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RESUMO 

A cerveja é uma bebida fermentada preparada a partir do malte de cevada, água, lúpulo e 

levedura, tendo sua receita permanecido inalterada por séculos; obtida pela fermentação 

alcoólica, que consiste na quebra de açúcares fermentáveis por micro-organismos unicelulares 

– leveduras do gênero Saccharomyces – para obter-se álcool e gás carbônico. Nos últimos anos, 

o mercado de cervejas artesanais vem se desenvolvendo cada vez mais no país, chegando a 

apresentar um crescimento anual médio de 37,8% no estado de Santa Catarina, e, com isso, 

microcervejarias necessitam de soluções que reduzam os custos e gastos dos seus processos 

produtivos. Nesse cenário, a reutilização das leveduras se mostra como uma alternativa 

promissora para esses empreendedores, desde que certos parâmetros 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 relação aos parâmetros de viabilidade, vitalidade e teor 

alcoólico ao longo das reutilizações, de forma a acompanhar seu comportamento. Para isso, 

após a primeira fermentação, foram aplicados nas leveduras os métodos de azul de metileno 

básico, poder de acidificação do meio e o método do título alcoométrico volumétrico. O método 

de azul de metileno básico 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 específico. O método do poder 

de acidificação do meio indicou uma queda na vitalidade das células em relação à fermentação 

original, mas durante os reusos pôde-se observar uma estabilidade nos resultados. Por fim, o 

teor alcoólico sofreu um decaimento ao longo das fermentações, mas que não apresenta valores 

abaixo do limite esperado se o número de fermentações não passar de três. A partir desses 

estudos foi possível concluir que a reutilização por até 3 ciclos se mostra aplicável, desde que 

haja um acompanhamento constante dos parâmetros analisados. Com os métodos estudados, 

foram elaborados os POPs (Procedimentos Operacionais Padrões), de modo a atender as 

exigências sanitárias e servir de auxílio para a aplicação prática dos métodos no dia-a-dia da 

produção na empresa. Para continuidade dos estudos, em trabalhos futuros é importante 

estabelecer uma metodologia para análise e detecção de micro-organismos deteriorantes gram+ 

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

 

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 INTRODUÇÃO 

A cerveja é descrita como uma bebida obtida pela fermentação alcoólica, a partir do 

malte de cevada, água, levedura e lúpulo, podendo-se ainda adicionar outros cereais e adjuntos 

à sua fabricação. A história desta bebida remonta há mais de 6.000 mil anos, de acordo com 

registros históricos, tendo sua origem nas regiões da Suméria, Babilônia e Egito (Filho, 2016). 

No Brasil, o hábito de tomar cerveja foi trazido pela coroa portuguesa no século XIX, durante 

sua permanência no país (GAUTO e ROSA, 2011 apud BITTENCOURT, 2018). 

O mercado cervejeiro vem mostrando sinais de crescimento nos últimos anos no Brasil, 

e apresenta ainda grandes perspectivas de desenvolvimento, de acordo com os dados divulgados 

pelo Mapa (2020). No ano de 2019 foi alcançado o número de 1.209 cervejarias registradas no 

país, com maior concentração na região Sul-Sudeste, onde se encontram mais de 80% desse 

valor. Santa Catarina ocupa o 4º lugar do ranking, com 148 estabelecimentos e um crescimento 

anual médio de 37,8% (Tabela apresentada no Anexo A).  

Dentro desse cenário, a cerveja artesanal ganha cada vez mais espaço devido à sua alta 

qualidade, o que atrai muitos empreendedores. O crescimento desse mercado deve ser 

exponencial nos próximos anos e a expectativa é que respondam por 2% do negócio de cerveja 

no país em até uma década (BARBOSA, 2014 apud SUHRE, 2014). 

Os métodos de produção desses micro empreendedores se baseiam na biotecnologia 

tradicional, que segue as etapas de escolha do estilo de cerveja a ser produzida e elaboração da 

receita, escolha da matéria-prima, malteação, brasagem, tratamento do mosto, fermentação, 

maturação, filtração e engarrafamento do produto final. Os microempreendedores precisam se 

manter atentos às possibilidades de redução de custos e gastos, e uma das alternativas é a 

reutilização das próprias leveduras em consecutivos processos (Bittencourt, 2018). 

