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Resumo

A cerveja ¢ considerada uma das bebidas alcodlicas mais antigas produzidas e
consumidas no mundo. Atualmente, dependendo do modo de produgao, existem dois estilos de
industria, a de cerveja artesanal, e a de cerveja industrial, sendo que, ao longo dos tltimos anos,

a cerveja industrial tem vindo a perder cota de mercado para a cerveja artesanal.

O processo de produgdo de cerveja artesanal na Fabrica de Cervejas Portuense
engloba as etapas de Moagem do Malte — Brassagem — Filtracdo — Ebuli¢ao — “Whirlpool” —
Arrefecimento — Fermentagdo — Maturagao — Centrifugagdo — Enchimento. A auséncia de uma
etapa de filtragdo esterilizante e/ou pasteurizagdo antes do enchimento, torna este modo de
producao mais suscetivel a contaminagdes microbioldgicas e consequente deterioragdo. Na fase
quente da producdo (desde a moagem do malte até ao “Whirlpool”), onde sdo aplicadas
temperaturas elevadas, considera-se que o controlo ¢ assegurado, mas o mesmo nao acontece

na fase fria (desde o arrefecimento até ao enchimento).

No estagio realizado, além do acompanhamento da producdo cervejeira, foram
realizadas analises microbioldgicas a amostras colhidas de equipamentos e materiais utilizados
na fase fria do processo, assim como a cerveja em tanque € a cerveja final, de modo a avaliar a
qualidade da cerveja e a identificar potenciais pontos de contaminacao. Para tal, foi analisada a
presenca de Lactobacillus e de Acetobacter, como bactérias indicadoras de qualidade, ¢ a

presenca de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, como indicadoras de higiene.

Os resultados mostraram que, apesar de existirem cervejas com elevada qualidade
microbiologica, algumas apresentavam niveis de contaminagao acima do esperado e, que esta

contaminag¢ao poderia ocorrer em varios pontos do processo.

Palavras-chave: Cerveja Artesanal, Microbiologia, Lactobacillus, Acetobacter,

Enterobacteriaceae.



Abstract

Beer is considered one of the oldest alcoholic beverages produced and consumed in the
world. Currently, depending on production process, there are two styles of industry, craft beer
and industrial beer, and over the last few years, industrial beer has been losing market share to

craft beer.

The craft beer production process at Fabrica de Cervejas Portuense contains the
following steps: Malt Milling — Brassing — Filtration — Boiling — "Whirlpool" — Cooling —
Fermentation — Maturation — Centrifugation — Filling. The absence of a sterilizing filtration
and/or pasteurization step prior to filling makes this style more susceptible to microbiological
contamination and wastage. In the hot phase of production (from the malt milling to the
“Whirlpool”), where high temperatures are applied, control is considered to be ensured, but the

same is not true in the cold phase (from cooling to filling).

In the intership carried out, in addition to monitoring the brewing production, a
microbiological study was performed on the equipment and materials used in the cold phase of
the process, as well to the beer in tank and to the final beer, in order to evaluate the quality of
the beer and determine points of contamination. For this purpose, it was analyzed the presence
of Lactobacillus and Acetobacter, as quality indicator bacteria, and the presence of bacteria

belonging to the Enterobacteriaceae family, as hygiene indicators.

The results showed that, despite the existence of high quality beers, some were

contaminated and that the contamination could occur at various points in the process.

Keywords: Craft Beer, Microbiology, Lactobacillus, Acetobacter, Enterobacteriaceae.
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1. Introducao
1.1 Cerveja

A cerveja ¢ uma bebida produzida a base de malte, dgua, lupulo e levedura e, ¢é
considerada uma das bebidas alcoolicas mais antigas produzidas e consumidas no mundo
(Breda et al., 2022). De acordo com a Portaria n.° 1/96 de 3 de Janeiro de 1996, “entende-se por
cerveja a bebida obtida por fermentagdo alcoolica, mediante leveduras selecionadas do género
Sacharomyces, de um mosto preparado a partir de malte de cereais, principalmente cevada, e
outras matérias-primas amilaceas ou agucaradas, ao qual foram adicionadas flores de lupulo ou

seus derivados e agua potavel”.

Na industria cervejeira temos dois tipos de industria, a de cerveja artesanal, e a de
cerveja industrial. Ao longo dos ultimos anos, a cerveja industrial tem vindo a perder cota de

mercado para a cerveja artesanal (Nabiga, 2019).

1.1.1 Cerveja Artesanal

O termo cervejaria artesanal, em geral, aplica-se a pequenas empresas, normalmente
independentes e que utilizam processos tradicionais, que enfatizam a qualidade, sabor e
diversidade, em detrimento da produgdao em larga escala (Lopez et al., 2020). Deste modo, o
uso de matérias-primas de elevada qualidade, o tempo necessario de producao e a menor

quantidade produzida, implicam que o seu preco seja superior ao da cerveja industrial (Nabica,

2019).
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Figura 1 Produgdo da cerveja Nortada. Fonte: Nortada.

A cerveja artesanal € caracterizada pela auséncia de pasteurizagdo e filtragdo
esterilizante (Breda et al., 2022; Nabica, 2019). Resulta numa ampla gama de estilos, devido a
combinagdo complexa de diferentes tipos e variedades de ingredientes convencionais da cerveja
(4gua, malte, lupulo e levedura) com (ou sem) novos ingredientes (frutas, especiarias, ervas,

etc.), em diferentes propor¢des e combinagdes, utilizando técnicas tradicionais e novas de



fabricacdo de cerveja. Tendo em conta o tipo de fermentacdo, a cerveja subdivide-se em dois

principais grandes grupos, Ale e Lager (Tabela 1).

Tabela 1 Classificagdo das cervejas tendo em conta o tipo de fermentagdo. Adaptado de Breda

et al. (2022).

Definicio Ale Lager

Tipo de fermentac¢io | Fermentacdo Alta Fermentagdo Baixa
Levedura Saccharomyces cereviseae Saccharomyces pastorianus
Temperatura 15-25 °C 5-10 °C

Além disso, existem ainda imensos estilos, tendo em conta o seu pais de origem
(Harrison e Jr., 2017). Dependendo do local, as caracteristicas das matérias-primas utilizadas
(principalmente da 4gua e do malte) variam, alterando as caracteristicas da cerveja final. Deste

modo, existem quatro escolas, a Americana, a Alema, a Belga e a Inglesa (Tabela 2).

Tabela 2 Escolas da cerveja e os seus Estilos. Adaptado de (Super Bock Casa da Cerveja,
2022).

Escola Estilo

Alema Amber Ale; Amber Lager; Bock; Dark Lager; Pale Ale; Pale Lager; Pilsner; Wheat Beer
Belga Amber Ale; Pale Ale; Strong Ale; Wheat Beer

Inglesa Amber Ale; Brown Ale; Pale Ale; Porter; Strong Ale

Americana | Amber Ale; IPA; Pale Lager; Strong Ale

1.2 Apresentacao da empresa “Fabrica de Cervejas Portuense”

A Faébrica de Cervejas Portuense localiza-se na cidade do Porto, onde produz a sua
marca de cerveja artesanal, Cerveja Nortada. O projeto, iniciado em 2016, pretende acrescentar
valor ao mercado cervejeiro portugués, com a producdo e distribuicdo de uma cerveja regional
e de qualidade superior. Atualmente, sdo produzidos mais de 500 mil litros/ano de cerveja e, na
busca pela maxima qualidade, a empresa aposta no “Know-How” e experiéncia de equipa,
equipamentos de exceléncia, utilizagdo das melhores matérias-primas e controlo de qualidade
rigoroso. Produz sete cervejas classicas (iconicas), disponiveis no mercado ao longo de todo o
ano, e ainda cervejas temporais, disponiveis em certas datas ou épocas festivas (Fébrica de
Cervejas Portuense, 2022; Cerveja Nortada, 2022). Produz ainda para outras empresas

cervejeiras, as denominadas “cervejas gipsy”.



Na unidade de producao, a cerveja “Lager” (escola Alema), uma cerveja artesanal 100%

malte, sem adi¢do de adjuntos como milho ou trigo, € que tem um tempo de maturagdo de 3

semanas, ¢ a mais produzida. O seu amargor ¢ aroma s3o definidos pelo uso dos lupulos, do

tipo Perle e Mitterlfruth, respetivamente, que sdo adicionados no inicio da ebuli¢do. E uma

cerveja com 5% de teor alcoolico, com um IBU (International Bitterness Units - define o

amargor da cerveja) de 18 e uma quantidade de CO; entre os 4.8 - 5 g/L..

1.2.1 Fluxograma de producao

O processo de produgdo de cerveja artesanal, descrito no fluxograma da Figura 2,

realiza-se entre 3 pisos. O processo engloba as etapas de Moagem do Malte — Brassagem —

Filtracdo — Ebulicdo —

Centrifugacio — Enchimento.
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quente )

Fase __J
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J—

Malte

Moagem do malte

v

Agua
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+ Sais +
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Trub quente
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—
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Trub frio
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v
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Figura 2 Fluxograma de produgdo da Cerveja Artesanal Nortada.




A etapa de Brassagem e Ebuli¢cdo ocorrem na mesma caldeira - “mash-in tank™ - (Figura

3 a — caldeira 1) e a etapa de Fermentacdo e Maturagdo ocorrem no mesmo tanque (Figura 3
b).

———

Figura 3 a) Caldeiras de producgdo: 1- Caldeira de brassagm; 2- Caldeira de filtracdo e

ebulicdao. b) Tanques de producao.

Moagem do malte: Sao pesados e moidos os diferentes cereais maltados essenciais para

o estilo de cerveja pretendido, mantendo a casca intacta (fundamental a etapa de filtra¢do).

Brassagem: Os cereais moidos sdo transferidos para a caldeira “mash-in tank™ (Figura
3a - caldeira 1), onde sdo misturados com dgua desmineralizada (obtida através do processo de
osmose inversa), e se adiciona quantidades especificas de sais (Sulfato de Calcio, Sulfato de
Magnésio, Cloreto de Calcio, Bicarbonato de Sodio e, em algumas producdes, Carbonato de
Célcio), tendo em conta os parametros da agua do pais de origem da cerveja que se pretende
produzir. Deste modo, e tendo em conta que a 4gua ¢ o principal componente da cerveja
(correspondendo a cerca de 93%) (de Souza Campos Neto et al., 2017), consegue-se controlar

as caracteristicas do produto final, e garantir a maior qualidade na cerveja produzida.

Nesta etapa, os valores de pH e de temperatura sdo importantes para que as enzimas

essenciais, provenientes do malte, degradem o amido, B-glucanos, pentosanos, lipidos e



proteinas (Garcia, 2019). Para tal, além de serem realizadas andlises ao pH do mosto que, com
o auxilio de acido latico, ¢ ajustado para valores entre 5,3 e 5,4, realiza-se o aumento da
temperatura do mesmo, por patamares, de modo a atingir a atividade maxima das diferentes
enzimas. Na Tabela 3 estdo apresentadas as enzimas mais importantes, respetivas temperaturas

otimas, a sua atividade e resultado das mesmas no mosto.

Tabela 3 Atividade das enzimas na brassagem (limites de temperaturas de funcionamento e

respetivas temperaturas otimas), e resultado dessa atividade no mosto. Adaptado de Garcia

(2019).

Resultado da

Enzimas Temperaturas Funcao/Atividade atividade

Hidrolisa o acido fitico para
Fitase 30-53°C (35°C) | fosfato inorganico que, se liga Reduz o pH
ao calcio e magnésio do mosto

B-glucanase | 35-55°C (45 °C) Degradagao dos B-glucanos Evita viscosidade ¢

turvacao
. Hidrolisa proteinas em cadeias
P 45-53 °C (50 °C . S .
eptidase ( ) polipeptidicas Reduz a turvagao, e
Hidrolisa cadeias promove a estabilidade
Protease 50-59 °C (58 °C) | polipeptidicas em aminoacidos | da espuma da cerveja

livres

B-amilase 54-66 °C (63 °C) Converte o amido em

Hidroélise do amido ,
agucares

a-amilase 66-71 °C (70 °C)

Filtracdo: Apods a brassagem, ¢ realizada a trasfega do mosto para outra caldeira,
denominada “lautering tank™ (Figura 3a - caldeira 2), com fendas na sua superficie inferior,
onde ocorre a filtracdo (a dreche fica retida na caldeira). O mosto obtido ao longo da filtragdo
retorna a caldeira onde foi realizada a brassagem (“mash-in tank™), para se realizar a ebuli¢ao
e, a dreche resultante ¢ lavada com agua quente, para extracdo do aglicar ainda contido. Esta

“agua de lavagem” ¢ utilizada para corre¢do do Grau Plato (° Plato) desejado no mosto.

O “° Plato” (unidade de medida de gravidade especifica utilizada no setor cervejeiro),
representa a concentragdo de sacarose, em massa, numa solugdo de dgua, constituindo, assim,

uma aproximag¢do da concentracdo massica de aglicares no mosto (Rocha, 2015).

Inicialmente, a 4gua de lavagem é muito rica em agucares, possibilitando um acréscimo
do ° Plato do mosto e, posteriormente, mais diluida, pode também ser adicionada para reducao

do ° Plato.



Finalizada a etapa de filtragdo, a dreche ¢ armazenada em sacos, que seguem para

alimentagdo animal.

Ebuli¢do: O mosto é elevado & temperatura de ebuli¢do. E-lhe adicionado certas
quantidades de uma ou mais variedades de lupulo, em um ou mais momentos distintos (num
maximo de 3), tendo em conta a intensidade do amargor e dos aromas pretendidos na cerveja
final. Os lupulos de amargor, ricos em a-acidos (compostos que quando isomerizados conferem
amargor a cerveja), sao adicionados no inicio da ebuli¢do. Os lupulos de aroma (conferem
aroma e sabor a cerveja) sao normalmente adicionados no final ou apods a ebuli¢do. Existem

variedades de lupulo capazes de ser utilizadas para os dois fins (Correia, 2019).

Nesta etapa, por evaporacdo, sdo eliminadas substancias aromaticas ndo desejaveis

(“off-flavours”).

Whirlpool: Apos a ebulicdo, o mosto desce para o Whirlpool, localizado no piso
inferior. Neste equipamento, através de forca centripeta, o trub quente - complexos proteico-
polifendis e outros residuos indesejados - acumulam-se no centro do tanque, possibilitando

assim a sua remoc¢ao do mosto, clarificando-o e estabilizando-o.

Arrefecimento: Na trasfega para o tanque de fermentacao, o mosto ¢ arrefecido através

de um permutador de placas.

Fermentacao: Ocorre, geralmente, em Tanques Cilindrico-Cénicos (CCT) isotérmicos
(Figura 4). Dependendo do volume de produgao de cerveja pretendido, pode-se utilizar tanques
de 1500 L ou de 6000 L. As leveduras adicionadas e as temperaturas de fermentacdo dependem

da cerveja pretendida (Ale ou Lager).

Figura 4 Tanques CCT (Tanques Cilindrico-Conicos) isotérmicos.



E nesta etapa que os aglcares sdo convertidos em etanol ¢ COz pelo que, o ° Plato da
cerveja € registado, diariamente, de modo a acompanhar a evolucdo da fermentagdo. Quando o
valor se repete por 2 dias consecutivos (no caso de cervejas “gipsy” € 3 dias), por choque
térmico (0 °C) e fecho da valvula de arejamento, conclui-se a fase da fermentagdo, iniciando-

se, assim, a fase de maturacdo. Neste dia, agenda-se as purgas do tanque e o enchimento.

Maturaciao: Com o choque térmico, promove-se a sedimenta¢do das leveduras e
complexos proteico-polifendis em suspensdo (Trub-frio). Quando terminada, ¢ realizada uma
purga, ou seja, ¢ retirada toda a matéria sedimentada, através do tubo baixo (os tanques tém
inseridos na sua base 2 tubos, o do lado direito, que esta inserido dentro do tanque até cerca de
1 metro - tubo alto - e o do lado esquerdo, que faz a ligagdo do fundo do tanque para o exterior
- tubo baixo), com o auxilio de um balde de 25 L, que permite contabilizar a quantidade retirada,

para posteriores calculos de rendimento.

Centrifugacido: Quando terminada a fase de maturagdo, ¢ efetuada uma centrifugacao
que permitira eliminar os complexos proteico-polifendis formados e residuos de levedura,
clarificando a cerveja. Conforme a centrifugagao vai avangando, a cerveja ¢ transferida para
um tanque limpo (BBT — “Bright Beer Tank™ (Figura 5), ou CCT, caso os BBT nao estejam

disponiveis), onde ¢ armazenada, até que se realize o enchimento.

