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Resumo

A produção mundial de cerveja tem aumentado nos últimos anos, e cerveja artesanal tem 
ganhado, cada vez mais, espaço nesse cenário. A levedura cervejeira, além de converter açúcar 
em etanol e gás carbônico em anaerobiose, também possui a capacidade de multiplicar sua 
biomassa, através da via aeróbia. Dessa forma, ela pode ser mantida e reutilizada, se estiver 
em condições ideais, em diversos ciclos de fermentação da cerveja; fator importante, porque 
as empresas se preocupam com questões ambientais e custo de produção. O presente trabalho 
teve por objetivo avaliar a atividade fermentativa de uma levedura no processo de reutilização 
do fermento cervejeiro, por meio da avaliação de viabilidade celular e suas condições de reuso 
em escala industrial de uma cervejaria artesanal que utiliza seu fermento por até dez (10) ciclos 
de utilização/fermentação. A partir dos resultados, tem-se que os objetivos foram alcançados, 
concluindo-se que a levedura se manteve apta a reutilização até o último ciclo, porém, há a 
necessidade de desenvolvimento e aprofundamento de novos métodos de análise da levedura 
para completa verificação da qualidade do fermento.
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Abstract

The world production of beer has increased in recent years, and craft beer has been gaining more 
and more space in this scenario. The brewing yeast, in addition to converting sugar into ethanol 
and carbon dioxide in anaerobiosis, also has the ability to multiply its biomass, through the aerobic 
via. Thus, it can be maintained and reused, if it is in ideal conditions, in several cycles of beer 
fermentation; an important factor, because companies are concerned about environmental issues 
and production cost. The present work aimed to evaluate the fermentative activity of a yeast in 
the process of reuse of the brewing yeast, through the evaluation of cell viability and its reuse con-
ditions in an industrial scale of a craft brewery that uses its yeast for up to ten (10) cycles of use/
fermentation. From the results, the objectives were achieved, concluding that the yeast remained 
suitable for reuse until the last cycle, however, there is the need for development and deepening 
of new methods of yeast analysis for complete verification of yeast quality.
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1 Introdução

A produção mundial de cerveja tem aumentado 
nos últimos anos. Neste mercado, o Brasil representa 
o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, e a 
indústria cervejeira gera mais de 21 bilhões de reais, 
representando 1,6% do PIB nacional (CERVBRASIL, 
2018). Além disso, a cerveja artesanal ganha cada vez 
mais espaço nesse cenário, apresentando um cresci-
mento exponencial nos últimos anos. Somente entre 
os anos de 2018 e 2020, houve um aumento de 30% no 
número de cervejarias artesanais registradas (BRASIL, 
2020) e, em relação à essa porcentagem, houve um 
aumento de 12% no ano de 2021 (SINDICATO 
NACIONAL DA INDÚSTRIA DA CERVEJA, 2022). 

A participação das cervejarias nesse mercado 
só é possível se a preocupação com a qualidade do 
seu produto final englobar-se às matérias primas 
como um todo: água, malte e lúpulo, além de um 
dos ingredientes mais importantes para a transfor-
mação do mosto em uma cerveja de qualidade, a 
levedura (KLEY, 2022).

O processo produtivo da cerveja Pilsen inicia na 
brassagem, onde passa pelas seguintes etapas: malte-
ação da cevada, processo no qual o grão é germinado 
com ação de enzimas; moagem do malte que tem por 
finalidade reduzir o grão de cevada, através da quebra 
do amido; mosturação, onde os açúcares menores, 
provenientes da moagem, são convertidos do ami-
do, por meio de reações enzimáticas que ocorrem na 
mistura de grãos com a água; clarificação e filtração, 
tendo por objetivo a separação do bagaço de malte do 
mosto líquido, evitando o arraste desses sólidos para 
as próximas etapas; fervura e tratamento do mosto, 
onde ocorre a inativação de enzimas e a volatilização 
de substâncias indesejáveis; whirlpool, que atua como 
um filtro e precipita o trub, ou seja, são os sedimentos 
separados do mosto; resfriamento e aeração do mosto. 
Após a brassagem do mosto, o mesmo é enviado para 
a etapa de fermentação e maturação, seguindo para 
ajustes finais e envase (OLIVER, 2012, p. 28).

