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RESUMO

A cerveja € uma bebida fermentada preparada a partir do malte de cevada, adgua, lupulo e
levedura, tendo sua receita permanecido inalterada por séculos; obtida pela fermentacdo
alcodlica, que consiste na quebra de aglicares fermentaveis por micro-organismos unicelulares
— leveduras do género Saccharomyces — para obter-se alcool e gas carbonico. Nos tltimos anos,
o mercado de cervejas artesanais vem se desenvolvendo cada vez mais no pais, chegando a
apresentar um crescimento anual médio de 37,8% no estado de Santa Catarina, e, com isso,
microcervejarias necessitam de solugdes que reduzam os custos e gastos dos seus processos
produtivos. Nesse cendrio, a reutilizacdo das leveduras se mostra como uma alternativa
promissora para esses empreendedores, desde que certos parametros de qualidade sejam
acompanhados. Assim, o presente trabalho teve como objetivo, analisar o reuso de leveduras
no processo produtivo de cervejas artesanais dos tipos Pilsen, Pale Ale e IPA, com e sem
reaproveitamento das leveduras, em relacdo aos parametros de viabilidade, vitalidade e teor
alcoodlico ao longo das reutilizagdes, de forma a acompanhar seu comportamento. Para isso,
ap6s a primeira fermentagao, foram aplicados nas leveduras os métodos de azul de metileno
basico, poder de acidificagdo do meio e o método do titulo alcoométrico volumétrico. O método
de azul de metileno basico mostrou resultados variantes de viabilidade ao longo dos ciclos,
necessitando-se assim de mais estudos voltados para as linhagens de leveduras utilizadas no
processo, de modo a compreender melhor seu comportamento especifico. O método do poder
de acidifica¢do do meio indicou uma queda na vitalidade das células em relagdo a fermentagao
original, mas durante os reusos pode-se observar uma estabilidade nos resultados. Por fim, o
teor alcoolico sofreu um decaimento ao longo das fermentagdes, mas que ndo apresenta valores
abaixo do limite esperado se o numero de fermentagdes ndo passar de trés. A partir desses
estudos foi possivel concluir que a reutilizacdo por até 3 ciclos se mostra aplicavel, desde que
haja um acompanhamento constante dos parametros analisados. Com os métodos estudados,
foram elaborados os POPs (Procedimentos Operacionais Padroes), de modo a atender as
exigéncias sanitarias e servir de auxilio para a aplicagdo pratica dos métodos no dia-a-dia da
producdo na empresa. Para continuidade dos estudos, em trabalhos futuros ¢ importante
estabelecer uma metodologia para andlise e detec¢do de micro-organismos deteriorantes gram+

e gram-, e observar se o reuso das leveduras acarreta maior grau de contaminacgao.

Palavras-chave: Cerveja artesanal. Levedura. Reaproveitamento.



ABSTRACT

Beer is a beverage produced from malted barley, water, hops, and yeast, having its recipe been
unchanged for centuries; obtained from alcoholic fermentation, which consists of breaking
down the fermentable sugars by single-celled organisms — yeasts from Saccharomyces genus —
to produce alcohol and carbon dioxide. In the last few years, the craft beer market has been
growing increasingly, reaching an average annual growth of 37.8% in the state of Santa
Catarina, and so the microentrepreneurs need solutions that reduce their processes’ costs and
expenses. In this scenario, the yeast’s reuse is a promising alternative to those entrepreneurs as
long as some quality parameters are followed. Thus, the present work aimed to analyse the
reuse of yeast in the productive process of Pilsen, Pale Ale and IPA craft beers, concerning the
viability, vitality, and alcohol content parameters over the reuses, to monitor their behaviour.
For this, after the first fermentation, the basic methylene blue staining method, the acidification
power (AP) test and the volumetric strength method were applied on the yeasts. The basic
methylene blue staining method showed varying results of cell’s viability over the cycles,
showing the need for further research on the yeast strains used in the process, to better
understand their specific behaviour. The acidification power test indicated a drop in the vitality
of the cells when compared to the original fermentation, but over the reuses, it was possible to
observe a stability pattern in the results. Finally, the alcohol content has decreased throughout
the fermentation, but it does not present values below the expected limit if the process does not
exceed three fermentations with reuse. From these studies, it was possible to conclude that the
reuse for up to 3 cycles is applicable, if there is constant monitoring of the analysed parameters.
With the studied methods, SOPs (Standard Operating Procedure) were elaborated, to meet the
sanitary requirements and serve as an aid for the practical application of the methods in the
daily production of the company. In order to continue the studies, in future works, it’s important
to establish a methodology for detection of gram-positive and gram-negative deteriorating

microorganisms and to observe if the reuse of yeasts increases the chance of contamination.

Keywords: Craft beer. Yeast. Reuse.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ descrita como uma bebida obtida pela fermentagdo alcoolica, a partir do
malte de cevada, agua, levedura e lupulo, podendo-se ainda adicionar outros cereais e adjuntos
a sua fabricacdo. A historia desta bebida remonta ha mais de 6.000 mil anos, de acordo com
registros historicos, tendo sua origem nas regides da Suméria, Babilonia e Egito (Filho, 2016).
No Brasil, o habito de tomar cerveja foi trazido pela coroa portuguesa no século XIX, durante
sua permanéncia no pais (GAUTO e ROSA, 2011 apud BITTENCOURT, 2018).

O mercado cervejeiro vem mostrando sinais de crescimento nos tltimos anos no Brasil,
e apresenta ainda grandes perspectivas de desenvolvimento, de acordo com os dados divulgados
pelo Mapa (2020). No ano de 2019 foi alcangado o niimero de 1.209 cervejarias registradas no
pais, com maior concentracdo na regido Sul-Sudeste, onde se encontram mais de 80% desse
valor. Santa Catarina ocupa o 4° lugar do ranking, com 148 estabelecimentos € um crescimento
anual médio de 37,8% (Tabela apresentada no Anexo A).

Dentro desse cenario, a cerveja artesanal ganha cada vez mais espago devido a sua alta
qualidade, o que atrai muitos empreendedores. O crescimento desse mercado deve ser
exponencial nos proximos anos e a expectativa ¢ que respondam por 2% do negocio de cerveja
no pais em até uma década (BARBOSA, 2014 apud SUHRE, 2014).

Os métodos de producao desses micro empreendedores se baseiam na biotecnologia
tradicional, que segue as etapas de escolha do estilo de cerveja a ser produzida e elaboragao da
receita, escolha da matéria-prima, malteacdo, brasagem, tratamento do mosto, fermentacao,
maturagdo, filtracdo e engarrafamento do produto final. Os microempreendedores precisam se
manter atentos as possibilidades de reducdo de custos e gastos, € uma das alternativas ¢ a
reutilizagdo das proprias leveduras em consecutivos processos (Bittencourt, 2018).

As leveduras sdo microorganismos unicelulares, que metabolizam os aglcares
fermentéaveis presentes no mosto cervejeiro, produzindo alcool e gas carbonico. Na produgao
de cervejas sao usadas leveduras pertencentes ao género Saccharomyces, organismos sensiveis
a temperatura e ao pH do meio, e fundamentais para o aroma final do produto (BITENCOURT,
2018; OLIVEIRA, 2011).

