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Resumo

No processo de fabrico de cerveja, quer artesanal, quer industrial, a fermentacéo é
levada a cabo por uma variedade limitada de estirpes de levedura, quase sempre do género
Saccharomyces, que limita a diversidade da oferta. Uma das apostas do mercado atual para
atender as necessidades do consumidor, que procura novos e distintos sabores, é a descoberta
de novas leveduras que possam contribuir para uma cerveja inovadora. O objetivo principal
deste trabalho foi validar uma metodologia de isolamento, cultivo e caracterizacdo do perfil
volatil de leveduras ndo convencionais e propor um método de desenvolvimento de estirpes

inovadoras para o mercado de producéo de cerveja.

Foram recolhidas 10 amostras de material com possivel presenca de leveduras, de
tecido vegetal e de superficies de uma fabrica artesanal de cerveja, que ap0s passarem por
crescimento em meio de cultura seletivo, foram isoladas e selecionadas atraves de testes de
microfermentacdo em tubos de Falcon, estéreis a 25 °C por 7 dias. As leveduras consideradas
aptas para producdo de cerveja foram inoculadas em mosto cervejeiro, com monitorizacéo
dos parametros fermentativos (densidade ética e grau Brix). Posteriormente, foi analisado o
perfil volatil das cervejas produzidas, por métodos quimicos (analise de cromatografia
gasosa por HS/SPME GC-FID) e por método sensorial de ranking de comparagdo pareada.
As etapas de recolha, isolamento e selecdo de leveduras ndo convencionais foi bem-

sucedida, resultando em 5 estirpes capazes de fermentar mosto de cerveja.

Considerando as leveduras selecionadas, a estirpe WL _411, recolhida da superficie
de fabrico apresentou caracteristicas fermentativas comparaveis as comerciais, produzindo
uma cerveja com teor alcodlico de 3,49% (v/v) e um perfil aromatico com tendéncias
positivas. Desta mesma superficie de recolha, o isolado WL_312 também apresentou perfil
positivo, ainda que com uma tendéncia a produzir um perfil menos concentrado que as
estirpes comerciais. Os resultados obtidos na analise sensorial, mostram que a estirpe
selvagem isolada de tecido vegetal de rosas produziu uma cerveja com concentracdo de
acetato de isoamilo mais intensas que as demais. Nao foi observada uma correlacdo entre os

dois métodos de andlise.

As metodologias testadas formam uma rota interessante para a descoberta de novas

estirpes de leveduras. E importante a otimizagio do processo para gerar uma metodologia



mais refinada. As etapas de controlo dos pardmetros fermentativos e as analises de
compostos volateis podem ser separadas em duas vertentes diferentes para estudos futuros.

Palavras-chave: leveduras ndo convencionais, cerveja, cromatografia gasosa, analise

sensorial.
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Abstract

The beer production, a well-defined process reproduced in similar ways, whether in
industries or in small breweries, is done by using a limited variety of yeast strains, almost
always of the genus Saccharomyces. One of the bets of the current market to meet consumer
demands is the discovery of new yeasts that can contribute to an innovative type of beer.
This study had as main objective to test a methodology of isolation, cultivation and
characterization of the volatile profile of non-conventional yeasts with the intention of
proposing a mothod for the development of innovative strains for the beer production

market.

Thus, 10 samples of material with possible presence of yeast, from plant tissue and
factory surfaces, were collected and, after undergoing growth in selective culture medium,
were isolated and selected through microfermentation tests in sterile Falcon tubes, at 25 °C
for 7 days. Yeasts considered suitable for beer production were inoculated in beer must, with
monitoring of fermentative parameters (optical density and Brix degree). Subsequently, the
volatile profile of the beers produced was analyzed by chemical methods (gas
chromatography analysis by HS / SPME GC-FID) and by the sensory method of paired
comparison ranking. The unconventional yeast collection, isolation and selection steps were

successful, resulting in 5 strains capable of fermenting beer wort.

Considering the selected yeasts, strain WL_411, collected from the manufacturing
surface, presented fermentative characteristics comparable to commercial ones, producing a
beer with an alcohol content of 3.49% (v / v) and an aromatic profile with positive trends.
From this same collection surface, the isolate WL_312 also showed a positive profile,
although with a tendency to produce a less concentrated profile than commercial strains. The
results obtained in the sensory analysis show that the wild strain isolated from plant tissue
of roses produced a beer with more intense isoamyl acetate concentration than the others.

No correlation was observed between the two methods of analysis.

The tested methodologies form an interesting route for the discovery of new yeast
strains. It is important to optimize the process to generate a more refined methodology. The
steps of controlling fermentative parameters and the analysis of volatile compounds can be

separated into two different strands for future studies.
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1 Introducéo

1.1 Acerveja

A origem da descoberta do processo de fermentacdo alcodlica ndo € bem definida
pelos historiadores. Registos arqueoldgicos mostram indicios de que a producéo de cerveja
existe como uma atividade organizada ha pelo menos 5000 anos, o que torna a sua produgdo
uma das tecnologias mais antigas do mundo (Boulton & Quain, 2001). As primeiras
evidéncias da existéncia de bebidas fermentadas originam da China. Analises quimicas de
compostos organicos retidos em jarros de ceramica do periodo Neolitico revelaram que
bebidas fermentadas de arroz, mel e frutas ja eram produzidas no milénio de 7000 a.C., mas
acredita-se que as bebidas fermentadas a partir de grdos, mais préximas da cerveja que
conhecemos atualmente, comecaram a ser produzidas na Mesopotamia e no Egito, primeiras
regies onde o cultivo de grdos prosperou. Os egipcios ensinaram sobre o fabrico de cerveja
para 0S gregos € romanos, que repassaram 0 conhecimento pela Europa. O continente
europeu, por sua vez, foi onde surgiu o processo de producdo da cerveja moderna, feita a
partir de malte e lupulo, e onde pela primeira vez a cerveja passou a ser armazenada em
barris. Em 1516 foi assinada a Lei da Pureza da Baviera (Reinheitsgebot), que proibia o uso
de qualquer ingrediente no fabrico da cerveja além de malte de cevada, lUpulo e dgua (ainda
ndo se tinha conhecimento sobre o fermento). Ela estabeleceu padrdes fundamentais para o
fabrico da cerveja numa época em que as rapidas mudangas na tecnologia e nas variedades
de cerveja dificultava o controlo por parte das autoridades e dos consumidores. Além de
definir o produto ao qual o termo “cerveja” se referia, essa lei também definiu pregos e
estabeleceu medidas administrativas para assegurar uma oferta suficiente e uma qualidade
satisfatoria (Boulton & Quain, 2001; F. G. Meussdoerffer, 2009; Nelson, 2005).

Apenas durante o seculo XIX foi descoberto que a levedura converte o aglcar em
etanol e didxido de carbono, processo conhecido como fermentagdo. Os povos mais antigos
nédo possuiam o devido conhecimento sobre esse produto, apesar de haver evidencias de que
era sabido que a fermentacdo tinha que ocorrer para que fosse produzida uma bebida

minimamente inebriante (Nelson, 2005).

Hoje a cerveja ja esta estabelecida como uma das mais populares bebidas do mundo,

movimentando um mercado de centenas de bilhGes de euros. A producdo de cervejas
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artesanais apresentou um crescimento expressivo na ultima década como consequéncia das
alteracdes no consumo. Os apreciadores de cerveja buscam experiéncias diferentes e tém
cada vez mais preferido qualidade a quantidade. As pequenas cervejarias de producéo
artesanal oferecem cervejas especiais que contemplam esse novo nicho, passando a ocupar
mais espago no mercado (Donadini & Porretta, 2017; Garrett Oliver, 2011; The Brewers of
Europe, 2019).

Apesar da crise econdmica que atingiu a Europa a quase uma década, ter afetado o
volume de cerveja produzida em Portugal Continental, houve um aumento no namero de
microcervejarias que até entdo ndo tinha sido observado. Entre 2012 e 2017 o nimero de
cervejarias de pequeno porte duplicou e é estimado que a Unido Europeia conte hoje com
10000 cervejarias, sendo 1000 unidades criadas no periodo de um ano, entre 2016 e 2017. A
chegada dessas novas cervejarias impulsionou os investimentos em inovacéo, criando uma
variedade maior de produtos disponiveis para atingir as expectativas do consumidor atual
(The Brewers of Europe, 2018, 2019).

As tendéncias atuais no mercado cervejeiro envolvem a descoberta de novos sabores
que podem ser incorporados a cerveja. E, ainda que o lUpulo seja o ingrediente que mais
influencie as caracteristicas aromaticas, a principal frente de investigacdo esta relacionada
com a utilizacdo de espécies e estirpes de leveduras ndo convencionais no processo. Tanto o
desenvolvimento de receitas com uso de novas estirpes de leveduras selvagens, quanto a
exploracdo do potencial genético de espécies comumente associadas a contaminagdo
mostram-se caminhos promissores para a expansao desse mercado (Engelking, 2018; Funk,
2019).

1.2 Fabrico industrial

Atualmente, as restricdes impostas pela Lei da Pureza da Baviera & terminologia
cervejeira € menos respeitada, tendo-se esta tornada aplicavel a uma grande quantidade de
bebidas de aparéncia e sabor muito diferentes e produzidas a partir de uma variedade de
matérias-primas. Na maioria dos casos a cevada maltada fornece a principal fonte de
acucares fermentaveis, mas muitas outras fontes de substrato podem ser usadas. As cervejas

também podem ou ndo conter lUpulo ou outras substancias amargas e pode ser adicionada
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toda uma gama de outros aromas, incluindo frutas, especiarias e varios extratos de plantas.
Em alguns casos, as cervejas podem nem conter alcool (Bamforth, 2000; Boulton & Quain,
2001).

No ambito da producéo industrial, entretanto, € observado que, apesar de existirem
diversas receitas diferentes, o conceito apresentado pela Lei da Pureza da Baviera em 1516
ainda serve de parametro para a definicdo dos ingredientes basicos da cerveja. Ou seja, a
producdo de uma bebida padréo € feita a partir de agua, malte de cevada, lGpulo e levedura
(Kunze, 2004).

1.2.1 Ingredientes

1.2.1.1 Agua

Quantitativamente, a agua € a matéria prima mais utilizada na producéo de cerveja.
A grande maioria das cervejas produzidas possui mais de 90% do seu volume em agua. A
qualidade desta 4gua, em especifico a sua concentracdo em sais minerais, é determinante
para o resultado final, ndo s6 pela influéncia direta na textura e no sabor, mas também na

influencia bioquimica do processo de producao (Jackson, 2009).

Os sais presentes na agua estdo fortemente diluidos e apresentam-se como ides
dissociados. Enquanto a maioria dos ides ndo reage com 0s compostos sollveis do malte,
outros sao quimicamente reativos e resultam na alteragdo do pH do mosto. Um dos processos
diretamente influenciados pelas mudancas de pH €é a brassagem do mosto. Esse processo é
dependente da presenca de enzimas e estas possuem condic¢des 6timas para atuacao, podendo

ter a sua atividade reduzida em certas faixas de pH (Kunze, 2004).

Algumas analises tipicas de dguas originarias de locais com exceléncia em produgéo
de cerveja sdo mostradas na Tabela 1.1 e é possivel perceber que a composicdo da agua €
variavel. Essas diferencas surgem de acordo com a geologia especifica de cada local
(Boulton, 2013).



Tabela 1.1 - Andlise da 4gua em locais associados a exceléncia em producéo de cerveja (mg/L)
(Boulton, 2013).

Analito Burton Dortmund  Pilsen Munique Londres
Célcio 2502350 200a250 5al0 80a 100 80a 100
Magnésio 20a35 20230 3a4 18a22 4a6
Bicarbonato 300-350 1502200 12a15 1502180  100a 120
Carbonato 130a 150 - - - 122130
Cloreto 20240 50a60 4a8 30a40 15a20
Nitrato 15a25 40a50 Tragos 50a55 2ab5

A industria cervejeira continua a ser importante nos locais mencionados
anteriormente e, para estes, a composi¢do da agua ainda é um fator determinante para 0s
estilos de cervejas produzidos. No entanto, o crescimento das empresas internacionais e a
necessidade de produzir diferentes estilos em um mesmo local resultaram na necessidade de

manipular a composi¢do ionica da agua conforme necessario (Boulton, 2013).

1.2.1.2 Malte de cevada

Cevada (Hordeum vulgare), ilustrada na Figura 1.1, é o principal cereal usado para
produzir malte, sendo o0 malte de cevada utilizado em 90% da producéo global de cerveja
(Parker, 2012). A sua utilizacdo esta ligada ao facto desse cereal possuir um elevado teor de
amido e da sua casca manter aderéncia ao grao mesmo depois de processado para produzir
malte (Kunze, 2004). Este ultimo fator é importante pois a presenca da casca permite a
formacgédo de uma camada de filtragdo bastante conveniente para a etapa de producdo do
mosto (F. Meussdoerffer & Zarnkow, 2009).

Maltagem é o termo que descreve 0 processo no qual sementes e graos sdo
germinados de forma controlada e dentro de condigdes especificas. No contexto da producédo

de cerveja, 0 malte é a fonte de agucares fermentaveis e de nutrientes que possibilitam o
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crescimento das leveduras durante a fase de fermentagédo da cerveja (Boulton, 2013). Um
dos principais objetivos da maltagem é o desenvolvimento de enzimas no grdo com
degradacéo simultanea de substéncias de alto peso molecular na parede celular (ERlinger &
Narzil3, 2010). O processo € necessario porque o amido presente no grdo fica retido em
estruturas celulares no endosperma, que apresentam parede celular formada por proteina,
pentosano e glucano. As enzimas naturalmente presentes no gréo irdo degradar o material da

matriz que retém o amido para liberta-lo e converté-lo em acucar fermentavel (Parker, 2012).

Camada de

. Escutelo
aleurona Endosperma Embrido Casca

Figura 1.1 - Estrutura do gréo de cevada (Stewart, 2016).

A producdo de malte passa por trés etapas: molha, germinacdo e secagem. Na
primeira, o grdo de cevada é humedecido para que esteja pronto para germinar. E nesse
momento que as enzimas necessarias sdo sintetizadas. Por fim, a germinacéo é interrompida
através da secagem com aplicacgdo de calor. A intensidade dessa etapa ira determinar o nivel
de torra do grdo e pode gerar uma variedade enorme de tipos de malte, com diferentes cores

e aromas associados (Boulton, 2013).

1.2.1.3 Lupulo

O ldpulo (Humulus lupulus) é uma planta perenial classificada como membro da
familia Cannabaceae (que também inclui o género Cannabis) produzida, na sua maioria, no
hemisfério norte. As plantas masculina e feminina sdo distintas e, no que diz respeito a

producdo de cerveja, o termo lupulo é designado apenas para a inflorescéncia da planta



feminina, Unica parte utilizada no processo. Apos a colheita, o ltpulo é seco e processado

para garantir que o seu valor ndo se perde (Kunze, 2004; Parker, 2012).

Em comparacdo com o malte, o lGpulo € usado em quantidades minoritarias, porém
com grande impacto na qualidade do produto final. O interesse pelo lGpulo por parte da
indUstria cervejeira da-se pelo facto da planta sintetizar resinas e 6leos essenciais que
conferem a cerveja as suas caracteristicas tipicas de amargor e aroma, respetivamente
(Almaguer, Schoénberger, Gastl, Arendt, & Becker, 2014).

Entre as resinas que constituem o sabor amargo do lUpulo, destacam-se 0s a-acidos
por apresentarem alto potencial de amargor. A solubilidade dos a-4cidos é dependente do
pH do meio e no mosto essas substancias ndo se dissolvem de forma eficiente. Portanto, elas
sdo submetidas ao processo de fervura junto ao mosto, no qual sofrem isomerizacdo (Figura
1.2). Os produtos da isomerizacdo apresentam solubilidade consideravelmente maior que 0s

a-acidos originais e sdo altamente estaveis no pH da cerveja (ERlinger & Narzi3, 2010).

Ry--++ cohumulone

R,==+
: j (n)humulone
dhumul oy
Ryrees adhumulone . he
3 " 4 / 4 /

CHa CHy

a-acido trans-iso-a-acido cis-iso-a-acido

Figura 1.2 - Estrutura quimica dos a-acidos do lipulo e dos produtos da isomerizagao induzida
pelo aumento de temperatura durante a fervura do mosto (Almaguer et al., 2014).

