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Resumo

Cerveja, sistema de extragcdo, barril, microrganismos, contaminagao
microbiolégica, torneira de pistéo, torneira de corte

Os barris, a saida da industria cervejeira, sédo controlados microbiologicamente
e sensorialmente de forma a garantir a qualidade da cerveja antes de serem
distribuidos pelos pontos de venda. No entanto, quando acoplados a um sistema
de extracdo, podem ocorrer alteracdes que irdo interferir na qualidade
microbiolégica e organolética da cerveja. Estes sistemas exigem um
procedimento de limpeza eficaz e regular, através do cumprimento dos ciclos de
higienizacdo. Devido a necessidade da indUstria conseguir dar respostas a todos
os pontos de venda, garantindo a realizacdo dessas higienizacdes dentro dos
prazos recomendados, o objetivo desta dissertagdo consistiu na selegédo de um
sistema de extracdo com as melhores caracteristicas, que assegurasse a
preservacdo da qualidade da cerveja durante mais tempo, permitindo um
aumento do tempo entre higieniza¢des e consequentemente uma melhor gestéo
das equipas de higienizagdo. Para isso, foram realizadas andlises
microbiolégicas e sensoriais a diferentes componentes. As torneiras de corte,
nomeadamente a CMB e a Antoine com regulador de caudal foram as mais
eficazes, constituindo uma excelente alternativa para a substituicdo das
torneiras de pistdo, as Mafridis, instaladas num maior nimero de pontos de
venda e facilmente contamindveis. A desmontagem das torneiras demonstrou
ser essencial na torneira de corte CMB mas na Mafridis ndo foi possivel avaliar
o impacto da desmontagem, devido a contaminagdo microbiol6gica provocada
por um problema existente nessas instalagbes, também detetado pela analise
sensorial, através da percecéo de notas metéalicas na cerveja. A desmontagem
dos clicks provou ser crucial, ndo devendo ser desprezada pelo técnico que
realiza a higienizagéo.

Relativamente aos tubos de arrefecimento (tubo de inundacéo e de contacto) e
ao tubo de FEP, apesar de possuirem caracteristicas mais vantajosas que os
de PVC, os resultados n&do foram conclusivos, suscitando dividas relativamente
ao estado da instalacéo, reforcadas com a percecdo de notas metalicas na
andlise sensorial. Para averiguar a origem da contaminacao, efetuou-se uma
troca de barris que comprovou que o problema néo tinha origem nos barris, mas
sim nas instalacdes. A troca de serpentinas realizada, com o objetivo de tentar
justficar os aromas metalicos percecionados caso apresentassem corrosao,
revelaram que mesmo ap0s a troca, os resultados microbioldégicos foram
igualmente nao satisfatérios, ficando em aberto qual a verdadeira causa dos
resultados microbiolégicos obtidos e das notas metalicas percecionadas.
Independentemente da higienizagéo efetuada em torneiras e clicks promover a
completa remocao de bactérias e leveduras selvagens causadoras de defeitos
na cerveja, existem locais/componentes da instalagdo que estdo a contribuir
para a proliferacao rapida de microrganismos que ndo estao a ser identificados.
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The kegs, shipped from the brewing industry, are microbiologically and
sensorially controlled in order to guarantee the quality of the beer before being
distributed by the points of sale. However, when coupled to an extraction system,
changes can occur that will interfere with the microbiological and organoleptic
quality of beer. These systems require an effective and regular cleaning
procedure, through the completion of the hygiene cycles. Due to the need of the
industry to be able to provide assistance to all points of sale, ensuring that these
sanitizations are carried out within the recommended deadlines, the objective of
this dissertation was to select an extraction system with the best characteristics,
which would ensure the preservation of the quality of the beer for longer periods,
allowing an increase in the time between sanitizations and, consequently, a
better management of the sanitation teams. For this, microbiological and sensory
analyzes were performed on beer dispensed with systems with different
components. The cutting taps, namely CMB and Antoine with flow regulator,
were the most effective, constituting a viable alternative for the replacement of
piston taps, the Mafridis, installed in a high number of points of sale and easily
contaminated. The disassembly of the taps proved to be essential in the CMB
tap, but at Mafridis it was not possible to assess the impact of the disassembly,
due to an existing problem in these facilities, as verified in the sensorial analysis,
through the perception of metallic notes in the beer. The disassembly of the clicks
proved to be crucial and should not be neglected by the technician who performs
the cleaning procedure. Regarding the cooling pipes (flood and contact pipe) and
the FEP tube, despite having more advantageous characteristics than those of
PVC, the results were inconclusive, raising doubts regarding the state of the
installation, reinforced with the perception of metallic notes in the sensory
analysis. However, in the sensory analysis metallic notes were identified in the
beer, suggesting the existence of a problem in the installation or with the kegs,
which justified the unsatisfactory results obtained in this tube. For this, a keg
change was carried out which proved that the problem was not from the kegs,
but in the facilities. The exchange of coils was carried out, aiming to find the
origin of the perceived metallic aromas with the hypothesis that they could
present corrosion. After coils exchange the microbiological results were equally
unsatisfactory, keeping open the true cause of the microbiological results and
the metallic notes perceived. Regardless of the sanitizations performed on taps
and clicks that promoted complete removal of bacteria and wild yeasts that cause
defects in beer, there are places/components of installation that are contributing
to the rapid proliferation of microorganisms that are not being identified.
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1. Introducao



1.1 Super Bock Group

O Super Bock Group ¢ a maior empresa portuguesa de bebidas refrescantes cuja atividade
central assenta nos negocios das cervejas e das dguas engarrafadas. Esta presente também
nos segmentos de refrigerantes, vinhos, na produ¢do e comercializagao de malte e no negocio
do turismo, detendo dois ativos de referéncia na regido de Tras-os-Montes: os Parques
Ludico-Termais de Vidago e Pedras Salgadas. ' Possui varias marcas conhecidas e uma vasta

gama de produtos conforme descrito na Fig. 1.1.
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Figura 1.1 Marcas e produtos comercializados pelo Super Bock Group. ?

A empresa estd sediada em Lega do Balio mas ganha corpo numa geografia mais alargada.
A producao de cerveja e sidras esta centralizada na sede mas existem mais 12 centros de
producdo em locais estratégicos, distribuidos pelo pais, que incluem a produgdo de sumos,
refrigerantes e de vinhos e ainda a captacdo e engarrafamento de dgua, vendas e operagdes.
A empresa tem mais de 1300 colaboradores que garantem a exceléncia na qualidade dos
produtos, atributo esse que constitui a chave para o sucesso e representa uma

responsabilidade constante.

Esta dissertacdo foi realizada no departamento da Qualidade, Ambiente e Seguranca, no
centro de produgdo de Lega do Balio do Super Bock Group e insere-se no ambito do trabalho
desenvolvido pela area funcional dos Servicos Técnicos em parceria com a Assisténcia

Técnica.
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2.1 Processo cervejeiro

A cerveja ¢ uma bebida obtida por fermentacdo alcodlica, por a¢do de leveduras
selecionadas adicionadas a um mosto produzido a partir de malte de cereais, principalmente
cevada e outras matérias-primas amildceas ou agucaradas, juntamente com agua, ao qual ¢
adicionado o lupulo. As caracteristicas finais da cerveja estao relacionadas com as matérias-
primas utilizadas e dependentes dos varios procedimentos que decorrem ao longo das

diferentes etapas do processo cervejeiro (Fig 2.1).
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Figura 2.1 - Etapas do processo cervejeiro (Adaptado de ° ).



2.1.1 Produgao da cerveja

O processo de produgdo da cerveja inicia com a maltagem que consiste na conversao da
cevada em malte. O malte tem origem na germinagdo e posterior dessecagao da cevada,
processo este que tem como objetivo a obtencao de enzimas de degradagdao do amido e de
proteina que sdo produzidas durante a germinacdo. A fim de possibilitar a rapida extragdo
e conversdo dos componentes do malte, da-se a moagem. ® A seguir, essa farinha ¢é
enviada para caldeiras de empastagem e misturada com agua quente para estimular a acao
das enzimas responsaveis pela hidrélise de proteinas em aminoacidos metabolizaveis pela
levedura e pela conversao de amido em agucares fermentaveis num processo designado de
brassagem. O passo seguinte, a filtracdo, tem como objetivo a separagdao das particulas
solidas nao soluveis (dreche) do mosto. O mosto filtrado ¢ enviado para a caldeira de
ebulicdo e adiciona-se o lupulo. Através da fervura do mosto, sdo inativadas as enzimas,
destruidos os microrganismos (esterilizacao) e sdo precipitadas a maior parte das proteinas
e polifendis (trub). ” Terminada a ebuli¢do, o frub é eliminado por decantagio e 0 mosto €

arrefecido e enviado para as cubas de fermentag¢do onde ¢ inoculada a levedura. ©

A fermentacio ¢ a etapa mais importante de todo o processo cervejeiro, durante a qual
as leveduras, em condi¢des anaerdbicas, transformam os agucares fermentesciveis do mosto
em etanol e CO,, essencialmente. A oxidacdo da glucose e da frutose, através da glicolise,
origina o piruvato. Este produto da glicolise, sofre uma descarboxilagdo pela acao da enzima
piruvato descarboxilase, libertando o CO,, que se acumula nas bolhas caracteristicas da

cerveja, e acetaldeido. Este aldeido sofre uma redugdo, havendo a oxidacdo do NADH a

NAD e forma-se o etanol pela ac¢do da enzima alcool desidrogenase (Fig 2.2). 8 °
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Figura 2.2 - Esquema simplificado da fermentagdo alcoélica na levedura (Adaptado de '°).

Quando ja ndo existem agucares fermentesciveis na cerveja, comecam a depositar-se, no
fundo conico da cuba, agregados de levedura (floculagdo). °

Apos o fim da fermentagdo, inicia-se a fase de maturacido que corresponde ao periodo
de estacionamento da cerveja a temperaturas mais baixas com o intuito de permitir a
libertacdo de off-flavours, garantindo que estes ndo estejam presentes no produto final. Para
o diacetilo (com sabor/aroma a manteiga rangosa), ocorre uma reducao da temperatura até
aos 7°C favorecendo a sua decomposi¢ao a acetoina e a butanodiol (de sabor/aroma neutro).
A estabilizacdo ¢ a operacdo seguinte e consiste em deixar estabilizar a cerveja, a
temperaturas entre os 0°C e os 2°C, de forma a permitir que esta se equilibre
coloidalmente. Esta estabilizacdo vai ndo sé proporcionar a clarificagdo do mosto, com a
deposicao das restantes células de levedura ainda em suspensdo, mas também garantir a
obtencdo de uma cerveja mais estavel ao nivel das caracteristicas organoléticas. !!