Na etapa de fermentação, a levedura possui a ha-
bilidade de metabolizar os componentes do mosto 
cervejeiro, rico em açúcares fermentescíveis, transfor-
mando-os em etanol e gás carbônico, a fim de produ-
zir uma cerveja com qualidade e estabilidade sensorial 
satisfatória (CARVALHO; BENTO; SILVA, 2006).

 Além de converter açúcar em etanol e gás car-
bônico, a levedura produz outros componentes, in-
cluindo ésteres, álcoois superiores, cetonas, fenóis e 
ácidos graxos. Ésteres são moléculas que possuem 
distintas notas aromáticas e são responsáveis pelas 

notas frutadas na cerveja, enquanto os fenóis dão no-
tas aromáticas de especiarias (PICCINI; MORESCO; 
MUNHOZ, 2002).

Cada vez mais, há uma crescente preocupação 
das empresas no que se refere à responsabilidade am-
biental, pelo fato da indústria cervejeira gerar gran-
de quantidade de resíduos ao longo do processo. Ao 
final da etapa de fermentação, o fermento residual é 
descartado, possuindo um alto potencial poluidor, 
devido a fatores como carga orgânica e teor de sólidos. 
As cervejarias têm como limitante do processo tanto 
a viabilidade do fermento reutilizado, que se refere 
a quantidades de células viáveis (vivas), presentes 
na cepa, quando comparada à quantidade de células 
mortas, quanto o número de reutilizações no pro-
cesso. Recomenda-se que a reutilização de fermento 
não ultrapasse cinco (5) ciclos de reutilização, com 
viabilidade acima de 90%, o que acarreta o descarte e 
destinação à ração animal uma alta quantidade de le-
veduras em pleno vigor e totalmente viáveis (SAITO, 
2007). Esses resíduos, porém, se destacam pela sua 
grande capacidade de reaproveitamento, onde a leve-
dura, muitas vezes se mantém viável para reutilização 
entre cinco (5) a nove (9) vezes, podendo assim ser 
um fator econômico e de destaque ambiental para 
cervejarias artesanais (SILVA, 2020).

Durante a etapa de fermentação da cerveja, a leve-
dura inicia seu metabolismo fermentativo, e diversos 
fatores comprometem sua condição celular, tais como 
a temperatura, pressão, pH, estresse oxidativo e o su-
primento de nutrientes. Esses fatores citados podem 
interferir na viabilidade da levedura e, assim, afetar o 
número de vezes em que a levedura pode ser reutilizada 
em novas fermentações. A partir desse fato, o presente 
trabalho apresenta como objetivo principal a avaliação 
da atividade fermentativa de uma levedura no processo 
de reutilização do fermento cervejeiro, verificando a 
viabilidade celular, após o reaproveitamento das célu-
las viáveis de levedura e suas condições de reuso em 
escala industrial, utilizando o processo realizado numa 
cervejaria artesanal que utiliza seu fermento por até dez 
(10) ciclos de utilização/fermentação.

2 Desenvolvimento

Foi realizado o método de viabilidade celular e o 
teste de fermentação forçada em amostras de fermen-
to reutilizados, em até dez (10) fermentações subse-
quentes, além de testes microbiológicos das amostras. 
Para a primeira fermentação, foi utilizado o fermen-
to Diamond (Lallemand, Canadá) do tipo Lager, 
formado por leveduras da cepa de Saccharomyces 
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pastorianus. Antes da primeira utilização, as levedu-
ras foram hidratadas e propagadas de acordo com as 
indicações do fabricante. Para o teste de fermentação 
forçada, além do uso do fermento Diamond de dez 
(10) gerações subsequentes, utilizou-se, a cada gera-
ção, o mosto estéril do estilo Pilsen, coletado durante 
a transferência do mosto resfriado e aerado para o 
tanque fermentador. A levedura em teste foi utilizada 
por dez (10) gerações, visto que nas condições in-
dustriais, estabelecidas o limite de reutilização se dá 
por até dez (10) vezes, não prolongando seu uso e 
propagando um novo lote do fermento para um novo 
ciclo de reutilização por batelada.