Outro grupo de compostos precursores de amargor classificados como resinas séo 0s
B-acidos (Figura 1.3). Estes também apresentam baixa solubilidade no meio, mas, diferente
da porcéo a, ndo sofrem o processo de isomerizacao. O resultado € uma menor contribuigédo

para o sabor amargo da cerveja (Almaguer et al., 2014).
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Figura 1.3 - Estruturas quimicas dos S-acidos do lupulo

Os acidos amargos do lupulo também contribuem para a estabilidade microbiana da
cerveja, 0 que ajuda na protecdo contra contaminacdes, e para a formacdo adequada de
espuma (Almaguer et al., 2014).

Dependendo das caracteristicas de sabor e aroma desejadas para o produto final, a
adicdo do lupulo pode ocorrer em diferentes momentos do processo. Os lUpulos usados com
finalidade de conferir amargor sdo adicionados no inicio da fervura do mosto para que 0s a
-acidos sejam isomerizados, enquanto lupulos usados para aroma adentram o processo nos
momentos finais da fervura para garantir que os 6leos essenciais, que possuem maior
volatilidade, fiquem retidos. Existe também o conceito de dry hopping, no qual Iipulos mais
aromaticos ndo sdo submetidos a fervura e sdo adicionados apds a fermentacdo (Boulton,
2013).

1.2.1.4 Levedura

Levedura é o nome dado aos microrganismos do reino Fungi cujo crescimento
vegetativo é predominantemente resultante de brotamento ou fissdo. E um dos principais
grupos de microrganismos explorados na producdo de alimentos e bebidas fermentados. As
leveduras mais comummente usadas nas fermentacGes alimentares pertencem ao género

Saccharomyces, que realizam uma fermentacédo do tipo alcoodlica (Tofalo & Suzzi, 2016).



No caso da cerveja, sdo duas as espécies de levedura Saccharomyces utilizadas
comercialmente: S. cerevisiae (levedura ale) e S. pastorianus (levedura lager). A primeira
trabalha em temperaturas mais altas, com fermentacdes 6timas entre 18 e 22°C. Essa espécie
normalmente apresenta alta floculacéo, o que leva a aglomeracéo das leveduras na superficie
do liquido ao fim da etapa fermentativa, dando origem ao conceito de “fermentacao de topo”.
A floculagcdo é uma caracteristica resultante da expressdo do gendtipo de cada estirpe de
levedura e pode ser uma resposta ao stress induzido pelas condi¢bes do meio ao fim da
fermentacdo, mais especificamente pela escassez de nutrientes. No caso da S. cerevisiae, a
associagao com o gas carbonico faz com que os flocos emerjam a superficie. A espécie S.
pastorianus, antes conhecida como S. carlsbergensis, apresenta atividade 6tima em
temperaturas mais baixas, entre 7 e 15°C. Essas leveduras sdo caracterizadas pela
fermentacdo de fundo, uma vez que ndo apresentam o efeito de sustentacdo pelo CO; e

sedimentam ao fim do processo (Boulton, 2013; Livens, 2016).

Durante a fermentacdo, a atividade metabolica da levedura gera compostos que se
mantém na cerveja e contribuem para a formacéo de seu sabor e aroma (Boulton, 2013). O
tipo de levedura usada no processo fermentativo tem grande influéncia nas caracteristicas
finais que a bebida ird apresentar. Algumas cervejas sdo produzidas com uma Unica estirpe
de levedura, enquanto outras séo feitas a partir de uma mistura de estirpes diferentes. As
leveduras usadas em cada cervejaria séo diferentes umas das outras e contribuem para um

produto final com caracteristicas Unicas (Parker, 2012).

1.2.2 Processo de producéo

O processo tradicional de obtencdo da cerveja consiste em trés fases principais:
producdo do mosto, fermentacdo e processamento pds-fermentativo (Figura 1.4). Cada uma
dessas fases subdivide-se em diversas outras etapas que irdo variar de acordo com as
caracteristicas pretendidas para a cerveja e das matérias primas utilizadas. E possivel,

entretanto, definir etapas comuns aos mais variados processos (Boulton & Quain, 2001).
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Figura 1.4 - Esquema simplificado das etapas basicas de producéo de cerveja.

O primeiro estagio de produgdo em uma cervejaria € o preparo do mosto, que se inicia
com a moagem do malte. Essa etapa tem como objetivo reduzir as particulas a um tamanho
6timo e liberar o contetdo do endosperma do malte de dentro de sua casca (ERlinger &
Narzil3, 2010).

O malte moido é suspenso em &gua e aquecido na etapa chamada brassagem. E uma
importante etapa na qual as substancias contidas no malte entram em solugéo e, com a acéao
das enzimas, € obtido o extrato de acUcares fermentaveis. A principal propriedade das
enzimas € sua capacidade de degradar ligagdes quimicas e seus substratos. Os componentes
mais relevantes a serem hidrolisados na producdo de cerveja sdo o amido, B-glucanos e

proteinas. (Kunze, 2004).

Para realizar os complexos procedimentos de hidrolise dos componentes do mosto,
este é submetido a uma sequencia de aquecimentos a diferentes temperaturas e tempos de
exposi¢do para que sejam atingidas as condi¢Oes cataliticas 6timas de cada enzima, de

acordo com o tipo de cerveja que se deseja conseguir como produto final (Stewart, 2016).

Em um programa de brassagem tipico, como o demonstrado na Figura 1.5, 0 processo
se inicia em uma temperatura na qual as enzimas protease e glucanase séo estimuladas. Apés
o0 tempo de acdo dessas enzimas, a temperatura € gradualmente aumentada até que as o e -
amilases sejam ativadas e promovam a sacarificacdo do amido. Com o calor aplicado,
também ocorre a degradacdo da estrutura cristalina do amido, o que resulta na sua

gelatinizacdo. Isso permite que o carboidrato esteja suscetivel a acdo das amilases. Ao fim



da sacarificacdo, a temperatura € elevada mais uma vez para que haja a desnaturacdo das
enzimas ativadas no processo (Boulton & Quain, 2001; Stewart, 2016).
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Mosto pronto
para filtracéo
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Figura 1.5 - Perfil de temperatura de um programa de brassagem tipico (Stewart, 2016).

Os parametros especificos da brassagem, como perfil de temperatura, tempos de
extracdo, tipo de malte e intensidade de torra, variam de acordo com o tipo de cerveja que
se deseja obter no final do processo. A composi¢do do mosto doce resultante da brassagem
é complexa e depende desses parametros, mas de maneira geral cerca de 90% dos sélidos
totais corresponde a fracdo de carboidratos. Os mais abundantes sdo a maltose e sacarideos
como maltotriose e maltotetrose. Também sdo encontrados acuUcares fermentaveis mais
simples, incluindo glucose, frutose e sacarose, assim como compostos ndo fermentaveis de

cadeias mais longas como dextrinas, glucanos e pentosanos (Boulton, 2013).

A prdoxima etapa consiste na separacdo dos solidos do liquido. No fabrico artesanal,
0 mosto € mantido em repouso no tanque de brassagem para que o bagaco resultante dos
gréos se assente e crie uma torta de filtracdo. A primeira drenagem de mosto através da torta
€ 0 que se chama de mosto primario. O bagaco, entretanto, ainda possui uma quantidade
razoavel de extrato que deve ser recuperado. Portanto os grdos sdo lavados com agua quente,
gerando um mosto secundario mais diluido (Kunze, 2004). No processo industrial €é comum

que a separacgdo sélido-liquido seja feita com o uso de filtros prensa, que ndo dependem da
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formagdo da torta de filtracdo e apresentam maior rendimento (Krottenthaler, Back,
Zarnkow, & Esslinger, 2009).

O estagio seguinte consiste na fervura do mosto, no qual diferentes reaces quimicas
ocorrem como a extracao e isomerizacao de compostos do lupulo. De acordo com o tipo de
lupulo usado, a sua adicdo pode ocorrer no inicio da ebuligdo, para conferir amargor, ou mais
no final da etapa, para adi¢do de aroma. Outros diversos processos acontecem durante a
fervura e alguns exemplos séo: desenvolvimento da coloracdo da cerveja (reacdo de
Maillard), inativacdo das enzimas do malte e esterilizacdo do mosto. O mosto clarificado
passa por arrefecimento e € enviado para a etapa de fermentacéo (Boulton & Quain, 2001;
Krottenthaler, Back, & Zarnkow, 2009).

Para que o0 mosto se transforme em cerveja € preciso que 0s acucares nele presentes
sejam fermentados a etanol e dioxido de carbono. Esse processo também resulta na formacéo
de subprodutos que terdo um efeito consideravel no sabor, aroma e outras propriedades
caracteristicas da cerveja (Kunze, 2004). Com excecao do tempo e da temperatura, o perfil
da fermentacdo é o mesmo tanto para ales quanto para lagers e pode ser descrito por trés
fases: fase de laténcia, fase de fermentacdo e fase estacionaria. Apds a inoculacdo €
observada a fase de laténcia, na qual as leveduras passam por um periodo de aclimatagdo e
aparentam ndo possuir atividade, apesar de estarem metabolicamente ativas. No periodo
seguinte € produzida nova biomassa, ja que a presenca de glucose no meio garante energia
suficiente para o crescimento celular e reproducdo. Apés o estoque de glucose se esgotar, as
células alteram para a via metabolica fermentativa na qual o restante dos acucares
fermentéaveis serdo utilizados para producdo de etanol e CO». Por fim, o processo
fermentativo se encerra com a reducdo da concentracdo de nutrientes do mosto. Assim, as
leveduras iniciam um periodo de senescéncia e comecam a flocular, o que indica que a

fermentacdo chegou ao fim (Livens, 2016).

O processo pos fermentativo se inicia com uma fase de condicionamento ou
maturacdo. Na presenca de leveduras viaveis se inicia uma fermentacao secundaria, na qual
sdo consumidos os agucares residuais ou os agucares adicionados na etapa chamada de
priming, formando etanol e CO,. Com o tanque de maturacéo selado, o gas carbénico sob
pressdo satura 0 meio e promove a carbonatacao natural da cerveja (Boulton, 2013; ERlinger,
2009).
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Por fim, a cerveja pode ser submetida a um processo de filtracdo para obtencdo de
um produto final mais claro e brilhante. Antes de ser engarrafada, a bebida filtrada é mantida
em tanques refrigerados para ajustes finais, sendo o mais importante deles o ajuste de
carbonatacdo. A cerveja dos tanques pode, entdo, ser enviada para o engarrafamento, onde
sera colocada em barris, garrafas ou latas. As duas Ultimas podem ainda passar por processos
de pasteurizagéo (Boulton & Quain, 2001).

1.3 O papel da levedura na producéo de cerveja

As leveduras cervejeiras sdo microrganismos heterotréficos e anaerdbicos
facultativos. Sendo assim, de acordo com a disponibilidade de oxigénio e hidratos de
carbono, o metabolismo pode ser totalmente aerdbico e oxidativo ou fermentativo (Briggs,
Boulton, & Brookes, 2004).

A bioguimica de um processo fermentativo é complexa e envolve diversas fases do
metabolismo celular. Considerando que existem centenas de compostos ja detetados na
cerveja, ndo é possivel atribuir um simples mecanismo que explique tal composicéo. Porém,
deve-se notar que o piruvato e a acetil-CoA atuam como pontos centrais na formacéao de
metabolitos primarios e secundarios (Figura 1.6). O controle da fermentacdo deve ser feito
com o objetivo de regular as condi¢des nas quais os subprodutos do crescimento biol6gico
serdo produzidos, quer em termos de quantidade desejadas, quer no espaco de tempo. Deste
modo, a escolha de uma estirpe de levedura para producdo de cerveja ocorre com base no
seu potencial para gerar um produto com uma composicao dentro dos padrdes considerados

adequados para esse tipo de bebida (Boulton & Quain, 2001).
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Figura 1.6 - Fungdes centrais do piruvato e acetil-CoA nas rotas de formacéo dos metabolitos
primarios e secundarios da cerveja a partir dos aglcares presentes no mosto (Boulton & Quain,
2001).

1.3.1 Fermentacao alcoodlica

Nas condic¢des encontradas durante a fermentagdo alcodlica, os produtos principais
do catabolismo da glucose sdo o etanol e o didxido de carbono (Figura 1.7). O aclcar do
mosto € convertido em piruvato e a energia liberada pela reacéo € usada na formacéo de ATP
e NADH. Ocorre entdo a descarboxilacdo do piruvato, que resulta na liberacdo do didxido
de carbono e formacdo acetaldeido. Esse, por fim, da origem ao etanol, regenerando NAD*
para permitir a continuidade do ciclo (Walker & Walker, 2018).
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Figura 1.7 - (a) Resumo das reacdes de glicolise e fermentaco realizadas por leveduras; (b)
Reacdes enzimaticas que ocorrem durante a fermentagdo de leveduras (Walker & Walker, 2018).

Além da reacdo principal que produz etanol e CO>, outras reacdes menores ocorrem
durante a fermentacdo e resultam no consumo de componentes do mosto e na consequente
formacéo de diversos produtos que irdo contribuir para as caracteristicas de sabor e aroma
da cerveja. A variacdo nas concentracfes de tais compostos, mesmo pequena, apresenta
impactos significativos no produto final. Logo, cada estirpe ndo apenas esta individualmente
associada a producdo de um estilo de cerveja em particular, como também é comum que
diferentes cervejarias possuam suas estirpes exclusivas para manter caracteristicas

especificas da marca (Boulton, 2013).

Enquanto as espécies de Saccharomyces sdo reconhecidas como 0s principais
microrganismos produtores de alcool, estas ndo sdo as Unicas leveduras capazes de realizar
fermentacdo alcodlica. Na Tabela 1.2 sdo apresentados alguns exemplos de espécies nao-
Saccharomyces e as suas aplicacdes ja descobertas. Ainda que sejam capazes de gerar etanol,
0 uso de leveduras ndo-convencionais na producdo de bebidas alcodlicas tem como principal
atrativo a possibilidade de trazer beneficios quanto a elaboracdo de sabores e aromas
diferentes (Walker & Walker, 2018).
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Tabela 1.2 - Espécies de leveduras ndo Saccharomyces e suas potenciais aplicagoes
biotecnoldgicas. Adaptado de Walker & Walker (2018).

Espécie de levedura

Substrato fermentado

Potencial

Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces marxianus
Dekkera bruxellensis

Dekkera bruxellensis
Metschnikowia pulcherrima
Wickerhamomyces anomalus
Pichia kluyveri

Toruslaspora delbrueckii
Sacchamomycodes lidwigii
Candida zemplinina
Hanseniaspora uvarum
Scheffersomyces (Pichia) stipitis
Scheffersomyces (Pichia) stipitis e

Kluyveromyces marxianus

Schizosaccharomyces pombe

Lactose (soro de queijo)

Frutose (agawve)

Glucose, maltose (hidrolisados de amido)

Glucose, frutose (mosto de uva)
Glucose, frutose (mosto de uva)
Glucose, maltose (mosto de malte)
Glucose, maltose (mosto de malte)
Glucose, maltose (mosto de malte)
Glucose (mosto de malte)
Glucose, maltose (mosto de malte)

Glucose, frutose (mosto de uva)

Glucose, xilose, arabinose (lignocelulose)
manose, fucose, rhamnose de biomassa de

algas)

Sacarose (melago)

Bebidas destiladas, bioetanol
Tequila, mezcal, bioetanol
Bebidas destiladas, bioetanol
Vinho (contaminagéo)
Vinho

Cerveja

Cerweja, tequila

Cerweja

Cerveja de baixo teor alcodlico
Cerweja

Vinho

Bioetanol

Bioetanol (de macroalgas)

Rum

1.3.2 Metabolitos secundarios e as suas caracteristicas sensoriais

A cerveja é um produto alimentar que traz em seu sabor e aroma grande parte de sua

identidade. Diversos estilos sdo atribuidos as diferentes caracteristicas sensoriais

apresentadas pelas cervejas produzidas por todo o mundo. As lagers alemas, por exemplo,

sdo tipicamente encorpadas e perfumadas. Ja as lagers de estilo americano séo produzidas

de forma a que o resultado seja uma bebida leve e pouco aromatica (Tang & Li, 2016). Como

apontado no tdpico anterior, essas qualidades sdo resultado da soma de diversos

componentes gerados ao longo de todo o processo de producdo da bebida. Muitos deles

surgem durante a fermentagdo como intermediarios ou subprodutos. Nesta secdo serdo

introduzidos alguns dos grupos de compostos encontrados na cerveja resultantes do
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metabolismo da levedura. Os grupos com maior relevancia sensorial em cerveja incluem
alcoois superiores, ésteres e compostos fendlicos volateis (Liu, 2015; Pires, Teixeira,
Branyik, & Vicente, 2014).