Figura 5 Tanque BBT (“Bright Beer Tanks”).

Enchimento e Rotulagem: O enchimento ¢ normalmente realizado com enchedora
isobarométrica para garrafas de 33 cl e, com uma valvula de enchimento para barris de 20 e 30

L.



Antes do enchimento, tem de se verificar 2 parametros:

- A pressdo do tanque — Deve estar a 3 bar. A leitura ¢ realizada por bardémetro existente
na estrutura do proprio reservatdrio. Caso esteja inferior, procede-se a adi¢do de azoto (N>).

Caso esteja superior, tem de se aliviar a valvula de pressao do tanque.

- O nivel de CO; contido na cerveja — Deve estar entre os 4.8 ¢ 5.0 g/L. A leitura ¢

realizada com o auxilio do equipamento CarboQC (permite também verificar os niveis de O»
contidos na cerveja). Caso esteja inferior, tem de se adicionar CO,. Caso esteja superior, ¢
injetado N> na cerveja e ¢ aberta a valvula de pressdo, promovendo a saida do CO2

excedentario.

A verificacdo destes parametros deve ser realizada com antecedéncia, pois caso se
adicione um gas, ¢ necessario verificar o(s) parametro(s) 30 minutos depois (de forma a permitir
a cerveja estabilizar). Se os valores ainda nao estiverem dentro do que ¢ pretendido, o processo

repete-se.

A partir deste momento, o processo difere dependendo de se tratar de enchimento de

barril ou garrafa.

No caso dos barris, tem de se desinfetar o aparelho que auxilia o enchimento (“click” -
Figura 6), que ¢, entdo, desmontado e submerso em solug@o de &cido peracético 1 %, durante
30 min. Apds os 30 minutos, o “click” ¢ montado e ¢ deixado na solugdo, enquanto a preparagao
para o enchimento ndo esta concluida. Os rétulos sdo devidamente preenchidos e colados no
barril e, ¢ aplicada uma solu¢do de acido peracético 1% na zona de encaixe do “click”,
deixando-a atuar por 15 minutos. O enchimento ¢ realizado através da valvula contida no
“click”, que permite a saida do gas contido no barril estéril, e consequente entrada da cerveja.
No fim, quando retirado o “click”, aplica-se novamente a solu¢do de acido peracético 1%, nao
sO para retirar vestigios de cerveja, mas também para garantir que ndo exista crescimento

microbioldgico nessa zona e, ¢ colocada uma tampa.

O “click” é novamente mergulhado na solucao desinfetante entre o enchimento de cada
barril e, no final do processo de enchimento passa-se 4gua quente para retirar residuos de

cerveja.



Figura 6 Enchimento do barril: a) “click” montado, mergulhado em solu¢do de dcido

peracético; b) desinfecdo do barril; c) enchimento.

Os barris mais utilizados sao os de 30 L e, quando cheios, sdo dispostos numa palete de

acordo com a Figura 7.

Figura 7 Disposigdo de 22 barris numa palete.

No caso das garrafas, o processo ja ¢ mais automatico, devido ao uso de um sistema de
enchimento que, coloca o rétulo na garrafa, lava-a com dgua, enche com cerveja (a cerveja €
transferida do tanque para um tambor dentro do equipamento que, consegue encher 8 garrafas
em simultdneo) e coloca a carica. Ao longo deste processo, os técnicos de produgdo, colocam
as garrafas e as caricas no equipamento, verificam se todo o processo estd a funcionar

deviamente e, na fase final, retiram as garrafas para “uma boxe” que carrega 1008 unidades de
9 9

33 cl.



No controlo de qualidade dos niveis de CO2 e Oz da cerveja na garrafa, ¢ utilizado o
equipamento PFD Filling Device, que perfura a carica da garrafa e, permite a transferéncia
direta da cerveja para o CarboQC. Além disso, € possivel analisar o dlcool e o extrato (agucares),

para verificar se se encontra dentro dos pardmetros esperados teoricamente.

A capacidade de cada ciclo produtivo ¢ de 1500 L, e demora, em média, 8 horas desde
a moagem até a entrada no tanque (quando o mosto ¢ trasfegado para o tanque de fermentagao,
pode dar-se inicio a uma nova producdo). Devido a existéncia de dois turnos de trabalho no

departamento de producdo, € possivel realizar-se duas producdes didrias.

1.2.2 Sistema de desinfecio dos materiais e equipamentos

No fluxograma de producdo de cerveja industrial, incluem-se as etapas apresentadas,
acrescentando a filtragao estéril e a pasteurizagio antes do enchimento. A auséncia destas
etapas na produgdo de cerveja artesanal, torna esta cerveja mais suscetivel a contaminagdes
microbiologicas e a deterioracdo. Na fase quente da produgao, onde sao aplicadas temperaturas
elevadas, considera-se que o controlo ¢ assegurado, mas o mesmo nao acontece na fase fria.
Assim, ¢ essencial um correto manuseamento do produto e dos equipamentos, garantindo um

risco de contamina¢des minimo.

De forma a diminuir o risco de contaminagdo nos equipamentos, ¢ utilizado o sistema

de limpeza CIP (Clean-In-Place — Tabela 4).



Tabela 4 Programa CIP (Clean-In-Place).

Programa Temperatura
CIP Detergente Acdo Concentragdo (°C) Tempo de Contacto  Periodicidade
CCTe agua enxaguamento para limpeza dos residuos ambiente até a agua sair limpa, assim que
BBT maiores e diminuir a sujidade na soda até assegurar que a  estiver vazio
linha estd bem
confirmag¢do da correta ligacdo da linha e montada ¢ a bomba a
ajuste dos equipamentos para 0 processo funcionar
corretamente
Mida Flow  alcalina (soda)- limpa matéria organica 33 mz com a bomba a 80 30 min
110 recircular a 85 %
agua tirar os residuos de soda e neutralizar o ambiente até o pH neutralizar
pH
Mida Chriox acida- limpa matéria inorgénica, 1% * ambiente 20 min antes de cada
5 inclusive os cristais da soda utilizagao
SPX agua enxaguamento, confirmacao da correta ambiente até a dgua sair limpa  antes e depois
ligacdo da linha e ajuste dos parametros de cada
do equipamento utilizacao
Mida Flow  alcalina (soda)- limpa matéria organica 33 mz com a bomba a 80 20 min
110 (55 mz) recircular a 85 %
agua tirar os residuos de soda e neutralizar o ambiente até o pH neutralizar
pH
Enchedora Mida Flow  alcalina (soda)- limpa matéria organica 33 mz com a bomba a 80 20 min antes de cada
110 recircular a 85 % utilizacao
agua tirar os residuos de soda e neutralizar o torneira da agua ndo ambiente até o pH neutralizar
pH completamente aberta
para reduzir pressao até 2
bar
agua lavar residuos da cerveja torneira da agua ndo ambiente até enchedora estar  depois de cada
completamente aberta livre de cerveja utilizacdo

para reduzir pressao até 2
bar



NOTA Retirar vedantes e sO colocar os vedantes das conexdes quando necessario
vedante porta

* CCT60 2500 mL em 250 L de agua (pelo nivel do tubo alto)

CCT15 1000 mL em 100 L de agua (pelo nivel do tubo alto)

Normalmente, na limpeza dos equipamentos, a soda entra e sai do sistema pelo mesmo
percurso que a cerveja realiza durante a producdo, mas nos tanques, de modo a entrar em
contacto com todos os pontos, ¢ montado um sistema, como esquematizado na Figura 8. De
modo a facilitar a limpeza de matéria organica, uma vez que a mesma pode nao ser aplicada
logo ap6s o tanque se encontrar livre, normalmente, efetua-se uma limpeza com agua. Quando
possivel, o sistema ¢ montado e permite que a soda entre pelo tubo de arejamento, seja
distribuida no interior do tanque, saia pelo tubo baixo e, em simultaneo, saia pela valvula de

pressdo e entre pelo tubo alto.

— Q=

A

Sistema '

omba b
de Soda O ! e ==
———=p—————— bomba

Figura 8 Esquema de montagem do sistema no tanque para programa CIP — circulagdo de

{

dgua e solucdo de Mida Flow 110.



Posteriormente, passa-se dgua para retirar cristais residuais e neutralizar o pH. A
limpeza acida so se aplica antes da nova utilizacao do tanque. Nesta limpeza, a solugdo de Mida

Chriox 5 e a agua sdo inseridas pela porta e a recirculagdo ocorre como representado na Figura
9.
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Figura 9 Esquema de montagem do sistema no tanque para limpeza CIP — circulagdo de

solucdo de Mida Chriox 5.

Além da limpeza e desinfecdo realizadas antes da utilizagdo de cada tanque, sdo
necessarios cuidados durante o seu uso. A torneira de amostragem (representada a laranja na
Figura 9), antes de cada utilizagdo, ¢ desinfetada com Mida San 318 DR, e ¢ rejeitada a primeira
cerveja que sai, de modo a limpar o desinfetante presente. ApOs se retirar a amostra, a torneira

¢ preenchida com o desinfetante e sdo colocadas as tampas nas duas aberturas.

O tubo alto e o tubo baixo sao também desinfetados antes de cada utilizagdo com Mida
San 318 DR, durante cerca de 15 minutos. Caso ap6s a utilizagdo fiquem vestigios de cerveja
na entrada do tubo, os mesmos sdo retirados com 4gua e efetua-se novamente a desinfe¢do do

tubo.

Em relagdo as mangueiras e tubagens fixas (tubagens que permitem a trasfega de mosto

e cerveja de uma zona para outra — incluindo “inter-pisos” -, com recurso a painéis de controlo



e interligacdo (Figura 10)), a sua limpeza e desinfecdo ¢ realizada em consequéncia da

circulagdo da solugdo higienizante utilizada na desinfecdo CIP de equipamentos.

Figura 10 Painel de controlo e interligagdo.

Os vedantes de encaixe de tubos e equipamentos e outros materiais, como ferramentas,

sao mergulhados numa solu¢do com detergente (Mida Foam 193).

Possiveis falhas no procedimento de limpeza, podem comprometer a qualidade da

cerveja, uma vez que aumentam o risco de contaminagdo microbiologica.

1.2.3 Possiveis pontos de contaminacio

Conforme anteriormente referido, os pontos criticos em termos de risco de
contaminac¢do pertencem a fase fria do processo de produgdo (Figura 11). Estes englobam
equipamentos como, tanques (CCT e BBT), centrifugadora, enchedora, bomba, painéis de

interligagdo, além de mangueiras, barris, garrafas e capsulas.

Tanque _ Tanque ac Enchedora _>Q
CCT a,b,c; Centrifugadora e » cCTou /
BBT m-
| |
—

Figura 11 Fase fria do processo de produc¢do da cerveja Nortada - possiveis pontos de

contaminagdo. Trasfega com recurso a a) mangueiras, b) bomba e c) painéis.



Nos tanques, a limpeza CIP ¢ realizada com recurso a um dispersor situado no topo do

tanque, que gira e pulveriza a solugdo (nos tanques do piso 1 o dispersor ndo gira).

Este dispositivo permite uma distribui¢ao homogénea das solu¢des de limpeza ao longo
das paredes e fundo do reservatério. Ha, no entanto, zonas “criticas” em que, com este método,
ndo conseguimos assegurar uma completa higienizagdo, tais como o topo do tanque e a parte
inferior da zona da porta que, devido a estar mais interna em relagdo a parede do tanque, torna-
se numa zona de dificil exposi¢ao aos higienizantes (Figura 12). Além disso, a borracha em
torno da porta (vedante), e as torneiras de extra¢do, também poderdo ser pontos de

contaminagdo se a desinfecdo, antes de cada utilizagdo, ndo for devidamente realizada.

Figura 12 Porta de um tanque.

A centrifugadora (Figura 13) ¢ um equipamento constituido por muitas pecas e, uma
vez que nao ¢ passivel de ser desmontada para limpeza e desinfe¢do pormenorizada, poderao
ficar zonas com residuos de uma anterior producdo, que poderdo constituir fonte de

contaminagdo para produgdes seguintes.

Figura 13 Centrifugadora.



As bombas sdo utilizadas para trasfegas de cerveja e limpezas CIP de tanques. A
limpeza CIP das bombas ¢ realizada quando se faz a limpeza nos tanques. Tal como a
centrifugadora, dado ndo serem alvo de desmontagem para limpeza e desinfecao, podem conter

pontos criticos de contaminagdo no seu interior.

No caso da enchedora, poderdo existir muitos pontos de contaminagdo - na lavagem
das garrafas que ¢ realizada apenas com agua, no enchimento que ¢é realizado com recurso a
uma “agulha” que entra na garrafa (Figura 14) e, nas caricas, que ndo tém qualquer tipo de

tratamento antes da sua colocagao.

Figura 14 Agulhas de enchimento: a- copo colocado para realizar a limpeza CIP; b- copo

desmontado, c- copo retirado (agulha pronta a uso).

As tubagens t€ém muitos pontos de curvatura pelo que, o programa de desinfe¢do pode

ndo ser suficiente para garantir a seguranga microbioldgica.

As mangueiras (Figura 15) permitem a ligagdo ndo sO entre equipamentos, mas
também entre painéis e equipamentos. A sua utilizagdo passa por varios lotes de producao, pelo
que se um lote estiver contaminado e a sua desinfe¢ao ndo for eficaz, podera contaminar outros

lotes.



Figura 15 Mangueiras auxiliares da produg¢do.

Os barris (Figura 16) adquiridos vém preenchidos com CO», sendo que durante o
enchimento, o gas ¢ substituido pela cerveja. Considera-se que a sua assepsia € assegurada, pelo

que nao ¢ realizado qualquer tipo de desinfe¢dao no seu interior.

Figura 16 Barril de 30 L.

No caso da desinfe¢do de vedantes recorre-se a detergente (Mida Foam) e, no caso das

entradas onde encaixam as mangueiras, com uma solu¢ao de Mida San 318 DR.

O correto manuseamento destes equipamentos e uma desinfecdo eficaz sdo
fundamentais para a elimina¢do de microrganismos indicadores das condi¢des de higiene e

microrganismos que afetam a qualidade da cerveja.



1.3 Microbiologia da cerveja

Durante séculos a cerveja foi reconhecida como uma bebida microbiologicamente
estavel, devido a fatores como, a presenca de etanol, a presenca de compostos do lipulo com
caracteristicas conservantes, a elevada concentragdo de CO: ¢ a reduzida concentragao de Oo.
No entanto, muitos microrganismos sdo resistentes a essas condigdes e, a sua presenga pode
causar alteragdes na cerveja (Dragone et al., 2008). Entende-se por contaminante qualquer
organismo, que ndo foi deliberadamente introduzido e, que sobrevive e reproduz-se nesse

ambiente (Guerreiro, 2018).

As cervejas de referéncia produzidas na Féabrica de Cervejas Portuense, em geral, t€m
um teor alcoolico superior a 5%, um pH entre 4 e 5, cerca de 2° Plato em aglcares residuais,

além da presenca de CO, e componentes amargos do lapulo.

1.3.1 Bactérias deteriorantes da cerveja

As contaminacdes microbiologicas podem ocorrer nas diferentes etapas do processo,
incluindo a adigdo de matérias-primas contaminadas. Na Figura 17 sao identificadas as
possiveis contaminagdes bacterianas (Gram-positivas e Gram-negativas) nas diversas etapas do

Processo.



Bacillus Enterobacteriaceae Moagem do malte
Flavobacterium  Actinomyces
Alcaligenes Lactobacillus {}
Pseudomonas Acetobacteriaceae B
rassagem
Ebuli¢do
11
Fase fria r
Enterobacter . Mosto
Obesumbacterium __ .
Rahanella aquatis Adicdo de levedura
Lactobacillus 4 Fermentacio
Pediococcus L ! !
Selenomonas Lactobacillus B
Micrococcus Pediococcus Maturacao
Zymomonas Pectinatus _ {}
Acetobacter Megasphaera :
Glucanobacter Zymophilus Enchimento
Lactobacillus _‘ .
Pediococcus Distribuicdo
Enterobacter

Figura 17 Contaminantes microbiologicos expostos as matérias-primas e as etapas de

producdo de cerveja. Adaptado de Ashtavinayak e Elizabeth (2016).

Bactérias Gram-positivas

Na Tabela 5 estao apresentadas as principais bactérias Gram-Positivas que provocam

deteriorag¢do na qualidade da cerveja.

Segundo (Dragone et al., 2008), cerca de 70% das contaminacdes da cerveja sdo

causadas por bactérias acido laticas pertencentes aos géneros Lactobacillus e Pediococcus.



