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RESUMO

Novo nicho cervejeiro a ser explorado é a aplicacdo de leveduras ndo convencionais na
producdo de cerveja, as quais sdo capazes de proporcionar caracteristicas sensoriais
diferenciadas. Kombucha é uma bebida que possui alta diversidade de microrganismos
sendo importante fonte de leveduras. Neste presente trabalho, leveduras isoladas do
Kombucha foram avaliadas para producgdo de cerveja tipo lager a 10°C por 240 h de
fermentacdo. As espécies de leveduras B. bruxellensis, P. kluyveri e S. ludwigii foram
avaliadas e apresentaram alta viabilidade durante toda fermentacdo. Foi possivel observar
queda da densidade do mosto, e aumento do teor alcéolico variando de 0,80% a 1,31%
(v/v) para as cepas de P. kluyveri. A espécie de levedura S. ludwigii e B. bruxellensis
apresentaram teores alcoolico mais baixos, 0,13% e 0,34% (v/v), respectivamente. Estes
dados mostram potencial uso destas leveduras para elaboracao de cervejas sem alcool ou
com baixo teor alcodlico. No entanto, avaliagdo dos compostos volateis devera ser
realizados.

INTRODUCAO

Cerveja € umas das bebidas mais consumidas no mundo e os primeiros relatos da sua
producdo sdo datados por volta de 6000 anos a.C. A sua producéo consiste na utilizagédo
de insumos simples, como agua, malte, IGpulo e levedura (1).

Levedura é o principal transformante do mosto cervejeiro em cerveja, o qual utiliza os
acucares fermentesciveis oriundos do malte, bem como glicose, sacarose, maltose e
maltrotriose, para seu crescimento celular na fase aerdbia, ou para producdo de etanol e
dioxido de carbono (CO.) na fase anaerobica (fermentacdo alcoolica). Saccharomyces
cerevisiae é espécie levedura mais utilizada para producdo de cervejas tipo ales, a
temperatura de fermentacdo varia de 14 a 25 °C, e sdo cervejas mais aromaticas e
alcdolicas. Por outro lado, levedura Saccharomyces pastorianus € mais usualmente
empregada na fabricacdo de cervejas tipo lagers, em que a temperatura de fermentagéo
ocorre por volta 6 a 15°C, e apresenta caracteristicas de cervejas menos aromaticas e de
coloracdo clara (2; 3). A busca por leveduras ndo convencionais vem sendo cada vez mais
explorada com o intuito de obter cervejas com diferentes caracteristicas aromaticas, além
de propriedades tecnoldgicas, como baixo ou sem teor alcdolico e com possiveis
propriedades probioticas (4; 5).

Kombucha é uma bebida fermentada acida, moderadamente gaseificada e poder ser
alcoolica ou ndo. E obtida da fermentacdo da infusdo do ché preto ou verde (Camillia
sinensis) acrescida do acuUcar sacarose, e do biofilme start denominado de Symbiotic
Cultureof Bacteria and Yeast (SCOBY). Os principais géneros de leveduras encontrados
na Kombucha séo Brettanomyces, Candida, Pichia, Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Torulospora e Zygosaccharomyces (6; 7). As leveduras presentes
na bebida podem ser uma alternativa na aplicacdo para fermentagdes diversas, como por

exemplo na elaboracéo de cervejas.
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OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a performance fermentativa de leveduras
selvagens ndo convencionais isoladas do Kombucha para a producéo de cerveja.

MATERIAL E METODOS

As leveduras foram obtidas no Laboratério de Microbiologia, do Departamento de
Ciéncias Bésicas da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri —
Campus JK. As identificacdes das leveduras estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1.: Identificagdo das Leveduras Selvagens isoladas do Kombucha.

Leveduras
Cadigo Identificacéo Cadigo Identificacéo
L131 Pichia kluyveri L431 Pichia kluyveri
L231 Pichia kluyveri L472 Pichia fermentans
L331 Saccharomycodes ludwigii L652 Brettanomyces bruxellensis
SC26 Saccharomycodes pastorianus

Fonte: Autores, 2022.

Inicialmente foi realizado a propagacéo das leveduras. 1 mL de levedura crescida
em caldo YEPG (1% de extrato de levedura, 2% de peptona de soja e 2% de glicose) e 19
da levedura comercial liofilizada (controle) foram inoculadas em 10 ml de caldo YEPG,
incubadas por 24 horas a 30°C. Entéo, as leveduras foram inoculados em 90 mL de meio
YEPG por mais 24 horas na mesma temperatura. Apos crescimento, as leveduras foram
centrifugadas (4000 rpm por 10 minutos) e lavadas com agua destilada estéril para
remocdo do meio de cultura.

Para a preparacdo do mosto cervejeiro foi adicionado o extrato de malte em 3 L
de agua destilada aquecida a 80 °C e em seguida foi adicionado o lupulo (iso-a-acido a
30%). As fermentacbes foram realizadas em Erlenmeyers contendo 10 mL de mosto e
incubadas a 10 °C. Um fluxograma das etapas do trabalho é mostrado na Figura 1.