1.3.2.1 Esteres

Esteres de cadeia curta e cadeia ramificada sdo considerados os compostos volateis
de maior importancia na cerveja. De maneira geral, os ésteres concedem notas frutadas a
bebida e o seu impacto no sabor e aroma € positivo. No entanto, caso sejam formados em
quantidades excessiva € possivel que ocasionem um aroma a solvente, atributo considerado
indesejado (Liu, 2015; Tang & Li, 2016).

Esses compostos sdao formados no interior da célula da levedura. Por serem
lipossoluveis, os ésteres acetatos difundem-se rapidamente pela membrana celular para o
meio de fermentacdo. Ja os ésteres etilicos de acidos gordos apresentam menor eficiéncia de
transferéncia quanto maior o tamanho da cadeia. A escolha tanto da espécie quanto da estirpe
de levedura usada na fermentacdo ird4 impactar de forma relevante a producdo de ésteres
totais e suas devidas propor¢des (Verstrepen et. al., 2003). Os principais ésteres de aroma
ativo presentes na cerveja e suas caracteristicas quimicas e sensoriais estdo apresentados na
Tabela 1.3.
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Tabela 1.3 - Principais ésteres de aroma ativo presentes na cerveja e suas caracteristicas quimicas
e sensoriais (Verstrepen et al., 2003).

Concentragdo
médiaem
cervejas tipo Descritores
Composto Estrutura quimica lager (mg/L) associados
(@]
Acetato de )]\ PN Frutado,
etilo O 18,4 solvente
@]
Acetato de /]\/\ O)J\
isoamilo 1,72 Banana, péra
@]
Acetato ).k
feniletilico O 0,54 Rosas, mel
0]
Caproato de /\/\)L
etilo O/\ 0,14 Mac3, anis
0]
Caprilato de /\/\/\)L
etilo O/\ 0,17 Mag

1.3.2.2 Alcoois superiores

Além do etanol, os alcoois superiores sdo outro tipo de alcool que aparece na

composicdo da cerveja e traz impactos, positivos e negativos, ao seu paladar. Em

quantidades moderadas, as caracteristicas de aroma desses compostos contribuem para a

formacdo de um perfil sensorial harmonioso. Em excesso, porém, podem causar um amargor

desagradavel. Sua formacéo esta diretamente relacionada a levedura, sendo constatado que,

sob as mesmas condic¢des, algumas estirpes do microrganismo sdo capazes de produzir até

cinco vezes mais alcoois superiores que outras (Tang & Li, 2016). Os principais alcoois

superiores de aroma ativo presentes na cerveja e suas caracteristicas quimicas e sensoriais

estdo apresentados na Tabela 1.4.
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Tabela 1.4 - Principais &lcoois superiores de aroma ativo presentes na cerveja e suas caracteristicas
quimicas e sensoriais (Pires, Teixeira, Branyik, & Vicente, 2014)

Concentracéo
médiaem
cervejas tipo Descritores
Composto Estrutura quimica lager (mg/L) associados
/\/OH
n-Propanol 10,5 Alcodlico, doce
/]\/OH
Isobutanol 30,5 Solvente
Alcool /l\ﬂ Ancodlico,
isoamilico OH 74 banana
Alcool Ho\/\/\CH3 Alcodlico,
amilico 20,5 solvente

©A,OH
2-Feniletanol 53,5 Rosas

1.3.2.3 Compostos fendlicos volateis

Compostos fenolicos estdo presentes na cerveja nas formas monomérica e
polimérica. Entre os mondmeros fendlicos encontram-se os fendis volateis. Diversos
compostos fendlicos volateis de sabor ativo, como guaiacol, acetovanilona, 4-vinilseringol,
4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol, sdo detetaveis na cerveja. Na sua maioria, esses fendis séo
provenientes de matérias primas como o0 malte e ja surgem na composi¢do do mosto nao
fermentado. Apenas o 4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol sdo sintetizados durante a atividade da
levedura. A presenca desses compostos € tipicamente classificada como indesejada quando
presentes em quantidades excessivas. Mas apesar de terem sido estabelecidos como um sabor
ruim, em alguns tipos especificos de cerveja de trigo e cervejas com sabor fumado sua
presenca é essencial para a formagéo dos sabores caracteristicos de cada estilo (Vanbeneden,

Gils, Delvaux, & Delvaux, 2008). Os principais compostos fendlicos de aroma ativo
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presentes na cerveja e suas caracteristicas quimicas e sensoriais estdo apresentados na Tabela
15.

Tabela 1.5 - Principais compostos fenélicos de aroma ativo presentes na cerveja e suas
caracteristicas quimicas e sensoriais (Burdock, 2010; Vanbeneden et al., 2008).

Concentracéo
médiaem
cervejas tipo Descritores
Composto Estrutura quimica lager (mg/L) associados
/CH2

HO@_/ Extracto de

4-Vinilfenol 0,04 baunilha
HCO X Medicinal,

picante, cravo
4-Vinilguaiacol HO 0,14 daindia

1.4 Caracterizacao do perfil volatil da cerveja

A percecdo organolética da cerveja dependente na sua maior parte das substancias
produzidas pela levedura durante o processo de fermentacdo. Entender a sua composicao
quimica, em especial dos seus compostos volateis, € de extrema importancia tanto para
manter o controle de qualidade do produto como para auxiliar a escolha de matérias primas
e o0 desenvolvimento de novas receitas. A roda dos sabores da cerveja (Figura 1.8),
documento criado por Meilgaard, Dalgliesh, & Clapperton (1979), apresenta 0s compostos
e descritores associados com maior frequéncia a bebida, sendo 59% dos descritores de aroma
e 79% dos descritores de sabor diretamente atribuidos a atividade da levedura. Sendo assim,
para que uma estirpe de levedura possa ser introduzida no mercado de producao cervejeira,
fica evidente a necessidade de caracterizar seu perfil volatil e descrever sua contribui¢do

sensorial ao produto (Garcia, 2017; Silva, Augusto, & Poppi, 2008).
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Figura 1.8 - Roda dos sabores da cerveja (Meilgaard et al., 1979).

1.4.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica analitica de separacdo dos componentes
de uma mistura com o proposito de obter informacdes qualitativas e quantitativas sobre sua
composi¢do molecular (Blumberg, 2012). Considerando a natureza das espécies quimicas de
sabor e aroma ativos e suas concentragdes encontradas na cerveja, a cromatografia gasosa é
0 método convencional utilizado para detecdo e identificacdo de tais compostos. Métodos
ndo-cromatograficos, apesar de ja terem sido utilizados para este proposito, ndo apresentam
o nivel de sensibilidade e seletividade necessario (Hill & Smith, 2000; Silva et al., 2008).

Solid-phase microextraction (SPME) € uma técnica de adsorcdo de dessorcao
simples e eficaz usada para concentrar compostos volateis e ndo volateis de amostras em
fase liquida. Esse método elimina a necessidade do uso de solventes ou aparelhagens

complexas e € compativel com métodos de separacdo de detecdo de analitos, como a
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cromatografia gasosa (Alpendurada, 2000). O principio do SPME consiste em expor uma
pequena porcao de uma fase extrativa, revestimento associado a uma fibra, & amostra por um
tempo determinado. Na amostragem em headspace (HS), a fibra é inserida na fase gasosa
em equilibrio com a matriz aquosa e apenas 0s analitos relativamente volateis sdo extraidos
(Pawliszyn, 2012).

A metodologia da analise em GC com extra¢do por HS-SPME j& foi aplicada com
sucesso em diferentes tipos amostras como ché verde, folhas e frutos de arvores, vinho e a
propria cerveja (Oliveira et al., 2010; Reto, Figueira, Filipe, & Almeida, 2007; Silva et al.,
2008; Suklje et al., 2018)

1.4.2 Analise sensorial

Muitos dos componentes da fracdo volatil da cerveja estdo diretamente relacionados
a parametros de qualidade do processo, que podem ser definidos através de metodologias de
andlise sensorial. Testes sensoriais auxiliam na determinacdo ou otimizagédo do valor que um
produto possui no mercado. As técnicas de analise sensorial sdo principalmente utilizadas
para controle de qualidade, pesquisa e desenvolvimento de produtos (Meilgaard, Civille, &
Carr, 1999; Silva et al., 2012). Algumas cervejas possuem perfis aromaticos considerados
simples, enquanto outras apresentam perfis mais complexos. Os fatores que determinam esse
perfil variam de acordo com o estilo pretendido de cerveja. Em todos os casos, é importante
que haja uma especificacdo minima das caracteristicas de cervejas comercializadas,
incluindo os sabores positivos esperados em uma fermentagdo bem-sucedida e suas
intensidades (Simpson, 2016). Alguns exemplos de atributos sensoriais especificos de uma
cerveja estilo Pale Lager, originados do metabolismo de fermentacao da levedura, sdo vistos
na Tabela 1.6.
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Tabela 1.6 — Exemplos de especificacBes sensoriais de uma cerveja Pale Lager (Simpson, 2016).

Intensidade Impacto da variagdo de
Atributo Composto quimico  de sabor (0- intensidade do atributo nas
10) caracteristicas do produto
Acetato de isoamilo Acetato de isoamilo 2.3 Alto

Acetato de etilo Acetato de etilo 0.8 Médio
Hexanoato de etilo Hexanoato de etilo 0.5 Baixo
Sulfitico Dioxido de enxofre 0.5 Baixo
Azedo Acidos diversos 1.1 Médio

Dentro do ramo alimentar, a comparacdo entre resultados de andlises instrumentais,
como a cromatografia gasosa com espetrometro de massa (GC-MS), e sensoriais tem sido
um recurso utilizado em diversos estudos. Dessa forma, é possivel correlacionar a
intensidade de atributos quantificados por um painel sensorial e a quantidade de compostos
volateis identificados por métodos instrumentais, como foi feito com algumas variedades de
morango, pimenta e aclcar de palma (Chitwood, Pangbornt, & Jennings, 1983; Du, Plotto,
Baldwin, & Rouseff, 2011; Wan mustapha, Chun Wai, Maskat, & Osman, 2008).

1.5 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi validar uma metodologia desde a recolha, ao
isolamento e ao cultivo de leveduras ndo convencionais, a caracterizagdo do perfil volatil,
através de métodos de andlise instrumental por cromatografia gasosa e de analise sensorial.
E proposta deste trabalho desenvolver uma rota de desenvolvimento de estirpes inovadoras
para 0 mercado de producdo de cerveja. Pretende-se também comparar os dois métodos de
caracterizacdo de compostos volateis, quanto a sua capacidade de quantificar os compostos

que compde o perfil aromatico das cervejas, quanto a possivel correlagéo entre os dois.

Dentro dos objetivos desse trabalho, o termo “cerveja” sera utilizado para o produto
da fermentacdo alcodlica, realizada por levedura, de um meio aquoso que contém agucares

derivados de cereais maltados.
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2 Materiais e métodos

O desenvolvimento do projeto englobou trés fases experimentais:
1) Recolha de amostras, cultivo e isolamento de leveduras;

ii) Microfermentacao (fermentacdo com volumes iguais ou inferiores a 100 mL) para
selecdo de estirpes, propagacdo das estirpes selecionadas e fermentacdo para producdo de

cerveja;

iii) Producdo de cerveja a escala laboratorial com volumes iguais ou superiores a 1L,
caracterizacdo do perfil volatil através de analise de cromatografia gasosa, com uso de GC-
FID e HS-SPME, e anélise sensorial.

A sequéncia de experimentos esta brevemente ilustrada na Figura 2.1.

Leveduras de superficies de fabrico
Coleta de amostras <:
Leveduras de tecido vegetal

e Cultivo em meio seletivo MYGP + CuSO,
para inibi¢do de estipes comerciais

e Isolamento de estirpes com diferencas
morfologicas identificadas

Microfermentacdes para triagem e selecdo de
estirpes promissoras para producdo de cerveja

5 ) Fermentagdes

Calibragéo d

paz(;;Ber::g\?(E)létZiss > =® Cromatografia gasosa
truca - .

C\?;lcsarl:llﬁziige > @ Analise sensorial

Figura 2.1 — Esquema simplificado da metodologia experimental adotada neste estudo.
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2.1 Materiais

Materiais e reagentes utilizados durante o projeto: extrato de malte, extrato de
levedura, glucose, peptona, agar, sulfato de cobre (CuSO4), cloreto de sddio (NacCl),
levedura de cerveja seca tipo ale (SafAle S-04, Fermentis, Marcg-en-Barceul, Franca),
levedura de cerveja seca tipo lager (SafLager W-34/70, Fermentis, Marcq-en-Barceul,
Franca), levedura de cerveja liquida tipo ale (WLP300, White Labs, California, E.U.A),
acetato de etilo 99,9%, p.e. 76,5-77,5°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), acetato de
isoamilo 99,7%, p.e. 142°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), acetato de feniletilo 97,0%,
p.e. 238-239°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), caproato de etilo 99,5%, p.e. 168°C
(Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), caprilato de etilo 99,0%, p.e. 206-208°C (Sigma-Aldrich,
Missouri, E.U.A), isobutanol 99,8%, p.e. 108°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), alcool
isoamilico 99,8%, p.e. 131-132°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), 2-feniletanol 99,0%,
p.e. 219°C (Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A), 4-vinilguaiacol 98,0%, p.e. 224°C (Sigma-
Aldrich, Missouri, E.U.A), butanol 100%, etanol 100%.

Formulagdes dos mostos utilizados para fermentacéo:

e Mosto A: feito com extrato de malte seco levemente lupulado (Spraymalt
Hopped Light, Muntons, Stowmarket, Reino Unido) na concentracdo de 125

g/l em agua;

e Mosto B: feito com extrato de malte seco sem presenca de lGpulo (Spraymalt
Light, Muntons, Stowmarket, Reino Unido) na concentracdo de 125 g/l em

agua.

e Mosto C: feito com extrato de malte liquido sem presenca de ldpulo (Light,
Coopers, South Australia, Australia) na concentracao de 155 g/l em &gua.

2.2 Recolha de amostras

Dois tipos de leveduras foram utilizados neste projeto. Um proveniente de ambientes

de producéo de cerveja, as quais serdo chamadas leveduras de superficie de fabrico (LSF), e
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outro encontrado em tecidos vegetais, como folhas, flores e cascas de frutos, aqui

denominadas leveduras selvagens.

2.2.1 Leveduras de superficie de fabrico (LSF)

A recolha de amostras foi realizada em fevereiro de 2019 na Letraria Brew Pub,
fabrica da cerveja LETRA localizada em Vila Verde, Braga, Portugal. Foram colhidas 9
amostras, da superficie de locais promissores para o aparecimento de leveduras nao-
Saccharomyces ou Saccharomyces ndo domesticadas (Tabela 2.1). Essas superficies
estiveram em contacto com matérias-primas que possivelmente trouxeram estirpes selvagens
para o local e foram expostas a leveduras de cerveja industrial passiveis de mutacfes e
divergéncias nas estirpes originais (Gallone et al., 2018; Thorne, 1968). As zaragatoas foram
acondicionadas em tubos com 10 ml de solucgéo salina 0,85% (p/v) estéril e mantidas a 4°C

overnight até que pudessem ser plaqueadas.

Tabela 2.1 - Superficies de recolha de amostras para cultivo e selecdo de leveduras néo
convencionais.

Amostra Superficie de recolha

Rolha de casco de madeira originario da maturacdo de peated

A whisky, em uso para maturacdo de cerveja tipo belga

B Exterior de casco de madeira originario da maturacao de
vinho italiano, em uso para maturacdo de cerveja tipo weiss

C Fermentador

D Casco de madeira vazio

E Tanque de maturagdo de cerveja com adicdo de kiwi

F Maquina de engarrafamento manual
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G Tanque de maturagao vazio

Casco de madeira originario da maturacao de vinho do porto,
em uso para maturacao de cerveja tipo belga

I Bancada de manuseio de lapulo

2.2.2 Leveduras selvagens

As amostras de levedura selvagem foram obtidas a partir de rosas adquiridas no
mercado municipal de Peniche, Leiria, Portugal. As pétalas das rosas foram colocadas
diretamente, sem passar por nenhum tipo de higienizagdo, em 500 ml de mosto A (sec¢édo
2.1) esterilizado em um frasco de vidro (Figura 2.2), de acordo com as instrugdes do
fabricante para propagacéo de leveduras. O mosto foi mantido em agitacéo por 10 minutos,
para que o malte solubilizasse por completo, e em seguida esterilizado em autoclave por 15
minutos a 121°C. Em seguida a inoculagdo, o frasco foi mantido hermeticamente fechado ao
abrigo da luz em temperatura ambiente por 8 semanas. Apds esse periodo foi observado o
acumulo de biomassa no fundo do frasco, assim como formacéo de CO; e aroma alcodlico
caracteristicos da fermentacdo. Estas caracteristicas foram usadas como confirmacéo de uma
fermentacdo bem-sucedida. Parte da biomassa sedimentada foi recolhida com uma espéatula
esterilizada e suspendida em tubos com 10 ml de solucgdo salina 0,85% (p/v) estéril. O
restante foi transferido para um novo frasco com 500 ml de mosto A doce (ndo fermentado)

estéril e armazenado em refrigeracdo. As rosas foram descartadas.
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Figura 2.2 - (a) Rosas usadas como fonte de leveduras selvagens; (b) Mosto estéril inoculado com
as rosas; (c) Mosto ap6s 8 semanas com sinais de formacao de biomassa e fermentacao.

