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Relatério de Estagio

SUMARIO

Este relatério foi desenvolvido, como resultado do estdgio, no ambito do

PRODEP III (Programa de estdgios para o ensino superior).

O estagio foi dividido em duas etapas. A primei?a etapa consistiu na
familiarizagdo com o processo de fabricagdo de cerveja, conhecimento do
autocontrolo e controlo laboratorial exigido ao produto e conhecimento das
metodologias e processos utilizados.

A segunda etapa foi dividida em diferentes trabalhos:

- Acompanhamento da revisdo e manutengdo da instalagdo de propagacdo e
stockagem;

- Estudo da aplicabilidade do método de bioluminescéncia para avaliar o estado
de higienizagdo das instalagbes;

- Acompanhamento das caracteristicas da levedura na instalagdo de
propagagao.

No que diz respeito ao primeiro e terceiro trabalho, ndo me é possivel fazer
qualquer comentario, dado que foi assinado um contracto de confidencialidade
com a empresa.

Em relacdo ao segundo trabalho, pode-se concluir que seria Gtil a aquisic3o de
um lumindémetro para atestar o estado de higienizagdo das adegas. No entanto, o
método tradicional mantém o seu interesse para anadlise do histérico pela sua
capacidade de identificar/quantificar o tipo de microrganismos.
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INTRODUCAO

O trabalho desenvolvido na UNICER - Centro de Produgdo de Lega do Balio
abrangeu diversas areas do servico de producdo de cerveja e controlo de
qualidade, utilizando vérias metodologias e processos ja praticados, bem como o
estudo de uma nova metodologia (bioluminescéncia).

Este estagio, ao contrario de se focalizar numa area restrita, usufruiu da
possibilidade de ampliar os contactos, ajudando a sedimentar muitos dos

conhecimentos adquiridos na nossa licenciatura.
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1 - HISTORIA DA EMPRESA

A 7 de Marco de 1890 foi constituida, no Porto, a
Companhia Unido Fabril Portuense das Fabricas de Cerveja e
Bebidas Refrigerantes, uma Sociedade Andnima |de
Responsabilidade Limitada que ficou conhecida pela sigla

CUFP. Esta sociedade resultou da fusdo de sete fabricas de

cerveja, seis do Porto e uma de Ponte da Barca sendo o seu
capital inicial de 125 contos de réis, os quais se encontravam repartidos por

1.250 acgdes de cem mil réis cada.

Apés a fundagdo desta sociedade, foi percorrido um longo caminho desde a
venda das instalacdes em ponte da Barca e dos armazéns de vinho em Vila Nova
de Gaia até a actualidade. Um dos acontecimentos mais marcantes foi a

admissdo de mulheres, a titulo experimental, em 1920.

A década de 60 ficou marcada pela mudanga das
instalacdes, tendo comecado a construgdo da nova unidade
fabril na Via Norte.

A 6 de Junho de 1964, foi inaugurada oficialmente pelo
Ministro da Economia a nova fabrica de Lega do Balio. A 28 de Setembro, o

LECA SO I
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Presidente da Republica presidiu a uma nova ceriménia de inauguragao.
As vendas de cerveja neste ano cresceram cerca de 32 % em relagdo ao ano de
1963 tendo-se passado o mesmo com os refrigerantes com um crescimento de

cerca de 27 %.

A 1 de Julho de 1977, o Conselho de Ministros, decidiu criar
duas empresas publicas para o sector cervejeiro e em 30 de
Dezembro da-se a transformagdo da CUFP em UNICER - Unido
Cervejeira E.P. A UNICER resultou da fusdo da CUFP com a
COPEJA (com fabrica em Santarém) e com a IMPERIAL (com OJFP
fabrica em Loulé) e, ainda, com a RICAL (fabrica de
refrigerantes em Sta. Iria da Azbia).

Partindo de uma situagdo liquida negativa e de uma quota do

mercado nacional de cerveja de 33%, foi alcangada a lideranga

do sector com uma quota de 59% e uma posigdo econdémico-

financeira de relevo no panorama empresarial portugués.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 2
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Os anos 80 foram marcados pela passagem da UNICER E.P. a UNICER S.A., ou

seja, a empresa passou do sector publico para o sector privado.

A proteccdo do ambiente, a preservagdo do patrimoénio, a
promogdo da cultura e do desporto, sdo as nossas
}

prioridades. Assim, para além da adopgdo de diversos

procedimentos com o objectivo de proteger o ambiente de
possiveis agressbes resultantes da nossa actividade UNICER
industrial, temos vindo a desenvolver uma politica de
mecenato em que as preocupacdes sociais convivem harmoniosamente com 0s

grandes eventos nacionais. E esta a filosofia Unicer.