Tabela 5 Bactérias Gram-Positivas e sua deterioragdo na cerveja. Adaptado de (Guerreiro,

2018; Kordialik-Bogacka, 2022).

Espécies Relevantes Deterioracio Observagdes

Bacillus cereus "Off-flavour" dcido provocado pela produgdo de dcido ldtico Produgdo de endosporos que podem sobreviver a ebuligdo do mosto

Bacillus coagulans

Levilactobacillus Brevis

Lentilactobacillus buchneri "Off- favlour""acido provocado pela produgdo de dacido latico
Lacticaseibacillus

Lactobacillus coryniformis Sabor "amanteigado" devido a produgdo de acetil
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus lindneri Turbidez "sedosa"

Lactobacillus malefermentans

Lentilactobacillus parabuchneri

Secundilactoobacillus collinoides

Secundilactoobacillus paracollinoides

Lactiplantibacillus plantarum

Pediococcus damnosus Sabor 4cido devido a produgio de acetil
Pediococcus dextrinicus
Pediococcus inopinatus

Pediococcus pentosaceus

Staphylococcus epidermis Aroma tipico frutados

Staphylococcus saprophyticus

Das bactérias produtoras de acido latico, as espécies contaminantes da cerveja mais

comuns sdo Levilactobacillus brevis e Fructilactobacillus lindneri.

A espécie L. brevis ¢ a mais comum na cerveja. E tolerante ao lapulo, cresce a um pH
entre os 4 ¢ os 5 € a uma temperatura entre os 15 e os 45 °C, com uma temperatura 6tima de
crescimento aos 30 °C. E um microrganismo heterofermentativo obrigatério e anaerdbio

facultativo (Dragone et al., 2008; Kordialik-Bogacka, 2022).

A espécie L. lindneri é a segunda mais comum em contaminacdes de cerveja. O seu
crescimento 6timo ocorre acima dos 30 °C, a um pH entre os 4.6 e os 5.2. Tem uma elevada
tolerancia ao lapulo (45 IBU) e suporta concentra¢des de etanol superiores a 7%, sendo muito
tolerante ao tratamento térmico. E um microrganismo microaeréfilo e, tal como a espécie L.

brevis, ¢ heterofermentativo (Kordialik-Bogacka, 2022).

No género Pediococcus, a espécie contaminante mais comum € Pediococcus damnosus,
uma bactéria microaerofila e homofermentativa. Cresce a um pH de 5,5 e a uma temperatura
entre os 8 e 30 °C, atingindo o seu crescimento 6timo no intervalo entre os 22 e 25 °C

(Kordialik-Bogacka, 2022).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=53444&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

A espécie Bacillus cereus, bactéria formadora de enddsporos, ¢ responsavel por
provocar graves infe¢des clinicas (Abel-Santos, 2015; Guerreiro, 2018). E uma bactéria
anaerobica facultativa, que consegue crescer num intervalo de temperaturas entre os 8 e 55 °C.
Nao tolera meios acidos, desenvolvendo-se em valores de pH entre 5 ¢ 9,2. Os endosporos

produzidos sdo resistentes ao calor, radia¢do e desinfe¢do (Parihar, 2014; ASAE, 2022).

Bacillus coagulans ¢ uma bactéria anaerdbica facultativa. A sua temperatura de
crescimento 6timo € entre os 35 € 50 °C e o pH entre os 5.5 e os 6.5. Algumas estirpes sao
consideradas bactérias termofilas, sendo capazes de crescer entre os 60 e 65 °C. Apesar de
produzir acido latico, ndo produz gases provenientes das fermentagdes dos acucares (Konuray

e Erginkaya, 2018).

Bactérias Gram-negativas

As bactérias Gram-negativas (Tabela 6), mais importantes em termos de estabilidade
microbiologica da cerveja sdo as pertencentes aos géneros Pectinatus € Megasphaera (bactérias
anaerobicas). No entanto, as bactérias dos géneros Gluconobacter, Acetobacter, Zymomonas, €
algumas espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae (como Rahnella e Shimwellia)
também sdo relevantes (Ashtavinayak e Elizabeth, 2016; Dragone et al., 2008; Kordialik-
Bogacka, 2022).



Tabela 6 Bacterias Gram-Negativas.

Género Espécies Relevantes Deterioragio Observacoes

Acetobacter A.aceti “Vinagre”/sabor azedo devido a produgao de acido acético

A. Pasteurianus Turbidez

Formagao de um filme superficial devido a ser estritamente aerobio

Gluconoacetobacter G.liquefaciens
"Off-flavour" a "Vinagre"/azedo, devido a produgao de acido acético
Turbidez
Formagao de um filme superficial devido a ser estritamente aerobico
Gluconobacter G.oxydans

"Off-flavour" a "Vinagre"/azedo, devido a produgao de acido acético
G.cerevisiae Turbidez

Formagdo de um filme superficial devido a ser estritamente aerdbico

"Endurecimento”, devido a produgao de levana, um polissacarideo

Komagataeibacter K. hansenii
"Off-flavour" a "Vinagre"/azedo, devido a produgao de acido acético
Turbidez
Formagdo de um filme superficial devido a ser estritamente aerobico
Citrobacter C. freundi
"Off-flavours" e aroma "Amanteigado”, sulfurico e azedo, devido a
produgao de diacetil, dimetilsulfeto, acetoina, acido latico e 2,3-butanodiol
Enterobacter E. aerogenes Sabor e aromas estranhos devido a produg@o de 2,3-butanodiol, dimetil

sulfeto e dimetil dissulfeto
E. agglomerans

E. cloacae

Klebsiella K. oxytoca Sabor fendlico devido a produgio de 4-vinilguaiacol

K. terrigena

Rahnella R. aquatilis Aromas e sabores “frutados”, “leitosos” e sulfurosos devido a produgédo de
dimetilsulfeto, acetoina, acetaldeido, 4cido latico e 2,3-butanodiol

Shimwellia S. pseudoproteus Sabor e aromas estranhos devido a produgéo de 2,3-butanodiol, dimetil Contaminante enterobacteriano mais
sulfeto e dimetil dissulfeto comum
Megasphaera M. cerevisiae Sabor “sujo”/“putrido” e aroma “fecal” devido a produgéo de sulfeto de

M. paucivorans hidrogénio e acido butirico

M. sueciensis

Pectinatus P. cerevisiiphilus "Off-flavour" devido a produgao de propionato e acetato
P frisingensis Aroma a “ovos podres” devido a produgio de acidos acético, butirico,
propronico, caproico, isovalérico e valérico, além de acetoina, sulfeto de
P. haikarae hidrogénio e metil mercaptano
Propionispira P. raffinosivorans Sabor indesejado
P. paucivorans Turbidez
Selenomonas S. lacticifex Sabor indesejado
Turbidez
Zymomonas Z. mobilis Sabor sulfuroso e aroma de “maga podre” devido a produgao de acetaldeido
e sulfeto de hidrogénio
subsp. Mobilis Turbidez

As bactérias pertencentes ao género Pectinatus conseguem proliferar num meio com um
teor alcoodlico abaixo dos 5,5% (w/v) e sobrevivem a grandes intervalos de temperatura (entre
os 15 e 0s 40 °C) e pH (entre os 3,5 e os 8). No entanto, o seu crescimento 6timo ocorre a um
pH entre os 6.5 e os 7.0, e a uma temperatura entre os 30 e 32 °C para a espécie Pectinatus

cerevisiiphilus e Pectinatus frisingensis e, entre os 20 e 30 °C para a espécie Pectinatus



haikarae. A contaminagdo com estes microrganismos ocorre, essencialmente, durante o verao,
nos equipamentos de engarrafamento e tampas e, sendo que tém uma taxa de proliferacdo lenta,

poderao ser apenas detetados quando o produto sai da fabrica (Kordialik-Bogacka, 2022).

As bactérias pertencentes ao género Megasphaera sdo menos prevalentes que as
pertencentes ao género Pectinatus. Crescem a um pH igual ou superior a 4,1 e a uma
temperatura entre os 15 e os 37 °C, sendo o seu crescimento 6timo a 28 °C. A espécie mais
importante em termos de deterioragdo cervejeira € a Megasphaera cerevisiae. Estas bactérias
sdo inibidas a concentragdes de etanol superiores a 2,1% (w/v) (Dragone et al., 2008; Kordialik-

Bogacka, 2022).

As bactérias acido-acéticas responsaveis por um maior numero de contaminagdes na
cerveja sao as pertencentes aos géneros Acetobacter € Gluconobacter. O seu crescimento 6timo
¢ entre os 25 ¢ 30 °C a um pH entre os 5 e os 6 (muitas estirpes conseguem reproduzir-se a um
pH acima de 4). Sao muito resistentes aos compostos do lupulo e a elevadas concentragdes de
etanol (>10% v/v). As contaminagdes com Gluconobacter podem levar a turvacao e ao aumento
da viscosidade, devido a capacidade de sintetizar dextrano e levana, que podem causar
“Ropiness” (desenvolvimento de polissacarideo de caracteristicas pegajosas produzidas por

certas bactérias) na cerveja (Ashtavinayak e Elizabeth, 2016; Kordialik-Bogacka, 2022).

As bactérias pertencentes ao género Zymomonas sdo catdlase-positivas, anaerdbias
facultativas e sdo tolerantes ao etanol (> 10% v/v). O seu crescimento 6timo ocorre a um pH de

3.4 e a uma temperatura entre os 25 e os 30 °C (Kordialik-Bogacka, 2022).

Todas as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a excegdo da Shimwellia
pseudoproteus ¢ da Rahnella aquatilis, ndo crescem na cerveja final uma vez que, o seu
crescimento ¢ inibido pela concentracao de etanol (> 2% v/v) e pelo meio 4cido (pH < 4.8)
(Kordialik-Bogacka, 2022). Rahnella aquatilis € resistente aos compostos do lipulo (Rodhouse
e Carbonero, 2017).

1.4 Planeamento do estudo
O presente estudo teve como objetivo analisar as condi¢des dos equipamentos e
materiais, na fase fria do processo antes do seu contacto com a cerveja, de forma a perceber se

o procedimento de desinfe¢do e manuseamento utilizados eram adequados e suficientes.



Para além da amostragem em certos pontos considerados criticos, analisou-se também

a cerveja em tanque, em barril e em garrafa, de modo a analisar a sua qualidade.

Pretendia analisar-se a presenca/auséncia de bactérias pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Acetobacter como indicadores de qualidade da cerveja comercializada, e de
Enterobacteriaceae, como indicador de higiene e seguranca alimentar (boas praticas de

higiene).

2. Materiais e Métodos
2.1 Recolha de amostras

A recolha das amostras foi realizada proxima de chama, fornecida por um macarico
portatil, de modo a garantir a assepsia do local. No caso dos pontos criticos considerados em
equipamentos, capsulas e garrafas, a amostragem foi realizada momentos antes do seu contacto
com a cerveja, de modo a analisar as condigdes com que os mesmos sao utilizados. A recolha
de amostras foi realizada com recurso a zaragatoas, posteriormente armazenadas em solugao de
Ringer até a sua analise. No caso da recolha de cerveja para analise, a excecao da cerveja de
garrafa, utilizaram-se frascos estéreis para a recolha. Todas as amostras foram analisadas no dia

de recolha, tendo sido refrigeradas até se proceder a sua analise.

2.2 Meios de cultura e isolamento de colonias

De modo a detetar a presenca de bactérias pertencentes ao género Lactobacillus,
Acetobacter e a tamilia Enterobacteriaceae, foram utilizados, respetivamente, os seguintes
meios de cultura: MRS (de Man, Rogosa and Sharpe), GYC (Glucose Yeast Extract) e
Rapid’Enterobacteriaceae. Os meios de MRS e Rapid’Enterobacteriaceae foram preparados
como descrito no rétulo e, o meio GYC foi preparado por adi¢do de ingredientes, de acordo
com a seguinte formulagdo: 40 g/L de glucose, 20 g/L de agar para bactérias, 10 g/L de extrato
de levedura e 5 g/L de carbonato de célcio. O meio MRS foi esterilizado em autoclave a 121 °C
por 15 min e, os meios Rapid’Enterobacteriaceae e GYC foram aquecidos com recurso a placas

de aquecimento, até levantarem fervura (para garantir a completa dissolu¢do do agar).

Para o isolamento de colonias utilizou-se o método de sementeira por incorporagao,
método apropriado para amostras de cerveja ndo filtrada, de cerveja fermentada, de cerveja
maturada e de cerveja em garrafa (Rocha, 2015). No caso das placas para isolamento de

Enterobacteriaceae colocou-se uma camada overlay. Para as amostras realizadas em



equipamentos ¢ materiais, os resultados foram analisados com uma diluigdo de 107! (devido ao
armazenamento das zaragatoas de recolha em solu¢do de Ringer, ndo foi possivel analisar numa
diluicdo de 10%) e, para as amostras de cerveja, os resultados foram analisados para as dilui¢des
de 10°,10! e, em alguns casos, 102, Aplicou-se um 1 mL de amostra em cada placa de Petri e,
apos a inoculagdo, as placas de Petri foram invertidas e incubadas numa estufa a 25 °C, durante
5 dias no caso das placas de GYC e Rapid’Enterobacteriaceae, e durante 7 dias no caso das

placas de MRS.

2.3 Testes de confirmacao de colonias
No fim do periodo de incubagao, efetuou-se a contagem das coldnias presentes em cada
placa de Petri e, no caso das placas de MRS e GYC, selecionaram-se algumas para realizagao

de testes de confirmacao, com base na arvore de decisdo da Figura 18.

Para identificacao das bactérias pertencentes ao género Acetobacter, utilizaram-se os testes
bioquimicos basicos de catalase, oxidase e coloracdo Gram, pela respetiva ordem, sendo que,
quando o resultado ndo era o pretendido para a confirmacdo, os seguintes testes ja nao se
realizavam. Além disso, foi tida em aten¢do, a contagem e recolha de coldnias superficiais,

devido a serem bactérias estritamente aerobias.

Para a identificagdo de Lactobacillus, apenas se realizaram os testes bioquimicos

basicos de catalase e coloragao Gram.
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Figura 18 Arvore de decisio para identificacio de bactérias aerébias. Adaptado de Teixeira,
2014.

Deste modo, conhecendo o numero de colénias confirmadas na selecdo realizada,
calculou-se a respetiva percentagem e estimou-se o nimero de coldnias totais confirmadas.
Com este valor, calculou-se o nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) através da seguinte formula:



Yc

FC/mL =
UFC/mL = o o+ 0.1n2) = d

Considerando,

Y. ¢ —a soma de todas as coldnias nas placas de duas diluigdes sucessivas
V — volume em ml do in6culo

nl- n° de placas na 1* dilui¢do

n2 —n° de placas na 2° diluigdo

d — a taxa de diluigao correspondente a primeira diluigao

Os resultados obtidos estao descritos em Anexo, de acordo com o dia da realiza¢ao das

amostragens.

2.4 Amostras para identificaciao por sequenciacio do gene 16S rRNA

Congelamento de amostras para armazenamento

No fim dos testes basicos bioquimicos, as coldnias bacterianas confirmadas foram
isoladas através da técnica de riscado, e colocadas novamente em estufa, as condigdes de
crescimento para confirmar a pureza do isolado. Posteriormente, com recurso a uma zaragatoa,

foi realizada uma extragdo para meios proprios para congelamento, previamente autoclavados.

Para Acetobacter, o meio foi preparado de acordo com a seguinte composicao: 3 g de

meio TSB + 70 mL de agua + 30 mL de glicerol.

Para Lactobacillus, o meio foi preparado de acordo com a seguinte composi¢ao: 2,05 g
de meio MRS broth + 21 mL de agua + 9 mL de glicerol. Deste modo, as amostras foram

congeladas e armazenadas até se pretender realizar a extragdo do DNA.

Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA foram selecionadas 10 amostras de cada isolado. Fez-se as
bactérias crescerem em meio liquido, de modo a lhes causar menos stress e, apos o periodo de
incubagdo, utilizou-se o “GRS Genomic Kit — BroadRange” para extracdo de DNA. No final

do procedimento, o pellet obtido foi armazenado novamente no congelador.

As amostras obtidas foram amplificadas por PCR. Para tal preparou-se uma solucao de

acordo com a Tabela 7, com volume necessario nao s6 para o nimero de amostras a analisar no



dia, mas também tendo em conta o volume para o controlo negativo, para o controlo positivo e

“volume de erro”, equivalente a 1 amostra.

Tabela 7 Composicao da solugdo para realizagdo de PCR.