As leveduras são microorganismos unicelulares, que metabolizam os açúcares 

fermentáveis presentes no mosto cervejeiro, produzindo álcool e gás carbônico. Na produção 

de cervejas são usadas leveduras pertencentes ao gênero Saccharomyces, organismos sensíveis 

à 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 será estudada para a avaliação das 

leveduras reutilizadas no processo produtivo de uma microcervejaria, de modo que seja possível 

avaliar seu desempenho. 
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1.1 JUSTIFICATIVA E PROBLEMA 

Cada vez mais há uma crescente preocupação das empresas no que se refere à 

responsabilidade ambiental. Nesse contexto, o conceito de “Produção + Limpa” traz uma visão 

ampla de gerenciamento que visa reduzir o impacto ambiental em todas as etapas produtivas, 

desde uso de água e energia até o destino consciente dos resíduos ao final do processo. A 

indústria cervejeira apresenta muitas possibilidades de aplicação do conceito P+L. Por gerar 

muitos resíduos da produção, a busca de soluções viáveis para esses rejeitos é uma importante 

parte do processo, sendo que seu reaproveitamento pode trazer tanto benefícios ambientais 

como econômicos. 

As leveduras – microrganismos responsáveis pela fermentação do mosto – são as 

responsáveis pela produção de álcool e gás carbônico, e apresentam grande importância no 

sabor e aroma final do produto. Ao fim do processo, o excedente desse componente é descartado 

junto aos demais efluentes, possuindo um alto potencial poluidor, devido a fatores como carga 

orgânica e teor de sólidos. Esses resíduos, porém, se destacam pela sua grande capacidade de 

reaproveitamento. De acordo com Santos e Ribeiro (2005), a levedura possui alta carga 

orgânica (DBO equivalente a 120.000 a 140.000 mg/L) e grande valor nutricional, podendo 

dessa forma ser vendida para indústrias de alimentos ou ainda, opção esta que traria economia 

para o processo, a possibilidade de sua reutilização no processo produtivo da própria cervejaria. 

Há um constante cuidado na produção dessas bebidas no que se refere à qualidade do 

produto final, desde características sensoriais quanto teor alcoólico. No caso das leveduras, 

precisa-se ter um cuidado ainda maior quando tratamos do seu reuso no processo, sendo 

necessário manter um rigoroso controle durante a fermentação, de modo a manter um padrão 

de células metabolicamente ativas e saudáveis. Para se ter um maior controle, deve-se fazer uso 

de ferramentas que auxiliem a manter uma padronização do processo. Para isso, podemos contar 

com os Procedimentos Operacionais Padrões (POPs), documentos que descrevem de forma 

uniformizada os passos para se efetuar determinada operação na indústria. 

Assim, propõe-se a seguinte questão: por quantos ciclos é possível reutilizar as 

leveduras no processo produtivo de cervejas artesanais, de forma a se obter indicadores 

de desempenho aceitáveis na fermentação? 
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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 produção de cervejas dos tipos Pilsen, Pale Ale e IPA com e sem reaproveitamento 

das leveduras. 

1.2.2. Objetivos específicos 

• Aplicar o método do azul de metileno básico para avaliar a viabilidade das células ao 

longo do seu reuso no processo; 

• Executar o método do poder de acidificação do meio para determinação da vitalidade 

das leveduras; 

• Determinar o teor alcoólico das cervejas produzidas em cada etapa, com e sem o reuso 

de leveduras; 

• Elaborar POPs dos métodos estudados para padronizar os procedimentos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 PROCESSO PRODUTIVO DA CERVEJA 

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

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

tradicional pode ser dividido em oito operações essenciais: moagem do malte; mosturação ou 

tratamento enzimático do mosto; filtração do mosto; fervura do mosto; tratamento do mosto 

(remoção do precipitado, resfriamento e aeração); fermentação; maturação e clarificação 

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

 

Fonte: Russel (1994 apud Filho, 2016). 