Dessa maneira, neste trabalho uma série de testes sera estudada para a avaliagdo das
leveduras reutilizadas no processo produtivo de uma microcervejaria, de modo que seja possivel

avaliar seu desempenho.
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1.1 JUSTIFICATIVA E PROBLEMA

Cada vez mais ha uma crescente preocupagdo das empresas no que se refere a
responsabilidade ambiental. Nesse contexto, o conceito de “Produgdo + Limpa” traz uma visao
ampla de gerenciamento que visa reduzir o impacto ambiental em todas as etapas produtivas,
desde uso de dgua e energia até o destino consciente dos residuos ao final do processo. A
industria cervejeira apresenta muitas possibilidades de aplicagdo do conceito P+L. Por gerar
muitos residuos da producao, a busca de solugdes vidveis para esses rejeitos ¢ uma importante
parte do processo, sendo que seu reaproveitamento pode trazer tanto beneficios ambientais
cOmo econdomicos.

As leveduras — microrganismos responsaveis pela fermentagdo do mosto — sdo as
responsaveis pela producao de alcool e géas carbonico, e apresentam grande importancia no
sabor e aroma final do produto. Ao fim do processo, o excedente desse componente ¢ descartado
junto aos demais efluentes, possuindo um alto potencial poluidor, devido a fatores como carga
organica e teor de solidos. Esses residuos, porém, se destacam pela sua grande capacidade de
reaproveitamento. De acordo com Santos e Ribeiro (2005), a levedura possui alta carga
organica (DBO equivalente a 120.000 a 140.000 mg/L) e grande valor nutricional, podendo
dessa forma ser vendida para industrias de alimentos ou ainda, op¢ao esta que traria economia
para o processo, a possibilidade de sua reutiliza¢do no processo produtivo da propria cervejaria.

Hé um constante cuidado na producao dessas bebidas no que se refere a qualidade do
produto final, desde caracteristicas sensoriais quanto teor alcodlico. No caso das leveduras,
precisa-se ter um cuidado ainda maior quando tratamos do seu reuso no processo, sendo
necessario manter um rigoroso controle durante a fermentacao, de modo a manter um padrao
de células metabolicamente ativas e saudaveis. Para se ter um maior controle, deve-se fazer uso
de ferramentas que auxiliem a manter uma padronizagao do processo. Para isso, podemos contar
com os Procedimentos Operacionais Padroes (POPs), documentos que descrevem de forma
uniformizada os passos para se efetuar determinada operagao na industria.

Assim, propde-se a seguinte questdo: por quantos ciclos é possivel reutilizar as
leveduras no processo produtivo de cervejas artesanais, de forma a se obter indicadores

de desempenho aceitaveis na fermentacio?



13

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar o reuso de leveduras no processo produtivo de cervejas artesanais dos tipos
Pilsen, Pale Ale e IPA em uma microcervejaria do sul de Santa Catarina. Foi analisado esse
reuso para a producdo de cervejas dos tipos Pilsen, Pale Ale e IPA com e sem reaproveitamento

das leveduras.

1.2.2. Objetivos especificos

e Aplicar o método do azul de metileno basico para avaliar a viabilidade das células ao
longo do seu reuso no processo;

e Executar o método do poder de acidificacdo do meio para determinagdo da vitalidade
das leveduras;

e Determinar o teor alcoolico das cervejas produzidas em cada etapa, com e sem 0 reuso
de leveduras;

e Elaborar POPs dos métodos estudados para padronizar os procedimentos.
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2.1

REFERENCIAL TEORICO

PROCESSO PRODUTIVO DA CERVEJA

14

A cerveja, uma bebida fermentada existente ha mais de 6.000 anos, conta com um

processo produtivo que tem permanecido quase que inalterado ha séculos. O processo produtivo

tradicional pode ser dividido em oito operagdes essenciais: moagem do malte; mosturagdo ou

tratamento enzimatico do mosto; filtragdo do mosto; fervura do mosto; tratamento do mosto

(remocao do precipitado, resfriamento e aeracdo); fermentagdo; maturagdo e clarificacao

(FILHO, 2016). Esse processo ¢ ilustrado no fluxograma abaixo:

2.1.1

Figura 1 — Processo produtivo de Lagers e Ales

Malte + dgua
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Fonte: Russel (1994 apud Filho, 2016).

Fermentacao

Fermentacgao
secundaria
maturagdo

(até 1 semana)

¥

Consumo

O processo fermentativo consiste no ponto central para produgdo de qualquer bebida

alcodlica, possuindo como principal objetivo a conversdo de agucares em etanol e gas carbonico

pela levedura, sob condi¢des anaerdbicas (FILHO, 2016).

O processo num todo pode ser dividido nas etapas de adaptacao (lag), exponencial (log)

e estacionaria
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Grafico 1 — Fases observadas na curva de crescimento da concentracao celular no processo de

fermentagao alcodlica
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Fonte: Suhre (2014).

Inicialmente, no mosto cervejeiro, as leveduras passam por um periodo de adaptacio ao
ambiente (fase lag), dando assim inicio ao ciclo celular. E uma fase importante para obtengio
de leveduras saudaveis, sendo o controle de temperatura e da taxa de inoculacao fundamentais.
Temperaturas mais altas resultam em mais células e a rapidez do crescimento pode gerar
precursores de aromas indesejaveis. Ja as altas taxas de inoculagdo (promovendo uma rapida
fermentacdo e diminuicdo da fase lag) ou baixa (promovendo um aumento da fase lag)
diminuem a vitalidade da levedura (WHITE e ZAINSHEFF, 2010 apud SUHRE, 2014).

Durante a fase exponencial, a concentracdo celular pode aumentar até cinco vezes o seu
valor inicial. O crescimento celular ¢ acompanhado pela formagao de até 45g/L. de etanol e
42¢/L. de CO2. A conversdo de acglicares em etanol ¢ de aproximadamente 85% da conversao
teorica. A diferenca para conversdo tedrica representa a propor¢do de agucares do mosto
utilizados para formagdo de biomassa e de outros metabdlitos. O rendimento do dioxido de
carbono ¢ ligeiramente menor do que aquele do etanol, dado que parte do CO2 ¢ fixado pela
levedura em reagdes de carboxilacao (FILHO, 2016).

Por fim, na fase estaciondria o crescimento da populagdo cessa, a atividade fermentativa
diminui e as leveduras reabsorvem grande parte dos compostos de aroma indesejaveis,

equilibrando assim o aroma final (PALMER, 2006 apud SUHRE, 2014).
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2.2 LEVEDURAS E OS TIPOS DE CERVEJA

As caracteristicas de sabor e aroma de qualquer cerveja sdao determinadas
majoritariamente pelo tipo de levedura utilizada. As leveduras responsaveis pela fermentagao
alcoolica pertencem ao género Saccharomyces, e embora existam centenas de espécies de
levedos, a maior parte ndo ¢ apropriada para a producdo da bebida. Os mais popularmente
usados sdo as espécies Saccharomyces cerevisiae (Ale) — que produz uma camada de espuma
cremosa na superficie dos tanques, e por isso € conhecida como levedura de alta fermentagao —
e Saccharomyces pastorianus (Lager) — cuja concentracao fica no fundo do tanque, com pouca
espuma na superficie, sendo entdo conhecida por levedura de baixa fermentagao (FILHO, 2016;
MORADO, 2017).

A partir disso, classificam-se as cervejas como Ale (fermentacdo de superficie), Lager
(fermentacdo de fundo) e as cervejas de fermentacdo selvagem. Nas cervejas de fermentacao
de superficie (Ale), a fermentagdo acontece em temperaturas entre 15 °C e 25 °C, de trés a cinco
dias. Elas costumam ser mais densas, mais escuras e de paladar mais acentuado que as Lager,
devido a maior quantidade de €steres e outros compostos aromaticos gerados (principalmente
pela temperatura da fermentagdo). As cervejas de fermentacdo de fundo (Lager) apresentam
uma fermentagdo a temperaturas entre 9 °C e 15 °C, durante dez a quatorze dias. Essa baixa
fermentacao leva a cervejas de aromas menos frutados e condimentados, e que tendem a ser
mais douradas, leves e brilhantes (MORADO, 2017; VIDGREN et al., 2010 apud SUHRE,
2014).