Na hora da mudanca, a Assembleia Geral de 31 de Maio de
2000, ficou marcada pelo “passar de testemunho” do Sr. Eng. @
Soares da Fonseca ao Sr. Eng. Ferreira De Oliveira, na unlcer

Enlre os

sonhos 1B VOBTOY

Presidéncia do Conselho de Administragdo. Menos de um ano SQFrsos

depois, em 1 de Janeiro, a Unicer passa a designar-se por UNICER - Bebidas de
Portugal, S.A. Uma mudanga que pretende deixar para tras a ideia de uma
empresa cervejeira com actividade complementar noutros segmentos do mercado
das bebidas, para se afirmar, definitivamente, como empresa de bebidas. Com
uma indiscutivel lideranca e competéncia no sector das cervejas, ambicionamos
estar também entre as melhores empresas que, nNo NOSSO pais, operam nos
sectores das &guas, refrigerantes, vinhos e cafés. E uma nova fase de
crescimento que agora vivemos, sustentada por uma nova estrutura
organizacional, contemplando um conjunto de Fung6es Corporativas que integram
e promovem a estratégia de desenvolvimento do Grupo e das suas Unidades de
Negécio. “Entre 0s nossos sonhos e 0s vossos sorrisos” € a nossa assinatura, que

pretende traduzir a forma como queremos construir o nosso futuro.
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2-TIPOS DE CERVEJA

As cervejas existentes no mercado europeu, sdo bem diversas nas suas
caracteristicas organolépticas. Todavia, é possivel agrupa-las em dois tipos:
- Cervejas de fermentagdo alta;
- Cervejas de fermentagdo baixa.

As cervejas de fermentagdo alta sdo muito comuns no Reino Unido. Estas
podem ser divididas em:

- As cervejas “ale”, mais ou menos fortes, de coloracdo variada e com
amargor também muito diverso. O termo “ale” é usualmente utilizado como
designacdo genérica das cervejas de fermentacdo alta;
- As cervejas de coloragdo muito intensa, com uma certa dogura a notar-se
no paladar: sdo as cervejas “Stout”. Todavia, existe um segmento das
cervejas de fermentag3o alta, de coloracdo muito forte, de cor quase preta,
pouco alcodlicas, que sdo bastante amargas. S&do conhecidas como cervejas
“Porter”;
- S30 também muito comuns na Bélgica certos tipos de cerveja de
fermentacdo alta, esponténea, conhecidas por “Lambic”, “Geuze”, “Kriek”,
etc.; .
- Outro tipo de cervejas, bem distinto dos anteriores € o das “cervejas de
trigo”, fermentadas exclusivamente por leveduras, como as “blanche”
belgas, ou por leveduras e bacilos lacticos. Como a “Berliner Weiss”.

As cervejas de fermentagdo baixa sdo geralmente conhecidas por cervejas
Lager. Neste tipo de cervejas incluem-se as cervejas conhecidas como “Pilsener”,
“Munchener”, “Dortmunder” e “Bock”.

As cervejas “Pilsener” tendem a ser de cor muito clara, secas e menos
alcodlicas que as “ale”, e bastante lupuladas, logo com um caracter amargo muito
fino, bem pronunciado.

As cervejas "Munchener” (de Munich) sdo tipicas desta cidade da Baviera e,
historicamente, eram cervejas de cor escura, pouco lupuladas, de baixo teor
alcodlico e com um tipico caradcter a malte fabricado a elevadas temperaturas
durante curto periodo de tempo.

As cervejas “Dortmunder” sdo tipicas cervejas de cor clara-ouro, com
caracteristicas intermédias entre as “Pilsener” e as de “"Munchener”.

Finalmente, as cervejas do tipo Bock que comegaram por ser produzidas na
cidade de Einbeck, na Baixa Saxonia. Eram cervejas muito densas, de cor
intensa, produzidas no Inverno para consumo na Primavera. Hoje, sdo cervejas

‘
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de cor intensa, mas é cada vez mais comum fabrica-la, também, com cor clara.
Este tipo de cerveja, de acordo com a lei alemd, deve provir de um mosto com
pelo menos 16% de extracto primitivo, o que resulta num teor alcodlico de 6 a
7,5% (vv.). Sdo cervejas com muito corpo, com caracter a malte e bem
lupuladas.

E
Modernamente fabricam-se cervejas Bock bem menos fortes e de coloragédo néo

muito carregada. No entanto, sdo cervejas de corpo apreciavel, com um amargor

bem equilibrado e com um suave caracter doce.

2.1- Caracteristicas da Cerveja

2.1.1- Extracto primitivo

O mosto a fermentar tem uma concentragdo em agucares especifica, que é

caracteristica dos vdrios tipos de cerveja e que define o seu extracto primitivo.

2.1.2- Teor alcoélico
O teor alcodlico das cervejas esta relacionado com o tipo de mosto que vai ser

fermentado, com as temperaturas escolhidas para a fermentacdo e com as
leveduras seleccionadas. O seu valor é moderado, quando comparado com o.de
outras bebidas fermentadas, como o vinho, por exemplo.