2.1.1 Fermentação 

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

alcoólica, possuindo como principal objetivo a conversão de açúcares em etanol e gás carbônico 

pela levedura, sob condições anaeróbicas (FILHO, 2016).  

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

e estacionária 

  

Figura 1 – Processo produtivo de Lagers e Ales 
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Fonte: Suhre (2014). 

Inicialmente, no mosto cervejeiro, as leveduras passam por um período de adaptação ao 

ambiente (fase lag), dando assim início ao ciclo celular. É uma fase importante para obtenção 

de leveduras saudáveis, sendo o controle de temperatura e da taxa de inoculação fundamentais. 

Temperaturas mais altas resultam em mais células e a rapidez do crescimento pode gerar 

precursores de aromas indesejáveis. Já as altas taxas de inoculação (promovendo uma rápida 

fermentação e diminuição 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 concentração celular pode aumentar até cinco vezes o seu 

valor inicial. O crescimento celular é acompanhado pela formação de até 45g/L de etanol e 

42g/L de CO2. A conversão de açúcares em etanol é de aproximadamente 85% da conversão 

teórica. A diferença para conversão teórica representa a proporção de açúcares do mosto 

utilizados para formação de biomassa e de outros metabólitos. O rendimento do dióxido de 

carbono é ligeiramente menor do que aquele do etanol, dado que parte do CO2 é fixado pela 

levedura em reações de carboxilação (FILHO, 2016). 

Por fim, na fase estacionária o crescimento da população cessa, a atividade fermentativa 

diminui e as leveduras reabsorvem grande parte dos compostos de aroma indesejáveis, 

equilibrando assim o aroma final (PALMER, 2006 apud SUHRE, 2014). 

Gráfico 1 – Fases observadas na curva de crescimento da concentração celular no processo de 

fermentação alcoólica 
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2.2 LEVEDURAS E OS TIPOS DE CERVEJA 

As características de sabor e aroma de qualquer cerveja são determinadas 

majoritariamente pelo tipo de levedura utilizada. As leveduras responsáveis pela fermentação 

alcoólica pertencem ao gênero Saccharomyces, e embora existam centenas de espécies de 

levedos, a maior parte não é apropriada para a produção da bebida. Os mais popularmente 

usados são as espécies Saccharomyces cerevisiae (Ale) – que produz uma camada de espuma 

cremosa na superfície dos tanques, e por isso é conhecida como levedura de alta fermentação – 

e Saccharomyces pastorianus (Lager) – cuja concentração fica no fundo do tanque, com pouca 

espuma na superfície, sendo então conhecida por levedura de baixa fermentação (FILHO, 2016; 

MORADO, 2017). 

A partir disso, classificam-se as cervejas como Ale (fermentação de superfície), Lager 

(fermentação de fundo) e as cervejas de fermentação selvagem. Nas cervejas de fermentação 

de superfície (Ale), a fermentação acontece em temperaturas entre 15 ºC e 25 ºC, de três a cinco 

dias. Elas costumam ser mais densas, mais escuras e de paladar mais acentuado que as Lager, 

devido a maior quantidade de ésteres e outros compostos aromáticos gerados (principalmente 

pela temperatura da fermentação). As cervejas de fermentação de fundo (Lager) apresentam 

uma fermentação a temperaturas entre 9 ºC e 15 ºC, durante dez a quatorze dias. Essa baixa 

fermentação 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, é extremamente necessário que se mantenha um 

rigoroso controle sobre a fermentação, ficando atento a todos os fatores relacionados à levedura 

escolhida para o processo. Isso porque, para se obter um produto que atenda aos padrões 

mínimos de qualidade, a fermentação deve ser realizada utilizando leveduras viáveis, 

metabolicamente ativas e em um meio livre de contaminação 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 básico 

Para garantir uma produção de cervejas artesanais confiável e de alta qualidade, as 

leveduras usadas no processo precisam apresentar boas taxas de viabilidade. A viabilidade, no 

contexto cervejeiro, é definida como a capacidade da célula de crescer e se replicar (BENDIAK 

& SMART 2000 apud MORAES, 2017). De acordo com Filho (2016), o número inicial de 

células viáveis deve estar na faixa de 6x106 células/mL. Quanto maior o número de leveduras 

fisiologicamente competentes na biomassa, maior será a taxa de produção de álcool ou de 

atenuação, sendo assim essenciais os ensaios de viabilidade na avaliação da qualidade das 

leveduras (SUHRE, 2014). 