2.1 Coleta de amostra estéril

Ainda no período de fermentação da cerveja, o 
fermento inicia sua sedimentação, sendo mais efeti-
va na etapa de maturação, onde é realizada a coleta 
estéril de uma amostra para análise de viabilidade 
celular e teste de fermentação forçada, além de teste 
microbiológico. O volume de fermento transferido 
para um novo tanque fermentador é chamado de 
levedura de reuso ou lama. Durante a maturação, 
as leveduras consomem suas reservas energéticas, 
perdendo rapidamente viabilidade e vitalidade em 
tanques cilindrocônicos. Essa perda de viabilidade 
pode ser muito rápida, então o melhor momento para 
coletar a levedura do fundo do tanque é de um (1) a 
dois (2) dias, após o início do resfriamento. Sob essas 

condições, a espera de apenas 24 horas a mais pode 
reduzir a viabilidade do fermento em até 50%.

Durante o processo de coleta de lama, tem-se o 
objetivo de obter a maior proporção possível da cama-
da intermediária decantada no tanque, descartando, 
assim, as células que decantam, antes de fermentar 
todo o açúcar e as que decantam de forma muito len-
ta, mesmo quando a concentração de açúcares está 
baixa (SAITO, 2007).

A coleta de amostra da lama, representada na fi-
gura 1, foi realizada após o descarte das leveduras da 
camada mais sedimentada, chamado esse processo de 
purga de fermentação, com auxílio de um conector 
autoclavado, conectado à válvula inferior do tanque 
cônico. Após, a válvula pode ser aberta e o primeiro 
terço é descartado, pois a levedura residual contém 
alta quantidade de trub que são micropartículas sedi-
mentadas do processo fermentativo. À medida que a 
drenagem continua, a lama ganha uma cor mais clara 
com uma consistência cremosa. A coleta foi realiza-
da em ambiente estéril com auxílio de um maçarico, 
próximo à válvula inferior e aos materiais utilizados. 
Após a purga do fermento, foi coletada a amostra em 
dois (2) frascos estéreis de 50 mL, o primeiro frasco, 
para a contagem celular e cálculo de viabilidade, uti-
lizou-se cerca de (um) 1 mL de amostra, enquanto a 
amostra do segundo frasco foi utilizada para o plaque-
amento em fluxo laminar e controle microbiológico, 
com cerca de 0,1 mL de amostra.

Figura 1 – Coleta estéril de lama

Fonte: A autora (2022).

A coleta de mosto estéril foi realizada, logo após 
a brassagem do mesmo, no qual foi transferido por 
tubulação até o tanque fermentador. A amostra foi co-
letada na válvula inferior do tanque fermentador, du-
rante a transferência do mosto para o tanque. Como 
mostra a figura 2, a coleta do mosto foi realizada em 

falcon autoclavado de 50 mL, para análise microbio-
lógica, utilizando cerca de 20 mL de amostra, enquan-
to, para a fermentação forçada, utilizou-se 300 mL 
de mosto estéril em erlenmeyer autoclavado de 500 
mL, ambos coletados com auxílio de maçarico, para 
manter o ambiente estéril.
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2.2 Análise de viabilidade celular

O método mais utilizado, para determinação 
de viabilidade celular da levedura, é a contagem 
de células viáveis, a partir da coloração com azul 
de metileno na câmara de Neubauer. A coloração 
metacromática penetra nas membranas danifica-
das das células mortas, corando-as. As células de 
levedura viáveis convertem o azul de metileno em 
uma solução incolor via desidrogenase celular. Por 
esse método é possível distinguir célula morta de 
célula viva, usando microscopia básica de campo 
claro (DE FUSCO, 2019).

Figura 2 – Coleta estéril do mosto

Fonte: A autora (2022).

A coloração com azul de metileno foi reali-
zada de acordo com a metodologia proposta pela 
European Central Bank (EUROPEAN BREWERS 
CONVENTION, 2011). Após coleta estéril da lama 
no tanque fermentador, que passa à etapa de matura-
ção, foi realizada a contagem de células pelo método 
de coloração com azul de metileno em hemocitômetro 
de Neubauer. A amostra, inicialmente, passou por uma 
diluição seriada definida, como mostra o esquema da 
figura 3, sendo diluída dez (10) vezes, com 1 mL de 
amostra e 9 mL de água destilada, prosseguindo a uma 
nova diluição de cinco (5) vezes, com 0,1 mL da amos-
tra previamente diluída em 0,4 mL de água destilada.

Figura 3 – Diluição da amostra

Fonte: A autora (2022).