Hoje em dia existem cervejas com teores tdo diminutos de alcool que podem
ser consideradas "cervejas sem alcool”. Segundo a legislagdo portuguesa as

cervejas desta categoria devem ter menos de 0,5% de alcool em volume.

2.1.3- Amargor
A quantidade de lipulo adicionado ao mosto origina um teor de amargor nas

cervejas proporcional a adigao efectuada.

2.1.4- Coloracdo

A cor da cerveja esta essencialmente relacionada com a coloragdo dos maltes

utilizados na sua fabricagao.

2.1.5- Diéxido de Carbono
O diéxido de carbono que estd presente nas cervejas, € um composto que
provém directamente da acgdo fermentativa da levedura; os agucares
fermentesciveis sdo, de um modo genérico, desdobrados em dicool e em didxido
de carbono. Este fica retido no liquido e liberta-se tanto mais facilmente quanto
maior for a temperatura do meio,

1
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2.1.6- Espuma

Uma das caracteristicas mais importantes da cerveja é a sua capacidade de
formar espuma abundante, cremosa, estavel e aderente ao copo. A espuma é um
aglomerado de bolhas de didxido de carbono envoltas em peliculas de proteinas.

A escolha da forma dos copos é muito importante para o realce da espuma,
mas esta s6 se evidenciard em copos adequadamente lavados e secos, sem

vestigios de gordura.

2.1.7- Aroma Gosto

Normalmente as cervejas sdo ricas em aromas e gostos diversos, provenientes
de compostos volateis cuja composicdo e concentragdo dependem das matérias-
primas, do processo de fabricagdo utilizado e da estirpe de levedura escolhida.

Ao ser bebida, a cerveja deixa na boca um conjunto de sensagdes ligadas a
frescura, ao corpo, ao equilibrio amargo/doce, que perduram e que fazem dela
uma bebida rica e de aroma gosto variado, caracteristico de cada tipo de cerveja.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 6
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3- PRODUCAO DE CERVEJA

A cerveja é uma bebida ligeiramente alcodlica, que resulta da fermentagdo de
um extracto aquoso de cereais germinados contendo lupulo, a que de dé o nome
de mosto. A fermentacdo do mosto é levada a cabo pela levedura
(Saccharomyces Cerevisiae).

A levedura é um fungo unicelular, do género Saccharor!nyces, que se adiciona
ao mosto lupulado depois de arrefecido como agente da fermentagdo alcodlica.
Esta transformagdo da também origem & formagdo dos produtos secundarios
responséveis pelas caracteristicas finais da cerveja (alcoois aromaticos, ésteres,
etc.). A levedura utilizada desempenha pois um papel fundamental na definigdo

final da cerveja.

De sequida encontra-se descrito o processo de fabrico da cerveja, encontrando-

se na figura 1 o diagrama do processo.

A1 Moinho B Fermentagao
- Brassagem [€ classificacio
A8 Filragao - Enchimento

A8 Ebuligio do Mosto A1 » A4 Produgio do Mosto

Figura 1 - Diagrama do processo e fabrico de cerveja.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 7
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3.1- Matérias-Primas

3.1.1- Malte

O malte é uma das matérias-primas fundamentais, obtendo-se da cevada, que
é sujeita a um processo de germinagdo sob condigbes controladas. Esta operagao
(denominada maltagem) permite, numa fase posterior do, processo de produgao
de cerveja, o desdobramento dos hidratos de carbono e das substéncias azotadas

pelas enzimas formadas no processo de germinagao.

3.1.2 - Outros cereais ndo maltados

De entre os cereais n3o maltados normalmente utilizados, recorre-se
frequentemente ao milho, que depois de ser extraida a gordura, é moido
passando a chamar-se gritz. A utilizagdo destes cereais tem como finalidade
diminuir a percentagem de proteinas existentes no mosto. A cerveja fica entao

com um caracter mais seco.

3.1.3- Lapujo

O lupulo (humulus lupulos) é uma planta aromatica que confere a cerveja
aroma e amargo caracteristicos. Na actualidade a sua utilizagdo industrial é feita
através de extractos desta planta, obtidos de forma a preservar as suas

capacidades.

3.1.4- Aqua

A agua utilizada tem de ser prdpria para consumo e possuir uma composicao

em sais minerais adequada a fabricacdo de cerveja.

3.2 - Fabrico de Mosto

A primeira fase no processo de produgdo de uma cerveja é a fabricagdo do
mosto, que compreende diferentes etapas que irdo ser descritas de seguida.

3.2.1- Ensilagem

A ensilagem tem a finalidade de armazenar matérias-primas, maite e gritz, em
silos ou células, provenientes de camides.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 8
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3.2.2- Moagem

A etapa de moagem destina-se apenas ao maite, dado que o gritz ja se

encontra reduzido a farinha.

