Research, Society and Development, v. 11, n. 17, e43111738868, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i17.38868

Avaliacao da influéncia de aromas gerados por leveduras ndo convencionais utilizadas

na producgao de cerveja: uma revisao
Evaluation of the influence of aromas generated by unused yeast used in beer production: a review
Evaluacion de la influencia de los aromas generados por levaduras no convencionales utilizadas en

la produccion de cerveza: una revision
Recebido: 02/12/2022 | Revisado: 13/12/2022 | Aceitado: 14/12/2022 | Publicado: 19/12/2022

Ricardo Lavor Pina

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9368-3477
Universidade Federal do Para, Brasil

E-mail: rlpina94@gmail.com

Délis Cristina Palheta Cruz

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3961-3299
Universidade Federal do Para, Brasil

E-mail: delispalhetac@gmail.com

Marlice Cruz Martelli

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8512-2706
Universidade Federal do Par4, Brasil

E-mail: martelli@ufpa.br

Resumo

A modernidade cria tendéncias que promovem demandas por parte dos consumidores e fabricantes, na producdo de
cerveja ndo foi diferente. Em busca de uma maior complexidade perceptual, as leveduras ndo convencionais surgem
como alternativas para o enriquecimento dos atributos da bebida. A utilizacdo das ndo-Saccharomyces no processo de
fermentagdo tem proporcionado a maior presenga de alcoois superiores, ésteres e fenois volateis, além de acidos
carboxilicos e aldeidos, os quais originam um buqué sensorial. Neste contexto, este trabalho tem a finalidade de
apresentar uma revisdo de literatura referente ao perfil aromatico das cervejas utilizando leveduras ndo convencionais
sob fermentagdo isolada ou mista. O levantamento foi realizado em periddico internacional entre os anos de 2016 a
2022, no qual foram obtidos nove artigos sobre o tema. As pesquisas selecionadas estudaram oito géneros (Torulaspora,
Pichia, Brettanomyces, Hanseniaspora, Zygotorulaspora, Zygoascus, Kazachstania e Saprochaete) e catorze espécies
de microrganismos. Como resultado destaca-se a capacidade de assimilar aglcares, tolerancia a temperatura e resisténcia
ao etanol. Identificou-se que diferentes substancias proporcionam oléncias distintas, entre elas, frutado, floral e
adocicado sdo predominantes, além de notas alcéolicas, de cereais, folhas verdes, entre outros. Também se notou odores
desagradaveis devidos a concentragdo de diacetil e metional, originando aromas de manteiga, legumes cozidos e
rangoso. Portanto, a revisdo torna-se uma ferramenta para entender os pontos relevantes das leveduras e quais séo as
adequadas para o estilo de cerveja desejavel.

Palavras-chave: Aromas; Leveduras ndo convencionais; Cerveja.

Abstract

Modernity creates new trends that promote demands from consumers and manufacturers, and beer production was no
different. In search of greater perceptual complexity, non-conventional yeasts emerge as alternatives for enriching the
beverage's attributes. The use of non-Saccharomyces in the fermentation process has provided a greater presence of
higher alcohols, esters and volatile phenols, in addition to carboxylic acids and aldehydes, which originate a sensory
bouquet. In this context, this work aims to present a literature review regarding the aromatic profile of beers using non-
conventional yeasts under isolated or mixed fermentation. The survey was carried out in an international journal between
the years 2016 to 2022, in which nine articles on the subject were obtained. The selected studies studied eight genera
(Torulaspora, Pichia, Brettanomyces, Hanseniaspora, Zygotorulaspora, Zygoascus, Kazachstania and Saprochaete) and
fourteen species of microorganisms. As a result, the ability to assimilate sugars, temperature tolerance and resistance to
ethanol stand out. It was identified that different substances provide different odors, among them, fruity, floral and sweet
are predominant, in addition to alcoholic notes, cereals, green leaves, among others. Unpleasant odors were also noted
due to the concentration of diacetyl and methional, giving rise to aromas of butter, cooked vegetables and rancidity.
Therefore, the review becomes a tool to understand the relevant yeasts and which ones are suitable for the desired beer
style.
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Resumen

La modernidad crea nuevas tendencias que promueven las demandas de los consumidores y fabricantes, y la produccion
de cerveza no fue diferente. En busca de una mayor complejidad perceptiva, las levaduras no convencionales surgen
como alternativas para enriquecer los atributos de la bebida. El uso de no-Saccharomyces en el proceso de fermentacion
ha proporcionado una mayor presencia de alcoholes superiores, ésteres y fenoles volatiles, ademas de acidos
carboxilicos y aldehidos, que originan un bouquet sensorial. En este contexto, este trabajo tiene como objetivo presentar
una revisién de la literatura sobre el perfil aromatico de las cervezas utilizando levaduras no convencionales en
fermentacién aislada o mixta. La encuesta se realizd en una revista internacional entre los afios 2016 a 2022, en la que
se obtuvieron nueve articulos sobre el tema. Los estudios seleccionados estudiaron ocho géneros (Torulaspora, Pichia,
Brettanomyces, Hanseniaspora, Zygotorulaspora, Zygoascus, Kazachstania y Saprochaete) y catorce especies de
microorganismos. Como resultado, se destacan la capacidad de asimilacién de azUcares, la tolerancia a la temperatura
y la resistencia al etanol. Se identificd que diferentes sustancias aportan diferentes olores, entre ellos predominan los
frutales, florales y dulces, ademés de notas alcohdlicas, cereales, hojas verdes, entre otros. También se notaron olores
desagradables debido a la concentracion de diacetilo y metional, dando lugar a aromas de mantequilla, vegetales cocidos
y ranciedad. Por lo tanto, la revision se convierte en una herramienta para comprender las levaduras relevantes y cuales
son adecuadas para el estilo de cerveza deseado.

Palabras clave: Aromas; Levaduras no convencionales; Cerveza.

1. Introducéo

Considerada uma das bebidas mais antiga e consumida no mundo, a cerveja se alinha com tradicBes e habitos de
diferentes povos. O Brasil representa o terceiro maior produtor de cerveja obtendo 13,3 bilhdes de litros, onde perde apenas para
os Estados Unidos (22,1 bilhdes) e a China (46 bilhGes), com o aumento do consumo em 5% por ano (da Silva et al. 2022).
Desde 2017 o setor € crescente, atraindo cada vez mais empreendedores, apontando para maior concentracdo no estado do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais. Segundo a Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil, 2017) o ramo
cervejeiro movimenta 1,6% do PIB nacional (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, 2022).

Com a grande demanda torna-se tendéncia a diversificagdo dos tipos de cerveja e recentemente, 0 mercado tem contado
com 20 mil tipos compostos de diferentes matérias-primas, adjuntos e técnicas de preparo. Como uma forma para proporcionar
o0 realce do aroma e sabores, algumas cervejas especiais adicionam frutas, especiarias, temperos, chés, ervas e etc. Visando
otimizagdo da qualidade da bebida realiza-se a escolha de leveduras, sendo a espécie Saccharomyces cerevisiae mais conhecida
e classificada como levedura convencional (Gibson, et al., 2020, Sorbo & Broetto, 2019).

Alguns empreendedores produzem cervejas distintivas através da exploracdo de leveduras ndo convencionais que
proporcionam atributos notaveis a bebida. Segundo Masneuf-Pomarede et al. (2016), as leveduras ndo-Saccharomyces sao
encontradas por todo ambiente e associam-se com o processo de fermentagdo adequado para a producéo de cerveja. O grande
destaque é que as leveduras ndo-convencionais tém o potencial para produzir uma variedade de substancias responsaveis pelas
propriedades organolépticas, trazendo uma inovacdo e melhoria ao setor cervejeiro (Gschaedler, 2017).

O perfil sensorial da cerveja é de extrema importancia devido apresentar caracteristicas delicadas e labeis. As
propriedades da bebida se originam da presenca de varios compostos ativos, conferindo principalmente aroma e sabor. A oléncia
do produto é um grande exemplo, devido ser resultado de substancias volateis e ndo volateis, onde Ihe confere o cheiro
caracteristico da cerveja. Tais atributos instigam varios apreciadores que buscam viver experiéncias sensoriais e inovadoras
proporcionadas pelos diferentes tipos de mercadorias produzidas pelo setor cervejeiro (Silva, et al., 2021).

Diante das variedades dos tipos de cerveja e consequentemente do perfil aromatico de cada, o presente trabalho tem o
objetivo de realizar o levantamento de pesquisas para compor uma revisao da literatura sistematica. O foco sdo as cervejas
produzidas com leveduras ndo convencionais e quais as variagcdes das oléncias da bebida. A revisdo é realizada na plataforma
Science Direct e Google Scholar entre 0s anos de 2016 e 2022, em portugués e inglés, encontrando-se nove artigos para serem
analisados e discutidos.
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2. Metodologia

A revisdo sistematica da literatura tem a finalidade de contextualizar o estudo, propor uma analise e construir uma
sintese do assunto de interesse. A modalidade da pesquisa procura reduzir imprecisdes sistematicas e aleatérias, obtendo maior
clareza no levantamento do tépico. Uma das aplicacOes da revisdo é o estudo do fendmeno para apontar comparacdes, preencher
lacunas ou desenvolver uma intervencdo, em que questdes ndo exploradas sdo as mais desejadas para orientar novos
conhecimentos e pensamentos sobre o tema (Dermeval, Coelho e Bittencourt, 2020).

