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RESUMO

A cerveja € uma das bebidas fermentadas mais antigas da humanidade, com
registros de producdo que remontam a civilizagbes da Antiguidade, como
Mesopotamia, Egito e China. Ao longo dos séculos, sua fabricagado evoluiu com o
desenvolvimento de técnicas microbioldgicas, principalmente apds as descobertas
de Louis Pasteur sobre a agao das leveduras no processo fermentativo. Com o
avango da biotecnologia, o controle da qualidade e o reaproveitamento de micro-
organismos tornaram-se estratégias sustentaveis e economicamente vantajosas
para a industria cervejeira. Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade do
reuso da levedura Saccharomyces cerevisiae em ciclos sucessivos de fermentagéo
alcoodlica. Foram realizados dez ciclos fermentativos utilizando meio YPD
padronizado, e avaliados parametros como concentracao celular, viabilidade por
coloracao com azul de metileno, producao de etanol por ebuliometria, liberagcao de
CO, por variacao de massa e consumo de glicose pelo método DNS. Os resultados
revelaram que, até o quinto reuso, a levedura manteve viabilidade de 87% e
desempenho fermentativo, com queda significativa a partir do sexto ciclo. A analise
inicial da glicose indicou valores acima do esperado, atribuidos a presenca de
acucares redutores secundarios presentes no extrato de levedura e a interferéncia
de compostos como furfural e 5-hidroximetilfurfural. A exclusao criteriosa de dados
com grandes desvios contribuiu para a confiabilidade estatistica. Conclui-se que a
reutilizagdo de leveduras € viavel até seis ciclos consecutivos, podendo reduzir
custos e impactos ambientais quando acompanhada por monitoramento
microbiolégico adequado. A pesquisa refor¢ga a importancia do controle de variaveis

bioquimicas na condug¢ao de processos fermentativos eficientes e padronizados.

Palavras-chave: Consumo de glicose; Fermentagao alcodlica; Produgéo de etanol;

Reutilizagdo da Saccharomyces cerevisiae; Viabilidade celular.



ABSTRACT

Beer is one of the oldest fermented beverages in human history, with records of
production dating back to ancient civilizations such as Mesopotamia, Egypt, and China.
Over time, beer brewing techniques evolved significantly, especially with the
emergence of microbiology and Louis Pasteur's discoveries regarding the role of yeast
in alcoholic fermentation. With biotechnological advances, the reuse of
microorganisms became a sustainable and cost-effective strategy in modern brewing.
This study aimed to evaluate the viability of Saccharomyces cerevisiae reuse over ten
successive fermentation cycles. The yeast was cultivated in a standardized YPD
medium, and several parameters were analyzed: cell concentration, viability via
methylene blue staining, ethanol production through ebulliometry, CO, release via
weight variation, and glucose consumption using the DNS method. The findings
showed that yeast maintained viability of 87% and fermentation efficiency until the sixth
reuse, with significant declines thereafter. Initial glucose readings were higher than
expected, likely due to the presence of other reducing sugars in yeast extract and
interference from compounds such as furfural and 5-hydroxymethylfurfural. The
deliberate exclusion of outlier data ensured statistical reliability. The results suggest
that yeast reuse is viable for up to six cycles, contributing to cost reduction and
environmental sustainability when accompanied by proper microbiological monitoring.
The study highlights the relevance of biochemical control in achieving consistent and

efficient fermentation processes.

Keywords: Glucose consumption; Alcoholic fermentation; Ethanol production;

Saccharomyces cerevisiae reuse; Cell viability.
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1 INTRODUGCAO

A cerveja possui origens milenares, com registros de sua presenga em
civilizagbes antigas como as da China neolitica e da Mesopotamia, onde teria surgido
de forma acidental a partir da fermentacédo natural de graos expostos a umidade e
calor. Desde os primérdios, a bebida assumiu papel relevante ndo apenas como
alimento, devido ao seu valor nutricional e similaridade com o p&o, mas também como
elemento de sociabilidade e moeda de troca entre diversos povos antigos (Mcgovern,
2010). Ao longo do tempo, especialmente a partir da Idade Média, a produgéo de
cerveja passou por transformagdes significativas: deixou de ser uma pratica
exclusivamente domeéstica e artesanal para tornar-se uma atividade comercial em
expansao, favorecida pelo processo de urbanizagdo, pela concentragcdo de
consumidores e pela organizagdo de pequenos grupos de produgdo com fins
lucrativos.

A consolidagao da cerveja como um produto industrial foi possivel gracas ao
avango das técnicas de fermentagao, sustentado por descobertas cientificas que
inauguraram a microbiologia moderna. Pioneiros como Anton van Leeuwenhoek e
Antoine Lavoisier langcaram as bases para a compreenséo cientifica do fendbmeno. No
século XIX, a comprovagao de que a fermentacao era causada por leveduras vivas e
a identificagdo de agentes contaminantes permitiram avancos significativos no
controle microbioldgico da produgdo. O entendimento da fisiologia das leveduras e
seu papel na fermentacdo alcodlica foi fundamental para o aprimoramento da
estabilidade, eficiéncia e qualidade da cerveja em escala industrial (Walker; Stewart,
2016). De acordo com Bamforth (2009), foi a partir dessas descobertas que a
producgao de cerveja deixou de ser empirica, passando a adotar praticas baseadas em
controle microbiolégico, 0 que permitiu ganhos significativos em padronizagdo e
qualidade.

No Brasil, a introdugédo da cerveja remonta ao periodo colonial, quando era
consumida exclusivamente pelas elites, devido ao monopdlio portugués sobre sua
importacao. Esse cenario comegou a se modificar com a abertura dos portos em 1808,
possibilitando a entrada legal de produtos estrangeiros e favorecendo a chegada de
imigrantes europeus, sobretudo alemées, que trouxeram consigo o conhecimento
técnico e os costumes associados a producao da bebida. A fundagao da Cervejaria
Bohemia, em 1836, no Rio de Janeiro, marca o inicio da produgéo nacional de forma

estruturada, embora ainda enfrentando limitagdes tecnoldgicas e climaticas. Durante
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a Primeira Guerra Mundial, a escassez de matérias-primas importadas, como o malte
e o lupulo, forgou adaptagcdes nas receitas, com a introdugéo de graos como milho,
arroz e trigo. A partir do final do século XIX e inicio do século XX, o avango das
técnicas industriais e a instalagdo de grandes cervejarias, como Brahma e Antarctica,
impulsionaram a consolidagéo do setor, transformando a cerveja em um dos produtos
mais populares e economicamente relevantes do pais (Melo, 2018; Karls; Melo, 2018).

O consumo global de cerveja em 2023 foi estimado em aproximadamente 187,9
milhdes de quilolitros, representando um aumento de 0,1% em relacdo ao ano
anterior, sinalizando uma recuperagao gradual apos os impactos da pandemia de
COVID-19. A Asia permaneceu como a maior regi&o consumidora, embora com uma
leve retracédo de 0,6%, enquanto a América Central e do Sul apresentaram um
crescimento de 1,7%, onde o Brasil registrou um aumento de 1,4% no volume
consumido. Com esse desempenho, o Brasil consolidou-se como o terceiro maior
consumidor de cerveja do mundo, atras apenas da China e dos Estados Unidos,
disposto no grafico apresentado na Figura 1. Além disso, como visto na Figura 2, o
pais se destaca na producdo, com uma estimativa de 15,4 bilhdes de litros produzidos
em 2023, reafirmando sua posigao estratégica no cenario global da industria cervejeira
(Kirin Holdings Company, 2024). Esse aumento na produgéo e consumo global reflete
a crescente demanda por cerveja e a necessidade de aprimorar continuamente os

processos de fabricacdo para atender a esse mercado expansivo.



13

Figura 1 - Ranking de consumo de cerveja por pais em 2023

Ranking de Consumo de
Cerveja por Pais em 2023

China 20,1%

Estados-Uni 93
Brasil 8,1
México 5,4
Russia 5,1
Alemanha 39
Vietnam 70 37
Reino-Unio 3.3
Franca 2,8

Poldnia 2,7

Milhdes de quilolitros

Fonte: Adaptado de Kirin Holdings Company (2024).

Figura 2 - Seis maiores paises produtores de cerveja em 2024

Producao de Cerveja em 2024 - Top 6 Paises

Russia

Alemanha

México

Paises

Brasil

EUA

China

0 5 10 15 20 25 30 35
Producao (bilhdes de litros)

Fonte: Adaptado de BarthHaas Report 2024/2025 (2025).

No entanto, a produgao de cerveja € um processo complexo, que envolve uma
série de etapas essenciais para garantir a qualidade do produto final. Um dos fatores
centrais neste processo € o papel das leveduras cervejeiras, responsaveis pela
fermentacdo do mosto, convertendo os acgucares presentes em alcool e didxido de
carbono. O reuso das leveduras, pratica comum na industria, oferece vantagens
econdmicas e técnicas, como a reducao de custos com a compra de novas culturas.
Contudo, esse processo também apresenta desafios, principalmente em relagcéo a

viabilidade e concentracédo das células de levedura ao longo dos ciclos de
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fermentacao, o que pode impactar a eficiéncia do processo e a qualidade sensorial da
cerveja (Stewart, 2009).

Embora o reuso de leveduras seja uma pratica amplamente adotada, ainda
existe uma lacuna significativa na literatura sobre os efeitos dessa pratica nos
diferentes ciclos de fermentagcdo. Murmann et al. (2024) afirmam que a variabilidade
na viabilidade e concentragcdo das leveduras pode influenciar diretamente o
rendimento da producgéo e a constancia da qualidade do produto final. Nesse contexto,
a analise detalhada desses parametros se torna fundamental para otimizar os
processos de fermentacéo e garantir a consisténcia da cerveja, especialmente em um
cenario de crescimento continuo no consumo, como o observado no Brasil e em outras
regides.

Este estudo busca analisar a viabilidade e concentragao das leveduras durante
seus ciclos de reuso, com o objetivo de compreender como esses fatores influenciam
a eficiéncia do processo fermentativo e a qualidade sensorial da cerveja. A pesquisa
abordara analises microbioldgicas e fisico-quimicas das leveduras em diferentes
estagios de reuso, permitindo avaliar seu impacto no rendimento e nas caracteristicas
da cerveja produzida. A compreensao dos efeitos do reuso das leveduras é crucial
para otimizar essa pratica, garantindo ndo apenas a eficiéncia econémica da
producdo, mas também a manutencdo da qualidade da cerveja, atendendo a
crescente demanda global por produtos de alta qualidade.

A relevancia deste estudo esta no aumento da adog¢ao do reuso de leveduras
pela industria cervejeira, tanto como uma estratégia de redugédo de custos quanto
como uma contribuicdo para a sustentabilidade do processo produtivo. Para que os
beneficios econdmicos e ambientais sejam plenamente alcangados, € essencial
entender profundamente os impactos do reuso na viabilidade das leveduras, evitando
que a qualidade da cerveja seja comprometida. Assim, a pesquisa se divide em quatro
capitulos, abordando desde a revisdo bibliografica sobre as leveduras e a
fermentacao, até os métodos e resultados da analise das leveduras, culminando nas
conclusdes e recomendacdes para a pratica industrial, além de sugestdes para futuras

investigagdes no campo.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade celular e a concentragao de leveduras cervejeiras ao longo
de ciclos consecutivos de reuso, com o intuito de compreender os impactos
microbiologicos na eficiéncia fermentativa e na qualidade do produto final.