A moagem do malte consiste em dividir a fraccdo farinos,a do malte, separando
as cascas - glumas e glumeras- responsdveis pela permeabilidade da camada da

dréche.

Esta operagdo tem por objectivo melhorar a extracgdo do amido e permitir uma
actividade mais eficiente das enzimas. No entanto o invélucro dos gréos de malte
ndo deve ser partido mas sim esmagado, ndo s6 porque iria originar mau gosto

na cerveja, mas também porque dificultaria a filtragao.

3.2.3- Brassagem

A operacdo de brassagem tem por objectivo a extracgao enzimatica de todo o
amido e a sua transformac¢do em agucares fermentesciveis (maltose, glucose e
maltotriose) e ndo fermentesciveis, extraindo, também, proteinas e
transformando-as em péptidos e aminoacidos, B-glucanas degradadas em

glucose, etc.

Durante a brassagem, extraem-se igualmente proteina transformadas em
péptidos e aminoacidos, B - glucanas degradadas em glucose, etc.

A brassagem é pois uma operacdo bastante complexa e as condigdes
operatérias (duragdo, temperaturas, estacionamento, pH, etc...) séo escolhidas
de maneira a obter um mosto de composicdo adequada ao tipo de cerveja a
produzir. E durante a brassagem que serdo fixadas, por exemplo, a relagdo
alcool/densidade assim como o caracter mais ou menos “encorpado” da cerveja.

A brassagem dura 2 a 4 horas, termina a 75° - 76°C e a concentragdo do

mosto é da ordem dos 20 a 22 g de extracto por 100g de mosto.

3.2.4- Filtracdo do Mosto

Apés a brassagem, a solugdo aquosa é sujeito a uma filtragdo para separar a
parte insolivel (dréche, que é um excelente alimento para o gado) do filtrado
(mosto).

A filtracdo do mosto é efectuada num filtro prensa ou numa cuba filtro, tendo
uma duragdo de cerca de 2-3 horas, e é conduzida a uma temperatura de 75-80
oC.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 9
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3.2.5- Ebulicdo do Mosto

Esta etapa tem como objectivos:

- Esterilizagdo do mosto;

- Destruigdo das enzimas, se estas se encontrassem! no mosto no inicio da
fermentagdo provocaria a formagdo de uma cerveja anormal;

- Dissolugdo dos Constituintes do lGpulo;

- Precipitagio de proteinas e outras substdncias com elevado peso
molecular;

- Concentracdo do mosto.

A realizacdo destes objectivos permitem, simultaneamente, estabilizar a

composicdo do mosto e aromatiza-lo.

O ldpulo natural, em flor ou transformado em extracto, ¢é adicionado durante a
ebulicdo; sendo as resinas amargas solubilizadas por isomerizagdo. O rendimento

maximo desta isomerizagdo é atingido em 90 minutos (ebulicdo & pressdo

atmosférica).

3.2.6- Clarificacdo do Mosto

Apds a ebulicio e devido a formagdo de diferentes sedimentos é necessario

proceder a sua clarificagdo.

O objectivo da clarificagdo do mosto é a obtengdo de um liquido o mais limpido
possivel, ou seja, isento de matérias em suspensdo, que iriam interferir no
processo de fermentacao.

O processo utilizado neste centro de produgdo € a decantagdo. Este processo

consiste em deixar as particulas em suspensdo no mosto sedimentarem no fundo

de um recipiente pela ac¢do do seu préprio peso.

3.3 - Arrefecimento e Oxigenacido do Mosto

O objectivo do arrefecedor do mosto é baixar a temperatura do mosto, para que
a levedura quando for transferida para este ndo perca a viabilidade. Esta
operagio deve ser conduzida em condicdes estéreis, utilizando para tal
permutadores de placas. Neste permutador quer o mosto, quer o liquido

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 10
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arrefecedor ndo entram em contacto com o meio ambiente. Desta forma o risco

de infeccdo é minimo, dependendo apenas da higienizagdo do permutador.

Y

Apos o arrefecimento do mosto, procede-se a oxigenagcdo do mesmo. Esta
destina-se a criar condigbes adequadas para que as células de levedura se
desenvolvam e consequentemente se dé a fermentadﬁo. A quantidade de
oxigénio necessdria para um bom desenvolvimento da levedura é, no minimo, de
6 mg/l.

Durante a ebulicio do mosto todo o oxigénio foi expelido do mosto e ndo houve
dissolugdo deste gas, enquanto o0 mosto se manteve quente, porque o oxigénio &
pouco solivel no mosto quente e também porque ser-lhe-ia prejudicial,
provocando reacgdes quimicas de oxidagdo com determinados constituintes do
mosto, que prejudicavam a cerveja resultante. Desta forma o oxigénio s6 pode

ser dissolvido no mosto ap0s o arrefecimento.