O processo seguinte, a filtracao/clarificacio da cerveja deve ser realizada mantendo as
baixas temperaturas e na auséncia de O,. A presenca de O, na cerveja desencadeia reagdes
de oxidagdo que resultam na producdo de compostos prejudiciais ao sabor/aroma e a
estabilidade da cerveja. '? Inicia-se com uma centrifugacdo, no qual se elimina o que resta
de levedura e particulas em suspensdo. De seguida, a cerveja passa por 3 filtros, um de
kieselghur em que as particulas responsaveis pela turvagao ficam retidas no leito filtrante e
passa através deste apenas a cerveja limpida. De seguida, para o filtro de placas ou filtro
PVPP (poli-vinil-poli-pirrolidona) para adsorver os polifendis que ficam retidos no filtro,

evitando assim a formacdo de turvagdo a longo prazo. ® E por ultimo, os filtros trap que sio



utilizados com o intuito de melhorar a operacao de clarificacdo ja que estes sdo capazes de
remover as particulas solidas que ainda ficaram em suspensao apds a passagem pelos outros
filtros. '3 Por fim, a cerveja filtrada é armazenada em Tanques de Cerveja Filtrada (TCFs) e

esta pronta para o enchimento.

2.1.2 Enchimento da cerveja

As cervejas podem ser acondicionadas em garrafa ou em barril, nas respetivas linhas de
enchimento, ou em camiodes-cisterna no caso de Beer Drive. Existem sete linhas de
enchimento, duas de enchimento em barril e cinco de enchimento em garrafa. As linhas de
enchimento de barril apresentam grandes diferencas entre elas. Uma destina-se ao
enchimento de barris de tara retornavel (TR), que sdao de poliuretano, revestido ou ndo com
inox e a outra a barris de tara perdida (TP) feitos de politereftalato de etileno (PET) (Fig
2.3).

Figura 2.3 (A) Garrafas (B) Barril TP (C) Barril TR (D) Beer Drive

A pasteurizacao da cerveja acondicionada em barril designa-se por pasteurizagao flash.
O tratamento consiste num permutador de calor que eleva a temperatura do produto até a
temperatura de pasteurizagdo, através da passagem deste em contra-corrente com agua
quente ou vapor. Depois, o produto mantém-se a temperatura a que foi aquecido num tubo
(holding) por alguns segundos e, de seguida, passa em contra-corrente com agua glicolada,
0 que provoca o seu arrefecimento. A cerveja pasteurizada ¢ enviada para um tanque tampao
onde ¢ armazenada até ir para os moddulos de enchimento. Tendo em conta que a
pasteurizagdo € realizada antes do enchimento, ¢ fundamental que os barris estejam estéreis
para receber o produto e que o enchimento seja uma operagdo assética, de maneira a

assegurar a isen¢do de microrganismos. '



Os barris de tara retorndvel, como vém diretamente dos pontos de venda e sdo novamente
utilizados, exigem um procedimento de higienizagdo, antes de introduzir o produto para
garantir que ndo ha qualquer vestigio de cerveja no interior do barril ou qualquer
contaminante que pode originar uma contaminag¢ao cruzada. O reagente utilizado ¢ o NaOH,
um agente alcalino que vai permitir a conversao da matéria organica, proveniente da cerveja,
em produtos soltveis e facilmente removidos com 4agua. Atua ao nivel da solubilizacdo de
hidratos de carbono e de proteinas grandes e insoliveis em polipeptideos pequenos e mais
facilmente soluveis e da saponificagdo de gorduras. Reage também com as membranas
celulares, DNA ¢ RNA, destruindo leveduras indesejadas e bactérias. '3

Inicialmente, os barris entram num tinel e sdo atingidos com jatos de agua quente e com
NaOH que eliminam a contaminagdo exterior. De seguida, entram na pré-lavadora,
responsavel pela primeira lavagem interior do barril, através da inje¢do de 5 a 8 L de uma
solucao de NaOH. O barril segue depois para um dos seis modulos de enchimento, que estao

divididos em oito estacdes, com funcdes especificas (Fig 2.4):

1. Periodo de espera para o NaOH atuar sobre os residuos;

2. Enxaguamento com a primeira solu¢ao de NaOH (2 - 3%);

3. Enxaguamento com agua fria e pré-enchimento com a segunda solucdo de NaOH;
4. Periodo de espera com a segunda solugdao de NaOH (1,7 - 2,7%);

5. Novo enxaguamento com a segunda solu¢ao de NaOH;

6. Enxaguamento com agua quente (54-85°C) para aumentar a eficacia do NaOH;

7. Esterilizagdo com vapor, seguido de enchimento com CO: para expulsar o Oa;

8. Enchimento do barril com o produto.
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Figura 2.4 As 8 estagdes do modulo de enchimento. '

Apos o enchimento, ¢ efetuado um controlo microbiolégico da cerveja no interior do
barril e ¢ realizada uma anélise sensorial de forma a assegurar a qualidade do produto. Apos
esse procedimento, os barris sdo distribuidos pelos pontos de venda, onde serdo acoplados a

um sistema de extracao.

2.2 Sistema de extracio de cerveja

Os principios basicos para preservar a qualidade da cerveja nos sistemas de extragao sao
determinados pelo uso das pecas e acessorios corretos, a garantia dos parametros fisicos
exigidos (pressdao de CO, adequada, auséncia de luz e de O, e baixas temperaturas), o
asseguramento das condi¢des de higiene e o cumprimento dos ciclos de higienizagdo. !’

Existem trés tipos de sistemas de abastecimento de cerveja nos sistemas de extracao e
dependem do volume de negocio de cada ponto de venda. Para consumos mais baixos sao
instalados barris TP com capacidade de 10 ou 20L. Isto permite que o cliente consuma o
barril mais rapidamente, garantindo que a cerveja nao permaneca dentro do barril, ligada a
um sistema de extracdo, por muito tempo, assegurando a qualidade da mesma. Para
consumos intermédios sao utilizados barris TR de 30 ou 50L. Para os clientes com maior
consumo ¢ adotado o sistema de Beer Drive. Em vez de barris, sdo instalados tanques de
armazenamento de 250, 500 ou 1000L e a cerveja ¢ entregue em camides-cisterna e

bombeada para esses tanques. '®



2.2.1 Componentes

A instalagdo de extracdo de cerveja para barril TR ¢ constituida pelos seguintes

componentes, representados na Fig 2.5. 18

T
r

1- Extrator ou click
2- Garrafa de CO;
3- Manoredutor

4- Barril

5- Refrigerador

6- Tubagem

7- Torneira

Figura 2.5 Componentes do sistema de extragdo de cerveja. '

O extrator ou click ¢ o componente responsavel pela ligacdo do barril a tubagem.
Apresenta dois pontos de ligagdo, um onde estard ligada a garrafa de CO,, responsavel pela
injecdo de CO; pressurizado para dentro do barril e o outro destinado ao produto, para a
extra¢cdo da bebida de dentro do barril por diferenca de pressao (Fig 2.6). O click possui uma
alavanca que ¢ acionada para baixo apos o acoplamento ao barril. Esse movimento provoca
a subida do pistao permitindo que a cerveja se desloque do interior do barril para a tubagem
e de seguida, até a torneira, através do CO: injetado que ird ocupar o espaco vazio deixado

pela cerveja.!” 13

Alavanca — O, o,
Entrada de ’ v O
CO2 \ Pistdo

Saida de B
i L

Valvulas anti- Valvula anti-
retorno (liquido) retorno (gas)

Figura 2.6 Esquema do click montado (4 esquerda) e desmontado (a direita) '8
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A garrafa de CO; armazena o gas sob pressao, estando aproximadamente a 50 bar. Nao
deve ser exposto as condi¢des do exterior, nem a fontes de calor. O conteido de CO> da
cerveja ¢ natural para o processo de fermentagdo e ¢ determinado de acordo com o tipo e
estilo da cerveja. Idealmente, esse conteido nao deve ser alterado enquanto o barril estiver
acoplado ao sistema. A principal influéncia do CO, ¢ impulsionar a cerveja a torneira. A

quantidade presente numa garrafa da para, aproximadamente, 20 barris de cerveja. 7 18

O manoredutor garante que a pressdo injetada para o barril ndo excede o valor
recomendado, entre 2 e 3 bar. Este componente ¢ fundamental para assegurar um controlo e
uma regulacdo da pressdo, fator crucial para garantir a saida da cerveja com o teor de CO; e
um nivel de espuma adequados. Quando o CO; ¢ injetado para o interior do barril com uma
determinada pressao, fica aprisionado e formam-se pequenos centros de nucleacao onde este,
supersaturado, se acumula e comega por se libertar do liquido formado uma bolha que vai
crescendo devido ao diferencial de pressao entre a solugdo e a pressao atmosférica. Quando
a pressao interna da bolha ultrapassa a resisténcia superficial do liquido, esta sobe até a
superficie e deixa para tras outra pequena bolha, dando inicio novamente ao processo. Se a
pressao exercida para o interior do barril for insuficiente, havera pouco CO; dissolvido na
cerveja, o que leva a uma desgaseificagdo da cerveja, enquanto que uma pressao excessiva,
resulta numa maior absor¢ao de CO; pela cerveja, o que levara a formacdo de muitas bolhas

e consequentemente, muita espuma. '’ 18

O barril ¢ o recipiente no qual estd armazenado o produto sob pressdao. Pode variar de
formato e de capacidade (30 ou 50L). Para manter a qualidade da cerveja e evitar ou retardar
a ocorréncia de reagdes no seu interior, provocando alteracdes no produto, as condi¢des de
armazenamento do barril sdo essenciais. Deve ser armazenado num local fresco e arejado,
com boas condi¢des de higiene e ao abrigo da luz. O condicionamento da cerveja a
temperaturas mais baixas atrasa todos os fendmenos associados ao seu envelhecimento. '
Os barris armazenados possuem uma validade maxima de 6 meses, mas apds a sua abertura,

devem ser consumidos num periodo méximo de uma semana.