1.1.1 Objetivos especificos

e Quantificar a concentragdo de células viaveis e nao viaveis em amostras de
levedura ao longo de diferentes ciclos de reuso (repitching);

e Analisar a viabilidade das leveduras por meio de testes laboratoriais, visando
determinar a aptidao fermentativa apds cada reutilizacéo;

e Avaliar o impacto do numero de reutilizagbdes na performance fermentativa

(tempo de fermentacgéo, produgao de CO, e alcool);

e Monitorar parametros de qualidade da cerveja (como teor alcodlico),

relacionados diretamente a viabilidade das leveduras reutilizadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A produgao de cerveja envolve uma combinagao entre tradigdo historica,
avancos tecnologicos e conhecimentos cientificos, especialmente nas éareas da
microbiologia e da bioquimica. Com raizes milenares, essa bebida passou por
inumeras transformagdes ao longo do tempo, incorporando técnicas que aprimoraram
sua qualidade, estabilidade e diversidade de estilos. No contexto contemporaneo, o
estudo da levedura Saccharomyces cerevisiae e sua reutilizagao durante os ciclos
fermentativos ganha destaque, sobretudo em razdo do impacto direto na eficiéncia do
processo e nas caracteristicas finais do produto. Compreender os fundamentos
historicos, tecnologicos e microbioldgicos da produgao cervejeira € essencial para
contextualizar a pesquisa sobre o reuso de leveduras e os parametros associados a

sua viabilidade e desempenho fermentativo.

2.1 BREVE RECORTE HISTORICO DA CERVEJA

Os primeiros indicios da cerveja foram encontrados na vila neolitica de Jiahu
(norte da China) e com os povos sumeérios, na Mesopotamia, surgindo de forma
acidental, segundo os estudos, onde agricultores perceberam que graos expostos a
umidade e calor fermentavam. Os agricultores, por volta do ano 9.000 a.C.,
armazenavam o0s graos coletados em vasos e, provavelmente, a chuva tenha
umedecido essa colheita. Apés a secagem, foi percebido que o sabor dos gréos
maltados era bom, diferente do que ja haviam provado e adocicado, surgindo assim
os primeiros indicios da cerveja na histéria da humanidade (Mcgovern et al., 2004;
Wang et al., 2021).

A cerveja tornou-se ndo sO uma bebida essencial na Antiguidade, como
também um alimento, pela sua facilidade de produgéo, sabor e nutricdo, além de
compartilhar ingredientes faceis de produzir e semelhantes aos do pao. Para além de
ser um produto voltado para a area gastronémica, a cerveja também teve um papel
fundamental para a sociedade, pois era uma bebida consumida pela populacédo que
tinha como funcgéo social trazer alegria e, ao mesmo tempo, era utilizada como moeda
de troca. Nota-se a versatilidade da cerveja perpassando por periodos importantes da
histéria da humanidade (Liu et al., 2016).
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Conforme Unger (2013), entre os séculos XllI e XllI, a urbanizagdo nas cidades
europeias transformou a producédo de cerveja de uma pratica artesanal doméstica
para uma atividade comercial, regulada pelas autoridades urbanas. A cerveja tornou-
se predominante no consumo urbano, sendo mais segura que a agua e mais acessivel
qgue o vinho, tornando-se também uma importante fonte de arrecadacao fiscal. Esse
avanco impulsionou a busca por melhorias no processo produtivo, especialmente no
controle da fermentacgao, que por muitos séculos foi empirico e dependente de fatores
ambientais.

Somente no final do século XVII, com as primeiras observacdes microscéopicas
de Antoni van Leeuwenhoek, a microbiologia revelou a natureza da fermentagao. No
século XIX, com os estudos de Schwann, Pasteur e Hansen, a ciéncia das leveduras
foi consolidada, permitindo o desenvolvimento de técnicas de cultivo puro e controle
microbiologico, tornando a cerveja um produto padronizado e de alta qualidade
(MeuRdoerffer; Zarnkow, 2014).

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723) foi o pioneiro na observagdo de
leveduras, utilizando microscépios artesanais para examinar liquidos. Antoine Laurent
de Lavoisier (1743-1794), por sua vez, descreveu o processo de fermentagdo
alcodlica no final do século XVIII, contribuindo para o entendimento da transformagao
de agucares em alcool e gas carbbnico (Science History Institute, 2025). Finalmente,
em 1860, Louis Pasteur estabeleceu a relagdo entre a levedura Saccharomyces
cerevisiae e a fermentagdo, comprovando que micro-organismos eram responsaveis
pela producao de etanol, o que fundamentou a microbiologia moderna (Maicas, 2020).

No Brasil, o consumo de cerveja comegou no periodo colonial, por volta do ano
de 1500, onde a cerveja foi introduzida com os primeiros colonizadores portugueses,
estabelecendo o monopdlio sobre o comércio da cerveja no Brasil, importada de
Portugal e de paises aliados, sendo consumida apenas pela elite portuguesa e os
imigrantes, pois ndo havia uma produgéo local significativa durante esses primeiros
séculos do periodo colonial, para nao influenciar no monopdlio ja estabelecido,
forgando o contrabando da cerveja por parte da populagdo com baixo poder aquisitivo,
através das cidades do Recife, Rio de Janeiro e Salvador (Rosalin, 2021).

Apenas em 1808, com a chegada da familia real portuguesa, ocorreu a abertura
dos portos brasileiros para navios estrangeiros, favorecendo o comércio de forma
legal da cerveja dentro do Brasil, principalmente por parte dos imigrantes advindos da

Alemanha que, segundo Rosalin (2021), colocou a bebida em posi¢cdo de destaque
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na provincia do Rio Grande do Sul, estendendo em algumas cidades em Santa
Catarina, Rio de Janeiro e Sao Paulo. Com o fim do monopdlio portugués, Henrique
Kremer, um imigrante alemao, fundou em 1836, no Rio de Janeiro, a primeira
cervejaria artesanal registrada no Brasil, a Bohemia, introduzindo tecnologias
europeias de producdo. Na época, o pais enfrentava condigdes climaticas
desfavoraveis, como o calor excessivo, que dificultava o controle da fermentacéao e a
conservagao da bebida, além de limitagbes técnicas, como a auséncia de maquinario
moderno e a escassez de conhecimento especializado sobre o processo cervejeiro —
predominante na Europa. Esses fatores retardaram o desenvolvimento do setor e
impactaram a qualidade do produto final (Silva; Leite; Paula, 2016; Santos, 2004).

Durante o periodo inicial da Cervejaria Bohemia, a producao de cerveja era
caracterizada por processos manuais e em pequena escala, voltados para atender as
demandas locais, seguindo métodos tradicionais com énfase na qualidade e no uso
de ingredientes importados como malte e lupulo. No entanto, o controle de
fermentagdo e armazenagem ainda era primitivo devido a auséncia de inovagdes
tecnoldgicas, o que frequentemente comprometia a qualidade do produto e limitava a
capacidade de producédo em larga escala (Melo, 2018; Melo; Karls, 2018).

Muito antes da Primeira Guerra Mundial, em 1860, novas cervejarias foram
surgindo e houve um aumento significativo na producao da bebida. Porém, durante a
primeira guerra, houve uma grande escassez da base cervejeira, malte e lupulo, que
eram importados da Alemanha e Austria, dificultando a disponibilidade desses
ingredientes no Brasil (Silva; Leite; Paula, 2016).

Isso resultou em um movimento que levou varios cervejeiros a testar e se
aventurar na produgao da cerveja com outros ingredientes como milho, trigo e arroz.
Com essas dificuldades, somadas ao armazenamento e controle de fermentagao que
eram precarios, a produgado possuia uma grande variagdo de pressao e, para lidar
com esse desafio, as rolhas das garrafas eram amarradas com barbante, dando
origem assim a marca conhecida como “Barbante”, na cidade de Juiz de Fora, em
Minas Gerais (Silva; Leite; Paula, 2016).

Durante os anos 1870 e 1880, a industrializagdo cervejeira no Brasil,
especialmente no Rio Grande do Sul, foi impulsionada pela presenga de imigrantes
alemaes que trouxeram conhecimentos técnicos e fundaram as primeiras fabricas
comerciais. A Cervejaria Ritter, estabelecida em 1868 em Linha Nova, é considerada

a primeira do estado. Ja em Porto Alegre, a produgdo industrial emergiu com a
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cervejaria de Friedrich Christoffel em 1873, seguida por empreendimentos de familias
como os Sassen e Kauffmann, fundada por volta de 1878 (Pesavento,2019). Para
esse grande avango industrial no Brasil, foi o surgimento das primeiras maquinas
compressoras frigorificas no Rio de Janeiro e Sdo Paulo, possibilitando a criagdo de
gelo e impactando diretamente no controle de temperatura no processo de
fermentacdo (Rosalin, 2021). Esse avango tecnoldgico foi essencial para a
padronizagao e qualidade da bebida produzida em larga escala. Segundo Morado
(2011), o surgimento dessas cervejarias industriais esteve fortemente ligado a
presenca de imigrantes alemaes no Brasil, que trouxeram conhecimentos técnicos e
impulsionaram o desenvolvimento da cultura cervejeira no pais. Da mesma forma,
Silva (2016) destaca que a chegada de equipamentos mais modernos e a urbanizagao
das grandes cidades facilitaram a estruturacdo de um mercado consumidor para a
cerveja, tornando-a uma das bebidas alcodlicas mais consumidas entre as classes
médias emergentes no final do século XIX.

Dessa forma, a produgao de cerveja no Brasil foi aperfeicoada, garantindo uma
maior seguranga e qualidade do produto, expandindo a produgao em grande escala
para outras regides do Brasil (Silva et al., 2016). Nessa mesma época, segundo
Rosalin (2021), duas empresas importantes foram fundadas: a Companhia Antarctica
Paulista, em Sao Paulo, em 1885, e a Cervejaria Brahma, no Rio de Janeiro, em 1888.
Essas empresas viriam a se fundir no futuro, dando origem a AB InBev, que

atualmente é a empresa com o maior numero de marcas de cerveja no mundo.

2.2 PRODUCAO DE CERVEJA NO MUNDO

O mercado global de cerveja tem passado por transformagdes significativas,
impulsionadas por fatores culturais, econdmicos e mudangas no comportamento do
consumidor. Em 2023, a produgao de cerveja na Unido Europeia atingiu 34,3 bilhdes
de litros, com uma leve queda de 5% na producdo de cervejas alcodlicas em
comparagao ao ano anterior. No entanto, o segmento de cervejas sem alcool registrou
um crescimento de 13,5%, evidenciando uma busca crescente por alternativas com
menor teor alcodlico e menos calorias (Eurreporter, 2024). Esse fendmeno reflete uma
conscientizagdo maior sobre saude e bem-estar, um padréo observado também em
mercados como Estados Unidos e Japao.

