedura logo no inicio
da fermentacdo. No grupo B (valina, leucina e isoleucina) essa absor¢cado ocorre de
forma lenta, o que leva a sintese desses aminoacidos obrigatoriamente, formando
assim os alfas-aceto hidroxi-acidos. Posteriormente, o grupo C e D sé é assimilado

apos o esgotamento dos aminoacidos do grupo A (Silva, 2013).

Figura 3: Formacao do diacetil pela levedura.
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Fonte: Nascimento, 2011.

Todavia, a reducdo do diacetil ocorre tardiamente na fermentacdo. Quando os
nutrientes do meio sdo esgotados, a levedura comeca a utilizar alternativas para a
producdo de ATP, como por exemplo, o proprio diacetil. Desse modo, através de
enzimas redutases, o diacetil € transformado em acetoina e em seguida gera 2,3-
pentanodiona e 2,3-pentanodiol. Essas moléculas ndo impactardo no aroma e sabor da
cerveja como o diacetil (Nascimento, 2011).

Em relagdo a formagéo de aldeidos o mais analisado é o acetaldeido, conferente
de aroma de maca verde e espumante. A formacdo de acetaldeido pode ocorrer de
diversas maneiras. Uma delas € durante a produgdo de ATP onde o piruvato é
descarboxilado, originando o acetaldeido e tardiamente o etanol. Ademais, caso ocorra

a oxidacao de alcoois com o passar do tempo, a concentracdo de acetaldeido podera
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aumentar consideravelmente. Seu excesso na bebida acarreta pontos negativos pois
pode causar no consumidor cefaleia, ressaca e alteracbes no sistema nervoso central
(Silva, 2013).

A estruturacdo de compostos sulfurados pela levedura pode ser esperada, uma
vez que o SO: camufla sabores de aldeidos e do E-2nonenal (sabor de papeldo).
Apesar disso, outros possuem desvantagens, levando a odores extremamente
desagradaveis como por exemplo o H:S (caracteristico de contaminacdes
microbiolégicas ou de autélise de leveduras). Sua elaboracao esta relacionada com o
teor de nutrientes do mosto, pressdo do tanque, temperatura e concentracdo de
oxigénio (Wuttke, 2018).

Pode-se observar que a producdo de compostos pela levedura depende de
diversos fatores como pH, pressao, temperatura, numero de células e teor de oxigénio
e nutrientes dissolvidos no mosto. Logo, é imprescindivel a constante andlise desses
parametros para o controle de todo o processo, objetivando o equilibrio desses

compostos.

2.2.4 Maturacao
Ao término da fermentacéo, as leveduras floculam e sedimentam para o fundo

do tanque, sendo necessaria sua retirada. Com isso, a temperatura diminui e inicia-se o
processo de maturagao da cerveja (Moretto, 2022).

A maturagdo possui a finalidade de refinar os sabores da cerveja, melhorar a
turvacdo e carbonatar a cerveja. Pode-se realizar a maturacdo em tanques ou em
barris de madeira, onde a temperatura empregada vai depender do estilo escolhido
(Moretto, 2022).

O incremento de especiarias pode ser feito, como por exemplo lascas de
madeiras e ingredientes conferentes de aromas. A adicdo de lapulo durante a
maturagcédo (denominado dry hopping) € uma técnica comum feita pelos cervejeiros com
a finalidade de adicionar frescor e sabores mais acentuados para a cerveja (Morado,
2017).

A presenca de oxigénio € um fator de grande importancia pois pode causar a

oxidacdo de compostos gerados durante a fermentacdo. Devido essa problematica,
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deve-se garantir a auséncia do oxigénio em todos 0s equipamentos logo apls a
fermentacao (Moretto, 2022).

2.2.5 Filtracao
A filtracdo confere um aspecto limpido a cerveja pois remove residuos de

proteinas e leveduras ndo decantadas. Em alguns estilos, a filtracdo p6és maturagéo
ndo € empregada, como por exemplo em cervejas de trigo, que buscam uma turvagéo
intencional (Morado, 2017).

Geralmente a filtracdo € feita com a terra diatomacea, um produto mineral
composto pela fossilizacado de algas celulares, que sao ricas em silica. Ela possui um
alto potencial filtrante e se apresenta como um po6 fino e esbranquicado, sendo sua
dosagem feita conforme o volume de bebida a ser filtrado. Outro produto recorrido € a
perlita, que também é um composto mineral originado de rochas vulcanicas (Morado,
2017).

Ao final da filtracdo pode ser feito a carbonatagcéao caso o teor de CO:= na bebida
nao seja satisfatorio. Em seguida a cerveja estara pronta para o envase em barris, latas
ou garrafas e posterior pasteurizacdo, garantindo assim uma vida de prateleira melhor
para a bebida (Morado, 2017).