A metodologia utilizada para a composicdo e seguimento do trabalho foi preconizada por Dermeval, Coelho e
Bittencourt (2020) em que é abordado o protocolo que abrange trés fases principais: o planejamento, conducéo e relatdrio. A
etapa inicial consiste na formulacdo da questdo principal apresentando uma necessidade de discussao, em seguida a conducédo
abrange a busca, selecdo, avaliacdo e extracdo de dados relevantes sobre a problematica. Nesse estagio é valido adotar critérios
de selecdo e exclusdo, como estratégia de pesquisa. Por fim, sdo reunidas as informacdes e desenvolvidas a resposta e a correlacéo
dos resultados obtidos. Tal método foi adotado para o desenvolvimento do presente artigo, no qual foram empregadas as trés

fases.

2.1 Planejamento

O planejamento para a questdo principal foi acerca do papel das leveduras no processo produtivo da cerveja, em que
uma pesquisa preliminar tendeu avaliar a necessidade de discussdo de microrganismos ndo convencionais que ganham espago
no mercado, neste sentido, a questdo norteadora da pesquisa foi qual a influéncia de aromas gerados por leveduras nédo
convencionais utilizadas na producao de cerveja? O foco se estabeleceu sobre o perfil aromético sendo uma das propriedades da

bebida apreciada pelos consumidores.

2.2 Conducéo

Para a etapa seguinte, a condugdo, foram adotados os descritores “unconventional yeast” e “non-Saccharomyces” na
base de dados da plataforma do Science Direct. Como critério de incluséo foram adotados os artigos em inglés, entre os anos
de 2016 a 2022. Também foi empregada a filtragem combinada com a palavra-chave “beer”, onde o filtro foi aplicado ap6s
observar a variedade de investigacGes em outras areas e com a finalidade de restringir a busca. Na plataforma foi adotada a
opcdo de selecionar somente artigos de pesquisa, ou seja, excluir teses, revisdes, livros, enciclopédias, dissertacfes, relato de
casos, etc.

Ainda como estratégia de elegibilidade realizou-se a triagem com a leitura de titulos e resumos para estreitar a
quantidade materiais selecionados e remocGes de artigos duplicados. Além do reconhecimento aprofundado resultando na
remocdo de trabalhos com abordagem distinta da proposta por essa pesquisa, como por exemplo nos casos com foco na
atividade microbiana, do género Saccharomyces e em receitas do processo produtivo. Por entender que as leveduras ndo
convencionais apresentam capacidade de enriquecimento sensorial, mas ndo tem eficiéncia na fermentagéo foi expandido o

interesse por culturas mistas com S. cerevisiae.

2.3 Relatdrio

A fase final, consiste em extrair as informagdes e organizar para melhor compreenséo do leitor. Realizou-se a analise
aprofundada que se trata da validagdo de dados disponiveis na pesquisa afim de obter uma relagcdo com o objetivo e na construgao
de resultados (Azevedo, Silva e Maia, 2021). As analises realizadas nos artigos selecionados foram pelos seus resultados obtidos
e apresentados na Tabela 2, constituida por: autores/ano de publicacao, leveduras ndo convencionais identificadas e, compostos

volateis produzidos pelos microrganismos durante a fermentagdo, que interferem no aroma e sabor da cerveja. Posteriormente,
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realizou-se uma discussdo detalhada das caracteristicas tecnoldgicas das leveduras ndo convencionais para producdo de cerveja e a relagdo dos compostos volateis e oléncias geradas
por estas leveduras.
A Figura 1 mostra o fluxograma das etapas de pesquisa utilizadas neste trabalho.

Figura 1 — Fluxograma da metodologia de pesquisa.
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3. Breve Historico da Cerveja

A teoria mais aceita sobre a origem da cerveja é remetida antes da Era Cristd, na regido da Mesopotamia, onde ocorria
o0 cultivo de grdos. Acredita-se na producdo acidental da cerveja através do armazenamento de cereais em vasos de barro que
eram molhados pela chuva gerando um liquido com sabor concentrado e apreciado. A bebida fermentada atuava como moeda
de troca entre as comunidades resultando na difuséo para outros locais, entre eles, o Egito Antigo e Império Romano (Venturini-
Filho, 2016). O emprego de técnicas risticas na producdo de cerveja aponta uma distingdo de caracteristicas entre a bebida
preparada antigamente e a consumida mais recentemente. O aperfeicoamento das receitas ocorria dentro dos mosteiros na Idade
Média, onde os monges auxiliavam na reproducdo da cultura cervejeira. A bebida era muito consumida pela classe de nobres,
estrangeiros viajantes ou indigente e logo ganhou o reconhecimento popular e promoveu a profissionalizacdo na producdo em
cidades (Hornsey, 2016).

Com o avango da ciéncia foram surgindo descobertas propicias para o desenvolvimento da bebida. Uma delas consiste
na compreensdo da fermentacdo através dos estudos de Louis Pasteur. Com os trabalhos desenvolvidos foi constatado que a
temperatura variando entre 55 °C a 60 °C proporciona a inibicdo do crescimento de outros organismos. O processo de
pasteurizacdo auxiliou a otimizagdo do tempo de conservacao das cervejas, estendendo para periodo de nove meses. J4 em 1883,
o famoso micologista e fisiologista dinamarqués, Emil Hansen, teve éxito no isolamento da primeira cepa de leveduras,
chamando-as de Saccharomyces carlsbergensis (Giorgi & Janior, 2016).

A consolidagdo da cerveja no mercado ganhou forga com a descoberta das células de levedura e as cervejarias passaram
a utilizar as espécies puras que resultaram na elevacéo do sabor e consisténcia da bebida, assim como, a mudanca de carater
domeéstico para industrial, através da invencao da maquina de vapor, possibilitando a fabricagdo em larga escala e promovendo
a implantagdo do sistema de refrigeracdo, na qual mantinha a mercadoria em baixas temperaturas durante a fermentacdo. Tais
melhorias trouxeram avancos significativos como a difuséo para novos locais e conseguiram obter caracteristicas semelhantes
as cervejas atuais (Carvalho, et al., 2018; Giorgi & Junior, 2016).

Segundo Venturini-Filho (2016), a cerveja chegou ao Brasil através da influéncia das expedicGes europeias, seja pela
exploragdo das Américas com a Companhia das Indias Orientais no século XVII1, como também, mais tarde pela estadia da
familia real portuguesa. A bebida desconhecida foi posta para vender e acabou influenciando os costumes dos povos. Porém,
houve dificuldade para obter os insumos ideais para produgdo, entdo utilizavam-se matérias-primas alternativas como milho,
trigo e grdo de arroz. Nesse cendrio, o produto ndo possuia boa qualidade e adotavam técnicas de controle de fermentagao
precérias, como rolhas amarradas com barbantes para impedir que se soltassem originando a denominagdo “cerveja- barbante”.

Em 1853 inaugurava-se a primeira cervejaria no Rio de Janeiro, em Petr6polis, chamada de Bohemia. Apés alguns anos
a bebida era distribuida por todo territério, contando com outras companhias criadas como a Brahma e Antartica. Nessa época,
o0 desenvolvimento do setor cervejeiro estava relacionado com as regides de concentracdo industrial, ou seja, Sul-Sudeste. Na
década de 90, o mercado da cerveja registrou integragdes verticais, aquisicao de cervejarias e fusdes, surgindo a Companhia de
Bebidas das Américas (AmBev), mais tarde se unindo com outra empresa belga transformando-se em Interbrew (Morado, 2017;
Silva, Leite & Paula, 2016).

4. Cerveja e sua Producéo

De acordo com a legislacéo brasileira, a cerveja € uma bebida originada da fermentacéo alcoodlica do adjunto cervejeiro
(malte de cevada, milho, trigo, aveia, entre outros), da agua e lipulo, onde todos os ingredientes em conjunto promovem a acao

das leveduras. A norma também lista exigéncias acerca da rotulagem, com objetivo de fornecer ao consumidor todas as
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informacdes pertinentes ao consumo. O Ministério da Agricultura possui o papel de controlar, registrar e fiscalizar a producao
de bebidas, incluindo cerveja, enquanto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria enumera quais substancias quimicas e
ingredientes essenciais podem/devem estar presentes. Embora exista diferentes tipos de cerveja, a maioria envolve matérias-

primas base para a sua producdo, logo, a compreenséo do papel de cada um no processo é fundamental.

4.1 Insumos
4.1.1 Malte

O malte é o produto da germinacdo controlada de gréos de cereais, 0s quais podem ser centeios, trigo, milho, aveia,
arroz, sorgo, entre outros. O cereal mais comum é a cevada, graminea cerealifera pertencente a espécie Hordeum vulgare. A
denominacdo do malte deriva da expressdo germanica “meltan” tendo como traducdo “amolecer”. A relacdo refere-se ao
amolecimento do grdo de cevada, resultado da técnica utilizada na producdo da cerveja. A composi¢do do malte €
majoritariamente de amido, acUcar (sacarose), celulose e hemicelulose devido a estrutura do gréo (Zdaniewicz, et al., 2020).