2.3 CONTROLE DE QUALIDADE

Para garantir a qualidade da cerveja, ¢ extremamente necessario que se mantenha um
rigoroso controle sobre a fermentacao, ficando atento a todos os fatores relacionados a levedura
escolhida para o processo. Isso porque, para se obter um produto que atenda aos padrdes
minimos de qualidade, a fermentacdo deve ser realizada utilizando leveduras vidveis,
metabolicamente ativas € em um meio livre de contaminagdo de bactérias que podem afetar

negativamente o sabor final da cerveja produzida (SUHRE, 2014).
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2.3.1 Método de contagem de azul de metileno basico

Para garantir uma producao de cervejas artesanais confiavel e de alta qualidade, as
leveduras usadas no processo precisam apresentar boas taxas de viabilidade. A viabilidade, no
contexto cervejeiro, ¢ definida como a capacidade da célula de crescer e se replicar (BENDIAK
& SMART 2000 apud MORAES, 2017). De acordo com Filho (2016), o numero inicial de
células viaveis deve estar na faixa de 6x106 células/mL. Quanto maior o nimero de leveduras
fisiologicamente competentes na biomassa, maior serd a taxa de produgdao de alcool ou de
atenuagao, sendo assim essenciais os ensaios de viabilidade na avaliagdo da qualidade das
leveduras (SUHRE, 2014).

Dessa maneira, um ensaio frequentemente aplicado na rotina das pequenas e grandes
fabricas ¢ o teste do azul de metileno, onde se estima a percentagem de células viaveis pela
auséncia ou presenca do corante no meio intracelular visualizado por microscopio. Esse método
possibilita niveis de sensibilidade, rapidez e simplicidade satisfatérios nessas medicdes, o que
¢ essencial para a boa manuten¢ao dos processos fermentativos (SAMI et al., 1994). O
procedimento em questao consiste na mistura de partes iguais da suspensao de leveduras diluida
e da solucdo corante azul de metileno. Todas as células com alta atividade fisiologica
permanecem sem a cor azul enquanto as células ndo viaveis apresentam-se coloridas com esta
cor. A porcentagem ou o numero de células vidveis ¢ determinado transferindo-se com uma
pipeta de Pasteur a amostra para camara de Neubauer (CECCATO-ANTONINI, 2004 apud
MONGELO, 2012).

As camaras de contagem sdo dispositivos que consistem geralmente em uma lamina
grossa de uso microscopico com uma profundidade especifica para depdsito da amostra. Seu
centro ¢ formado por duas camaras nas quais sao gravadas linhas divididas em quadrantes de
dimensdes conhecidas, chamadas de malhas de leitura. Como hé& a padronizacdo destes
quadrantes € possivel visualizar a amostra ao microscopio e assim realizar a contagem

determinando o numero de células presentes naquela area determinada (KASVI, 2017).
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Figura 2 — Desenho da malha da Camara de Neubauer

Neubauer

Fonte: Kasvi (2017).

2.3.2 Método do poder de acidificacio do meio

A acidificagdo do meio por leveduras ou bactérias acido laticas, suspensas em um novo
meio ou alimentadas com um substrato, como a glicose, ¢ um 6timo indicador em um processo
fermentativo, como a produgdo de cerveja. O teste do poder de acidificacdo (PA) consiste em
um método rapido e facil de avaliar a habilidade das células de executar uma fermentagao
satisfatoria, e tem sido muito usado ao longo dos anos como critério de rejeicao na avaliagdo
da qualidade das culturas mae (GABRIEL et al., 2008).

Em um estudo de Siegler et al (1981), foi apontado que durante a fermentagdo, a
capacidade das leveduras de acidificar o meio pode ser resultado da produgdo de CO; e da
extrusdo de H+ pela proteina PMA1 (H*-ATPase da membrana de S. cerevisiae). Dessa forma,
o método do poder de acidificagdao se mostra um meio eficiente e simples de avaliar a vitalidade
das leveduras cervejeiras (SUHRE, 2014).

O teste funciona medindo a habilidade da populacdo das células de manter diferentes
concentragdes de ions H' intra ¢ extracelulares quando dispostas em agua destilada, além de
também medir as mudangas nessas concentra¢des induzidas pela presenga de glicose (KARA

ctal., 1988).

2.3.3 Procedimento Operacional Padrao

A seguranga alimentar ¢ um parametro de importancia indiscutivel quando se fala da

industria alimenticia. O estudo e aplicagdo da qualidade higiénico-sanitaria tém sido cada vez
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mais abrangente, ¢ o uso de técnicas padronizadas ¢ de grande auxilio na execugdo de testes e
procedimentos (SAO JOSE et al., 2011).

Para auxiliar nessa tarefa, faz-se uso do POP, ou Procedimento Operacional Padrao, que
consiste em um documento exigido pela Vigilancia Sanitaria, que descreve as operacdes a
serem executadas em estabelecimentos que trabalham com servigos de alimentagdo. Eles sdo
descritos pela RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002, que dispde sobre a regulamentagao
técnica para estes documentos (ANVISA, 2002).
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3 METODOS

O objetivo desse estudo serd analisar todas as cervejas produzidas pela empresa, sendo
elas dos seguintes tipos: Pilsen, Pale Ale e IPA. Foram utilizadas as leveduras Saccharomyces
cerevisiae linhagens S-04 e US-05 na producado das cervejas Pale Ale e IPA, respectivamente,

e Saccharomyces pastorianus linhagem W-34/70 na produgdo da Pilsen.
3.1 PREPARACAO DAS LEVEDURAS

Inicialmente as amostras foram preparadas seguindo a orientagdo de reidratagao do
fabricante, conforme segue:

Polvilhar a levedura em no minimo 10 vezes o seu peso em agua estéril ou mosto de 25
a 29°C (77°F a 84°F) — no caso das leveduras S-04 e US-05 — e de 21 a 25°C (70°F a 77°F) —
no caso do W-34/70. Deixar descansando por 15 a 30 minutos. Gentilmente mexer por 30
minutos, e dosar o creme resultante no tanque de fermentagdo. Alternativamente, dose a
levedura diretamente no tanque de fermentagdo desde que a temperatura do mosto esteja acima
de 20°C (68°F). Polvilhe progressivamente a levedura seca no mosto certificando-se que a
levedura cubra toda a superficie do mosto disponivel para evitar grumos. Deixar por 30 minutos,
para entdo misturar o mosto usando aeracdo ou pela adi¢do de mosto (FERMENTIS, 2017).

As fichas completas contendo os dados das leveduras utilizadas encontra-se nos Anexos
B, C e D no final deste relatério.

Foi feita a escolha de reutilizar as leveduras em mais trés fermentacdes, respeitando o
que foi sugerido por Filho (2010), que aponta uma viabilidade satisfatéria na faixa maxima de

4-6 ciclos.

