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Production and analysis of beers brewed with back-slopping of yeast cells

Eixo Tecnologico: Producdo Alimenticia

Resumo

O reciclo de leveduras tem sido uma préatica ascendente nas cervejarias artesanais como forma de baixar o custo
de producéo, no entanto, ainda existem muitas ddvidas com relagdo as possiveis alteracdes que a bebida pode
sofrer, a cada reciclo do fermento, principalmente quanto a formagdo dos aromas e sabores. Outro ponto de
questionamento das cervejarias artesanais faz referéncia sobre as alteracdes da qualidade final da bebida quanto as
pequenas variagdes dos processos como, por exemplo, % extrato inicial, volume do tanque de fermentacéo,
variagdo da temperatura de fermentacdo. Assim, experimentos analiticos que possam monitorar e testar alguns
destes parametros para posterior andlises da qualidade do produto obtido se fazem necessario. Neste projeto,
cervejas foram produzidas nos laboratérios da Fatec Piracicaba, com o reuso de leveduras. Acompanhamento
microbioldgico de sucessivos reciclos de leveduras cervejeiras ou ndo, demonstraram que a viabilidade celular e
auséncia de microrganimos contaminantes pode ser mantida tomando os devidos cuidados de assepsia. Analises
quimicas e cromatograficas demonstraram ndo haver correlacdo entre reciclos, acondicionamento ou ndo das
células na determinacéo final dos VOCs (compostos organicos volateis). Porém, estamos especulando e testando
se o controle adicional para evitar entrada de O, nos fermentadores pode desempenhar papel crucial na adequada
atenuacao e maturagdo dos aromas e sabores que influenciam na qualidade final de cervejas artesanais.

Palavras-chave: Cerveja artesanal. Diacetil. Vitalidade celular. Floculagao. Fermentag&o.

Abstract

Yeast repitching has been an ascending practice in craft breweries as a way of lowering the production cost,
however, there are still many doubts regarding the possible changes that the beverage may undergo with yeast
back-slopping, especially regarding aromas and flavors. Another questioning point of craft breweries refers to
changes in the final quality of the beverage in terms of small variations in the processes, such as % initial extract,
volume of the fermentation tank, variation in fermentation temperature. Thus, analytical experiments that can
monitor and test some of these parameters for further analysis of the quality of the product obtained are necessary.
In this project, beers were produced in the laboratories of Fatec Piracicaba, with back-slopping of yeasts.
Microbiological follow-up of successive cycles of brewer's yeast or not, demonstrated that cell viability and
absence of contaminating microorganisms could be maintained by taking care of asepsis. Chemical and
chromatographic analyzes showed no correlation between repitching, recuperation or not of cells in the final
determination of VOCs (volatile organic compounds). However, we are speculating and testing whether additional
control to prevent O; entry into the fermenters could play a crucial role in the proper attenuation and maturation
of aromas and flavors that influence the final quality of craft beers.

Key-words: Craft beer. Yeast repitching, Diacetyl. Flocculation. Brew.

1. Introducéo

Leveduras sdo reutilizadas em processos fermentativos até mesmo antes do conhecimento
de que elas seriam as responsaveis pela fermentacdo. O reuso de leveduras esta intimamente
relacionado a reducdo de custo de producdo da cerveja pela reutilizacdo da matéria-prima e
diminuicdo de tempo de fermentacdo pela reducdo da fase lag da biomassa aproveitada. O
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numero de reutilizagbes de leveduras esta relacionado a sanitizagdo do processo, de modo a
evitar contaminagdo. Alguns autores apontam que a capacidade fermentativa pode diminuir a
medida que as condigdes do processo induzem estresse celular, e que, cada linhagem pode
apresentar comportamento intrinseco diferente, bem como de viabilidade celular frente as
condicdes adversas encontradas [1]. Entretanto, Powell e Diacetis [2] analisaram a estabilidade
genética e fisioldgica de leveduras Ale e Lager apds respectivamente 98 e 135 reciclos e
concluiram que embora algumas linhagens sejam susceptiveis a danos fisioldgicos e genéticos
que podem interferir no desempenho fermentativo, outras sdo mais resilientes e se mantém mais
estaveis mesmo apds extensivos reciclos. Em sua revisdo de literatura, Kalayu [3] apresenta
varios resultados controversos sobre este assunto, ressaltando a importancia de mais pesquisas
aplicadas sobre este procedimento.

O passo mais importante na producdo da cerveja € a fermentacdo, quando diferentes
compostos sdo formados, sendo os majoritarios etanol e dioxido de carbono, porém sdo
produzidos também elementos-chave pela levedura, como &lcoois superiores, ésteres e
dicetonas vicinais (VDKS) [4; 5; 6; 7].