. Volume (ul)

Solucao
por amostra

st. UP H20 34,75
10x Taq Buffer with KCI 5
MgCh (25 mM) 5
dNTP'S (10 mM) 1
Primer 27F (100 uM) 0,5
Primer 1492R (100uM) 0,5
TAQ polymerase (1 U/ ul)* 1,25
Total Volume 48

# TAQ DNA polimerase, recombinante (1 U/ ul) CAT# EP0404 Thermofisher Scientific.

Distribuiu-se 48 ul da solugao em tubos estéreis de 0,2 ml e, no fim, adicionou-se 10 pl

de DNA a analisar.

As condi¢des introduzidas no equipamento para a realizagdo do PCR estao descritas na

Tabela §.

Tabela 8 Condicoes dos ciclos de PCR

ciclos Programa "16S"

1 "Start Cycle": 94 °C por 5 min
"Denaturation": 94 °C por 30 seg

30 "Annealing: 55 °C por 30 seg
"Extension":72 °C por 1,30 min

1 "Final Extension": 72 °C por 1,30
min
o0 "Storage": 12 °C
Eletroforese

O processo de eletroforese permitiu verificar a presenca/auséncia do gene 16S nas

amostras.

Para tal, dissolveu-se 2 g de agarose em 100 ml de solucdo tampao TAE (40 %),
aqueceu-se no microondas até a solugdo ficar translucida e adicionou-se 5 pl de solugdo corante

SYBR Green. Apos encaixar o pente no molde, verteu-se o gel cuidadosamente, de modo a nao



formar bolhas e deixou-se solidificar durante 1 hora. Posteriormente, o0 mesmo foi removido,

colocado na tina cuidadosamente, e submerso em solu¢ao tampao.

Carregou-se o gel com 5 pl de amostra de DNA e 3 ul de corante ((Looding buffer) e
aplicou-se, de seguida, a técnica do “up&down” para homogeneizar. Nos extremos do gel
aplicou-se Ladder Buffer. Por fim, encaizou-se a tampa, ligou-se o voltimetro e, ap6s a corrida,
visualizou-se e capturou-se imagens do gel sob luz ultravioleta com GelDoc XR System-

BioRad.

3. Resultados e Discussiao
O limite maximo de contaminacao para cada um destes microrganismos ¢ definido por
cada empresa do setor cervejeiro, uma vez que ¢ um fator que influencia, principalmente, a

qualidade da cerveja produzida.

Desta forma, tendo em conta que a Fabrica de Cervejas Portuense ainda ndo tem esses
critérios definidos, para analise de resultados, foram definidos trés niveis de contaminag¢do, de
acordo com o numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) bacterianas, tendo como
referéncia o estudo de Lopez et al. (2020). Cervejas que tivessem entre 1-50 UFC/mL foram
consideradas como tendo um nivel baixo de contaminagao (nivel 1), cervejas que tivessem entre
50-100 UFC/mL foram consideradas como tendo um nivel médio (nivel 2) e, cervejas que
excedessem os 100 UFC/mL foram consideradas com um nivel alto de contaminagao (nivel 3).
Quando nao se detetaram colonias foi considerado o nivel 0. A mesma metodologia foi utilizada
para analise dos resultados a equipamentos e materiais, para melhor comparacao dos valores.
Os resultados foram analisados em Logaritmo de UFC por ml, e associou-se cores aos niveis

para facilitar a analise (Tabela 9).

Tabela 9 Diferentes niveis de contaminagdo e respetiva cor associada.

Nivel 0 1 2 3
UFC/mL 0 10-50[ [50-100] >100
Log(UFC/mL)| — <1,7 1,7-2,0 >2.0

A auséncia de colonias bacterianas ndo confirma a auséncia de microrganismos, uma

vez que podem estar presentes em concentracdes nao detetaveis pelo método.



Constrangimentos sentidos

Ao longo do trabalho, existiram alguns constrangimentos que influenciaram os
resultados finais obtidos. A colheita de algumas amostras nem sempre foi possivel nas datas

programadas, devido a alteragdes imprevistas no planeamento de producio da empresa.

Foram realizadas amostragens antes do dia 10 de maio, no entanto, como nas recolhas
iniciais apenas se analisou a presenca de Lactobacillus e Enterobacteriaceae e, até a data, nao
se realizaram testes de confirmacao (oxidase, catalase e Coloracdo Gram), os dados nao foram

colocados no presente estudo, por constituirem resultados incompletos e nao fidedignos.

Nao menos importante, € por isso entender ser necessario evidencia-lo antes da
apresentacao dos resultados obtidos, que os resultados de sequenciacdo de DNA realizados em
laboratorio externo concluiram ndo ser possivel com este trabalho quantificar a presenca de
Acetobacter. Isso por, nas amostras sequenciadas em que se esperava confirmar a presenca de
bactérias desse género, ter-se confirmado apenas a presenga de outros géneros de bactéria

(Sphingomonas, Staphylococcus).

Assim, na apresentacao dos resultados obtidos, sempre que se referir “Acetobacter”, ha
uma elevada probabilidade de os mesmos corresponderem a presenca de bactérias de outros

géneros, entre os quais Sphingomonas e Staphylococcus.

Analise aos tanques

Para analise das condi¢des dos tanques, foram tidos em consideracdo como pontos
criticos, a parte inferior da porta e a borracha isolante da mesma. A entrada do tubo, por onde
a cerveja entraria, foi também analisada, de modo a verificar as suas condi¢des. A parte do topo
do tanque, apesar de ser considerada um ponto critico, ndo foi analisada, devido a dificuldade

em realizar a sua amostragem.

Os resultados podem ser observados na Tabela 10.



Tabela 10 Resultados microbiologicos do estado dos tanques prontos a uso em Log(UFC/mL).
(n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
) Lactobacillus Acetobacter Enterobacteriaceae
Dia |Tanque

porta | borracha |tubo| porta | borracha | tubo porta | borracha | tubo
19/mai Cz(le n.d n.d nd | =1,86 n.d n.d <1,60 n.d n.d
25/mai| CCT 9 — n.d n.d n.d <1,60 <1,60 <1,60
30/jun | CCT3 | nd n.d nd | 21,78 | 21,85 | =1,60 n.d n.d n.d
06/jul | CCT9 | n.d n.d nd | <I1,60 n.d 2,15 n.d n.d n.d
06/jul | CCT7 | nd n.d nd| =195 | 21,70 | =1,60 n.d n.d n.d
07/jul | CCT4 | nd n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

Nao foram detetadas bactérias pertencentes ao género Lactobacillus em nenhuma das
amostras recolhidas, o que indica que o tratamento de desinfecdo consegue eliminar estas
bactérias. A auséncia de resultados no dia 25 de maio ¢ justificada pelas placas de MRS nao
terem solidificado, possivelmente, porque o agar podera ter-se depositado no fundo do frasco.
No entanto, as placas foram colocadas em estufa, sem serem invertidas, mas nao se verificou

crescimento de nenhuma colonia.

As bactérias pertencentes ao género “Acetobacter” foram as mais preocupantes, por se
encontrarem em maior nimero ¢ em todos os pontos de controlo. Nos dois dias em que ndo
foram detetadas colonias, poderd ter existido um maior cuidado na desinfe¢ao, como a
passagem de um pano com desinfetante nas zonas da porta e borracha e a uma aplicacao devida

de desinfetante na entrada do tubo.

Em relacdo as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as contaminagdes
detetadas foram diminutas, pelo que nao se exclui a hipotese de terem ocorrido no momento de

amostragem, apesar de todos os cuidados.

Para mitigar o risco de contaminacdo por “Acetobacter” e Enterobacteriaceae, dever-
se-4 realizar uma limpeza mais pormenorizada destes pontos, antes da realizagdo da limpeza
CIP, retirando a borracha isolante e colocando-a submersa em solugdo de 4cido peracético 1 %
por 30 minutos, e retirando a matéria organica que fica contida nas paredes do tanque na parte

inferior da porta.



Analise ao tubo de amostragem

Ainda nos tanques, decidiu analisar-se as torneiras de amostragem, porque se retiraram
algumas das cervejas através delas para analise. Para tal, efetuou-se o procedimento habitual de
recolha, e realizou-se amostragens em dois momentos, antes da aplicacdo do desinfetante Mida

San 318 DR, ¢ apo6s a aplicacdo (Tabela 11).

Tabela 11 Resultados microbiologicos do estado das torneiras de amostragem prontas a uso

em Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Dia | Tanque Recolha Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae
10/mai | BBT 2 apos n.d 2,32 2,94
BBT 2 antes <1,60 <1,60 <1,60
31/mai BBT 2 apos n.d n.d n.d
BBT 1 antes 2,38 2,72 2,28
BBT 1 apos n.d <1,60 <1,60

No dia 10 de maio, apenas se analisou a amostragem apds a aplicagcdo do desinfetante.
Os resultados permitiram observar que o procedimento aplicado ndo era suficiente para garantir

a eliminacao de todos os microrganismos.

Deste modo, no dia 31 de maio, entendeu-se ser importante analisar o estado da torneira
antes ¢ depois da aplicacdo do desinfetante, para perceber o modo de atuacdao. Perante os
resultados obtidos, e apesar de no tanque BBT 2 a desinfegdo ter sido eficaz, o mesmo nao
acontece no tanque BBT 1. Tal pode acontecer devido a concentragdo microbioldgica ser

superior, ¢ o desinfetante s6 conseguir atuar na camada superficial.

A técnica aplicada aparenta ser eficaz para Lactobacillus, mas de eficacia duvidosa para

“Acetobacter” (ou Sphingomonas e Staphylococcus) e Enterobacteriaceae.

Analise a spx (centrifugadora)

Na centrifugadora realizaram-se amostragens na entrada (parte inicial do tubo por onde
entra a cerveja), no seu filtro, na torneira de amostragem e na entrada do tubo de saida. A analise
a torneira de amostragem, devido a impossibilidade de introduzir a zaragatoa, foi realizada

através da recolha de 4gua da limpeza contida na mesma.



Tabela 12 Resultados microbiologicos do estado da centrifugadora pronta a uso em

Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Lactobacillus Acetobacter Enterobacteriaceae

< % §) < % GQE)Q < "8 gE)D

= = 8|l g% g| @& S g 2 = | 8| 23

© =1 s g v S g

A= © 3 < 3

19/mai | n.d n.d nd| — | nd|nd n.d — =0,78 nd |nd| —
30/jun | n.d n.d nd| — |2,15/2,08 n.d — n.d <1,60|nd| —
07/jul |nd| >4,18 |nd| nd | nd | nd n.d n.d n.d nd |nd| nd

Nas 3 amostragens realizadas detetou-se sempre a contaminacao de um dos pontos

criticos analisados.

A 19 de maio detetou-se a presenca de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae na entrada da centrifugadora. A 30 de junho, os resultados para
“Acetobacter” acusaram contaminagdo elevada na entrada e na saida deste equipamento. A 7
de julho, apesar de as colonias nao terem sido confirmadas pelos testes bioquimicos, detetou-

se uma contaminagao elevada no filtro por Lactobacillus.

Estes resultados vém corroborar a ideia inicial de a centrifugadora, devido a sua
estanquidade e consequente dificuldade de limpeza, constituir um ponto critico para a assepsia

do processo produtivo.

Analise & bomba

De modo a verificar a eficdcia da limpeza CIP nas bombas, antes de estas serem
utilizadas, retiraram-se amostras nas zonas em que ¢ possivel o acesso, ou seja, na sua entrada

e na sua saida.




Tabela 13 Resultados microbiologicos do estado da bomba pronta a uso em Log(UFC/mL).
(n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Dia | Amostra| Lactobacillus Acetobacter Enterobacteriaceae
07/run Entrada n.d <1,60 n.d
] Saida n.d n.d n.d
Entrada n.d n.d n.d
jul
07/ju Saida n.d n.d n.d

Os resultados das amostragens realizadas demonstram que, em geral, a desinfecao

efetuada ¢ adequada. Apenas se detetou uma contaminagao de nivel 1 por “Acetobacter”.

Neste equipamento o método de desinfecao utilizado pode considerar-se eficaz,
provavelmente por a solugdo desinfetante pressurizada incidir sobre uma superficie de reduzida

area.

Seriam necessarios mais testes para averiguar a possibilidade da contaminagao detetada

no dia 7 de junho poder ter ocorrido no momento da recolha da amostra.

Analise a enchedora

Para analisar as condigdes de uso da enchedora, foram realizadas amostragens as 8
agulhas de enchimento, que entram dentro da garrafa até estas ficarem completas de cerveja, €

a capsuladora, por ser uma zona em que a desinfe¢do CIP ndo consegue atuar.



Tabela 14 Resultados microbiologicos do estado da enchedora pronta a uso em Log(UFC/mL).
(n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)

Dia Amostra | Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae
Agulha 1 n.d — n.d
Agulha 2 n.d — n.d
Agulha 3 n.d — n.d
Agulha 4 n.d — n.d

17/jun| Agulha 5 n.d — n.d
Agulha 6 n.d — n.d
Agulha 7 n.d — n.d
Agulha 8 <1,60 — <1,60
Capsuladora n.d — 2,77
Agulha 1 n.d n.d <1,60
Agulha 2 n.d 2,41 n.d
Agulha 3 n.d 2,04 n.d
Agulha 4 n.d =1,85 n.d
. Agulha 5 n.d n.d <1,60
30/ -
T ™ Agulha 6 n.d 2,53 nd
Agulha 7 n.d 2,15 n.d
Agulha 8 n.d 2,52 <1,60
Capsuladora n.d 2,7 >3.18

No dia 17 de junho, ndo se consideraram os resultados obtidos para “Acetobacter”, uma
vez que o numero de colonias nas placas, nas amostragens realizadas em todos os pontos

criticos, era incontavel, ndo se podendo concluir que a contaminagao veio da amostra.

Relativamente a amostragem realizada no dia 30 de junho, obtiveram-se resultados
positivos para “Acetobacter” em praticamente todos os pontos analisados e, na capsuladora,

registou-se também a presenca de um elevado niimero de Enterobacteriaceae.

Tal, pressupde deficiéncias no procedimento de higienizacdo da linha de
engarrafamento. Este facto, torna-se ainda mais preocupante se tivermos em consideracdo que,
os resultados positivos para “Acetobacter”” podem, na realidade, constituir resultados positivos

para Staphylococcus, bactérias presentes na microbiota natural humana (Ehlers e Merrill, 2022).



Analise ao interior de garrafas vazias

Para analisar a assepsia do interior das garrafas utilizadas no enchimento, selecionou-
se, aleatoriamente, garrafas contidas numa palete que seriam das primeiras a serem utilizadas

no enchimento seguinte.

Tabela 15 Resultados microbiologicos do estado do interior das garrafas vazias antes da

lavagem com agua em Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Dia | Garrafas | Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae

1 — n.d n.d

2 — n.d n.d

25/mai 3 — n.d n.d
4 — n.d <1,60

5 — n.d <1,60

6 n.d — n.d

17/jun 7 n.d — n.d
8 n.d — n.d

9 n.d n.d n.d

10 n.d n.d n.d

11 n.d 2,04 n.d

i 12 n.d n.d n.d
30jun 73 n.d <1,60 <1,60
14 n.d n.d n.d

15 n.d n.d n.d

16 n.d <1,60 n.d

Nao foi detetada a presenca de Lactobacillus nas amostragens realizadas.

A presenca de “Acetobacter”, apenas em algumas amostras recolhidas no mesmo dia
(30 de junho), pode resultar de um armazenamento incorreto das garrafas entre enchimentos,
como por exemplo, o selamento deficiente de um lote de garrafas aberto no enchimento anterior,

em que o ar poderé constituir uma possivel fonte de contaminacao.

Analise a caricas

As caricas fornecidas a empresa, sdo armazenadas e, quando necessdrias, ¢ colocada

uma certa quantidade num balde de auxilio a sua colocagdo no equipamento. Normalmente, o



balde encontra-se fechado, mas detetou-se situacdes em que a necessidade de dar atengdo a
outros pontos, levou ao esquecimento dessa etapa. As caricas analisadas foram recolhidas do

balde e os resultados das suas andlises estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 Resultados microbiologicos do estado das caricas prontas a uso em Log(UFC/mL).

(n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Dia Carica |Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae

1 n.d >3,18 <1,60
2 n.d 2,73 n.d
3 n.d =1,70 <1,60

30/jun 4 n.d n.d n.d
5 n.d n.d n.d
6 n.d n.d n.d
7 n.d n.d n.d

N3ao foram detetados Lactobacillus nas amostras recolhidas.