[Propagagéo das Leveduras] Centrifugacao

[Prepara;;éo do Mosto ] [ Fermentac;éo] J

Figura 1 — Fluxograma da propagagdo das leveduras, preparagdo do mosto cervejeiro e fermentacéo do
mosto. Fonte: Autores, 2022.
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Foram realizadas andlises de peso para avaliagdo do desprendimento de CO., Brix
em refratdbmetro digital e contagem de células em camara de Neubauer nos tempos de 48,
96, 144, 192 e 240 horas. A analise estatistica dos dados foi realizada usando o software
Sisvar através do teste de Scott-Knott com 5% de probabilidade.

RESULTADO E DISCUSSAO

No processo de producdo da cerveja o decaimento da densidade do mosto € um parametro
indicativo positivo que levedura esteja metabolizando os agucares fermentesciveis (6).
Pode ser observado na Tabela 2 o valor do °Brix diminuindo durando as 240h
fermentagdo. As leveduras ndo convencionais (P. kluyveri L131, L231, L431 e L472; S.
ludwigii L331; B. bruxellensis L652), apresentaram lenta fermentacdo, em relagcéo a
levedura comercial (SC26), sendo observado diferenga significativa (p<0,05) ap6s 144h
de fermentacdo. Leveduras ndo convencionais, ja foram citadas em producdo de cerveja
com baixo ou sem teor alc6olico, devido a baixa preferéncia da fermentagdo dos agucares
maltose e maltotriose (2).

Tabela 2.: Avaliacdo do °Brix durante a fermentacdo do mosto cervejeiro.

°Brix
Amostra 48h 96h 144h 192h 240h
L131 15,000% + 2,828 12,750%+ 0,071 12,200° + 0,566 13,100° + 0,424 12,500° + 0,283
L231 12,250% + 1,061 12,000? £ 1,131 12,300° + 1,131 12,600° + 0,990 12,000° + 0,843
L331 13,000% £ 0,141 12,800% £ 0,424 13,400° + 0,283 13,000° + 0,141 12,750° + 0,071
L431 12,850% + 0,212 13,750 0,212 13,150° + 0,354 12,900° + 0,424 13,050° + 0,354
L472 13,100* £ 0,141 13,400? £ 0,283 13,900° + 0,000 13,300° + 0,424 13,250° + 0,071
L652 12,900% £ 0,141 12,150% £ 0,212 12,400° + 0,141 12,300° + 0,000 12,250° + 0354
SC26 12,500%+ 0,000 10,400% £ 0,141 7,700* £ 0,141 7,350% £ 0,354 7,700* £ 0,141

As letras diferentes na mesma coluna indicam a diferenca estatistica (p<0,05) entre as médias no teste Scott-Knott. Os valores de + indicam o desvio
padrédo. Autores, 2022.

A cinética da perda de peso por meio da producao de CO, € apresentado na Tabela 3.
Estes resultados juntamente com queda da densidade observada, podem inferir que
houve a fermentacdo no periodo de 240h. No geral, as leveduras ndo convencionais
apresentaram maior desprendimento de CO. nas primeiras 48 h de fermentagdo,
enquanto que, levedura comercial S. pastorianus mostrou maior desprendimento de CO>
no tempo 144h (2,785g). A levedura B. bruxellensis L652 demonstrou baixa atividade
fermentativa ja que apresentou baixo desprendimento de CO, somente nos tempos de
96h (0,029g) e 144h (0,465¢). Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os dados.

Tabela 3.: Avaliagdo do desprendimento de CO, durante a fermentag&o.

Desprendimento de CO: (g)

Amostra 48h 96h 144h 192h 240h
L131 1,795 + 0,233 0,475* + 0,672 0,485% + 0,417 1,080% + 0,375 0,470% + 0,665
L231 1,675% 0,445 0,660?% + 0,933 1,355% + 1,237 1,125% + 1,124 0,715+ 0,841

L331 1,290% £ 0,325 0,585% £ 0,007 0,880%+ 0,113 0,465% + 0,156 0,150+ 0,071
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L431 0,530%+ 0,750 0,450% + 0,042 0,080*+ 0,014 0,420*+ 0,382 0,290+ 0,184
L472 1,625% + 0,007 0,850% + 0,537 0,071+ 0,014 0,365%+ 0,035 0,160%+ 0,014
L652 0,000% + 0,000 0,020* + 0,028 0,465 + 0,205 0,000% + 0,000 0,000% + 0,000
SC26 0,420*+ 0,141 1,610* +0,099 2,785% + 0,064 0,570%+ 0,000 0,015%+ 0,021

As letras diferentes na mesma coluna indicam a diferenca estatistica (p<0,05) entre as médias no teste Scott-Knott. Os valores de + indicam o desvio
padrdo. Autores, 2022.
A Tabela 4 traz dados de viabilidade celular. Pode-se observar que em determinados
tempos houve diferenca significativa, podendo destacar os periodos de fermentacdo de
48h, 96h e 240h. Para o periodo de 48h, espécie B. bruxellensis (L652) apresentou maior
(p<0,05) viabilidade celular. Durante o tempo de 96h, a cepa P. kluyveri (L431) e B.
bruxellensis (L652) apresentaram maiores (p<0,05) viabilidade celular.