O refrigerador garante o arrefecimento da bebida até a temperatura desejada, retardando
as reagdes de envelhecimento da cerveja. A cerveja passa por um circuito, designado de
serpentina, que ¢ um componente mergulhado num banho de agua gelada, e que permite a

sua refrigeragdo. A instalagdo tem de estar em boas condi¢des para que a cerveja seja servida

11



a temperatura adequada, entre os 2 e os 4°C. Para isso, a grelha do refrigerador deve estar
sempre limpa para garantir uma boa ventilacdo, o banho de 4gua deve ter um bom banco de
gelo e essa agua deve estar bem limpida e em quantidade suficiente para cobrir a serpentina.

A bomba de 4gua deve estar em perfeito estado de funcionamento (Fig 2.7). '8

Agua

b |

Grelha Serpentina

-
-
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Bomba
de agua

Figura 2.7 Esquema do refrigerador. '®

A tubagem permite a passagem da bebida, desde o barril até ao refrigerador e, de seguida,
até a torneira de extracdo. O material da tubagem tem de garantir resisténcia aos produtos de
higienizacao e impedir a adesao de material organico proveniente da cerveja que resulta no
desenvolvimento de microrganismos e consequentemente, na formagao de biofilmes. Os
tubos standard, mais utilizados em sistemas de extragdo, sao feitos de policloreto de vinilo
(PVC). Tém uma maior capacidade de adesdo de biofilmes e sdo transparentes, o que permite
a passagem da luz solar, interferindo com a qualidade da cerveja devido a ocorréncia de
fendmenos de foto-oxidagdo, associados a formagdo de um composto com aroma/sabor
desagradavel, o 3-metilo-2-buteno-1-tiol. Uma alternativa a estes sao os tubos de python que
asseguram uma menor adesdo de biofilmes, por serem constituidos por polietileno e por um
revestimento isolante com 13 mm de espessura, no minimo, que garante um bom isolamento
e evita a entrada de O para o interior do sistema. Sao envolvidos por um filme estiravel e
uma manga isolante, impedindo a passagem da luz solar e evitando as reacdes de foto-
oxidacgdo. Estes tubos garantem ainda uma diminuicao da temperatura da cerveja visto que
no interior do tubo de python, circulard dgua refrigerada, mantendo a temperatura ideal da
cerveja até a sua saida pela torneira. (Fig 2.8). Existem dois tipos de tubo de python, com
mecanismos de arrefecimento diferentes, o tubo de contacto e o tubo de inundagao. O tubo
de contacto consiste num conjunto de 3 tubos sendo que dois deles sdo responsaveis pela

passagem da dgua e um pela passagem de cerveja. A dgua proveniente do banco de gelo
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entra, por acao da bomba de dgua do refrigerador, por um dos tubos da dgua e retorna pelo
outro. O tubo por onde circula a cerveja como esta encostado aos tubos onde ocorre a
circulacao dessa agua refrigerada permite o arrefecimento, por contacto, da cerveja. O tubo
de inundagdo € um tubo de maior didmetro constituido internamente por trés tubos de menor
diametro, dois para circulagdao de agua e um para a circulacao de cerveja. O tubo responsavel
pela entrada da dgua ¢ curto, permitindo que a dgua, que vem do banco de gelo, entre nesse
tubo, por acdo da bomba de dgua do refrigerador e saia de imediato, preenchendo o tubo
grande e inundando o tubo onde circula a cerveja. Apos isso, a 4gua retorna ao refrigerador
pelo outro tubo da 4gua. Assim, a cerveja € refrigerada porque o tubo por onde circula, é

inundado de agua. '8 2°

Figura 2.8 Tubo standard (A) de contacto (B) de inundagdo (C) 2!

A torneira ¢ o ultimo local de passagem do produto até chegar ao copo. Existe dezenas
de formatos e feitios de torneiras, mas no Super Bock Group sdo utilizadas as torneiras de
pistao e as de corte (Fig 2.9). O seu funcionamento ¢, de uma forma geral, semelhante mas
a diferenca dos componentes internos provocam alteragdes fisicas da cerveja no copo,
conduzindo a uma maior ou menor formagao de espuma. A torneira Mafridis ¢ o modelo
mais antigo e o mais frequente nos pontos de venda. E feita de aco-inox e o seu
funcionamento ¢ regulado internamente através de um pistao. J4 as torneiras de corte, sao de
1nox e possuem uma esfera interna, que resulta numa maior formagao de espuma. Dentro das
torneiras de corte, existem trés modelos, as CMB e as Antoine com e sem regulador de
caudal. As torneiras com caudal regulavel, possuem essa especificidade porque, para além
da esfera comum a todas as torneiras de corte, tém um cilindro interno que provoca um

estrangulamento da cerveja, permitindo a diminui¢do ou o aumento do seu caudal. '3
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Figura 2.9 Torneira (A) de pistdo Mafridis (B) de corte CMB (C) de corte Antoine com regulador de caudal
(D) de corte Antoine sem regulador de caudal

2.2.2 Reacoes no interior do barril

Apesar do processo de envelhecimento ocorrer ao longo do periodo de armazenamento
mesmo em barris fechados, apos a sua abertura e acoplando a um sistema de extragdo, a
entrada de O, por muito pequena que seja, vai acelerar o processo de envelhecimento,
alterando as caracteristicas organoléticas da cerveja, e reduzindo abruptamente a validade

do produto. '7 18

Essas alteracdes na estabilidade sensorial da cerveja incluem uma
diminui¢do da intensidade do amargor, um aumento da intensidade das caracteristicas
“doce” e “caramelo/torrado” de forma continua e ao aparecimento das caracteristicas “folha
de groselha” e “papel/cartdo”, sensivelmente, a meio do termo de vida da cerveja. A
caracteristica “folha de groselha”, apds surgir, diminui de intensidade no tempo, enquanto

A

que a caracteristica a “papel/cartdo” aumenta continuamente. (Fig.2.10) 2
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Figura 2.10 Alteragdes sensoriais ao longo do envelhecimento da cerveja. 2

Existem varios fendmenos responsaveis por essas alteragdes sensoriais da cerveja no

interior do barril e que resultam na degradagio e formagdo de novos compostos. '

Fomacio de espécies reativas do oxigénio (ROS): O aumento da concentragao de O> e

da temperatura leva ao aumento de concentracdo de radicais livres que reagem com outros
compostos da cerveja como: etanol, agucares, isohumulonas, polifendis, alcoois, acidos
gordos, entre outros. O radical hidroxilo (+ OH) ird reagir primeiramente com o etanol,
devido a sua alta reatividade e por ser o composto mais abundante na cerveja, formando
acetaldeido + Radical Hidroperoxilo (ROS). O acetaldeido, descrito como um off-flavour
quando presente em concentragdes acima do seu limite de percegdo, ira conferir a cerveja
um aroma/sabor a maga verde.!” A sua concentragio tipica na cerveja varia entre 2-15 mg/L

e tem um limite de perce¢do de 5-15 mg/L. %3

Oxidaciio de acidos gordos insaturados: Os radicais livres reagem com as duplas

ligacdes dos acidos gordos insaturados presentes na cerveja como acido oleico, linoleico e
linolénico, formando hidroperoxidos e posteriormente frams-2-nonenal, através de um
processo designado por auto-oxidacao. Este composto tem sabor a papel/cartdo e ¢ o maior
indicador do processo de envelhecimento de cervejas. Possui um limite de percecao de 50 —
100 pg/L. Apesar deste composto ser o aldeido com maior atividade de odor existem outros
aldeidos como o nonadienal, decadienal e undecadienal que podem ser percecionados. O
aumento da concentracdo de trams-2-nonenal durante o armazenamento da cerveja esta

ligado ao processo de oxidacdo durante o processamento. O frans-2-nonenal ¢ derivado da
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oxidagdo do 4cido linoleico no final da etapa de fervura. Ao ligar-se a compostos
nitrogenados, como aminodcidos e proteinas, o trans-2-nonenal ¢ protegido da atividade das
leveduras, podendo estar presente no produto final. Posteriormente, principalmente quando
o pH da cerveja ¢ baixo ou o armazenamento ocorre a temperatura alta, este composto pode

ser libertado através de hidrolise acida. °

Reacoes de Maillard: Estas reagdes ocorrem predominantemente durante a produgdo do

mosto devido as altas temperaturas, no entanto algumas continuam durante o
armazenamento da cerveja, mesmo em baixas temperaturas. Sao reagdes entre um agucar
simples ¢ um aminoacido. Produzem a-dicarbonilos ¢ em pH baixo, produzem-se
melanoidinas, hidroximetilfurfural, furfural e furaneol. Estes a-dicarbonilos, na presenga de
03, ligam-se a aminoacidos e formam Aldeidos de Strecker que irdo conferir sabor/aroma a

“caramelo” e “torrado”. '°

Sintese e Hidrolise de Esteres: Durante o envelhecimento da cerveja, os ésteres

formados acima do seu equilibrio quimico hidrolisam-se a uma taxa caracteristica. Esteres
de acetato de 4lcoois superiores como o acetato de isoamilo, hidrolisam mais rapidamente
que os ésteres etilicos correspondentes, independentemente do teor alcoodlico da bebida.
Contribuem com notas frutais no perfil de sabor e aroma da cerveja, no entanto ao serem
hidrolisados durante o envelhecimento, levam a uma redugdo da sua concentracdo. Em
contrapartida, outros ésteres (3-metil butirato de etilo e 2-metil propianato de etilo) tém a

sua concentragdo aumentada, dando origem ao sabor/aroma a vinho. "°

Degradacio de Resinas do Lupulo: a-acidos, B-acidos e iso-a-acidos também sofrem

processo oxidativo durante o envelhecimento da cerveja, sendo as iso-humulonas as mais
suscetiveis a oxidacao, ocorrendo uma diminui¢do do amargor da cerveja. Além deles, foi
também observado o decréscimo na concentracao de flavonoides e aumento na concentracao

de taninos, associados ao aumento da adstringéncia em cervejas. °

De uma forma geral, os principais grupos de compostos formados durante o

envelhecimento sdo os aldeidos, cetonas, ésteres € compostos de enxofre. (Tabela 2.1) 24
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Tabela 2.1 Principais compostos responsaveis por alteracdes no sabor e aroma, formados durante o
armazenamento da cerveja (Adaptado de 24).