A presenga de resultados positivos para “Acetobacter” e Enterobacteriaceae, pode estar
associada nao sé ao armazenamento das caricas, mas também ao seu manuseamento quando
colocadas no balde, pelo que ¢ recomendavel implementar medidas que mitiguem este risco.
Entre essas agdes de melhoria, aumentar o nimero de desinfe¢des periddicas do balde de
armazenamento, e aprimorar as condi¢des de higiene durante o manuseamento das caricas. E
também recomendavel despistar a possibilidade de parte das caricas estarem ja contaminadas

aquando da sua rece¢dao na empresa.

Enchimento barril

No enchimento de barril foram analisadas nao s6 as condi¢des do “click” (interior,
exterior € mangueira), mas também a zona de encaixe do barril, e o tubo do tanque de onde a

cerveja iria sair.



Tabela 17 Resultados microbiologicos do estado do click e do tubo do tanque prontos a uso em

Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Dia
10/mai 31/mai 07/jun 15/jun 24/jun | 07/jul
Local
interior <1,60 n.d n.d n.d
“ - n.d n.d n.d n.d
§ exterior n.d n.d n.d n.d
;.% mangueira — — — — n.d n.d n.d n.d
) encaixe — — — — n.d n.d <1,60 n.d
Q
3
~ | tubo tanque n.d n.d n.d n.d n.d n.d
interior <1,60 n.d n.d n.d
« - <1,60 n.d n.d n.d
=) S exterior <1,60 <1,60 n.d n.d
g S |mangueira| — — — — <1,60 nd | <160 | nd
5 S| encaixe — — — — n.d =1,78 n.d n.d
= | 9
& = tubo >3,18 2,54 <1,60 <1,60 2,36 n.d
— tanque
v | Interior n.d n.d n.d n.d
S - n.d =1,95 <1,60 2,89
§ exterior n.d n.d n.d n.d
§ mangueira — — — n.d n.d n.d n.d
§ encaixe o — — — n.d <1,60 n.d n.d
S
N
)
3| twbo >3,18 n.d n.d <160 | nd | nd
S tanque

Nos dias 10 e 31 de maio, foram utilizados dois “clicks” no enchimento e, como o

planeamento da amostragem ainda ndo estava bem definido, existem dados em auséncia. Além

disso, nao se diferenciou o interior ¢ o exterior do “click”, sendo que a zaragatoa passou nas

duas zonas.

Destaca-se os resultados positivos para “Acetobacter”, principalmente, no tubo do

tanque. Isto significa que, a solu¢do Mida San 318 DR ndo ¢ eficaz, ou necessita de um tempo

de atuacdo superior. Relativamente desinfecdo do “click”, poder-se-a aumentar a concentracao
b

da solugao de acido peracético 1%, uma vez que este € preparado através de diluigdo.

A ndo dete¢do de bactérias no dia 7 de julho, indicia que os cuidados de desinfecao

foram reforcados, provavelmente por os resultados obtidos nas amostragens anteriores

demonstrarem essa necessidade.




Analise do barril vazio

Para a amostragem do interior dos barris, previamente ao seu corte, aplicou-se uma

solugdo de alcool 70% Vol. no seu exterior e na faca de corte.

Foram tidos em conta diversos pontos, identificados na Figura 19, de acordo com a

denominacao atribuida.

Figura 19 Pontos analisados no interior do barril. (Legenda: 1- interior encaixe; 2- mangueira

(interior); 3- peca; 4- fundo centro; 5- fundo lateral).



Tabela 18 Resultados microbiologicos do estado do interior dos barris prontos a uso em

Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Dia 15/jun 07/jul
Barril 1 2 1 2
;?Egg; n.d n.d n.d n.d
mangueira | n.d n.d n.d n.d
Lactobacillus peca |nd n.d n.d n.d
gggfr?) n.d n.d n.d n.d
gltrelf; n.d n.d n.d n.d
;ﬁ?;;g; n.d n.d n.d 2,46
é mangueira | n.d n.d n.d 2,6
O
% Acetobacter peca |n.d n.d n.d n.d
éo i:ﬁ?r?) n.d n.d 2,80 n.d
{:t‘;f; nd| <160 | 2,57 n.d
1nter}0r n.d n.d n.d n.d
encaixe
mangueira | n.d n.d n.d n.d
Enterobacteriaceae peca n.d n.d n.d n.d
(flelllfr(z) n.d n.d n.d n.d
lt::tgfz;)l n.d n.d n.d n.d

Apenas se detetaram resultados positivos para “Acetobacter”. Para tal ter ocorrido, ou o
barril ndo ¢ comprado nas condigdes estéreis que a marca garante, ou existiram contaminagoes

no momento da amostragem. Nao foram detetados Lactobacillus, nem Enterobacteriaceae.

Apesar de os barris terem sido analisados numa camara de fluxo laminar, o seu corte foi
realizado no exterior, devido a dificuldade do seu manuseamento dentro da mesma. Tal, podera

ter contribuido para as contaminagdes por “Acetobacter” acima evidenciadas.



Analise da atuacao de desinfetantes

A andlise da atuagdo de desinfetantes foi realizada nos tubos dos tanques, por ser uma

zona que necessita de desinfecao antes de cada utilizacao.

A amostragem foi realizada com zaragatoa em torno de toda a entrada do tubo, ndo
sendo possivel garantir que essa recolha tenha sido sempre realizada na mesma superficie

especifica, ao longo dos diferentes tempos.

Acao do desinfetante Mida San 318 DR

Tabela 19 Resultados microbiologicos do estado do tubo na desinfe¢cdo com Mida San 318 DR
prontos a uso em Log(UFC/mL). (n.d — nado detetado)

Dia 24/jun 06/jul

Tanque BBT 1 BBT2 CCT1 CCT3 CCT4

0 min = 1,85 n.d n.d <1,60 n.d

5 min n.d n.d n.d n.d n.d

Lactobacillus 10 min n.d n.d n.d n.d n.d

—_ 15 min n.d n.d n.d n.d n.d
= Omin | 5318 | =185 | nd 2,05 | 2,18
9 Acetobacter 5 min n.d n.d ~1,90 | 211 n.d
B 10 min 2,20 n.d =1,70 =1,70 2,20
=y 15 min 2,08 n.d =195 | =1,85 2,23
= Omin | 2,84 | <1,60 n.d <1,60 n.d
. 5 min <1,60 n.d n.d n.d n.d
Enterobacteriaceae 10 min <1,60 n.d n.d n.d n.d

15 min n.d <1,60 n.d n.d n.d

Pode-se constatar que este desinfetante nao ¢ eficaz para “Acetobacter”, dado terem-se
verificado contaminag¢des muito significativas em praticamente todas as amostragens. Deverdo

ser equacionadas outras formas de desinfe¢ao mais eficazes para estas bactérias.

Os resultados obtidos para Lactobacillus e Enterobacteriaceae demonstram que esta
solucdo desinfetante ¢ eficaz no controlo destas bactérias, sendo recomendavel a sua atuacao

por um periodo de 15 minutos.

O resultado positivo para Enterobacteriaceae ao fim dos 15 minutos no tanque BBT 2,

pode ter resultado de uma contaminagdo no momento de recolha da amostra.



Acao do desinfetante Mida Chriox 5 (1 %)

Tabela 20 Resultados microbiologicos do estado do tubo na desinfe¢do com Mida Chriox 5 (1

%) prontos a uso em Log(UFC/mL). (n.d — ndo detetado)

Log(UFC/mL)
Lactobacillus Acetobacter Enterobacteriaceae
Dia |Tanque| Omin msin nl'n?n nl'nfn 0 min 5 min 10 min 15 min m(zn m5in nlw?n 15 min
06/jul CCT6 n.d nd|nd|nd| =178 <1,60 n.d =1,70 | nd |nd|nd n.d
CCT10 | <1,60 |(nd|nd|nd| >3,18 <1,60 =190 | 21,85 [2,11| n.d | nd n.d

Relativamente a esta solucao desinfetante, os resultados apontam também para a sua
eficacia no controlo de Lactobacillus e Enterobacteriaceae, ao fim de 5 minutos de atuagao.

No entanto, para confirmar o tempo de atuacdo atrds indicado, seria necessario realizar mais

amostragens.
A existéncia de resultados positivos para “Acetobacter” em mais de 85% das amostras
realizadas, demonstram que, tal como com Mida San 318 DR, esta solugdo desinfetante a 1%

nao ¢ eficaz no controlo destas bactérias. Deveria equacionar-se a sua aplicagdo a uma maior

.concentragdo, ou testar novas solugdes desinfetantes

Analises a cerveja

Foram realizadas analises a cerveja, de modo a perceber a sua qualidade. Comegou por

analisar-se cervejas em tanque e, posteriormente, cerveja de barril e de garrafa, de forma a

verificar o estado de contaminacgao ¢ sua evolucao.

Cerveja em Tanque

As amostragens foram realizadas através do tubo de amostragem ou do tubo de saida. E
necessario ter em conta que, quer os tubos de amostragem, quer os tubos altos, apresentaram

contaminagdes nas amostragens realizadas com zaragatoa.




Tabela 21 Resultados microbiologicos da cerveja em tanque em Log(UFC/mL). (n.d — ndo

detetado)

Dia Lote Local de recolha | Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae
10/mai| PL 195 | tubo amostragem <0,60 1,37 2,34
31/mai| PL 197 tubo amostragem 1' 1,54 n.d 2,11

tubo amostragem 2% n.d n.d <0,6
07/jun | PL198 | tubo de amostragem n.d <0,6 n.d
15/jun | PL 199 tubo de saida n.d n.d n.d
Musa
24/jun | Blondie tubo de saida n.d n.d n.d
3
30/jun | L1637 tubo de saida n.d n.d 2,51
06/jul | PL198 tubo de saida >4,18 2,37 3,26
07/jul | TPA 71 tubo de saida n.d n.d n.d

Na amostragem de dia 31 de maio, a extragdo de duas amostras de cerveja pelo tubo de
amostragem, permitiu observar a diminui¢do da concentragdo para Lactobacillus e
Enterobacteriaceae, na segunda amostra recolhida. Isso confirma a necessidade de realizar uma

purga da primeira cerveja retirada.

O nivel de contaminacao da cerveja em tanque varia muito de lote para lote. A presenga
de lotes em que nao foi detetada qualquer tipo de contaminagdo, permite-nos concluir que por
vezes, possivelmente devido a um procedimento mais rigoroso, ¢ possivel obter uma cerveja

maturada com elevada qualidade.

Cerveja em barril

Analisou-se a cerveja que saia dos “clicks” de enchimento, uma vez que para analise da
cerveja em barril se teria de utilizar um equipamento para a sua extracao, que poderia adulterar
os resultados. No entanto, desta forma, os resultados obtidos sdo os resultados da cerveja em
barril, sem ter em conta possiveis contaminac¢des devido héd presenca de microrganismos no

interior do mesmo.



Tabela 22 Resultados microbiologicos da cerveja em barril em Log(UFC/mL). (n.d — ndo

detetado)
Log(UFC/mL)
Dia Lote Lactobacillus Acetobacter Enterobacteriaceae

PL 195 1,26 1,04 1,16
10/mai

PL 195 = 0,83 1,47 1,75
07/jun PL 198 1,26 <0,6 2,7
15/jun PL 199 n.d n.d n.d
24/jun Musa 2Iond|e n.d n.d n.d
06/jul PL 198 >4,18 >4,18 >3,5
07/jul IPA 71 inconclusivo 0,90 2,2

Na amostragem de dia 10 de maio, sdo apresentados dois valores, dado ter-se analisado
a cerveja proveniente de dois “clicks” de enchimento de barris. Segundo os dados,

anteriormente apresentados, um dos “clicks” apresentava-se mais contaminado do que o outro.

A necessidade de esvaziar, naquele dia, um tanque de 6 000 L, obrigou a improvisar-se
a instalagdo de um segundo “click” de enchimento, de forma a acelerar esse processo. Esta
alteracdo ao normal processo de produgdo pode ter originado um menor cuidado na desinfe¢ao
dos diferentes equipamentos utilizados, conforme resultados descritos no quadro anterior. Essa
falha motivou a devolugdo dos 193 barris cheios nesse dia, por terem sido considerados

improprios para consumo pelo cliente.

A cerveja PL 198 foi analisada em dois momentos distintos (dia 7 de junho e 6 de julho),
apresentando sempre resultados positivos para as bactérias analisadas e uma evolugdo da

contaminacao ao longo desse periodo.

Nas cervejas Musa Blondie 3 e IPA 71, ndo foi detetado qualquer tipo de contaminagao,

pelo que apresentam elevada qualidade.

Na cerveja PL 199 os resultados nao sdo alarmantes, pois apenas foi detetado um nivel
baixo de contaminagdo para “Acetobacter”, pelo que se pode considerar que ¢ uma cerveja
também com qualidade. No entanto, a sua qualidade podera diminuir mais facilmente ao longo

do tempo de prateleira.



O facto de uma parte significativa das amostras analisadas no enchimento ja
apresentarem contaminagdo em tanque, impele-nos a considerar imprescindivel a correcio das

técnicas de desinfecdo em fases anteriores do processo.

Cerveja em garrafa

Como referido na amostragem dos tanques, ocorreu um equivoco com o meio MRS no

dia 25 de maio pelo que, ndo estdo indicados resultados para Lactobacillus.

Tabela 23 Resultados microbiologicos da cerveja em garrafa em Log(UFC/mL). (n.d — ndo

detetado)
Log(UFC/mL)
Dia Lote Garrafa Lactobacillus | Acetobacter | Enterobacteriaceae
. IPA L1
10/mai 592 1 =1,01 <0,60 2,67
. 1 n.d n.d 1,46
19/mai | L1594
2 n.d n.d 2,32
11596 1 n.d n.d
. 2 n.d n.d
25/mai 11614 1 N n.d n.d
2 n.d n.d
1 n.d n.d 1,20
30/jun L1637 2 n.d 1,30 >3,18
3 n.d — 1,72

A cerveja em garrafa analisada no dia 10 de maio ndo estava com as caracteristicas
pretendidas, tendo-se tentado identificar possiveis causas. A contaminag¢ao por microrganismos
produtores de acidos, apesar de ndo atingir niveis elevados, pode ser a causa da presenca de
certos “off-flavours” e turvagdo nesse lote. A contaminag¢do por Enterobacteriaceae aponta

para deficiéncias de higieniza¢do ao longo do processo produtivo.

Os resultados obtidos a 19 de maio na cerveja L1 594 evidenciam a existéncia de
contaminac¢do durante o processo de enchimento das garrafas, pelo menos no que concerne a
Enterobacteriaceae, sinal de que pode também ter ocorrido deficiéncias de higienizagdo ao

longo do processo produtivo.

No dia 25 de maio, nao se detetou “Acetobacter”, nem Enterobacteriaceae nas amostras

recolhidas.



Na amostragem de dia 30 de junho, detetaram-se niveis altos para “Acetobacter” e
Enterobacteriaceae, no entanto, ndo foram detetados Lactobacillus. A presenga de
Enterobacteriaceae ja tinha sido detetada na analise realizada a cerveja em tanque, no entanto,
no que respeita a Acetobacter, estes resultados indiciam uma forte probabilidade de

contaminagdo durante o processo de engarrafamento.

Resultados de sequenciacio

As colonias selecionadas para extracdo de DNA e posterior envio para sequenciacao,
pertenciam a amostragem realizada no dia 10 de maio, sendo que algumas foram isoladas da

mesma placa de Petri.

Das 20 colonias selecionadas, 10 para Lactobacillus (Figura 20) e 10 para Acetobacter

(Figura 21), apenas 9 deram positivas para DNA bacteriano nas eletroforeses realizadas.

Figura 20 Resultados da eletroforese para dete¢do de DNA bacteriano em amostras de

Lactobacillus (MM - marcador de massa molecular).

MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 21 Resultados da eletroforese para dete¢do de DNA bacteriano em amostras de

Acetobacter (MM - marcador de massa molecular).



As amostras positivas foram enviadas para sequenciagdo. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 24.



Tabela 24 Resultados de sequenciagdo.