Após diluições em água destilada, a amostra 
foi novamente diluída, com 0,1mL de amostra em 
0,1 mL de solução de azul de metileno, para sua 

homogeneização ao corante. Após o término da 
diluição e coloração da amostra, a mesma foi ho-
mogeneizada e transferida para o hemocitômetro, 
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e realizou-se a contagem das células vivas e mor-
tas, em cada quadrante da extremidade da lâmina e 

também no quadrante central, como detalhado no 
esquema abaixo da figura 4.

Após contagem de células vivas e mortas dos 
quatro (4) quadrantes laterais e do quadrante central, 
foi possível calcular a viabilidade celular do fermen-
to, através de uma fórmula que leva em considera-
ção quantidade de células no total, comparada ao 
número de células mortas da amostra, como mostra 
a figura 5 ao lado, onde o resultado se dá em porcen-
tagem, a partir da quantidade de células por grama 
de fermento.

O parâmetro utilizado considera que, a partir de 
90% de viabilidade, o fermento está adequado para 
reutilização em um novo tanque de fermentação, 
utilizando, como exemplo de cálculo de viabilidade, 
a fórmula a seguir:

Figura 4 – Coloração e contagem da amostra

Fonte: Vitorino et al. (2021).

Figura 5 – Contagem de células pelo microscópio

Fonte: A autora (2022).

  % de viabilidade = (células vivas x 100) / (células vivas + células mortas)           (1)

2.3 Fermentação forçada

O teste de fermentação forçada também é conhe-
cido como teste de atenuação forçada. É realizado 
com a adição de uma amostra de fermento a uma 
amostra de mosto cervejeiro aerado, mantendo-os 
sob agitação constante de 100 rpm por 24 horas. 
Com esse teste, a amostra atinge sua atenuação má-
xima de extrato, sendo o valor de extrato aparente 
encontrado ligeiramente inferior ao extrato final da 
fermentação tradicional em um tanque de cervejaria 
industrial. Por isso o teste é chamado de teste de 
limite de atenuação. 

O protocolo de fermentação forçada foi realizado 
de acordo com a metodologia proposta por White e 
Zainsheff (2010). Após coleta de fermento e mosto es-
téril, ambos foram inoculados com quantidade de lama 

suficiente, para atenuação do extrato, para o estilo em 
24 horas, onde ao calcular a viabilidade do fermento, 
e ele estando acima de 90%, é necessário em média 1 
ml de fermento para 300 ml de mosto, para atingir tal 
atenuação (figura 6). Essas quantidades foram postas 
em um erlenmeyer autoclavado, onde foi mantido sob 
agitação por 24 horas e, após esse período, foi realizada 
a desgaseificação da amostra por três (3) minutos em 
banho ultrassom e filtração da amostra com auxílio de 
terra diatomácea em filtro duplo.

Por fim, foi realizada a leitura de extrato apa-
rente da amostra com o equipamento Alex 500, es-
pecífico para leitura de extrato e álcool de cerveja 
ao longo da fermentação, para verificação do decai-
mento do extrato e o poder atenuante do fermento 
para a quantidade de mosto, ambos em proporção 
do tanque fermentador original.
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2.4 Análise microbiológica

Para a realização das análises microbiológicas 
das amostras, utilizou-se a cabine de fluxo laminar, 
previamente esterilizada com álcool 70% e luz UV e 
preparada com os materiais autoclavados necessários 
para realização das práticas em questão. Os meios de 
cultivos utilizados são meios seletivos para cerveja. O 
meio de cultivo WL contém o corante bromocresol, 
um indicador de pH que sinaliza a acidificação do 

meio e, conforme o bromocresol é metabolizado, o 
meio se torna amarelado, apresentando contamina-
ção na amostra. Ao meio de cultivo WL, adiciona-se 
um composto químico e antifúngico, denominado 
cicloheximida, que impede o crescimento de leve-
duras Saccharomyces, tornando o meio WLD seletivo 
para leveduras selvagens e bactérias.

2.4.1 Plaqueamento da lama

Após coleta estéril do fermento, a amostra foi di-
luída em quantidades definidas, onde 0,1 mL da lama 
é diluída em 0,9mL de água destilada autoclavada e 
plaqueada, em meios de cultivo próprios, para desen-
volvimento de bactérias e leveduras selvagens. O meio 
de cultivo WLD (Wallerstein Differential agar) é do 
tipo médio aeróbio, podendo ser utilizado também 
anaerobicamente. O organismo cultivado nesse meio 
pode ser levedura selvagem, bactérias, fungos e os 
organismos cervejeiros mais comuns de desenvolvi-
mento são Brettanomyces, Candida, levedura selva-
gem tipo Saccharomyces, LactoBacillus e Acetobacter 
(WHITE; ZAINSHEFF, 2010).