3.4 - Fermentacdo/ Maturagado/ Estabilizacdo

Apébs a entrada de todo o mosto e levedura para a cuba € iniciado um ciclo de
fermentacdo. Nesta fase a levedura consome a maior parte dos aminoacidos-do
mosto e excreta alcoois superiores e ésteres indispensdveis ao caracter aromatico
da cerveja.

Os acucares fermentesciveis (glucose, frutose, sacrose, maltose e maltotriose)

sdo consumidos, formando-se etanol e CO,.

A fermentacdo é conduzida a temperaturas controladas e tem uma duragdo de
cerca de 7 dias. Ao principio ela é tumultuosa, tornando-se depois

progressivamente mais lenta, até que a levedura se deposita no fundo do tanque.

De seguida a cerveja deve ser mantida por um periodo de 12 a 30 dias em
maturacdo. Nesta fase ocorre a eliminagdo de substdncias indesejaveis na

cerveja, como o diacetilo, aldeidos e sulfuretos de hidrogénio.

Ap6s um periodo de maturacdo, a cerveja sofre um processo de estabilizacdo no
qual é favorecida a formagdo de complexos proteina-polifenois. Estes
componentes sdo responsaveis, principalmente, pelo aparecimento de turvagdes

na cerveja em garrafa durante a sua armazenagem.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 11
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3.5 - Clarificacéio da Cerveja

Posterlormente é iniciado o processo de clarificagdo. O objectivo da clarificacdo
da cerveja é retirar todas as particulas que se encontram em suspensdo que
provocam a turvacdo da mesma. Desta forma a cerveja fica limpida, transparente
e brilhante. Ao proceder a retirada destas particulas confére-se a cerveja a sua

estabilidade coloidal.

A clarificacdo é levada a cabo numa das duas linhas existentes, a linha Orion e
a linha Schenk. As duas linhas utilizam os mesmos processos de clarificagdo

sendo o filtro Kieselguhr da primeira horizontal e o da segunda é vertical.

O processo inicia-se com a passagem da cerveja por uma centrifuga. Esta
funciona como uma pré-clarificagdo, dado que permite retirar uma grande parte
da levedura existente na cerveja para que ndo se dé a colmatacdo precoce do
filtro. Posteriormente é adicionado a cerveja o kieselguhr, passando para o filtro
de kieselguhr. Neste, sdo retiradas as particulas existentes e a levedura

remanescente.

De seguida adiciona-se polyclar-AT (PVPP), este tem a funcdo de eliminar os
polifendis ja complexados com as proteinas, através de um processo de adsorcao,
e a estabilizacdo da cerveja durante a sua armazenagem. Apés a sua adicdo, a
cerveja passa para o filtro PVPP, seguindo para o filtro trap onde se retiram as

dltimas impurezas.

Posteriormente a cerveja é armazenada em tanques, de onde & encaminhada

para o enchimento.

3.6 - Enchimento

A etapa final da produgdo de cerveja € o Enchimento, podendo a cerveja ser
acondicionada em diferentes embalagens (garrafa, barril, lata...).

Antes ou apds o enchimento é necessario proceder a estabilizagdo biolégica da
cerveja. Esta operagdo podera ser efectuada a frio (filtragdo esterilizante), ou a
quente (recorrendo-se entdo a pasteurizagdo que podera ser praticada, ou
imediatamente antes - pasteurizagdo flash - ou, apds a bebida ser introduzida na
sua embalagem - pasteurizagdo tunel). No enchimento a cerveja é acondicionada
em diferentes formas (garrafa, barrii, lata...) ficando disponivel para ser

apreciada com moderagao.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 12
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4 - BIOLUMINESCENCIA

4.1~ Introdugido

Nos Ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidos diferentes métodos para a
determinacdo de contaminantes microbianos em diferentes tipos de amostras.
Com estes desenvolvimentos o tempo de detecgdo foi reduzido para cerca de 48-
72 horas, no entanto, este tempo continua a ser excessivo para diferentes
aplicagBes, onde é necessério uma hora ou menos.

Os métodos utilizando a bioluminescéncia para a detecgdo de contaminantes ja
s30 conhecidos ha cerca de 20 anos. A bioluminescéncia consiste na produgédo de
luz por organismos vivos. Nestes existe conversdo de energia quimica em energia
luminosa. Desta forma, é produzido ATP que é directamente proporcional aos
microrganismos, mas também a matéria organica existente na amostra.

Este processo ¢ utilizado para detectar a presenca de ATP, a fonte de energia
dos organismos vivos. Utilizando a uma enzima, a luciferase, é possivel produzir

luz na proporcdo do ATP presente na amostra, segundo a reacgdo:

Luciferase/ Mg

Luciferina + ATP + O, — Oxyluciferina + AMP + CO, + Luz

Esta reaccdo é bastante rapida, ocorrendo alguns segundos apés a adigdo da
mistura Luciferina/Luciferase.