Top-hit taxon Top-hit strain | Similarity (%) Top-hit taxonomy Completeness (%)
Staphvlococcus saprophvticus Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales; St
pHy propuy GTC 843 99,04 aphylococcaceae;Staphylococcus;Sthaph 78,3
subsp. bovis .
yvlococcus saprophyticus
Bacteria;Proteobacteria; Alphaproteobact
Sphingomonas panni C52 97,98 eria;Sphingomonadales;Sphingomonada 80,8
ceae;Sphingomonas
Staphylococcus warneri ATCC 27836 99,07 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales; St 80,7
aphylococcaceae;Staphylococcus
Staphylococcus edaphicus P5085 99,3 Bacterla;Flrmlcutes;Bacﬂh;Bacﬂlales;St 78.1
aphylococcaceae;Staphylococcus
Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobact
Sphingomonas panni C52 99,14 eria;Sphingomonadales;Sphingomonada 82,6
ceae;Sphingomonas
Levilactobacillus brevis | ATCC 14869 994y | BacteniaFirmicutes;Bacilli;Lactobacillal 78,4
es;Lactobacillaceae;Levilactobacillus
Lacticaseibacillus paracasei Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillal
! ibacuius p ! JCM 1171 99,22 es;Lactobacillaceae;Lacticaseibacillus;L 77,2
subsp. tolerans . oo .
acticaseibacillus paracasei
Lacticaseibacillus paracasei Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillal
! IDaciiius p ! JICM 1172 99,67 es;Lactobacillaceae;Lacticaseibacillus;L 80,5
subsp. tolerans . o .
acticaseibacillus paracasei
Staphylococcus edaphicus P5085 99,57 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;St 78.3

aphylococcaceae;Staphylococcus




A identificacdo de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus, bactérias Gram-
positivas, no lugar de bactérias pertencentes ao género Acetobacter, bactérias Gram-negativas,
pode ter acontecido devido ao envelhecimento das coldnias, que provoca perda da capacidade
de aquisi¢do da coloragdo no teste de coloragdo Gram. Deste modo, bactérias Gram-positivas
poderdo ter sido identificadas como bactérias Gram-negativas, adulterando os resultados.
Dever-se-ia ter selecionado colonias de amostragens diferentes, para verificar se este foi o erro

cometido.

Em relacdo a sequenciagdo de colonias que cresceram em meio MRS, apesar de nao
pertencerem ao género Lactobacillus, sdo igualmente bactérias produtoras de acido latico,

afetando de igual modo a qualidade da cerveja.

4. Conclusoes

A cerveja ¢ uma bebida alcoolica produzida a base de malte, agua, lupulo e levedura e,
pode ser classificada como cerveja industrial ou cerveja artesanal dependendo do tipo de
industria. A cerveja artesanal ¢ caracterizada pela auséncia de pasteurizacao e filtragdo estéril
(etapas presentes na cerveja industrial) e, por isso, ndo ¢ possivel garantir o nao
crescimento/desenvolvimento de microrganismos. Apesar da presenca de etanol, de compostos
do lupulo, da elevada concentracio de CO: e reduzida concentragdo de O», muitos

microrganismos conseguem resistir e, a sua presenga pode causar alteracdes na cerveja.

Considera-se que o controlo ¢ assegurado na fase quente, devido ao mosto ser elevado
a temperatura de ebuli¢do, no entanto, poderao existir contaminagdes na fase fria do processo,
caso nao se proceda a uma desinfe¢do ¢ manuseamento adequados dos equipamentos e

materiais.

O trabalho realizado confirmou o risco existente de as cervejas artesanais poderem ser
alvo de contaminacdo por diversos géneros de bactérias, que podem afetar a sua qualidade e
estabilidade, ao longo de todas as etapas da fase fria do processo de fabrico. Nas andlises
realizadas verificou-se contaminacdo nos equipamentos, materiais utilizados, e em muitos lotes
de cerveja, em tanque, em barril e em garrafa, principalmente por “Acetobacter” e

Enterobacteriaceae.



Os resultados positivos para “Acetobacter”, mesmo que as analises de sequenciagcdo nao
tenham permitido a confirmagao de microrganismos desse género, sdo um fator de risco para a

qualidade da cerveja e sua aptidao para consumo.

Através da pesquisa bibliografica realizada, sabemos que a presenga de Staphylococcus,
bactérias patogénicas do Homem e de outros mamiferos (Rodriguez et al., 1996), pode também

provocar um aroma frutado atipico na cerveja.

Além disso, também foram detetadas bactérias produtoras de acido latico sendo que, nas
analises de sequenciacdo foi possivel identificar-se Levilactobacillus brevis e

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans.

A detecao destes microrganismos indicadores de qualidade comprova que a desinfecao
nao esta a ser eficaz, pelo que se deve equacionar o recurso a novos desinfetantes, ou acréscimo

da concentragdao/tempo de atuacao da solucao atualmente utilizada.

No que diz respeito as contaminacdes por Enterobacteriaceae, também detetadas em
varios pontos do processo € na propria cerveja, apontam para a necessidade de melhorias no
processo de higienizacao, € também a uma analise prévia dos indculos de levedura utilizados

ao longo do processo produtivo (Dragone et al., 2008).

A implementacao de técnicas mais eficazes no controlo de contaminagdes ao longo da
fase fria do processo produtivo, permitird melhorar a estabilidade e qualidade da cerveja,

minimizando os riscos de “off-flavours” e turvacao, e prolongando o seu “tempo de prateleira”.

5. Trabalho futuro

No seguimento deste trabalho conclui-se ser necessario, no futuro, incrementar o
numero de amostras recolhidas em cada ponto de controlo, visando obten¢ao de resultados mais

significativos.

Para clarificar a presenca ou ndo de Acetobacter, poder-se-a alterar o método
inoculac¢do da amostra no meio de cultura. Deverd ser utilizado o método de espalhamento, em
detrimento do método de sementeira por incorporagdo, uma vez que essas bactérias sdo

estritamente aerobias.

Tendo em conta a detecdo de outros microrganismos nos resultados de sequenciagdo de

DNA (pertencentes aos géneros Staphylococcus, Sphingomonas, Levilactobacillus e



Lacticaseibacillus), futuras analises deverdo ter em conta a presenga/auséncia dessas bactérias,

potencialmente prejudiciais a estabilidade e qualidade da cerveja.

Deverdo também ser testadas novas técnicas de desinfe¢do, quer por alteracdo da
substancia base, quer por avaliacdo de diferentes concentragdes ¢ tempos de exposicdo ao

desinfetante.

A montante, na empresa fornecedora, a analise prévia dos indculos de levedura deve
também ser considerada, com o objetivo de reduzir possiveis contaminagdes por

Enterobacteriaceae.

Por fim, a empresa deve enviar os barris para analise num laboratorio acreditado, de

modo a confirmar se estes vém nas condig¢des assé€ticas que o fornecedor garante.
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7. Anexos
Anexo 1 - Resultados da amostragem de dia 10/05

- Enchimento de barril

» 72- entrada do tubo do tanque
» z5-click 1
* z6-click 2

- Tubo de amostragem
« 77-BBT2
- Cerveja tanque
* CI1 —cerveja PL195 retirada da torneira de amostragem do tanque BBT 2
- Cerveja garrafa
* (C2-cervejaIPA L1592
- Cerveja barril

* (3 - cerveja PL195 retirada do click 1
* (4 - cerveja PL195 retirada do click 2



Tabela 25 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio

Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 10 de maio.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigao
72 >150 >1500 >3,18
z5 10 0 n.d n.d
z6 9 =90 = 1,95
z7 88 880 2,94
10° 22
cl 10! 0 220 2,34
102 0
10° >150
c2 10! 43 463 2,67
102 8
10° 15
3 10" 1 14,55 1,16
102 0
10° 56
c4 10! 6 56,36 1,75
102 0




Tabela 26 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 10 de maio.

Colonia
Acetobacter ntagem 9 loni ntagem
| Conagen 2 ; ; S| ke o i | Logurcinty
Amostra | Diluigdo cat ‘ 0x1 ‘ gram | cat ‘ 0x1 ’ gram | cat ’ 0x1 | gram | cat | 0x1 | gram | cat ‘ 0x1 ‘ gram
z2 >150 + - - +  + + - - + - - + - - 100% 150 >1500 >3,18
25 o 1 + - - — — — — 100% 1 <40 <1,60
z6 30 +  + + o+ + + + o+ + o+ 0% 0 n.d n.d
z7 35 + BE + - - + - - + - - +  + 60% 21 210 2,32
10° 26 + - - + - - + o+ + - - + o+ 60% 15,6
cl 107! 10 + - - + - - + - - + - - + - - 100% 10 233 1,37
102 3 + - - + - - + - - — — 100% 8
10° 8 + o+ + o+ + - - + o+ + o+ 20% 1,6
c2 107! 4 + o+ + o+ + + + o+ — 0% 0 <4 <0,60
102 0 — — 0
10° 11 + - - — — — — 100% 11
c3 107! — placa ilegivel, impossivel recolher amostras das colonias — — 11 1,04
102 0 — — 0
10° 57 + - - + o+ + - - + P + o+ 40% 22,8
c4 10! 24 + - - + - - + + + P + o+ 40% 9,6 29,45 1,47
10 1 + - - — — — — 100% 1




Tabela 27 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 10 de maio.

Colonia
Lactobacillus C‘l’;té‘lgjm 1 2 3 4 5 é/(") I%’rlr‘;l‘;j‘;s Cofr;‘:;glem UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢do cat| gram | cat| gram | cat | gram | cat| gram | cat| gram
z2 10 4 4 + + + 0% 0 n.d n.d
z5 107 0 — — 0 n.d n.d
z6 5 + + + + - - 0% 0 n.d n.d
z7 64 - - - - - - - - - - 0% 0 n.d n.d
10° 8 + - + | + - + - + 40% 3.2
cl 107! 0 — — 0 <4 <0,60
102 0 — — 0
10° 20 - - |+ + - + -+ 40% 8
c2 107! + + + - + - + 40% 3,2 =10,18 =1,01
102 + + + + + 0% 0
10° 271 - + - + - - - + - = 60% 16,2
c3 107! 10| - + + - = - + - - 40% 4 18,36 1,26
102 0 — — 0
10° 34| + + + + - + 20% 6,8
c4 107 me T T T — 0% 0 =68 ~0.83
102 0 — — 0




Anexo 2 - Resultados da amostragem de dia 19/05
- CIP ao tanque CCT 21

* xI-porta
* x2- borracha

*  x3-tubo
- CIP a spx (centrifugadora)

e x5- filtro
e X6- entrada

* x7-saida
- Cerveja em garrafa

» gl-cerveja L1594 retirada da garrafa 1
» g2-cerveja L1594 retirada da garrafa 2

Tabela 28 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 19 de maio.

Enterobacteriaceae Contagem UFC/mL Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢io
< 3 <40 <1,60
2 0 n.d n.d
3 0 n.d n.d
10!
<5 0 n.d n.d
6 6 ~ =0,78
<7 0 n.d n.d
10° 28
gl 10°! 4 29,1 1,46
102 0
10° >150
0 10! 21 210 2,32
1072 0




Tabela 29 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 19 de maio.

Colénia
Acetobacter C?::;ji?m 1 > 3 1 5 (‘;/g r%orlr;)lr;gl; Cog;a;glem UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigao cat ‘ oxi ‘ gram | cat ’ oxi ’ gram | cat ’ oxi | gram | cat | oxl | gram | cat ‘ oxl ‘ gram
x1 18 + - - +  + +  + + - - +  + 40% 7,2 =72 =1,86
x2 0 — 0% 0 n.d n.d
X3 107 + — — — — 0% 0 n.d n.d
x5 13 + + — — — 0% 0 n.d n.d
x6 0 — 0% 0 n.d n.d
x7 0 — 0% 0 n.d n.d
10° 130 + - + + o+ + - + + - + + - ¥ 0% 0
gl 10! 14 + o+ + - + |+ - + |+ - + |+ -+ 0% 0 n.d n.d
102 0 — — 0
10° >150 +  + + - + +  + = + 4+ 0% 0
g2 10! 56 + o+ + o+ + - + |+ o+ + o+ 0% 0 n.d n.d
102 4 +  + + - + +  + — — 0% 0




Tabela 30 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 19 de maio.

. Colobnia o
Lactobacillus Contagem ™) 2 3 4 5 éﬁncﬁoégz?;s CONALEN | UEC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigdo cat| gram |cat| gram |cat| gram |cat| gram |cat| gram
x1 11 + + + + + 0% 0 n.d n.d
x2 0 — 0% 0 n.d n.d
x3 107 0 — 0% 0 n.d n.d
x5 1 o _ _ _ _ 0% 0 n.d n.d
X6 0 — 0% 0 n.d n.d
x7 0 — 0% 0 n.d n.d
10° >150 |+ + + + + 0% 0
gl 107! 23 + + + + + 0% 0 nd n.d
102 7 4 4 — — — 0% 0
10° >150 |+ + + + + 0% 0
g2 10! 50 o o + + + 0% 0 n.d n.d
102 3 + + + + + 0% 0




Anexo 3- Resultados da amostragem de dia 25/05

- CIP ao tanque CCT9

e Zp-porta
e 7zb- borracha

e zt-tubo alto
- Garrafas vazias

* zgl- garrafa 1
» 7zg2- garrafa 2
* 7g3- garrafa 3
» 7g4- garrafa 4
* zg5-garrafa 5

- Cerveja em garrafa

» clégl- cerveja Lager L1596 retirada da garrafa 1
* cleg2 - cerveja Lager L1596 retirada da garrafa 2
» cldgl- cerveja Lager L1614 retirada da garrafa 1
* cl4g2- cerveja Lager L1614 retirada da garrafa 2

Nota: As placas com o meio MRS nao solidificaram, possivelmente, porque o agar podera ter
ficado depositado no fundo do frasco de preparagdo. Mesmo assim, as placas foram colocadas

na estufa, sem se inverteram, mas nao se verificou crescimento.



Tabela 31 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 25 de maio.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
zp 1 <40 <1,60
zb 1 <40 <1,60
7t 1 <40 <1,60
zgl 107 0 n.d n.d
zg2 0 n.d n.d
zg3 0 n.d n.d
zg4 2 <40 <1,60
25 1 <40 <1,60
10° 0
clégl 107! 0 n.d n.d
102 0
10° 0
cl6g2 107! 0 n.d n.d
102 0
10° 0
cldgl 107! 0 n.d n.d
102 0
10° 0
cl4g2 107! 0 n.d n.d
102 0




Tabela 32 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 25 de maio.

Colonia
Acetobacter 0 dni
Contagem 1 2 3 4 5 /o Colénias | Contagem | {ype oy 11 oo(UFC/mL)
— inicial - : . - . Confirmadas final
Amostra | Diluigdo cat ‘ ox1‘ gram | cat ’ ox1’ gram cat’ox1| gram cat|ox1‘ gram | cat ‘ ox1‘ gram
zp 0 — — 0 n.d n.d
zb 0 — — 0 n.d n.d
zt 0 — — 0 n.d n.d
zi 107! 8 + - - + - - + - - + - - + 4+ 0,8 6,4 =64 =1,81
zgl 0 — — 0 n.d n.d
zg2 0 — — 0 n.d n.d
zg3 0 — — 0 n.d n.d
zg4 0 — — 0 n.d n.d
zg5 0 — — 0 n.d n.d
10° 0 — — 0
clégl 107! 0 — — 0 n.d n.d
102 0 — — 0
10° 0 — — 0
cl6g2 10! 0 — — 0 n.d n.d
10 0 — — 0
10° 0 — — 0
cldgl 10! 1 + o+ 0 0 n.d n.d
102 0 — — 0
10° 0 — — 0
cl4g2 107! 0 — — 0 n.d n.d
102 0 — — 0




Anexo 4 - Resultados da amostragem de dia 31/05

- Enchimento de barril

* y3-“click” da MUSA
* vy4 - “click” da nortada usado no enchimento de cerveja MUSA

» yll —entrada do tubo alto do tanque
- Tubo de amostragem

* y6 - tanque BBT 2 ap6s aplicar a solucao
* y7-tanque BBT 2 antes de aplicar a solugao
* y9 -tanque BBT 1 antes de aplicar a solugao

* yl0 - tanque BBT 1 apos aplicar a solugao

- Cerveja Tanque PL197
* pll — 1* amostra retirada da torneira de amostragem do tanque BBT 1

* pl2 — 2% amostra retirada da torneira de amostragem do tanque BBT 1

Tabela 33 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 31 de maio.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigcdo
y3 2 <40 <1,60
v4 78 780 2,89
y6 0 n.d n.d
y7 3 <40 <1,60
y9 19 190 2,28
y10 2 <40 <1,60
yl1 0 n.d n.d
10° 138
pl1 107! 3 128.18 2,11
102 0
10° 3
pl2 10" 0 <4 <0,60
102 0




Tabela 34 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 31 de maio.