Em termos de producdo global, a China lidera como o maior produtor de

cerveja, seguida pelos Estados Unidos e Brasil. Na Europa, a Alemanha ocupa a
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primeira posigao, com 7,2 bilhdes de litros produzidos em 2023, representando 22,3%
do total da Unido Europeia. Espanha e Paises Baixos aparecem em seguida, com 4,0
bilhdes e 2,4 bilhdes de litros, respectivamente. Além disso, os Paises Baixos se
destacam como o maior exportador de cerveja alcodlica da Europa, respondendo por
21,5% das exportagdes da regido (Eurostat, 2025).

Quando se trata de consumo, a China também lidera como o maior mercado
consumidor de cerveja, seguida pelos Estados Unidos, Brasil e Alemanha. A
preferéncia dos consumidores tem se diversificado, com um crescimento expressivo
do segmento de cervejas artesanais e premium, impulsionado pelo interesse por
sabores exclusivos e ingredientes naturais. Nos Estados Unidos, por exemplo, as
cervejas artesanais representam cerca de 25% do mercado total (KPMG, 2023).

As grandes cervejarias do mundo dominam uma parcela significativa do
mercado. Entre as maiores empresas do setor estdo a AB InBev, Heineken, Carlsberg
e China Resources Beer. A AB InBev, detentora de marcas como Budweiser, Stella
Artois e Corona, lidera o setor, com uma fatia de aproximadamente 25% do mercado
global. A Heineken, segunda maior cervejaria, tem expandido sua presenga nos
mercados emergentes, investindo em inovagao e no segmento de cervejas sem alcool
(Statista, 2024).

Além dos desafios de mercado, a industria cervejeira enfrenta obstaculos
logisticos importantes. A cerveja € uma bebida perecivel que exige condi¢bes
especificas de armazenamento e transporte para preservar seu sabor e qualidade.
Para lidar com essas questdes, grandes cervejarias tém investido em tecnologia para
otimizar a cadeia de suprimentos, incluindo a adogao de sistemas de rastreamento
digital e transporte refrigerado mais eficiente. O avango da automacgao nas fabricas
também tem sido uma tendéncia crescente, contribuindo para uma maior eficiéncia
operacional e redugao de custos (KPMG, 2023).

Com um cenario de constante evolug&do, o mercado global de cerveja se adapta
as novas demandas dos consumidores e aos desafios logisticos e econémicos. A
busca por inovagao, sustentabilidade e eficiéncia nas cadeias produtivas tem sido
essencial para a competitividade das grandes marcas, enquanto as cervejarias
artesanais continuam ganhando espacgo ao oferecer produtos diferenciados e de alto
valor agregado.
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2.3 PRODUCAO DE CERVEJA NO BRASIL

O setor cervejeiro brasileiro tem registrado crescimento continuo,
consolidando-se como uma das atividades econdmicas mais relevantes do pais. Em
2022, o numero de cervejarias em operagao aumentou 11,6%, chegando a um total
de 1.729 estabelecimentos. Esse avanco foi impulsionado pela ampliagdo da
presenca dessas empresas em diversas regides do Brasil, com destaque para o
Sudeste, onde se concentra quase metade dos empreendimentos do setor (Brasil,
2023).

O Brasil ocupou a terceira posicao no ranking global de producéo de cerveja,
ficando atras apenas da China e dos Estados Unidos. Em 2023, o volume de vendas
da bebida no mercado nacional alcancou 16,1 bilhdes de litros, um crescimento de
4,5% em comparacao ao ano anterior. Esse desempenho reforca a competitividade
do setor tanto no mercado interno quanto na industria cervejeira global. Em 2023, o
Brasil produziu mais de 15 bilhdes de litros de cerveja, mantido como o 3° maior
produtor mundial, segundo dados oficiais do (Ministério de Agricultura e Pecuaria,
2023). Além disso, relatorios como o BarthHaas e da Euromonitor confirmam esse
desempenho e mostram a robustez da produgdo nacional no contexto global
(BarthHaas, 2024; Euromonitor, 2024).

Além da sua relevancia econémica, a produgao de cerveja impacta diretamente
o mercado de trabalho, gerando mais de dois milhdes de empregos diretos e indiretos.
A cadeia produtiva do setor, que inclui desde o cultivo de matérias-primas até a
comercializagao do produto final, contribui significativamente para o desenvolvimento
econdmico do pais, representando cerca de 2% do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional (Brasil; SINDICERV, 2024).

Outro fator que evidencia a evolug&o do setor cervejeiro € sua capacidade de
inovacao e diversificacdo. O numero de novos produtos registrados apresentou um
aumento expressivo de 19,8% em 2022, refletindo o amadurecimento da industria,
sobretudo no segmento de cervejas artesanais. A diversidade de estilos e ingredientes
utilizados nas formulagdes vem ampliando as opg¢des disponiveis ao consumidor,
contribuindo para a valorizagdo do mercado nacional (Ministério de Agricultura e
Pecuaria, 2023).

A cerveja sem alcool, por exemplo, tem mostrado um crescimento notavel no

Brasil, com projec¢des indicando que, até 2026, o volume de vendas pode ultrapassar
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1,1 bilhdo de litros, uma evolugao significativa em relagcdo aos 133 milhdes de litros
registrados em 2018. Para 2025, espera-se que o mercado atinja cerca de 983 milhdes
de litros, ante 752,5 milhdes no ano de 2024. Esse avanco se deve principalmente a
investimentos na modernizagdo da produgdo, que agora incorpora tecnologias que
garantem sabores préximos aos das versdes alcodlicas, permitindo a criagdo de
alternativas para aqueles que desejam reduzir ou evitar o consumo de alcool, como
em refei¢gdes ao longo da semana (SINDICERYV, 2025).

No cenario internacional, o Brasil exportou cerveja para 79 paises em 2022,
sendo que a América do Sul foi responsavel por 98,4% do volume total enviado ao
exterior. No entanto, houve uma reducao de 16,8% na quantidade exportada em
comparagao a 2021, embora o preco médio da cerveja brasileira tenha se valorizado
em 9,1% no mercado global. Esse resultado pode estar relacionado a desafios
logisticos e variagdes econdmicas que influenciam o comércio exterior da bebida
(IBGE, 2023; ApexBrasil, 2023).

Ja em relagdo as importagdes, observou-se uma queda de 19,1% na
quantidade de cerveja adquirida do exterior, 0 que pode indicar um aumento na oferta
de produtos nacionais e na competitividade do mercado interno. Esse cenario reforca
a consolidacao da industria cervejeira brasileira, que vem ampliando sua participagao
e fortalecendo a producao local por meio da diversificagcdo e da valorizagdo de
ingredientes e técnicas produtivas nacionais (Ministério de Agricultura e Pecuaria,
2023).

2.4 OS TIPOS DE CERVEJAS

A cerveja pode ser classificada com base em diferentes critérios, incluindo o
tipo de fermentacgao, o teor alcodlico, o extrato primitivo e a cor. Quanto a fermentacao,
existem dois principais tipos: a alta fermentacdo (Ale), em que as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) emergem a superficie durante o processo fermentativo,
e a baixa fermentagéo (Lager), onde as leveduras (Saccharomyces uvarum) se
depositam no fundo do tanque ao longo ou apds a fermentacéo tumultuosa (Abreu;
Vieira; Ferreira, 2009).

Dentre os estilos de cerveja mais conhecidos, destacam-se a Pilsen, originaria
da cidade de Pilsen, na Republica Tcheca, caracterizada por sua coloracao clara,

médio teor alcodlico (3-5%) e fermentacao por leveduras de baixa fermentacdo. A
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Bock, de origem alema, apresenta coloragao escura, teor alcodlico (6-7%) e extrato
primitivo superior a 14%, sendo tradicionalmente produzida durante a primavera e
outono. A Malzbier, também de origem aleméa, é conhecida por sua coloragao escura,
devido a utilizagdo de maltes especiais como o caramelizado, tostado ou maltes
escuros, e alto teor nutritivo, sendo tradicionalmente associada ao aumento da
producgao de leite materno (Beer Judge Certification Program, 2021).

A Stout, originaria da Irlanda, é elaborada com maltes escuros e extrato
primitivo de aproximadamente 15%, resultando em uma cerveja escura, teor alcodlico
(4-8%), podendo chegar até 12% de teor alcodlico dependendo da versao, e sabor
que equilibra o amargor do lupulo com o dulgor do malte. Ja a Dortmunder, tipica da
cidade alema de Dortmund, apresenta caracteristicas semelhantes a Pilsen, porém
com influéncias da agua local de alta dureza, resultando em um produto de médio teor
alcodlico e extrato (Abreu; Vieira; Ferreira, 2009).

Outros estilos importantes incluem a Porter, originaria da Inglaterra, elaborada
com maltes escuros e podendo apresentar fermentagcéo alta ou baixa, além de
fermentagao na garrafa. A Weissbier, tradicional da Alemanha, é elaborada com malte
de trigo e cevada, possuindo coloragdo clara e fermentagcdo alta. A Munchen,
produzida em Munique, destaca-se pelo uso de malte tipo Munique e fermentacao de
baixa temperatura, originando uma cerveja de coloragdo escura e medio teor
alcodlico. Por fim, a Ale, também de origem alema, apresenta coloragao avermelhada,
alta fermentacgao e teor alcodlico que varia de médio a alto (Abreu; Vieira; Ferreira,
2009).

As principais caracteristicas desses e de outros estilos classicos de cerveja,
como tipo de fermentacgao, extrato original, teor alcodlico e coloragdo, podem ser

consultadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas principais de estilos classicos de cerveja

Extrato Teor
Original Cor Alcodlico
Estilo Fermentacdo (°Plato) (EBC) (%) Observagoes
Pilsen Baixa 11-12 6-12 4,2-5,2 Leve, clara, muito popular
Porter Alta 1216 50-100 4,565 Escura, sabores tostados
Stout Alta 13-18 80-150 5-8 Escura, café, chocolate
Weissbier Alta 11-14 6-15 4,5-5,5 Com trigo, turva, frutada
Miinchen Dunkel Baixa 11-13 30-50 45-55 Escura, maltada
Helles Baixa 11-12 6-12 4,7-54 Clara, suave, maltada
Ale Alta 12-14 10-30 4,5-6 Frutada, lupulo presente
IPA Alta 13-18 15-40 5,5-7.,5 Amarga, muito lupulada
Bock Baixa 16-18 40-80 6,3-7,2 Escura, doce, alcodlica
Tripel Alta 17-21 8-20 7,5-9,5 Clara, seca, teor alcodlico elevado
Dubbel Alta 16-18 40-80 6-7,5 Escura, frutada, alcodlica
Lambic Espontanea 11-12 6-20 4-6,5 Acida, fermentacéo espontéanea
Saison Alta 12-16 10-25 5,5-8 Rustica, refrescante

Fonte: Adaptado de Beer Judge Certification Program (2021); Kunze (2004); Bamforth (2009).