Classe quimica Compostos mais frequentes
Aldeidos Acetaldeido/ (E)-2-nonenal / Furfural / 2-metilbutanal / Metional
Cetonas (E)- p-damascenona/ 4-metil-2-pentanona
Esteres 3-metil butirato de etilo / 2-metil propianato de etilo
Compostos de enxofre DMS / 3-metil-3-mercaptobutilformato

2.2.3 Contaminac¢ao microbioldgica

A cerveja ¢, do ponto de vista microbiano, um meio de crescimento relativamente pobre
devido a presencga de inibidores como compostos de lapulo (aproximadamente 17 a 55 ppm
de iso a-acidos) que sdo especialmente toxicos para as bactérias Gram-positivas, etanol (3,5
a 5% v/v), dioxido de enxofre, elevado teor de CO (aproximadamente 0,5% p/p), baixo pH
(3,8-4,7) e baixo teor de Oz (<0,1ppm). 2> No entanto, apesar do ambiente indspito, alguns
microrganismos ndo patogénicos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
leveduras selvagens, conseguem desenvolver-se na cerveja porque existem, no produto final,
vestigios de substancias nutricionais como glucose, maltose e maltotriose, agucares esses
que podem ser metabolizados por esses microrganismos presentes. Para além disso, o
sistema de extragdo de cerveja e os componentes que o constituem, criam condigdes
propicias ao crescimento dessas bactérias e de leveduras selvagens resultando na formacao
de turvagdes e de sabores e aromas indesejaveis ao produto. 2

E efetuado um controlo microbiologico da cerveja a saida da industria cervejeira para
assegurar a qualidade microbiologica, mas ap6s o acoplamento do barril a um sistema de
extragdo podem ocorrer contaminagdes. 2/ A contamina¢do microbiana ¢ encontrada ao
longo de todo o sistema. Cada componente constitui um ponto fraco, mas os pontos mais
criticos de contaminagdo num sistema de extracdo estdo em ambas as extremidades: a
torneira e o click. Os niveis mais elevados de Oz, que prevalecem nestes locais, fornecem

condi¢gdes aerdbicas que favorecem reacdes de oxidagdo, aceleram o processo de
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envelhecimento da cerveja no interior do barril e ainda permitem o crescimento de bactérias
acido-acéticas, niveis moderados de enterobactérias e leveduras selvagens aerdbicas. No
entanto, podem também crescer microrganismos anaerobicos como bactérias acido-laticas,
Pectinatus ¢ Megasphaera que sobrevivem a estas condi¢des devido a formagdo de
biofilmes. ?’

Os biofilmes sao comunidades microbianas, espacial e metabolicamente estruturadas,
formadas por populagdes desenvolvidas a partir de uma unica ou de multiplas espécies
(sejam bactérias, fungos e/ou protozoarios). Formam-se quando uma superficie solida entra
em contato com um meio liquido na presenca de microrganismos. Substancias € minerais
organicos sao transportados para a superficie e criam um filme condicionador onde os
nutrientes sdo concentrados, permitindo a adesdo dos microrganismos. As células
imobilizadas crescem, reproduzem-se e produzem polimeros extracelulares (exopolimeros),
que podem ser polissacarideos fibrosos ou glicoproteinas globulares, formando uma
matriz.?® Os biofilmes podem-se formar ao longo do sistema de extragdo por adesdo
microbiana, através da fixa¢do da matriz extracelular, ao longo da superficie. Essa matriz
gera gradientes complexos em relagdo aos nutrientes e difusdo de O, contém enzimas
extracelulares usadas para fins nutricionais, que permite a transferéncia de moléculas de
comunicagao celular e protege as células incorporadas contra compostos téxicos. Assim, a
formacdo de biofilme confere muitas vantagens as células microbianas, como resisténcia
fisica (contra a dessecacdo), resisténcia mecanica (contra as correntes de liquido nas
tubagens) e protecdao quimica (contra os produtos quimicos, antimicrobianos e desinfetantes)
que trazem desvantagens, ndo s6 devido a contaminacgdo da cerveja ou alteracdao das suas
propriedades organoléticas mas também pela reducdo da eficiéncia e da vida util dos
equipamentos, por corrosao microbiologicamente induzida o que causa prejuizos
econdmicos e problemas de seguranca alimentar. Para além disso, oferece vantagem também
as bactérias anaerobicas obrigatdrias, permitindo que se formem em sistemas de extracao
através do consumo de O por parte das bactérias aerdbicas e/ou anaerobicas facultativas,
criando um ambiente anaerdbico, propicio ao seu crescimento. 2

As bactérias acido-acéticas, colonizadores primarios nos biofilmes, colonizam as
superficies, em locais especificos de acumulagdo de residuos de cerveja (tubagem, torneiras
e clicks) e consomem o O», fornecendo um microambiente anaerdbico e acido. 2° Juntamente

com Enterobacteriaceae, produzem exopolissacarideos e formam uma matriz extracelular,
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criando adesdo nesses locais e permitem a colonizagao de leveduras e bactérias acido-laticas.
A presenga de lactato, produzido pelas bactérias acido-laticas, e as condi¢cdes anaerobicas,
asseguradas pelas bactérias 4acido-acéticas e leveduras, permitem a colonizagdo de
contaminantes estritamente anaerobicos da cerveja, como Pectinatus e Megasphaera.
Finalmente, a cerveja e a espuma permanentemente a passar pelo sistema fornece um
suprimento constante de nutrientes e por isso, os biofilmes sdo considerados um reservatorio

de organismos que deterioram a cerveja (Fig 2.11). 3°

‘“‘\'\)~

1. Colonizagao de superficies r 4. Colonizagdo de

por bactérias acido acéticas "// ‘\ contaminantes anaerobios
§ \ o

. . \
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, extracelular por bactérias acido //" p biofilme formado
\ / acéticas e Enterobactérias (}qéjﬂl\
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-~ L Bactéria acido acética ‘ Leveduras
[ / . 3. Colonizagdo de leveduras Bactéria 4cido 14ti r Pectinatus
' e bactérias acido laticas actéria acido atica
N ; Matriz extracelular # Megasphaera

Figura 2.11 Desenvolvimento de biofilmes na cerveja (Adaptado de *°).

2.2.3.1 Bactérias Gram-positivas

As bactérias Gram-positivas nocivas a cerveja incluem Lactobacillus e Pediococcus que
sao bactérias acido-laticas (LAB) com complexos requerimentos nutricionais e capacidades
respiratorias limitadas. A multiplicagdo de algumas espécies ¢ estimulada pela presenca de
CO. 3! Causam turbidez, acidez e odores desagradaveis devido a formagdo de varios
produtos metabolicos como diacetilo (2,3-butanodiona) e/ou pela dicetona vicinal
relacionada (2,3-pentanodiona). '* Estas bactérias sdo, na sua generalidade, intolerantes aos

acidos do lupulo, no entanto existem estirpes que sao altamente resistentes aos componentes
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do lupulo por possuirem um mecanismo de resisténcia, como € o caso de L. brevis e P.

damnosus, o que torna possivel o seu desenvolvimento na cerveja. !

Lactobacillus sio anaerodbicas facultativas, capazes de tolerar O; e resistir a um pH
baixo. Algumas estirpes sdo ainda resistentes as resinas de lupulo, sendo a de maior realce a
L. brevis. Dependendo dos produtos formados no final do crescimento fermentativo, as
Lactobacillus podem ser divididas em homofermentativas ou heterofermentativas (Fig 2.12).
Nas homofermentativas, o principal produto do metabolismo do agucar ¢ o acido latico e os
acucares sao metabolizados por glicélise (ou via de Embden-Meyerhof). O piruvato,
derivado da glicdlise, ¢ reduzido ao lactato pela agdo da lactato desidrogenase ligada ao
NADH. * Nas heterofermentativas, ha produ¢do de uma mistura de produtos finais,
incluindo lactato, glicerol, etanol e acetato. Utilizam a via da fosfoketolase, na qual o
catabolismo da glucose ocorre via 6-fosfogluconato que, apds uma reacao de
descarboxilagdo, forma a pentose, xilulose 5-fosfato. Além de ser uma alternativa a glicolise,
fornece uma rota pela qual as pentoses podem ser catabolizadas. A fosfoketolase catalisa a
clivagem do xilulose 5-fosfato para produzir, ap6s a adi¢ao de outro grupo fosfato, uma
molécula de tri-fosfato. A partir desses intermedidrios, formam-se glicerol, acetato, etanol e
lactato. Para além disso, essa espécie utiliza citrato, piruvato, malato, arginina e tirosina da

cerveja como substrato para a produgdo de ATP. 33

Pediococcus sido igualmente anaerobicas facultativas, podem tolerar pequenas
quantidades de O e crescer em condi¢des microaerofilicas. S3o tolerantes ao etanol e a
maioria das estirpes ¢ homofermentativa. Dentro deste grupo, a que requer maior atengao €
P. damnosus pelo facto de ser resistente aos componentes do lapulo e produzir elevadas

quantidades de diacetilo. '
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Figura 2.12 Metabolismo homo e heterofermentativo de LAB (Adaptado de '#).

2.2.3.2 Mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-positivas ao lipulo

Para além de todos os componentes que conferem a cerveja um poder bacteriostatico e
tornam a bebida num ambiente hostil ao desenvolvimento microbiano, os componentes do
lapulo sdo aqueles que merecem maior destaque. !