Dessa maneira, um ensaio frequentemente aplicado na rotina das pequenas e grandes 

fábricas é o teste do azul de metileno, onde se estima a percentagem de células viáveis pela 

ausência ou presença do corante no meio intracelular visualizado por microscópio. Esse método 

possibilita níveis de sensibilidade, rapidez e simplicidade satisfatórios nessas medições, o que 

é essencial para a boa manutenção dos processos fermentativos (SAMI et al., 1994). O 

procedimento em questão consiste na mistura de partes iguais da suspensão de leveduras diluída 

e da solução corante azul de metileno. Todas as células com alta atividade fisiológica 

permanecem sem a cor azul enquanto as células não viáveis apresentam-se coloridas com esta 

cor. A porcentagem ou o número de células viáveis é determinado transferindo-se com uma 

pipeta de Pasteur a amostra para câmara de Neubauer (CECCATO-ANTONINI, 2004 apud 

MONGELO, 2012). 

As câmaras de contagem são dispositivos que consistem geralmente em uma lâmina 

grossa de uso microscópico com uma profundidade específica para depósito da amostra. Seu 

centro é formado por duas câmaras nas quais são gravadas linhas divididas em quadrantes de 

dimensões conhecidas, chamadas de malhas de leitura. Como há a padronização destes 

quadrantes é possível visualizar a amostra ao microscópio e assim realizar a contagem 

determinando o número de células presentes naquela área determinada (KASVI, 2017). 
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Fonte: Kasvi (2017). 

2.3.2 Método do poder de acidificação do meio 

A acidificação do meio por leveduras ou bactérias ácido láticas, suspensas em um novo 

meio ou alimentadas com um substrato, como a glicose, é um ótimo indicador em um processo 

fermentativo, como a produção de cerveja. O teste do poder de acidificação (PA) consiste em 

um método rápido e fácil de avaliar a habilidade das células de executar uma fermentação 

satisfatória, e tem sido muito usado ao longo dos anos como critério de rejeição na avaliação 

da qualidade das culturas mãe (GABRIEL et al., 2008). 

Em um estudo de Siegler et al (1981), foi apontado que durante a fermentação, a 

capacidade das leveduras de acidificar o meio pode ser resultado da produção de CO2 e da 

extrusão de H+ pela proteína PMA1 (H+-ATPase da membrana de S. cerevisiae). Dessa forma, 

o método do poder de acidificação se mostra um meio eficiente e simples de avaliar a vitalidade 

das leveduras cervejeiras (SUHRE, 2014). 

O teste funciona medindo a habilidade da população das células de manter diferentes 

concentrações de íons H+ intra e extracelulares quando dispostas em água destilada, além de 

também medir as mudanças nessas concentrações induzidas pela presença de glicose (KARA 

et al., 1988). 

2.3.3 Procedimento Operacional Padrão 

A segurança alimentar é um parâmetro de importância indiscutível quando se fala da 

indústria alimentícia. O estudo e aplicação da qualidade higiênico-sanitária têm sido cada vez 

Figura 2 – Desenho da malha da Câmara de Neubauer 
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mais abrangente, e o uso de técnicas padronizadas é de grande auxílio na execução de testes e 

procedimentos (SÃO JOSÉ et al., 2011). 