H& diferentes tipos de maltes, o mais utilizado é o de base, devido apresentar maior capacidade enzimatica na
transformacg&o do amido para o aglcar. O restante do grupo formado por maltes especiais, caramelizados e torrados representam
apenas 30% da conversdo. Vale ressaltar que a cor da matéria-prima influencia no produto, o malte mais torrado resulta em uma
cerveja de coloragdo mais escura e grdos menos torrados proporcionam bebidas claras e sabor similar & cereal e pao (Bogdan &
Kordialik-Bogacka, 2017).

O processo de maltagem se traduz em etapas basicas: maceracdo ou embebigdo, germinacéo e secagem. Na primeira
fase, os gréos sdo submersos em &gua para aumentar a umidade em até 45%. Nesse periodo é alternado intervalo para molha e
em contato com ar, favorecendo a oxigenacdo e evitando empecilhos na préxima etapa. A troca de ambientes promove o inchaco
e 0 amolecimento da semente. A germinacdo é a etapa que abrange modifica¢es do grdo, como o crescimento da radicula e
plimula (raiz e caule no estagio embrido) e integra reagdes complexas, incluindo a degeneragdo e renovacao das paredes celulares
(Farzaneh et al., 2017; Stewart, 2016).

Com as variagdes metabolicas no processo de germinagao é necessario realizar o controle de um conjunto de condicGes
operacionais, como o da umidade, temperatura, nivel de oxigénio, teor de gés carbdnico e o tempo. Na etapa seguinte, a secagem
reduz a umidade dos gréos até 4-5% com um processo que dura entre 17 a 22 horas, onde o objetivo é cessar a atividade quimica
e bioldgica a fim de evitar a degradacdo do grdo. Também influencia nas caracteristicas organolépticas da cerveja, pois depende

da cor e das condicGes da secagem (Byeon et al., 2022).

4.1.2 Lapulo

Antigamente o preparo da cerveja utilizava uma mistura de ervas, onde provavelmente ocorreu o destaque do lUpulo
devido as atividades microbianas, porém, acabou proporcionando o sabor amargo caracteristico da bebida. O lapulo (Humulus
lupulus) pertence a familia Cannabaceae, descrita como uma planta trepadeira perene, cresce em climas temperados, de espécie
dioica, ou seja, possui flores femininas e masculinas em partes separadas. Para o setor cervejeiro o que interessa é a flor fémea,
onde apresenta cones coloracdo amarela responsavel pelo sabor e aroma da bebida (Rettberg, Biendl, Garbe, 2018).

As inflorescéncias da planta sdo constituidas de resinas (responsavel pelo amargor) sendo subdivididas em duras e
macias com base na solubilidade, estas com maior influéncia por contribuir para conservagio e “flavour” devido & presenca de
a-acidos e os B-acidos. Os a-acidos originam o sabor amargo e os 3-acidos promovem a acéo bactericida. Também comp&em os

o6leos essenciais com capacidade aromatica devido a quantidade de terpenos. Além disso ha ceras, proteinas e polifendis
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apresentando atividade antioxidante (Durello, Silva & Bogusz, 2019; Morcol et al., 2020).

4.1.3 Agua

A agua é considerada o principal ingrediente na fabricacdo da cerveja, ja que compde 90% do produto e esta presente
na maioria das etapas produtivas. Desse modo, a agua necessita de tratamento adequado e eficiente para obter uma boa qualidade,
de maneira que vise os principais fatores influentes na producédo da bebida como: pH, alcalinidade, concentragdes de compostos
metalicos, concentracdo de minerais, padrdo microbioldgico e presenca de subprodutos da desinfeccdo. Portanto, é viavel que a
agua seja potavel, livre de odores e de particulas em suspensdo (Santos, et al., 2018).

Os sais apresentam grande importancia na producéo da cerveja, pois, o sulfato acentua o amargor do lpulo, o célcio e
magnésio proporcionam a estabilidade e atividade das leveduras, enquanto o sodio e o cloreto afetam o dulgor da bebida. O pH
adequado é o &cido, contudo ndo é indicado valores tdo baixo para ndo influenciar na conversdo do amido. A dureza relaciona
com o sabor e a coloragdo do produto, 0 maior teor de sais resulta em bebidas mais intensas e escuras e a dureza menor originam

cerveja cristalina e delicada (Anderson, et al., 2019).

4.1.4 Levedura

Compreende-se que as leveduras pertencem ao grupo dos fungos unicelulares, eucariéticos e com tamanho
microscapico, tendo sido catalogadas aproximadamente 500 espécies de levedura e agrupada em 60 géneros. As atividades que
utilizam os microrganismos consistem na producdo de pées, biocombustivel, alimentos, vinho, destilados, suplementos,
probidticos e bebidas ndo alcodlicas. Entretanto, poucos tipos de leveduras sdo explorados economicamente, entre elas, as
espécies Saccharomyces, S. cerevisiae e S. pastorianus (Shurson, 2018).

Este importante insumo chamado de fermento ou levedura tem a capacidade de fermentar aglcares, como a glicose
frutose, sacarose e maltose presentes na solucédo, para transformar em alcool e didxido de carbono, ou seja, realizar a fermentagéo
alcodlica. Os microrganismos se diferem no processo fermentativo, em que, leveduras com tendéncia a subir até a superficie sao
de alta fermentacdo (ale) e caso se depositem no fundo sdo classificadas de baixa fermentagdo (lager), além de ndo suportar
temperaturas acima de 22°C. A sele¢do de leveduras é fundamental para qualidade da bebida e para criar um perfil de sabor
caracteristico, através da formacao de subprodutos desejaveis ou ndo (Lauterbach, et al., 2017).

O setor que mais aproveita a diversidade da levedura é a indUstria de bebidas, com destaque para area cervejeira. O uso
desses microrganismos associa-se ao processo fermentativo, pois é a etapa essencial para producdo de cerveja. A espécie
Saccharomyces cerevisiae representa a estirpe mais conhecida e utilizada, devido a sua fisiologia na qual garante maior
rendimento, alta tolerancia ao etanol, desenvolvimento acelerado e ocorre por via metabolica. Apesar das suas qualidades, o
mercado se desenvolveu e expandiu, necessitando explorar o potencial das leveduras e obter produtos inovadores (Gibson, et al.,
2020).

4.2 Processo produtivo

A etapa inicial consiste na moagem dos grdos do cereal para romper a casca do malte e expor o material amilaceo do
interior, onde a redugdo do tamanho pode ser realizada por moinhos de rolos, de martelo ou de discos. Deve-se controlar a
granulometria para ndo obter um produto fino que cause a obstrugdo de equipamentos e nem grosso pra dificultar reacdes
enzimaticas. Dentro de um tanque os grdos moidos sdo misturas com &gua pré-aquecida (62°C) para iniciar as reacles
bioguimicas (Yin, et al., 2021).
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Na mosturacdo as enzimas presentes na solucdo sdo ativadas e realizam a hidrdlise do amido para obter aclcares
fermentaveis, formando o liquido adocicado chamado mosto. As enzimas responsaveis sdo a-amilase e B-amilase, onde a
primeira resulta na maior concentracdo de dextrina (aglcares de cadeia maior) sob temperaturas mais elevadas resultando em
cervejas mais encorpadas e a segunda, forma-se a glicose, frutose e maltose (agUcares de cadeia menor) em temperaturas mais
brandas que levara a bebidas mais leves (Buiatti, Guglielmotti & Passaghe, 2021).

Terminada a mosturacdo é necessario realizar a filtracdo para separar a matéria sélida (bagaco do malte) e o liquido
(mosto cervejeiro), podendo realizar a recirculagdo para obter maior eficiéncia. O aquecimento do mosto é essencial para garantir
a qualidade de cerveja, onde o lupulo é adicionado no inicio e final do processo a fim de proporcionar 0 amargor e aroma,
respectivamente. Nesse estagio ocorre a estabilidade bioquimica, biolégica e coloidal do mosto devido a promover a inativacéo
das enzimas e microrganismos, evaporacdo de substancias indesejadas, precipitacdo de compostos floculantes e assim eliminando
qualquer contaminagdo possivel que possa interferir nas caracteristicas da cerveja (Harrison & Albanese, 2017).

Com o mosto mais concentrado é realizado o seu resfriamento para evitar a oxidacdo, reativacdo das leveduras e a
formacdo do dimetil sulfeto, sendo este um off-flavour (sabor ndo desejavel) devido ao aspecto ran¢oso. Em seguida € iniciada
a fermentacéo, o mosto recebe as leveduras que converte aglcares em CO; e etanol. O tempo do processo fermentativo dependera
do tipo de cerveja, para largers dura entre 5 e 7 dias com a temperatura variando de 7°C a 14 °C e para ales apenas de 3 a 5 dias
com a faixa de temperatura de 15 °C a 20 °C (Michel, et al., 2016).

Apbs a remocdo do fermento, ocorre a maturagdo em baixa temperatura e durante 72 horas. Nessa etapa é possivel
adicionar outros ingredientes, como ervas ou especiarias dependendo da receita escolhida. Os objetivos da maturacdo séo a
reducdo de &cido sulfidrico, acetaldeido e teor de diacetil que sdo responsaveis pelo sabor desagradavel, além de promover a
estabilidade coloidal e a sedimentacdo dos microrganismos residuais. As demais leveduras consomem os residuos de carboidrato
realizando a fermentagdo secundaria. A maturagdo pode ocorrer entre 6 e 30 dias, dependendo do tipo de cerveja fabricada
(Kucharczyk &Tuszynski, 2017).