2.3 Condic0es de crescimento de leveduras

2.3.1 Meio de cultura

As leveduras foram cultivadas e isoladas em meio de cultura Malt Yeast Glucose
Peptone (MYGP) agar, com a seguinte composic¢éo: extrato de malte 0,3% (p/v), extrato de
levedura 0,3% (p/v), glucose 1% (p/v), peptona 0,5% (p/v) e agar 1,5% (p/v) em &gua

destilada.

2.3.2 Selegéo de estirpes ndo convencionais

Para selecéo de estirpes ndo convencionais com maior confianga, foi acrescentada ao
meio de cultivo uma solucdo de CuSOs, que apresenta potencial de inibicdo de estirpes
comerciais de Saccharomyces (Van Der Aa Kilhle & Jespersen, 1998). O meio MYGP agar
e a solucdo de CuSO4 foram preparados e autoclavados separadamente a 121°C por 15
minutos. Apos a autoclavagem, metade do meio MYGP foi acrescido de CuSO4, a uma
concentracdo de 400 ppm, em camara de fluxo laminar (Bio 1l Advance 4, Telstar, Terrassa,
Espanha) e em seguida ambas as partes (com e sem CuSQ4) foram distribuidas em placas de

Petri. Os meios foram armazenados a 4°C até utilizacdo, por um periodo inferior a 2 meses.
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2.3.3 Otimizacgao da concentracdo de CuSO4 no meio MYGP

Foram feitos testes prévios para otimizacdo da concentracdo de CuSOs adicionado
ao meio MYGP. A concentracdo escolhida foi aquela que inibiu o crescimento de uma
estirpe comercial e permitiu o crescimento de uma estirpe selvagem, Em um primeiro testo,
utilizou-se uma estirpe comercial ale (SafAle S-04) e uma estirpe selvagem resultante da
inoculacdo de péssego, ja existente em estoque. As estirpes foram repicadas em placas de
Petri com MYGP suplementado com CuSO4 em concentracdes de 0 a 1000 ppm. Um
segundo teste de confirmacdo foi realizado com a levedura selvagem de tecido vegetal de
rosas (levedura selvagem a ser usada em todos 0s ensaios que se seguiram) e uma estirpe

comercial lager (SafLager W-34/70).

2.4 Cultivo de leveduras

Todas as amostras passaram por dilui¢bes decimais sucessivas em solucdo salina
0,85% (p/v) estéril para posteriormente serem cultivadas em placas de Petri. No caso das
LSF, os tubos de solucdo salina com as zaragatoas foram o ponto de partida das dilui¢des. A
concentracéo final de diluicio para cada amostra foi de 1073, Para as leveduras selvagens, a
solugéo salina com biomassa das rosas foi a solucdo inicial das diluigdes. A concentragéo
utilizada foi de 10°°.

De cada tubo de diluicdo, 100 ul foram semeados por espalhamento em placas de
Petri com meio MYGP agar e outros 100 ul foram semeados da mesma forma em meio
MYGP agar com adicdo de CuSO4 a 400 ppm. As placas foram incubadas a 25°C durante 5
dias.
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2.4.1 Isolamento e triagem de estirpes

2.4.1.1 Isolamento

Apo6s o periodo de incubacdo das amostras, as colonias a serem isoladas foram
escolhidas com base na sua suscetibilidade ao CuSOs, tendo sido eliminadas do processo
aquelas que apresentaram forte inibicdo no meio seletivo MYGP agar + CuSOs em
comparacdo ao MYGP agar puro, e diferengas aparentes na morfologia. Os isolados foram
obtidos por repicagens das colonias selecionadas em placas de Petri com MY GP agar, com

incubacdo a 25°C por 5 dias.

2.4.1.2 Triagem

As estirpes isoladas foram submetidas a uma etapa de triagem fermentativa. Esta
triagem € necessaria para que estas leveduras de contaminacdo sejam eliminadas do ensaio
(Gallone et al., 2016). Duas UFC de cada isolado foram recolhidas com ansa de 1 ul e cada
uma inoculada em tubo Falcon estéril com 30 ml de mosto A (seccgdo 2.1), preparado em
frascos Schott, de acordo com as instrucdes do fabricante para propagacao de leveduras, e
autoclavado durante 15 minutos a 121°C. Os tubos inoculados foram mantidos numa
incubadora agitada a 25°C durante 7 dias. Apds o periodo de incubacdo, foi realizada a
triagem para selecionar as estirpes promissoras para a fase de fermentacdo e producgéo de
cerveja. Foram descartadas aquelas que apresentaram caracteristicas indesejadas, como
aroma a grdos ou leguminosas, a terra, oleoso e fendlico. Estirpes foram consideradas
aceitaveis quando, para além de ndo demonstrarem as caracteristicas negativas mencionadas,

possuiam um leve aroma alcodlico, frutado ou maltado.

Para garantir a presenca de apenas um isolado, a biomassa de cada tubo considerado
aceitavel foi cultivada em placas de Petri com meio MYGP agar. Novas triagens foram

realizadas e o0 processo se repetiu até a obtencéo dos isolados finais.
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2.5 Processos fermentativos

2.5.1 Producéo de cerveja

Com as estirpes selecionadas, iniciou-se a etapa de producdo de biomassa e fabrico
da cerveja. As estirpes ndo convencionais isoladas e selecionadas e 3 estirpes comerciais de
controlo — nomeadas Ale (estirpe ale SafAle S-04), Fresca (estirpe ale WLP300) e Lager
(estirpe lager SafLager W-34/70) — foram repicadas em placas de Petri com MYGP agar e
incubadas por 72h a 25°C. Das placas, 1 colonia de cada estirpe foi recolhida com ansa de 1
ul, inoculada em tubo de ensaio 10 ml de mosto estéril e mantida em agitacdo a 25°C por
42h. Em seguida, as suspensdes de levedura foram transferidas para erlenmeyers com 100
ml de mosto B (seccdo 2.1) estéril e mantidas em agitagdo por 42h a 25°C. A biomassa

resultante foi utilizada como indculo da fermentacéo.

A fermentacdo para producdo de cerveja foi realizada em balGes volumétricos de
fundo plano com capacidade para 2 litros (Figura 2.3). Os frascos foram tapados com rolhas
de silicone com uma abertura no centro, onde foram acoplados airlocks para alivio da
pressdo interna. Para cada producéo de cerveja, foi preparado 1 litro de mosto B (sec¢éo 2.1)
que foi agitado durante 20 minutos para homogeneizagao e posteriormente esterilizado em
autoclave por 20 minutos a 121°C. Apds arrefecido, cada mosto foi inoculado com uma
estirpe de levedura em camara de fluxo laminar (Bio Il Advance 4, Telstar, Terrassa,
Espanha). Os baldes foram fechados e os airlocks foram preenchidos com etanol 70% (v/v)
para impedir contaminacGes. A duracdo da fase de fermentacdo foi determinada pelo
controlo dos compostos sollveis presentes no mosto, sendo esta terminada ap6s 3 dias
seguidos sem aumento significativo do grau Brix. Os baldes foram mantidos em ambiente
de temperatura controlada (20 + 2°C) e ao abrigo da luz. As cervejas resultantes foram
transferidas para frascos Schott e armazenadas em camara frigorifica a 4°C até serem

utilizadas para a analise quimica de perfil volatil e analise sensorial.
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Figura 2.3 - Bal@es de fundo plano com mosto inoculado por estirpes de LSF.

2.5.2 Parametros de controlo da fermentacéo

Foi feito 0 acompanhamento diario de dois parametros de controlo da fermentacéo.
O indice de refracdo para quantificacdo dos compostos sollveis no mosto, em °Brix, e a

densidade otica (D.O.), para acompanhar o perfil de crescimento biolégico.

2.5.2.1 Determinagéo do grau Brix

O grau Brix foi determinado com recurso ao refratometro digital de bancada
(RFM340+, Bellingham & Stanley Limited, Kent, Reino Unido) com capacidade de medicéo
entre 0 e 100 °Brix. A amostra foi previamente centrifugada por 5 minutos a 8000 rpm
(centrifuga 5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para sedimentar os sélidos em
suspensdo e de seguida colocou-se uma gota de amostra no suporte de leitura do
refratometro. A calibracdo do equipamento foi feita com agua destilada. O suporte de leitura

do refratdmetro foi limpo com agua destilada a cada leitura.
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2.5.2.2 Densidade 6tica

A densidade dtica foi medida em espectrofotdmetro de bancada (Evolution 201,
Thermo Scientific, Massachusetts, E.U.A.), com leitura da absorvancia a 600 nm. As
amostras foram analisadas em cuvetes com capacidade de 1,5 ml. A calibracdo do

equipamento foi feita com agua destilada.

2.6 Analise de compostos volateis

2.6.1 Anadlise de cromatografia gasosa

A analise dos compostos organicos volateis presentes nas cervejas fermentadas com
leveduras ndo convencionais foi realizada por cromatografia gasosa com detetor de chama
ionizada (Flame lonized Detector — FID) Trace 1300 (Thermo Scientific, Massachusetts,
E.U.A)) e extracdo por HS-SPME com autosampler TriPlus RSH 1300 (Thermo Scientific,
Massachusetts, E.U.A.).

2.6.1.1 Calibracdo das variaveis de identificacdo e quantificacdo dos
volateis de interesse

Foram definidos os compostos volateis para quantificacdo e realizadas as curvas de
calibracdo. Os padrdes selecionados foram acetato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de
feniletilo, caproato de etilo, caprilato de etilo, alcool isoamilico, 2-feniletanol, 4-
vinilguaiacol. Foram feitas soluc6es individuais de cada padrdo e uma solu¢do mistura de
todos os padrdes, diluidas em etanol 5% (v/v de agua destilada) nas concentragdes indicadas

na Tabela 2.2. Todas as calibra¢des foram feitas em triplicado.
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Tabela 2.2 — Concentracdes dos padrdes dos volateis utilizadas para calibragéo das respostas em
GC-FID.

Composto Concentracoes (mg/l)

Acetato de etilo 162.36 90.20 36.08 18.04 9.02 1.80
Acetato de isoamilo 15.77 8.76 3.50 175 088 0.8
Acetato de feniletilo 4.64 2.58 1.03 052 026 0.05
Caproato de etilo 1.96 1.09 0.43 022 011 0.02
Caprilato de etilo 1.95 1.08 0.43 022 0.11 0.02
Isobutanol 289.08 160.60 64.24 3212 16.06 3.21
Alcool isoamilico 364.05 202.25 80.90 4045 20.23 4.05
Alcool feniletilico 459.00 255.00 102.00 51.00 25.50 5.10
4-Viniguaiacol 98.00

O célculo do fator de resposta foi feito com utilizando butanol como padréo interno,

de acordo com a (1):

~
5 S
aQ a
N——

)

X~
SR~
v

onde Ape, Cpe, Api € Cpi sd0 varidveis conhecidas e correspondem respetivamente a area do
pico do cromatograma relativa ao padrdo externo, a concentracdo do padrdo externo, a area

do pico do padréo interno e a concentracdo do padréo interno.

Sob as mesmas condicdes, o valor de F mantém-se constante e as concentragdes dos
compostos de interesse nas amostras foram posteriormente calculadas a partir da mesma
relacdo entre &rea do pico e concentra¢do do composto, como demonstrado na Equacéo (2),

onde Cy e Ay sdo respetivamente a concentracdo e a area do pico do volatil de interesse
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(Castro & Ross, 2015). A concentragéo de butanol utilizada tanto nas calibragdes quanto nas

andlises das amostras foi de 810 mg/I.
A
(—’7) X F 2)

2.6.1.2 Extracéo de volateis por HS-SPME

As variaveis de extragdo por HS-SPME foram definidas com base no estudo de Silva
et al. (2008), modificadas de acordo com as necessidades do processo. Foi utilizada uma
fibra SPME revestida com Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) StableFlex (Supelco, Darmstadt, Alemanha). A fibra foi condicionada
durante 1 hora a 270°C no injetor do GC antes da primeira utilizacdo, conforme as

recomendacdes do fabricante.

Aliguotas de 4,5 ml de amostra foram colocadas em frascos de 20 ml, juntamente
com 500 pl de padréo interno e 1g de NaCl, e seladas com septos de silicone e tampa de
rosca metalica para serem inseridas no autosampler. Os frascos foram colocados em um
agitador aquecido a 40°C por 5 minutos para promover o equilibrio entre as fases liquida e
vapor da amostra. Apds esse tempo, a fibra foi exposta ao headspace por 30 minutos para
extracdo dos analitos, ainda em agitacdo e a 40°C, em seguida introduzida no injetor do

sistema de GC a 210°C e mantida por 15 minutos para dessor¢do dos compostos.

2.6.1.3 Condicoes do GC-FID

A separacdo, detecdo e quantificagdo das amostras foi realizada com GC-FID,
equipado com uma coluna TR-V1 (Thermo Scientific, Massachusetts, E.U.A.) de 30 m de
comprimento, 0,32 mm de didametro e 1,8 pum de espessura de filme, um injetor split/splitless
a operar em modo splitless e um liner SPME de vidro com 4 mm de diametro. A temperatura

do forno foi programada da seguinte maneira: temperatura inicial de 40°C mantida por 2
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minutos, seguido de um aumento gradativo a uma taxa de 10°C/min até alcangar 140°C e
outro aumento de 7°C/min até 250°C, mantendo essa temperatura final por 3 minutos. A
temperatura do FID foi mantida a 280°C e a chama foi alimentada por 350 ml/min de ar
purificado e 35 ml/min de hidrogénio. Hélio foi usado como gas carreador com vazdo de 1
ml/min (Silva et al., 2008).

2.6.2 Analise sensorial

A avaliacdo sensorial das cervejas fermentadas por leveduras ndo convencionais foi
realizada pelo painel néo treinado interno SensoMarES, composto por 27 elementos, 74%
do sexo feminino e 16% do sexo masculino, visando a caracterizacdo das amostras quanto a
presenca de um composto volatil. O composto escolhido foi o acetato de isoamilo por se
tratar de um éster acetato com caracteristicas de aroma e sabor desejaveis e presentes em

uma grande variedade de cervejas (Pinho, Ferreira, & Santos, 2006; Verstrepen et al., 2003).

2.6.2.1 Definicdo de descritores

A primeira etapa da analise consistiu na defini¢cdo dos descritores para o acetato de
isoamilo pelo painel, com base em metodologias ja aplicadas ao estudo da cerveja
(Clapperton, 1973; Guyot-Declerck, Fran, Ritter, Govaerts, & Collin, 2005). Os
participantes do painel provaram uma amostra de acetato de isoamilo e um controlo, ambos
ndo identificados, e foram instruidos a listar as caracteristicas de aroma e sabor mais intensas
na amostra em comparacdo ao controlo. A amostra de acetato de isoamilo foi feita com
adicdo de 32 mg/l do composto a uma cerveja base, fermentada com levedura comercial
lager a partir do mosto C (secc¢éo 2.1) por 7 dias a 20°C. A mesma cerveja base, sem nenhum
tipo de adicdo, foi utilizada como controlo. Ao fim, foi apresentada uma lista de 4 descritores
composta pelos 3 termos mais recorrentes escolhidos pelos provadores e por 1 termo

definido em literatura.
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2.6.2.2 Avaliacdo da intensidade de acetato de isoamilo

Foram analisadas sensorialmente cervejas fermentadas por 3 das 5 estirpes de
leveduras ndo convencionais mais 2 controlos fermentados por levedura comercial lager.
Um dos controlos corresponde a cerveja lager acrescida de 3 mg/l do padréo acetato de
isoamilo (Ctrl_1) e o outro corresponde a cerveja lager sem nenhum tipo de adi¢édo (Ctrl_0).
A metodologia escolhida foi a anélise de Friedman de ranking de comparagdo pareada,
descrita por Meilgaard et al. (1999), usada quando o objetivo do teste sensorial é comparar
diversas amostras quanto a um unico atributo — no caso, a intensidade de concentracao do
acetato de isoamilo. O principio desse método consiste em apresentar aos provadores pares
de amostra, um par de cada vez e em ordem aleatéria até todas as combinagfes serem
apresentadas, e perguntar em qual das duas amostras mais se identifica o atributo avaliado.
Com base nas respostas, as amostras sao arranjadas em uma escala de intensidade desse
atributo. As provas foram divididas em duas sessGes com 5 pares de amostras em cada,
totalizando 10 combinagOes, de acordo com o esquema na Figura 2.4. Os provadores
preencheram, em cada sesséo, uma ficha de prova construida para o efeito (Anexo 2: ). Na
ficha foi pedido que assinalassem em qual amostra, dentro de cada par apresentado, o acetato

de isoamilo era identificado com mais intensidade.