2.3 Leveduras
As leveduras estdo inseridas no Reino Fungi, o qual possui 5 filos

Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. As
leveduras estao catalogadas no filo Ascomycota, sendo conhecido como o maior filo do
Reino Fungi por possuir mais de 64 mil espécies classificadas. Elas sao seres
unicelulares, eucariontes e heterotréficos, ou seja, dependem do meio externo para
captar nutrientes para a producdo de ATP. Sua reproducdo pode ocorrer de forma
sexuada ou assexuada (brotamento ou gemulacgéo) (Santos, 2015).

A forma de reproducdo mais comum é a assexuada durante o processo de
replicacédo, formando-se brotos idénticos a célula-mée. Uma Unica levedura € capaz de

gerar até 24 células-filhas, deixando uma cicatriz na superficie da levedura. Caso o
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meio esteja desfavoravel, isto é, pobre em nutrientes e oxigénio, a levedura optara pela
reproducao sexuada por ascésporos (Santos, 2023).

As caracteristicas morfolégicas das leveduras variam conforme a espécie. A
levedura mais utilizada comercialmente é a S. cerevisiae e sua identificacdo pode ser
realizada por microscopia analisando sua morfologia. Ela se apresenta como uma
célula ovoide e sem flagelos, podendo apresentar entre 1 e 5 ym de comprimento e 5 a
30 um de largura. llustradas na Figura 4, observa-se que suas colbnias sdo polidas e

claras com bordas regulares (Santos, 2023).

Figura 4: Colbnias de S. cerevisiae em meio de cultura.

Fonte: elaborada pela Autora (2024).

Também é possivel fazer a identificacdo de leveduras pelas suas caracteristicas
bioguimicas e fisioloégicas. Um exemplo seria a andlise de assimilagdo e fermentagéo
de diferentes substratos, uma vez que cada cepa possui capacidade de processar
nutrientes especificos (Camargo, 2013).

A estrutura das leveduras é composta por membrana plasmatica circundada pela
parede celular, mitocéndria, nucleo, vacuolo e reticulo endoplasmatico. A parede celular
auxilia na estruturacdo e protecdo da célula e é composta de polissacarideos. Ja a
membrana plasmatica seleciona elementos que poderdo ser transportados para o
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interior da célula. A mitocéndria € uma organela crucial para o processo de obtencéo de
energia, pois realiza a respiragdo celular. O vacuolo medeia fun¢cdes metabdlicas e
conserva substancias utilizadas pela célula. O nudcleo, por sua vez, armazena o
material genético que contribui para o metabolismo e reproducédo celular (Santos,
2023).

2.3.1 Formas de producéo de ATP
A glicdlise € uma via cladssica chamada também de via Emden Meyerhof Parnas

(EMP). Ela ocorre no citoplasma da levedura e realiza a quebra da molécula de glicose
em duas moléculas de piruvato, gerando ATP. A glicélise é uma via comum da
fermentacdo e da respiracdo celular, onde o destino do piruvato vai depender da
concentracdo de oxigénio do meio. Caso ele esteja indisponivel, o piruvato sera
transformado em lactato, jA se houver oxigénio, ele sera encaminhado para as
mitocondrias e oxidado a Acetil-CoA (Chandel, 2021).

Sao basicamente 10 etapas envolvidas no processo da glicélise, que ocorrem
sem a necessidade de oxigénio, gerando um saldo de 2 ATP. A primeira fase conhecida
como ‘investimento energético’ gasta 2 moléculas de ATP com a finalidade de quebrar
a glicose em duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato. Feito isso, a segunda fase
inicia, gerando 4 moléculas de ATP e 2 moléculas de piruvato, obtendo-se assim um
ganho de 2 ATP ao final do ciclo (Chandel, 2021).

Além desses compostos a glicolise é capaz de formar produtos intermediarios de
outras rotas como via de geracédo de lipideos, glicogénio e amino acucares (Chandel,
2021). Ademais, cofatores enzimaticos como 0 zinco Sao essenciais para 0
funcionamento dessa via, por isso a suplementacdo dos meios de crescimento deve
receber uma atencao extra (Russell, 1987).

A concentracdo de agucar no ambiente e a presenca de oxigénio sdo os dois
principais fatores ambientais que exercem forte influéncia na fisiologia metabdlica das
leveduras. O piruvato originado pela glicélise ira ser destinado para a producédo de
Acetil-CoA (acetil coenzima A). Por sua vez, a Acetil-CoA pode ser produzida pela via

piruvato desidrogenase (PDH) ou pela via de desvio da piruvato desidrogenase (PDH-
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bypass). A via PDH ocorre dentro da mitocdndria, ja a PDH-bypass no citosol da célula
(Rodrigues et. al, 2005).