Além da classificagao por estilo, a cerveja também pode ser categorizada de
acordo com o extrato primitivo, que representa o somatério das substancias
solubilizadas antes da fermentagdo. De acordo com a legislagéo brasileira, a cerveja
leve apresenta extrato primitivo entre 5,0% e 10,5%, a cerveja comum possui extrato
entre 10,5% e 12,5%, a cerveja extra varia de 12,5% a 14,0% e a cerveja forte
apresenta extrato original superior a 14%. Outra forma de classificagéo se da pela cor,
sendo a cerveja clara aquela que possui menos de 20 unidades EBC (European
Brewery Convention), enquanto as cervejas escuras apresentam valores iguais ou
superiores a essa medida (Brasil, 2001).

O teor alcodlico também é fator de diferenciagcao nas categorias de cerveja.
Segundo a legislagao brasileira, cerveja sem alcool possui teor alcodlico inferior a
0,5% em volume; ja a cerveja com alcool deve ter essa informagéo declarada e pode
ser classificada como de baixo teor alcodlico (mais de 0,5% até 2,0%), médio teor
alcodlico (mais de 2,0% até 4,5%) ou alto teor alcodlico (mais de 4,5% até 7,0%)
(Brasil, 2014).

Com relagdo ao uso de malte, a legislagado define cerveja puro malte como
aquela cuja fonte de acgucares do extrato primitivo provém 100% de malte de cevada,

em peso. A designagdo cerveja com proporcdo de malte é utilizada quando a
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proporcao de malte de cevada é maior ou igual a 50%, e a denominagao referente ao
vegetal predominante é permitida quando essa propor¢cao esta entre 20% e 50%
(Brasil, 2001).

2.5 MATERIA-PRIMA

As matérias-primas utilizadas no processo de produgédo de cerveja passaram
por diversas modificagdes ao longo da histéria, influenciadas tanto pelas inovagdes
tecnoldgicas quanto pela disponibilidade de ingredientes em cada periodo. No Brasil,
entre 1860 e a Segunda Guerra Mundial, a escassez de insumos essenciais como
malte e cevada, que eram predominantemente importados, obrigou os cervejeiros a
adaptarem suas receitas; para garantir a continuidade da producgao, recorreram ao
uso de graos alternativos como arroz, milho e trigo; embora esses substitutos tenham
permitido a manutencdo da produgado, resultaram em alteragbes significativas na
qualidade da cerveja, impactando seus sabores, cores e texturas (Silva et al., 2016).
Os insumos basicos nos tempos atuais para a produgéo da cerveja sdo o malte, lupulo,

agua e levedura.

2.5.1 Malte

O malte é um insumo derivado da cevada por meio do processo de malteacao,
que consiste em germinar o grao sob condi¢gdes controladas e interromper o processo
de germinagao no momento adequado, antes que o grao inicie a formacao de uma
nova planta. Durante esse processo, 0 amido presente no grao € quebrado em cadeias
menores, em comparagao ao amido original da cevada, tornando-se mais soluvel e
menos resistente a degradagao enzimatica. Isso facilita os processos subsequentes
da fabricagao da cerveja, nos quais enzimas presentes no préprio grao irao quebrar
esse amido e transforma-lo em agucares fermentaveis (Bokulich; Bamforth, 2013). As
enzimas de maior relevancia presentes no malte sdo as enzimas degradadoras de
amido: a-amilase, B-amilase e dextrinase (Kunze, 2006).

Além de fornecer os acgucares fermentaveis para a produgao da cerveja uma
outra fungéo do malte é fornecer cor e sabor a bebida, além de influenciar o processo
de produgdo de espuma, o corpo da cerveja e ser um componente essencial na

clarificagdo do mosto por meio das cascas dos gréaos moidos (Morado, 2017).
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2.5.2 Lupulo

O lupulo (Humulus lupulus L.) € um ingrediente da cerveja extraido de plantas
trepadeiras, sao utilizadas as inflorescéncias da planta feminina que tem como fungao
dentro do processo de produgédo das cervejas, conferir os aromas tipicos e trazer
amargor através de suas resinas amargas e O6leos etéreos, sendo possivel a
combinacgao entre lupulos para misturar diferentes formas de aroma e amargor para
cada producédo de cerveja (Kunze, 2004). O lupulo é considerado o tempero da
cerveja, onde os mestres cervejeiros se utilizam de variadas quantidades, tipos e até
combinagdes de lupulo tornando cada cerveja unica em sabor, aroma e amargor
(Rabello, 2009).

O lupulo é uma planta tipica de clima frio, com cultivo consolidado em paises
europeus e nos Estados Unidos. No Brasil, para garantir a conservagéo de suas
propriedades e facilitar o transporte, os lupulos sao frequentemente importados em
pellets. Contudo, a produgédo nacional vem crescendo desde 2018, com iniciativas
como a do Grupo Petrépolis, que cultiva variedades como Cascade, Chinook, Zeus,
Comet e Triple Pearl em Teresépolis (Forbes Agro, 2022). O uso dessas variedades
adaptadas permite a oferta de insumos locais com identidade brasileira e reduz a
dependéncia de importacgdes.

Os compostos presentes no lupulo, especialmente os alfa-acidos e beta-
acidos, desempenham um papel fundamental na composicao e nas caracteristicas
sensoriais da cerveja. Os alfa-acidos, que incluem humulona, co-humulona e ad-
humulona como visto na Figura 3, sdo os principais responsaveis pelo amargor da
bebida. Durante o processo de fervura do mosto, esses compostos sofrem
isomerizagdo, convertendo-se em iso-alfa-acidos, que conferem o amargor
caracteristico a cerveja, equilibrando a dogura e a acidez provenientes do malte.
Exemplos de lupulos com alto teor de alfa-acidos incluem o Magnum, o Columbus, o
Chinook e o Nugget, amplamente utilizados na produgdo de cervejas com perfil

amargo acentuado (Kunze, 2004; Pinto, 2008).
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Figura 3 - Estrutura molecular da co-humulona
OH O

R Alfa acido (Humulona)

CH(CH.), Cohumulona

Fonte: Adaptado de Leker e Maye (2022).

Por outro lado, os beta-acidos, compostos por lupulona, co-lupulona e ad-
lupulona, possuem menor contribuigdo para o sabor da cerveja, mas desempenham
um papel essencial na estabilidade e conservagcdo da bebida. Sua acéo bactericida
auxilia na preservacao da cerveja, garantindo sua qualidade sensorial ao longo do
tempo. Dessa forma, o lupulo ndo apenas confere amargor e aroma a cerveja, mas
também contribui para sua longevidade e estabilidade microbiologica (Motta;
Bernardes, 2022; Steenackers; Cooman; De Voz, 2015).

2.5.3 Agua

A agua é a principal matéria-prima da cerveja em termos quantitativos, sendo
utilizada tanto em sua composi¢cao quanto em diversas etapas do processo produtivo,
como limpeza e enxague. O alto custo para garantir a qualidade da agua torna esse
recurso um fator determinante na escolha da localizacdo de muitas industrias
cervejeiras. Para assegurar sua qualidade, a agua deve ser constantemente
monitorada quanto aos aspectos sensoriais, fisico-quimicos, microbiolégicos e
quimicos, uma vez que sua pureza esta diretamente relacionada a qualidade final da
cerveja (Kunze, 2004).

A agua utilizada na fabricagdo de cerveja pode apresentar variagdes em sua
composi¢cdo ao longo do tempo, sendo essencial a aplicagdo de processos de
tratamento para garantir sua qualidade e conformidade com os parametros exigidos.
Para a producgao cervejeira, a agua deve ser isenta de contaminantes, proporcionando
um ambiente adequado para o crescimento das leveduras. Além disso, deve possuir

alta transparéncia e n&o apresentar odores ou sabores indesejaveis, assegurando a
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pureza necessaria para a obtengcao de um produto final de qualidade (Goldammer,
2008).

A chamada agua cervejeira, ou agua nobre, deve apresentar caracteristicas
especificas para que seja compativel com os requisitos da produgéo. De acordo com
Kunze (2004) e Goldammer (2008), os parédmetros ideais incluem pH entre 6,5 e 8,0,
baixa turbidez (inferior a 0,4 NTU), auséncia de cloro e matéria organica, bem como
equilibrio mineral adequado. A composi¢ao ibnica da agua — especialmente a
proporcao entre sulfatos e cloretos — exerce influéncia direta no perfil sensorial da
cerveja, impactando caracteristicas como amargor, corpo e dogura.

O calcio (Ca**) e o magnésio (Mg?*), por exemplo, contribuem para a dureza da
agua, sendo importantes para a estabilidade das proteinas e para o desempenho das
enzimas na mosturagao. O calcio também ajuda a reduzir o pH do mosto, promovendo
um ambiente ideal para a atividade enzimatica. Ja os sulfatos (SO,27) intensificam a
percepcao de amargor, enquanto os cloretos (Cl7) reforcam a sensacéo de corpo e
suavidade. Dessa forma, a agua ideal varia conforme o estilo da cerveja a ser
produzida (Palmer, 2021).

Essa relagdo entre o tipo de agua e estilo de cerveja € observada
historicamente em diferentes regides do mundo. A cidade de Pilsen, na Republica
Tcheca, possui agua branda, o que favoreceu a criagao das Pilsners. Em Burton-on-
Trent, na Inglaterra, a agua rica em sulfato de calcio foi essencial para o
desenvolvimento das India Pale Ales (IPAs). Ja em Dublin, na Irlanda, a agua rica em
bicarbonatos contribuiu para a produc¢ao das Stouts, equilibrando a acidez dos maltes
torrados (Goldammer, 2008).

Além disso, em fungao das caracteristicas locais da agua, muitos cervejeiros
realizam a correcdo mineral por meio da adicdo de sais, como sulfato de calcio
(CaS0,) e cloreto de calcio (CaCl,), ajustando assim o perfil da agua a receita e ao
estilo desejado. A literatura atual reforga que a qualidade da agua influencia desde o
desempenho das leveduras até a formagdo da espuma e a estabilidade da cerveja

armazenada (PuncCocharova et al., 2019).

2.5.4 Levedura
As leveduras sao microorganismos vivos pertencentes ao grupo dos fungos
unicelulares, amplamente utilizados em diversos processos industriais em funcéo da

sua adaptabilidade e capacidade de realizar fermentacdes eficientes. A fermentagao
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alcodlica, dentre as aplicagbes mais importantes, € utilizada para produzir etanol,
diéxido de carbono e compostos aromaticos, sendo essencial na fabricagao de paes,
bebidas alcodlicas, vinagre, biocombustiveis e produtos fermentados como kefir e
kombucha (Borzani; Lima; Aquarone, 2001). Na Figura 4, pode-se observar sua

morfologia.

Figura 4 - Leveduras Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Autora (2025).