Sessao 1 Sessdo 2
T S T T
Me———] [~— — [ —1 [~— _—
Amostra X Ctrl 0 Amostra X Amostra

- 3 1
T S T T
M~—— M———1 M——1 Me————1
Amgstra X cul 0 Amgstra % cil 1
- — - ~—
Ty Ty Ty Ty
~———1 [~— — [~— —1 [~— —
Amostra| 3¢ ctrl 1 Amgsn‘a X | culo
T S S
M—— S———1 M———1
Amostra Amostra Amostra Amostra
3 X 2 1 % 2
N— N— — —
Yy oy oy
Me———] [~— — [~— _—
Amostral $2 | cul_1 cul 1| % | culo

Figura 2.4 — Esquema de combinacdes de amostras servidas a cada participante do painel
sensorial.
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2.7 Analise exploratdria dos dados

Anélise cinética dos dados experimentais de parametros fermentativos foi feita a partir de
um modelo matematico de primeira ordem (Tschoeke, Henrique, Cavalcanti, Gomes, &
Souza, 2017). As constantes do modelo foram ajustadas para cada fermentagédo pelo método
dos minimos quadrados e os resultados foram considerados significantes quando p value
<0.001. Andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada para discriminar as leveduras
de acordo com as médias de concentragdo dos compostos volateis produzidas em cada
cerveja. Ambas as analises foram feitas com recurso ao software de analise de dados
RStudio.
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3 Resultados e discussdes

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao
isolamento e selecdo de estirpes de levedura ndo convencional, aos processos fermentativos
e aos testes realizados para caracterizacdo e avaliacdo do perfil volatil das leveduras

utilizadas.

3.1 Selecdo de estirpes ndo convencionais

3.1.1 Otimizacao da concentracdo de CuSO4 no meio MYGP

A suscetibilidade ao cobre € uma caracteristica das leveduras de uso industrial que
permite a sua diferenciacdo de estirpes ndo convencionais e o controlo de contaminagdes
durante as fermentacdes (Sun et al., 2016; Taylor & Marsh, 1984).

No primeiro teste com concentragdes de CuSO4 entre 0 e 1000 ppm, a concentragdo
minima necessaria para obter uma inibicdo clara (aproximadamente 0 unidades formadores
de coldnias (UFCs) contaveis) da estirpe comercial foi de 400 ppm. A partir de 800 ppm, a
estirpe selvagem também apresentou inibicdo de crescimento. Um segundo teste de

confirmacéo (

Figura 3.1) foi realizado em meio MY GP agar suplementado de CuSO4 a 400 ppm.
O controlo foi feito em meio MYGP agar. A levedura selvagem do tecido vegetal das rosas
e a estirpe comercial lager (SafLager W-34/70) reagiram de forma diferentes a presenca dos
idos de cobre. Enquanto a levedura selvagem teve um padrdo de crescimento semelhante
ambos os meios, a levedura comercial foi claramente inibida (0 UFCs contaveis) no meio

suplementado. O meio seletivo ficou definido como MYGP + CuSQO4 a 400 ppm.
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Figura 3.1 - Inoculagéo por espalhamento de leveduras em diluigdo 10-4: (a) Levedura selvagem
em MYGP agar; (b) Levedura selvagem em MYGP agar + CuSO4 a 400 ppm; Levedura comercial
lager em MYGP agar; (d) Levedura comercial lager em MYGP agar + CuSO4 a 400 ppm.

3.1.2 Isolamento

A escolha das estirpes de leveduras a serem isoladas teve como critério inicial as
caracteristicas morfologicas em meio sélido e inibi¢do de crescimento na presenca de ides
cobre. No crescimento de leveduras selvagens foi observado apenas um tipo aparente de
morfologia, logo foi recolhido um Gnico isolado. Nas placas com inoculacgéo das LSF houve
crescimento de uma maior diversidade de microrganismos. No final, 18 aparentes estirpes

do tipo LSF foram isoladas, totalizando 19 estirpes ndo convencionais.

3.1.3 Triagem

Por se tratarem de leveduras desconhecidas, todos os isolados foram submetidos a
uma etapa de triagem com o objetivo de avaliar as suas capacidades de fermentar o mosto
de cerveja. Leveduras selvagens e encontradas em ambientes de fabrica sdo consideradas

organismos de contaminacdo em processos por ndo terem sido submetidas ao processo
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evolutivo de domesticago sofrido pelas estirpes comerciais. E comum que a presenca dessas
estirpes ndo domesticadas contribua para a formacdo de uma bebida considerada de

qualidade inferior ou estragada. (Matoulkova, Kopecka, & Kubizniakova, 2013)

O teste de microfermentacdo, com duracdo de 7 dias, foi conduzido e analisado
conforme descrito na secdo anterior (ver ponto 2.4.1). Foram consideradas ndo aptas aquelas
que apresentaram aromas classificados como indesejados ou auséncia de crescimento
bioldgico. Aquelas que ndo apresentaram aromas como indesejados e mostraram
caracteristicas da fermentacdo de cerveja (aroma alcoolico, frutado ou maltado) foram
consideradas aptas para o processo de fermentagéo. Os resultados do primeiro teste realizado
se encontram na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Estirpes isoladas com base em suas caracteristicas morfoldgicas e resultados do
primeiro teste de microfermentacéo

Resultados da

Isolado Tipo Origem Caracteristicas morfologicas microfermentacio

1 LSF A Rugosa, branca, irregular. N&o apta
2 LSF A Lisa, amarelada, redonda, uniforme. Apta

3 LSF B Lisa, branca, leitosa. Apta

4 LSF B Lisa, branca, forma regular. Apta

5 LSF D Lisa, amarela, forma regular, redonda. N&o apta
o o Jeemsofomelmirete o
7 LSF E Lisa, alaranjada, redonda, forma regular. N&o apta
8 LSF E Lisa, branca, transparente, forma regular. Né&o apta
9 LSF E Lisa, branca, leitosa, forma regular Né&o apta
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

LSF

LSF

LSF

LSF

LSF

LSF

LSF

LSF

LSF

Selvagem

Rosas

Ndcleo: rosado, liso, forma irregular.
Periferia: branca, rugosa, forma irregular.

Lisa, branco perolado, forma regular.

Cinzenta, baca, achatada. Ndcleo
ligeiramente mais claro

Lisa, branca, redonda, forma regular.

Cinzenta, baca, achatada, forma regular.

Cinzenta, transparente, com brilho, forma
regular, uniforme.

Lisa, cinzenta, transparente, com brilho,
forma regular. Nucleo mais acastanhado.

Lisa, branca, com brilho, forma regular.
Nucleo mais acastanhado.

Lisa, coral, redonda, forma regular.

Lisa, branca, redonda, forma regular.

Na&o apta

N&o apta

Na&o apta

Na&o apta

N&o apta

Na&o apta

Na&o apta

N&o apta

Na&o apta

Apta

Para garantir que os isolados apresentavam de facto uma Gnica morfologia aparente

e que as células estavam viaveis ao fim da fermentacéo, a biomassa acumulada nos tubos foi

plaqueada. Os testes de triagem foram refeitos com os novos isolados e a sequéncia de

triagem das estirpes para as etapas seguintes ocorreu como demonstrado no esquema da

Figura 3.2. Para fins de distingdo na nomenclatura, foi adicionada a letra W para identificar

as leveduras ndo convencionais e a letra L para as LSF. A levedura selvagem terminou por

ser nomeada W_Rosas para remeter sua origem.
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Figura 3.2 — Sequéncia de triagem das leveduras consideradas aptas na primeira etapa de
microfermentacdo. Os circulos com um X abaixo representam as leveduras que nao foram
consideradas aptas para produzir cerveja.

3.2 Controlo da fermentacao
3.2.1 Densidade 6tica

Durante 0 acompanhamento dos parametros fermentativos, encontrou-se grande
dificuldade de aferir a evolucdo do crescimento celular. O processo de producéo de cerveja
é feito na auséncia de agitacdo, portanto a recolha de aliquotas do mosto durante a
fermentacdo nao foi feita de forma consistente no que diz respeito a quantidade de células
recolhidas. Apds algumas tentativas de fazer medicdes de absorvancia sem sucesso, decidiu-
se pela interrupcdo do acompanhamento deste parametro. Em ensaios futuros, uma possivel
forma mais eficiente de realizar essa analise seria fazer separadamente as fermentacdes em
volumes menores e sob agitacdo com o objetivo apenas de monitorar o perfil de crescimento

celular.
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3.2.2 Determinagéo do grau Brix

Os resultados das medigdes de sdlidos sollveis presentes no mosto ao longo da
fermentacdo evidenciaram que, nas condi¢des propostas no delineamento experimental, o
perfil de consumo de acguUcares apresenta uma tendéncia transversal a quase todas as
amostras, i.e., um decréscimo acentuado durante os dois primeiros dias, seguido de uma
longa estabilizacdo (Figura 3.3). As excecOes sdo as estirpes WL_221 e WL_222, que
apresentaram uma tendéncia de evolucéo baixa e gradativa desde o inicio da fermentacéo,
sem esse consumo elevado evidente nos primeiros dias. Essa diferenca pode estar associada

as caracteristicas do metabolismo dessas estirpes.

As leveduras ndo convencionais, no geral, ndo apresentam a mesma taxa de
conversdo de acgUcares das leveduras comerciais na producdo de etanol. Mas néo foi o caso
da WL _411, que teve um comportamento quase idéntico as estirpes comerciais. Os tempos
de fermentacdo variaram de 7 a 9 dias de acordo com as variagdes no indice de refracdo
medido em °Brix e todas as cervejas fermentadas por estirpes ndo convencionais
apresentaram concentracdo final de etanol menor que aquelas fermentadas por estirpes

comerciais.

12,00
11,00

10,00
9,00
8,00

7,00

6,00

Indice de refracéo (°Brix)

5,00
0 50 100 150 200 250

Tempo de fermentacéo (horas)

—@— Lager —0— Ale Fresca —0—\W_ROSAS
WL 221 WL 222 —e—WL 312 —e—WL 411

Figura 3.3 — Variacdo da concentracdo média de solidos soluveis no mosto medida atraves do
indice de refracdo em °Brix ao longo do tempo de fermentacéo
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As sequéncias de fermentacdo foram feitas em ordem aleatdria, o que dificultou a
padronizacdo da medicdo dos parametros fermentativos e pode ter gerado inconsisténcias
nos resultados. Para evitar esse problema em futuros ensaios dessa natureza, deve-se realizar
0 delineamento das fermentacOes de modo que existam sempre 3 mostos inoculados pela
mesma estirpe no mesmo momento. Dessa forma, garante-se que os dados seréo recolhidos

em triplicada e em tempos de fermentacdo idénticos para uma mesma estirpe.

Para verificar a variacdo de acucares sollveis no mosto e a concentracao de etanol
produzido é preciso fazer a correcdo dos valores medidos em °Brix. Isso porque o indice de
refracdo do meio é alterado ndo apenas pela presenca de aglicares, mas também pela presenca
do etanol. Os célculos sao feitos em funcdo da densidade especifica do mosto, tornando
necessaria também a conversdo desses valores. O calculo da densidade especifica corrigida
ao longo do tempo (FG) foi feito de acordo com a Equacéo (3), onde OB é o valor do indice
de refracdo do mosto medido no momento ap6s a inoculacdo (to) e FB € o indice de refracdo
medido no tempo t (Hall, 1995).

FG = 1.001843 — 0.002318474002318474 « OB — 0.000007775 * OB?
—0.000000034 * OB® + 0.00574 * FB + 0.00003344 * FB? 3)
+ 0.000000086 * FB3

Com os valores de FG é possivel calcular a concentracao de etanol em volume (ABV)
e em massa (Et) por volume de cerveja através da Equacdo (4) e da Equacgdo (5),
respetivamente. OG é o valor da densidade especifica do mosto em to € p,; é a densidade do

etanol em g/I.

ABV(%v/v) = (0G — FG) * 133 (4)
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_ Pet 5)
Et(g/l) = ABV » 7o

Tabela 3.2 — Valores de densidades especificas inicial (OG) e final (FG) e concentracdes finais de
etanol em % v/v (ABV) e g/l (Et) calculados a partir das médias dos valores de indice de refragdo
medidos em °Brix para cada estirpe de levedura.

Estirpe oG FG ABV (% viv) Et(g/l)
Lager 1.0416 1.0104 4.15 32.71
Ale 1.0418 1.0131 3.81 30.09
Fresca 1.0427 1.0090 4.47 35.28
W_Rosas 1.0453 1.0408 0.57 4.52
WL_221 1.0439 1.0340 1.35 10.67
WL_222 1.0437 1.0337 1.29 10.18
WL_312 1.0431 1.0172 3.44 27.13
WL _411 1.0428 1.0161 3.49 27.54

Na Tabela 3.2 podem ser observadas as diferencas na concentragéo final de etanol
entre as estirpes comerciais € as ndo convencionais. A estirpe Fresca apresentou o
metabolismo de fermentagdo alcodlica mais eficiente e foi a que produziu cervejas com
maior ABV, 0 que era esperado por se tratar de uma estirpe comercial de alto valor. Por
outro lado, a menor concentracdo de alcool foi observada na cerveja produzida pela estirpe

selvagem W_Rosas.

Cada levedura atenua agucares de maneira diferente e possui condi¢fes 6timas de
fermentacdo particulares. Leveduras do tipo ale, por exemplo, ndo sdo capazes de
metabolizar melibiose e utilizam maltotriose de maneira menos eficiente que as do tipo lager
(Dedk, 2007). Esses agUcares residuais que permanecem na cerveja justificam a menor
concentracéo de etanol da cerveja fermentada pela estirpe Ale em comparacao a Lager. Uma
hipdtese para o baixo rendimento das leveduras ndo convencionais estudadas € de que o seu

metabolismo inerente atinge atividades mé&ximas em condicdes diferentes daquelas testadas
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pelo experimento. No ambito das investigagdes de leveduras ndo convencionais para a
producdo de cerveja, alguns autores reportam a baixa producdo de &lcool em condicBes
semelhantes as estudadas no presente trabalho. Espécies como Candida zemplinina e
Saccharomycodes ludwigii ndo sdo capazes de fermentar a maltose, agicar em maior
concentracdo no mosto. Essa desvantagem pode ser ultrapassada com o uso de adjuntos ricos
em sacarose ou com recurso a fermentagOes mistas, nas quais a combinagcdo com
Saccharomyces cerevisiae gera uma melhora na cinética do processo (Estela-Escalante,
Rosales-Mendoza, Moscosa-Santillan, & Gonzélez-Ramirez, 2016; Michel et al., 2016).
Leveduras com perfis de consumo de agicares do mosto semelhantes aos apresentados pelas
estirpes W_Rosas, WL_221 e WL_222 também sdo atualmente estudadas na producéo de
cerveja com baixo teor alcodlico (i.e., Mrakia gelida). A caracterizacdo dos perfis
fermentativos dessas leveduras pode determinar novos métodos de producdo de cervejas

diferenciadas e com perfil sensorial agradavel (De Francesco et al., 2018).

A cinética de producéo de etanol ao longo de cada fermentac&o foi analisada através
um modelo matematico de primeira ordem, proposto por Tschoeke, Henrique, Cavalcanti,

Gomes, & Souza (2017), descrito na Equacao (6).