Foi realizado o método de semeadura em placa 
Spread-Plate, representado pela figura 7, que consiste 
em adicionar o inóculo, sob o meio já solidificado na 
placa estéril e realizar o espalhamento, com o auxílio 
de uma alça de Drigalski, para obtenção de colônias 
isoladas, após diluição, fazendo a semeadura por toda 
a superfície da placa de Petri WLD aeróbica, WLD 
anaeróbia e Levteck. A placa WLD, em aerobiose, e a 
placa Levteck de crescimento de levedura selvagem 
foram incubadas por três (3) dias a 30°C, e a placa 
WLD em anaerobiose foi incubada por 5 dias a 30°C.

Figura 6 – Teste de fermentação forçada

Fonte: A autora (2022).

Figura 7 – Plaqueamento da lama

Fonte: A autora (2022).
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2.4.2 Plaqueamento do mosto
Foi realizado o plaqueamento da amostra de 

mosto coletada de forma estéril, sendo plaqueados 
1 ml de amostra, em meio de cultivo seletivo WL, 
em placa aeróbica, 1 ml em meio de cultivo WL, 
em placa anaeróbia, ambos para crescimento de 
bactérias e leveduras, e 1 ml de amostra em meio 
seletivo Macconkey para crescimento de enterobac-
térias. O plaqueamento é realizado por Pour-Plate 
(figura 8), que consiste na inoculação da amostra em 

profundidade, onde o inóculo é adicionado ao fundo 
da placa estéril e, em seguida, o meio de cultura é 
vertido sobre a amostra. Por fim, realiza-se movi-
mentos rotacionais para favorecer a difusão e a ho-
mogeneização da amostra. Os meios de cultivo WL 
(Wallerstein Laboratory) seguem a fórmula descrita 
por Green e Gray para a análise microbiológica de 
amostras utilizadas na fabricação de cerveja e para 
fermentações industriais, contendo flora mista de 
leveduras e bactérias (MERCK, 2022).

Figura 8 – Plaqueamento do mosto

Fonte: A autora (2022).

O meio de cultivo Macconkey é um meio dife-
rencial que seleciona bactérias gram-negativas, como 
a Escherichia coli, e inibe o crescimento de bactérias 
gram-positivas, devido ao cristal violeta e aos sais bi-
liares. Esse meio contém dois (2) aditivos que o di-
ferenciam: vermelho neutro, sendo um indicador de 
pH e o dissacarídeo lactose (WHITE; ZAINSHEFF, 
2010). As placas Macconkey e WL, em aerobiose, foram 
incubadas a 30°C por três (3) dias, e a placa WL, em 
anaerobiose, foi incubada por (cinco) 5 dias a 30°C. 
Para complementar a análise microbiológica do mosto, 
foi realizado o teste em tubo Durhan invertido em tubo 
de ensaio (figura 9), ambos com amostra de mosto cer-
vejeiro, para verificação de possíveis contaminantes que 
sejam capazes de fermentar o mosto, antes mesmo da 
etapa de fermentação, como bactérias fermentativas e 
leveduras selvagens. Os tubos foram incubados a 30°C 
por (cinco) 5 dias, e o resultado positivo, pode ser visu-
alizado com a formação de gás no tubo Durhan, além 
do turvamento do tubo de ensaio (FONTES, 2013).

2.4.3 Monitoramento do tanque fermentador

O mosto, ao ser inserido no tanque fermentador, 
recebe também a quantidade ideal de levedura para 
fermentá-lo. O processo de fermentação alcoólica é 
monitorado, desde o primeiro dia de atividade da 
levedura sobre o mosto até o fim dessa atividade. O 
mosto da cerveja estilo Pilsen possui 11°P de extrato 
no início da fermentação, e o decaimento do extrato 
ocorre, durante cerca de sete (7) dias. O que define 
se a fermentação terminou ou não é a atenuação do 
mosto e sua estabilização. Foram realizadas coleta e 
leitura de extrato de amostra do tanque uma vez ao 
dia, durante toda a fermentação de cada tanque. A 
coleta foi realizada em Erlenmeyer com leitura de 
temperatura e pressão do tanque, durante a coleta. 