Na produgéo de cerveja, a fermentacdo representa uma etapa crucial, pois é
nesta fase que ocorre a produgao do alcool, bem como a formagao de compostos
volateis que conferem aroma e sabor caracteristicos ao produto final. A eficiéncia
fermentativa depende diretamente da vitalidade da cultura de levedura e das
condicdes ambientais oferecidas ao micro-organismo (Gibson et al., 2007; Borzani et
al.,2021)

As leveduras sao as responsaveis pela transformagao dos agucares do mosto

em alcool e gas carbénico como mostra a equagao a seguir:

CoHy,0s — 2C,H;OH + 2CO0,

Nao somente na transformacédo de agucar em alcool e gas carbbnico a
levedura se destaca, mas também na sua contribuicdo com aroma, sabor, cor,
turbidez, formacao de espuma, ou seja, a qualidade final da cerveja depende do tipo

de levedura, de sua viabilidade, eficiéncia e qualidade. As leveduras mais utilizadas
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Nno processo cervejeiro sdo as do género Saccharomyces, com a sua classificagao
baseada em como se comporta nos tanques de fermentagcdo como também na
temperatura desse processo, sendo leveduras de alta fermentagéo (cervejas do tipo
Ale), atuando com temperaturas que variam de 14°C a 25°C, e predominantemente
na superficie do mosto, como exemplo a Saccharomyces cerevisiae, e leveduras de
baixa fermentagao (Cervejas do tipo lager), atuando com temperatura que varia de
4°C a 12°C e atuando predominantemente no fundo do fermentador, exemplo a
Saccharomyces pastorianus (Lima; Schuina; Bianchi, 2024).

Para se ter um melhor controle do processo fermentativo, entender o
comportamento das leveduras, conhecer a sua viabilidade, monitorar parametros
como temperatura e pressao resultara em um melhor rendimento na produgao
cervejeira e em um produto final de maior qualidade (Lima; Schuina; Bianchi, 2024).

A disponibilidade de nutrientes para a levedura no processo de fermentagao
também deve ser avaliada, pois € necessaria uma cultura adequada para um bom
crescimento dessas células e producdo adequada do alcool, como o nitrogénio,
vitaminas e minerais. A falta desses nutrientes atrapalha a fermentacao a tornando
incompleta ou abaixando a qualidade do produto final (Gobbi et al., 2020).

O crescimento das leveduras durante a fermentagao cervejeira ocorre em trés
fases distintas: laténcia, exponencial e estacionaria. Na Figura 5, é possivel observar
de forma dindmica essas etapas. Na fase de laténcia, as células adaptam-se ao
ambiente do mosto, sintetizando enzimas e transportadores necessarios para
metabolizar os acucares disponiveis. Durante a fase exponencial, ocorre a
multiplicacdo celular ativa, com elevado consumo de agucares fermentaveis, como
glicose e maltose, resultando na producéao de etanol, diéxido de carbono e compostos
secundarios que influenciam o perfil sensorial da cerveja. Por fim, na fase estacionaria,
a taxa de crescimento iguala-se a taxa de morte celular, estabilizando a populacéo de

leveduras e marcando o fim da fermentacao ativa (Bokulich; Bamforth, 2013).
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Figura 5 - Fases de crescimento das leveduras

Fase Estogronina
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Fonte: Adaptado de Barros et al. (2020).

Na fase estacionaria, o numero de células viaveis e inviaveis tende a se
estabilizar. Nesse estagio, os nutrientes e substratos estdo quase esgotados, e o
acumulo de etanol e outros metabdlitos toxicos no meio fermentativo dificulta a
sobrevivéncia das leveduras. Com isso, a taxa de mortalidade celular aumenta, e a
quantidade de células inviaveis supera a de viaveis, o que indica o término da
fermentacgao principal e a necessidade de transi¢cédo para a etapa de maturagéo (Lima;
Schuina; Bianchi, 2024).

A levedura Saccharomyces consegue se ajustar metabolicamente em presenca
ou auséncia de oxigénio. Acontece na fase inicial da fermentagdo o processo de
aerobiose, essa etapa é energeticamente mais eficiente e tem a finalidade de
promover o crescimento e a ressuspensado da biomassa de levedura, essa fase é
crucial e ocorre nas primeiras 24 horas do contato do mosto com o fermento. O
processo sem o oxigénio, ou seja, 0 processo anaerobio atua na conversao do agucar
em etanol e gas carbdnico (Borzani et al., 2001).

Vé-se como a levedura € parte primordial da cerveja. Sua qualidade, viabilidade
e monitoramento descrevem como sera a qualidade final do produto. A escolha de
qual o fermento e se ele esta apropriado deve ser uma prioridade para todo cervejeiro

apaixonado por cerveja.

2.6 PROCESSO PRODUTIVO DA CERVEJA
O processo de produgdo de cerveja envolve varias etapas interligadas,
podendo ser visto de forma didatica no fluxograma representado na Figura 6, cada

uma com sua funcado especifica para garantir a qualidade e o sabor da bebida.
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Inicialmente, ocorre a moagem do malte, onde o grao de malte é triturado para facilitar
a extragcao dos agucares durante a fervura. Apés a moagem, o malte € misturado com
agua quente, promovendo a conversao dos amidos em agucares fermentaveis. Em
seguida, o mosto é filtrado para separar os solidos, e passa pela fervura, onde lupulos
sdo adicionados para amargar e aromatizar a cerveja, além de esterilizar o liquido.
Apos a fervura, o0 mosto é resfriado e transferido para o tanque de fermentagao, onde
a levedura é adicionada para iniciar a fermentagcédo alcodlica, transformando os
agucares em alcool e CO,. Apds a fermentagdo primaria, a cerveja passa pela
maturacdo, onde €& armazenada por um periodo de tempo controlado para
desenvolver sabores e estabilidade. Finalmente, a filtracdo e a carbonatagao sao
realizadas antes do envase, garantindo a clareza e o equilibrio da bebida antes de ser

distribuida ao consumidor (Kunze, 2004).

Figura 6 — Fluxograma do processo produtivo da cerveja

Moagem I:> Mosturagéo I:> Filtragao I:> Fervura do

l

Clarificagéo <:| Matu ragéo <:| Fermentagéo <:| Resfriamento

l

Carbonatagio |:> Envase

Fonte: Autora (2025).

O processo de producao da cerveja apresenta uma base padronizada em todas
as fabricas cervejeiras, diferenciando-se, no entanto, pelas receitas e particularidades
que conferem caracteristicas sensoriais especificas a cada tipo de cerveja (Kunze,
2004).

As etapas fundamentais do processo produtivo incluem a moagem do malte,

na qual o malte é triturado para facilitar a extracdo de acucares fermentaveis; a
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brassagem, que compreende as fases de mostura, clarificacdo e fervura,
responsaveis pela conversao do amido em agucares e pela incorporacdo dos
compostos do lupulo que fornecem o amargor; a fermentagcédo, em que as leveduras
metabolizam os agucares, produzindo etanol e diéxido de carbono; a maturagao,
etapa crucial para o desenvolvimento do sabor e do aroma da cerveja; a centrifugagao
e filtragdo, processos aplicados para garantir a estabilidade fisico-quimica e a
clarificacdo da bebida; e por fim, a carbonatagdo, que ajusta os niveis de gas
carbbnico, conferindo as caracteristicas finais antes do envase e distribuicdo do
produto (Abreu; Vieira; Ferreira, 2009).

A moagem do malte constitui uma etapa fundamental no processo de
fabricacao de cerveja, com a funcgao principal de aumentar a superficie de contato do
grao, facilitando a extragao dos agucares durante a mosturacéo. Para essa finalidade,
utilizam-se predominantemente moinhos de rolos, como pode ser visto na Figura 7,
que permitem um controle preciso sobre o tamanho das particulas, evitando a
formacao excessiva de farinha fina, a qual pode comprometer a filtracdo do mosto.
Além disso, a integridade da casca do malte deve ser preservada, uma vez que
desempenha um papel importante na clarificagdo do mosto. A correta moagem
influencia diretamente a eficiéncia da extragao de agucares e a qualidade sensorial da
cerveja, além de impactar o desempenho do processo de fermentagdao (Agéncia
agraria, 2025).

Figura 7 - Moinho de rolos industrial utilizado para moagem de malte em cervejarias

Fonte: Autora (2>023).
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A brassagem € a segunda etapa na produgdo da cerveja, composta por
processos sequenciais, sdo eles a mosturagao, filtracao e fervura. Essas fases visam
extrair acucares fermentesciveis do malte, preparar o mosto e adicionar compostos
de sabor e aroma. Na mosturagdo, o malte moido € misturado com agua quente em
temperaturas controladas que geralmente variam entre 62 °C e 72 °C, dependendo do
perfil enzimatico desejado e do estilo de cerveja a ser produzido. Temperaturas mais
baixas, proximas a 62—65 °C, favorecem a a¢ao da B-amilase, resultando em agucares
fermentaveis que promovem uma cerveja mais seca, enquanto temperaturas mais
altas, de 66-72°C, ativam a a-amilase, produzindo acgucares maiores que
proporcionam maior corpo e dogura residual a bebida. Essas enzimas quebram os
amidos em agucares simples. A filtragao é a fase em que o mosto gerado é separado
das cascas dos graos, garantindo uma liquidez adequada para a fermentagao. Por
fim, a fervura serve para esterilizar o mosto, além de permitir a adicao de lupulo, que
contribui com o amargor, aroma e sabor a cerveja (Kunze, 2004; Goldammer, 2008).

O processo de fermentagédo tem inicio com a inoculagao das leveduras no
tanque, ao qual o mosto é previamente aerado. A aeracgao inicial € fundamental para
a multiplicagdo e crescimento das leveduras na fase inicial da fermentagcdo. No
entanto, a medida que as leveduras consomem o0s agucares do mosto e o teor
alcodlico aumenta, o oxigénio, que inicialmente era benéfico, torna-se prejudicial,
inibindo a produgao de etanol. Isso ocorre porque a presenga de oxigénio pode oxidar
a cerveja, resultando na formagdo de compostos indesejaveis, como o trans-2-
nonenal, que confere um sabor caracteristico de papeldo. Dessa forma, a aeracéo é
realizada apenas durante a transferéncia do mosto da panela de fervura para o tanque
de fermentacao (Bamforth, 2009).

A fermentacdo € uma etapa da produgdo da cerveja, responsavel pela
conversao dos agucares do mosto em etanol e didxido de carbono, por meio da acao
das leveduras, predominantemente Saccharomyces cerevisiae. O processo de
fermentagao ocorre em duas fases distintas. Na fermentagao primaria, ocorre a maior
parte do metabolismo dos acucares presentes no mosto, onde as leveduras
convertem os agucares em etanol e didxido de carbono. Ja a fermentagao secundaria
tem como objetivo o aprimoramento das caracteristicas sensoriais da cerveja, como
sabor, aroma e carbonatagdo. Esse processo € crucial para o desenvolvimento do
perfil final da bebida. O controle rigoroso da temperatura durante ambas as fases é

essencial para evitar a formagdo de compostos indesejaveis e para garantir uma
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eficiéncia fermentativa otimizada, como destacado por Borzani et al. (2001) e Venturini
Filho (2021). A fermentacao secundaria também é responsavel por reduzir a presenca
de impurezas e melhorar a clarificagao da cerveja.

