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ESTUDO DA CINETICA DE FERMENTACAO COM LEVEDURA KVEIK
IMOBILIZADA EM ALGINATO DE CALCIO

RESUMO

Observa-se uma expansdo no mercado cervejeiro, sendo que as cervejas artesanais
ganham cada vez mais espacgo, 0 que acontece em razdo de seu forte sabor e aroma
associados ao elevado padréo de qualidade. Nesse contexto, as leveduras Kveik possuem
grande potencial a ser explorado. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi realizar o estudo
cinético da fermentacdo de extrato de malte por levedura Kveik imobilizada em gel de
alginato de célcio. Para isso, realizou-se a imobilizacdo da levedura em gel de alginato de
calcio, fermentacdo em meio de extrato de malte, analise dos metabolitos em HPLC e
caracterizacdo das esferas de alginato por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Os resultados demonstraram que toda a glicose foi consumida no meio de fermentacao,
tanto pela levedura imobilizada quanto pela levedura livre, demonstrando boa assimilacéo
de glicose pelas levedura Kveik. Além disso, houve , houve consumo gradativo de
maltose e produgdo de cerca de 20 g L™ tanto pela levedura imobilizada como pela livre.
Com isso, pode-se concluir que a imobilizacdo ndo afetou de maneira negativa, tendo
havido consumo adequado dos acgucares fermentesciveis e concomitante producdo de
etanol tanto pela levedura livre quanto pelas células imobilizadas.

INTRODUCAO

Atualmente, tem se observado uma expansao no mercado cervejeiro, sendo que
as cervejas artesanais ganham cada vez mais espaco, 0 que acontece em razao de seu forte
sabor e aroma associados a um elevado padrdo de qualidade, resultante da selecdo das
matérias-primas e mudancas nos processos de fabricacdo (TOZETTO et al., 2019). Além
disso, a selecdo de leveduras e seu manuseio sdo fundamentais para a eficiéncia das
fermentacdes na cervejaria e para a qualidade da cerveja final (STEWART; RUSSELL;
ANSTRUTHER, 2017).

Nesse contexto, as leveduras Kveik possuem grande potencial a ser explorado,
visto que séo leveduras com potencial de fermentar rapidamente acucares derivados do
malte, possibilitando curtos tempos de fermentacdo e apresentam caracteristicas como
tolerdncia a etanol e producdo de uma variedade de metabdlitos de sabor interessante.
Além disso, € relatada sua tolerancia a altas temperaturas, de modo que podem fermentar
em temperatura maior que 30 °C, enquanto para a maioria das leveduras ales, esta
temperatura resulta em aromas e sabores indesejaveis na cerveja (FOSTER et al., 2021;
KITS; GARSHOL, 2021; PREISS et al., 2018).

Por outro lado, além da selecdo da levedura, a técnica de imobilizacao de células
também € relatada como alternativa para minimizacdo dos efeitos estressantes da
fermentacdo nas leveduras e tem sido buscada com o intuito de inovar na producao e
melhorar o desempenho industrial. Isso porque a imobilizacdo de leveduras possibilita
vantagens técnicas e econdémicas em relacdo ao sistema convencional de células livres,
como alta densidade celular e processos mais rapidos. Assim, células imobilizadas em
polimeros como alginato de calcio podem abrir novas e promissoras estratégias para a
producéo de bebidas alcodlicas (PINGULI et al., 2020).

Assim, se observa que a producdo de cerveja artesanal possui particularidades
que fazem a cerveja artesanal ser um produto auténtico com caracteristicas sensoriais
Unicas que a distinguem das cervejas produzidas industrialmente (MERLINO et al.,
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2020). Desse modo, fatores relacionados a producdo como € o caso das leveduras e
imobilizacdo, possuem potencial para alavancar o crescimento e a inova¢do no mercado
de cervejas artesanais, além de aumentar o interesse de uma grande variedade de
consumidores (BAIANO, 2021).

OBJETIVO

O objetivo geral do trabalho foi realizar o estudo cinético da fermentacdo de
extrato de malte por levedura Kveik imobilizada em gel de alginato de célcio. Para isso,
os objetivos especificos foram realizar a imobilizacdo da levedura em gel de alginato de
calcio, fermentar meio de extrato de malte com as leveduras imobilizadas, analisar os
metabdlitos em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e caracterizar a
morfologia das esferas de alginato por meio de microscopia eletrénica de varredura
(MEV).

RESULTADO E DISCUSSAO

Para desenvolvimento do estudo foi realizada a imobilizacdo das células, que
consistiu em adicionar a suspensdo celular a uma solucdo de alginato de sddio
previamente autoclavada a 121 °C por 15 minutos. As esferas de gel foram produzidas
pelo gotejamento desta suspensdo em uma solucdo de cloreto de célcio mantida em
agitador magnético. O gotejamento foi realizado com auxilio de uma bomba peristaltica
(Sailflo - Dosing Pump, 12 v). Ap6s a imobilizacdo, efetuou-se a cinética da fermentacao
em frascos de erlenmeyer de 250 mL, usando 100 mL de extrato de malte cervejeiro,
previamente preparado e esterilizado e 5 g de esferas com leveduras imobilizadas. Para
realizar um estudo comparativo, serd preparado um ensaio com leveduras livres, na
mesma concentracdo das leveduras imobilizadas. Para avaliar o processo de fermentacao
alcoolica, aliquotas de mosto fermentado serdo retiradas em intervalos de tempos variados
e analisadas quanto a agucares redutores, etanol, glicerol e &cidos organicos por meio de
HPLC.