Desse modo, a Acetil-CoA gerada ira ser o link entre a glicélise e o ciclo de krebs
(ou ciclo do acido tricarboxilico TCA), que ocorre na mitocondria. O TCA inclui uma
série de reacgbes bioquimicas envolvendo oito enzimas no total. O oxigénio
desempenha um papel crucial no ciclo de Krebs, pois atua na cadeia transportadora de
elétrons (Rodrigues et. al, 2005).

No final deste ciclo, serd originado produtos como ATP, NADH e FADH2
(transportadores de elétrons), CO:2 (liberado como subproduto da descarboxilacdo de
moléculas) e moléculas intermediarias que serdo utlizadas para outras vias
metabdlicas, como a sintese de aminoacidos, acidos graxos e outros compostos. Com
isso, os transportadores de elétrons NADH e FADH2 gerados nos passos anteriores
fornecem elétrons para a cadeia transportadora, produzindo uma quantidade
significativa de ATP através da fosforilacdo oxidativa. (Rodrigues et. al, 2005).

Em contrapartida, caso o oxigénio ndo esteja disponivel no meio, a levedura
optara para a fermentacdo alcodlica. Paralelamente ao processo aerobio, a
fermentacdo também necessita de um aceptor de elétrons. A fermentacédo pode ocorrer
decorrente de carboidratos enddgenos (glicogénio e trealose) ou exdgenos (sacarose e
maltose) (Oliveira, 2011).

A partir do piruvato gerado na glicélise, um grupo carboxila é retirado e
excretado como dioxido de carbono, transformando o piruvato em acetaldeido. Apés
isso o NADH ir4 se regenerar, doando elétrons ao acetaldeido, obtendo-se assim o
NAD+ e etanol. Nesse processo é gerado 2 ATP a cada molécula de glicose (Oliveira,
2011).

O efeito Pasteur ocorre quando a levedura gera ATP na presenca de oxigénio,
levando a uma consideravel diminuicdo no consumo de agucares em comparagao com
a fermentacdo. Ja o efeito Crabtree caracteriza-se pela limitagdo da respiracao
aerébica mesmo na presenca de oxigénio. Isso ocorre pois altas concentracdes de
glicose realizam a supressao das enzimas respiratorias. Dados evidenciam que valores

maiores que 2 g/l de glicose estimulam a ativagcdo de enzimas como descarboxilase
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pirdvica e desidrogenase alcodlica, aumentando assim a fermentacédo alcodlica (Alves,
1994).

2.3.2 Carboidratos de reserva presentes na levedura
Durante o ciclo de vida da levedura uma parcela dos acucares absorvidos no

mosto € convertida em compostos que garantirdo o funcionamento de seu
metabolismo. O glicogénio e a trealose sdo exemplos desses compostos, atuando
como reserva de carboidratos caso os nutrientes do meio sejam insuficientes. (Ferreira,
1999).

A viabilidade celular esta ligada diretamente com a reserva de acgucares,
portanto, € essencial que o inéculo de levedura esteja com uma boa quantidade de
trealose. Desta maneira, a viabilidade celular deve estar alta, pois caso os agucares do
mosto sejam esgotados, a levedura produzird ATP pelo catabolismo de trealose,
evitando assim a autolise da levedura durante o processo de fermentacdo (Pulzatto,
2000).

S&o diversos 0os motivos que podem levar a levedura a consumir suas reservas
de carboidratos. A escassez de nutrientes, atrelada ao aumento da temperatura e nivel
de etanol sédo fatores que podem desencadear o consumo de trealose e glicogénio
(Ferreira, 1999). Além disso, ao consumir os carboidratos endogenos durante a
fermentacao, a producao de etanol torna-se mais vigorosa. Entretanto, deve-se realizar
analises de viabilidade celular, pois caso as reservas acabem, podera ocorrer a autélise
(Pulzatto, 2000).

A fim de assegurar uma vida Gtil maior ao fermento, o estoque de acucares deve
ser elevado. Para garantir a eficacia do armazenamento, é crucial reutilizar a levedura
dentro do periodo de 24 a 48 horas apés a coleta, ja que o glicogénio é rapidamente
consumido nesse intervalo. A velocidade desse consumo depende de diversos fatores,

como a linhagem da levedura e as condi¢des de utilizagcédo (Oliveira, 2011).
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2.3.3 Aumento da biomassa de leveduras
Pela sua elevada utilizac&o industrial, a propagacao de fermento € um setor em

ascensdo. Somente em 2020, este mercado movimentou US$ 3.9 bilhdes e deve atingir
US$ 8.1 bilhdes até 2028, sendo a Europa a principal representante deste mercado
(Exactitude Consultancy, 2022).