Existem essencialmente trés areas de aplicagdo deste método: controlo da
higienizag8o, testar os liquidos utilizados para a limpeza das instalagbes
industriais e verificar o estado microbioldgico dos alimentos.

4.2- Procedimento Experimental

4.2.1- Andli Real

A determinagdo da bioluminescéncia foi realizada utilizado um aparelho de
bioluminescéncia, o lumindmetro cedido pela Ambifood, o Lightning MVP. Este
aparetho permite determinar a bioluminescéncia quer de amostras liquidas quer
de amostras de superficies em apenas alguns segundos.

No caso deste estudo o liquido analisado foi a ultima agua de enxaguamento.

«

Unicer ~ Bebidas de Portugal, S.A. 13



Relatorio de Estagio

Em paralelo com andlise no luminémetro, procedeu-se a anadlise microbioldgica
da agua de enxaguamento para uma possivel comparagdo. A analise
microbioldgica consistiu na Contagem Total, ou seja, incubagdo da amostra em
meio de cultura apropriado, utilizando a técnica de inoculagdo. Neste caso foi
utilizado o meio de cultura UBA (Universal Beer Agar), e apés incubagao

coloraram-se as amostras na estufa a 27°C durante 3 dias.

4.2.2- Amostragem

A amostragem foi realizada a cilindro-cénicas de 1000 e 3000 hl assim como ao
Beer-Drive. Neste locais procedeu-se a andlise quer da Ultima agua de
enxaguamento, quer da superficie.

Nas cilindro-cénicas, a agua de enxaguamento foi recolhida pela parte inferior
da zona cénica apdés a sua esterilizagdo e a andlise a superficie foi realizada
fazendo passar a zaragatoa da zona conica da cuba, como se pode observar na
figura 2 e 3.

No Beer-Drive a amostragem da agua de enxaguamento foi realizada na
tubagem pela qual é realizado o retorno da agua de lavagem, tal como mostra a
figura 4 e 5. A andlise a superficie foi realizada fazendo passar a zaragatoa pela

zona interior da referida tubagem.

Fig. 2 - Recolha da agua de lavagem Fig. 3 - Zaragatoa da agua de
nas cubas para analise no lavagem nas cubas para
Lightning MVP. analise no Lightning MVP.

Fig. 4 - Recolha da &gua de lavagem Fig. 5 — Zaragatoa da &gua de

no Beer-Drive para anhalise lavagem no Beer-Drive para
microbioldgica. analise no Lightning MVP. 3
Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 14
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4.3- Apresentacdo dos Resultados

Durante a realizagdo deste estudo foram realizadas cerca de 70 anadlises a
cubas e 12 analises ao Beer-Drive.

A escala de valores do aparelho consiste no seguinte:

- Até 2.5: PASSA;

- Entre 2.5 e 3.0: ALERTA;

- Maior que 3.0: NAO PASSA.

Desta forma todos os resultados irdo ser apresentados em termos de escala.

Das analises realizadas foram eliminados resultados por serem considerados
resultados duvidosos devido a existéncia de bolores que influenciam o resultado
obtido, visto que contém, proporcionalmente, mais ATP que bactérias e
leveduras.

Nas figuras seguintes encontram-se as percentagens dos resultados ndo
tratados e tratados, para cubas de 1000 e 3000 hl, respectivamente.

Resultados para Cubas de 1000 hi

48%
52%

i;Eesu|tados N&o Tratados m Resultados Tratados “

Figura 6 — Representacdo grafica da percentagem de resultados ndo tratados e tratados para
cubas de 1000 hl.

Resultados para Cubas de 3000 hi

26%

74%

@ Resultados N&o Tratados m Resultados Tratados |

Figura 7 - Representacdo gréfica da percentagem de resultados ndo tratados e tratados
para cubas de 3000 hl.

Apds a seleccdo dos resultados obtidos e para uma melhor visualizagdo dos
mesmos, procedeu-se a separagdo entre cubas de 1000 e de 3000 hl. Para as
cubas de 3000 hl, dado que existe um grande nimero de valores, procedeu-se a
separacdo por meses, Novembro-Dezembro e Janeiro. De seguida sao

apresentados os resultados obtidos.
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4.3.1- Cubas com Resultado Microbiolégico N&o-Aceitavel

4.3.1.1- Agua de Lavagem
5,0
45
4,0
3.5
3,0

25

Escal:

2,0

1.5

1.0

0.5

0,0
15-12-2002 20-12-2002 25-12-2002 30-12-2002 04-01-2003 09-01-2003 14-01-2003 19-01-2003 24-01-2003
Data

Figura 8 - Representacdo grafica dos resultados da &gua de lavagem cuja andlise
microbioldgica foi ndo-aceitavel.