A gaseificacdo da cerveja € realizada na fase da carbonatacdo, em que é gerada uma quantidade de gas carbdnico. A
carbonatacdo pode ser forcada pela inje¢do de gés diretamente no recipiente com a cerveja ou com método priming onde
adiciona-se aglicar para fermentar novamente. E uma etapa importante para promover caracteristicas organolépticas da bebida e
desacelerar a proliferacdo de bactérias com capacidade de reduzir a validade do produto. A armazenagem das cervejas deve
permanecer em temperaturas em torno de 2 °C (Lentz, 2018).

4.3 Perfil aromatico da cerveja

A andlise das caracteristicas organoléticas da cerveja é uma das formas para avaliar as caracteristicas e qualidades do
produto. Logo, o mercado busca inovar trazendo maior complexidade sensorial, j& que as bebidas tradicionais apresentam
diversidade perceptuais reduzida. Os atributos sensoriais sdo baseados nos sistemas de paladar, olfativo e visual, ou seja, as
primeiras percepcdes de avaliacdo dos consumidores (de Paulo et al., 2022). Segundo Sannino et al. (2019) a estrutura do aroma
e 0s componentes que proporcionam particularidades da bebida sdo os alcoois, ésteres, aldeidos e acidos organicos. Entre os

atributos que podem ser observados estdo a aparéncia, aroma, sabor e textura, como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas comuns da cerveja.

Alcodlico
Cheiro maltado derivado do malte da cevada
Notas amadeiradas, criticas e picantes devido ao ltpulo
Frutado

Aroma

Alcodlico
Maltado
Residual de cerveja caracteristico do produto
Doce
Frutado
Amargo
Percepcao de subprodutos da carbonatacéo
Acido, acético

Sabor

Textura Encorpado devido a densidade sentida na degustacdo

A cor caracteristica varia de amarelo vivo a amarelo escuro
Aparéncia A turbidez consiste na preferéncia a transparéncia sem particulas visiveis
Uniformidade no tamanho da espuma

Fonte: Adaptado de Mello & Silva (2020).

Mello & Silva (2020) investigaram quais caracteristicas eram mais relevantes sob o ponto de vista dos consumidores.
A pesquisa apontou 0 aroma, sabor e textura sendo fundamentais na cerveja e ainda relevou que atributos como “sabor alco6lico”,
“acidez”, “adocicado” e “aroma de alcool” ndo eram desejaveis no produto, tornando-se menos atraente. Outro dado pertinente
foi o aumento da importancia do aroma tanto quanto a gustacdo e o preco, evidenciando o desejo de ter percepcBes mais
complexas na cerveja produzida.

O aroma pode ser originado pela matéria-prima utilizada, como o malte e lGpulo, 0 modo como é desenvolvida a
fermentacdo, metabolismo da levedura e o periodo de maturagdo da cerveja. Os principais compostos volateis responsaveis pelo
cheiro da bebida, também chamados de compostos carécter-impacto, sdo grupos aromaéticos, alifaticos, ésteres, alcoois, aldeidos,
hidrocarbonetos, cetonas, terpenos, entre outros. Tais substancias sdo denominadas de termolébeis devido a ter a sensibilidade
ao calor e se decompdem caso ndo armazenada na faixa de temperatura correta (Larroque et al., 2021; Garcia et al., 2021).

Ripari et al. (2018) revelam que a fermentag&o alcodlica produz muitos produtos e subprodutos responséveis pelo aroma
final, isso pode ser explicado pela atividade metabolica da levedura. O trabalho realizado por Benucci et al. (2021) discute a
forma como a levedura é adicionada ao processo de producdo da cerveja, implicando na geracéo de niveis distintos de compostos
volateis. Com as informacdes disponiveis para otimizacdo do aroma das cervejas, sao utilizados microrganismos selvagens, ou

seja, ndo convencionais para enriquecer as propriedades da bebida.

5. Leveduras ndo Convencionais

Com a modernidade, as leveduras ndo convencionais foram conseguindo espaco entre fabricantes e apreciadores de
cervejas artesanais. Antigamente, acreditava-se que as ndo-Saccharomyces eram responsaveis pela deterioracdo das bebidas,
porém, novos estudos indicaram apenas um rendimento reduzido e menor tolerdncia ao etanol em compara¢do com a S.
cerevisiae. Por outro lado, as leveduras ndo convencionais proporcionam o enriquecimento da cerveja em relacdo ao aroma e

sabor, devido a produgdo de alcoois superiores, ésteres e fenois volateis, acidos carboxilicos e derivados de enxofre (Basso,
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Alcarde & Portugal, 2019; da Silva et al., 2022).

As leveduras ndo convencionais podem ser encontradas antes da fermentagdo, como nos estagios de maturagdo e
colheita das matérias-primas envolvidas no processo. Sua diversidade é influenciada pela localizagdo geografica, clima
(temperatura, precipitagdo), presenga de pesticidas ou fungicidas e modo de conservagdo. Entre as espécies de leveduras néo
convencionais, destaca-se a Brettanomyces bruxellensis e Torulaspora delbrueckii com melhor aroma para producao de cerveja.
A Hanseniaspora guilliermondii é indicada para fermentacdo em cultura mista com a S. cerevisiae. Outras também aparecem
como a Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima, Candida zemplinina, Pichia spp., Hanseniaspora suaveolens.e
muitas outras (Varela, 2016). Diante da diversidade, torna-se importante o estudo da origem, comportamento e efeito de cada

levedura.

5.1 Torulaspora delbrueckii

Antigamente se denominava T. rosei ou T. fermentati, sendo encontrado em frutas, solo, casca de arvores, suco de frutas
vermelhas e no malte, onde a presenca varia de 4% em alimentos e 6% em frutas e bebidas. Pertencente a familia
Saccharomycetaceae, as espécies de Torulaspora apresentam células na forma esférica ou elipsoidal. Do ponto de vista
fisiolégico e bioguimico, tais leveduras fermentam a glicose, frutose, sacarose e outros aglcares, poréem, dependendo da cepa
pode haver uma limitacdo na assimilagdo da maltose. Nessa situagdo, a fermentagao se resulta em cervejas de baixo teor alco6lico
(Michel, et al., 2016; Benito, 2018).

5.2 Brettanomyces

Em 1904, no Laboratério de Pesquisa Carlsberg o cientista dinamarqués Niels Hjelte Claussen obteve éxito no
isolamento da levedura, chamando-a de Brettanomyces clausulanii. A sua presenca foi observada em cervejas inglesas e belgas,
mas também podem ser encontradas em cascas de frutas, refrigerantes, chas, azeitonas, recipientes de madeira e kombucha. As
leveduras Brettanomyces sdo responsaveis por sabores exoticos a bebida, contudo, caso manipulada de forma incorreta pode
gerar um perfil sensorial desagradavel. Entre as espécies mais comum estdo Brettanomyces bruxellensis e anomalus. O
metabolismo é favorecido na presenca de glicose e por se caracterizar como uma fonte de carbono, também apresentam facilidade
em assimilar monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos. Logo, acaba sendo indicada para reagir com agucar residual e

produzir uma cerveja de baixa caloria (Smith & Divol, 2018; Colomer, Funch, Forster, 2019).

5.3 Hanseniaspora

Considerada como uma levedura de grande potencial na cerveja devido a possibilidade de desempenhar diferentes
papéis durante a producédo. Se apresentam na forma oval ou esférica, quando séo cepas jovens, e sdo encontradas principalmente
em frutos. Como qualidade destaca-se a preservacdo das propriedades morfoldgicas e fisioldgicas dos varios tipos encontrados,
apesar de um armazenamento inadequado. Contudo, optam somente pela glicose como fonte de carbono que acaba limitando
suas fontes (Has, et al., 2016).

A levedura apiculada H. uvarum é mais comum em frutos maduros e particularmente nos bagos das uvas, suco de caju
e cana-de-agucar, além de participar na produgdo do iogurte (Albertin, et al., 2016). Segundo Yan et al. (2020) a espécie H.
vineae produz varios compostos aromaticos como acetado de 2-feniletila e acetato de etila, responsaveis por acentuar o sabor
durante a fermentacéo, principalmente em culturas mistas. Contudo, a caracteristica peculiar entre 0 género Hanseniaspora

consiste na dificuldade em isolar a levedura do fruto. Outro tipo muito encontrado é a H. guilliermondii, na qual formam-se
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coldnias convexas e lisas. Sua origem ocorre na fermentacdo espontanea, tendo maior concentracao nos estagios iniciais e reduz
com o passar do tempo, que pode ser explicado pela sensibilidade ao etanol.

6. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos referente ao tema estdo expostos na Tabela 2, em que estdo os nove artigos selecionados e
organizados a partir de seus autores/ano de publicacdo, as leveduras ndo convencionais identificadas e, 0s compostos volateis

produzidos pelos microrganismos durante a fermentacéo.

11


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i17.38868

Research, Society and Development, v. 11, n. 17, e43111738868, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i17.38868

Tabela 2 - Artigos selecionados com respectivas leveduras ndo convencionais e seus compostos volateis.