Os resultados demonstraram que toda a glicose foi consumida no meio de
fermentacdo, tanto pela levedura imobilizada quanto pela levedura livre, demonstrando
boa assimilacdo de glicose pelas levedura Kveik, em razéo de a glicose ser a principal
fonte de carbono para as leveduras. Além disso, houve consumo gradativo de maltose nas
primeiras 120 horas de fermentacgéo, sendo estabilizado apos esse periodo para ambas as
leveduras (Figura 1).

E necessario ressaltar que a cerveja é obtida pela fermentacdo de um mosto, que
leva a conversdo da glicose em piruvato e, posteriormente, em etanol e CO2. Os
carboidratos formam 90% do mosto, mas chama-se atencdo para o fato de que as
leveduras captam os carboidratos do mosto em uma sequéncia especifica:
monossacarideos (glicose e frutose), dissacarideos (sacarose e maltose) e trissacarideo
maltotriose, fermentando-0s na mesma ordem (IORIZZO et al., 2021).

Outro ponto a ser observado é o fato de que a levedura Kveik, por se tratar de
uma classe de leveduras hibridas de Saccharomyces cerevisiae, pode indicar possuir as
mesmas caracteristicas de expressdo dos principais genes transportadores de maltose
através da membrana plasmética, bem como a hidrélise pela enzima a-glicosidase no
citoplasma liberando moléculas de glicose que serdo metabolizadas através da glicolise
em etanol (ALVES JR. et al., 2013).
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Em relagdo a producéo de etanol, observa-se um valor de 20,07 g L e 20,36 g
L para levedura imobilizada e livre, respectivamente, em 120 horas de fermentacéo. E
relevante ressaltar que o etanol é o alcool mais importante na cerveja e desempenha
diversas fungbes, como aumentar a viscosidade e tornar a espuma mais estavel, além de
ser o principal composto que afeta o sabor da cerveja e precursor necessario para certos
ésteres (TANG; LI, 2017). No entanto, conforme aumento da concentra¢do do mosto, as
células de levedura sdo expostas ao estresse hiperosmotico do substrato durante a fase
inicial da fermentacdo e forte estresse de etanol durante a fase de producéo de etanol, que
pode resultar em fermentacéo lenta ou estagnada por causa de danos a membrana celular
(YANG et al., 2018).

Uma das principais caracteristicas das leveduras Kveik é sua capacidade em
tolerar niveis elevados de etanol, sendo superiores a leveduras ale padrdo e capazes de
dobrar de densidade durante o periodo de crescimento com etanol a 14% e 16%, como
relatado no estudo de Preiss et al. (2018).

Como se sabe, além do etanol, existem outros metabdlitos de importancia no
processo de producdo de cerveja, como é o caso do glicerol. O limite favoravel de glicerol
na cerveja é de 10 g L. Assim, os resultados mostram producio de glicerol dentro do
limite, com valores de 1,90 g L™ para levedura imobilizada e 2,31 g L™ para levedura
livre. Em relacdo a producdo de glicerol pela levedura Kveik, Foster et al. (2021)
observaram boa producao de glicerol por estas leveduras, principalmente nas primeiras
24 horas de fermentacéo, principalmente em razdo do metabolismo do agucar aumentado
e a temperatura de fermentacdo mais elevada preferida dessas leveduras. Alem disso,
niveis ligeiramente mais elevados de glicerol produzidos em temperaturas mais altas
podem sugerir uma elevada capacidade fermentativa das cepas Kveik, o que se considera
uma grande vantagem.
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LEVEDURA LIVRE
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Figura 1: Cinética de fermentacdo em extrato de malte utilizando leveduras livres e
imobilizadas durante 216 horas.

Além disso, as imagens capturadas pelo MEV demonstram a morfologia da
superficie das esferas de alginato de calcio, de modo que se observa que a superficie das
esferas apresentam rugosidades e irregularidades, que podem ter sido ocasionadas durante
a secagem das esferas. No entanto, as irregularidades néo influenciam de modo negativo,
visto que foi observado crescimento das células de leveduras dentro das esferas,
possibilitando o desenvolvimento da fermentacao, com producéo relevante de etanol.
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura nas esferas de alginato de célcio com
ampliacdo de 40 e 1000x.
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CONCLUSAO

Pode-se observar com os resultados obtidos que a imobilizacdo ndo afetou de

maneira negativa a eficiéncia da levedura em fermentar o mosto cervejeiro, tendo havido
consumo adequado dos agucares fermentesciveis e concomitante producéo de etanol tanto
pela levedura livre quanto pelas células imobilizadas em gel de alginato de célcio. Além
disso, a caracterizacdo das esferas por microscopia eletronica de varredura demonstrou
superficie de aspecto rugoso e irregular, mas que nao interferiu na conducdo da
fermentacao.
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