Para auxiliar nessa tarefa, faz-se uso do POP, ou Procedimento Operacional Padrão, que 

consiste em um documento exigido pela Vigilância Sanitária, que descreve as operações a 

serem executadas em estabelecimentos que trabalham com serviços de alimentação. Eles são 

descritos pela RDC nº 275, de 21 de outubro de 2002, que dispõe sobre a regulamentação 

técnica para estes documentos (ANVISA, 2002). 
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3 MÉTODOS 

O objetivo desse estudo será 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 produção das cervejas Pale Ale e IPA, respectivamente, 

e Saccharomyces pastorianus linhagem W-34/70 na produção da Pilsen. 

3.1 PREPARAÇÃO DAS LEVEDURAS 

Inicialmente as amostras foram preparadas seguindo a orientação de reidratação do 

fabricante, conforme segue: 

Polvilhar a levedura em no mínimo 10 vezes o seu peso em água 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 fermentação. Alternativamente, dose a 

levedura diretamente no tanque de fermentação 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 superfície do mosto disponível para evitar grumos. Deixar por 30 minutos, 

para então misturar o mosto usando aeração ou pela adição de mosto (FERMENTIS, 2017). 

As fichas completas contendo os dados das leveduras utilizadas encontra-se nos Anexos 

B, C e D no final deste relatório. 

Foi feita a escolha de reutilizar as leveduras em mais três fermentações, respeitando o 

que foi sugerido por Filho (2010), que aponta uma viabilidade satisfatória na faixa máxima de 

4-6 ciclos. 

3.2 PREPARAÇÃO DAS LEVEDURAS PARA REUTILIZAÇÃO APÓS A PRIMEIRA 

FERMENTAÇÃO 

De acordo com a metodologia proposta por Melo et al. (2017), após a primeira 

fermentação, as leveduras utilizadas são coletadas do fundo do fermentador, utilizando-se 

recipientes sanitizados com álcool 70º. Essas leveduras passam por um processo de lavagem, 

que consiste na adição de água destilada, e coleta em um recipiente sanitizado. Esse recipiente 

permanece então em repouso por 3 horas a temperatura ambiente para precipitação de 

impurezas e leveduras mortas. Após esse período, o sobrenadante – que consiste em leveduras 
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viáveis – é retirado e colocado em um novo recipiente, onde ficará em repouso novamente, 

agora por 24 horas a 4ºC. 

3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE PELO MÉTODO DE AZUL DE METILENO BÁSICO 

Antes de proceder com o método, de forma que seja viável realizar a contagem em 

placas, é necessário fazer uma série de diluições para que seja possível uma visualização mais 

clara e precisa das células no microscópio. Nas diluições seriadas, o inóculo original é diluído 

em uma série de tubos de diluições. Nesse caso, cada tubo de diluição subsequente tem apenas 

um décimo do número de células do tubo anterior (TORTORA et al., 2011). 

 

Fonte: Tortora et al. (2011). 

Seguindo o método proposto por Sami et al. (1994), deve-se começar preparando uma 

solução padrão, dissolvendo-se azul de metileno em água destilada, de modo a atingir a 

concentração de 0,1% (p/v). Para preparar a solução de coloração, a solução padrão é diluída 

10x em um tampão de glicina 0,1M, em um pH equivalente a 10,6. A solução de coloração é 

então misturada em uma quantidade igual à da suspensão celular (amostra de leveduras), e 

incubada a 25ºC por 15 minutos. 

Uma alíquota (1 mL) dessa solução deve então ser analisada em câmara de Neubauer, 

onde é feita a contagem com o auxílio de um microscópio, que permite uma clara visualização 

da malha e dos quadrantes. As marcações dos quadrantes têm dimensões distintas, permitindo 

que sejam realizadas contagens de células de tamanhos diferentes, grandes ou pequenas. Por 

ser muito fácil se perder nessa contagem, existem algumas técnicas de como efetuar este 

Figura 3 – Sistema de diluições seriadas de uma amostra 
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procedimento, como realizar a contagem em zigue-zague (KASVI, 2017), de acordo com a 

Figura 4, mostrada abaixo: 

 

Fonte: Kasvi (2017). 