Autores/Ano Leveduras ndo convencionais identificadas Principais compostos volateis

Canonico et al. (2016)

Torulaspora delbrueckii

2-Feniletanol, butirato de etila, acetato de isoamila, hexanoato de etila, octanoato de

etila e fenil etil acetato

Michel et al. (2016)

Torulaspora delbrueckii

Alcoois amilico, 2-feniletanol, acetato de etila, i-butanol, n-propanol e diacetil

Holt et al. (2018)

Torulaspora delbrueckii

4- vinil guaiacol (4VG)

Pichia anomala

Acetato de etila e 4-vinil guaiacol (4VG)

Pichia kluyverii

Acetato de isoamila e acetato de etila

Pichia kudriavzevii

Acetato de etila

Brettanomyces naardenensis

Acetato de etila e 4-vinil guaiacol (4VG)

Brettanomyces bruxellensis

Acetato de isoamila, acetato de etila, 4-vinil guaiacol (4VG), 4-etil fenol (4EP), 4-etil
guaiacol (4EG), decanoato de etila, octoanoato de etila, &cido acético, acetato de

isobutila e acetaldeido

Zygotorulaspora florentina

4-vinil guaiacol (4VG) e decanoato de etila

Toh, Chua & Liu (2018)

Torulaspora delbrueckii

Alcool isoamilico, 2-feniletanol, 4cido octandico, acido-9-decenoico, octanoato de

etila e decanoato de etila

Bourbon-Melo et al. (2020)

Hanseniaspora opuntiae

Alcool isoamilico, acetato de etila, 2-feniletanol, acido acético, isobutanol, etil

hexanoato, acetato de isoamila, diacetil e octanoato de etila

(continua)
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) . . Alcool isoamilico, acetato de etila, 2-feniletanol, &cido acético, isobutanol, etil
Hanseniaspora guilliermondii ) . )
hexanoato, acetato de isoamila e octanoato de etila

Larroque et al. (2020) Pichia anomala Hexanoato de etila, octanoato de etila, 4-vinil guaiacol (4VG) e acetato de isoamila
Zygoascus meyerae Alcool isobutil, 2-feniletanol e 4-vinil guaiacol (4VG)
Johansson et al. (2021) Torulaspora delbrueckii Alcool isoamilico, propanol e 2-metil-propanol
Pichia kudriavzevii Acetato de etila, octanoato de etila e alcool isoamilico

Acetato de etila, octanoato de etila, 4-vinil guaiacol (4VG), alcool amilico, alcool
isoamilico, 2-feniletanol, 2-metilpropanol e acetaldeido

Pichia fermentans

Alcool amilico, alcool isoamilico, isobutanol, 2-metilpropanal, fenilacetaldeido, 2-

Hanseniaspora uvarum ’ )
feniletanal e 3-metilbutanal.

Alcool isoamilico, 3-metilbutanal, 2-metilpropanol, 2-metilbutanol, acetato de etila,
metional, acetato de 3-metilbutila e acetato de fenetila

Kazachstania servazzi

Matraxia et al. (2021) Hanseniaspora uvarum Isobutanol, alcool isoamilico, propanol
Acetato de isoamila, &cido isovalérico, alcool isoamilico, 2-metil butanoato de etila,
Tan etal. (2021) Saprochaete suaveolens acetato de isobutila, acetato de 3-metilbutil, acetato de 2-metilpropril e acetato de 2-
feniletil

(concluséo)
Fonte: Autores (2022).
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6.1 Caracteristicas tecnologicas das leveduras nao convencionais para producao de cerveja
6.1.1 Torulaspora delbrueckii

Devido a levedura Torulaspora delbrueckii ser um dos microrganismos que se encontra naturalmente nos ambientes, é
compreensivel a sua presenca na maioria das produgdes de cerveja com leveduras ndo convencionais. Em Michel et al. (2016) a
cepa foi investigada em cultura pura, mas cultivada em meios diferentes, como por exemplo em vinho, aguardente de sorgo,
salmoura de queijo, entre outros. Ja em Canonico et al. (2016) e Toh, Chua & Liu (2018) foram investigadas leveduras em
fermentacgdo mista, ou seja, inoculada com S. cerevisiae.

Michel et al. (2016) utilizando apenas a cepa demonstrou seu crescimento sem qualquer interferéncia de outra levedura,
enquanto Canonico et al. (2016) e Toh, Chua & Liu (2018) envolvendo culturas mistas, revelaram a modificagdo do
comportamento no processo de fermentacdo. O estudo dos pesquisadores revelou que na proporgao de 1:1 de S. cerevisiae e da
T. delbrueckii, respectivamente, ndo causa nenhuma competicdo entre os microrganismos. Contudo, quando a levedura ndo
convencional se encontra em maior quantidade (<1:10) é causada a competicdo e ocasiona a morosidade do processo.

O comportamento competitivo é visto na produgdo de vinhos, em Zhang et al. (2018) observagdo a competicdo
nutricional entre a T. delbrueckii e S. cerevisiae que influenciou negativamente no crescimento individual das cepas. Também
foi identificada a reducéo da levedura ndo convencional em dois dias de fermentagdo. A interrupcdo do crescimento da T.
delbrueckii é causada pela alta disputa espacial e da significativa taxa de consumo de aglcares e de fontes nitrogenadas
(Escribano-Viana et al., 2022; Tronchoni et al., 2017).

Os autores investigaram as linhagens de T. delbrueckii, onde pelo a0 menos uma apresentou eficiéncia e apontaram
semelhanca quanto a assimilacéo de agucares. Canonico et al. (2016) e Toh, Chua & Liu (2018) conseguiram fermentar glicose,
sacarose e maltose, enquanto Michel et al. (2016) teve éxito no consumo até de maltotriose. E importante a conversio de aglicares
complexos principalmente em culturas puras de leveduras ndo convencionais. Contudo, o teor alcoélico na cerveja produzida foi
baixo quando comparado com o das bebidas produzidas por S. cerevisiae.

Investiga-se a assimilacdo de acucares com a finalidade de compreender a capacidade de fermentacdo. Em leveduras
ndo convencionais, como a S. cerevisiae, 0 consumo de glicose e malte é mais comum. No entanto, as linhagens de T. delbrueckii
apresentam comportamentos diferenciados, algumas cepas tém éxito na conversdo da maltose, outras ndo. O fenémeno pode ser
explicado pela preferéncia em metabolizar prioritariamente a glicose e acumular aglcar dos cereais, até mesmo reprimir a
assimilacdo do composto. Vale ressaltar que tal reacdo pode ser influenciada pela indisponibilidade de nutrientes ou pelo estresse
sofrido nos microrganismos (Li et al., 2019).

Em Johansson et al. (2021) a cepa de T. delbrueckii ndo foi selecionada para maiores estudos devido ao minimo
crescimento durante o teste de estresse. No ensaio, as culturas eram submetidas a variacéo de temperatura até atingir 37 °C, no
qual ndo obteve éxito. As leveduras também ndo indicaram resisténcia quando o nivel de etanol aumentou na bebida, porém, a
sensibilidade alcodlica ndo foi observada em Michel et al. (2016). A diferenca entre eles é explicada pelo cultivo da espécie em
diferentes habitats, causando assim fermentagdes distintas, todavia, 0 mais comum € a tolerancia limitada ao etanol (Bourbon-
Melo et al., 2020).

6.1.2 Pichia spp.

Os estudos da levedura do género Pichia foi investigado por Holt et al. (2018) que selecionou trés espécies, dividindo
em duas linhagens de P. anomala (Pan; e Pan;) cultivada em xarope de bordo e fermentacéo de cacau. Neste ambiente também
foi originada duas cepas de P. kluyverii (Pkl, e Pkly) e a terceira (Pkls) em vinho dinamarqués comercial. Por fim, a P.

kudriavzevii (Pku; e Pkuy) foi retirada em fermentacdo de cacau e cerveja de gengibre.
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Nas fermentacdes das leveduras Pichia spp. foi observada a formacao de uma capa aerébica na superficie, semelhante
a uma pelicula, no qual supds que era producdo de biomassa e o desenvolvimento de sabor da bebida. Contudo, segundo
Perpetuini et al. (2018) o género ¢ considerado como “leveduras de filme” devido a promover uma camada, principalmente na
producdo de vinho. A formacdo do biomaterial pode afetar a qualidade do produto e atuar como foco de contaminaco, portanto
ndo configurando um aspecto positivo dos microrganismos.

O menor teor de alcool nas cervejas foi observado em Larroque et al. (2020), Johansson et al. (2021) e Holt et al. (2018).
Nestes Ultimos, as cepas Pkl; e Pkl, produziram niveis baixos de etanol, consequentemente deixando glicose residual apés o
processo de fermentacdo, diferentemente em Larroque et al. (2020), em que as culturas de Pichia anomala apresentaram sucesso
na assimilacdo de maltose. Este resultado é contraditério devido a existéncia de autores que indicam a incapacidade de
metabolizar a maltose, como visto em Lai et al. (2022) utilizando trés cepas de P. kluyverii (Karaoglan et al., 2022).

Na pesquisa de Johansson et al. (2021) o microrganismo néo teve sucesso na reduc¢do dos aldeidos de cadeia ramificada,
alcancado apenas 10% do grupo. Também apontaram maior resisténcia ao etanol, além da P. kudriavzevii apresentar tolerancias
a elevacdo de temperatura e tendo maior desempenho quanto ao crescimento, contudo ndo foi observado o mesmo
comportamento para P. fermentans. Em Ndubuisi et al. (2020) as cepas de P. kudriavzevii indicaram ser resistentes ao etanol e
termotolerantes, revelando um eficaz crescimento com temperatura chegando em 42 °C, ja para Chamnipa et al. (2018)

mantiveram o desempenho em 45 °C.