3.2 PREPARACAO DAS LEVEDURAS PARA REUTILIZACAO APOS A PRIMEIRA
FERMENTACAO

De acordo com a metodologia proposta por Melo et al. (2017), apds a primeira
fermentagdo, as leveduras utilizadas sdo coletadas do fundo do fermentador, utilizando-se
recipientes sanitizados com alcool 70°. Essas leveduras passam por um processo de lavagem,
que consiste na adi¢do de dgua destilada, e coleta em um recipiente sanitizado. Esse recipiente
permanece entdo em repouso por 3 horas a temperatura ambiente para precipitacdo de

impurezas e leveduras mortas. Apos esse periodo, o sobrenadante — que consiste em leveduras



21

vidveis — € retirado e colocado em um novo recipiente, onde ficara em repouso novamente,

agora por 24 horas a 4°C.
3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE PELO METODO DE AZUL DE METILENO BASICO

Antes de proceder com o método, de forma que seja vidvel realizar a contagem em
placas, ¢ necessario fazer uma série de dilui¢des para que seja possivel uma visualizagdo mais
clara e precisa das células no microscopio. Nas dilui¢des seriadas, o inoculo original ¢ diluido
em uma série de tubos de diluigdes. Nesse caso, cada tubo de dilui¢do subsequente tem apenas
um décimo do numero de células do tubo anterior (TORTORA et al., 2011).

Figura 3 — Sistema de dilui¢des seriadas de uma amostra

1mL 1mL 1mL 1 mL 1mL
e 9 mL de caldo
em cada tubo

Fonte: Tortora et al. (2011).

Seguindo o método proposto por Sami et al. (1994), deve-se comegar preparando uma
solucdo padrdo, dissolvendo-se azul de metileno em agua destilada, de modo a atingir a
concentragdo de 0,1% (p/v). Para preparar a solucao de coloragdo, a solugdo padrao ¢ diluida
10x em um tampao de glicina 0,1M, em um pH equivalente a 10,6. A solu¢ao de coloracao ¢
entdo misturada em uma quantidade igual a da suspensdo celular (amostra de leveduras), e
incubada a 25°C por 15 minutos.

Uma aliquota (1 mL) dessa solucao deve entdo ser analisada em camara de Neubauer,
onde ¢ feita a contagem com o auxilio de um microscopio, que permite uma clara visualizagao
da malha e dos quadrantes. As marcagdes dos quadrantes t€ém dimensdes distintas, permitindo
que sejam realizadas contagens de células de tamanhos diferentes, grandes ou pequenas. Por

ser muito facil se perder nessa contagem, existem algumas técnicas de como efetuar este
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procedimento, como realizar a contagem em zigue-zague (KASVI, 2017), de acordo com a

Figura 4, mostrada abaixo:

Figura 4 - Método de contagem das células em zigue-zague

Fonte: Kasvi (2017).
Para o célculo percentual da viabilidade, sera usada a formula (1), descrita por Suhre
(2014):

Yiz1s0tc — 2 cm
Yi>150te X 100

Viabilidade(%) = (D
Onde 2i»150 tc se refere ao somatério do nimero total de células contadas em cada
quadrante (com numero maior ou igual a 150) e Xcm corresponde ao somatorio do valor

contabilizado de células inviaveis (ou seja, as leveduras que apresentaram cor azul).

3.4 TESTE DE VITALIDADE PELO METODO DO PODER DE ACIDIFICACAO DO
MEIO

Com base no estudo realizado por Moraes (2017), a metodologia escolhida para o teste
de vitalidade da cultura de leveduras foi originalmente descrita por Kara et al. (1988).

Inicialmente, ¢ coletada uma amostra das leveduras e feita a contagem em uma camara
de Neubauer para determinagdo da concentragdo de células (conforme foi descrito no item 3.3
desse trabalho). A concentragdo (UFC/mL) € calculada pela formula (2):

C = Nc x10.000 x 10.000 (2)

Onde C indica a concentracao das células, Nc representa o numero de células registrado

na contagem; o primeiro termo 10.000 ¢ relativo a camara de Neubauer, enquanto o segundo se

refere ao fator de diluigao.
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Seguindo com o método, a amostra deve entdo ser centrifugada a 10.000rpm por 3
minutos. O precipitado ¢ lavado trés vezes com agua destilada, e novamente centrifugado, sendo
entdo disperso em agua destilada e o pH ¢ regulado para o valor de 6,3. A partir disso, o valor
do pH deve ser acompanhado por 10 minutos; ¢ feita uma segunda medicao e entdo adiciona-
se uma solu¢do de glicose 50% p/v, e o pH é acompanhado por mais 10 minutos. O
procedimento deve ser realizado com agitacdo magnética para evitar a sedimentacdo das
células.

Por fim, o poder de acidificacdo ¢ calculado pela formula (3):

PA = (pHy — pHyo) + (PH1o — PHz0) 3)

Onde

pHo = pH inicial;

pHio = pH apods 10 minutos de experimento;

pH2o0 = pH ap6s 20 minutos de experimento, ou 10 minutos apds adi¢ao de glicose.

Segundo Kara et al. (1988), o método ¢ reprodutivel (DP da média =0,61%) e ndo ¢é

afetado por variagdes de +11% no peso.

3.5 DETERMINACAO DO TEOR ALCOOLICO

De acordo com Bitencourt (2018), o teor alcodlico da cerveja pode ser determinado
através do método do titulo alcoométrico volumétrico, que usa as medidas de densidade. O
calculo ¢ feito utilizando-se a formula (4), apresentada abaixo:

%ABV = (0G — FG) x 131 4)

Sendo:

% ABV: (Alcohol by Volume) Teor de alcool presente na mistura (v/v)

OG: Densidade relativa original, medida apos a fervura.

FG: Densidade relativa final, medida do mosto fermentado.

Para esse teste, sao adicionados 100mL das amostras da cerveja produzida em uma

proveta, e com o auxilio de um densimetro ¢ feita a leitura do valor da densidade em cada etapa.

3.6 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

A aplicagdo dos POPs na empresa contribui para a correta aplicagdo dos métodos
propostos, garantindo assim as condig¢des de higiene e a qualidade esperados do processo,

evitando assim possiveis erros.
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Para elaboracao dos POPs foi utilizado o modelo cedido pela empresa, que conta com
“objetivo”, “campo de aplicagdo”, “material necessario”, ‘“descricdo, frequéncia e

29 <¢ 2 ¢

responsabilidade”, “procedimento”, “registro” e “referéncias”.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a paralisagdo decorrente do Decreto Estadual n® 515, de 17 de margo de 2020 (e
sucessivas prorrogagoes), que estabeleceu a quarentena e as restrigdes as atividades presenciais,
em virtude da emergéncia de saude publica internacional relacionada ao SARS-CoV-2, ndo foi
possivel finalizar as atividades previstas para o estdgio presencial. Dessa forma, sdo aqui
apresentados os resultados esperados baseados em pesquisa bibliografica referente ao tema da

linha de pesquisa.
4.1 ENSAIO DE VIABILIDADE

O acompanhamento da vitalidade das leveduras se faz indispensavel para manutengao
da qualidade da cerveja. Vilches (2012) realizou um estudo na otimizagao da reutiliza¢ao das
leveduras, onde as células foram utilizadas em 10 fermentacdes consecutivas. Foi observado
que as células apresentam um padrdo de aumento da viabilidade na segunda, quinta e sexta
reutilizagdes, seguido da sua diminui¢ao no terceiro, quarto, sétimo € oitavo reusos.

Suhre (2014) analisou apenas quatro geragdes da levedura (o que significa que as
leveduras foram reutilizadas em 3 fermentagdes), onde foi perceptivel uma diminui¢do seguida

de um aumento no pardmetro estudado, conforme ¢ possivel observar no Grafico 2.
Grafico 2 — Porcentagem da viabilidade da levedura estudada, medida por quatro geragdes.

*Aumento da viabilidade estatisticamente significante (p<0,05) quando comparado a primeira

geracao.
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Fonte: Suhre (2014).
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Na segunda parte do estudo realizado por Suhre (2014), foi feita uma comparacao da
viabilidade e vitalidade com amostras de diferentes cervejarias do Rio Grande do Sul, e dentre
essas amostras havia ainda variagdes na quantidade dos reusos das células (tabela apresentada
no Anexo E). Nesse estudo, € possivel confirmar esse padrdo oscilante ao observar altas taxas
de viabilidade em numeros avangados de reutilizagdes, ¢ numeros menores em reusos
intermediarios.