Em relacdo ao tempo 240h de fermentacdo, a levedura comercial (SC26) apresentou
diferenca significativa como a menor (p<0,05) contagem celular, quando comparadas
com as demais no mesmo tempo. Contudo, nos demais periodos ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as cepas de leveduras analisadas. Estes resultados
demonstram que todas as leveduras demostraram alto ndmero de células (> 8 Log
células/mL) durante todo processo fermentativo.

Tabela 4.: Avaliacdo da populacdo das leveduras em contagem da cadmara de Neubauer.

Contagem Logzo células/mL

Amostra 48h 96h 144h 192h 240h
L131 8,390 + 0,024 8,300° + 0,032 8,380% + 0,001 8,427+ 0,041 8,449 + 0,017
L231 8,404° + 0,010 8,302° + 0,104 8,332%+ 0,014 8,379% + 0,006 8,363+ 0,015
L331 8,326° + 0,041 8,328" + 0,029 8,370%+ 0,040 8,390% + 0,039 8,403% + 0,009
L431 8,416" + 0,021 8,333%+ 0,005 8,384+ 0,012 8,418+ 0,017 8,426%+ 0,013
L472 8,258° + 0,046 8,359" + 0,029 8,369+ 0,013 8,432% + 0,044 8,432+ 0,033
L652 8,499% + 0,028 8,452% + 0,055 8,493% + 0,015 8,473*+ 0,028 8,424% + 0,056
SC26 8,290°+ 0,017 8,556 + 0,009 8,279 + 0,069 8,352% + 0,027 8,243" + 0,022

As letras diferentes na mesma coluna indicam a diferenca estatistica (p<0,05) entre as médias no teste Scott-Knott. Os valores de + indicam o desvio
padrédo. Autores, 2022.

Os resultados demonstrados na Tabela 5 correspondem ao teor alcoolico aparente
produzido durante a fermentacdo. P. kluyveri (L131) e a levedura comercial (SC26)
apresentaram maiores (p<0,05) valores de teor alcodlico que as demais leveduras
avaliadas. De acordo com estudos feitos por Laureys (10), leveduras ndo-Saccharomyces
podem fermentar mosto de cerveja, produzindo cervejas com baixo teor alcodlico ou sem
alcool. Bellut (6) elaborou cerveja com teor alcodlico de 0,50% (v/v) a partir de mosto de
densidade 6 °P fermentado por 72h a 25°C. Nos estudos observados por Michel (8),
fermentacdo de mosto 16 °P por 10 dias a 28 °C utilizando B. bruxellensis resultou em
cerveja com 4% (v/v) de teor alcodlico. Estes dados mostram que 0s parametros
densidade do mosto, temperatura e levedura sdo fatores determinantes na concentracéo
de etanol obtida.
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Tabela 5.: Resultados do teor alcodlico aparente produzido durante a fermentagao.

Teor Alcéolico

Amostra %(v/v) Amostra %(viv)
L131 1,313%+ 1,336 L431 0,106°+ 0,074
L231 0,132 +0,111 L472 0,079°+ 0,0,37
L331 0,132° + 0,037 L652 0,342+ 0,111

SC26 2,520+ 0,074

As letras diferentes na mesma coluna indicam a diferenca estatistica (p<0,05) entre as médias no teste de Scott-Knott. Os valores
de £ indicam o desvio padrdo. Autores, 2022.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram potencial utilizacdo de leveduras néo
convencionais para elaboracdo de cervejas. Foi possivel observar alta viabilidade celular
(> 8 Log celulas/mL) para todas as leveduras avaliadas. As leveduras ndo convencionais
mostraram maior atividade fermentativa nas primeiras 48 h de fermentacédo, enquanto que
a levedura comercial apresentou maior atividade fermentativa de 96 a 144 h de
fermentacdo, observadas pelo desprendimento de CO,. Em relacdo aos teores alcodlicos
obtidos, foi possivel observar uma variacdo de 0,079 a 1,313 % para as leveduras nédo
convencionais, enquanto que a levedura comercial apresentou teor alcodlico de 2,520%.
Estes dados mostram um potencial das leveduras ndo convencionais para elaboragéo de
cerveja tipo larger com baixos teores alcodlicos. As espécies de leveduras em estudo ja
sdo conhecidas como possiveis produtoras de cervejas com baixo ou sem teor alcoolico.
No entanto, analises de compostos volateis sdo necessarias para avaliacdo de compostos
que possam afetar as caracteristicas sensoriais da bebida. Contudo, leveduras isoladas do
Kombucha demonstraram potencialidade para producdo de cerveja e sendo assim
promissora para estudos futuros.
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