Para o cálculo percentual da viabilidade, será usada a fórmula (1), descrita por Suhre 

(2014): 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) =
∑ 𝑡𝑐 − ∑ 𝑐𝑚𝑖≥150

∑ 𝑡𝑐𝑖>150 × 100
                        (1) 

 

Onde Σi≥150 tc se refere ao somatório do número total de células contadas em cada 

quadrante (com número maior ou igual a 150) e Σcm corresponde ao somatório do valor 

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

3.4 TESTE DE VITALIDADE PELO MÉTODO DO PODER DE ACIDIFICAÇÃO 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, é coletada uma amostra das leveduras e feita a contagem em uma câmara 

de Neubauer para determinação da concentração de células (conforme foi descrito no item 3.3 

desse trabalho). A concentração (UFC/mL) é calculada pela fórmula (2): 

𝐶 = 𝑁𝑐 × 10.000 × 10.000                        (2) 
 

Onde C indica a concentração das células, Nc representa o número de células registrado 

na contagem; o primeiro termo 10.000 é relativo à câmara de Neubauer, enquanto o segundo se 

refere ao fator de diluição. 

Figura 4 - Método de contagem das células em zigue-zague 
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Seguindo com o método, a amostra deve então ser centrifugada a 10.000rpm por 3 

minutos. O precipitado é lavado três vezes com água destilada, e novamente centrifugado, sendo 

então disperso em água destilada e o pH é regulado para o valor de 6,3. A partir disso, o valor 

do pH deve ser acompanhado por 10 minutos; é feita uma segunda medição e então adiciona-

se uma solução de glicose 50% p/v, e o pH é acompanhado por mais 10 minutos. O 

procedimento deve ser realizado com agitação magnética para evitar a sedimentação das 

células. 

Por fim, o poder de acidificação é calculado pela fórmula (3): 

𝑃𝐴 = (𝑝𝐻0 − 𝑝𝐻10) + (𝑝𝐻10 − 𝑝𝐻20)                        (3) 
 

Onde  

pH0 = pH inicial;  

pH10 = pH após 10 minutos de experimento; 

pH20 = pH após 20 minutos de experimento, ou 10 minutos após adição de glicose.  

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

afetado por variações de ±11% no peso. 

3.5 DETERMINAÇÃO DO TEOR ALCOÓLICO 

De acordo com Bitencourt (2018), o teor alcoólico da cerveja pode ser determinado 

através do método do título alcoométrico volumétrico, que usa as medidas de densidade. O 

cálculo é feito utilizando-se a fórmula (4), apresentada abaixo: 

%𝐴𝐵𝑉 = (𝑂𝐺 − 𝐹𝐺) × 131                        (4) 
 

Sendo: 

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

OG: Densidade relativa original, medida após a fervura. 

FG: Densidade relativa final, medida do mosto fermentado. 

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

proveta, e com o auxílio de um densímetro é feita a leitura do valor da densidade em cada etapa. 

3.6 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

A aplicação dos POPs na empresa contribui para a correta aplicação dos métodos 

propostos, garantindo assim as condições de higiene e a qualidade esperados do processo, 

evitando assim possíveis erros. 
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Para elaboração dos POPs foi utilizado o modelo cedido pela empresa, que conta com 

“objetivo”, “campo de aplicação”, “material necessário”, “descrição, frequência e 

responsabilidade”, “procedimento”, “registro” e “referências”. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Devido a paralisação decorrente do Decreto Estadual nº 515, de 17 de março de 2020 (e 

sucessivas prorrogações), que estabeleceu a quarentena e as restrições as atividades presenciais, 

em virtude da emergência de saúde pública internacional relacionada ao SARS-CoV-2, não foi 

possível finalizar as atividades previstas para o estágio presencial. Dessa forma, são aqui 

apresentados os resultados esperados baseados em pesquisa bibliográfica referente ao tema da 

linha de pesquisa. 