Acetobacter | Contagem 1 2 COI;) = 4 5 % Colonias | Contagem | ypcynp | og(UFC/mL)
inicial Confirmadas final
Amostra | Dilui¢io cat ‘ oxi ‘ gram | cat ’ oxi ’ gram | cat ’ oxi | gram | cat | oxi | gram | cat ‘ oxi ‘ gram
y3 0 — — 0 n.d n.d
v4 7 |+ - o+ ]+ - ]+ - 4] — \ — 0% 0 n.d n.d
y6 0 — — 0 n.d n.d
y7 9 + - - + - - - + |+ - 40% 4 <40 <1,60
y9 78 + - - + - - + - + — — 67% 52 520 2,72
y10 4 + - - + - - + - - — — 100% 4 <40 <1,60
yll 35 + - - + - - — — — 100% 35 350 2,54
10° — — — —
pll 107! 4 + - + | - — — — 0% 0 nd n.d
102 0 — — 0
10° 0 — — 0
pl2 107! 0 — — 0 n.d n.d
102 0 — — 0




Tabela 35 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 31 de maio.

. Colobnia .
Lactobacillus C?;lfji‘i’m 1 2 3 4 (;/z)rﬁiorlr?li?;s Cogtr?aglem UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluiggo cat| gram | cat| gram |cat| gram |cat| gram
v3 2 + + — — 0% 0 n.d n.d
y4 102 & + + — 0% 0 n.d n.d
v6 0 — — 0 n.d n.d
y7 1 - + — — — 100% 1 <40 <1,60
v9 73 A + - + — 33% 24 240 2,38
y10 5 + + — — 0% 0 n.d n.d
yll 0 — — 0 n.d n.d
10° 139 + + - + + 25% 35
pll 10° 17 + - - + 0% 0 35 1,54
102 4 + — — — 0% 0
10° 23 + + + — 0% 0
pl2 107! 4 + + — — 0% 0 nd nd
102 0 — — 0




Anexo 5 - Resultados da amostragem de dia 07/06

- Enchimento de barril

* kI - entrada do tubo baixo do tanque
* k2 - encaixe do “click”

* k3 - mangueira do “click”

* k4 - interior do “click”

e k5 —exterior do “click”
- CIP a bomba

e k6 - entrada
e k7 -saida

- Cerveja em tanque
* p2-cerveja PL198 retirada do tubo alto do tanque BBT 2
- Cerveja em barril

* p3 -cerveja PL198 retirada do “click” de enchimento

Tabela 36 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de junho.

Enterobacteriaceae | (. oem| UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
k1 0 n.d n.d
k2 0 n.d n.d
k3 0 n.d n.d
k4 107! 0 n.d n.d
k5 0 n.d n.d
k6 0 n.d n.d
k7 0 n.d n.d
p2 10° 0 n.d n.d
107! 0
10° 47
p3 47 1,67
107! 0




Tabela 37 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de junho.

Coldnia
Acetobacter Contagem % Colonias | Contagem
— iniciil 1 2 3 4 Confirmadas ﬁnfl UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢do cat ‘ oxXi ‘ gram | cat ’ oxi ’ gram | cat | oxi | gram | cat | oxi ‘ gram
k1 1 + - - — — — 100% 1 <40 <1,60
k2 0 — — 0 n.d n.d
k3 1 + - - — — — 100% 1 <40 <1,60
k4 107! 2 + - - — — — 100% 2 <40 <1,60
k5 1 + - - — — — 100% 1 <40 <1,60
k6 0 — — 0 n.d n.d
k7 1 + - - — — — 100% 1 <40 <1,60
10° 4 + - - — — — 100% 4
p2 <4 <0,60
107! 0 — — 0
10° 5 + - - + - - o — 67% 3
p3 <4 <0,60
10! 1 + o+ — — — 0% 0




Tabela 38 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de junho.

Coldnia
Lactobacillus 0 oni
C(.)n.ta.gem 1 > 3 4 % Colonias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas| final
Amostra | Diluigdo cat| gram | cat| gram |cat| gram | cat | gram
k1 0 — — 0 n.d n.d
k2 0 — — 0 n.d n.d
k3 0 — — 0 n.d n.d
k4 107! 4 - + + - + — 67% 3 <40 <1,60
k5 0 — — 0 n.d n.d
k6 0 — — 0 n.d n.d
k7 0 — — 0 n.d n.d
10° 0 — — 0
p2 n.d n.d
10! 3 - + + — — 50% 2
10° 72 + - - . + + 25% 18
p3 18 1,26
10! 12 + + — — 0% 0




Anexo 6 - Resultados da amostragem de dia 15/06

- Enchimento de barril

* t18 — tubo alto do tanque BBT 2

* t2-zona do “click” que encaixa no tanque
* t3- mangueira do “click”

* t4 - interior do “click”

e t5 - exterior do “click”
- Barril vazio
Barril 1

* t7- zona interior onde encaixa o “click”
* t8 - mangueira barril

* 19 - peca com orificios

* t10 - fundo (centro)

* tl1 - fundo (laterais)

Barril 2

* t13- zona interior onde encaixa o “click”
* tl4- mangueira barril

* tl5- pega com orificios

* tl6- fundo (centro)

* t17 - fundo (laterais)

- Cerveja em tanque
* ct-cerveja PL199 retirada do tubo alto do tanque BBT2
- Cerveja de barril

* cc - cerveja PL199 retirada do “click”



Tabela 39 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 15 de junho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
t2 1 <40 <1,60
t3 0 n.d n.d
t4 0 n.d n.d
t5 0 n.d n.d
t7 0 n.d n.d
t8 0 n.d n.d
t9 0 n.d n.d
t10 10! 0 n.d n.d
tl1 0 n.d n.d
t13 0 n.d n.d
t14 0 n.d n.d
t15 0 n.d n.d
t16 0 n.d n.d
t17 0 n.d n.d
t18 2 <40 <1,60
10° 0
ct n.d n.d
10! 0
10° 0
cc n.d n.d
10! 0




Tabela 40 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 15 de junho.

Coldnia
Acetobacter 0 O
C(.)n.ta.gem 1 5 3 % Colonias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial - - - Confirmadas |  final
Amostra | Diluigdo cat ‘ oxi ‘ gram | cat ’ OXI’ gram | cat | OXI| gram

2 6 + - - + - - — 1 6 =60 =1,78
3 2 +  + + BE: — 0 0 n.d n.d
t4 0 — — 0 n.d n.d
5 2 + - - |+ - - — 1 2 <40 <1,60
t7 0 — — 0 n.d n.d
t8 1 +  + — — 0 0 n.d n.d
t9 0 — — 0 n.d n.d
t10 10! 0 — — 0 n.d n.d
t11 0 — — 0 n.d n.d
t13 1 +  + — — 0 0 n.d n.d
t14 0 — — 0 n.d n.d
t15 0 — — 0 n.d n.d
tl6 1 +  + — — 0 0 n.d n.d
t17 3 colonias demasiado pequenas para realizar os testes — 3 <40 <1,60
t18 2 + - - — — 1 2 <40 <1,60

10° 2 + o+ + o+ — 0 0
ct n.d n.d

10! 0 — — 0

10° 0 — — 0
cc n.d n.d

10! 0 — 0 0




Tabela 41 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 15 de junho.

Coldnia
Lactobacillus 0 Hni
C(.)n.ta.gem 1 > % Colonias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas| final
Amostra | Dilui¢do cat ‘ gram | cat | gram

t2 0 — — 0 n.d n.d
t3 0 — — 0 n.d n.d
t4 0 — — 0 n.d n.d
t5 0 — — 0 n.d n.d
t7 0 — — 0 n.d n.d
t8 0 — — 0 n.d n.d
t9 0 — — 0 n.d n.d
t10 107! 0 — — 0 n.d n.d
t11 0 — — 0 n.d n.d
t13 0 — — 0 n.d n.d
t14 0 — — 0 n.d n.d
t15 0 — — 0 n.d n.d
tl6 0 — — 0 n.d n.d
t17 0 — — 0 n.d n.d
t18 2 + + 0% 0 n.d n.d

10° 1 + 0% 0
ct n.d n.d

10! 0 — — 0

10° 0 — — 0
cc n.d n.d

10! 0 — — 0




Anexo 7 - Resultados da amostragem de dia 17/06

- CIP a enchedora

* pl-agulhal
* p2-agulha?2
* p3-agulha3
* p4-agulha4g
* pS-agulhas
* p6-agulha6
* p7-agulha?7
* p8-agulha8
* pl2 - capsuladora

- Garrafas vazias

* p9 - garrafa 1
* plO - garrafa 2
* pll-garrafa3

Placas meio GYC contaminadas - todas as placas estavam incontaveis. Nao existem

resultados para Acetobacter nas amostragens deste dia.



Tabela 42 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 17 de junho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)

Amostra | Diluicao
pl 0 n.d n.d
p2 0 n.d n.d
p3 0 n.d n.d
p4 0 n.d n.d
p5 0 n.d n.d
po ¥ 2 <40 <1,60
p7 10 0 n.d n.d
p8 1 <40 <1,60
P9 0 n.d n.d
pl0 0 n.d n.d
pll 0 n.d n.d
pl2 60 600 2,77




Tabela 43 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 17 de junho.

Lactobacillus | Contagem 1 5 Coldnia 3 2 % Colonias | Contagem |y~ 1 Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas| final
Amostra | Diluigdo cat| gram |cat | gram |cat| gram | cat| gram
pl 0 — — 0 n.d n.d
p2 0 — — 0 n.d n.d
p3 0 — — 0 n.d n.d
p4 0 — — 0 n.d n.d
pS 0 — — 0 n.d n.d
pé 107 0 — — 0 n.d n.d
p7 0 — — 0 n.d n.d
p8 1 - + — — — 100% 1 <40 <1,60
P9 0 — — 0 n.d n.d
pl0 0 — — 0 n.d n.d
pll 0 — — 0 n.d n.d
pl12 4 +* + + +* 0% 0 n.d n.d




Anexo 8 - Resultados da amostragem de dia 24/06

- Enchimento de barril

* jl- entrada do tubo alto do tanque CCT7
* j2-zona do “click” que encaixa no tanque
*  j3- mangueira do “click”

* j4- interior do “click”

* ]5- exterior do “click”
- Cerveja em tanque
* sl-cerveja Musa Blondie 3 retirada do tubo alto
- Cerveja em barril
* s2- cerveja Musa Blondie 3 retirada do “click”

- Acao da desinfe¢ao com San 318 DR realizada no tubo alto

BBT1

* j6- 0 min

* j7-5 min

* j8-10 min

* j9-15 min
BBT2

* j10- 0 min
 jlI-5min
e j12- 10 min

e j13- 15 min



Tabela 44 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 24 de junho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
jl 0 n.d n.d
j2 1 <40 <1,60
i3 0 n.d n.d
j4 0 n.d n.d
j5 0 n.d n.d
j6 69 690 2,84
j7 107! 2 <40 <1,60
j8 1 <40 <1,60
j9 0 n.d n.d
j10 1 <40 <1,60
j11 0 n.d n.d
j12 0 n.d n.d
jl13 2 <40 <1,60
10° 0
sl 107! 0 n.d n.d
102 0
10° 0
s2 107! 0 n.d n.d
102 0




Tabela 45 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - dia 24 de junho.

Coldnia

Acetobacter Contagem % Colonias | Contagem

— iniciil 1 2 3 Confirmadas ﬁnagl UFC/mL | Log(UFC/mL)

Amostra | Diluicdo cat ‘ oxi ‘ gram |cat ’ oxi ’ gram | cat | oxi | gram

jl 23 + - - + - - + - - 100% 23 230 2,36
j2 0 — — 0 n.d n.d
i3 2 + - - + - - — 100% 2 <40 <1,60
74 0 — — 0 n.d n.d
j5 0 — — 0 n.d n.d
j6 >150 + - - + - - + - - 100% >150 >1500 >3,18
j7 10! 0 — — 0 n.d n.d
i8 16 + - - |+ - 1+ - 100% 16 160 2,20
i9 12 + - - |+ - 1+ o 100% 12 120 2,08
j10 7 + - - + - - — 100% 7 =70 =1,85
j11 7 - - — 0% 0 n.d n.d
j12 0 — — 0 n.d n.d
j13 0 — — 0 n.d n.d

10° 0 — — 0
sl 107! 0 — — 0 n.d n.d

102 1 + o+ — — 0% 0

10° 0 — — 0
s2 10! 0 — — 0 n.d n.d

102 0 — — 0




Tabela 46 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - dia 24 de junho.

Lactobacillus C(.)n.ta.gem 1 COl; L 3 % Colénias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas| final
Amostra | Diluigdo cat| gram |cat | gram |cat | gram
jl 1 - - 0% 0 n.d n.d
j2 0 — — 0 n.d n.d
j3 0 — — 0 n.d n.d
j4 0 — — 0 n.d n.d
j5 0 — — 0 n.d n.d
i6 22 - - |+ -+ 33% 7 =70 =1,85
i7 10! 0 — — 0 n.d n.d
8 0 — — 0 n.d n.d
j9 0 — — 0 n.d n.d
j10 0 — — 0 n.d n.d
jl 0 — — 0 n.d n.d
j12 0 — — 0 n.d n.d
j13 0 — — 0 n.d n.d
10° 0 — — 0
sl 107! 0 — — 0 n.d n.d
102 0 — — 0
10° 0 — — 0
s2 10! 0 — — 0 n.d n.d
102 0 — — 0




Anexo 9 - Resultados da amostragem de dia 30/06
- CIP a enchedora

* fl -agulhal
* f2-agulha?2
* f3-agulha3
* f4-agulha4
 f5-agulha$
* {6 -agulha 6
* {7 -agulha?7
+ {8-agulha9
* 124 — capsuladora
- Caricas

e f9-carical
* f10 - carica 2
e {11 -carica3
o f12-carica4
* f13-carica
+ fl4-carica6

e f15-carica7

- Garrafas vazias
* {16 - garrafa 1
* {17 - garrafa2
« f18 - garrafa 3
e f19 - garrafa4
» {20 - garrafa 5
* f21 - garrafa 6
e {22 - garrafa?7
e {23 - garrafa 8

- CIP a spx (centrifugadora)
» {25 - entrada
» {26 - saida
« 27 - filtro

- CIP ao tanque CCT 3



+ {28 - porta

* 129 - borracha

* 130 - entrada do tubo alto
- Cerveja em tanque

* d4 - cerveja L1637 retirada do tubo alto
- Cerveja em garrafa

» d5 - cerveja L1637 garrafa |

* d6 - cerveja L1637 garrafa 2

* d7-cerveja L1637 garrafa 3



Tabela 47 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 30 de junho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigao

f1 1 <40 <1,60
f2 0 n.d n.d
f3 0 n.d n.d
fa 0 n.d n.d
5 1 <40 <1,60
f6 0 n.d n.d
7 0 n.d n.d
8 0 n.d n.d
f9 1 <40 <1,60
f10 0 n.d n.d
f11 2 <40 <1,60
f12 0 n.d n.d
f13 0 n.d n.d
f14 0 n.d n.d
f15 ¥ 0 n.d n.d
f16 10 0 n.d n.d
f17 0 n.d n.d
f18 0 n.d n.d
f19 0 n.d n.d
20 1 <40 <1,60
f21 0 n.d n.d
f22 0 n.d n.d
f23 0 n.d n.d
f24 >150 >1500 >318
f25 0 n.d n.d
f26 0 n.d n.d
27 1 <40 <1,60
28 0 n.d n.d
29 0 n.d n.d
f30 0 n.d n.d

10° >150
da 320 2,51

10! 32

10° 16
ds 16 1,20

10! 0

10° >150
dé >1500 >3.18

10! 0

10° 51
d7 52,73 1,72

10! 7




Tabela 48 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 30 de junho.

colonia
Acetobacter Contagem % Colonias | Contagem
— inicfal 1 2 3 anﬁrmadas ﬁnagl UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Diluigdo cat ‘ 0x1 ‘ gram | cat ’ 0x1 ’ gram | cat | 0x1 | gram

f1 9 + + o+ +  + 0% 0 n.d n.d
2 39 + - - + + + - - 67% 26 260 2,41
f3 16 + - - + - - + o+ 67% 11 110 2,04
4 22 - + - - - 33% 7 =70 =1,85
f5 25 + o+ + o+ + o+ 0% 0 n.d n.d
fo 34 + - - + - - + - - 100% 34 340 2,53
7 41 + o+ + - - +  + 33% 14 140 2,15
{8 33 + - - + - - + - - 100% 33 330 2,52
9 >150 — — >150 >1500 >3,18
10 54 + - - + - - + - - 100% 54 540 2,73
f11 5 + - - + - - + - - 100% 5 =50 = 1,70
f12 107! 3 + 4+ + o+ — 0% 0 n.d n.d
f13 33 + o+ + o+ — 0% 0 n.d n.d
f14 0 — — 0 n.d n.d
f15 5 +  + — — 0% 0 n.d n.d
f16 2 + o+ — — 0% 0 n.d n.d
f17 0 — — 0 n.d n.d
f18 11 + - - + - - — 100% 11 110 2,04
f19 1 + o+ — — 0% 0 n.d n.d
20 1 + - - — — 100% 1 <40 <1,60
21 1 - — — 0% 0 n.d n.d
22 0 — — 0 n.d n.d
23 2 + - - + - - — 100% 2 <40 <1,60




24 150 + - + - 33% 50 500 2,70
25 42 + + o+ 33% 14 140 2,15
26 30 - + + W 0% 0 n.d n.d
27 35 + + + - 33% 12 120 2,08
28 6 + — — 100% 6 =60 =1,78
29 11 + - 67% 7 =70 =1,85
30 13 - + + - 33% 4 <40 <1,60
10° 0 — — 0
d4 n.d n.d
10! 0 — — 0
10° 0 — — 0
ds 0 3 N — — 0% 0 n.d n.d
(V]
10° 28 + - — 50% 14
a6 10! 25 + + + o+ 33% 8 20 10
10° — — —
d7 agar caiu — —

10!