O diacetil, produzido em maiores quantidades na fermentacéo priméria, € um dos principais
compostos responsavel por promover alteracdo sensorial desagradavel na cerveja, deixando-a
com aroma e sabor remetente & manteiga rancosa. Sendo assim, ele € um parametro de
qualidade importante e, por isso, deve-se fazer o acompanhamento de sua concentracao durante
a etapa de fermentacdo. Além do diacetil, outros off flavors podem aparecer na cerveja, como,
por exemplo, o acetaldeido, &cidos organicos e compostos sulfurosos.

Os microrganismos responsaveis pelo processo fermentativo, leveduras do género
Saccharomyces, produzem o a-acetolactato, de forma extracelular, como metabolito
indispensavel para o crescimento celular. Este composto pode sofrer oxidagdo, por meio de um
processo lento, ndo enzimatico, porém que depende da temperatura, o qual ira causar uma
descarboxilacdo, resultando no composto diacetil que serd removido posteriormente no
processo de fermentacdo por conversdo redutora para acetoina e 2,3 butanediol [8]. Sua
formacdo é desvantajosa porque, mesmo apos a acdo de redutases na etapa de maturacdo da
bebida, se o diacetil permanecer em concentragdes superiores a 0,15 mg/ litro de bebida, o seu
sabor sera perceptivel [9].

Para que se possa ter nova producdo de cerveja a partir da levedura reciclada de uma
producéo anterior, alguns cuidados precisam ser tomados, ja que o processo fermentativo em
si, € um processo estressante para a levedura. Contetdo intracelular de glicogénio, trealose,
proteinases, esterol e acidos graxos ndo saturados, além de cicatrizes de brotamento sdo 0s
biomarcadores mais comuns para monitorar e prever atividades fisioldgicas de células de
levedura [10; 11; 12]. O numero de cicatrizes de brotamento presentes na superficie celular esta
diretamente relacionado ao numero de divisdes que uma célula individual realizou [13; 14] e
pode ser determinado usando microscopia confocal [13; 15].

Este projeto teve como principal objetivo comparar através de analises relacionadas a
qualidade das cervejas produzidas, o reuso de leveduras nos processos de fermentacdo e
producéo das mesmas.

2. Materiais e métodos

As analises microbioldgicas, bem como a producéo de cervejas em escala laboratorial, foram
feitas nos laboratérios da FATEC em Piracicaba — “Deputado Roque Trevisan”.

As leveduras utilizadas no primeiro experimento deste trabalho, foram linhagens nao
comerciais “Modena”, “Alessandro” e “Indigena”. A levedura “Modena” corresponde a cepa
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cervejeira proveniente de cervejaria da Italia. As demais cepas sdo leveduras usualmente
empregadas na producdo de cachacga artesanal. As cervejas produzidas a partir dos reciclos
destas leveduras foram subdivididas em 2 tratamentos. Tratamento 1 — Cervejas produzidas
com leveduras de reciclo puro; Tratamento 2 - Cervejas produzidas com leveduras de reciclo,
porém, previamente “recondicionadas” nos laboratorios da Fatec Piracicaba, sob agitagdo
orbital de 150-rpm por 1 hora em mosto diluido a 50% com &gua autoclavada;

Num segundo experimento, optou-se por comparar duas leveduras comerciais, uma
cervejeira, a S04 da Fermentis® e a outra, uma levedura selecionada para produc&o industrial
de etanol, Cat1 da Fermentec®. Neste experimento, ndo houve tratamento dos reciclos. Apenas
se recuperou 10mL do creme levedurado do fundo do fermentador, apds 7 dias de fermentacao
a 18°C mais 7 dias de maturacdo a 8°C, e o inoculou em 125mL de mosto para inicio de novo
processo de fermentagao.

A reativacao e multiplicacdo de todas leveduras, foi feitaem meio YPD liquido, sob agitacao
orbital a 150rpm e 25°C por 16 horas. O mosto cervejeiro (tipo Soul-IPA), foi preparado
conforme o padrdo ja pré-estabelecido pela microcervejaria parceira, em volume suficiente para
0 preparo de todas as cervejas, em escala laboratorial. Ap6s o preparo e resfriamento do mosto,
0 mesmo foi repartido e congelado a -80°C até o uso.