Embora a levedura S. cerevisiae se reproduza nos mais diversos meios, ela é
extremamente sensivel a variacdbes no ambiente de crescimento, e dependendo da
espécie da levedura, opta-se por determinada rota metabdlica e de reprodug¢do. Como
visto, a taxa de oxigénio e acUcares é determinante em como essa levedura ira se
comportar. Para uma boa taxa de replicacdo, 0 meio deve estar rico em nutrientes em
concentragcfes adequadas para ndo causar estresse osmotico (Russell, 1987).

Para que uma boa propagacéo seja feita, a forma de estocagem do fermento
empregada é crucial, e deve permitir a preservacao da fisiologia da levedura. A
criopreservacao em nitrogénio liquido com crioprotetor glicerol € um excelente meio de
armazenamento, permitindo que a cultura seja mantida por mais de 6 meses, embora
exija protocolos rigidos. Neste processo é importante que a cultura seja resfriada
cuidadosamente por 2 horas, até atingir -30°C, e s entdo ser emergida em nitrogénio
liquido a - 196°C, garantindo assim que a viabilidade celular e a estabilidade genética
sejam preservadas. A higienizacdo dos propagadores também € outro fator
determinante para uma eficiente propagacéo. Para isso, 0s equipamentos devem ser

projetados de forma a facilitar a limpeza e esterilizagao por vapor e CIP (Quain, 2006).

2.3.4 Nutricdo da levedura
Os acucares possuem papel essencial pois fornecem carbono, nitrogénio e

hidrogénio, além de prover energia para a célula. O carbono é essencial, constituindo
mais de 50% do peso seco da levedura (Russell, 1987). Na Figura 5 observa-se quais

as possiveis fontes de carbono assimilaveis pela S. cerevisiae.
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Figura 5: fontes de carbono utilizadas pela S. cerevisiae

D-glucose sucrose
D-galactose raffinose
mannose trehalose

fructose deoxyribose
melibiose maltotriose
melezitose starch(?)

glycerol p-glucitol
D-mannitol DL-lactate
ethanol succinate
D-glucono-1-5-lactone Me-a-D-glucoside

Fonte: Russell, 1987.

Ainda em relacao aos nutrientes, o nitrogénio também € crucial para a replicacéo
da levedura pois esta envolvido na sintese de aminoacidos e nucleotideos. As fontes
de nitrogénio capazes de serem metabolizadas sdo variadas, podendo partir de
moléculas inorganicas, aminoacidos, peptideos, misturas de amino&cidos (como
caseina hidrolisada), ureia e bases nitrogenadas. Todavia, como discorrido no item
2.2.3.1, algumas moléculas terdo prioridade de absorcdo. Isso acontece porque a
levedura prioriza a fontes de nitrogénio mais eficientes, usando como critério de
absorcdo a taxa de repressdo causada e concentracdo de metabdlitos gerados. Por
exemplo, uma fonte de nitrogénio melhor, como o glutamato, exclui a utilizagdo de
fontes mais pobres, como a prolina, dentro das células (Russell, 1987).

Outro composto importante é o fosforo, atuando na composicdo dos
reservatorios energéticos, sintese de lipideos e regulacdo metabdlica. Ele € bem
absorvido na forma de dihidrogenofosfato. JA o potassio é encontrado em grandes
guantidades na levedura devido sua importancia fisiologica. O potassio age como
regulador de cations intracelulares, atua como cofator enzimatico para diversas
enzimas como piruvato quinase, aldeido desidrogenase e ATPase de membrana, além
de ser uma parte integrante da estrutura do RNA (Russell, 1987).

Assim como o0 potassio, 0 magnésio também atua como cofator enzimatico em

mais de 100 enzimas. Ele possui participagdo fundamental na parte estrutural, estando
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presente nos ribossomos, membranas e &cidos nucleicos. Ele geralmente é absorvido
através de cloreto de magnésio e sulfato de magnésio. Para que haja um bom
crescimento celular, os niveis de magnésio devem estar satisfatorios assim como o de
zinco, posto que ele também funciona como cofator enzimatico de varias enzimas
envolvidas no processo de replicacdo (Russell, 1987). A quantidade ideal de zinco é de
0.5 ppm por litro (Casselman, 2005).