6.1.3 Hanseniaspora spp.

As cepas de Hanseniaspora foram estudadas por Bourbon-Melo et al. (2020) que utilizaram as espécies Hanseniaspora
guilliermondii e Hanseniaspora opuntiae e por Matraxia et al. (2021) com a cultura de H. uvarum. Em ambos artigos foram
relatados a presenca de agUcares residuais, onde as culturas isoladas do género ndo fermentassem a maltose. O consumo de fontes
de carbono foi investigado por Cadez et al. (2019) que envolveram sete espécies de Hanseniaspora, em que nenhuma teve
sucesso na assimilacdo de maltose.

O crescimento das cepas em meio alcodlico foi distinto nos artigos e somente a H. uvarum apresentou maior
tolerncia em um meio contendo 10% v/v de etanol. Por outro lado H. opuntiae e H.guilliermondii ndo tiveram melhor
desempenho quando a solucéo indicou teor de 0,5% v/v. Segundo Martin et al. (2018) o género tem baixa resisténcia ao etanol,
devido ser cultivado Im suco de uva, no qual observam-se baixas concentra¢des de alcool etilico, logo, ndo se caracterizando
por ser um meio adequado para o seu desenvolvimento, todavia a caracteristica pode variar de acordo com a linhagem da cepa
(Araujo, et al. 2016).

6.1.4 Brettanomyces spp.

As espécies Brettanomyces naardenensis e Brettanomyces bruxellensis foram utilizadas em Holt et al. (2018), e as
fermentacdes de ambas as cepas ndo produziram niveis de etanol significativos. Observou-se que a cepa de B. bruxellensis em
conjunto com a S. cerevisiae causou uma fermentacdo estagnada e consequentemente quantidades residuais de aglicares, como
a maltose. Outra informacao relevante consiste nas fontes de cultivo das cepas, em que o estudo utilizou locais distintos, sendo
uma oriunda da deterioracdo de vinho, na qual apresentava indisponibilidade de nutrientes para formacdo de outras substancias.
Segundo Tywara et al. (2019) o género metaboliza diferentes taxas de agUcares, em ritmo mais lento e tendem a ter desempenhos

distintos quando deterioradas.
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6.1.5 Zygotorulaspora florentina

O microrganismo empregado em Holt et al. (2018) apresentou uma surpreendente eficiéncia para producéo de etanol,
com 4,0 % ABV, sendo uma performance diferencial entre as leveduras ndo convencionais. A razdo pelo éxito foi a fermentacéo
significativa da maltose em apenas trés dias, sendo também um comportamento inesperado entre esse tipo de levedura. No
trabalho de Nikulin et al. (2020) sobre a levedura Z. florentina cultivada em carvalho obteve 5,38% ABV. Porém, o
desenvolvimento em cultura mista apontou para uma atividade intermediaria, além da conversdo alcoodlica ser mais lenta nas

fermentacdes sequenciais que pode ser explicado pela inibicdo da S. cerevisiae.

6.1.6 Kazachstania servazzi

Os estudos de Johansson et al. (2021) mostraram a sensibilidade ao etanol durante os testes de estresse, obtendo apenas
0,73% de ABV durante 6 dias de fermentacéo. Por outro lado, demonstrou resisténcia ao frio, configurando um aspecto positivo
para seu uso industrial com a finalidade conservar a estabilidade microbioldgica durante a linha de producéo. Outro ponto
importante é a capacidade de crescimento acima de 37 °C, porém, o comportamento auxilia na reducéo da patogenicidade da
espécie. Tais caracteristicas podem estar relacionadas com a escala evolutiva, pois o género pertence a familia
Saccharomycetaceae. As leveduras convencionais apresentam estabilidade e tolerancia a variacdo de temperatura (Lin et al.,
2022).

6.1.7 Zygoascus meyerae

A espécie estudada por Larroque et al. (2020) apresentou duas cepas que resultaram em fermentagdes distintas, onde
somente uma conseguiu fermentar maltose. A investigacdo realizada por Nagatsuka et al. (2016) com diferentes espécies da
Zygoascus apontou para ndo fermentacdo de maltose por Z. biomenbranicola e Z. polysorbophila., com somente uma cepa
assimilando o aglcar. Tal fendmeno ocasiona a baixa producdo de etanol, sendo indicada a combinag&o com S. cerevisiae e para

producdo de cervejas sem alcool.

6.1.8 Saprochaete suaveolens

O estudo da levedura ndo convencional em monocultura apresentou baixo desempenho na fermentacdo e
consequentemente menor teor alcodlico (1,2% ABV). O aumento da producédo de etanol foi otimizado com apenas 10% de S.
cerevisiae obtendo 6,34 ABV. Apesar da melhora na fermentagdo alcoodlica, observa-se a influéncia do aumento da proporcao
de S. suaveolens que causou a diminui¢do do consumo de aglcar, demonstrando assim a variagao no teor de etanol. A conversao
de maltose e sacarose pela espécie foi limitada em decorréncia da diminuicdo da velocidade, porém, € inesperado o consumo
desses aglcares devido a preferéncia em assimilar prioritariamente monocarboidratos, como a glicose e frutose. Tal limitagdo

das monoculturas da S. suaveolens é benéfico quando o objetivo € a producdo de bebidas e baixo teor alcodlico e aromaticas.

6.2 Relacdo dos compostos volateis e a oléncia das cervejas

6.2.1 Torulaspora delbrueckii

Em Toh, Chua e Liu (2018) as cervejas de fermentacéo isolada e mista produziram maiores quantidades de alcool,
principalmente de etanol, seguido de 2-fenil etanol e alcool isoamilico, remetendo as notas de florais, doces e alcéolicas. Para
estudos com as cepas combinadas com a levedura convencional houve a identificagdo de acidos graxos, como acido octandico

conferindo aroma rangoso ou gorduroso e acido-9-decanoico conferindo odor ceroso (Da Conceigdo et al., 2020; de Aradjo et
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al., 2016). No trabalho observou-se ésteres etilicos como octanoato de etila, decanoato de etila e etila-9-decenoato originando
oléncia de doce, de conhaque ou frutado e floral (de Aradjo et al., 2016).

Outro trabalho que apresentou quantidades majoritarias de alcoois superiores, principalmente de alcool amilico
corresponde ao estudo das cepas de Michel et al. (2016) que revelou a quantidade de 64,83 mg. L™%. A concentragéo fica acima
das cervejas do tipo OBB (original Bitter beer) com 37,19 mg. L. O estilo Bitter revela odor frutado e notas baixas a fundas de
ldpulo (Liguori, et al., 2016). A predominancia do alcool amilico proporciona um aroma alcodlico, semelhante a conhaque ou
até mesmo de solvente. Caso o 2-metil-1-butanol esteja em maiores quantidade ou acima de 156 mg. L pode interferir em outras
substancias aromaticas presentes na bebida (Stewart, 2017; Neves & Stringheta, 2021).

Em Michel et al. (2016) observa-se a presenga do diacetil acima do limiar (0,1 mg. L) produzindo um aroma
amanteigando ou semelhante a pipoca que pode ndo ser convidativo aos degustadores. O composto é indesejado devido a
associacdo com contaminacdo da cerveja por bactérias prejudicando o consumo, salde do consumidor e influenciar no
armazenamento em decorréncia da variacdo da estabilidade do produto. Contudo € observada a preferéncia em estilos de cerveja
como a “Bohemian Pilsner” (Ribeiro et al., 2021; Souza & Favero, 2017).

Michel et al. (2016) e Canonico et al. (2016) produziram &lcoois como 2-feniletanol, i-butanol e n-propanol. A presenca
de tais compostos da um buqué sensorial diferenciado originando aroma de rosas, adocicado e alcodlico. O segundo os
pesquisadores, registra a producgao de ésteres como o acetato de isoamila (aroma frutado de banana), acetato de fenetila (aroma
floral e frutado), hexanoato de etila (aroma de macd) e octanoato de etila (aroma frutado e doce), este também observado no
trabalho de Toh, Chua e Liu (2018) (Liguori, et al., 2016).

Em Holt et al. (2018) destacou a capacidade de produzir 4-vinilguaiacol (4VG) de forma enzimética com a levedura
ndo convencional T. delbrueckii, onde 0 mesmo fenémeno pode ser observado nas cervejas de trigo. O microrganismo se
destacou entre os demais pela conversdo em grandes quantidades do composto fendlico, conhecido como &cido ferdlico (AFC),
em 4GV em apenas 72 horas. Tal reagdo tem atividade POF+ (phenolic off-flavor positiva), ou seja, remete a uma caracteristica
sensorial negativa a bebidas tradicionais (Diderich et al., 2018). Entretanto, s6 neste trabalho foi observada a produgdo
significativa de 4VG em fermentacdo isolada, supondo que seja caracteristica da cepa selecionada (Postigo, Schuurman
&Arroyo, 2022).

Entre as espécies de leveduras testadas por Johansson et al. (2021), a T. delbrueckii impactou apenas na reducdo dos
aldeidos de cadeia ramificada em 24 horas. O aldeido é formado nos primeiros trés dias de fermentag8o, e a sua presenga em
excesso origina a “cerveja verde” caracterizada pela cor e sabor indesejaveis. As ramificacdes dos compostos trazem um carater
mais recalcitrante que causa a sua permanéncia até a etapa final do processo, logo a sua diminuicdo em 90% corresponde a um

aspecto positivo.