O lupulo, utilizado na fabricagao da cerveja, contém polifendis, resinas e 6leos essenciais.
Os a-acidos, encontrados nas glandulas das resinas sdo insoluveis, mas durante a ebuli¢ao
do mosto, isomerizam e resultam em produtos da isomerizagdo soluveis, os iso-a-acidos,
responsaveis por acrescentar amargor a cerveja. >4 Para além disso, estes 4cidos possuem
propriedades antibacterianas que inibem a proliferagdo de bactérias Gram-positivas,
aumentando o prazo de validade da cerveja. 2

Os iso-a-acidos funcionam como ionéforos de protdes, dissipando o gradiente de protdes
transmembranar, diminuindo o pH citoplasmatico e esmagando a for¢a motriz do protio. *3

Isso prejudica a atividade enzimatica e o transporte de nutrientes, interrompendo o
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crescimento e levando a morte celular. 2 Além disso, participam em reagdes redox

transmembranares em associagdo com o manganés (Mn?*), causando stress oxidativo a

célula bacteriana (Fig 2.13). 3¢
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Figura 2.13 Mecanismo de resisténcia ao lupulo em bactérias Gram-positivas. >’

No entanto, algumas bactérias Gram-positivas como L. brevis e P. damnous sao capazes
de deteriorar a cerveja por possuirem resisténcia aos componentes do lapulo envolvendo
multiplos mecanismos de bacteriostase e, por isso, uma resposta celular complexa. Um fator
chave na resisténcia ao lupulo ¢ a proteina transportadora HorA, dependente de ATP,
codificada por plasmideo, que purga os compostos de lapulo da célula. 2° Foi demonstrado
que outro transportador codificado por plasmideo, ORFS5, também confere resisténcia ao
lupulo. Além disso, as células resistentes regulam positivamente a expressdao do
transportador de catido induzivel por lapulo HitA, o que pode facilitar o transporte de Mn?*
para as cé€lulas stressadas por a-acidos presentes do lapulo, apesar da dissipagao do gradiente

de protdes.
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2.2.3.3 Bactérias Gram-negativas

Varios géneros de bactérias Gram-negativas sdo conhecidos por estarem envolvidos na
deterioragdo da cerveja. Este tipo de bactérias ¢ especialmente problematico devido ao facto

de possuir resisténcia aos componentes do lupulo. 3!

Gluconobacter ¢ Acetobacter, sio bactérias acido-acéticas que convertem o etanol em
acido acético, resultando, consequentemente, num desagradéavel odor de vinagre, tornando a
cerveja acida. 2° Essas bactérias sdo resistentes aos 4cidos do lipulo e ao etanol, ¢ podem
contaminar a cerveja com a presenca de Oz, sendo aerébicas obrigatérias. *° O etanol ¢
primeiramente oxidado a acetaldeido, seguido de oxida¢do adicional em acido acético, e as
reag0es sdo catalisadas por enzimas citoplasmaticas ligadas a membrana, a dalcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase, respetivamente. Estas bactérias podem metabolizar
varios agucares presentes na cerveja e utiliza-los como fontes de carbono e energia, usando
3 vias alternativas. Em todas elas, a producdo de energia ocorre como consequéncia da
oxidagdo do NADPH via cadeia respiratoria ¢ da producdo de ATP por fosforilagao
oxidativa. (Fig 2.14) 40 4!

A via de Entner-Doudoroff (ED), converte glucose-6-fosfato em gluconato-6-fosfato.
Este ¢ entdo hidrolisado por uma aldolase para formar piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. A
via de Warburg-Dickens (WD) ou ciclo de monofosfato de hexose ¢ a via mais comum para
o metabolismo da glucose e estd presente em todas as espécies de bactérias acido-acéticas.
A glucose-6-fosfato desidrogenase transforma uma mole de glucose-6-fosfato numa mole
de ribulose-5-fosfato com a formacao de duas moles de NADPH. O gliceraldeido-3P,
formado também por essa via, a partir de ribulose-5-fosfato, pode depois ser metabolizado
na via Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) ou glicolise formando o piruvato. 40 4!

Os produtos finais dessas vias podem ser completamente oxidados pelas Acefobacter para
produzir CO2 e H>O através do ciclo de Krebs. As Gluconobacter, como nao possuem um
ciclo funcional, devido a falta de a-cetoglutarato e succinato desidrogenases que impede a
sua conclusdo, ficam limitadas a oxidag¢do de 4cidos organicos. 40 4!

Além da formagado de acido acético, o crescimento de Gluconobacter na cerveja leva a

producao de grandes quantidades de dextranas e levanas, exopolissacarideos produzidos pela

metabolizagio da glucose, resultando numa elevada viscosidade da cerveja contaminada. 42
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O sistema de extragdo ¢, frequentemente, contaminado por estas bactérias. A melhor
protecao da cerveja e dos equipamentos € eliminar o O e assegurar um controlo apertado na

higienizagdo ao longo de todo o sistema. '4

Glucose

|

Ribulose-5-p +——— Glucose-6-P

Etanol
Via WD . 2NADH + 2H* )
\ Via ED 2NTQD* ) l Alcool desidrogenase

Gliceraldeido 3-P —— Piruvato —— Acetaldeido

Via EMP
2NADH + 2H*

) lAIdeido desidrogenase
2NAD*

Acetato

C|clo;'\ —.CO
Krebs
% 0,
Cadeia l

respiratoria
H,0

Figura 2.14 Metabolismo das bactérias dcido-acéticas (Adaptado de 40 4!).

Enterobacteriaceae (ou enterobactérias) sao bactérias anaerdbias facultativas, capazes
de crescer em condicdes aerdbicas e anaerobicas. Sdo tolerantes as resinas de lipulo e podem
fermentar uma variedade de agucares, mas ndo podem utilizar etanol por isso, sdo incapazes
de se desenvolver na cerveja. No entanto, como nos sistemas de extracao as bactérias acido-
acéticas sdo frequentes, estas fornecem um microambiente anaerdbico e acido, permitindo
que as Enterobacteriaceae se formem e se acumulem em biofilmes, estando por isso,
presentes em sistemas de extragdo. Uma infinidade de metabolitos bacterianos € responsavel
por alteragdes de sabor/aroma no produto final. Estes incluem acetato, acetaldeido, etanol,
2,3-butanodiol, diacetilo, acetoina, DMS e DMDS. Essa gama de produtos finais ¢ um

reflexo da versatilidade metabolica dessas bactérias (Fig 2.15). 14

24



Glucose

Malato +——— Oxaloacetato +——— Fosfoenolpiruvato

Lactato <«—— Pijruvato o- acetolactato
\" co,
. Diacetilo
Acetil-CoA
1 Acetoina
Acetil-P
I Acetato
Acetalldeldo 2,3- Butanediol
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Figura 2.15 Metabolismo de Enterobacteriaceae (Adaptado de '*).

Zymomonas mobilis s3ao bactérias anaerdbias facultativas, tolerantes ao O, resistente
aos acidos do lupulo e capazes de se multiplicar em cervejas com pH acima de 3,4 ¢
concentragdes de etanol de 12-13% (v/v). A sua temperatura 6tima de crescimento ¢
relativamente alta, entre 25 ¢ 30 °C. 43 Essas bactérias podem utilizar aguicares como glucose
e frutose, mas nao sdo capazes de metabolizar maltose e maltotriose. S3o os Unicos
microrganismos conhecidos que utilizam a via ED anaerobicamente em vez da via EMP.
Produzem etanol a partir de glucose, por essa via, em conjunto com as enzimas piruvato
descarboxilase e alcool desidrogenase (Fig 2.16). Etanol e CO; sdo os principais produtos
do catabolismo quando as células crescem anaerobicamente com glucose. Possuem a-
acetolactato descarboxilase, que produz acetoina diretamente, sem o intermediario do
diacetilo. Além disso, forma também etanol, acetaldeido, dihidroxi-acetona, acido acético,

acido latico e glicerol. ' 44
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Figura 2.16 Metabolismo de Zymomonas mobilis (Adaptado de *4).

Pectinatus sao bactérias anaerdbias obrigatorias e podem tolerar quantidades muito
reduzidas de O,. Podem multiplicar-se em temperaturas de 15 a 40°C (6tima de 32°C), pH
entre 3,5 a 6 (6timo de 4,5) e em meios contendo até 4,5% p/p (aproximadamente 5,6% v/v)
de etanol. ¥ O principal efeito de deterioragdo causado pelas espécies de Pectinatus é uma
forte turbidez e um repulsivo cheiro a “ovo podre” resultante da combinagao de diferentes
acidos gordos com sulfureto de hidrogénio ou 4cido sulfidrico (limite de percecdo de 4 pug/L),
metil mercaptano (limite de percecdo de 2 pug/L) e outros compostos de enxofre. 40

Em contraste com outros contaminantes presentes na cerveja, Pectinatus ¢ incapaz de
utilizar a maltose, mas podem utilizar lactato. Os principais produtos finais metabolicos da
glucose ou frutose sdao os acidos propionico, acético, diacetilo e 2,3-butanodiol. Durante a
multiplicacdo destas bactérias sdao produzidas ainda, a partir da glucose, quantidades
consideraveis de acido latico e succinico. Para a producao do 4cido mais abundante, o acido

propidnico, Pectinatus utilizam a via do succinato (Fig 2.17). 4748
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Figura 2.17 Metabolismo de Pectinatus (Adaptado de *°).

Megasphaera sido bactérias anaerobias estritas sendo a deterioragdo por elas causada,
restrita a um ambiente de baixo O,. A sua multiplica¢dao ocorre entre 15 e 37 °C (6timo em
28 °C) e em valores de pH acima de 4,1, sendo inibidas em cervejas com uma concentracao
de etanol acima de 2,8 % p/p (aproximadamente 3,5 % v/v). >* Estas bactérias utilizam o
lactato, produzido pelas bactérias do acido latico para produzir os seus metabolitos. A
contaminagdo da cerveja, causada por esses microrganismos, resulta na producdo de
consideraveis quantidades de acido butirico e propidnico, juntamente com baixas

concentragdes de acidos acético, valérico, caproico e caprilico e acetaldeido (Fig. 2.18). 3!
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Figura 2.18 Metabolismo de Megasphaera (Adaptado de 32).