A etapa de maturagao € fundamental para o '‘arredondamento’ e afinamento da
cerveja, influenciando diretamente a clarificagdo, o aprimoramento de sabores e a
estabilidade do produto final. Durante essa fase, a cerveja € armazenada em
temperaturas controladas e baixas, geralmente entre 0° e 4° C, o que permite a
precipitacao de leveduras, proteinas e sélidos soluveis. Além disso, ocorre a redugao
de compostos indesejaveis, que podem ser descartados ou até coletados para uma
possivel reutilizacdo em fermentagdes subsequentes. O tempo de maturagao varia
conforme o estilo da cerveja; por exemplo, as ales tipicamente maturam por duas a
quatro semanas, enquanto as cervejas de guarda podem exigir periodos mais longos,
variando de trés meses a um ano (Dawson, 2014).

A filtracdo da cerveja € um processo essencial para garantir a clareza,
estabilidade microbioldgica e a qualidade sensorial do produto final. Esse processo
visa remover impurezas, como proteinas, leveduras e outros sélidos, melhorando a
aparéncia da cerveja e prevenindo turbidez ou sedimentos indesejados. A filtragao
pode ser dividida em duas etapas: a primaria, que remove particulas maiores logo
apos a fermentagao e a secundaria, que refina o produto utilizando filtros mais finos,
como os de terra diatomacea ou membranas filtrantes. E importante um controle
cuidadoso do processo, pois uma filtracdo excessiva pode remover compostos de
sabor essenciais, como as proteinas que contribuem para o corpo, a espuma da
cerveja e até oxidar a cerveja. A filtracao a frio € uma técnica frequentemente utilizada
para preservar a estabilidade microbiolégica e a qualidade sensorial, especialmente
em cervejas que necessitam de maior clareza e estabilidade (Kunze, 2004; Morado,
2017).

A carbonatagcdo da cerveja € um aspecto fundamental para a qualidade
sensorial da bebida, influenciando a percepg¢ao do aroma, sabor e sensagao na boca.
Segundo Morado (2017), esse processo pode ocorrer naturalmente, por meio da
refermentagdo na garrafa ou no barril, ou de forma forgada, com a adigao de didxido
de carbono (CO,) sob pressdo. A carbonatagao natural resulta da atividade residual
das leveduras, que consomem agucares remanescentes e produzem CO,, criando
uma textura mais complexa e integrada ao perfil da cerveja. Por ser natural, € mais

dificil controla-la trazendo alguns riscos ao consumidor como a explosao da garrafa.
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Ja a carbonatacado forcada permite um controle mais preciso dos niveis de gas,
garantindo consisténcia e estabilidade no produto final. Além de contribuir para a
formacao e retencédo da espuma, a carbonatacéo influencia diretamente a refrescancia
e a sensacgao tatil da cerveja, sendo um fator determinante na experiéncia sensorial

do consumidor.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta seg¢ao descreve os materiais e métodos utilizados para a realizagao dos
experimentos laboratoriais, com o objetivo de avaliar a viabilidade de reutilizagdo da
levedura Saccharomyces cerevisiae em ciclos sucessivos de fermentagao. As etapas
foram conduzidas de forma controlada em ambiente laboratorial, buscando simular as
condicdes fermentativas aplicadas a producédo cervejeira artesanal, com foco na
analise celular, rendimento fermentativo e consumo de substrato.

Esta secdo descreve os materiais e métodos utilizados para a realizacdo dos
experimentos laboratoriais, com o objetivo de avaliar a viabilidade de reutilizagdo da
levedura Saccharomyces cerevisiae em ciclos sucessivos de fermentagao. As etapas
foram conduzidas de forma controlada em ambiente laboratorial, buscando simular as
condigbes fermentativas aplicadas a produgéo cervejeira artesanal, com foco na

analise celular, rendimento fermentativo e consumo de substrato.

3.1 REAGENTES E MATERIAIS BIOLOGICOS

Para a condugédo dos experimentos, foram utilizados reagentes de grau
analitico, incluindo glicose como principal fonte de carbono (120 g; 100 g/L), fosfato
monopotassico — KH,PO, (1,2 g; 1 g/L), ureia como fonte de nitrogénio (1,2 g; 1 g/L),
sulfato de magnésio — MgSO, (0,6 g; 0,5 g/L), extrato de levedura (2,2 g; 1,83 g/L) e
agua destilada até completar o volume final de 1,2 L. Todos os meios foram
preparados no primeiro dia de pesquisa, assegurando uniformidade nas condi¢des
experimentais. A levedura empregada foi Saccharomyces cerevisiae liofilizada, da
linhagem US-05, de uso cervejeiro, adquirida da marca Fermentis. A inoculagao foi
realizada diretamente no meio glicosado, numa concentracdo de 1 g/L, sem etapa
prévia de propagacao, e os frascos foram incubados a 30 °C por 24 horas para o inicio
da atividade fermentativa. A Figura 8 apresenta a embalagem do produto utilizado.

Os experimentos contaram com o uso de autoclave para esterilizagdo dos meios
e frascos, incubadora com controle de temperatura (ajustada a 25 °C), centrifuga,
camara de Neubauer, espectrofotdmetro com leitura a 540 nm, microscopio 6ptico,
ebulibmetro, balanga semi-analitica, além de materiais de uso geral como frascos
Erlenmeyer de 250 mL, pipetas, provetas, termémetro, baldes volumétricos, tubos

Falcon e balangas de precisdo e semi-analitica.
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Figura 8 - Embalagem da levedura liofilizada Saccharomyces cerevisiae US-05, da marca

Fermentis

Fonte: Autora (2025).

3.2 PREPARO E MEIO DE CULTURA

O meio fermentativo foi preparado com a adicao de 120 g de glicose, 1,2 g de
KH,PO,, 1,2 g de ureia, 0,6 g de MgSO,, 2,2 g de extrato de levedura e de agua
destilada até completar 1,2L. Apés homogeneizagédo, o meio foi distribuido em 12
frascos Erlenmeyer de 250 mL, que serviram como unidades fermentativas, sendo
posteriormente esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C. A Figura 9 ilustra
os reagentes utilizados no preparo do meio, enquanto a Figura 10 apresenta os

frascos ja distribuidos com o meio pronto para esterilizagao.

Figura 9 - Reagentes utilizados na preparagdo do meio fermentativo
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Fonte: Autora (2025).
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Figura 10 — Frascos Erlenmeyer contendo o meio fermentativo distribuido antes da esterilizagao

Fonte: Autora (2025).

3.3 INOCULAGAO E CONDIGOES DE FERMENTAGAO

A inoculagao inicial foi realizada com uma concentragado de 1 g/L de células. A
fermentagdo ocorreu sob temperatura média de 30°C, na incubadora. No inicio e ao
final de cada ciclo, os frascos eram pesados com o objetivo de estimar a perda de
massa associada a liberagdo de CO, durante a fermentagdo. Apos a pesagem final,
1 mL da suspensdo de mosto fermentado era coletado de forma estéril, sem etapas
intermediarias de centrifugacdo ou armazenamento, sendo imediatamente transferido
para um novo frasco contendo meio fresco estéril. Esse frasco era entao pesado e

incubado por 24 h, dando inicio a um novo ciclo fermentativo.

3.4 CONTAGEM DE CELULAS E VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada por coloragdo com azul de metileno,
conforme ilustrado na Figura 11, sendo a contagem realizada na camara de Neubauer.
Para cada analise, foram coletados 1 mL da suspensdo fermentada do frasco
correspondente e 1 mL da solugdo de 2% de azul de metileno com citrato de sédio,
os quais foram homogeneizados em tubo de ensaio. O procedimento foi realizado em
duplicata, ou seja, duas amostras foram preparadas por ponto de coleta. Apds a
mistura, aguardou-se um tempo de 15 minutos para a fixagao da coloragao antes da
leitura em microscopio optico.

No primeiro dia de analise, as amostras permaneceram a temperatura

ambiente apds o tempo de coloragdo. No entanto, a partir do segundo dia foi adotado
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o resfriamento em banho de gelo imediatamente apds os 15 minutos, com o objetivo
de preservar a integridade celular até o momento da leitura. Para cada amostra, foram
analisados 10 quadrantes da camara de Neubauer, sendo 5 quadrantes na diagonal
da esquerda para a direita e 5 quadrantes na diagonal da direita para a esquerda,
ambos percorridos de cima para baixo. Distinguindo-se células viaveis/vivas (n&o
coradas) das inviaveis/mortas (coradas), demonstrado na Figura 12, permitindo o

acompanhamento da viabilidade das leveduras ao longo dos ciclos de reutilizagao.

Figura 11 - Azul de metileno utilizado na coloracdo das amostras para analise de viabilidade

celular

Fonte: Autora (2025).

Figura 12 - Células vivas e mortas na Camara de Neubauer

Fonte: Autora (2025).
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3.5 QUANTIFICAGAO DE ETANOL E CO,

A liberagao de didxido de carbono (CO.,) foi estimada por meio da diferenga de
massa dos frascos antes e apds a fermentagdo, como exemplifica a Figura 13,
utilizando balanca semi-analitica. A producao de etanol foi avaliada por ebuliometria
ao final de cada fermentacao, técnica baseada na variagdo do ponto de ebulicao
conforme a concentracdo alcodlica. A temperatura era observada através ed uma
régua de correlagdo da temperatura com o percentual alcodlico. Ebuliébmetro utilizado

apresentado na Figura 14.
Figura 13 - Pesagem dos frascos antes e apés a fermentacao, utilizada para estimar a liberagédo de

CO, com base na variagdo de massa

Fonte: Autora (2025).

Figura 14 - Ebulibmetro

Fonte: Autora (2025).
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3.6 ANALISE DA CONCENTRAGAO DE GLICOSE RESIDUAL

A concentragdo de glicose residual no meio foi determinada por
espectrofotometria, utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), com
leituras realizadas a 540 nm. Em todos os ciclos fermentativos, foram retiradas
amostras de aproximadamente 10 mL de cada frasco para a analise de glicose. As
amostras foram transferidas para tubos Falcon e submetidas a centrifugagdo com o
objetivo de remover células e impurezas, obtendo um sobrenadante limpo para

posterior leitura, conforme ilustra a Figura 15.

Figura 15 - Amostra pds fermentacéo centrifugada para analise DNS

Sobrenadante

Célillas e

Fonte: Autora (2025).

Como o procedimento de coleta era diario, foi necessario equilibrar a centrifuga
com tubos Falcon adicionais contendo volume equivalente de agua destilada,
garantindo o balanceamento adequado dos rotores. As amostras permaneceram na
centrifuga de 4000 rpm por 10 minutos e, em seguida, o sobrenadante obtido foi
cuidadosamente transferido para novos tubos identificados e armazenado sob
refrigeragao.