6.2.2 Pichia spp.

Em Holt et al. (2018) observou-se que todas as espécies de Pichia produziram altos niveis de ésteres de acetato, porém
somente a P. kluyverii obteve niveis de acetato de isoamila e acetato de etila 19 a 31 vezes superiores a levedura S.cerevisiae.
Ja P. andmala e P. kudriavzevii se destacaram pela producdo de grandes quantidades de acetato de etila. Em Johansson et al.
(2021) as leveduras P. fermentans também se destacaram pela producgéo de ésteres no mosto, como o acetato de etila e octanoato
de etila. Nos experimentos de Larroque et al. (2020) a P. anomala apresentaram resultados que indicaram a presenca de
hexanoato de etila, octanoato de etila, acetato de isoamila e 4VG.

Na avaliacéo de aromas nos estudos de Holt et al. (2018) e Larroque et al. (2020), o nivel de acetato de isoamila produziu

0 cheiro e sabor da banana, sendo um composto desejavel nas fermentacbes da cerveja. A concentracdo de acetato de etila
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proporciona uma caracteristica negativa que remete ao aroma de solventes. Notas de banana e meldo foram encontradas em
Johansson et al. (2021), contudo é observada a liberagdo de terpenos de ldpulo ligados a glicosideos (Li et al., 2020). Ao passo
que a presenca de hexanoato de etila e octanoato de etila origina aroma de frutado e doce, respectivamente (Zheng et al., 2016).

O composto fendlico 4-vinilguaiacol foi observado em Johansson et al. (2021), apresentando niveis diferentes em Holt
et al. (2018) e em Larroque et al. (2020). O segundo autor relatou que a levedura foi POF+, mas, produziu quantidades
intermediarias, j& a outra pesquisa apontou teores altos a ponto de ser perceptivel durante o consumo da cerveja. A substancia
caracteriza a bebida com aroma de cravo, alguns consumidores consideram um aspecto positivo e desejavel na producdo de
cervejas weiss e saison (Karaoglan et al., 2022).

Observa-se a presenca de alcoois superiores tanto na P. fermentans e em P. kudriavzevii promovendo notas alcodlicas,
na qual é realcada com a presenca de 2-metilpropanol em Johansson et al. (2021), diferenciando com o alcool fenetilico com
aroma de rosas e do acetaldeido com odor de folhas e frutas. Em geral, o género Pichia produz substancias com perfil aromético
desejavel e inovador, com atributos muito conhecidos na producéo de vinho e outras bebidas, principalmente pela producgdo de
compostos volateis, como observado nos estudos enoldgicos de Zhong et al. (2021).

6.2.3 Hanseniaspora spp.

Em Johansson et al. (2021) a Hanseniaspora uvarum isolada produziu alcoois superiores, como o alcool amilico e
isoamilico conferindo aromas alcéolicos, sendo acentuado pela presenca do isobutanol. O diferencial sensorial é conferido pelo
2-metilpropanal, feniletanal, alcool fenetilico e do 3-metilbutanal por prover oléncias florais, graminea, rosas, de banana e maca.
Porém, os compostos se apresentam em menor quantidade, deixando a sensag&o alcodlica mais evidente e o fundo floral e frutado
(Chen et al. 2022; Lin et al. 2019; Liguori et al. 2016).

Matraxia et al. (2021) realizou diferentes experimentos em cultura mista com S. cerevisiae e somente na proporcgao de
1:1 trouxe maiores caracteristicas sensoriais benéficas a cerveja. Os autores utilizaram levedura H.uvarum derivada da
fermentagdo sequencial, cuja finalidade é aprimorar atributos e obter qualidade, complexidade e intensidade no perfil olfativo.
Tal alternativa consiste em um método para evitar interacfes negativas e otimizar condi¢Bes favoraveis para 0 microrganismo
(Luetal., 2018).

Desse modo, observou-se que 0 aumento da propor¢do do microrganismo ndo convencional impactou em caracteristicas
sensoriais semelhantes a alcool ou a solvente. Os aromas eram derivados da producdo de 3-metil-butanol, 2-metilbutanol e
isobutanol. Apds a técnica identificou-se percepgdes mais doces, de mel ou caramelo que estdo associadas com a presenca de
acucares presentes, como a maltose. Todavia, 0 artigo ndo cita possiveis aumentos de outros compostos volateis aromaticos,
podendo-se presumir que seriam os elementos diferenciais visto em Matraxia et al. (2021).

Bourbon-Melo et al. (2020) também realizaram a fermentacdo sequencial e em escala que aumentaram a quantidades
de compostos do aroma em ambas as cepas estudadas, H. guilliermondii e H. opuntiae. A primeira fermentacdo de H.g produziu
mais ésteres superiores, com destaque para o acetato de etila e alcool fusel, como o 3-metilbutanol, ja para H.o foi o contrario.
Na segunda fermentacdo a quantidade dos compostos aumentou, com destaque para o acetato de etila que ultrapassou a quantia
produzida pela S. cerevisiae isolada. Também apareceram o acetato de isoamila, isobutanol e acido acético. Nessa etapa 0 aroma
frutados e alcodlico foram mais acentuados.

As cepas de H. guilliermondii e H. opuntiae também foram investigadas em combinacao com a levedura convencional.
As substancias que se destacaram por ultrapassar as quantidades produzidas pela S. cerevisiae foram: alcool isoamilico, acetato
de isoamila, acetato de etila, isobutanol, alcool fenetilico e acido acético, este ndo desejavel pelo aroma avinagrado. Outros

ésteres que aparecem em ambas as cepas sdo 0 hexanoato de etila e 0 octanoato de etila. Em ambas as culturas foram relatados
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o aroma floral, frutado e doce, semelhante ao mel. Ndo foram observadas mudancas significativas na fermentacdo sequencial e
em escala.

A analise sensorial de H. opuntiae apontou para aroma de amanteigado devido a presenca do diacetil que pode ser um
composto indesejavel devido ao sabor rangoso, também observado no trabalho de Gamero et al. (2016) em altas concentracoes
para 0 mesmo género. Para H. guilliermondii a percepcdo foi negativa com a descricdo de cheiro de enxofre, o que pode ser

consequéncia da presenca de enxofre originado durante a fermentacéo pela levedura.

6.2.4 Brettanomyces spp.

A quantificacdo de ésteres de acetato apontou para quantidades intermediarias de acetato de etila, parte das cepas de
Brettanomyces naardenensis. A transformagdo do éacido ferdlico em 4-etilfenol (4EP) e 4-etilguaiacol (4EG) foi observada
somente na B. bruxellensis, sendo POF+. Apenas ap6s 72 horas foi possivel detectar 4-vinilguaiacol (4VG) apontando para seu
aumento em ambas as culturas, além de apresentar a ultrapassagem do limite sensorial para 4EP. Nessa reacdo a cepa B.
bruxellensis derivada da deterioragéo do vinho ndo obteve um bom desempenho, no entanto, é indicada para cervejas nas quais
as notas fendlicas condimentadas e picantes sdo desejaveis (Lobo et al., 2016; Holt et al., 2016).

B. bruxellensis da deterioracéo do vinho indicou um fenétipo atipico para produgdo do aroma com elevados teores de
4EG, 4EP, octanoato de etila, decanoato de etila, acido acético e acetato de etila promovendo um buqué de percepcdes
condimentadas, frutadas e florais. Ja outra cepa obteve acetato de isoamila (pera) e acetato de isobutila (abacaxi), além de altos
niveis de acetaldeido (folhas verdes). A producéo de 4EG e 4EP das espécies Brettanomyces séo resultados da atividade Unica
de vinil redutase realizadas em duas etapas metabdlicas: a descarboxilacéo de &cidos fertlico ou p-cumaérico que deriva o vinilico
(4VG e 4VP) e posteriormente a redugdo transformando em 4EP e 4EPG. Devido a todo processo na geragdo de compostos

fendlicos, gera um perfil sensorial diferenciado da Saccharomyces (Tyrawa et al., 2019).

6.2.5 Zygotorulaspora florentina

Entre as culturas avaliadas por Holt et al. (2018), a Z. florentina formaram alcoois superiores na concentragéo acima do
limiar sensorial. Quanto aos compostos fendlicos, a levedura ndo convencional foi POF+, mas, produziu niveis intermediarios
de 4GV. Os pesquisadores concluiram que a espécie apresenta potencial para producdo de bebidas com perfil fendlico, mesmo
ndo produzindo acetatos frutados ou ésteres etilicos, exceto pelo decanoato de etila. Esta substancia também conhecida por
caprato de etila proporciona aroma de frutado, gorduroso ou floral, as mesmas percepcdes observadas por Methner et al. (2019)
com a mesma espécie (Hu et al., 2018).