4.1 ENSAIO DE VIABILIDADE 

O acompanhamento da vitalidade das leveduras se faz indispensável para manutenção 

da qualidade da cerveja. Vilches (2012) realizou um estudo na otimização da reutilização das 

leveduras, onde as células foram utilizadas em 10 fermentações consecutivas. Foi observado 

que as células apresentam um padrão de aumento da viabilidade na segunda, quinta e sexta 

reutilizações, seguido da sua diminuição no terceiro, quarto, sétimo e oitavo reusos. 

Suhre (2014) analisou apenas quatro gerações da levedura (o que significa que as 

leveduras foram reutilizadas em 3 fermentações), onde foi perceptível uma diminuição seguida 

de um aumento no parâmetro estudado, conforme é possível observar no Gráfico 2. 

 

 

Fonte: Suhre (2014).  

Gráfico 2 – Porcentagem da viabilidade da levedura estudada, medida por quatro gerações. 

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

geração. 
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Na segunda parte do estudo realizado por Suhre (2014), foi feita uma comparação da 

viabilidade e vitalidade com amostras de diferentes cervejarias do Rio Grande do Sul, e dentre 

essas amostras havia ainda variações na quantidade dos reusos das células (tabela apresentada 

no Anexo E). Nesse estudo, é possível confirmar esse padrão oscilante ao observar altas taxas 

de viabilidade em números avançados de reutilizações, e números menores em reusos 

intermediários. 

Há ainda necessidade de mais estudos realizados de forma específica na levedura 

utilizada no processo em questão, para total compreensão do padrão de seus comportamentos 

na reutilização ao longo das fermentações. 

4.2 TESTE DE VITALIDADE 

Assim como o teste de viabilidade, este é fundamental na avaliação das leveduras 

reutilizadas e funciona como um complemento na sua análise. Ambos são indispensáveis, além 

de consistirem em testes simples. 

A vitalidade das células de levedura depende de diversos parâmetros, desde a 

temperatura de armazenamento até mutações que podem ocorrer de forma espontânea. 

Dependendo das condições de armazenagem, é possível a ocorrência de problemas como 

floculação imprópria das células, redução do etanol e má utilização dos açúcares fermentáveis 

(Suhre, 2014). 

De acordo com Kara et al. (1988), a performance da fermentação pode ser precisamente 

antecipada através do teste do poder de acidificação, não só 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 gerações, e os resultados dos testes por acidificação foram comparados. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 27 

 

 

 

Fonte: Suhre (2014). 

As células apresentam uma tendência de decaimento da vitalidade em relação à primeira 

fermentação, mas tiveram resultados estatisticamente semelhantes ao longo dos reusos, 

indicando um padrão de estabilidade. 

A partir dos dados coletados na segunda parte do estudo realizado por Suhre (2014), foi 

possível observar que maiores valores de acidificação do meio estavam ligados à maiores 

percentuais vitalidade. Além disso, foi possível inferir também que não há uma relação direta 

entre os valores de viabilidade e vitalidade com o número de reutilização das leveduras. 

Em outro estudo, realizado por Nicholson e Pearson (2014) sobre as variáveis que 

afetam a vitalidade de leveduras, foi mostrado que há uma tendência de diminuição da 

vitalidade no uso de leveduras que foram armazenadas por mais tempo, mas que não há variação 

exatamente ligada com a passagem de tempo nas fermentações. 

4.3 DETERMINAÇÃO DO TEOR ALCOÓLICO 

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 alcoólico, sendo que as cervejas Pale 

Ale e IPA se enquadram nesse estilo e devem, assim, apresentar valores nessa faixa. Já as 

cervejas tipo Pilsen, segundo Grejo (2014) devem apresentar ABV entre 4,0-5,0% de teor 

alcoólico. Para que o estudo se mostre viável, o esperado é que ocorra apenas um pequeno 

decaimento no teor de álcool a cada vez que a levedura é reaproveitada na fermentação. 