Et(t) = Etpy * (1 — et/7) (6)

Onde:

Et(t) é a producdo de etanol em g/l em funcéo do tempo em horas;
Etmax representa a concentracdo maxima de etanol em g/l;
t € o tempo em horas;
T ¢ uma constante do tempo do processo em horas.
A partir dessa equacéo, € possivel caracterizar cada estirpe quanto ao seu potencial
perfil de consumo de agucares do mosto para producdo de etanol e comparé-las entre si. Os

ajustes das curvas para cada levedura estdo representados em graficos na Figura 3.4. As

constantes Etmax € T podem ser vistas na Tabela 3.3.
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Figura 3.4 — Graficos da variacao da concentracéo de etanol (g/l) ao longo do tempo de
fermentacdo (h) com curvas ajustadas pelo modelo cinético de primeira ordem proposto por
Tschoeke et. al. (2017).
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Os modelos graficos de concentracdo de etanol estdo de acordo com o que foi
observado no gréfico de variacdo dos sélidos soltveis no mosto. A producédo de etanol esta
diretamente associada ao consumo de agucares do mosto através da via metabodlica da
fermentacdo alcodlica, entdo essa relacdo era esperada. A maioria das leveduras apresenta
uma taxa de producdo alcodlica mais elevada nos dois primeiros dias seguida de uma
estabilizacdo gradual até atingir um patamar méximo, com excecdo das estirpes WL_221 e
WL_222. Essas duas estirpes apresentam uma curva mais suave, o que pode ser um indicio
de que o tempo necessario para que a fermentacéo ocorra por completo seja maior do que 0

considerado durante a execugdo da metodologia.

Tabela 3.3 — Constantes parametrizadas pelo modelo cinético de primeira ordem proposto por
Tschoeke et al. (2017) para as fermentacdes realizadas com cada estirpe de levedura.

Estirpe Etmax (9/1) 7 (h)
Lager 32.415 25.812
Ale 30.076 16.354
Fresca 35.424 33.388
W_Rosas 5.567 15.176
WL_221 13.504 118.794
WL_222 9.474 70.386
WL_312 27.364 42.471

WL_411 28.205 7.687

Ao observar os valores de concentracdo maxima de etanol, percebe-se que as estirpes
comerciais apresentam capacidade de atingir um maior teor alcoolico. Entre as estirpes nao
convencionais, WL_312 e WL_411 se destacam com valores altos de Etmax, proximos do
apresentado pela estirpe Ale. Isso indica um potencial para a fermentacao alcoolica por parte
destas leveduras ndo convencionais. Espécies como Candida sheatae e Torulaspora
delbrueckii possuem estirpes caracterizadas como capazes de fermentar 0 mosto cervejeiro
e produzir etanol com rendimentos elevados, apresentando também metabolitos secundarios

relevantes para formacao de sabor e aromas desejados na cerveja (Michel et al., 2016) E
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possivel que para WL_312 e WL_411, a producdo de etanol se aproxime ainda mais do
observado nas fermentacgdes com leveduras comerciais caso as condi¢des do processo sejam

otimizadas.

De acordo com o modelo cinético, o aumento da constante de tempo T diminui a
concentragdo de etanol no tempo t. Ou seja, quanto maior o valor de T, maior o tempo
necessario para a concentragdo de etanol atingir seu maximo. Dentre todas as leveduras,
comerciais e ndo convencionais, WL_411 € a que possui a menor constante de tempo. Aliado
ao fato de seu valor de Etmax Ser 0 mais alto, conclui-se que essa é a estirpe ndo convencional
que possui capacidade de produzir mais etanol em menor tempo. No contexto dos processos
industriais, essa caracteristica é desejada para que a produtividade seja a mais alta possivel
(Powell, Quain, & Smart, 2003). O facto de dessa estirpe possuir parametros fermentativos
superiores aos das estirpes comercias demonstra que leveduras ndo convencionais podem

ainda servir como fonte interessante de inovacdo com valor para a industria.

Para além dos resultados obtidos com as leveduras avaliadas no presente estudo, esse
tipo de analise por si € importante para a caracterizacdo de novas leveduras para uso
industrial. Entender o perfil fermentativo proporciona uma previsibilidade dos resultados da
fermentacdo e, consequentemente, permite que o produtor de cerveja possa escolher a
levedura mais adequada para o estilo pretendido (Karabin, Jelinek, Kotrba, Cejnar, &
Dostalek, 2018). Ainda que a construcao desse perfil ndo seja pratica ou executavel para o
fabricante, o fornecedor de levedura se beneficia da inclusdo dessa informacao associada aos

seus produtos.

3.3 Caracterizacgdo do perfil volatil

No final do processo de fermentacdo, as cervejas foram submetidas a analises
quantitativas com meétodos de cromatografia gasosa e analise sensorial. A partir da
cromatografia gasosa foi possivel identificar a presenca dos compostos volateis produzidos
por cada levedura e quantifica-los. Através da andlise sensorial, buscou-se identificar a

presenca e intensidade do acetato de isoamilo nas amostras de cerveja. Posteriormente foram
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testadas correlacdes entre os dados de quantificacdo por cromatografia e de percecdo de

intensidade de aceteto de isoamilo pelo painel sensorial.

3.3.1 Anadlise de cromatografia gasosa

A etapa de calibragdo em GC-FID foi realizada com trés objetivos principais.
Primeiro avaliar se 0os equipamentos disponiveis e 0 método de andlise escolhido eram
adequados para 0s compostos volateis em questdo. Segundo, para obter os tempos de
retencdo de cada composto. E por fim, calcular o fator de resposta dos volateis de estudo em
relacdo ao butanol, utilizado como padré&o interno.

Com a metodologia proposta foi possivel observar picos bem formados de todos os
padrdes externos durante a calibracdo, o que trouxe seguranca para seguir com as analises
sem alteracgdes no procedimento. Os tempos de retencao e fatores de resposta calculados com
a Equacdo (1) estdo indicados na Tabela 3.4. Os valores das areas dos picos utilizados nos

calculos estao detalhados no Anexo 1: .

Tabela 3.4 — Tempo de retencéo (RT) e fator de resposta de cada metabolito volatil obtidos na etapa
de calibracdo do GC.

Composto RT (min) tl’::stp?c:s?:
Etanol 4.38 0.07
Acetato de etilo 6.88 3.57
Isobutanol 7.61 191
Alcool isoamilico 9.82 2.71
Acetato de isoamilo 12.16 47.95
Caproato de etilo 14.45 165.52
Alcool feniletilico 18.02 10.01
Caprilato de etilo 18.26 539.21
Acetato feniletilico 20.22 235.31
4-Vinilguaiacol 21.88 0.35
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Com os tempos de retencdo e fatores de resposta definidos, foi iniciada a analise das
amostras de cerveja para quantificacdo dos metabolitos volateis. Cada cerveja foi analisada
pelo método do GC-FID proposto e com as areas dos picos de resposta obtidos em cada
corrida foram calculadas as concentragdes dos compostos utilizando a Equacéo (2). A Tabela

3.5 mostra esses valores de concentracéo associados a cada estirpe de levedura.
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Tabela 3.5 — Valores médios de concentracgdo final em mg/l para os metabolitos volateis obtidos por método de GC-FID nas fermentacGes das leveduras
estudadas * desvio padrdo. N = 3.

Lager Ale Fresca W_Rosas WL_221 WL_222 WL_312 WL_411
Etanol 42760.616 * 31988.384 + 44290.536 + 7345.033 + 21976.537 + 15859.420 + 37095.548 + 30002.336 *
9272.742 7256.794 14572.427 1020.804 7752.859 1300.844 2622.129 6506.556
Acetato de etilo 25.197 13.935 + 28.467 + 23.931 + 19.198 + 15.933 + 22.943 + 23.673
10.983 2.024 20.412 3.601 7.693 6.020 3.936 10.361
Isobutanol 30.857 18.388 + 55.415 + 4411 + 15.550 + 12.484 + 32.076 36.137
12.765 3.756 27.241 1.616 9.246 7.020 7.840 11.175
Alcool isoamilico 61.432 + 58.504 + 80.014 + 6.198 + 13.638 + 13.806 + 36.071 62.282 +
18.668 7.474 3.128 2.168 2.347 2.353 2.063 0.825
Acetat.o de 1.617+£0.428 1.582+0.330 3.935+ 0.308 0.355+ 0.144 +£0.100 0.189+0.100 0.681+0.181 2.015+0.124
isoamilo 0.050
Caproatodeetilo  0180+0.048 0217£0120 017120041 9/ o®  0204+0.041 01650023 0.109%0.017 0.289:+0.048
Alcool feniletilico 27.748 + 33.226 31.670 5.210 + 13.474 + 11.635+ 21.932 + 31.357
1.728 7.380 4.336 0.382 1.251 1.097 1.746 3.732
Caprilato de etilo 0.587+0.298 0.779+0.571 0.606 £ 0.065 0(.)03.851 0.901+0.619 0.817+0.585 0.211+0.060 0.424 +0.195
Ace.tat.o de 0.798+0.155 0.761+0.389 1.126 £0.179 0.103 + 0.033+0.004 0.027 £0.003 0.241+0.035 0.692 +0.160
feniletilo 0.073
A-Vinilauaiacol 309.389 + 100.702 + 91.704 + 37.105 + 838.551 + 851.802 + 57.385 + 88.685 +
9 254.466 76.060 15.489 39.404 151.874 186.068 30.167 49,935
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Em termos de concentragdo de compostos, nenhuma estirpe ndo convencional
apresentou valores aparentemente maiores que as comerciais. Os valores encontrados para
quase todos os metabolitos volateis estdo dentro da faixa esperada para tais compostos. A
maior discrepancia é vista nos resultados do 4-vinilguaiacol, que em cervejas comerciais tipo
lager e ale padréo ndo costuma ser identificado em concentragdes maiores que 1 mg/l (Coghe
etal., 2004). A principal hipdtese para os valores obtidos estarem muito acima do encontrado
em literatura é este ser um composto pouco solivel em agua. A baixa concentracao de etanol
(5% v/v) pode néo ter sido suficiente para permitir sua solubilizacdo. Sendo assim, a area do
pico observado no cromatograma de calibracdo pode ter sido relacionada a uma
concentracdo maior que a real. A relacdo de propor¢do ainda pode ser vélida para fins
comparativos, mesmo que os valores absolutos estejam em desacordo com a literatura. Essa
etapa da metodologia pode ser melhorada com o preparo de uma solucdo inicial de 4-
vinilguaiacol em etanol puro para depois realizar diluicGes até que o etanol atinja a
concentragédo de 5% (v/v).

Com os resultados da cromatografia foi feita uma Andlise de Componentes Principais

(PCA) que pode indicar algumas relacfes entre as amostras (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Analise de Componentes Principais (PCA) dos resultados de concentracGes de
metabolitos volateis obtidos para cada cerveja.

H& uma diferenca percetivel entre os grupos de leveduras comerciais e os de
leveduras ndo convencionais. A aglomeracgdo das estirpes comerciais da-se mais a esquerda
do grafico, onde se encontram os vetores dos compostos volateis considerados positivos,
engquanto as estirpes ndo convencionais aglomeram-se no sentido do vetor do 4-
vinilguaiacol, considerado um aroma indesejado. Conclui-se que o perfil volatil das
leveduras comerciais € mais completo e positivo que das ndo convencionais. Os perfis das
leveduras ndo convencionais apresentam-se mais dispersos no grafico. Existe uma diferenca
grande entre as concentracdes de volateis nesse grupo de leveduras, mas estas ainda s&o, no
geral, menos ricas que as comerciais. E de se esperar que estirpes selecionadas sem qualquer
critério de diferenciagdo entre si tenham metabolismos muito distintos e, portanto, resultem
em perfis volateis variados. Torna-se evidente que o processo de domesticacdo (selecdo e
cruzamento de espécies selvagens para obter variantes que prosperem em condigdes criadas
pelo homem) das leveduras de cerveja envolveu uma convergéncia na producdo de

compostos volateis (Gallone et al., 2018). As diferencas constatadas reforcam o potencial
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uso do perfil volatil das cervejas como método de fingerprinting das leveduras (Pope et al.,
2007). A WL_411 em particular possui um perfil mais comparavel as comerciais e
apresenta-se como a levedura recolhida aparentemente mais promissora para 0 UsO na
producdo de cerveja com sabores caracteristicos. Apesar desta estirpe ja ter demonstrado
perfil de consumo de acgucares elevado durante a fermentacdo alcodlica, a capacidade de
producdo de etanol por si s6 ndo é um fator determinante do sucesso da levedura para
producdo de cerveja Sendo assim, a WL_411 se apresenta como potencial também para
produzir volateis positivos em quantidades relevantes e uma quantidade de 4-vinilguaiacol
aparentemente baixa. Em vinhos, a introducdo de hibridos entre espécies Saccharomyces
comerciais e estirpes ndo convencionais demonstrou que o material genético de leveduras
ndo convencionais pode impactar o perfil de aromas e sabores de forma favoravel e criar
diversidade entre os estilos da bebida (Bellon et al., 2011). Em cervejas, a variagcdo genética
entre as estirpes comerciais é ainda menor que no vinho. A diversificacdo de estilos passa
pela descoberta de estirpes capazes de produzir novos perfis de metabolitos secundéarios
(Mertens et al., 2015).

O desempenho das leveduras ndo convencionais pode estar relacionado com sua
origem de recolha. Como constatado no grafico da Figura 3.5, o perfil volatil gerado pelas
estirpes ndo convencionais apds fermentacdo do mosto cervejeiro mostrou-se bastante
distinto. As quatro estirpes de LSF isoladas foram recolhidas de superficies de casco de

maturacao, descritas na Tabela 3.6,

Tabela 3.6 — Superficies de recolhas das estirpes LSF selecionadas para fermentacdo de mosto
cervejeiro.

Descrigdo da superficie de recolha Estirpes
coletadas
Superficie A Rolha de casco de madeira originario da maturacéo de WL_221,
P peated whisky, em uso para maturacao de cerveja tipo belga WL _222
- Exterior de casco de madeira originario da maturacgao de WL_312,
Superficie B

vinho italiano, em uso para maturacgéo de cerveja tipo weiss  WL_411
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Da superficie A, os isolados WL_221 e WL_222 apresentaram como resultado da
fermentagdo de mosto cervejeiro, produtos com baixo teor alcoolico e perfis aromaticos com
poucos pontos positivos. Apesar de produzirem alguns compostos em concentracdes
interessantes, como o caprilato de etilo e o caproato de etilo, o volatil que se destaca € o 4-
vinilguaiacol, que é caracterizado por um aroma indesejado. Dos isolados da superficie B, a
WL _411 fermentou uma cerveja com perfil volatil superior as outras ndo convencionais,
com concentracdes comparaveis as comerciais. A WL_312, ainda que no geral ndo se
aproxime dos resultados das leveduras comerciais, tem uma capacidade de producdo de
etanol interessante e um perfil volatil positivo. As diferencas entre as superficies A e B
podem estar relacionadas ao material. Apesar de ambas virem de cascos de maturagéo, a
madeira da superficie B pode ter sido mais propicia que a rolha para o crescimento de

leveduras capazes de fermentar o0 mosto cervejeiro.

Quanto a levedura selvagem, seu desempenho na producao de metabolitos foi muito
baixo, o que indica que o tecido vegetal das rosas ndo seja uma boa fonte de leveduras para
a finalidade de producéo de cerveja, podendo ser priorizados os tecidos vegetais de frutos

pela maior presenca de agucares.

3.3.2 Andélise sensorial

Com vista a metodologia de analise de Friedman por ranking de comparacao pareada
(seccdo 2.6.2.2), descrita por Meilgaard et al. (1999), foi realizada uma analise sensorial
com o painel de provadores SensoMarEs. Na etapa de definicdo de descritores, cada
provador sugeriu possiveis descritores para o acetato de isoamilo apds provar uma amostra
do composto. Todas as sugestdes foram anotadas e as 3 que apareceram mais vezes entre as
respostas foram escolhidas como descritores do acetato de isoamilo. Foram eles: frutado,
banana e doce. Foi adicionado a lista o descritor péra, retirado da literatura (Burdock, 2010),
ndo presente nas sugestdes do painel. Ao fim, um total de 4 descritores para o acetato de
isoamilo foram apresentados ao painel com novas amostras do composto para

reconhecimento e assimilacdo dos descritores.
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Passou-se para a etapa de analise das amostras de cerveja fermentada por leveduras
ndo convencionais. As amostras selecionadas para o teste, WL_312, WL_411 e W_Rosas, e
os controlos foram servidos em pares aos provadores. Em cada par apresentado, foi pedido
que escolhessem a cerveja que apresentava caracteristicas mais intensas de acetato de
isoamilo. Todas as combinagdes entre amostras e controlos foram servidas. Em cada resposta
(par de amostras), atribuiu-se dois tipos de pontuacdo. A amostra identificada como a mais
intensa em acetato de isoamilo foi atribuido 2 pontos. A outra amostra dentro do par, foi
atribuido 1 ponto. A soma dos pontos de cada amostra dados pelas respostas de cada
provador gerou uma pontuacdo final relacionada a quantidade de acetato de isoamilo
presente nas cervejas. A partir dessa pontuacdo, é possivel comparar e relacionar 0s
resultados da analise sensorial e a concentracdo de acetato de isoamilo obtida por GC-FID
(Tabela 3.7).