Outros componentes como cloro, sodio, bario e ferro também s&o importantes
para uma boa nutricdo celular. Para um bom rendimento, é interessante a presenca de
vitaminas como inositol, tiamina, piridoxina, pantotenato e biotina, por exemplo. Entre
as diversas fung¢des das vitaminas, algumas delas servem como cofatores enziméaticos,
auxiliando a metabolizacdo de diversos produtos. Outro caso seria a tiamina, que
influencia na competéncia respiratoria, formacéo de acidos graxos, esterol e lipidios, na
glicolise e producao de etanol (Russell, 1987). Na Figura 6 € possivel verificar algumas
das vitaminas utilizadas pela S. cerevisiae e suas respectivas concentracoes

desejaveis no meio.

Figura 6: Vitaminas utilizadas pela S. cerevisiae

Requirement (mgl™')

inositol 125
Ca-pantothenate 6.25
pyridoxine HC] 6.25
thiamine HCI 5
nicotinicacid 5
biotin 1

Fonte: Russell, 1987.

Em suma, a presenca de nutrientes e compostos inorganicos € imprescindivel
para um bom crescimento celular, entretanto, caso esses itens estejam em demasia, 0

efeito inibitério podera ocorrer.
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2.3.5 Fatores que influenciam na propagacéao de leveduras
Sabe-se que a espécie S. cerevisiae é tolerante a pH reduzidos, elevadas

temperaturas e alta concentracdo de etanol no meio. Entretanto, quando se objetiva a
replicacdo, o0 excesso de etanol pode atrapalhar o processo e até mesmo favorecer
contaminacdes por bactérias acéticas (MENDES et al., 2013). Portanto, assim como na
fermentacdo o controle da temperatura, oxigenacdo, pH e composicdo do mosto &
fundamental para um bom rendimento do processo (Ezaka et al., 2021).

A temperatura empregada no processo varia de acordo com a espécie de
interesse, sendo empregado faixas de 20 a 30°C em sua maioria. Todavia, se 0s
demais parametros ndo estiverem favoraveis, a faixa de temperatura toleravel pela
levedura pode ser diminuida (Ezaka et al., 2021). Ao elevar a temperatura do meio,
uma proliferacdo acelerada podera ocorrer, porém, isso prejudica a viabilidade das
células geradas. Por exemplo, leveduras do tipo Lager costumam ser mais sensiveis a
temperaturas maiores que 30°C, pois causa uma baixa producdo de acidos graxos
insaturados, formando membranas celulares frageis (Condi, 2022).

A oxigenagao do meio deve ser realizada a fim de melhorar a velocidade de
crescimento da massa celular, jA que o saldo energético por mol de glicose € maior
guando comparado ao processo anaerébio. O oxigénio pode ser introduzido através de
um agitador magnético ou por uma bomba de ar com filtro estéril. Como discorrido no
item 2.3.1, somente o0 oxigénio ndo é determinante para uma respiracdo aerobica, ja
gue elevadas concentracdes de glicose levam ao efeito Crabtree. Em suma, as
concentracdes ideias de acucares sado de 2-3% (p/v) (Condi, 2022).

A faixa de pH utilizada é geralmente de 4 a 6, podendo variar conforme a
espécie da levedura. Ao decorrer do processo, o pH podera ser reduzido devido a
excrecdo de &cidos pela levedura. Essa queda do pH pode ser favoravel, auxiliando a
prevencdo de contaminacdes bacterianas, ja que a maioria dos microrganismos nao
resistem ao pH acido (Casselman, 2005).

Aléem dos fatores ambientais, a viabilidade e vitalidade da levedura s&o
parametros que devem ser considerados para um bom rendimento na propagacéo. O

estresse da levedura esta ligado diretamente com sua viabilidade. Por exemplo, as
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reservas de trealose, além de servirem de reserva energética, protegem a célula de
fatores causadores de estresse (auxiliando a regulagdo osmoética) (Cherubin, 2003).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Realizar método de propagacao de levedura S. cerevisiae.

3.2 Objetivos especificos
. Replicar levedura S. cerevisiae a partir de leveduras secas em meio de

cultura simples com aeracéo.

. Realizar andlises para verificagdo de aumento da biomassa, viabilidade
das células replicadas, porcentagem de brotamento e populacdo de leveduras por mL.
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4 . MATERIAIS E METODOS
Os materiais e equipamentos utilizados no presente estudo foram balanca

analitica, autoclave, agitador magnético, pHmetro, sacarimetro, microscopio Optico,
tubos de ensaio, beckers, pipetas, erlenmeyer de vidro borossilicato, camara de

Neubauer e laminula.

4.1 Levedura e meio de cultura
Foi utilizado fermento seco (Fleischmann) constituido de células de levedura S.

cerevisiae, contendo 10g de massa seca. O meio de cultura empregado foi o extrato de
malte DME (Dry Malt Extract) Dry Brew, composto exclusivamente de malte pilsen, rico

em acucares fermentesciveis.