4.3.1.2- Superficie

40
35
30
25

oo
15
10

05

0,0 '
15122002 20122002 25122002 30122002 04012003  09-01-2003  14-01-2003  19-01-2003  24-01-2003
Data
Figura 9 - Representacdo gréfica dos resultados da superficie cuja analise microbiolégica foi néo-
aceitavel.
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4.3.2- Cubas com Andlise Microbioldgica Aceitavel
4.3.2.1- Agua de lavagem de cubas de 1000 hi

5,0
45

4,0

Contagem

0,5

0,0

Contagem (n° de coldénias/

20-11-2002 30-11-2002 10-12-2002 20-12-2002 30-12-2002 09-01-2003 19-01-2003 29-01-2003 08-02-2003

Data

Figura 10 - Representagdo grafica dos resultados da dgua de lavagem para cubas de 1000 hl.

4.3.2.2- Superficie de cubas de 1000 hl

4,0
Contagem
35

3,0

2,5

1.5
1,0
0,5

0,0

Contagem (n° de colénias/

20-11-2002 30-11-2002 10-12-2002 20-12-2002 30-12-2002 09-01-2003 19-01-2003 29-01-2003 08-02-2003

Data

Figura 11 - Representacéo grafica dos resultados da superficie para cubas de 1000 hl.
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4.3.2.3- Agua de lavagem de cubas de 3000 hl para o més de Novembro e
Dezembro

4,0

@ Escala
Contagem

35

3,0

2,5

Escalz

1.5

Contagem (n° de colénias/

1.0

0,5

0,0
20-11-2002 25-11-2002 30-11-2002 05-12-2002 10-12-2002 15-12-2002 20-12-2002 25-12-2002 30-12-2002

Data
.

Figura 12 - Representacdo grafica dos resultados da dgua de lavagem para cubas de 3000 hl
do més de Novembro e Dezembro.

4.3.2.4- Agua de lavagem de cubas de 3000 hl para o més de Janeiro

#®Escala
Contagem

40

35

3,0

25

2,0

Escal:

1.5

N
Contagem (n° colénias/

1.0

05

0,0 0
30-12-2002 04-01-2003 09-01-2003 14-01-2003 19-01-2003 24-01-2003 29-01-2003 03-02-2003

Data

Figura 13 - Representacdo grafica dos resultados da dgua de lavagem para cubas de 3000 hl do
més de Janeiro.
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4.3.2.5- Superficie de cubas de 3000 hl para o més de Novembro e Dezembro

@®Escala
Contagem

7

Contagem (n° colénias/i

1.5

1.0

0,5

0,0
20-11-2002 25-11-2002 30-11-2002 05-12-2002 10-12-2002 15-12-2002 20-12-2002 25-12-2002 30-12-2002

Data

Figura 14 - Representacdo grafica dos resultados da superficie para cubas de 3000 hl do més de
Novembro e Dezembro.

4.3.2.6- Superficie de cubas de 3000 hl para o més de Janeiro

40

3,5

3,0
@®Escala o
Contagem 2 2
25 2
8
S
3 %
s 2,0 4
g
w @
o
£
1.5 o
o
1
1.0
0.5
0,0 0
30-12-2002 04-01-2003 09-01-2003 14-01-2003 19-01-2003 24-01-2003 29-01-2003 03-02-2003

Data

Figura 15 - Representacdo grafica dos resultados da superficie para cubas de 3000 hl do més de
Janeiro.
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4.3.3- Beer-Drive

4.3.3.1- Agua de Lavagem

4,0

3,5

3,0
£
25 ]
= $
o
3 ]
g
2,0 =
E
1,5 8
5
(]
1,0
0,5
0,0 L0
20-11-2002 30-11-2002 10-12-2002 20-12-2002 30-12-2002 09-01-2003 19-01-2003 29-01-2003

Data

Figura 16 - Representacdo grafica dos resultados da dgua de lavagem para o Beer-Drive.

4.3.3.2- Superficie

4,0
3,5
3,0
25

2,0

1.5

Contagem (n° de colénias(ml)

1,0

0,5

0,0 0
20-11-2002 30-11-2002 10-12-2002 20-12-2002 30-12-2002 09-01-2003 19-01-2003 29-01-2003
Data

Figura 17 - Representagdo gréfica dos resultados da superficie para o Beer-Drive.
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4.4- Discusséo dos Resultados

Em primeiro lugar ha que salientar que a relagdo da bioluminescéncia com a
analise microbiolégica ndo é linear, pois para além dos microrganismos que
possuem ATP, também a matéria orgénica contribui com ATP, que é contabilizado
pelo luminémetro. i

Outra razdo que pode influenciar os resultados é o facto da dgua de lavagem
possuir vestigios de desinfectante. Este produto interfere com ambos os métodos,
quer na analise realizada no luminémetro, quer no método tradicional.

No primeiro método pode existir uma interferéncia quimica. Por seu lado, na
microbiologia tradicional, o desinfectante pode inibir o crescimento de colénias,
obtendo resultados nulos que, na realidade, ndo sdo (falsos negativos).