Uma primeira cerveja, em escala laboratorial de 125mL, foi produzida com cada levedura
reativada, em cada experimentos. Esta primeira cerveja foi fermentada por 7 dias a 18°C e
maturada por mais 14 dias a 8°C. A mesma foi considerada como amostra padrdo, a fim de ser
comparada com as demais cervejas produzidas, justamente a partir do reuso dessas leveduras.
Ao todo, foram efetuados 4 ciclos de producdo de cerveja a partir do reciclo das leveduras
selecionadas para cada experimento desse projeto.

As aliquotas das leveduras multiplicadas na Fatec e as que foram usadas para a fermentacéo,
foram rotineiramente analisadas através da medicdo da densidade Gtica em espectrofotdmetro
a 600 nm de absorbancia. Como parametro para comparacdo das cervejas de reciclo com a
cerveja padrao, sucederam-se analises da viabilidade celular das leveduras, pela contagem das
celulas em cdmara de Neubauer.

A quantidade de etanol gerada a partir dos processos de fermentacdo, determinada por
cromatografia gasosa e a determinacao do diacetil em amostras coletadas no final do processo
de maturacdo das cervejas, feitas pelo método espectrofotométrico recomendado pela
Convencéo Europeia Brewery (EBC), onde o desenvolvimento da coloracéo € obtido através
da reacdo com ortofenilenodiamina para obtencédo da 2,3 dimetilquinoxalina, cuja absorbancia
medida a 335 nm € proporcional a concentracdo de dicetonas vicinais.

3. Resultados e Discussao

As trés cepas de leveduras usadas no preparo das cervejas “padrao” (RO) foram
rotineiramente analisadas ap0s reativacdo em meio YPD liquido quanto a sua viabilidade,
através de coloracdo com azul de metileno, em camara de Neubauer, e observacdo em
microscopio dptico. A micrografia apresentada na Fig. 1, demonstra o padrdo de alta viabilidade
celular que foi sempre seguido para dar inicio aos ciclos de fermentacdo das cervejas. Desta
forma, padronizou-se usar como inéculos RO células 100% viaveis (células inviaveis, se
estivessem presentes, apareceriam nas micrografias como coloracdo azul escuro). Ainda na Fig.
1, pode ser salientada a presenca de brotos, indicativo de pleno vigor das células.
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Fig. 1 — Micrografia das leveduras coradas com azul de metileno para producéo das cervejas
“padrao” (R0) em escala laboratorial. Leveduras apresentam-se com coloracgdo azul clara
indicando viabilidade de 100%. As setas evidenciam multiplicacdo das leveduras por
brotacdo. A) Alessandro; B) Indigena e; C) Modena.

Fonte: autores

Antes da adicdo das leveduras aos mostos cervejeiros, procedeu-se leitura de densidade
Optica em espectrofotdmetro a 600nm, das solucdes celulares para garantir que proporcéo
semelhante fosse adicionada em cada fermentador. Tomou-se como padrdo estabelecido em
projetos anteriores da orientadora, a adigdo de 125uL de solucdo celular de levedura com
D.0.600nm = 0,650, para cada 125mL de mosto cervejeiro a ser fermentado.

Apos 7 dias de fermentacdo, 0 mosto fermentado foi centrifugado 3000xg por 5 min. A 4°C,
recuperando-se 0 sobrenadante (cerveja) e esta mantida para maturacdo por mais 15 dias. A
levedura recuperada pela centrifugacéo foi usada para ser inoculada novamente em novo mosto
para novo ciclo de producéo de cerveja. No entanto, apds cada ciclo de fermentacao, portanto,
antes de cada reciclo, esta levedura foi analisada em microscopio Optico para observacao e
determinacéo de sua viabilidade celular, seguido de leitura de sua densidade Gptica para garantir
que, em cada reciclo, fosse adicionada quantidade similar de levedura. O mesmo procedimento
foi realizado com a porcdo de levedura que foi recondicionada por 1 hora sob agitacdo 150rpm
e 25°C em solucdo de mosto diluido a 50% (~7,8°Brix) em agua autoclavada.

De acordo com as andlises e acompanhamentos realizados, observa-se que conforme o
progresso dos reciclos, as leveduras submetidas ao tratamento 1 apresentaram maior quantidade
de células inviaveis do que as leveduras recondicionadas (tratamento 2). Durante o reciclo 2 da
levedura recondicionada Alessandro, pode-se observar que a quantidade de células presentes
na mesma, diminuiu drasticamente, provavelmente por algum tipo de contaminagdo nao
identificada ou por falta de controle rigoroso de fatores como temperatura, pH e presenca de O»
[7]. Contudo, no reciclo seguinte as células se multiplicaram e voltaram a ser observadas em
quantidades similares aos demais tratamentos.