Tabela 49 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 30 de junho.

Lactobacillus Cc.)n.ta.gem 1 COI;ma 3 % Colonias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas| final
Amostra | Diluigdo cat ‘ oxi ‘ gram | cat ’ oxi ’ gram | cat | oxi ‘ gram
f1 0 — — 0 n.d n.d
2 0 — — 0 n.d n.d
3 0 — — 0 n.d n.d
4 0 — — 0 n.d n.d
5 0 — — 0 n.d n.d
fo 0 — — 0 n.d n.d
7 0 — — 0 n.d n.d
8 0 — — 0 n.d n.d
9 0 — — 0 n.d n.d
f10 0 — — 0 n.d n.d
f11 0 — — 0 n.d n.d
f12 10! 0 — — 0 n.d n.d
f13 0 — — 0 n.d n.d
f14 0 — — 0 n.d n.d
f15 0 — — 0 n.d n.d
fl6 0 — — 0 n.d n.d
f17 0 — — 0 n.d n.d
f18 0 — — 0 n.d n.d
f19 0 — — 0 n.d n.d
20 0 — — 0 n.d n.d
21 0 — — 0 n.d n.d
22 0 — — 0 n.d n.d
23 0 — — 0 n.d n.d




24 0 — — 0 n.d n.d
25 0 — — 0 n.d n.d
26 0 — — 0 n.d n.d
27 0 — — 0 n.d n.d
28 0 — — 0 n.d n.d
29 0 — — 0 n.d n.d
30 0 — — 0 n.d n.d
10° >150 4 + I 0 0
d4 n.d n.d
10! >150 4 + I 0 0
10° 0 — — 0
ds 1 n.d n.d
10° 80 + ] BN | + | ] 0 0
10° >150 coldnias muito pequenas para realizagdo de testes — —
dé . n.d n.d
10 >150 + ] BN | + | ] 0 0
10° >150 colonias muito pequenas para realizagdo de testes — —
d7 . n.d n.d
10- >150 + | |+ | ] | + | | 0 0




Anexo 10 - Resultados da amostragem de dia 06/07

- CIP ao tanque CCT9

* vl —porta

* v2 —Dborracha

* V3 —tubo alto
- CIP ao tanque CCT7

* v4 —porta

* v5—borracha

* v6 —tubo alto
-Atuacao da solu¢do de Mida San 318 DR
No tanque CCT1

* V7 — andlise realizada antes da aplicagdo da solugao
* v8 - andlise realizada ap6s 5 minutos da aplicagao da solugao
* V9 - andlise realizada ap6s 10 minutos da aplicagao da solucao

* v10 - analise realizada ap6s 15 minutos da aplicagdo da solucao
No tanque CCT3

* vl — andlise realizada antes da aplicacao da solug¢ao
* v12 - analise realizada apds 5 minutos da aplicagao da solucao
* v13 - andlise realizada ap6s 10 minutos da aplicacdo da solugao
* vl14 - andlise realizada ap6s 15 minutos da aplicacdo da solugao
No tanque CCT4
* v15 - andlise realizada antes da aplicacao da solucao
* v16 - analise realizada apds 5 minutos da aplicagdo da solucao
* v17 - analise realizada ap6s 10 minutos da aplicacao da solugao
* vI18 - andlise realizada apos 15 minutos da aplicagdo da solugao
- Atuagao da solugao de Mida Chriox 5 (1 %)
No tanque CCT6
* V19 - andlise realizada antes da aplicacdo da solucdo
* v20 - andlise realizada apos 5 minutos da aplicacdo da solug¢ao
* v21 - andlise realizada apos 10 minutos da aplica¢do da solugdo

* v22 - andlise realizada apos 15 minutos da aplicagdo da solucao



No tanque CCT10
* v25- andlise realizada antes da aplicagdo da solugdo
* v26 - andlise realizada apo6s 5 minutos da aplicacdo da solug¢ao
» v27 - andlise realizada apos 10 minutos da aplicag¢do da solugdo

» v28 - andlise realizada apos 15 minutos da aplicagio da solucao
- Cerveja em tanque
* 1l - cerveja PL198 retirada do tubo alto
- Cerveja em barril

* 12 - cerveja PL198 retirada do barril



Tabela 50 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 6 de julho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
vl 0 n.d n.d
v2 0 n.d n.d
v3 0 n.d n.d
v4 0 n.d n.d
v5 0 n.d n.d
v6 0 n.d n.d
v7 0 n.d n.d
v8 0 n.d n.d
v9 0 n.d n.d
v10 0 n.d n.d
vll 1 <40 <1,60
v12 0 n.d n.d
v13 0 n.d n.d
v14 ! 0 nd nd
vl5 0 n.d n.d
v16 0 n.d n.d
v17 0 n.d n.d
v18 0 n.d n.d
v19 0 n.d n.d
v20 0 n.d n.d
v21 0 n.d n.d
v22 0 n.d n.d
v25 13 130 2,11
v26 0 n.d n.d
v27 0 n.d n.d
v28 1 n.d n.d
0 >150
il -1 >150 1800 3,26
-2 18
0 >150
12 -1 >150 >15000 >4.18
-2 >150




Tabela 51 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 6 de julho.

Acetobacter Contage % Colénias | Contagem
Amostr | Dilui¢cd | m inicfigal '1 ] ] C/z)nﬁrmadas ﬁn;gl UFC/mL | Log(UFC/mL)

a o cat | oxi gram cat | oxi gram cat | oxi gram

vl 12 + + = + - - 33% 4 <40 <1,60
v2 6 - + + + + 0% 0 n.d n.d
v3 14 + - - + - - + - - 100% 14 140 2,15
v4 14 + - - = + - - 67% 9 =90 =1,95
v5 + - - = + - - 67% 5 = 50 =1,70
v6 + - - — — 100% 3 <40 <1,60
v7 14 - + T + T 0% 0 n.d n.d
v8 25 - + - - - 33% 8 =80 =1,90
v9 16 + + - + - - 33% 5 =50 =1,70
v10 27 - + + + - - 33% 9 =90 =1,95
vll 17 + - - + + + - - 67% 11 110 2,05
v12 -1 13 + - - — — 100% 13 130 2,11
vl3 7 - + - - + - - 67% =50 =1,70
vl14 10 + - - + - - - 67% =70 =1,85
v15 23 + - + - - 67% 15 150 2,18
v16 24 - + + + + 0% 0 n.d n.d
v1l7 17 + - - + - - + + 67% 16 160 2,20
v18 + - - + - - + - - 100% 17 170 2,23
v19 + - - + - - + - - 100% 6 =60 = 1,78
v20 - + + + - - 33% 2 <40 <1,60
v21 16 + + - + + 0% 0 n.d n.d
v22 14 - - + - - 33% 5 =50 =1,70
v25 >150 coldénias muito pequenas para realizagdo de testes — >150 >1500 >3,18




v26 7 - + - - + - 100% 2 <40 <1,60
v27 7 - + - - + - 100% 8 =80 =1,90
v28 7 - + - - + - 100% 7 =70 =1,85
0 >150 coldénias muito pequenas para realizagdo de testes — >150
i1 1 27 - - + [ -] 67% 18 236,4 2,37
-2 15 + - - — 50% 8
0 >150 coldnias muito pequenas para realizagdo de testes — >150
12 -1 >150 coldnias muito pequenas para realizagdo de testes — >150 >15000 >4,18
-2 >150 coldénias muito pequenas para realizagdo de testes — >150




Tabela 52 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 6 de julho.

Lactobacillus C(.)n.ta.gem 1 > 3 % Colonias | Contagem UFC/mL | Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas final
Amostra | Diluigdo cat | gram | cat | gram | cat | gram
vl 0 — — 0 n.d n.d
v2 0 — — 0 n.d n.d
v3 0 — — 0 n.d n.d
v4 0 — — 0 n.d n.d
v5 0 — — 0 n.d n.d
v6 0 — — 0 n.d n.d
v7 0 — — 0 n.d n.d
v8 0 — — 0 n.d n.d
v9 0 — — 0 n.d n.d
v10 0 — — 0 n.d n.d
vll 1 - + 100% 1 <40 <1,60
v12 -1 0 — — 0 n.d n.d
v13 0 — — 0 n.d n.d
v14 0 — — 0 n.d n.d
v15 0 — — 0 n.d n.d
v16 0 — — 0 n.d nd
v17 0 — — 0 n.d nd
v18 0 — — 0 n.d nd
v19 0 — — 0 n.d n.d
v20 0 — — 0 n.d n.d
v21 0 — — 0 n.d n.d
v22 0 — — 0 n.d n.d
V25 13 o - + I 33% 4 <40 <1,60




v26 0 0 n.d n.d

v27 0 0 n.d n.d

v28 0 0 n.d n.d
0 >150 >150

il -1 >150 >150 >15000 >4,18
-2 >150 >150
0 >150 >150

12 -1 >150 >150 >15000 >4,18
-2 >150 >150




Anexo 11 - Resultados da amostragem de dia 07/07

- Enchimento de barril

* HI- entrada do tubo alto do tanque CCT9
* H2- zona do “click” que encaixa no tanque
* H3- mangueira do “click”

* H4- interior do “click”

e HS5- exterior do “click”
- CIP ao tanque CCT4

* H6 - porta
e H7 - borracha
 HS8 - tubo alto

- CIP a bomba

e HO - entrada

e HI10 - saida

- CIP a spx
e HI13 - entrada
e H14- saida

« HI15 —filtro
» K6 — dgua retirada da torneira de amostragem

- Barril vazio
Barril 1

* H16- zona interior onde encaixa o “click”
* HI17 - mangueira barril

* HI8 - pega com orificios

* HI9 - fundo (centro)

* H20 - fundo (laterais)

Barril 2

e H21- zona interior onde encaixa o “click”

* H22 - mangueira barril



* H23 - pega com orificios
* H24 - fundo (centro)
* H25 - fundo (laterais)

- Cerveja em tanque

» Kl - cerveja IPA 71 retirada do tubo alto
- Cerveja em barril

* K2 -cerveja IPA 71 retirada do “click”
- Cerveja em garrafa

* K7-cerveja L1637 garrafa 1
* K8 -cerveja L1637 garrafa 2



Tabela 53 Contagem de colonias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em placas de meio
Rapid’Enterobacteriaceae, respetivas Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

(UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de julho.

Enterobacteriaceae Contagem | UFC/mL | Log(UFC/mL)
Amostra | Dilui¢ao
H1 0 n.d n.d
H2 0 n.d n.d
H3 0 n.d n.d
H4 0 n.d n.d
H5 0 n.d n.d
Ho6 0 n.d n.d
H7 0 n.d n.d
HS8 0 n.d n.d
H9 0 n.d n.d
H10 0 n.d n.d
HI13 0 n.d n.d
H14 -1 0 n.d n.d
HI15 0 n.d n.d
Hl16 0 n.d n.d
H17 0 n.d n.d
HI18 0 n.d n.d
HI19 0 n.d n.d
H20 0 n.d n.d
H21 0 n.d n.d
H22 0 n.d n.d
H23 0 n.d n.d
H24 0 n.d n.d
H25 0 n.d n.d
0 0
k1 1 0 n.d n.d
2 0
0 >150
k2 1 16 160 2,20
2 0
0 0
k6 1 0 n.d n.d
2 0
0 0
k7 1 0 n.d n.d
2 0
0 0
k8 | 0 n.d n.d
2 0




Tabela 54 Contagem de colonias em placas de meio GYC, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de julho.

Acetobacter colonia % Colonias
Co.nFage 1 2 3 Confirmada Contage | UFC/m | Log(UFC/mL
Amostr | Dilui¢ga | m inicial . . . m final L )
a o cat oxi | gram | cat oxi gram cat | oxi | gram S

H1 0 — — 0 n.d n.d
H2 0 — — 0 n.d n.d
H3 1 — — 0 n.d n.d
H4 6 - n.d n.d — 0% 0 n.d n.d
H5 2 - n.d n.d 0% 0 n.d n.d
H6 57 + 4 n.d n.d — 0% 0 n.d n.d
H7 1 - n.d n.d 0% 0 n.d n.d
H8 0 — 0% 0 n.d n.d
H9 2 - n.d n.d — 0% 0 n.d n.d
HI10 3 + + n.d n.d 0% 0 n.d n.d
H13 1 - n.d n.d 0% 0 n.d n.d
H14 -1 3 - n.d n.d 0% 0 n.d n.d
HI5 20 + + n.d n.d 0% 0 n.d n.d
Hl16 0 — 0% 0 n.d n.d
H17 0 — 0% 0 n.d n.d
H18 49 - - — 0% 0 n.d n.d
H19 63 + - - — — 100% 63 630 2,80
H20 56 + - - + + + - - 67% 37 370 2,57
H21 55 + - - + + — 50% 28 280 2,46
H22 79 + + + - - + - - 50% 40 400 2,60
H23 5 - - — 0% 0 n.d n.d
H24 44 + I + + + - - 0% 0 n.d n.d
H25 0 — 0% 0 n.d n.d




0 31 + 0% 0

k1 1 1 0% 0 n.d n.d
2 0 0% 0
0 15 + 50% 8

k2 1 5 + 0% 0 8 0,90
2 0 — 0
0 - _ _

k6 1 54 + 0% 0 n.d n.d
2 57 + 0% 0
0 62 + 67% 41

k7 1 58 + 33% 19 54,5 1,74
2 38 + 0% 0
0 74 + 100% 74

k8 1 70 + 33% 23,1 88,3 1,94
2 17 + 0% 0




Tabela 55 Contagem de colonias em placas de meio MRS, testes de confirmagdo e estimativa de colonias finais, respetivas Unidades Formadoras

de Colonias por mililitro (UFC/mL) e seu logaritmo - 7 de julho.

Lactobacillus | Contagem 1 COI;ma 3 % Colonias | Contagem | (o~ 1 Log(UFC/mL)
— inicial Confirmadas final
Amostra | Dilui¢ao cat gram cat gram cat gram

H1 0 — — 0 n.d n.d
H2 0 — — 0 n.d n.d
H3 0 — — 0 n.d n.d
H4 0 — — 0 n.d n.d
HS5 0 — — 0 n.d n.d
Ho6 0 — — 0 n.d n.d
H7 0 — — 0 n.d n.d
H8 0 — — 0 n.d n.d
H9 0 — — 0 n.d n.d
H10 0 — — 0 n.d n.d
H13 0 — — 0 n.d n.d
H14 -1 0 — — 0 n.d n.d
H15 >150 colonias muito pequenas para realizagdo de testes — >150 >15000 >4,18
H16 0 — — 0 n.d n.d
H17 0 — — 0 n.d n.d
H18 0 — — 0 n.d n.d
H19 0 — — 0 n.d n.d
H20 0 — — 0 n.d n.d
H21 0 — — 0 n.d n.d
H22 0 — — 0 n.d n.d
H23 0 — — 0 n.d n.d
H24 0 — — 0 n.d n.d
H25 0 — — 0 n.d n.d




0 0 — — 0

k1 1 0 — — 0 n.d n.d
2 0 — — 0
0 >150 coldnias muito pequenas para realizag@o de testes — >150

k2 1 24 + S 0 0 inconclusivo | inconclusivo
2 0 — — 0
0 0 — — 0

k6 1 0 — — 0 n.d n.d
2 0 — — 0
0 10 + + 0 0

k7 1 5 + — 0 0 n.d n.d
2 0 — — 0
0 32 - + + 33% 10,6

k8 1 1 — — 0 0 10,6 1,03
2 0 — — 0