Gráfico 3 – Poder de acidificação de uma levedura cervejeira, indicando a vitalidade, medida 

ao longo de quatro gerações. *Aumento de vitalidade estatisticamente significante (p<0,05) 

quando comparado à primeira geração. 
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Em seu estudo de reaproveitamento na produção de cervejas artesanais tipo Lager, 

Bittencourt (2018) observou um decaimento sucessivo ao longo das fermentações, com 

diminuições de 2%, 10% e por fim 22% no valor do teor alcoólico, em relação à produção sem 

reaproveitamento. Ainda assim o parâmetro se encontrava dentro do permitido, sendo viável a 

produção desde que haja um controle sobre o decaimento, seguindo o limite viável na 

quantidade de reutilizações. Salles e Horst (2015), utilizando a levedura Saccharomyces 

cerevisiae (W-34/70) também chegaram a valores semelhantes, com uma queda próxima de 

25% do valor inicial do teor alcoólico. 

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

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

 

 

a Pilsen. 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4 – Simulação do comportamento do teor alcoólico esperado ao longo das reutilizações 

das leveduras na produção de uma Pilsen. 



 29 

 

 

 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

4.4 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

Os POPs desenvolvidos são apresentados nos Apêndices A, B e C, seguindo a ordem 

dos métodos apresentados no presente trabalho. São os seguintes: 

• POP 001 – Análise da viabilidade das leveduras reutilizadas; 

• POP 002 – Análise da vitalidade de leveduras reutilizadas; 

• POP 003 Determinação do teor alcoólico. 
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Gráfico 5 – Simulação do comportamento do teor alcoólico esperado ao longo das reutilizações 

das leveduras na produção de cervejas tipo Ale. 
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5 CONCLUSÃO 

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 reutilização de leveduras no processo. Não foi possível avaliar o desempenho específico de 

cada tipo levedura, de modo que foram aqui apresentados resultados baseados em pesquisas 

bibliográficas de estudos em diversos estilos de cervejas. 

Para o método do azul de metileno básico, 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 acidificação do meio, que determina a vitalidade das leveduras mostrou uma 

queda no valor da acidificação em relação à fermentação original, mas se manteve estável ao 

longo dos reusos, mostrando que a vitalidade das células, independentemente do número de 

reutilizações, apresenta um valor satisfatório. 

O teor alcoólico das cervejas produzidas sofreu um decaimento gradual ao longo dos 

reusos. Segundo os estudos acompanhados, a reutilização é factível até 3 reusos; acima disso, 

o valor do teor alcoólico é reduzido abaixo fora da faixa esperada para cada estilo. 

Todos os métodos elencados nesse estudo são conhecidos e consolidados na avaliação 

de leveduras cervejeiras, além de caracterizarem-se por serem simples e despenderem poucos 

reagentes e materiais. Com isso, pode-se concluir que a reutilização dentro de uma faixa de 3 

fermentações se mostra praticável, desde que haja um acompanhamento dos parâmetros 

estudados. 

Os procedimentos operacionais padrão foram elaborados seguindo as exigências da 

ANVISA, conforme RDC nº 275, de 2002. Esses documentos estabelecem os métodos 

apresentados de forma simples e direta, e servirão de auxílio para a aplicação prática dos 

métodos no dia-a-dia da produção na empresa. 

Como sugestão para trabalhos futuros, seria interessante adicionar uma metodologia 

para detecção de microorganismos deteriorantes (gram+ e gram-), e também testes de análise 

sensorial para as cervejas produzidas com reuso de leveduras, de forma a assegurar que suas 

características organolépticas estejam dentro dos padrões de qualidade esperados. 
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ANEXO A – Relação de estados pelo número de cervejarias, ano e crescimento médio 

Tabela 1 - Relação dos 10 estados que apresentam maior número de cervejarias por ano e 

crescimento médio 

Fonte: MAPA (2019). 
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ANEXO B – Ficha técnica da levedura SafAle™ S-04 
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ANEXO C – Ficha técnica da levedura SafAle™ US-05 
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ANEXO D – Ficha técnica da levedura SafLager™ W-34/70 
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ANEXO E – Comparação das análises de viabilidade e vitalidade de cervejarias de 

Porto Alegre 

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

diferentes estilos de cerveja e diferentes gerações de microcervejarias da região de Porto Alegre 

Fonte: Suhre (2014). 

 

 

 

 