2.2.3.4 Leveduras selvagens

As leveduras selvagens também podem contaminar a cerveja em sistemas de extracao.
Qualquer levedura diferente da levedura cervejeira utilizada como in6culo ¢ considerada
uma levedura selvagem. > As leveduras selvagens sdo divididas em Saccharomyces e nio-
Saccharomyces, sendo as Saccharomyces, consideradas as mais perigosas, uma vez que sao
mais semelhantes as linhagens de levedura de producdo e t€ém a capacidade de colonizar a
mesma gama de habitats, dificultando a sua diferenciacdo. * Geralmente, as leveduras
selvagens sao dificeis de detetar e, ao contrario das bactérias, ndo sdo suscetiveis a lavagem
com acido, sendo impossivel erradicé-las do indculo de leveduras utilizando um tratamento
acido. A tUnica forma pratica de assegurar um inoculo de leveduras livre das leveduras
selvagens ¢ assegurar condi¢des de higiene ao longo do processo de produgio da cerveja. >°
Embora a maioria das Saccharomyces selvagens detetadas sejam S. cerevisiae, outras
espécies de Saccharomyces também tém sido relatadas, dentre as quais se destacam: S.
diastaticus, S. pastorianus, S. ellipsoideus e S. willianus. A contaminagdo com esse tipo de

levedura pode causar odores fendlicos a cerveja devido a capacidade destes microrganismos
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de descarboxilar acidos fendlicos, tais como os acidos ferulico e p-cumarico. Outro efeito da
contaminagdo de cervejas com estas leveduras € a super-atenuagao do produto final. A
atenuacao do mosto diz respeito a conversao dos acucares fermentesciveis em alcool pela
levedura cervejeira. As leveduras contaminantes podem-se desenvolver juntamente com a
levedura cervejeira e super-atenuar o mosto, aumentando o teor alcoolico. A producao e
secrecao de glucoamilases, permitem que as leveduras selvagens utilizem as dextrinas, que
normalmente nio sdo fermentadas pelas leveduras de cultivo. 2° As leveduras selvagens nio-
Saccharomyces incluem diversos géneros tais como Brettanomyces, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Dekkera, Endomyces, Filobasidium, Hanseniaspora,
Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Schizosaccharomyces,
Torulaspora, Torulopsis e Zygosaccharomyces e podem causar diferentes tipos de
deterioragdo na cerveja. As Brettanomyces, Candida e Pichia, podem apresentar sérios
problemas no envelhecimento da cerveja através da produgdo de turvagao, super-atenuagao
e sabores e aromas indesejaveis como acetato de etilo e butirato de isoamilo. Brettanomyces,
em particular, ¢ notério pela producao dos fenois volateis 4-etil-guaiacol e 4-etil-fenol,
percecionados como aromas de fumo, medicamentos ou curral, com limites de percecao
sensorial muito baixos. Muitas leveduras ndo-Saccharomyces nao sao tolerantes ao etanol,
poucas sdo capazes de fermentar agucares e muitas ndo podem crescer em condigdes
anaerdbicas. No entanto, a cerveja em sistemas de extragdo pode proporcionar um ambiente
semi-aerobico no qual muitas leveduras nao-Saccharomyces podem crescer e contaminar o
sistema. Essas leveduras, além de competir com a levedura fermentativa durante a
fermentagdo, conseguem-se multiplicar muito bem na cerveja filtrada, proporcionando um
desagradéavel sabor de acido acético. Nesse sentido, essas leveduras sdao contaminantes
oportunistas que ocorrem onde a falta higiene e as mas praticas se combinam para fornecer
as condigdes ideais para o crescimento. A limpeza escrupulosa do sistema de extracao e a

prevengdo de entrada de ar, minimizam os riscos. !4
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2.2.3.4 Off-flavours

Os off-flavours presentes na cerveja, resultantes da contaminagdo de microrganismos
presentes na cerveja, estdo descritos na tabela 2.2. A maioria dos compostos formados sao
produtos resultantes do metabolismo das bactérias e conferem a cerveja caracteristicas muito

particulares, tendo limites de percecao diferentes.

Tabela 2.2 Off-flavours da cerveja produzidos por microrganismos contaminantes.

Caracteristica
Composto sensorial Microrganismo produtor Limite de percecao
(off-flavour) sensorial (mg/L)
Gluconobacter
Acetobacter
Enterobacteriaceae 130
Acido acético Vinagre Zymomon'as mobilis
Pectinatus
Megasphaera
Leveduras selvagens
Maga verde
Acetaldeido Solvente Enterobacteriaceae 5-15
Vinho branco Zymomonas mobilis
Acido butirico Vémito de crianca Megasphaera 2-3
Enterobacteriaceae
Diacetilo Manteiga Pectinatus 0,04
Pediococcus
) Ovo podre
Acido sulfidrico | Foésforo queimado Pectinatus 0,004
Enxofre
) Acido Lactobacillus
Acido latico Pediococcus 400
Iogurte L
Zymomonas mobilis
Vegetais cozidos
DMS Milho cozido Enterobacteriaceae 0,025
(. - Sabido
Acido caprilico Cera Megasphaera 46
Acido Valérico Queijo Megasphaera 1
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2.2.3 Higienizagao

A limpeza do sistema de extragdo da cerveja deve ser rigorosa e a otimizacao do
procedimento de limpeza € muito importante para prevenir o crescimento de microrganismos
e evitar que os biofilmes se formem, preservando a qualidade do produto. Uma vez
conectado ao sistema de extragdo, o barril € aberto e fatores prejudiciais, como a entrada de
02, podem comecar a afetar a cerveja. Para além disso, a torneira também promove a entrada
de O, para o sistema e isso afetara a qualidade, o sabor e a estabilidade da cerveja. Para
ajudar a manter um nivel sanitario perfeito, procedimentos especiais de limpeza e desinfecao
devem ser realizados. As linhas de cerveja devem ser limpas pelo menos de 6 em 6 semanas,
tempo esse estipulado a partir de ensaios microbioldgicos anteriormente realizados. 7 3

Os quatro parametros de limpeza: produto quimico utilizado, a temperatura (de
preferéncia quente, entre os 40-45 °C), a agdo mecanica (utilizagao de escovilhoes, esfregao
e pano em locais especificos, de maior contaminagdo) e o tempo de contacto com o produto
de limpeza (entre 15 a 30 minutos) estdo intimamente relacionados e determinam a eficiéncia
do procedimento de higienizagdo.!” >3

Existem dois tipos de higienizacdo, a alcalina e a acida e utilizam diferentes
reagentes/produtos. Na higienizacfo alcalina ¢ utilizado Pipeline Professional - Solucdo de
limpeza ou TM Desana Max FP em saquetas, constituidos por uma mistura de hidroxido de
potassio, hipoclorito de sddio e carbonato de sédio em concentragdes similares. Esta devera
ser executada de acordo com o plano definido, as 6 semanas (higienizagao preventiva) ou
sempre que solicitado (higienizagdo corretiva). Neste procedimento, utilizam-se 12,5 cL de
Pipeline Professional diluidos com, aproximadamente, 5 L de 4gua ou 1 saqueta de TM
Desana Max FP diluidos com, aproximadamente, 4,5 L de agua. Na higienizacio acida ¢
utilizado acido fosforico alimentar a 80%. Neste caso, sdo utilizados 10 cL de acido
fosforico, diluidos em 5 L de 4gua. Esta higienizagdo sé se efetua anualmente, de preferéncia
na primeira higienizagdo preventiva de cada instalacdo. Deve ser feita primeiro a
higieniza¢do alcalina e s6 depois a higieniza¢do 4cida. >

Primeiro, a linha ¢ lavada com agua limpa para eliminar qualquer cerveja do sistema. Em
seguida, a linha ¢ preenchida com o produto e deixa-se atuar durante pelo menos 15 minutos
e ndo mais que 30 minutos porque a extensdao do tempo de imersao para além do periodo

recomendado pode danificar o equipamento de distribui¢do. Durante esse periodo, os
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refrigeradores de cerveja devem ser desligados para evitar congelamento. A solugdo
(Pipeline Professional ou TM Desana Max FP) contém um indicador de cor integrado. Tem
uma cor purpura com aspeto limpido, mas ao passar pela instalagdo comeca a mudar de cor
até voltar a cor inicial. A mudanca de cor depende do estado de contaminagdo da tubagem.
A cor bege ou acastanhada indica uma elevada contaminacdo microbiologica, verde
representa levemente contaminada e roxo significa que a instalagdo esta
microbiologicamente impecavel. A limpeza com o liquido garante que a tubagem fique
higienizada, no entanto o click e a torneira, devem ser removidos e limpos separadamente
antes de se fazer passar a cerveja pelo sistema. O detergente, utilizado na lavagem de ambas
as pegas, ¢ composto por uma mistura de lauril éter sulfato de sddio (SLES), um surfatante
que atua como desengordurante e 6xido de laurildimetilamina, também conhecido como
oxido de dodecildimetilamina, um surfatante nao i6nico a base de 6xido de amina, com uma
cauda de alquil em Ciz. O click deve ser desmontado e limpo com o detergente utilizando
um escovilhdo para limpar o seu interior e o esfregdo para o restante material. Para além
disso, € necessario também lavar cada pega da torneira, utilizando o mesmo detergente e
com o auxilio de um escovilhdo para garantir a limpeza eficiente no interior da torneira e o
esfregdo para os restantes componentes. Apos a lavagem e montagem, ¢ aplicado, na
superficie da torneira e do click, um desinfetante a base de alcool, constituido por uma
mistura de etanol (75% p/p) € propan-2-ol (3-10% p/p). '7 33

Finalmente, apos os 15-30 minutos, as linhas devem ser lavadas com agua até que ndo
seja possivel detetar mais vestigios da solugdo de limpeza. Utilizam-se tiras indicadoras de
pH, mergulha-se a tira na 4gua do enxaguamento e faz-se a observagao visual, comparando-
a com a escala padrdo. Se o pH da dgua estiver em conformidade (entre 5,5 a 8,5), engata-
se o barril e faz-se passar cerveja pelo circuito e a linha estara pronta para ser novamente
utilizada. '7 3

Para além deste procedimento de higienizagdo, realizado por um técnico a cada 6
semanas, o objetivo de higiene s6 pode ser alcancado se, no ponto de venda, houver o
cuidado de garantir a limpeza regular da parte externa da torneira e do click a cada troca de
barril para evitar uma possivel contaminagdo cruzada. Para além disso, durante o periodo de

paragem de funcionamento, a conduta de cerveja deve ficar em carga com agua para nao

haver acumulagdo de residuos de cerveja ao longo da tubagem, levando a formacao de
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biofilmes. A limpeza e a lavagem do refrigerador também deve ser efetuada regularmente e

o nivel de dgua do refrigerador deve estar sempre a cobrir as serpentinas. >

2.3 Objetivo

O principal objetivo da presente dissertacdo € o aumento do tempo entre higienizagdes,
sem comprometer a qualidade da cerveja e a otimizacdo do procedimento de higienizacao
através da diminui¢ao do tempo de permanéncia do técnico no ponto de venda. Isto trara
enormes beneficios pois permitird, uma melhor gestdo das equipas de higienizagdo, uma
reducdo de efluentes e um menor niimero de higienizac¢des por ano.