Primeiramente, foi feito o preparo do meio de cultura DME, usando a propor¢cao
de 1:10, conforme descrito em White et.al, 2020 (p. 158-175). Pesou-se em balanca
analitica 100,2643 g de DME, e diluido em 1000 mL de &gua destilada. A solucéo foi
autoclavada, a fim de garantir a seguranca microbioldgica do processo.

Para a reidratagdo da levedura foi necessario utilizar agua estéril, também na
propor¢cdo 1:10. Portanto, ao utilizar 10g de leveduras seca, foi gasto 100mL de agua.
Esta etapa requere cuidado e delicadeza, devendo trabalhar em campo estéril, e em
temperatura controlada da agua de reidratacdo. Proximo a chama de bico de bunsen, a
levedura foi polvilhada sobre a agua na temperatura de 39°C, deixando hidratar por 15
minutos. Apds, foi agitado delicadamente, até formar creme, o qual ficou em repouso
por mais 45 minutos. O processo pode ser observado na Figura 7. (White et.al, 2020 (p.
158-175).
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Figura 7: processo de reidratacdo de leveduras secas.

Fonte: elaborada pela autora (2024).

4.2 Propagador
A propagacdo de leveduras a partir de um pequeno numero de células deve

comecar com pequenos volumes, a fim de evitar que contaminacdes ocorram e
prejudiquem todo o processo subsequente. Na propagacao em escala laboratorial tem-
se como objetivo aumentar o nimero de células de forma saudavel e aerdbio. Para
isso, € empregado um propagador de facil higienizacdo, e que permita o controle de

temperatura e aeracdo do meio (Condi, 2022).

Desse modo, para que todos os requisitos fossem atendidos, foi utilizado como
propagador um erlenmeyer de vidro borossilicato de volume de 2000 mL e um agitador
magnético. Durante todo o periodo de propagacdo, foi deixado papel aluminio com
algoddo no gargalo do erlenmeyer, para evitar que particulas estranhas e sujidades
adentrassem no propagador. Na Figura 8 pode-se observar o propagador em

funcionamento. (White et.al, 2020).
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Figura 8: propagador com agitador magnético

Fonte: elaborada pela autora (2024).

Apés preparo do creme de levedura, este foi inoculado no meio de cultura ja em
temperatura ambiente e deixado em agitacdo continua por 24 horas.

4.3 Analises do meio de cultura
Foram realizadas analises de pH e teor de acUcares. Para isso, foi retirado uma

aliquota de 30 mL antes da inocula¢édo do creme de leveduras.

Para a analise de pH foi utilizado um aparelho digital pHmetro, devidamente

calibrado.

J4 para a andlise de acucares, foi utilizado um refratbmetro, que forneceu

valores em grau brix da solucdo analisada.

4.4 Testes de propagacao
Para avaliar a rentabilidade do processo, € essencial realizar testes de

propagacdo. Nesse aspecto, foram realizadas andlises de contagem do numero de

células, viabilidade celular e calculo do aumento da biomassa pos propagacao.
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4.4.1 Contagem do numero de células e viabilidade celular
Para realizar a contagem do numero de células e a viabilidade celular,

primeiramente foi feito uma diluicdo simples de 9 mL de agua destilada em 1 mL de
amostra. Na Figura 9 é possivel verificar a diluigdo da amostra.

Apo6s homogeneizacéo, foi feita a mistura de partes iguais de 1 mL da diluicéo e
azul de metileno 2% em tubo de ensaio. O azul de metileno age como um importante
reagente para a analise da viabilidade celular, uma vez que possui a capacidade de
penetrar células fisiologicamente inativas, incapazes selecionar elementos que irdo

permear a membrana celular (Antonini, 2010).

Figura 9: Diluicdo da amostra.

Fonte: elaborada pela autora (2024).

Em seguida, foi pipetado a solugdo em camara de Neubauer e analisado em
microscopio 6ptico em objetiva de aumento 100x, podendo ser averiguado na Figura
10.

Apés localizacdo das células, foi realizada a contagem das células presentes
nos quatro reticulos centrais dos 25 quadriculos, diferenciando as células coradas de

azul.
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Figura 10: Foto de camara de Neubauer de leveduras S. cerevisiae em teste de viabilidade

celular.

Fonte: elaborada pela autora (2024)

Foi entdo registrado o nimero de células vivas, células em brotamento e células

mortas.

4.4.2 Teste de aumento de biomassa
Para calculo de aumento de biomassa, foi necessario retirar uma amostra de 10

mL do propagador e transferi-lo para tubo de centrifugacéo.