Foi realizada a desgaseificação da amostra por três 
(3) minutos em banho ultrassom e filtração da amos-
tra com auxílio de terra diatomácea em filtro duplo. 
Por fim, foi realizada a leitura de extrato aparente da 
amostra com o equipamento Alex 500, específico para 
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leitura de extrato e álcool de cerveja, ao longo da fer-
mentação, para verificação do decaimento do extrato. 
Quando o tanque atinge seu valor ideal de atenuação 

de extrato, de 2 °P ± 0,3 oP, a fermentação é finalizada, 
com a queda de temperatura, onde o tanque passa de 
fermentando para maturando.

Figura 9 – Mosto em tubo durhan

Fonte: A autora (2022).

Durante a reutilização em dez (10) ciclos do 
fermento S. pastorius, ambos os tanques possuíram 
o mesmo tipo de mosto Lager, com as mesmas con-
dições ideais de faixa de temperatura (de 10 °C a 
15 °C) e pressão (0 a 2 kgf/cm²). Porém, para cada 
reutilização, foram inseridas diferentes quantidades 
de mosto, e diferentes quantidades de fermento. A 
quantidade de mosto foi determinada, a partir da 
demanda de produção da cerveja Pilsen, variando 
a cada semana. A partir da quantidade de mosto e 
da viabilidade celular da levedura, determinou-se 
a quantidade de fermento a ser reutilizado para a 
fermentação.

3 Resultados

3.1 Parâmetros de atividade fermentativa da levedura

A tabela 1 mostra a variação entre os quatro 
(4) parâmetros testados no acompanhamento da 
atividade fermentativa da levedura Saccharomyces 
pastorius entre os ciclos de reutilização de zero (0) 
a dez (10).

A viabilidade celular da levedura, após suces-
sivas fermentações, demonstrou pequena variação 
entre os ciclos. Tendo em vista a especificação de 
levedura, em boas condições de reutilização, ser 

acima de 90% de viabilidade, a quantidade de cé-
lulas viáveis variou de 93,69% na propagação a 
99,47% no oitavo ciclo. Houve certa estabilidade 
na viabilidade da levedura, visto que não houve 
decréscimo e nem aumento extremo nos valores 
encontrados. A viabilidade encontrada para a le-
vedura na geração zero (0) foi menor, em relação 
aos ciclos de reutilização, devido ao fato de que na 
propagação, utilizou-se um volume considerável de 
mosto como o meio de cultivo para a levedura, para 
auxiliá-la na sua multiplicação. Como a levedura 
encontrou-se em meio mais diluído, a contagem ce-
lular para 1 mL de amostra apresentou-se inferior, 
além do fato de se poder ter ocasionado uma maior 
presença de células mortas na amostra.

O extrato aparente da cerveja estilo Pilsen é de 
2 °P ± 0,3 °P. Ao atenuar até esse valor de extrato, a 
fermentação é cessada com a queda de temperatura 
do tanque que fermenta a 14°C e sofre a queda de 
temperatura para -1°C. É destacável que todas as 
fermentações forçadas obtiveram extrato aparen-
te, dentro da faixa de especificação para o estilo, 
onde houve variação, durante as gerações e um leve 
decaimento nas últimas gerações do fermento, de-
monstrando uma maior atenuação de extrato para 
as últimas reutilizações da levedura.
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O controle microbiológico, realizado na levedura 
de reúso apresentou inocuidade na maioria das reuti-
lizações do fermento. A levedura apresentou contami-
nação acima da especificada de 10 UFC/mL, apenas 
no ciclo sete (7) de reutilização, e nos demais ciclos 
manteve-se inócua ou com contaminação, abaixo da 
especificada de 10 UFC/mL. 

As contaminações presentes na levedura podem 
ser LactoBacillus e Bacillus que competem com a le-
vedura para consumo de nutrientes, podendo acar-
retar na perda de rendimento do fermento e seu po-
der atenuante. Porém pode ser visto que esse fator 
não ocasionou grandes preocupações aos ciclos de 
reutilização subsequentes da levedura, não afetando 
sua viabilidade celular nem seu poder atenuante na 
fermentação forçada. O controle microbiológico reali-
zado no mosto cervejeiro também se manteve inócuo 
em grande parte das produções, visto que apresentou 
contaminação acima do especificada de 10 UFC/mL 
nos ciclos 2, 5 e 7.