Para isso, inicialmente, far-se-4 a identificagdo dos componentes do sistema de extragao
considerados como pontos criticos de contaminacao, de seguida sera feita uma avaliacao
comparativa entre os diferentes componentes e finalmente, identificar-se-ao os componentes
com as melhores caracteristicas com vista a escolher o modelo de sistema de extragdo que
permita alcancar o objetivo do estagio com maior sucesso.

Como estratégia seguida, ao longo das 13 semanas, sera avaliada, nos 14 sistemas de
extracdo com as diferentes varidveis em estudo, a qualidade da cerveja através da
monitorizagdo do crescimento de microrganismos nocivos € nao nocivos ¢ identificagao de
bactérias acido-laticas e leveduras selvagens, recorrendo a andlise microbioldgica e a

avaliacdo organolética da cerveja, através de analise sensorial.
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3. Metodologias
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No presente trabalho foram instaladas trés maquinas de extracdo de barril de tara
retornavel: a primeira com cinco saidas, a segunda com quatro e a terceira com cinco,

perfazendo um total de 14 saidas (Fig 3.1).

Figura 3.1 Esquema das trés instalacdes

Em cada uma dessas maquinas foram instaladas um conjunto de serpentinas (Fig 3.2) que
sdao componentes metalicos, mergulhados num banho de agua gelada no interior do
refrigerador, e que permitem a refrigeracdo da cerveja, quando esta percorre o circuito
interno das mesmas. '8 Possuem tamanhos diferentes permitindo que se encaixem umas nas
outras, sendo que as de maior dimensao ficam na extremidade e as de menor no interior.
Cada serpentina esta ligada a um tnico barril de cerveja e por isso, cada uma delas constitui
um circuito independente. Assim, neste caso em concreto, como tinhamos 14 sistemas de

extracdo montados, foram instaladas um total de 14 serpentinas.

Figura 3.2 Conjunto de serpentinas
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Apos a conclusdo da instalagdo, foi realizada uma higienizagao alcalina, utilizando como
produto de limpeza, TM Desana Max FP, seguindo o procedimento habitual. Para isso,
diluiu-se 1 saqueta do produto com, aproximadamente, 4,5 L de 4gua para cada duas
torneiras. De seguida, a linha foi preenchida com o produto e deixou-se atuar durante 15
minutos. Durante esse periodo, os clicks e as torneiras, foram removidos, desmontados e
limpos separadamente, recorrendo a um esfregdo e um escovilhdo, a exce¢do de um dos click
e de duas das 14 torneiras em que a desmontagem nao foi realizada propositadamente. No
final desse procedimento, foi aplicado na superficie de todas as torneiras e clicks, sem
excecdo, Suma alcohol em spray, um desinfetante a base de alcool, constituido por uma
mistura de etanol (75% p/p) € propan-2-ol (3-10% p/p). '7 33

Ap6s o periodo de atuagdo do produto, as linhas foram lavadas com 4gua até remover
todos os vestigios da solucdo de limpeza e utilizaram-se tiras indicadoras de pH,
mergulhando-se a tira na d4gua do enxaguamento e comparou-se com a escala padrao (o pH

da agua deve estar entre compreendido entre 5,5 ¢ 8,5). 1733

No final da higienizacao foram engatados barris de 50 L de cerveja Super Bock original.

3.1 Recolha de amostras

Antes e ap0s a higienizacdo realizada as instalacdes, foram recolhidas amostras de agua
e feita analise microbiologica. Os resultados obtidos desta andlise as dguas serviram para
comprovar a eficiéncia da higienizagdo e assegurar a auséncia de contaminacao
microbiologica na instalagdo.

Relativamente as amostras de cerveja, estas foram recolhidas semanalmente, uma vez por
semana, ao longo de 13 semanas. Ao fim das 10 semanas, as instalacdes foram novamente
higienizadas, a semelhanga do que tinha acontecido no inicio do ensaio e apds isso, foram
engatados novos barris de cerveja e procedeu-se a recolha de amostras durante mais 3
semanas.

Foram recolhidas amostras de cerveja para a realizacao de dois tipos de anélise: sensorial
e microbioldgica. Para a analise sensorial, recolheram-se para recipientes de vidro, 600 mL
de cerveja de cada uma das 14 torneiras, tendo-se efetuado previamente uma purga de forma
a garantir a saida de toda a cerveja da tubagem e da serpentina. Para a analise

microbioldgica, o controlo na amostragem exigiu um maior rigor. As condigdes de recolha
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de amostras foram de extrema importancia visto que se a colheita fosse inapropriada a
amostra ndo seria representativa e os resultados nio seriam significativos. *® Neste sentido,
antes de proceder a recolha, as condicdoes do local de extragdo foram verificadas,
assegurando que este nao seria uma fonte de contaminacao e foi efetuada a purga da cerveja
contida nas tubagens e na serpentina, a semelhanca do que tinha sido feito para a analise
sensorial.

O ponto de amostragem, neste caso as 14 torneiras, foram desinfetadas com alcool a 70%
e de seguida, flamejadas com o auxilio de um magarico portatil. O processo de recolha de
amostras foi realizado junto a chama para garantir assepsia do ar ambiente e as amostras
foram recolhidas em recipientes de vidro previamente esterilizados no autoclave, garantindo

as condigOes asséticas.

3.2 Analise microbiolégica

Apos a recolha, as amostras foram levadas para o laboratério e analisadas no proprio dia,
de modo a evitar alteracdes na populacdo microbiana presente inicialmente na matriz.

A metodologia desta andlise envolveu varias etapas e consistiu em diversas técnicas:
filtragdo por membrana, incubagado de placas e quantificagdao de colonias de microrganismos

nocivos e nao nocivos a cerveja, bactérias acido-laticas e leveduras selvagens.
3.2.1 Filtragdo por membrana

Esta técnica permite a detecdo e quantificagdo de microrganismos vidveis numa amostra
liquida que contenha menos de 1 UFC/mL. Foi utilizado este método porque era o mais
apropriado para testar amostras de dgua e este tipo de amostras de cerveja (cerveja
filtrada/produto acabado) que possuem reduzidas concentragdes de células e assim permite
testar maiores volumes de amostra que de outra forma resultariam na formagao de poucas
ou nenhumas colonias. >’

Por cada amostra de cerveja e/ou agua recolhida, filtrou-se 100 mL, numa camara de
fluxo laminar, através de uma membrana estéril de ésteres mistos de celulose com
porosidade de 0,45 um. A amostra ¢ colocada num copo descartavel de 100 mL e a filtragao
¢ auxiliada por uma bomba de vacuo elétrica (Fig. 3.3). Apos a filtragdo, a membrana foi
transferida para uma placa de Petri, com a ajuda de uma pinga estéril, e colocada sobre o

meio de cultura respetivo.
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Figura 3.3 Filtragdo por membrana das amostras de cerveja.

3.2.1.1 Meios de cultura

Devido a grande diversidade de microrganismos presentes na cerveja, as amostras foram
incorporadas em trés meios diferentes, de forma a garantir a dete¢ao dos microrganismos
deteriorantes. O meio UBA (Universal Beer Agar) (Fig. 3.4C) que permitiu a detecdo de
Lactobacillus, Pediococcus, Acetobacter, Zymomonas ¢ leveduras selvagens, o de Taylor
com cobre (Fig. 3.4A) que permitiu detetar leveduras selvagens e o meio UBA com solugao
inibidora ABP (“Actidione, Bromocresol Green, Phenyl-Ethanol”) , contendo o inibidor 2-
feniletanol para a levedura (Actidione) e para as bactérias do mosto (Fig. 3.4B), permitindo
assim a dete¢do das bactérias acido-laticas. >

Relativamente as amostras de aguas, foi utilizado na sua analise apenas o meio UBA.

Figura 3.4 Meio de cultura (A) Taylor com cobre (B) UBA com ABP (C) UBA
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3.2.2 Incubacao de placas

A incubacgdo de placas ¢ um passo de extrema importancia para a posterior andlise de
placas microbioldgicas e varia consoante o meio de cultura utilizado e a(s) espécie(s) que
estejamos a analisar. A incubagdo foi realizada em estufas termostaticamente controladas (a
27 °C) cuja atmosfera interior ¢ constituida por ar. Deste modo, foram criadas condi¢des
Otimas para o desenvolvimento seletivo de microrganismos presentes nas amostras.

Nas amostras em que se utilizou o meio UBA, foram realizados dois tipos de incubagao,
um em aerobiose € outro em anaerobiose. A incubacao realizada em condigdes anaerdbicas
permitiu a dete¢ao de Lactobacillus, Pediococcus € Zymomonas, microrganismos esses que
sd0 nocivos para a cerveja (ndo para o consumidor). Para isso, as placas foram colocadas
numa caixa de anaerobiose (Fig. 3.5B) e de seguida, na estufa de incubagdo durante 7 dias.
Para a detecao de Acetobacter e leveduras selvagens, microrganismos nao nocivos para a
cerveja, as placas foram incubadas em aerobiose, sendo colocadas diretamente na estufa de
incubagdo, durante 3 dias (Fig. 3.5A). Nas amostras em que foi utilizado meio de Taylor
com cobre a incubacgao foi realizada em aerobiose, permanecendo no interior da estufa de
incubacao durante 5 dias ¢ em meio UBA com ABP a incubagao foi efetuada sob condigoes
anaerdbicas, permanecendo numa caixa de anaerobiose no interior da estufa de incubagao

durante 7 dias.

Figura 3.5 Incubagdo de placas na estufa em (A) aerobiose (B) anaerobiose
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3.2.3 Analise de coldnias de microrganismos

No final da incubagao, procedeu-se a contagem de colonias formadas em cada placa, cujos
resultados foram expressos em UFC/100 mL. Se o valor obtido de microrganismos nao
nocivos for < 1, é considerado satisfatorio, se estiver compreendido entre 1 e 100 ¢ aceitavel
e ndo aceitavel se for > 100. Para os microrganismos nocivos nao ha valor aceitavel, ou ¢

satisfatorio para valores < 1 ou ndo aceitavel para > 1.