Hé ainda necessidade de mais estudos realizados de forma especifica na levedura
utilizada no processo em questdo, para total compreensdo do padrao de seus comportamentos

na reutilizacdo ao longo das fermentagdes.

4.2 TESTE DE VITALIDADE

Assim como o teste de viabilidade, este ¢ fundamental na avaliagdo das leveduras
reutilizadas e funciona como um complemento na sua analise. Ambos sdo indispensaveis, além
de consistirem em testes simples.

A vitalidade das células de levedura depende de diversos pardmetros, desde a
temperatura de armazenamento até mutagdes que podem ocorrer de forma espontanea.
Dependendo das condi¢des de armazenagem, ¢ possivel a ocorréncia de problemas como
floculacdo impropria das células, reducdo do etanol e ma utilizagdo dos aglicares fermentaveis
(Suhre, 2014).

De acordo com Kara et al. (1988), a performance da fermentagao pode ser precisamente
antecipada através do teste do poder de acidificagdo, ndo s6 para a Saccharomyces cerevisiae.
Os resultados obtidos em um estudo com outras quatro leveduras sugerem que o teste possui
ampla aplicabilidade.

No estudo realizado por Suhre (2014), foi analisada a vitalidade de leveduras ao longo

de quatro geragdes, e os resultados dos testes por acidificagdo foram comparados.
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Grafico 3 — Poder de acidificacdo de uma levedura cervejeira, indicando a vitalidade, medida
ao longo de quatro geracdes. *Aumento de vitalidade estatisticamente significante (p<0,05)

quando comparado a primeira geracao.
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Fonte: Suhre (2014).

As células apresentam uma tendéncia de decaimento da vitalidade em relagdo a primeira
fermentacdo, mas tiveram resultados estatisticamente semelhantes ao longo dos reusos,
indicando um padrao de estabilidade.

A partir dos dados coletados na segunda parte do estudo realizado por Suhre (2014), foi
possivel observar que maiores valores de acidificacdo do meio estavam ligados & maiores
percentuais vitalidade. Além disso, foi possivel inferir também que nao h4 uma relagdo direta
entre os valores de viabilidade e vitalidade com o nimero de reutilizacao das leveduras.

Em outro estudo, realizado por Nicholson e Pearson (2014) sobre as variaveis que
afetam a vitalidade de leveduras, foi mostrado que hd uma tendéncia de diminuicdo da
vitalidade no uso de leveduras que foram armazenadas por mais tempo, mas que nao ha variagao

exatamente ligada com a passagem de tempo nas fermentagdes.

43 DETERMINACAO DO TEOR ALCOOLICO

De acordo com o BJCP (2015 apud VARGAS, 2018), as cervejas tipo ale apresentam
valor de ABV (alcohol by volume) entre 5,5-7,5 % de teor alcoolico, sendo que as cervejas Pale
Ale e IPA se enquadram nesse estilo e devem, assim, apresentar valores nessa faixa. Ja as
cervejas tipo Pilsen, segundo Grejo (2014) devem apresentar ABV entre 4,0-5,0% de teor
alcodlico. Para que o estudo se mostre vidvel, o esperado ¢ que ocorra apenas um pequeno

decaimento no teor de alcool a cada vez que a levedura ¢ reaproveitada na fermentagao.
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Em seu estudo de reaproveitamento na producdo de cervejas artesanais tipo Lager,
Bittencourt (2018) observou um decaimento sucessivo ao longo das fermentagdes, com
diminuig¢des de 2%, 10% e por fim 22% no valor do teor alcodlico, em relagao a produgdo sem
reaproveitamento. Ainda assim o parametro se encontrava dentro do permitido, sendo viavel a
producdo desde que haja um controle sobre o decaimento, seguindo o limite viadvel na
quantidade de reutilizacdes. Salles e Horst (2015), utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae (W-34/70) também chegaram a valores semelhantes, com uma queda proxima de
25% do valor inicial do teor alcodlico.

Os graficos abaixo, elaborados com dados simulados, foram feitos com base nos valores

observados nos estudos citados anteriormente, de forma a elucidar o que foi descrito:

Grafico 4 — Simulacdo do comportamento do teor alcoodlico esperado ao longo das reutilizagdes

das leveduras na produgdo de uma Pilsen.

Cerveja Pilsen (simulacdo)

m ABV (%)

ORIGINAL 12 REUTILIZACAO 22 REUTILIZACAO 32 REUTILIZACAD

Fonte: Elaboragao do autor, 2020.
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Grafico 5 — Simulagdo do comportamento do teor alcoolico esperado ao longo das reutilizagdes

das leveduras na producdo de cervejas tipo Ale.

Cervejas tipo Ale (simulagao)

m ABV (%)

ORIGINAL 12 REUTILIZAGAO 22 REUTILIZAGAO 32 REUTILIZAGAO

Fonte: Elaboragao do autor, 2020.

4.4 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Os POPs desenvolvidos sao apresentados nos Apéndices A, B e C, seguindo a ordem
dos métodos apresentados no presente trabalho. Sdo os seguintes:
e POP 001 — Analise da viabilidade das leveduras reutilizadas;
e POP 002 — Analise da vitalidade de leveduras reutilizadas;

e POP 003 Determinacao do teor alcoodlico.
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5 CONCLUSAO

Com o objetivo de reduzir custos e amenizar o impacto ambiental, o presente trabalho
estudou a possibilidade de produzir cervejas artesanais dos estilos Pilsen, Pale Ale e IPA a partir
da reutilizacao de leveduras no processo. Nao foi possivel avaliar o desempenho especifico de
cada tipo levedura, de modo que foram aqui apresentados resultados baseados em pesquisas
bibliograficas de estudos em diversos estilos de cervejas.

Para o método do azul de metileno basico, que avaliou a viabilidade das células ao longo
dos reusos, os resultados se mostraram oscilantes ao longo dos reusos, necessitando-se assim
de mais estudos para cada linhagem de levedura usada, de forma a compreender seu
comportamento.

O poder de acidificacao do meio, que determina a vitalidade das leveduras mostrou uma
queda no valor da acidificagdo em relacdo a fermentagdo original, mas se manteve estavel ao
longo dos reusos, mostrando que a vitalidade das células, independentemente do nimero de
reutilizagdes, apresenta um valor satisfatorio.

O teor alcoodlico das cervejas produzidas sofreu um decaimento gradual ao longo dos
reusos. Segundo os estudos acompanhados, a reutilizagdo ¢ factivel até 3 reusos; acima disso,
o valor do teor alcodlico ¢ reduzido abaixo fora da faixa esperada para cada estilo.

Todos os métodos elencados nesse estudo sao conhecidos e consolidados na avaliagcao
de leveduras cervejeiras, além de caracterizarem-se por serem simples e despenderem poucos
reagentes e materiais. Com isso, pode-se concluir que a reutilizagdo dentro de uma faixa de 3
fermentagdes se mostra praticavel, desde que haja um acompanhamento dos pardmetros
estudados.

Os procedimentos operacionais padrao foram elaborados seguindo as exigéncias da
ANVISA, conforme RDC n°® 275, de 2002. Esses documentos estabelecem os métodos
apresentados de forma simples e direta, e servirdo de auxilio para a aplicacdo pratica dos
métodos no dia-a-dia da producao na empresa.