Todas as amostras foram devidamente rotuladas com identificacdo do ciclo e
data de coleta, visto na Figura 16, mantendo controle rigido ao longo do experimento.
As analises DNS foram realizadas apenas ao final de todos os ciclos fermentativos,
utilizando-se uma curva padrao previamente construida para a conversao dos valores

de absorbancia em concentragao de glicose.
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As andlises DNS foram realizadas ao final de todos os ciclos fermentativos,
onde inicialmente, o sobrenadante de cada amostra foi diluido em baldes volumétricos
na proporgcdo de 1:50, adicionando-se 1 mL da amostra e completando com agua
destilada. O branco utilizado foi composto apenas por agua destilada. Em seguida,
foram transferidos 0,5 mL da amostra diluida e 1 mL da solugdo de DNS para tubos
Folin-Wu, apropriados para essa analise. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 100°C por 5 minutos para ativar a reagao de redugao do DNS e,
posteriormente, resfriadas em banho de gelo por 1 minuto para interromper a reagao.
Apobs o resfriamento, o volume total das amostras foi ajustado para 12,5 mL com
adicdo de agua destilada, antes da leitura no espectrofotbmetro UV, com a

absorbancia registrada no comprimento de onda de 540 nm.

Figura 16 - Exemplo de Identificacdo dos tubos Falcon para analise de glicose

Fonte: Autora (2025).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e analisados os resultados obtidos ao longo
dos ciclos fermentativos utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae em reuso
sucessivo. Os dados foram organizados com base nos parametros avaliados, como
concentracao celular, viabilidade, liberagcdo de CO,, produgao de etanol e consumo
de glicose. A discusséo é feita a luz da literatura cientifica, buscando interpretar as
tendéncias observadas e compreender o comportamento da levedura frente as

condi¢cbes experimentais adotadas.
4.1 CONTAGEM DE CELULAS E VIABILIDADE
Durante os dez ciclos de fermentagao avaliados, foi possivel observar uma

reducao progressiva na concentragao de células viaveis de Saccharomyces cerevisiae

ao longo dos re-inéculos.

Tabela 2 - Média de contagem de células/mL e viabilidade celular

Média Cél Média Cél

Ciclo vivas Mortas Média total Média Viab
1 ' 499E+06  4,13E+06  9,11E+06  54,7%
2 ' 4,81E+06  2,60E+06  7,41E+06  64,9%
3 3,13E+06  1,39E+06  451E+06  69,3%
4 3,18E+06  2,14E+06  531E+06  59,8%
5 540E+06  1,05E+06 6,45E+06  83,7%
6 1,36E+06  7,75E+05  2,14E+06  63,7%
7 1,09E+06  4,25E+05  1,51E+06  71,9%
8 6,13E+05  4,88E+05  1,10E+06  557%
9 9,13E+05  1,38E+05  1,05E+06  86,9%
10 500E+04  2,88E+05  3,38E+05  14,8%

Fonte: Autora (2025).

A Tabela 2 indica uma reducéo progressiva no numero de células viaveis ao
longo dos ciclos fermentativos, por exemplo, de 4.987.500 no primeiro ciclo para
1.087.500 no sétimo. Embora o meio de cultivo fosse renovado a cada fermentacéo,

garantindo a disponibilidade de nutrientes, observou-se queda significativa na
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viabilidade celular. Isso pode ser atribuido a fatores como o envelhecimento das
leveduras, o acumulo de estresse fisioldgico devido a exposigao repetida ao etanol e
a diminuicdo da capacidade de regeneracéo celular ao longo dos reusos. Kalayu
(2019) destaca que, mesmo em condigdes nutricionalmente adequadas, o reuso
sucessivo de leveduras pode comprometer sua fisiologia, reduzindo sua atividade
fermentativa e viabilidade ao longo dos ciclos.

Na Tabela 2, observa-se a contagem média de células vivas e mortas por ciclo
na média das amostras, evidenciando a tendéncia de declinio da viabilidade. A partir
da sexta reutilizagao das leveduras, observou-se uma queda acentuada na viabilidade
celular e, consequentemente, na capacidade fermentativa, conforme mostrado na
Figura 17, que ilustra a evolugao da concentragao de células vivas ao longo dos ciclos.
Essa tendéncia é consistente com o acumulo de estresse fisiolégico que afeta as
células a cada novo ciclo, especialmente por exposi¢cao continua ao etanol produzido
nas fermentacdes anteriores e ao desgaste do metabolismo celular (Sturmberger et
al., 2021).

Figura 17 - Grafico de células vivas ao longo dos ciclos de fermentacao
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Fonte: Autora (2025).

Embora o meio de cultura tenha sido renovado a cada re-indculo, o que exclui
a limitacdo de nutrientes como fator, outros elementos contribuem para a queda na
viabilidade, como alteragdes na integridade da membrana plasmatica, redugcdo na
capacidade de regeneracao e envelhecimento celular (Zhao et al., 2020; Jin et al.,
2023).



46

A Tabela 3 apresenta os valores na duplicata e variagcbes que podem ser
observadas entre as amostras, especialmente no primeiro ciclo, essas diferencas
podem ser atribuidas a fatores operacionais. Esse fator foi evidenciado ja no primeiro
dia de fermentacido, quando se observou um numero elevado de células mortas na
contagem. Como medida corretiva, foi incluida na metodologia a etapa de
conservagao constante das amostras em banho de gelo durante todas as
manipulagdes, o que contribuiu para maior uniformidade nos ciclos seguintes. Essa
correcdo metodoldgica teve por objetivo preservar a integridade celular e reduzir
interferéncias externas nos resultados, aspecto também salientado por Oi et al.
(2012), ao abordarem a influéncia das condicbes de manuseio na vitalidade das

leveduras.

Tabela 3 - Duplicatas da contagem de células e viabilidade

Células Células Células Total de Total de Viabilidade Viabilidade

Ciclo Vivas(1) Vivas(2) Mortas(1) Células(1) Células(2) (%) (%)
| 1 | 5,88E+06 |4,10E+06‘ 3,78E+06 | 9,65E+06 | 8,58E+06 | 60,9% | 47,80%
2 | 5,55E+06 |4,08E+06‘ 3,23E+06 | 8,78E+06 | 6,05E+06 | 63,2% | 67,40%
3 | 3,33E+06 |2,93E+06‘ 1,18E+06 | 4,50E+06 | 4,53E+06 | 73,9% | 64,60%
4 | 5,15E+06 | 1,20E+06' 2,95E+06 | 8,10E+06 | 2,53E+06 | 63,6% | 47,50%
5 | 6,30E+06 I4,50E+06' 9,50E+05 | 7,25E+06 | 5,65E+06 | 86,9% | 79,60%
6 | 1,33E+06 | 1,40E+06‘ 6,75E+05 | 2,00E+06 | 2,28E+06 | 66,3% | 61,50%
7 | 1,25E+06 | 9,25E+05‘ 5,00E+05 | 1,75E+06 | 1,28E+06 | 71,4% | 72,50%
8 | 5,50E+05 | 6,75E+05‘ 2,75E+05 | 8,25E+05 | 1,38E+06 | 66,7% | 49,10%
9 | 7,75E+05 | 1,05E+06‘ 1,25E+05 | 9,00E+05 | 1,20E+06 | 86,1% | 87,50%
10 | 7,50E+04 |2,50E+04‘ 3,25E+05 | 4,00E+05 | 2,75E+05 | 18,8% | 9,10%

Fonte: Autora (2025).

A literatura cientifica aponta que, em condicdes laboratoriais € mesmo em
ambientes industriais controlados, a levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser
reutilizada de 3 a 6 vezes sem prejuizos significativos a fermentacéo. Apos esse limite,
observa-se uma reducdo da viabilidade e vitalidade celular, aumento no risco de
contaminagdes e alteragbes indesejadas no perfil sensorial do produto (Vieira et al.,
2013). Essa recomendagao também é reforgada por publicagdes técnicas voltadas a
cervejeiros artesanais, que sugerem um numero maximo semelhante de reutilizagbes

antes que o desempenho fermentativo seja comprometido (Hopsterbrew, 2023).
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Estudos como o de Kalayu (2019) e Powell et al. (2003) também destacam que a
persisténcia do uso sem renovagao da cultura pode levar a selegao de subpopulagdes
celulares menos eficientes, comprometendo o desempenho fermentativo. Em
consonancia com a literatura, os dados desse experimento mostram um declinio
marcante na viabilidade, no numero total de células e na producao de etanol apds o

sexto ciclo.

4.2 PRODUCAO DE ETANOL

A Tabela 4 e a Figura 18, apresentam os valores de produgao de etanol (g/L)
ao longo dos ciclos, indicando que os resultados seguem os padrdes esperados tanto

na literatura cientifica quanto na pratica industrial.

Tabela 4 - Variacdo da concentracao de etanol

Ciclo Grau Alcodlico Concentragao

(GL) (g/L)
1 0,6 | 4,73
2 1 | 7,89
3 1 | 7,89
4 0,6 | 4,73
5 0,1 | 0,79
6 0,5 | 3,95
7 0 | 0
8 0 | 0
9 0 | 0
10 0 | 0

Fonte: Autora (2025).

Ao analisar a produgao de etanol ao longo dos dez ciclos de fermentagao,
observou-se uma tendéncia decrescente nos teores alcoolicos, especialmente apos o
quinto re-inéculo. Na primeira fermentagdo, a concentragdo de etanol foi de
aproximadamente 4,7 g/L (0,6°GL), alcangando um pico de 7,8 g/L (1°GL) nos ciclos

dois e trés, seguido por uma queda gradual até atingir 0 g/L a partir do sétimo ciclo.



48

Figura 18 - Producgéao de etanol ao longo dos ciclos
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Fonte: Autora (2025).

Essa redugao progressiva esta diretamente relacionada a queda na viabilidade
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, como discutido anteriormente.
Leveduras menos viaveis apresentam metabolismo fermentativo comprometido, o que
impacta diretamente na conversdo de acgucares em etanol (Zhao et al., 2020).
Segundo Kalayu (2019), a reutilizagéo serial da levedura esta associada a alteragdes
fisiolégicas, como o envelhecimento celular, acumulo de mutagbes e aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica, o que compromete o transporte de

nutrientes e a excrecao de metabdlitos, incluindo o etanol.

Além disso, Vieira et al. (2013) apontam que apos o sexto re-inoculo, ha queda
significativa na eficiéncia fermentativa, tornando a reutilizagdo economicamente
inviavel sem uma renovacgao parcial ou total da cultura. Esse comportamento também
€ evidenciado na industria cervejeira, onde o limite de reutilizagbes geralmente varia
entre 4 e 6 ciclos para manter o desempenho fermentativo e a estabilidade sensorial
do produto. Essa pratica é corroborada por estudos cientificos, como o de Powell et
al. (2003), que analisam os impactos fisiolégicos da reutilizagdo sucessiva das
leveduras, e também por orientagbes técnicas voltadas a cervejeiros artesanais
(Hopsterbrew, 2023).