Considerando a geragédo 0, ou seja, preparada com o inoculo fresco, observa-se na Tab. 1
que as concentracdes de diacetil nas 3 cervejas produzidas apresentaram valores de diacetil
conforme esperado, ou seja, menor que 0,1 mg/L [16]. Ao comparar os valores de diacetil nas
amostras da Geracdo 0 com as da Geracdo 1, observando o comportamento das 3 diferentes
leveduras, podemos observar que a variacdo de concentracdo do diacetil em todas elas é
minima, com destaque para os valores abaixo do limite de percepcao sensorial [16], ou seja, de
acordo com o esperado para uma boa cerveja. A partir da geracdo 2, observa-se que os valores
de diacetil estdo muito elevados e ndo proximos entre si, ainda que para uma mesma amostra.
A partir dessa observacdo, fica dificil correlacionar a presenca do diacetil ao processo de
reciclo. Um exemplo disso é a comparacao especifica dos resultados para as cervejas da geracédo
2 e 4. Quando se esperava entdo um aumento na concentragdo do diacetil, houve uma queda.
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Tab. 1 — Médias de concentracdo de diacetil (mg/L) nas cervejas da geracdo 0 a 4 com as
leveduras “Alessandro”, “Modena” ¢ “Indigena”. A- amostras condicionadas (Tratamento 2).

Reciclos Alessandro Modena Indigena
Media conc. Media conc. Media conc.
(ma/L) (mg/L) (mg/L)
Geracgdo 0 0,0819 0,079 0,056
Geracio 1 0,031 0,070 0,088
Geracio 1A 0,088 0,120 0,107
Geracgéo 2 0,314 ) )
- 0,160 0,587
Geragio 2A
- 0,373 0,185
Geracio 3
Geracdo 3A
: 0,175 0,615 0,725
Geragao 4 - 0,228 0,390

Fonte: autores

Dessa forma, infelizmente os resultados obtidos ndo permitiram concluir essa pesquisa com
uma andlise eficiente sobre a influéncia do reuso de leveduras, quanto a presenga do composto
diacetil nas cervejas. A Tab. 2 evidencia que, de forma geral, ndo importa o reciclo (diferentes
geracdes) ou o tratamento (acondicionamento da levedura antes de ser empregada no processo
novamente) as concentracbes dos VOCs presentes em cada bebida sdo estatisticamente
diferentes. Uma observagédo relevante quanto ao acondicionamento da levedura antes de ser
empregada em novo processo fermentativo € que levam a formacdo mais controlada dos VOCs,
com poucas exce¢Oes de alguns reciclos [10; 11; 17; 18]. O fato de n&o acondicionar o fermento
leva a producdo de VOCs em elevadas concentragdes.

De posse deste resultados preliminares, optou-se por alterar a dindmica do processo de
producdo das cervejas em laboratorio e conducdo de novos reciclos, visando reproduzir em
pequenos volumes e com a vidrarias de laboratério, ambiente e manuseio mais similares aos
praticados nas cervejarias. No segundo experimento que foi estabelecido, foi decidido comparar
apenas duas cepas de leveduras, uma comercial para producédo de cervejas tipo Ale, a S04 da
Fermentis®; e outra cepa, também comercial, porém selecionada para producdo industrial de
etanol que se mantém estavel por sucessivos reciclos ao longo de uma safra de cana, a levedura
Cat1 da Fermentec®. Também optou-se por trocar o sistema de liberagdo do CO; produzido nas
etapas da fermentacdo e maturacao que no experimento 1 foi feito com a instalacéo de um filtro
micropore®, o qual impede a entrada de microrganismos, porém permite troca de gases e
possivel entrada de O2 no sistema. Assim, para evitar troca de gases e permitir apenas a saida
do CO: produzido foi utilizado um airlock, convencional para producéo de cervejas artesanais.
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Tab. 2 — Resultados das andlises cromatograficas das cervejas da geracdo 0 a 4 com as
leveduras “Alessandro”, “Modena” e “Indigena”. Ac- amostras condicionadas (Tratamento 2).