Como sugestdao para trabalhos futuros, seria interessante adicionar uma metodologia
para deteccdo de microorganismos deteriorantes (gram+ e gram-), e também testes de andlise
sensorial para as cervejas produzidas com reuso de leveduras, de forma a assegurar que suas

caracteristicas organolépticas estejam dentro dos padrdes de qualidade esperados.
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APENDICE A — POP 001 (Analise da viabilidade das leveduras reutilizadas)

Procedimento Operacional Padrao POP 001
sys . oys Versio: 001
Anilise da viabilidade das e -
N Bl o leveduras reutilizadas Criado em: 09/07/2020
Revisado em: 18/07/2020
Préxima Revisao: 18/07/2021

Objetivo

Testar a viabilidade das células reutilizadas na fermentacio.

Campo de aplicaciio

Laboratorial.

Material necessario

Pipeta, tubos de ensaio, cimara de Neubauer, microscépio.

Descricao, Frequéncia e Responsabilidade

O ensaio de viabilidade pelo método do azul de metileno bésico deve ser efetuado a cada fermentacdo

com reutilizagdo das leveduras no processo.

Procedimento

1.

]

Coletar uma amostra das leveduras que serdo reutilizadas na préxima fermentacdo, utilizando um
recipiente sanitizado com dlcool 70°.
Realizar dilui¢Ses em série, transferindo com uma pipeta 1 mL de amostra para 9 mL de dgua destilada

em um tubo de ensaio, até atingir a concentragio de 1:10.000 mL.

3. Preparar a solugio padrio de azul de metileno, dissolvendo-se azul de metileno em dgua destilada, de
modo a atingir a concentragio de 0,1% (p/v). Para preparar a solugdo de coloracio, a solugdo padrio
¢ diluida 10x em um tampdo de glicina 0,1M, em um pH equivalente a 10.6.

4. Misturar a solugio e a amostra em partes iguais e incubar a mistura por 15 minutos a 25°C.

5. Apds esse periodo, transferir 1 mL da mistura em uma cdmara de Neubauer, onde deve ser feita a
contagem com auxilio de um microscépio. Nessa técnica, as células vidveis ndo apresentam
coloragio, enquanto as células nao vidveis sdo coloridas de azul.

6. Registrar o nimero total de células observado em um quadrante e o niimero de células coloridas em
azul (invidveis) no mesmo, e entdo aplicar esses valores na formula abaixo:

Viabilidade (%) = 22150 — 2
Zi>150 te X 100
Onde:
Ziisot. = somatério do niimero total de células contadas em cada quadrante (com nimero
maior ou igual a 150);
[ Elaborado por: | Revisado por: | Aprovado por: |
| Diogo Quirino Buss | Diogo Quirino Buss | Diogo Quirino Buss |

Documento confidencial. Proibida a c6pia, reproducio ou alteraciio sem autorizaciio expressa da empresa.
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Procedimento Operacional Padrao

Analise da viabilidade das
leveduras reutilizadas

POP 001
Versio: 001
Folha n®: 2/2
Criado em: 09/07/2020
Revisado em: 18/07/2020
Préxima Revisio: 18/07/2021

Zem = corresponde ao somatério do valor contabilizado de células invidveis (leveduras que

apresentaram cor azul).

7. Registrar na planilha de controle de qualidade (PLA 001).

Registro

Planilha de controle de qualidade (PLANILHA 001).

Referéncias

KASVI. Como é realizada a Contagem de Células? Sio José dos Pinhais, 2017. Disponivel em: <

https://kasvi.com.br/como-e-realizada-contagem-de-celulas/ >. Acesso em 12 de junho de 2020.

MONGELDOQ, A. 1. Valida¢io de Método Baseado em Visdo Computacional para Automacio da
Contagem de Viabilidade de Leveduras em Indistrias Alcooleiras. 2012. 87f. Dissertagio
(Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Catélica Dom Bosco, Campo Grande, 2012.

SAMI, M. et al. Evaluation of the alkaline methylene blue staining method for yeast activity
determination. Journal of Fermentation and Bioengineering, Téquio, v. 78, n. 3, p. 212-216, 1994.

SUHRE, T. Controle de Qualidade em Microcervejarias: avaliacio da viabilidade, vitalidade e
contaminantes em leveduras cervejeiras. 2014. 48 f. Monografia (Graduagio em Biotecnologia) -

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014,

Elaborado por:

Revisado por:

Aprovado por:

Diogo Quirino Buss

Diogo Quirino Buss

Diogo Quirino Buss

Documento confidencial. Proibida a cépia, reproducio ou alteraciio sem autorizacéio expressa da empresa.
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APENDICE B — POP 002 (Anilise da vitalidade de leveduras reutilizadas)

Procedimento Operacional Padrao POP 002
= Analise da vitalidade de ey Gl
I . Folha n®: 2/2
qgrdoro leveduras reutilizadas Criado em: 0910772020
Revisado em: 18/07/2020
Proxima Revisdo: | 18/07/2021

Objetivo

Realizar o ensaio de vitalidade nas leveduras reutilizadas.

Campo de aplicacao

Laboratorial.

Material necessario

Pipeta, tubos de ensaio, cimara de Neubauer, microscopio, centrifuga e pHmetro.

Descricao, Frequéncia e Responsabilidade

Ensaio de vitalidade das células pelo método do poder de acidificagio do meio, realizado sempre antes

da reutilizaclo de leveduras na fermentagdo.

Procedimento

1

Coletar uma amostra das leveduras que serdo reutilizadas na préxima fermentacdo, utilizando um

recipiente sanitizado com dlcool 70°.

2. Realizar dilui¢des em série da amostra, transferindo com uma pipeta 1 mL de amostra para 9 mL de
dgua destilada em um tubo de ensaio, até atingir a concentraciio de 1:10.000 mL.
3. Transferir 1 mL da amostra para cimara de Neubauer, onde a contagem deve ser feita com auxilio
de um microscépio. A concentragdo € determinada pela férmula abaixo:
C = N x 10.000 (camara de Neubauer) x 10.000 (fator de diluicio)
Onde:
C = concentrac¢fio de células, em UFC/mL
N = ntimero de células contadas
4. Centrifugar a amostra a 10.000 rpm por 3 minutos.
5. Lavar o precipitado celular 3 vezes com dgua destilada e misturar com 10 mL de dgua destilada estéril,
com um pH ajustado para 6,3.
6. Registrar o pH inicial pelos préximos 10 minutos.
7. Adicionar 0,5 mL de solugio de glicose 20% (p/v) e registrar o pH por mais 10 minutos.
8. Com os dados coletados, calcular o poder de acidificacdo usando a seguinte formula:
PA = (pH0 — pH10) + (pH10 — pH20)
Onde
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por:
Diogo Quirino Buss Diogo Quirino Buss Diogo Quirino Buss

Documento confidencial. Proibida a cdpia, reproduciio ou alteragio sem autorizaciio expressa da empresa.
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Revisado em: 18/07/2020
Préxima Revisdo: 18/07/2021

PA = poder de acidificacdo (usado para estimar a vitalidade das células)
pHO = valor de pH no inicio do experimento (t=0)
pH10 = valor de pH 10 minutos apés inicio do experimento (t=10 min)
pH20 = valor de pH apés adicdo de glicose (t=20)

9. Registrar na planilha de controle de qualidade (PLA 001).

Registro
Planilha de controle de qualidade (PLANILHA 001).

Referéncias

KARA, B. V. et al. Prediction of the fermentation performance of brewing yeast with the acidification
power test. Journal of the Institute of Brewing, 1988, v. 94, p. 153-158. Disponivel em: <
https://www.researchgate.net/publication/264473670_Prediction_of_fermentation_performance_of _
brewing_yeast_with_the_acidification_power_test >. Acesso em 21 de junho de 2020.