Tabela 3.7 — Pontuacéo resultante da metodologia de ranking de concentracao acetato de isoamilo
pelo painel sensorial, concentracBes do acetato de isoamilo de acordo com a cromatografia gasosa
e teor de sélidos soluveis final em °Brix.

Amostra Pontuacéo Con(cg;t/:; gdo °Brix
WL_312 89 0.68 7.04
WL_411 86 2.02 6.80
W_Rosas 112 0.36 10.95
Ctrl_1 98 4.62 5.79
Ctrl_0 95 1.62 5.79

Para efeitos de comparacéo, os resultados de pontuagdo sensorial foram dispostos
numa escala de intensidade, com as respetivas concentracdes obtidas por GC-FID e teor de

solidos soluveis, que pode ser vista na Figura 3.6.
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WL 312 WL 411 Ctrl 0 Curl 1 W_Rosas

L e

86 89 95 98 112
0,68 mg/l 2,02 mg/l 1,62 mg/l 4,62 mg/l 0,36 mg/l
°Brix 7,04 °Brix 6,80 °Brix 5,79 °Brix 5,79 °Brix 10,95

Figura 3.6 - Escala comparativa de intensidade construida a partir da pontuacéo sensorial de
concentracgdo de acetato de isoamilo nas cervejas fermentadas pelas leveduras ndo convencionais
WL_312, WL_411 e W_Rosas e nos controlos Ctrl_0 (Lager) e Ctrl_1 (Lager com adi¢éo de 3 mg/I
de acetato de isoamilo)

Ao comparar o ranking de pontuacdo obtido pela analise sensorial do acetato de
isoamilo com as concentragfes do mesmo composto obtidas pela cromatografia gasosa,
percebe-se que as metodologias ndo alcangaram resultados correspondentes entre si. Pela
analise sensorial, a cerveja fermentada pela estirpe W_Rosas foi a que apresentou as
caracteristicas do descritor com mais intensidade, enquanto que pelo GC esta é a que possui
menor concentracdo do volatil em questdo. Uma possivel causa dessa resposta
sobrevalorizada é o fato de pelo menos um dos descritores utilizados para caracterizar o
acetato de isoamilo ser comum a mais de um composto. Por exemplo, o descritor “doce”
também € associado a sacarose e ao extrato de malte (Burdock, 2010). Por se tratar de uma
levedura com baixo potencial fermentativo, o sabor doce pode ter sido identificado de forma

mais intensa devido a alta concentracdo de agucares na cerveja.

A escala de intensidade apresentada também ndo gerou um distanciamento
significativo entre os dois controlos. Considerando que o Ctrl_1 possui quase o triplo da
concentracdo do Ctrl_0 e estd acima do limite médio de detecédo sensorial de 1.1 mg/l (Castro
& Ross, 2015), era esperado que nessas duas amostras as diferencas fossem mais bem
quantificadas. A utilizacdo de pelo menos um descritor associado a mais compostos além do
acetato de isoamilo também pode ser uma possivel causa para esse problema. Nesse caso, 0
descritor “doce” pode ter sido identificado em intensidades subvalorizadas pelo fato da

cerveja em questdo possuir um teor de agucares solUveis mais baixo.

Em relacdo as estirpes ndo convencionais, a percecao de intensidade dos descritores
apresentados para o acetato de isoamilo parece estar mais relacionada ao sabor doce da
cerveja do que a concentragdo do composto. Verificou-se que as amostras fermentadas pela

estirpe WL_411 foram caracterizadas pelo painel como a de menor intensidade do padrao
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volatil, enquanto a andlise instrumental mostra que os niveis do composto sdo comparaveis
ao de cervejas comerciais. Por outro lado, as amostras fermentadas por WL_312 e W_Rosas
apresentaram respostas sensoriais bastante distintas dentro da escala obtida, enquanto os

resultados de GC indicaram concentracdes baixas e pouco diferenciadas.

Para aplicacOes futuras deste método, essas limitagdes podem ser contornadas com a
adequacdo de descritores, com utilizagdo de outros métodos para selecdo dos mesmos. A
analise sensorial descritiva se baseia no uso consensual pelo painel de uma lista comum de
descritores. A selecdo dos descritores deve referir de forma adequada a percecdo das
propriedades sensoriais do produto em questdo. Por outro lado, a verbalizagdo de
propriedades sensoriais € questionavel, visto que definicdes de palavras ndo se encaixam
perfeitamente aos conceitos e experiéncias pessoais (Giboreau et al., 2007). A tarefa de gerar
descritores deve focar nas diferencas entre produtos, neste caso a amostra de acetato de
isoamilo a 32 mg/l e o controlo, evitando a geracdo de uma lista generalizada de adjetivos
Apresentar uma lista de descritores possiveis para o painel na etapa de defini¢do destes pode
influenciar a escolha dos provadores, mas em alguns estudos se torna necessario (Murray,
Delahunty, & Baxter, 2001). Neste caso, pode ajudar a restringir e evitar termos genéricos
como “doce”. Com base nas referéncias bibliograficas ¢ possivel estabelecer um critério de
relevancia e manter apenas os termos diretamente relacionados ao padrdo na lista final de
descritores. No caso do acetato de isoamilo, o descritor “banana” poderia ser um

representante promissor se nao estivesse associado ao “doce”.

O método de andlise sensorial por ranking de comparacdo pareada proposto nesse
estudo mostrou-se simples e ndo exigiu uma etapa de treino do painel, mas fica evidente que
testes mais extensos sdo necessarios para que se tirem conclusdes concretas. Num sistema
de desenvolvimento de levedura cervejeira, este tipo de metodologia pode ser interessante
caso se consiga estabelecer uma correlacdo entre o perfil de andlise instrumental e o perfil
de analise sensorial. Dessa forma, ambas as analises podem ser utilizadas de forma
independente para alcancar um mesmo resultado. No desenvolvimento de produto, as
medicdes instrumentais também podem ser acopladas a técnicas de analise sensorial para
tentar determinar os volateis responsaveis por algumas sensacdes de sabor. Essa abordagem
pode ser til se certas caracteristicas de aroma precisarem ser aprimoradas ou removidas.
Enquanto os dados recolhidos neste teste sdo insuficientes para determinar se a correlagao

entre as duas analises é de facto possivel, outros estudos com diferentes produtos alimentares
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apontam para essa possibilidade (Chambers IV & Koppel, 2013; Lopez-16pez, Sanchez,
Cortés-delgado, De, & Montafio, 2018).
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4 Conclusoes e perspetivas futuras

A cerveja € um produto fermentado resultante de diversas reagdes metabolicas
complexas decorrentes da interacdo da levedura com 0s compostos presentes no mosto e a
variacdo de qualquer uma das matérias primas pode gerar grandes diferencas no final da
fermentagcdo. Uma das formas de alterar a matriz de compostos aromaéticos da cerveja €
utilizar diferentes tipos de levedura. Com o crescente interesse por parte do consumidor por
cervejas artesanais e diferenciadas, tornou-se pertinente explorar a capacidade metabolica

de leveduras alternativas as estirpes Saccharomyces usuais.

Os parametros de controlo mostraram que o perfil de consumo de aglcar é uma forma
simples e eficaz tanto de acompanhar as caracteristicas cinéticas da fermentacdo quanto de
determinar o fim do processo. Os resultados observados indicam que leveduras ndo
convencionais também apresentam o potencial de metabolizar os compostos presentes no
mosto cervejeiro com eficiéncia. A andlise instrumental com método de HS/SPME GC-FID
foi eficaz. Todos os compostos analisados foram identificados em todas as cervejas. De
modo geral, foi possivel atingir bons resultados de quantificacdo dos metabolitos
secundarios, com melhorias a serem implementadas na etapa de calibracdo. Os resultados
dessa analise ndo evidenciaram nenhuma tendéncia de fermentagdo com perfil volatil de
destaque. O que se conclui do grafico de PCA é que as estirpes comerciais e ndo
convencionais apresentam perfis aromaticos distintos, sendo que as comerciais possuem
caracteristicas positivas mais evidentes. A dispersdo das estirpes nao convencionais pelo
grafico é consequéncia das diferencas entre as concentracfes de volateis identificadas em
suas respetivas cervejas. Por terem perfis diferencidveis, essas caracteristicas do
metabolismo das leveduras podem ser usadas para identificar as possiveis origens das
estirpes ndo convencionais. Para a caracterizacdo do perfil volatil por analise sensorial feita
para quantificacdo do composto acetato de isoamilo se faz necessaria a remodelacao da etapa
de definicdo de descritores. Os dados coletados neste estudo ndo sdo suficientes para que
sejam feitas conclusOes relacionadas a correlacdo entre a analise instrumental e analise

sensorial dos metabolitos volateis presentes na cerveja.

Para trabalhos futuros, a metodologia base construida neste trabalho pode ser
ramificada em linhas de investigacdo diferentes. Por um lado, seria pertinente averiguar a
hipdtese de correlacionar a resposta da analise sensorial com os resultados da metodologia
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de cromatografia gasosa apresentada. Por outro, é possivel explorar a diversificacdo de
estirpes analisadas, assim como a variagdo das condicOes de fermentacdo, para ampliar o
estudo sobre os parametros cinéticos das leveduras. Esses dois caminhos de pesquisa sao
importantes para a elucidacdo sobre o metabolismo de diferentes leveduras e o potencial de

producéo de cervejas inovadoras com valor associado.

64



5 Bibliografia

Almaguer, C., Schonberger, C., Gastl, M., Arendt, E. K., & Becker, T. (2014). Humulus
lupulus - a story that begs to be told. A review. Journal of the Institute of Brewing,
120(4), 289-314. https://doi.org/10.1002/jib.160

Alpendurada, M. de F. (2000). Solid-phase microextraction : a promising technique for
sample preparation in environmental analysis. Journal of Chromatography A, 889, 3—
14.

Bamforth, C. W. (2000). Beer: An Ancient Yet Modern Biotechnology. Chem. Educator,
5(3), 102-112. https://doi.org/10.1007/s00897000378a

Bellon, J. R., Eglinton, J. M., Siebert, T. E., Pollnitz, A. P., Rose, L., Lopes, M. D. B., &
Chambers, P. J. (2011). Newly generated interspecific wine yeast hybrids introduce
flavour and aroma diversity to wines. Applied Microbiology and Biotechnology, 91,
603-612. https://doi.org/10.1007/s00253-011-3294-3

Blumberg, L. M. (2012). Theory of Gas Chromatography. In Gas Chromatography (pp.
19-78). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-385540-4.00002-X

Boulton, C. (2013). Encyclopaedia of brewing. Oxford: Wiley-Blackwell.
Boulton, C., & Quain, D. (2001). Brewing Yeast and Fermentation. Blackwell Science Ltd.

Briggs, D. E., Boulton, C. A., & Brookes, P. A. (2004). Metabolism of Wort by Yeast. In
Brewing: Science and Practice (pp. 401-468). https://doi.org/10.1007/978-1-4615-
1799-3 6

Burdock, G. A. (2010). Fenaroli’s Handbook of Flavor Ingredients.

Castro, L. F., & Ross, C. F. (2015). Determination of flavour compounds in beer using stir-
bar sorptive extraction and solid-phase microextraction. Journal of the Institute of
Brewing, 121(August 2014), 197-203. https://doi.org/10.1002/jib.219

Chambers 1V, E., & Koppel, K. (2013). Associations of VVolatile Compounds with Sensory
Aroma and Flavor: The Complex Nature of Flavor. Molecules, 18, 4887—4905.

65



https://doi.org/10.3390/molecules18054887

Chitwood, R. L., Pangbornt, R. M., & Jennings, W. (1983). GC/MS and Sensory Analysis
of Volatiles from Three Cuitivars of Capsicum. Food Chemistry, 11, 201-216.
https://doi.org/10.1016/0308-8146(83)90103-6

Clapperton, J. F. (1973). Derivation of a Profile Method for Sensory Analysis of Beer
Flavour. Journal of the Institute of Brewing, 79(6), 495-508.
https://doi.org/10.1002/j.2050-0416.1973.tb03571.x

Coghe, S., Benoot, K., Delvaux, F. R. F., Vanderhaegen, B., Delvaux, F. R. F., Benoot, K.,
... Coghe, S. (2004). Ferulic Acid Release and 4-Vinylguaiacol Formation during
Brewing and Fermentation: Indications for Feruloyl Esterase Activity in
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52(3), 602—
608. https://doi.org/10.1021/jf0346556

De Francesco, G., Sannino, C., Sileoni, V., Marconi, O., Filippucci, S., Tasselli, G., &
Turchetti, B. (2018). Mrakia gelida in brewing process: An innovative production of
low alcohol beer using a psychrophilic yeast strain. Food Microbiology, 76(June),
354-362. https://doi.org/10.1016/j.fm.2018.06.018

Dedk, T. (2007). Handbook of Food Spoilage Yeast. CRC Press.
https://doi.org/10.1201/9781420044942

Donadini, G., & Porretta, S. (2017). Uncovering patterns of consumers’ interest for beer: A
case study with craft beers. Food Research International, 91, 183-198.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2016.11.043

Du, X., Plotto, A., Baldwin, E., & Rouseff, R. (2011). Evaluation of Volatiles from Two
Subtropical Strawberry Cultivars Using GC A Olfactometry , GC-MS Odor Activity
Values , and Sensory Analysis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59,
12569-12577. https://doi.org/10.1021/jf2030924

Engelking, C. (2018). Move Over Hops, Yeast Can Give IPAs Their Signature Flavor.
Retrieved January 19, 2020, from

https://www.discovermagazine.com/technology/move-over-hops-yeast-can-give-ipas-

66



their-signature-flavor#. XdK7ulf7TtR

ERlinger, H. M. (2009). Fermentation, Maturation and Storage. In Handbook of Brewing:
Processes, Technology, Markets (pp. 207-224). Retrieved from
http://onlinelibrary.wiley.com.ezproxy.federation.edu.au/book/10.1002/97835276234
88;jsessionid=1A390E453FC6312DCD473C42FAFFICF2.f01t01

ERlinger, H. M., & Narzif3, L. (2010). Beer. In Ullmann s Encyclopaedis of Industrial
Chemistry (pp. 177-221). https://doi.org/10.1002/14356007.a03

Estela-Escalante, W. D., Rosales-Mendoza, S., Moscosa-Santillan, M., & Gonzélez-
Ramirez, J. E. (2016). Evaluation of the fermentative potential of Candida zemplinina
yeasts for craft beer fermentation. Institute of Brewing and Destiling, 122, 530-535.
https://doi.org/10.1002/jib.354

Funk, A. (2019). Craft Beer’s Quest For The Funky Flavors of Wild Yeast. Retrieved
January 19, 2020, from https://www.discovermagazine.com/planet-earth/craft-beers-
quest-for-the-funky-flavors-of-wild-yeast#. XdK6_If7TtR

Gallone, B., Mertens, S., Gordon, J. L., Maere, S., Verstrepen, K. J., & Steensels, J.
(2018). Origins, evolution, domestication and diversity of Saccharomyces beer yeasts.
Current Opinion in Biotechnology, 49, 148-155.
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2017.08.005

Gallone, B., Steensels, J., Prahl, T., Soriaga, L., Saels, V., Herrera-Malaver, B., ...
Verstrepen, K. J. (2016). Domestication and Divergence of Saccharomyces cerevisiae
Beer Yeasts. Cell, 166(6), 1397-1410.e16. https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.08.020

Garcia, M. M. E. (2017). Producao de cerveja : Utilizacao de estirpes ndo- convencionais
em co-fermentac@o com Saccharomyces para potenciacéo do perfil sensorial de

diversos tipos de cerveja. Universidade de Lisboa.

Giboreau, A., Dacremont, C., Egoroff, C., Guerrand, S., Urdapilleta, I., Candel, D., &
Dubois, D. (2007). Defining sensory descriptors: Towards writing guidelines based on
terminology. Food Quality and Preference, 18, 265-274.
https://doi.org/10.1016/j.foodqual.2005.12.003

67



Guyot-Declerck, C., Fran, N., Ritter, C., Govaerts, B., & Collin, S. (2005). Influence of pH
and ageing on beer organoleptic properties. A sensory analysis based on AEDA data.
Food Quality and Preference, 16(2), 157-162.
https://doi.org/10.1016/j.foodqual.2004.04.007

Hall, M. L. (1995). Brew by the numbers: add up what’s in your beer. Zymurgy Summer,
54-61.

Hill, P. G., & Smith, R. M. (2000). Determination of sulphur compounds in beer using
headspace solid-phase microextraction and gas chromatographic analysis with pulsed
flame photometric detection. Journal of Chromatography A, 872(1-2), 203-213.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(99)01307-2

Jackson, M. (2009). Cerveja (2nd ed.). Zahar.