Apb6s balancear o peso dos tubos, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a
4.000 rpm. Ao final do processo, obteve-se as amostras, sendo possivel analisar na

Figura 11.
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Figura 11: amostra centrifugada.

Fonte: elaborada pela autora (2024).

Desse modo, foi retirado o sobrenadante e pesado a massa de leveduras em

balanca analitica.

4.5 Calculos

4 5.1 Viabilidade celular
Para o calculo de viabilidade celular foi considerado o numero total de células

viaveis e nao viaveis, sendo utilizada a Equacgéao (1)
Equacao (1)
%Cél. Viaveis = (Total de células vidveis/Total cél.Viaveis + ndo viaveis)x100%

A equacéo 2 foi utilizada para o calculo

4.5.2 Populacéo de leveduras
Foi também calculado a populacéo de leveduras por mL, utilizando a contagem

total de células. A equacdo 2 foi utilizada para o célculo.

Equacéo (2)
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Populagaolev./mL
= (Populagio de Leveduras Total de cel.Viaveisx4000

/total de reticulos contados)x1000xDiluicaofinal

4.5.3 Células em brotamento
O calculo da contagem de células em processo de brotamento revela a

proporgdo de leveduras ativas se reproduzindo, e foi determinada usando a Equacgao

3)
Equacéo (3)

Brotamento(%)

= (Total de células viavei sem brotamento/Total de células viaveis)x100

4.5.3 Aumento da biomassa
O rendimento do aumento de biomassa foi determinado pela Equacédo (4),

utilizando fator de correcéo de 0,25, uma vez que o centrifugado ndo foi submetido ao
método de secagem (Pulzatto, 2000).

Equacéo (4)

Aumento biomassa (emgramas) = (peso centrifugadox1000/10) — 10x0,25

%Aumento biomassa
= Aumento biomassa(emgramas)

/peso inoculado(emgramas)x100

Apresentou o resultado

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
A solucdo de DME produzida foi analisada, e o pH de 4,7 foi apresentado, sendo

considerado como ideal, conforme descrito por Casselman em 2005. Além disso, no
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estudo conduzido por Mendes (2013), foram encontrados valores de pH préximos (5,9
+ 0,9) utilizando meio agroindustrial (caldo de cana de agucar e extrato de leveduras).

Em relagdo a concentracdo de aclcares no meio, foi entregue o resultado de 9
°Brix, com densidade igual a 1,036.

Os resultados obtidos nas andlises de viabilidade celular, porcentagem de
brotamento, populagdo de leveduras por mL e aumento da biomassa de leveduras
realizadas apds a propagacéo celular, sédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Resultados das analises pOs propagagao

% Cél. Populacdo Brotamento Aumento biomassa (em
Viaveis lev./mL (%) gramas)
91,98% 6,6 milhdes/mL 10,89 % 16,81 g

Fonte: elaborada pela autora (2024)

Para garantia de uma taxa de viabilidade celular satisfatoria, além do meio, a
genética é um fator decisivo sobre a eficiéncia e adaptabilidade da levedura. Para uma
selecdo estratégica da linhagem do microrganismo, Antonini (2012) recomenda realizar
estudos minuciosos de selecdo nas dornas de fermentacdo, e priorizar cepas que
possuem caracteristicas de baixa formacdo de espuma, altos niveis de trealose e
glicogénio e baixa formacéao de glicerol durante os testes de fermentacéo.

Além da genética, a composicdo do mosto e o teor de oxigénio dissolvido &
essencial para uma boa produtividade. O autor Mendes, (2013), realizou estudos sobre
0 aumento na producéo de biomassa de levedura em propagador aerado por processo
descontinuo e semi continuo, e concluiu que propagacdes feitas com aeracdo e
suplementacdo em escala semi continua, promove um melhor desempenho em
guesitos de viabilidade e producao de biomassa.

No estudo citado, o processo descontinuo com aeragéo obteve resultados de 96
+ 8% de viabilidade celular, enquanto no presente estudo, obteve-se um valor de
91,98% de viabilidade. A discrepancia observada pode ser atribuida a uma variedade

de fatores, entretanto em especial a auséncia de suplementacdo do meio de cultura.
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Ademais, o teste de viabilidade realizado com o corante azul de metileno é
amplamente utilizado por cervejeiros, atuando como um bom indicador de atividade
celular da levedura. Todavia, de acordo com os autores Reed e Nagodawithana (1991),
este método pode ndo ser preciso quando aplicado a uma baixa populacdo de
leveduras.