MORAES, J. da C. Desenvolvimento e padronizacio do ensaio de resazurina para avaliar a
vitalidade de leveduras no contexto microcervejeiro. 2017. 45 f. Trabalho de Conclusio de Curso
(Graduacio em Biotecnologia) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2017.

SUHRE, T. Controle de Qualidade em Microcervejarias: avaliaciio da viabilidade, vitalidade e
contaminantes em leveduras cervejeiras. 2014, 48 f. Monografia (Graduacdo em Biotecnologia) -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por:
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APENDICE C - POP 003 (Determinaciio do teor alcoélico)

Procedimento Operacional Padrio POP 003
u - e Versao: 001
Determinacao do teor alcodlico [Fonan- 272
prf et e Criado em: 09/07/2020
i Revisado em: 18/07/2020
Préoxima Revisao: 18/07/2021

Objetivo

Determinar o teor alcodlico das cervejas produzidas, através do método do titulo alcoométrico volumétrico.

Campo de aplicacao

Laboratorial.

Material necessario

Densimetro e proveta (250 mL).

Descricdo, Frequéncia e Responsabilidade

Toda cerveja produzida deve passar por esse procedimento, realizado pela pessoa responsavel.

Procedimento

1

N e @k W

Coletar a primeira amostra apds a fervura, em um recipiente sanitizado com alcool 70°.

Dispor 100mL da amostra em uma proveta graduada.

Realizar a medida da densidade com o auxilio de um densimetro, em triplicata.

Coletar a segunda amostra ao fim da fermentacdo, em um recipiente sanitizado com alcool 70°
Dispor 100mL da amostra em uma proveta graduada.

Realizar a medida da densidade com o auxilio de um densimetro, em triplicata.

Calcular o valor médio dos dados coletados e aplicar na seguinte férmula:

%ABV =(0G —FG)x 131

Onde:
% ABV: (Alcohol by Volume) Teor de dlcool presente na mistura (v/v)
OG: Densidade relativa original, medida ap6s a fervura.

FG: Densidade relativa final, medida ao final da fermentagéo.

8. Registrar na planilha de controle de qualidade (PLA 001).

Registro

Planilha de contrale de qualidade (PLANILHA 001).

Referéncias

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por:
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ANEXO A — Relacio de estados pelo niimero de cervejarias, ano e crescimento médio

Tabela 1 - Relacdo dos 10 estados que apresentam maior nimero de cervejarias por ano €

crescimento médio

W =m0 B L R e

—
=

5P
RS
MG
5C
PR
RJ

ES
GO
BA
RN

124 166 241

142
a7
T8
67
57
11
21

184
116
104
a3
62
17
25
12
9

Fonte: MAPA (2019).

236
163
148
131
78
34
28
20
20

39,5%
28,9%
36,9%
37,8%
39,8%
17,3%
77.3%
15,5%
69,00
86,1%
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ANEXO B - Ficha técnica da levedura SafAle™ S-04

o,

(& Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

SafAle™ S-04

Fermento Ale Inglés, selecionado por sua répida caracteristica de fermentacéo e sua habilidade de formar sedimentos compactos no final
da fermentagdo, ajudando a melhorar a clarificagéo da cerveja. Recomendado para a predugdo de uma grande variedade de ales e
especialmente adaptado para cervejas acondicionadas em barris de madeira e para fermentagdo em tanques cilindro conicos.

INGREDIENTES: Levedura (Saccharomyces cerevisiae), Agente Emulsificante: E491

ESTERES TOTAIS ALCOOIS SUPERIORES ACUCARES FLOCULACAO SEDIMENTACAO
TOTAIS RESIDUAIS

ppm em mosto com 18°P a

20°C em tubos EBC pm em masto com 18°P a *10g maltotriose/L

20°C em tubos EBC correspondendo a uma
atenuagdo aparente de 75%

Leveduras cervejeiras secas da Fermentis sdo conhecidas por ter a habilidade de produzir uma grande variedade de estilos de cerveja.
A fim de comparar nossas cepas, nés fizemos testes em condicdes laboratoriais com um mosto padréo para todas as cepas e condigdes
padrao de temperatura (SafLager: 12°C por 48h e depois 14°C / SafAle: 20°C). Nds focamos nos seguintes parametros: produgéao de
alcool, agucares residuais, floculagéo e cinética da fermentacao.

Dado o impacto da levedura na qualidade da cerveja pronta € recomendado respeitar as instrugdes de fermentacao prescritas. Nos
instruimos fortemente aos usuarios a fazerem testes de fermentacao antes de qualquer uso comercial de nossos produtos.

FERMENTACAO: Idealmente 15-20°C (59-68°F)
DOSAGEM: 50 a 80 g/hl

INSTRUCOES DE REIDRATACAO: Polvilhar a levedura em no minimo 10 vezes o seu peso em agua estéril ou mosto de 25 a
29°C (77°F a 84°F). Deixar descansando por 15 a 30 minutos.

Gentilmente mexer por 30 minutos, e dosar o creme resultante no tanque de fermentacao.

Alternativamente, dose a levedura diretamente no tanque de fermentagéo desde que a temperatura do mosto esteja acima de 20°C (68°F).
Polvilhe progressivamente a levedura seca no mosto certificando-se que a levedura cubra toda a superficie do mosto disponivel para evitar
grumos. Deixar por 30 minutos, para entédo misturar 0 mosto usando aeragao ou pela adi¢ao de mosto

ANALISE TiPICA: ARMAZENAMENTO
% Peso Seco: 94.0-96.5 36 meses a partir da data de produgdo. Durante o transporte: O
Células Vidveis no empacotamento: >6x10°/g produto pode ser transportado e armazenado em temperatura
Bactérias Totais™ <5/mi ambiente por periodos de tempo nao excedendo 3 meses sem afetar
Bactéria 4cido acético™: <1/ml sua performance.
Lactobacillus™ <1/ml pelt i - - -
PoditeoocUs™ 1t No destino final: Manter em condigdes secas e frescas (< 10°C/50°F).
Levedura selvagem nao Saccharomyces*: < 1/ml 2
Microarganismos Patogénicos: de acordo com regulamentagdo VIDA UTIL
vigente Ver data méaxima para consumo impressa no pacote.

Pacotes abertos devem ser selados e mantidos a 4°C (39°F) e usados
* Quando a levedura seca € inoculada a uma taxa de 100 g/hl, dentro de 7 dias apds abertos. N&o usar pacotes moles ou danificados.

equivale a uma concentracéo de > 6 x 10¢ céluluas vidveis/ml

FoLHA DE DADOS TecNicos - SafAle™ S-04 - Rev : julho2017
The obvious choice for beverage fermentation

Fermentis Division of S.I Lesaffre - BP 3029 - 137 Rue Gabriel Péri - 59703 Marcq-en-Barceul Cedex - FRANCE - Tel. +33 (0)3 20 81 62 75 - Fax. +33 (C)3 20 81 62 70 - www.fermentis.com



ANEXO C - Ficha técnica da levedura SafAle™ US-05

(& Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

SafAle™ US-05 -

Fermento Ale Americano, selecionado para produzir cervejas bem balanceadas com baixo diacetil e com um paladar final bem “crispy” e
limpo. Forma uma firme camada de espuma e apresenta uma habilidade muito boa de se manter em suspenséo durante a fermentagéo.