As contaminações presentes no mosto podem ser 
preocupantes quanto à qualidade dos nutrientes for-
necidos à levedura, como também podem ser conta-
minações fermentescíveis para os açúcares, presentes 
no mosto, afetando o desempenho da fermentação. 
Porém esse fator não comprometeu a ação da leve-
dura, visto que os extratos do teste de fermentação 
forçada de todos os ciclos mantiveram-se dentro da 
sua especificação de 2 °P ± 0,3 °P. 

3.1.1 Parâmetros acompanhados  
no período de fermentação

A tabela 2 mostra a variação entre os quatro (4) 
parâmetros testados no acompanhamento do período 
de fermentação da cerveja estilo Pilsen, com a utiliza-
ção da levedura Saccharomyces pastorius, reutilizada 
entre a geração zero e a décima geração. As condições 
de fermentação foram utilizações variadas de volu-
me dos tanques fermentadores, visto que ao longo 
das gerações foram produzidas cervejas de diferentes 
volumes, variando de 7600 L até 55800 L de cerveja. 
Porém todos os padrões ideais mantiveram-se coe-
rentes do início ao fim das 11 fermentações.

Ambos os tanques iniciaram sua fermentação a 
11°C com pressões de zero (0) a um 1 kgf/cm² e au-
sência de oxigênio, em tanques de inox higienizados 
e controlados. A quantidade de fermento reutilizável, 
enviado para um novo tanque fermentador, variou 
com a viabilidade da levedura e também o volume 
de mosto presente no tanque.

Na tabela 2, é possível verificar a variação no nú-
mero de dias necessários para a fermentação completa 
de cada tanque, visto que as cervejas Lager possuem 
fermentação baixa e podem levar, em média, sete (7) 
dias. Nas gerações três (3) e sete (7), o tanque neces-
sitou de menos tempo para a levedura atenuar o ex-
trato aparente e realizar o repouso do diacetil, porém 
na geração oito (8), a cerveja precisou fermentar por 
mais tempo para tal atenuação e repouso.

Tabela 1 – Parâmetros testados para a levedura

Fonte: A autora (2022).

Ciclo de 
reutilização Viabilidade (%)

Atenuação do extra-
to na fermentação 

forçada (°P) em 24h

Controle mi-
crobiológico 

levedura*

Controle micro-
biológico mosto*

0 93,69 2 - Zero
1 98,89 2,1 Zero Zero
2 98,95 2 - +
3 99,19 2,1 Zero Zero
4 98,9 2,3 - -
5 99,14 2,1 Zero +
6 98,79 2,2 Zero Zero
7 99,35 2,1 + +
8 99,47 2,09 Zero Zero
9 99,08 1,99 Zero Zero

10 99,1 1,7 Zero Zero
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Ciclo Viabilidade 
(%)

Atenuação 
(°P)

Tempo 
(dias)

Quantidade 
reutilizada 

(L)

Quantidade  
de mosto fer-
mentador (L)

Pressão máxima e 
temperatura 

Controle 
microbioló-

gico*

0 93,69 2,4 8 277 7600
0,5 kgf/cm2

-
12°C ± 2,1°C

1 98,89 2,2 7 160 18000
1,4 kgf/cm2

Zero
12,5°C ± 1,6°C

2 98,95 2,4 7 204 55800
1,2 kgf/cm2

Zero
12,5°C ± 2°C

3 99,19 2,3 6 261 55800
1 kgf/cm2

Zero
13,2°C ± 1,7°C

4 98,9 2,2 7 214 55800
1,4 kgf/cm2

Zero
12,9°C ± 1,9°C

5 99,14 2,18 8 124 18600
1,4 kgf/cm2

Zero
12,5°C ± 1,6°C

6 98,79 2,22 7 197 55800
1 kgf/cm2

Zero
12,5°C ± 2°C

7 99,35 2,15 6 209 55800
1,4 kgf/cm2

-
12,8°C ± 1,3°C

8 99,47 2,11 9 170 55800
1,2 KgF

-
12,8°C ± 2,3°C

9 99,08 2,1 7 223 55800
1 kgf/cm2

Zero
10°C a 14,4°C

10 99,1 2,1 8 78 18600
1 kgf/cm2

Zero
10 °C a 14,5°C

Tabela 2 – Parâmetros testados, durante a fermentação

Fonte: A autora (2022).