Outros fatores que podem reduzir a viabilidade celular durante a replicagdo ou
fermentacdo sdo as concentracfes toxicas de aluminio e potassio. O aluminio
secretado pela levedura, modifica-se, por sua vez, em uma forma prejudicial (Al*°)
devido a acidez do mosto, impactando negativamente nos niveis de trealose e
viabilidade celular. Este cenéario pode ser revertido com a dosagem de magnésio no
meio (Antonini, 2012).

Em relacdo ao brotamento, observou-se a taxa de 10,89 % de brotamento,
indicando as células que estdo em atividade de replicacdo. Na fase de replicacdo, os
acidos nucleicos atingem concentracdes elevadas, devido a necessidade de producéo
de material genético para a célula filha. Nesse caso, a quantidade de RNA pode
representar até um terco da quantidade total de proteinas, sendo de 50 a 100 vezes
maior do que a quantidade de DNA (Pulzatto, 2000).

A gemulacéo ou brotamento é o método mais comum de crescimento vegetativo
em leveduras. Durante este processo, a célula parental desenvolve o broto em sua
superficie externa, e ao se desenvolver, o nlcleo da célula mae se divide, transferindo
um dos nucleos para o broto. Conforme o material da parede celular € produzido, o
broto desprende-se da célula parental, resultando na separacéo eventual, podendo ser
verificado na Figura 12 (Antonini, 2012).
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Figura 12: células em brotamento.

Fonte: Antonini, 2012.

Para producdo de cerveja e vinho, os niveis de inoculagdo empregados
geralmente estdo na faixa de 2-10 X 106 células por mililitro (Reed e Nagodawithana,
1991). O valor observado na contagem de células por mL na analise deste estudo, foi
de 6,6 milhdes/mL.

Devido ao longo tempo de fermentagcdo nos tanques de cervejarias, as células
se replicam, podendo ser recicladas conforme a viabilidade celular 6tima. Apesar disso,
ressalta-se a importancia da etapa laboratorial de cultivo, pois caso a quantidade
inoculada de células ndo seja suficiente, a proliferacdo de microrganismos
competidores sera facilitada (Reed e Nagodawithana, 1991).

A andlise de aumento da biomassa de leveduras no presente estudo nao foi
submetido ao processo de secagem em estufa, método comumente observado em
estudos que visam determinar a porcentagem de matéria seca. Devido isso, foi preciso
utilizar o fator de correcéo de 25% sobre o centrifugado de leveduras (Pulzatto, 2000).
Feito isso, apurou-se o resultado de 16,81 gramas de massa seca de novas ceélulas,
tendo, portanto, um rendimento de 168,1% sobre o peso inoculado.

De acordo com Pulzatto (2000), a biomassa de levedura seca € composta
basicamente de proteinas, acidos nucleicos (nucleotideos), lipideos, cinzas,

carboidratos e vitaminas. Por exemplo, leveduras de panificagdo apresentam
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aproximadamente 25% de matéria seca, sendo que o teor de proteina bruta, pode
variar de 40 a 56% do valor total da matéria seca. A concentracdo dessas substancias
podera variar conforme o meio de crescimento, principalmente quando se trata de
proteinas e lipideos. (Pulzatto, 2000).

Vale evidenciar que neste estudo suplementos como nitrogénio e ions
essenciais, (como por exemplo o zinco), ndo foram adicionados, com o intuito de
simular uma propagacao simples, utilizando somente o extrato de malte. Este fator
pode ter influenciado numa baixa viabilidade celular.

Apesar do estudo atual ter apresentado resultados satisfatérios em termos de
rendimento, produtores de cachaca de pequena escala tém recorrido ao uso do fuba
como suplemento, buscando aumentar a quantidade de proteinas e acucares
fermentaveis no meio, obtendo assim maiores quantidades de biomassa. Outro produto
que pode ser utilizado como suplemento é o extrato de leveduras, atuando como um
otimo fornecedor de nutrientes essenciais, podendo obter resultados satisfatérios no
aumento de biomassa (MENDES, T. A. O. et al.).

6. CONCLUSAO E SUGESTAO PARA FUTUROS ESTUDOS
Com base nas analises realizadas, averigua-se que o estudo foi executado de

forma satisfatéria, demonstrando resultados consistentes em relacdo ao pH, taxa de
brotamento e aumento da biomassa de leveduras.

Em relacdo a viabilidade celular, € coerente que a suplementacdo do meio de
cultura é imprescindivel para uma boa saude das leveduras. Em trabalhos futuros sera
interessante realizar estudos aprofundados sobre a suplementacdo do meio de
propagacéao de leveduras e como ele pode afetar a rentabilidade do processo.

Sendo assim, fica evidente que os valores obtidos em estudo se alinham com
referéncias prévias, e fornecem uma base soélida para entender os processos de

replicacéo celular realizadas em escala laboratorial.
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