INGREDIENTES: Levedura (Saccharomyces cerevisiae), Agente Emulsificante: E491

ESTERES TOTAIS ALCOOIS SUPERIORES  ACUCARES FLOCULACAO SEDIMENTACAO
TOTAIS RESIDUAIS

' ~ ~ ~ ~

40 ' 269 ' 1lg,’l*' _ g média'

ppm em mosto com 18°P a ppm em mosto com 18°P a *3g maltotriose/L
20°C em tubos EBC 20°C em tubos EBC corespondendo a uma
atenuagéo aparente de 81%

Leveduras cervejeiras secas da Fermentis sdo conhecidas por ter a habilidade de produzir uma grande variedade de estilos de cerveja.
A fim de comparar nossas cepas, nés fizemos testes em condices laboratoriais com um mosto padréo para todas as cepas e condigdes
padrao de temperatura (SafLager: 12°C por 48h e depois 14°C / SafAle; 20°C). Nés focamos nos seguintes parametros; produgdo de
alcool, aglicares residuais, floculagéo e cinética da fermentacao.

Dado o impacto da levedura na qualidade da cerveja pronta € recomendado respeitar as instrucbes de fermentagéo prescritas. Nos
instruimos fortemente aos usuarios a fazerem testes de fermentacao antes de qualquer uso comercial de nossos produtos.

FERMENTAGCAO: idealmente a 18-28°C (64-82°F)

DOSAGEM: 50 a 80 g/hl

INSTRUCOES DE REIDRATACAO: Polvilhar a levedura em no minimo 10 vezes o seu peso em agua estéril ou mosto de 25 a
29°C(77°F a 84°F). Deixar descansando por 15 a 30 minutos.

Gentilmente mexer por 30 minutos, e dosar o creme resultante no tanque de fermentacao.

Alternativamente, dose a levedura diretamente no tanque de fermentagéo desde que a temperatura do mosto esteja acima de 20°C (68°F).
Polvilhe progressivamente a levedura seca no mosto certificando-se que a levedura cubra toda a superficie do mosto disponivel para evitar
grumos. Deixar por 30 minutos, para entédo misturar o mosto usando aeragao ou pela adigéo de mosto

ANALISE TiPICA: ARMAZENAMENTO
% peso seco: 94.0-965 36 meses a partir da data de produgéo. Durante o transporte: O
Células Vidveis no empacotamento: >6x10°/g produto pode ser transportado e armazenado em temperatura
Bactérias Totais™: <5/ml ambiente por periodos de tempo ndo excedendo 3 meses sem afetar
Bactéria 4cido acético™: <1/ml
Lactobacillus™: <1/ml 20a perfprmgncg. . o o
R il No destino final: Manter em condigoes secas e frescas (< 10°C/50°F).
Levedura selvagem ndo Saccharomyces*: < 1/ml "
Microorganismos Patogénicos: de acordo com regulamentagao VIDA UTIL
vigente Ver data maxima para consumo impressa no pacote.

Pacotes abertos devem ser selados e mantidos a 4°C (39°F) e usados
* Quando a levedura seca € inoculada a uma taxa de 100 g/hl, dentro de 7 dias apds abertos. Nao usar pacotes moles ou danificados.

equivale a uma concentracdo de > 6 x 108 céluluas viaveis/ml

FoLHA DE DADOS TECNICOS - SafAle™ US-05 - Rev: Julho2017
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ANEXO D - Ficha técnica da levedura SafLLager™ W-34/70

¢ Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

=

SafLager™ W-34/70

Essa famosa cepa do fermento da Weihenstephan na Alemanha é usada mundialmente na industria cervejeira. SafLager W-34/70 permite
produzir cervejas com bom equilibrio de aromas florais e frutados e traz sabores limpos e alto drinkability a cerveja.

INGREDIENTES: Levedura (Saccharomyces pastorianus), Agente Emulsificante: E491

ESTERES TOTAIS ALCOOIS SUPERIORES ACUCARES FLOCULACAO SEDIMENTACAO

TOTAIS RESIDUAIS
- ~~ y

ppm em mostos com 18°P ppm em mostos com 18°P

em tubos EBC a 12°C em tubos EBC a 12°C * 2g maltotriose/L
durante as primeiras 48h de durante as primeiras 48h de correspondendo a uma
fermentagao, e logo a 14°C fermentagao, e logo a 14°C atenuagao aparente de 83%

Leveduras cervejeiras secas da Fermentis sao conhecidas por ter a habilidade de produzir uma grande variedade de estilos de cerveja.
A fim de comparar nossas cepas, nds fizemos testes em condigoes laboratoriais com um mosto padréo para todas as cepas e condigdes
padrdo de temperatura (SafLager: 12°C por 48h e depois 14°C / SafAle: 20°C). Nés focamos nos seguintes parametros: produgéo de
alcool, aguicares residuais, floculagdo e cinética da fermentacéo.

Dado o impacto da levedura na qualidade da cerveja pronta é recomendado respeitar as instrugoes de fermentagéo prescritas. Nos
instruimos fortemente aos usudrios a fazerem testes de fermentagéo antes de qualquer uso comercial de nossos produtos.

FERMENTACAO: idealmente 12-15°C (53.6-59°F)

DOSAGEM: 80 a 120 g/hl para fermentagéo a 12°C - 15°C (53.6-59°F).
Aumentar dosagem para fermentagao abaixo de 12°C (53°F), para 200 a 300 g/hl a 9°C (48°F)

INSTRUCOES DE REIDRATACAO: Polvilhar a levedura em no minimo 10 vezes o seu peso em agua estéril ou mosto de 21 a
25°C (70°F a 77°F). Deixar descansando por 15 a 30 minutos.

Gentilmente mexer por 30 minutos, e dosar o creme resultante no tanque de fermentacéo.

Alternativamente, dose a levedura diretamente no tanque de fermentagéo desde que a temperatura do mosto esteja acima de 20°C (68°F).
Polvilhe progressivamente a levedura seca no mosto certificando-se que a levedura cubra toda a superficie do mosto disponivel para evitar
grumos. Deixar por 30 minutos, para entdo misturar o mosto usando aeragao ou pela adigdo de mosto

ANALISE TiPICA: ARMAZENAMENTO

% peso seco: 94.0-96.5 36 meses a partir da data de produgéo. Durante o transporte: O
Células Vidveis no empacotamento: >6x10%/g produto pode ser transportado e armazenado em temperatura
Bactérias Totais*: <5/ml

ambiente por periodos de tempo néo excedendo 3 meses sem afetar

Pl v
. H = . - ] o

Podittocriat <i/ml No destino final: Manter em condigoes secas e frescas (< 10°C/50°F).
Levedura selvagem néo Saccharomyces®: < 1/ml F
Microorganismos Patogénicos: de acordo com regulamentagéo VIDA UT".- .
vigente Ver data méxima para consumo impressa no pacote.

Pacotes abertos devem ser selados e mantidos a 4°C (39°F) e usados
* Quando a levedura seca & inoculada a uma taxa de 100 g/hl, dentro de 7 dias apds abertos. Nao usar pacotes moles ou danificados.
equivale a uma concentracdo de > 6 x 10° céluluas vidveis/ml
FoLHa DE DADOS TECNICOS - SaflLager™ W-3470 - Rev :DEC2017

[ne obvious choice for beverage fermentation
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ANEXO E — Comparacio das analises de viabilidade e vitalidade de cervejarias de

Porto Alegre

Tabela 2 - Paralelo entre os resultados das analises de viabilidade e vitalidade das leveduras de

diferentes estilos de cerveja e diferentes geragdes de microcervejarias da regido de Porto Alegre

4 80% 0,6

Pilsen
Weizen 2 78% 0,3
Amber Ale 2 42% 0,7
Weizen 4 89% 14
Trapista 8 8% 0,7
Pale Ale 1 83%% 0,7
Weizen 2 94% 0,9
Pale Ale 1 83% 0,6

Fonte: Suhre (2014).