Outro ponto a ter em conta, é que existe um branco a ser considerado, ou seja,
o valor lido no aparelho para a dgua ultra-pura, que ndo é 0 RLU, isto é, existe
uma linha de base a ser considerada.

Observando os graficos para a agua de lavagem e para a superficie cujo
resultado microbiolégico foi ndo-aceitavel (figuras 8 e 9), verifica-se a existéncia
de uma relacdo entre o local da fabrica e o dia de amostragem. E de realgar o
facto de dois dos resultados ndo-aceitaveis corresponderem a cubas 1000 hi. Esta
observacdo pode dever-se ao facto destas cubas serem mais antigas, se
encontrarem num local pouco arejado e bastante himido, existindo condigbes
para o desenvolvimento de bolores.

Tal como se pode observar na figura 8 e 9, verifica-se que a cuba 69, é um caso
contraditério, ou seja, o resultado microbioldgico foi ndo-aceitavel e o resultado
dado pelo aparelho foi aceitavel.

Fazendo uma analise estatistica dos resuitados em que o resultado
microbiolégico foi aceitdvel verifica-se que existe uma maior percentagem de
cubas de 3000 hl que ndo passam no teste do lumindmetro tanto para a dgua
como para a superficie (ver figuras 18 e 19). A partir destes resultados pode
dizer-se que apesar das cubas de 1000 hl se encontrarem num local pouco
arejado e hGmido, tal como referido anteriormente, as cubas de 3000 hl tém
piores resultados.
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Cubas de 1000 hi - Aguas de Lavagem Cubas de 1000 hi - Aguas de Lavagem
23% %
23%
46%
31% e
| N&o Aceitéveis  Duvidoso mAceitavel | | mN&o Aceitéveis  Duvidoso mAceitavel |

Figura 18 - Representagdo grafica da percentagem de resultados que se encontram nos intervalos
de escala do lumindmetro, respectivamente, para a dgua de lavagem e superficie de cubas
de 1000 hl.

Cubas de 3000 hi - Aguas de Lavagem Cubas de 3000 hl - Superficie

24%

36% 36%

52%

28%

|mN&o Aceitaveis  Duvidoso mAceitvel | [mN&o Aceitaveis  Duvidoso mAceitavel |

Figura 19 - Representacdo grafica da percentagem de resultados que se encontram nos intervalos
de escala do lumindmetro, respectivamente, para a agua de lavagem e superficie de
cubas de 3000 hl.

Fazendo uma analise global dos resultados com analise microbioldgica aceitavel,
verifica-se que as andlises a superficie ndo oferecem muita confianga, dado que
existem cubas em que a superficie esta limpa e a agua apresenta sujidade, como
por exemplo, a cuba 44 (ver figura 10 e 11) e da cuba 60 (ver figura 13 e 15).

Em relacdo as andlises da agua de lavagem verifica-se uma certa coeréncia
entre o resultado dado pelo luminémetro e a analise microbioldgica, isto €, da-nos
um maior nivel de confianga.

Observando os graficos da agua de lavagem, pode observa-se que a maior
parte dos resultados encontra-se na gama de escala entre 1.5 e 3.0 para as
cubas de 1000 hl (ver figura 10) e na gama 2.0 e 3.5 para as cubas de 3000 hi
(ver figura 12 e 13). Desta forma, recomenda-se que os intervalos do aparelho
sejam ajustados para que a zona de alerta passa-se a ser entre 3.0 e 3.5, visto
que para as gamas de escala referidas a andlise microbiolégica foi quase sempre

nula.
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Em relac8io aos resultados para o Beer-Drive, verifica-se que, para a agua de
lavagem, a maior parte dos resultados encontra-se na escala compreendida entre
2.0 e 3.0, tal como se pode observar na figura 16. Para estes resultados a analise
microbiolégica foi nula, e por conseguinte, sugere-se que a escala de Alerta do
aparelho seja ajustada para o intervalo de 3.0 a 3.5, tal como para as cubas.

Unicer — Bebidas de Portugal, S.A. 23




Relatorio de Estagio

4.5- Conclusdo

Deste estudo pode-se concluir que a bioluminescéncia e o método tradicional
ndo avaliam a mesma varidvel. O método trabicional identifica/quantifica os
microrganismos e a bioluminescéncia o ATP existente na amostra que é produzido
quer pelos microrganismos quer pela matéria organica, ou seja, o ATP total.

Ndo foram encontrados impedimentos operacionais com o funcionamento do
luminémetro. Pelo contrario, todos se mostraram interessados nesta tecnologia.

No que respeita a viabilidade do aparelho, pode-se concluir que seria dtil
adquirir um exemplar pela empresa, para o usufruto de todos.

Este aparelho teria uma aplicabilidade para o produto acabado.
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ANEXO I

Neste anexd encontram-se os resultados obtidos com o luminometro, bem
como os resultados das analises microbiolégica para as cubas de 1000 e 3000 hi

e para o Beer-Drive.
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