Acetaldeido O s Isobutanol Acool Etanol
Amostras de Etila Propanol Isoamilico
Alessandro ~ (mg (mg/L) wmery O
Ciclo 0 39.67 4.24 7.10 11.22 63,39 1.65
Ciclo 1 74.42 17.04 26.39 30.73 12222 3.84
Ciclo 1Ac 84.35 15.66 28.14 31.22 134.46 3,65
Ciclo 2 2282 4,29 14.91 12.66 490.43 2,72
Ciclo 2 Ac 3,22 - - - - 0.11
Ciclo 3 24.76 3,96 12.56 10.46 43.35 2.08
Ciclo 3 Ac 94.74 12.03 15.95 13.05 40.04 1.99
Ciclo 4 57.18 4.50 13.48 12.09 51.19 2.48
Ciclo 4 Ac 26.05 4.62 8,27 9.35 40,29 3.18
Acetato N- Alcool
Amostras Acetaldeido de Etila Propanol Isobutanol Isoamilico Etanol
Modena (mg/L) (mg/L)y (mg/L) (mg/L) (ng/L) (%o (v/¥v))
Ciclo 0 136.18 8.43 11,98 15,58 00.74 3.47
Ciclo 1 130.03 12.22 18.93 23.88 126.18 4,43
Ciclo 1Ac 82.00 9,99 18.26 22,12 115,76 4.46
Ciclo 2 30.51 3.98 5.08 6.82 30,77 1,77
Ciclo 2 Ac 8.03 2,16 5.44 6.74 32.78 1.62
Ciclo 3 31.65 1.68 6.91 7.48 38.31 2.42
Ciclo 3 Ac 172.86 4.77 13.73 13.65 52.18 3,24
Ciclo 4 74.70 2,12 12,10 10,92 57.99 4,53
Ciclo 4 Ac 21.30 6.85 15,08 12,44 58.93 4,97
Acetaldeido Al Isobutanol Aleool Etanol
Amaostras de Etila Propanol Isoamilico
Indigena (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (% (v/v))
Ciclo 0 181.51 6.46 8.96 14.61 77.58 3.23
Ciclo 1 45.98 5.06 9.96 15.45 79.54 4.64
Ciclo 1Ae 128.33 13.85 19.33 27.81 138.39 4.92
Ciclo 2 23.93 2.43 2.44 5.14 21.47 1.46
Ciclo 2 Ac 23,97 2,30 4,93 7.20 28.91 1,98
Ciclo 3 48.95 3.46 5.83 8.46 37.02 3.16
Ciclo 3 Ac 114.34 2.89 12.66 14,08 44.63 3.33
Ciclo 4 30.04 3.93 10,59 12,20 50.69 5.11
Ciclo 4 Ac 27.37 4.42 11.53 12,10 47.40 4.50

Fonte: autores
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Neste segundo experimento, a cerveja padrdo inicial foi obtida com a inoculagéo de levedura
seca comercial. Para 125mL de mosto IPA Soul, foram adicionados 0,07g de cada levedura.
Para as demais cervejas dos 8 reciclos seguintes, ndo foi feito tratamento de condicionamento
de leveduras, apenas se recuperou 10mL do creme de leveduras depositado no fundo do
fermentador apds etapa de fermentacdo e mais uma semana de maturacdo a 8°C e 0 mesmo ja
foi imediatamente inoculado em 125mL de mosto. Aliquotas de cada levedura usada nos
reciclos foi coletada e analisada quanto sua viabilidade e concentragdo celular em microscopio
Optico e por leitura de densidade Optica em espectrofotdmetro, conforme descrito no item
material e métodos. Andlises quimicas e cromatograficas ainda estdo sendo realizadas e deverao
ser apresentadas em relatdrio final deste projeto.

As leituras da densidade Optica realizadas em espectrofotémetro a 600nm, de 50pL de creme
de levedura de reciclo, dissolvida em 950uL de agua tem sido bem uniforme, variando suas
médias entre 0,7 e 0,9 ao longo dos 4 reciclos realizados, indicando que neste segundo
experimento, as condi¢fes microbioldgicas tem sido mantidas, e provavelmente evitou
instabilidade fisiologica das leveduras. A viabilidade celular tem se mantido acima de 98% e
presenca de bactérias ou outros microrganismos contaminantes nao tem sido observada.

4. Consideracdes finais

Acompanhamento microbioldgico de sucessivos reciclos de leveduras cervejeiras ou nao,
demonstraram que a viabilidade celular e auséncia de microrganimos contaminantes pode ser
mantida tomando os devidos cuidados de assepsia.

Andlises quimicas e cromatograficas demonstraram ndo haver correlacdo entre reciclos,
acondicionamento ou ndo das células na determinacdo final dos VOCs. Porém, estamos
especulando e testando se o controle adicional para evitar entrada de O2 nos fermentadores pode
desempenhar papel crucial na adequada atenuacdo e maturacdo dos aromas e sabores que
influenciam na qualidade final de cervejas artesanais.
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