Karabin, M., Jelinek, L., Kotrba, P., Cejnar, R., & Dostéalek, P. (2018). Enhancing the
performance of brewing yeasts. Biotechnology Advances, 36(3), 691-706.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2017.12.014

Krottenthaler, M., Back, W., & Zarnkow, M. (2009). Wort Production. In Handbook of

Brewing. Processes, Technology, Markets.

Krottenthaler, M., Back, W., Zarnkow, M., & Esslinger, H. (2009). Wort Production. In
Handbook of brewing: Pocesses, Technology, Markets.

Kunze, W. (2004). Technology Brewing and Malting. Berlin: VLB Berlin.

Livens, S. (2016). Beer: Fermentation. In Encyclopaedia of Food and Health (pp. 339-
344). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00059-3

Lopez-lopez, A., Sanchez, A. H., Cortés-delgado, A., De, A., & Montafio, A. (2018).
Relating sensory analysis with SPME-GC-MS data for Spanish-style green table olive
aroma profiling. LWT - Food Science and Technology.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2017.11.058

Matoulkova, D., Kopecka, J., & Kubizniakova, P. (2013). Brewing Microbiology — Wild
Yeasts and Methods of Their Detection. Kvasny Prumysl, 59, 246-257.

68



https://doi.org/10.18832/kp2013025

Meilgaard, M., Civille, G. V., & Carr, B. T. (1999). Sensory Evaluation Techniques (3rd
ed.).

Meilgaard, M., Dalgliesh, C. E., & Clapperton, J. F. (1979). Beer flavour terminology.
Journal of the Institute of Brewing, 85, 38-42.

Mertens, S., Steensels, J., Saels, V., De Rouck, G., Aerts, G., & Verstrepen, K. J. (2015). A
large set of newly created interspecific Saccharomyces hybrids increases aromatic
diversity in lager beers. Applied and Environmental Microbiology, 81(23), 8202—
8214. https://doi.org/10.1128/AEM.02464-15

Meussdoerffer, F. G. (2009). A Comprehensive History of Beer Brewing. Handbook of
Brewing: Processes, Technology, Markets.
https://doi.org/10.1002/9783527623488.chl

Meussdoerffer, F., & Zarnkow, M. (2009). Starchy Raw Materials. In Handbook of
Brewing: Processes, Technology, Markets (pp. 43-83).
https://doi.org/10.1002/9783527623488.ch2

Michel, M., Meier-Dérnberg, T., Jacob, F., Methner, F. J., Wagner, R. S., & Hutzler, M.
(2016). Review: Pure non-Saccharomyces starter cultures for beer fermentation with a
focus on secondary metabolites and practical applications. Journal of the Institute of
Brewing. https://doi.org/10.1002/jib.381

Murray, J. M., Delahunty, C. M., & Baxter, I. A. (2001). Descriptive sensory analysis:
Past, present and future. Food Research International, 34(6), 461-471.
https://doi.org/10.1016/S0963-9969(01)00070-9

Nelson, M. (2005). THE BARBARIAN 'S BEVERAGE - A History of Beer in Ancient
Europe. Routledge.

Oliveira, A. P., Silva, L. R., Andrade, P. B., Valent&o, P., Silva, B. M., Pereira, J. A., &
Guedes de Pinho, P. (2010). Determination of low molecular weight volatiles in Ficus
carica using HS-SPME and GC/FID. Food Chemistry, 121(4), 1289-1295.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.01.054

69



Oliver, Garrett. (2011). The Oxford companion to beer. (Garret Oliver, Ed.). Oxford
University Press.

Parker, D. K. (2012). Beer: Production, sensory characteristics and sensory analysis. In
Alcoholic Beverages: Sensory Evaluation and Consumer Research (pp. 133-158).
Woodhead Publishing Limited. https://doi.org/10.1016/B978-0-85709-051-5.50006-7

Pawliszyn, J. (2012). Theory of Solid-Phase Microextraction. In Handbook of Solid Phase
Microextraction (pp. 13-60). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
416017-0.00002-4

Pinho, O., Ferreira, I. M. P. L. V. O., & Santos, L. H. M. L. M. (2006). Method
optimization by solid-phase microextraction in combination with gas chromatography
with mass spectrometry for analysis of beer volatile fraction. Journal of
Chromatography A, 1121(2), 145-153. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2006.04.013

Pires, E. J., Teixeira, J. A., Branyik, T., & Vicente, A. A. (2014). Yeast: The soul of beer’s
aroma - A review of flavour-active esters and higher alcohols produced by the
brewing yeast. Applied Microbiology and Biotechnology, 98(5), 1937-1949.
https://doi.org/10.1007/s00253-013-5470-0

Pope, G. A., Mackenzie, D. A., Defernez, M., Aroso, M. A. M. M., Fuller, L. J., Mellon, F.
A., ... Roberts, I. N. (2007). Metabolic footprinting as a tool for discriminating
between brewing yeasts. Yeast, 24(May), 667—679. https://doi.org/10.1002/yea.1499

Powell, C. D., Quain, D. E., & Smart, K. A. (2003). The impact of brewing yeast cell age
on fermentation performance, attenuation and flocculation. FEMS Yeast Research, 3,
149-157. https://doi.org/10.1016/S1567-1356(03)00002-3

Reto, M., Figueira, M. E., Filipe, H. M., & Almeida, C. M. M. (2007). Analysis of vitamin
K in green tea leafs and infusions by SPME-GC-FID. Food Chemistry, 100(1), 405—
411. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.09.016

Silva, G. A. da, Augusto, F., & Poppi, R. J. (2008). Exploratory analysis of the volatile
profile of beers by HS-SPME-GC. Food Chemistry, 111(4), 1057-1063.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.05.022

70



Silva, G. A. da, Bolini, H. M. A, Poppi, R. J., Maretto, D. A., Teofilo, R. F., & Augusto,
F. (2012). Correlation of quantitative sensorial descriptors and chromatographic
signals of beer using multivariate calibration strategies. Food Chemistry, 134(3),
1673-1681. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.03.080

Simpson, W. J. (2016). Sensory Analysis in the Brewery. In Brewing Materials and
Processes (pp. 257-289). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-799954-
8.00013-7

Stewart, G. G. (2016). Beer: Raw Materials and Wort Production. In Encyclopaedia of
Food and Health (pp. 355-363). https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00058-
1

Suklje, K., Carlin, S., Stanstrup, J., Antalick, G., Blackman, J. W., Meeks, C., ...
Vrhovsek, U. (2018). Unravelling wine volatile evolution during Shiraz grape
ripening by untargeted HS-SPME-GC x GC-TOFMS. Food Chemistry, 277, 753-765.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.10.135

Sun, X,, Liu, L., Zhao, Y., Ma, T., Zhao, F., Huang, W., & Zhan, J. (2016). Effect of
copper stress on growth characteristics and fermentation properties of Saccharomyces
cerevisiae and the pathway of copper adsorption during wine fermentation. Food
Chemistry, 192, 43-52. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.06.107

Taylor, G. T., & Marsh, A. S. (1984). Mygp + copper, a medium that detects both
saccharomyces and non- saccharomyces wild yeast in the presence of culture yeast.
Journal of the Institute of Brewing, 90, 134-145.

The Brewers of Europe. (2018). Beer Statistics.
The Brewers of Europe. (2019). European Beer Trands - Statistics Report.

Thorne, R. S. . (1968). Some observations on yeast mutation during continuous
fermentation. Journal of the Institute of Brewing, 74, 516-524.
https://doi.org/:10.1002/j.2050-0416.1968.tb03167.x

Tofalo, R., & Suzzi, G. (2016). Yeast. In Encyclopaedia of Food and Health (pp. 593—
599). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00762-5

71



Tschoeke, I. C. P., Henrique, J. F. da S., Cavalcanti, J. V. F. L., Gomes, G. M. S., & Souza,
T. P. C. (2017). Modelagem cinética da fermentacdo da cerveja. REVISTA
BRASILEIRA DE AGROTECNOLOGIA, 7(2), 223-227.

Van Der Aa Kilhle, A., & Jespersen, L. (1998). Detection and identification of wild yeasts
in lager breweries. International Journal of Food Microbiology, 43(3), 205-213.
https://doi.org/10.1016/S0168-1605(98)00113-5

Vanbeneden, N., Gils, F., Delvaux, F., & Delvaux, F. R. (2008). Formation of 4-vinyl and
4-ethyl derivatives from hydroxycinnamic acids : Occurrence of volatile phenolic
flavour compounds in beer and distribution of Padl-activity among brewing yeasts.
Food Chemistry, 107, 221-230. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.08.008

Verstrepen, K. J., Derdelinckx, G., Dufour, J. P., Winderickx, J., Thevelein, J. M.,
Pretorius, I. S., & Delvaux, F. R. (2003). Flavor-active esters: Adding fruitiness to
beer. Journal of Bioscience and Bioengineering, 96(2), 110-118.
https://doi.org/10.1016/S1389-1723(03)90112-5

Walker, G. M., & Walker, R. S. K. (2018). Enhancing Yeast Alcoholic Fermentations. In
Advances in Applied Microbiology (Vol. 105). Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/bs.aambs.2018.05.003

Wan mustapha, W., Chun Wai, H., Maskat, M., & Osman, H. (2008). Relating Descriptive
Sensory Analysis to Gas Chromatography / Mass Spectrometry of Palm Sugars Using
Partial Relating Descriptive Sensory Analysis to Gas Chromatography / Mass
Spectrometry of Palm Sugars Using Partial Least Squares Regression. ASEAN Food
Journal, 15, 35-45.

72



Anexos

Anexo 1: Tabelas de calibragéo do GC-FID

Areas médias por composto nas diferentes concentrages propostas:

< - Concentracéao

Composto Area média (A A/C F

P () (mgn)
Etanol 4542319.43 39450 115.14 0.08
Acetato de etilo  433419.34 162.36 2669.49 1.78
Isobutanol 477899.61 208.08 2296.71 1.53
Butanol 1212802.21 810 1497.29 1.00
Alcool 1227369.83 364.05 3371.43 2.25
isoamilico
Acetato de 892265.54 15.77 56579.93 37.79
isoamilo
Caproato de etilo  311129.03 1.96 158739.30 106.02
Alcool
fenitetilico 5039699.73 459 10979.74 7.33
Caprilato de etilo 1367803.64 1.95 701437.76 468.47
Acetato 1183687.47 4.64 255105.06 170.38
feniletilico

4 - Concentracao

Composto Area média (A A/C F

P M () mgn)
Etanol 4609531.73 39450 116.84 0.08
Acetato de etilo 57567 99 90.2 3056.26 1.97
Isobutanol 298961.78 160.6 1861.53 1.20
Butanol 1259771.39 810 1555.27 1.00
Alcool
isoamilico 720970.61 202.25 3564.75 2.29
Acetato de
isoamilo 556625.78 8.76 63541.76 40.86
Caproato de etilo 5ye587 77 1.09 191364.92 123.04
Alcool
feniletilico 3119374.79 255 12232.84 7.87
Caprilato de etilo  ggoa56 0o 1.08 817459.26 525.60
Acetato

feniletilico 773129.41 2.58 299662.56 192.68




Concentracao

Composto Area média (A) (©) (mall) AIC F
Etanol 5345827.86 39450 13551 0.08
Acetato de etilo 175754 g5 36.08 4871.25 2.86
Isobutanol 177758.76 64.27 2765.81 1.63
Butanol 1377643.61 810 1700.79 1.00
Alcool

isoamilico 328034.64 80.9 4054.82 2.38
Acetato de

isoamilo 269570.40 35 77020.12 45.28
Caproato de etilo 147936 44 0.43 251014.97 147.59
Alcool

feniletilico 1602207.29 102 15707.91 9.24
Caprilato de etilo 39557 73 0.43 913187.75 536.92
Acetato

feniletilico 404614.97 1.03 392830.07 230.97
Composto Area média (A) E:g)n(cr?]r;lr)agao AIC F
Etanol 5988654.79 39450 151.80 0.08
Acetato de etilo 168020.12 18.04 9313.75 4.75
Isobutanol 135774.66 32.12 4227.11 2.15
EfUta”O' 1589241.40 810 1962.03 1.00
Alcool

isoamilico 221957.80 40.45 5487.21 2.80
Acetato de

isoamilo 166208.48 1.75 94976.27 48.41
Caproato de etilo  gg677 91 0.22 316717.79 161.42
Alcool

feniletilico 937376.71 51 18379.94 9.37
Caprilato deetilo 519707 o7 0.22 998641.23 508.98
Acetato

feniletilico 225232.85 0.52 433140.10 220.76
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Concentracéo

Composto Area média (A) (©) (ma/l) AIC F
Etanol 4704150.33 39450 119.24 0.06
Acetato deetilo 7549971 9.02 8029.90 4.25
Isobutanol 63202.68 16.06 3935.41 2.09
Butanol 1528711.91 810 1887.30 1.00
Alcool

isoamilico 110680.79 20.23 5471.12 2.90
Acetato de

isoamilo 85398.19 0.88 97043.39 51.42
Caproato de etilo 35054 31 0.11 335048.28 178.00
Alcool

feniletilico 530325.74 25.5 20797.09 11.02
Caprilato de etilo 149756 50 0.11 997786.34 528.68
Acetato

feniletilico 118203.33 0.26 454628.20 240.89
Composto Area média (A) %)n(crir;‘;lr)agao AIC F
Etanol 4018446.82 39450 101.86 0.05
Acetato de etilo 19016 49 1.8 10898.01 5.81
Isobutanol 17378.16 3.21 5413.76 2.88
Ef“tano' 1520293.58 810 1876.91 1.00
Alcool

isoamilico 27416.74 4.05 6769.57 3.61
Acetato de

isoamilo 21611.38 0.18 120063.24 63.97
Caproato de etilo 399 g6 0.02 519992.95 277.05
Alcool

feniletilico 145962.52 5.1 28620.10 15.25
Caprilato de etilo 55053 39 0.02 1251169.53 666.61
Acetato

feniletilico 33427.62 0.05 668552.35 356.20
4-Vinilguaiacol ~ 52251.99 98.00 533.18 0.35
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Fator de resposta médio para cada composto:

L Desvio
Composto RT F médio Padrio
Etanol 4.38 0.07 0.01
Acetato de
etilo 6.88 3.57 1.48
Isobutanol 7.61 1.91 0.54
Butanol 8.37 1.00 0.00
Alcool 9.82 2.71 0.47
isoamilico
Acetatode ) ¢ 47.95 8.46
isoamilo
Caproatode /o 165.52 55.19
etilo
Alcool
feniletilico 18.02 10.01 2.62
Caprilatode 14 o6 539.21 61.17
etilo
Acetato 20.22 235.31 59.03
feniletilico
4-
Vinilguaiacol 21.88 0.35 i
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Anexo 2: Lista de sugestdes de descritores para o acetato de isoamilo

Descritores
sugeridos

NUmero
de citacOes

Doce

Frutado
Banana
Diluido
Pastilha elastica
Rebucado
Citrino

Acido
Caramelo
Fresco

Maca

Mel

Sugo
Caramelo
Adstringente
Madeira
Whisky

Sidra
Remédio

Cola universal

13

PR RPRPRPRPPRPPPRPNODNODNDWWW-NN
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Anexo 3: Fichas de resposta da andlise sensorial

Sessédo 1
Tipo de amostra: Cerveja
Diferenca: Concentracao de acetato isoamilico

Descritores: banana, pera, frutado, doce

Instrucdes:

1. Prove o primeiro par de amostras e identifique qual das duas apresenta
caracteristicas dos descritores mais intensas. Marque com um X ao lado do cédigo
da amostra.

2. Prossiga até que os 5 pares sejam avaliados. Limpe o palato com dgua conforme
achar necessario.

E importante que ndo haja interacdes com os demais provadores para evitar
influéncias ou sugestdes que comprometam os resultados.

Par n° Amostras

1 O 451 132
2 [ 369 855 []
3 [ 557 3137
4 [] 788 576 [
5 O 232 791 [
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Sessdo 2

Tipo de amostra: Cerveja

Diferenca: Concentracao de acetato isoamilico

Descritores: banana, pera, frutado, doce

Instrucoes:

1. Prove o primeiro par de amostras e identifique qual das duas apresenta

caracteristicas dos descritores mais intensas. Marque com um X ao lado do cédigo

da amostra.

2. Prossiga até que os 5 pares sejam avaliados. Limpe o palato com dgua conforme
achar necessario.

E importante que ndo haja interacdes com os demais provadores para evitar
influéncias ou sugestdes que comprometam os resultados.

Par n°

1 [ 451
2 [ 369
3 [ 557
4 [] 788
5 [ 232

132
855 []
3137
576 [
791
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