Outro ponto relevante é o impacto cumulativo da concentracdo de etanol
residual nos meios subsequentes, que pode gerar estresse osmotico nas células,
reduzindo sua taxa de crescimento e atividade metabdlica (Jin et al., 2023). Isso

explica, em parte, a queda de produgao mesmo em presenca de substrato disponivel.
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4.3 LIBERAGAO DE CO, POR VARIACAO DE MASSA

Durante os ciclos de fermentacdo avaliados, observou-se uma variagao
progressiva da massa dos frascos fermentativos, atribuida principalmente ao

desprendimento de dioxido de carbono (CO,), conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 5 - Dados da perda de massa na liberacéo de CO,

Ciclo Peso Inicial (g) Peso Final (g) Diferenca (g)
1 | 235,3 | 234,6 | 0,7
2 220,2 | 219,7 | 0,5
3 2421 | 241,3 | 0,8
4 2295 | 228,9 | 0,6
5 2341 | 233,6 | 0,5
6 205,3 | 205, 1 | 0,2
7 251,6 | 251,6 | 0
8 251,4 | 251,1 | 0,3
9 211,3 | 211 | 0,3
10 246,4 | 246, 1 | 0,3

Fonte: Autora (2025).

Essa perda de massa estd diretamente relacionada a reagdo global da
fermentagéo alcodlica realizada por Saccharomyces cerevisiae, representada na via
glicolitica abaixo:

C¢H,,0¢ — 2C,HsOH + 2C0, + Energia

Ou seja, para cada molécula de glicose fermentada, sdo geradas duas
moléculas de etanol e duas de CO,, sendo este ultimo liberado na forma gasosa, o
que justifica a diminuigdo de massa observada nos frascos.

Nos primeiros ciclos, o desprendimento de CO,, foi mais intenso, indicando uma
maior taxa fermentativa e, portanto, maior atividade metabdlica das leveduras. No
entanto, a partir do sexto ciclo, essa taxa apresentou queda significativa, refletindo a
reducado na viabilidade e vitalidade celular. Essa tendéncia também € reportada por
Garge et al. (2024), que destacam alteragdes na expressao proteica de leveduras
submetidas a multiplos reusos, especialmente em proteinas associadas a glicolise e

a tolerancia ao estresse, resultando em fermentagdes menos eficientes.
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Eigenfeld et al. (2023) também evidenciam que a propor¢cao de células
envelhecidas aumenta com o numero de re-inéculos, afetando a integridade
mitocondrial e a taxa de consumo de acucares, fatores que impactam diretamente a
geracao de CO,. Isso pode explicar a menor perda de massa observada nos ciclos
finais, pois leveduras senescentes possuem menor capacidade de conversao da
glicose em etanol e CO,.

Além disso, Dezelak et al. (2015) observaram que o reaproveitamento continuo
de levedura pode afetar a assimilagdo de ions essenciais ao metabolismo
fermentativo, como magnésio e zinco, reduzindo a eficiéncia na geragcédo de CO, e
etanol. Isso reforgca que, mesmo com o fornecimento de novo meio nutritivo a cada
ciclo, o envelhecimento celular e a fadiga metabdlica sdo fatores limitantes na
performance fermentativa, como observado no presente estudo.

Por fim, Pinto Neto et al. (2023) confirmam que o desempenho fermentativo &
sustentavel até o sexto ciclo de reutilizacdo, mas tende a declinar significativamente
apos esse ponto, coincidindo com os dados obtidos neste trabalho sobre a reducéao
na variacao de massa a partir do ciclo 7.

Apesar disso, mesmo nos ciclos finais, quando os teores de etanol se
aproximaram de zero, observou-se ainda uma leve variagdo de massa, evidéncia da
liberacdo de CO,, conforme apresentado na Tabela 5 e 6. Esse comportamento pode
ser explicado por trés mecanismos complementares. O primeiro € a atividade
metabdlica residual: mesmo sob forte estresse, algumas células ainda realizam etapas
iniciais da glicolise, liberando CO, mesmo sem completar a fermentagédo alcodlica
(Eigenfeld et al., 2023). Outro fator é a possivel ativagado da via respiratéria aerobica,
induzida por tragos de oxigénio no sistema, que gera CO, sem formar etanol. Por fim,
a autdlise e a degradagao de compostos do meio por enzimas liberadas durante a
morte celular também podem resultar na liberacdo de CO, (Dezelak et al., 2015).

Esses mecanismos sugerem que a massa perdida nos ultimos ciclos nao reflete
fermentacgao eficiente, mas sim atividades metabdlicas residuais ou efeitos indiretos
do processo de senescéncia celular. Tal observacio esta de acordo com os padrdes
descritos na literatura e reforca a importancia de limitar o niumero de reutilizagbes das

leveduras para garantir a estabilidade e o desempenho do processo fermentativo.
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4.4 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE GLICOSE RESIDUAL

A Tabela 6 mostra um aumento progressivo na concentracdo de glicose

residual nos mostos ao final de cada ciclo de fermentagao.

Tabela 6 - Analise DNS para avaliar glicose residual nos ciclos de reuso

Ciclo Abs Diluicao Glicose (g/L)
‘Controle (S0) 0,349 100 12589
| 12 | 0,222 | 50 41,29

22 | 0,286 | 50 52,20
32 | 0,308 | 50 ' 55,87
42 | 0,487 | 50 . 86,48
52 | 0,538 | 50 95,09
6 | 0,553 | 50 - 97,73
72 | 0,600 | 50 105,75
82 | 0,632 | 50 111,20
9° | 0,651 | 50 114,36
100 0,665 | 50 116,83

Fonte: Autoral (2025).

Esse comportamento indica uma diminuicdo na eficiéncia de consumo de
acucares fermentaveis pela levedura ao longo dos re-inéculos. Nos primeiros ciclos,
observa-se maior deplecdo da glicose, refletindo atividade metabdlica robusta e
fermentacao eficiente. No entanto, a partir do quinto ciclo, esse consumo se reduz
significativamente, coincidindo com a queda na viabilidade celular e na produgéao de
etanol discutidas anteriormente.

Esse acumulo de glicose pode ser explicado pela perda de vitalidade
fermentativa das células de S. cerevisiae ao longo dos re-inéculos. Estudos recentes
indicam que o metabolismo glicolitico € progressivamente comprometido durante
diversos ciclos de reuso. Em particular, Garge et al. (2024) mostraram que ocorre uma
mudang¢a na expressao proteica, incluindo enzimas envolvidas na glicdlise, o que
reduz o rendimento fermentativo com o passar dos ciclos. Além disso, Eigenfeld et al.
(2023) relatam que o acumulo de células envelhecidas e fisiologicamente estressadas
diminui a atividade de captura e transformacéao de glicose, impactando diretamente o

consumo do substrato.
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Essa queda na eficiéncia de utilizacdo de glicose esta também alinhada com
os achados de Dezelak et al. (2015) e Pinto Neto et al. (2023), que indicam que apds
o sexto ciclo a capacidade fisiolégica da levedura € significativamente reduzida,
resultando em glicose residual elevada no meio, mesmo com meio fresco em cada
reuso.

Outro fator que pode contribuir para esse comportamento € a possivel
acumulagdo de subprodutos téxicos ao longo dos ciclos, como acidos graxos de
cadeia curta, aldeidos e compostos fendlicos, que afetam o metabolismo central da
célula e a regeneragao do NAD*, essencial para manter o fluxo glicolitico (Boulton;
Quain, 2001; Zhao et al., 2020).

O aumento continuo da concentragdo de glicose residual, mesmo diante da
renovacgao do meio, reforga a hipétese de fadiga celular como fator limitante. Conforme
Pinto Neto et al. (2023) e Dezelak et al. (2015), a reutilizagao excessiva de leveduras
pode comprometer sua capacidade de adaptacdo a novos ciclos fermentativos,
afetando diretamente a assimilagdo de nutrientes essenciais e o desempenho global
da fermentagao.

Além disso, observou-se que os valores obtidos para a concentragao inicial de
glicose estavam acima dos 100 g/L esperados, mesmo com a formulagdo do meio
padronizada. Essa discrepancia pode ser explicada por interferéncias inerentes ao
método DNS, que reage com qualquer agucar redutor presente na amostra. O extrato
de levedura utilizado pode conter tragos de outros carboidratos redutores, como
maltose ou dextrinas, que reagem com o reagente DNS e resultam em
superestimagao da concentragéo de glicose. Outras possiveis causas incluem a perda
de agua por evaporacédo durante a esterilizagdo, o que concentra o meio, ou pequenas
variagdes na homogeneizacao e pipetagem durante o preparo da curva padrao ou das
amostras. Estudos demonstram que a presenga de compostos com grupos carbonila
ativos, como furfural e 5-hidroximetilfurfural, pode elevar em até 68 % a estimativa de
agucares redutores pelo DNS em relagao ao valor real (Deshavath et al., 2020).

Outro fator que deve ser considerado é a possibilidade de erro na pesagem dos
solidos no momento do preparo do meio de cultura, especialmente em etapas
manuais, 0 que pode ter levado a adicdo de uma quantidade superior a 120 g de
glicose no volume total. Esse tipo de erro operacional € comum em ambientes

experimentais e pode justificar os valores elevados detectados na quantificagao inicial.
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De forma geral, os dados obtidos ao longo dos ciclos indicaram que o reuso da
levedura Saccharomyces cerevisiae € viavel por até seis reaproveitamentos
consecutivos, mantendo bons niveis de viabilidade celular, producdo de etanol e
liberacdo de CO,. Observou-se que, mesmo com pequenas oscilacbes na
concentracao de glicose inicial, atribuidas a interferéncias do método DNS e variagdes
técnicas, o desempenho fermentativo permaneceu satisfatério até o sexto ciclo, com
queda acentuada a partir do quinto. Esses achados confirmam que a pratica de re-
indculos, quando controlada e monitorada adequadamente, contribui para a eficiéncia

do processo, reducao de custos e sustentabilidade na producgao cervejeira.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o reuso sucessivo de Saccharomyces
cerevisiae em ciclos fermentativos afeta significativamente o desempenho fisioldgico
e fermentativo das células. Observou-se uma queda progressiva na concentragao de
células viaveis, especialmente apds o quinto ciclo, o que corrobora com a literatura
que estabelece esse ponto como um limite critico para o reaproveitamento eficiente
da levedura.

A produgao de etanol e a variagdo de massa (indicativa da liberagdo de CO,)
também apresentaram redugdo a partir dos ciclos intermediarios, mesmo com o
fornecimento de meio de cultura fresco e nutricionalmente adequado em todos os re-
indculos. Isso sugere que fatores como o envelhecimento celular, a fadiga metabdlica
e 0 acumulo de estresse osmotico e etandlica impactaram diretamente o metabolismo
fermentativo.

Além disso, a concentragao de glicose residual aumentou nos ciclos finais,
indicando um comprometimento da capacidade de assimilagado e metabolizacdo do
acgucar pelas leveduras reutilizadas. Este achado reforca que, mesmo em condi¢cdes
laboratoriais controladas, o desempenho fermentativo de Saccharomyces cerevisiae
tende a declinar com o numero de reutilizagdes, especialmente quando ultrapassado
o sexto ciclo.

Por fim, a padronizagdo metodolégica, como o uso do banho de gelo e o
descarte de dados de duplicatas inconsistentes, foi essencial para garantir a
fidedignidade dos resultados. O conjunto dos dados obtidos neste trabalho fornece
subsidios relevantes para a definicdo de protocolos seguros de reutilizagcdo de
leveduras, com vistas a manutencao da eficiéncia e qualidade no processo
fermentativo, sendo especialmente util tanto em contextos laboratoriais quanto

industriais.
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