6.2.6 Kazachstania servazzi

Observou maior presenca de alcool amilico e isoamilico (aroma alcodlico), 2-metilbutanal (aroma de banana, macéd) e
2-metilpropanol (aroma alcodlico). As percepgdes frutadas de péra e maga derivam da presenca de ésteres, como o acetato de 3-
metilbutila (acetato de isoamila) e da concentracdo acima do limiar de 2-feniletila (acetato de fenetila), além da identificacdo do
acetato de etila promovendo aroma frutado. As oléncias também foram notadas em Lin et al. (2022) na producédo de vinho
aromatico. Contudo, o perfil sensorial da K. servazzii indicou notas predominantes cereais (semelhante ao pdo), doce e de DMS
que causa a percepcao desagradavel por prover um aroma de alimentos cozidos, vegetais e milho, provavelmente originado pela
presenca do metional. Tal substancia é responsavel pelo aroma de batatas torrada, legumes e rango, ou seja, mesmo em

quantidades pequenas pode influenciar nos demais aspectos aromaticos (Muller et al. 2019, Lobo, et al. 2016). Em Methner et
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al. (2019) ocorrem as mesmas impressdes olfativas, todavia, hd possibilidade de os compostos aromaticos se equilibrarem

diminuindo odor indesejavel.

6.2.7 Zygoascus meyerae

A espécie estudada por Larroque et al. (2020) revelou quantidades de alcool semelhante ao nivel produzido pela S.
cerevisiae, principalmente na geracdo de alcool 2-fenetilico, alcool isobutil e 4-vinilguaiacol originando percepcdes de rosas,
alcodlico e de cravo. A presenca de butirolactonas e alcool vanililico foram observadas nas cepas puras e proporcionaram notas
aromatica doces, baunilha e de frutas maduras, lembrando compotas. No entanto, a descricdo de compota desapareceu em cultura

mista com S. cerevisiae permanecendo apenas o0 aroma frutado (de Aradjo et al., 2016).

6.2.8 Saprochaete suaveolens

A pesquisa de compostos volateis identificou 22 substancias tendo principalmente ésteres e alcoois. Na primeira semana
de fermentacdo ambas as cervejas de cultura pura e mista produziram maiores quantidade de ésteres, principalmente de acetato
e ésteres etilicos conferindo o aroma frutado ao produto. Devido ao elevado nivel de ésteres na fermentag&o pura de S. suaveolens,
identifica-se a capacidade de esterificagdo dos microrganismos. Em fermenta¢cGes combinadas com levedura convencional a
quantidades desses compostos € reduzida, sugerindo a inibicdo na producdo por parte da S. cerevisiae (Tan et al., 2021).

Observa-se que a concentracdo de ésteres é diretamente proporcional ao aumento da quantidade de levedura ndo
convencional, sendo reduzida em fermentacdo mista. Em todas as cervejas foi observada concentracio semelhante ao acetato de
isoamila (3-metilbutil) proporcionando aroma frutado, semelhante & banana. Da mesma forma foi identificado acetato de 2-
metilpropila e acetato de fenetila que promovem sabor frutado e floral, respectivamente, sendo acentuado em cultura mista (Lin
etal., 2019).

As cervejas produzidas durante 7 dias apenas com S. suaveolens geraram compostos volateis como: 3-metilbutanoato
de etila, alcool isoamilico, 2-metilbutanoato de etila, tendo como caracteristica sensorial o aroma de frutado/doce, alcéolico e
frutado, respectivamente. Em cultura mista com S. cerevisiae durante 0 mesmo periodo produziu substancias intermediérias,

especificamente o acetato de 2-metilpropila promovendo novamente a oléncia de banana.

7. Considerac6es Finais

E notavel o rico perfil aromatico que as leveduras podem proporcionar na producio de bebidas fermentadas. Com o
aumento de cervejarias artesanais, a demanda tornou-se mais exigente quanto a complexidade sensorial. Se antes as n&o-
Saccharomyces eram vistas como elementos negativos na cerveja, atualmente a procura por produtos diferenciais é alta. O uso
de leveduras ndo convencionais apresenta o grande potencial para promover o aprimoramento do aroma e sabor, além de néo se
estender somente para cervejas, mas também para vinhos, sucos, kombuchas e destilados. A escolha dos microrganismos pode
variar para o tipo de bebida, teor de alcool e caracteristicas sensoriais desejaveis.

As caracteristicas tecnologicas das leveduras ndo convencionais retratam o comportamento do microrganismo durante
a fermentagdo e quais fatores sdo influentes para seu desempenho ou inibigdo. Observa-se que o éxito em alguns testes esta
associado a linhagem adotada no estudo, como visto na Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora e Brettanomyces. Tais espécies
dependem do meio de cultivo e condicGes de estado, ou seja, se houve deterioragdo. A variacdo da linhagem pode influenciar na
assimilacdo de agUcares e consequentemente na producédo de etanol. A conversdo € tdo fundamental que alguns autores adotaram

como etapa de triagem para realizacdo de estudos. O género Hanseniaspora e Zygoascus meyerae ndo apresentaram capacidade
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de assimilar a maltose, sendo indicada a combinagdo mista com Saccharomyces ou na fabricagéo de cervejas sem alcool.

A realizacdo da fermentagdo mista surge da necessidade de otimizar a producéo do etanol, porém, a interacéo entre as
leveduras ndo convencionais e convencionais varia. A T. delbrueckii ndo demonstrou qualquer negativa até determinada
proporgao, no entanto, indicou uma competicdo com a Saccharomyces causando interferéncias no crescimento, desenvolvimento
e desempenho. Outro exemplo foi com H. uvarum, em que a combinacdo impactou nas caracteristicas sensoriais da bebida.
Portanto, adotar a propor¢éo correta de cada cepa pode evitar o processo de inibicdo e otimizar as reacdes e caracteristicas do
produto. Como a obtencdo de maior teor alcodlico da Saprochaete suaveolens em conjunto com apenas 10% da S. cerevisiae.

Outro parametro importante influente é a resisténcia ao etanol e a tolerancia a altas temperaturas, onde somente Pichia,
e Kazachstania servazzi apresentaram boa performance nos testes. E necessario que a levedura demonstre uma boa
termotolerancia para néo influenciar em sua conservagdo durante o periodo de armazenamento, assim como, sua resisténcia no
meio alcodlico, quando combinadas com leveduras convencionais que produzem maiores quantidade de etanol. A presenca de
microrganismos sensiveis pode causar a inibicdo ou até a morte da levedura.

Quanto aos compostos volateis das leveduras ndo convencionais observa-se a presenca majoritaria dos grupos alcoois,
ésteres e aldeidos, além de identificar a ocorréncia dos mesmos compostos em géneros iguais. A maioria das substancias listadas
ndo atingiram o limiar para ocasionar uma percepcdo forte na bebida, mas, os compostos tém grande potencial para alterar o
sabor e sobressair sobre outros aromas.

De modo geral, verifica-se a predominancia de oléncias frutadas e florais, em que a origem também pode influenciar,
além das notas alcodlicas desejdveis na cerveja tradicional. Os principais aromas foram os que remetem a rosas, banana e maca.
Observa-se a predominancia de ésteres nas leveduras Torulaspora delbrueckii e a Saprochaete suaveolens, o que explica a
formagcdo do perfil aromético pelo grupo funcional. A presenca de lcoois superiores também é vista em todos 0s géneros que
causam as notas alcodlicas, porém em quantidades excessivas podem remeter ao cheiro de solvente. Tal caracteristica é
considerada um atributo indesejavel por influenciar no sabor ou sobressair em outras substancias aromaticas. Outro composto
comum em T. delbrueckii, P. anomala, P. fermentans, Brettanomyces naardenensis, Brettanomyces bruxellensis,
Zygotorulaspora florentina e Zygoascus meyerae é o 4-vinil guaiacol, responsavel pelo odor de cravo, picante e outras
percepg¢des condimentadas.

A percepcao de odores indexaveis pode ser identificada com a presenca do diacetil, que além de ser prejudicial & satde
origina aromas amanteigados ou de pipoca. As leveduras que indicaram tais caracteristicas foram a T. delbrueckii e
Hanseniaspora opuntiae, que apresenta uma tendencia em acumular concentra¢es do composto. O metional apontado em
Kazachstania servazzi que, mesmo em quantidades pequenas, originou odor desagradavel e semelhante a alimentos cozidos e
vegetais. Por fim, a produgdo de acidos graxos como o &cido octandico e &cido-9-decanoico conferem aromas gordurosos, ceroso
ou rangoso. Contudo, pode ser um fator favoravel na producdo de cervejas defumadas.

A realizacdo de fermentacdes sequenciais e em escala sdo técnicas favoraveis para a otimizagdo de compostos volateis
em ndo-Saccharomyces, além das fermentacfes mistas. Consiste na melhor forma de otimizar o desempenho de leveduras néo
convencionais, principalmente trazendo complexidade ao aroma das bebidas. Outra vantagem da inoculagéo sequencial é evitar
as competicBes entre 0s microrganismos.

Desta forma, as novas tendéncias no setor cervejeiro crescem a cada ano e demandam a fabricacdo de produtos
inovadores. Em geral, os microrganismos ndo convencionais apresentam menor producdo de etanol, porém possuem maior
desempenho na produgdo de compostos volateis que proporcionam atributos positivos a bebidas. Outro aspecto influenciado é o
perfil aromatico gerado pelas leveduras utilizadas, sendo uma varidvel preditora na produgdo da bebida. Portanto, para trabalhos

futuros sugere-se estudos e revisdes sobre 0s aspectos negativos e positivos que outras leveduras ndo convencionais
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proporcionam visando explorar o potencial dessas leveduras e controlar as varidveis que podem afetar o seu metabolismo na

fermentacdo, que sdo fundamentais para a compreensdo de quais aromas sdo indicados para o estilo de cerveja desejado.
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