O extrato aparente, para as gerações zero (0) e 
dois (2), ficou acima da especificação para o estilo, 
mesmo fermentando em condições ideais e quanti-
dades adequadas de fermento, além de não ter sido 
encontrado qualquer contaminação na fermentação. 
Porém, nas últimas gerações, foi possível notar me-
lhor atenuação de extrato.

3.2 Análise comparativa de resultados

De acordo com o trabalho desenvolvido por 
Suhre (2014), ao analisar apenas quatro gerações 
da levedura, foi perceptível uma diminuição, seguida 
de um aumento no parâmetro estudado, visto que 
nos quatro (4) ciclos a viabilidade celular manteve-se 
acima de 97%. Durante o reaproveitamento de leve-
duras, além da viabilidade celular da levedura foram 
analisados também a vitalidade e as características 

de floculação particulares de cada cepa. Os resulta-
dos, encontrados na pesquisa de Suhre, foram satis-
fatórios em comparação aos resultados encontrados 
na presente pesquisa, visto que ambos mantiveram 
suas viabilidades acima do limite mínimo conside-
rado, para que a levedura esteja apta à reutilização, 
de 90%. Como perspectivas, tem-se a necessidade 
de estudo de mais gerações de reutilização, já que a 
presente pesquisa apresenta duas vezes mais reuti-
lizações para a mesma cepa.

De acordo com o trabalho desenvolvido por 
Luarasi, Troja e Pinguli (2017), com objetivo de 
monitorar a viabilidade celular de uma cepa de le-
vedura S. pastorius, ao longo das reutilizações das 
leveduras na cervejaria, foi representada a varia-
ção da viabilidade celular no decorrer de nove (9) 
gerações. A pesquisa mostrou diferentes níveis de 



37

Avaliação do desempenho celular da levedura Saccharomyces pastorianus...

Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 24, n. 41, p. 1-104, jan./jun. 2023.

viabilidade entre as diferentes gerações de levedura. 
Nas primeiras quatro (4) gerações, a viabilidade 
permanece aproximadamente constante em 85%. 
As gerações sucessivas apresentaram uma ligeira 
diminuição do valor médio de viabilidade, sendo 
próximo de 81%, porém nas últimas gerações, a via-
bilidade celular foi de 87% em média. Os resultados 
da pesquisa realizada por Luarasi, Troja e Pinguli 
(2017), não foram satisfatórios, comparados aos da 
presente pesquisa, visto que todas as gerações da 
levedura mantiveram-se abaixo do limite mínimo 
de 90% para ser apta a reutilização, porém pode 
ser concluído que, apesar da viabilidade ser con-
siderada inferior à ideal, os resultados não foram 
significativos, visto que em todas as reutilizações, 
a fermentação ocorreu de forma eficiente.

4 Conclusão

Tendo em vista a contribuição do reaprovei-
tamento da biomassa na atividade de fabricação 
de cerveja e também para diminuição de custos e 
impactos ambientais, o presente projeto mostrou 
a possibilidade de produzir cerveja, a partir da uti-
lização subsequente de levedura de fermentações 
antecedentes. Apesar dos métodos utilizados para 
avaliar os parâmetros que comportam a levedura 
serem adaptados às condições industriais, sem a 
possibilidade de acompanhamentos mais específi-
cos, tais como: como testes duplicatas/triplicatas e 
análises mais sofisticadas de cada etapa do processo 
de reaproveitamento do fermento cervejeiro, ainda 
assim são os métodos mais utilizados nas cervejarias.

Os objetivos estipulados no projeto foram al-
cançados, visto que foram acompanhados os dez 
(10) ciclos de reutilização da levedura, podendo 
concluir que a levedura se manteve apta à reuti-
lização até o último ciclo de reaproveitamento. 
Entretanto, é possível verificar a necessidade de 
aprofundamento dos dados obtidos, além do de-
senvolvimento de demais análises fundamentais 
que envolvam a levedura como um todo. Buscando 
assim, desenvolver técnicas de análise de vitalidade 
e possíveis tratamentos para levedura que será rea-
proveitada para aplicação nas condições industriais 
de fermentação/produção de cerveja.

As perspectivas para o projeto incluem a avalia-
ção de novas bateladas de levedura propagada e suas 
reutilizações, a fim de possuir um maior número de 
resultados, a partir do aprimoramento de demais 
metodologias utilizadas.
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