3.2.4 Andlise por bioluminescéncia

Através da bioluminescéncia foi possivel uma avaliagdo rapida do estado de
contaminagdo de um dos conjuntos de serpentinas instalados numa das 3 méaquinas de
extracdo. Esta técnica consistiu no esfregacgo, recorrendo a uma zaragatoa, nas superficies
internas das serpentinas a analisar. Posteriormente, a zaragatoa foi colocada de novo no tubo
de origem, fazendo pressdo, de modo a libertar a solugdo que reagiu com a adenosina
trifosfato (ATP). Deste modo, foi possivel a leitura da luz emitida pela zaragatoa, através de
um luminémetro onde o tubo (ja com a zaragatoa), foi inserido, fornecendo os resultados em
RLU (unidades de luz relativa) no mostrador do aparelho (Fig. 3.6). Este resultado foi
confrontado com os valores de especificagao estabelecidos para este tipo de amostra (até 100

RLU).

—

Figura 3.6 Luminémetro usado em andlise por bioluminescéncia
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3.3 Analise sensorial

Apos a recolha, as amostras foram levadas para a sala de prova e analisadas no proprio
dia, de modo a evitar alteragdes organoléticas na cerveja.

Para esta analise foram recrutados provadores treinados do painel sensorial interno da
empresa, que realizaram uma apreciagdo as amostras baseando-se numa tabela, que
apresentava os diversos aromas que poderiam ser sentidos (Anexo 1 e 2).

Para cada avaliador foi servido cerca de 30-50 mL de cada uma das 14 amostras de cerveja
recolhidas, em copos de plastico transparente e 4gua mineral para tomar entre as amostras
evitando, assim, interferéncia na analise. Os copos foram colocados na cabine de prova e o
resultado da apreciacao foi registado, no boletim de prova, por cada provador sem que estes
soubessem que amostras se encontravam em prova, apenas o tipo de cerveja, neste caso,

Super Bock original (Fig. 3.7).

Figura 3.7 Cabine de prova para analise sensorial

O tipo de analise realizada a cerveja baseou-se no controlo organolético que consistiu na
avaliacdo do aroma e gosto (flavour) do produto, visando estabelecer se o produto
apresentava qualidade satisfatoria. A escala utilizada para expressar as diferentes impressoes

sentidas foi a seguinte:
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+1 = Produto de 6tima qualidade

0 = Normal para este tipo de produto

-1 = Com defeitos aceitaveis para este tipo de produto

-2 = Com defeitos ndo aceitaveis para este tipo de produto

-3 = Com defeitos tdo graves que requerem acao imediata.

No boletim a preencher pelos provadores (Anexo 3) foram descritas as impressoes de
aroma e gosto detetadas, especialmente quando atribuida uma pontuagdo igual ou inferior a
-1, de forma a poder-se verificar alguma tendéncia no aumento ou diminui¢do nos
aromas/sabores detetados. Apos a prova, foi realizado o registo dos resultados
informaticamente e feita, para cada amostra, a média dos resultados obtidos pelos diferentes
provadores. Caso o valor obtido se encontre no intervalo de +1,0 e -0,9 considera-se o
produto satisfatorio. Para resultados compreendidos entre -1,0 e -1,4, considera-se o produto
nao suficientemente satisfatorio. Por fim, se a avaliacao se encontrar no intervalo de -1,5 a -

3,0 o produto é considerado nio satisfatorio.
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4. Resultados e discussao
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Com o objetivo de implementar um sistema de extracdo modelo que apresentasse as
caracteristicas ideais € os melhores componentes de forma a assegurar a extensao da
qualidade da cerveja nos pontos de venda e, posteriormente, permitir um aumento do ciclo
de higienizagdo, foram realizados 5 testes diferentes, considerando varios componentes
identificados como pontos criticos de contaminacdo: teste das torneiras, da (nao)
desmontagem de torneiras, da (ndo) desmontagem de clicks, dos tubos de arrefecimento e

do tubo de FEP.

4.1 Anélise microbioldgica as dguas de enxaguamento

Antes de engatar os barris e proceder a recolha das amostras da cerveja, dando assim
inicio aos diferentes testes, foram recolhidas amostras de dgua, antes e ap6s a higienizacao
e feita analise microbioldgica de forma a garantir a eficiéncia da higienizagao e consequente,
auséncia de contaminag¢ao na instalagao.

Os resultados dessa analise, representados na tabela 4.1, permitiram comprovar que a
higienizacao foi eficiente, na medida em que permitiu eliminar todos os microrganismos
nocivos a cerveja e eliminar ou reduzir para niveis aceitaveis os microrganismos nao
nocivos. Para além disso, os valores obtidos das amostras recolhidas antes da higienizagao,
permitiram verificar que algumas instalacdes ja apresentavam contaminagdo € por isso, nem
todos os componentes utilizados neste ensaio seriam novos, podendo ter sido ja
anteriormente utilizados.

As amostras de agua recolhidas antes da higienizacdo da “torneira CMB”, “torneira
Antoine com regulador de caudal”, “ndo desmonta click” e “tubo de FEP” apresentaram n =
12, n>300, n =17 e n = 50 microrganismos nocivos, respetivamente, apds o procedimento
de limpeza, esses microrganismos foram eliminados na sua totalidade.

Relativamente aos microrganismos ndo nocivos presentes em niveis ndo aceitaveis (n >
300) nas amostras recolhidas da “torneira CMB”, “torneira Antoine com regulador de
caudal” e “tubo de FEP”, houve uma reducdo significativa (n = 4 para “torneira CMB” e n
= 3 para “tubo de FEP”) ou at¢ mesmo a eliminacao total (n = 0 para “torneira Antoine com

regulador de caudal”).
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Tabela 4.1 Microrganismos nocivos e nao nocivos a cerveja presentes nas aguas de enxaguamento antes e
apos a primeira higienizagao.

Antes Higieniza¢ao Apés Higieniza¢ao

Teste A (UFC/100mL) (UFC/100mL)
N/Noc. Noc. N/Noc. Noc.

CMB >300 12 4 0
Teste 0 0 0 0
Antoine c/regulador >300 >300 0 0
Mafridis 0 0 0 0
Antoine s/regulador 3 0 2 0
Desmonta 0 0 0 0
Nao desmonta 20 17 2 0
Tubo de inundagio 0 0 0 0
Tubo de contacto 0 0 0 0
Desmonta Mafridis 0 0 0 0
Desmonta CMB 0 0 0 0
Nao desmonta Mafridis 0 0 0 0
Nao desmonta CMB 0 0 0 0
Tubo de FEP >300 50 3 0

4.2 Andlise microbiologica e sensorial a cerveja

Estes dois tipos de andlise, a microbioldgica e a sensorial, realizadas em amostras de
cerveja retiradas uma vez por semana ao longo de 13 semanas (inicialmente 10 e depois mais
3), tiveram como objetivo o acompanhamento da evolucao da contaminacgao e a identificacao

das alteragdes organoléticas na cerveja registadas ao longo desse periodo.

4.2.1 Teste das torneiras

A realizagdo deste teste teve como objetivo a comparacao de diferentes tipos de torneiras
e a constru¢cdo de uma matriz torneira vs tempo de higienizagdo para cada uma delas. Para
i1sso, foram instaladas, na mesma maquina de extracdo, 5 tipos de torneiras: CMB, Teste,

Antoine com e sem regulador de caudal e Mafridis, que apresentavam caracteristicas e
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componentes internos diferentes. Relativamente a tubagem, que permite o transporte da
cerveja do barril a serpentina e de seguida até a torneira, foram utilizados, em todas as
instalagdes, tubos de PVC e por isso, o arrefecimento da cerveja foi assegurado Unico e

exclusivamente pelas serpentinas, instaladas no interior do refrigerador.

Analise microbiologica

A contagem de colonias de microrganismos nocivos € nao nocivos presentes nas amostras
incubadas em meio UBA, ao longo das primeiras 10 semanas de ensaio, representados na
tabela 4.2, revelaram que duas das cinco torneiras testadas, mais concretamente a CMB ¢ a
Antoine com regulador de caudal, se destacaram pela positiva na medida em que, durante
esse periodo, ndo apresentaram qualquer contaminacdo microbioldgica quer por
microrganismos nocivos, quer por ndo nocivos. Contrariamente a essas, as outras trés: Teste,
Mafridis e Antoine sem regulador de caudal revelaram contaminag@o microbioldgica desde
0 momento em que se iniciou o ensaio. A torneira Teste e a Mafridis apresentaram n > 300
microrganismos nocivos € ndo nocivos ¢ a Antoine sem regulador de caudal apresentou
inicialmente n = 100 microrganismos nao nocivos, estando no limite da escala do aceitavel,
mas revelou n = 20 nocivos, valor esse nao aceitavel para este tipo de microrganismos.
Apesar desta Ultima torneira apresentar valores de microrganismos ndo nocivos mais
aceitaveis relativamente as outras duas, ndo assegura igualmente a qualidade da cerveja,
devido ao valor elevado de microrganismos nocivos que apresenta logo no momento inicial
(n=20) e por isso, apenas as torneiras CMB e Antoine com regulador de caudal garantem a
qualidade da cerveja durante, pelo menos, 10 semanas, conforme pode ser verificado pelas

fotografias tiradas as colonias nas placas na 10* semana de ensaio (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2 Microrganismos ndo nocivos e nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes ao
teste das torneiras, nas primeiras 10 semanas.

N° de semanas

CMB o 0o o o0 0 0 0 0 0 0 o0
Teste >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
Torneira GULIND o 0o o o0 0 0 0 0 0 0 0
c/regulador

Mafridis >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

LI 100 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
s/regulador
Microrganismos nocivos (UFC/100mL)
CMB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
Torneira GLaine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
c/regulador

Mafridis >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

Antoine

20 =300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
s/regulador

Tabela 4.3 Microrganismos nocivos e ndo nocivos presentes nas amostras de cerveja, referentes ao teste das
torneiras, a 10® semana.

CMB Teste Antoine ¢/ regulador Mafridis Antoine s/ regulador

Microrganismos

nocivos

Microrganismos

nao nocivos
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A contagem de coldnias de bactérias acido-laticas e leveduras selvagens das amostras
incubadas em meio ABP com UBA e Taylor com cobre, respetivamente, referentes a 10*
semana de ensaio, estdo representadas na tabela 4.4. Os resultados obtidos permitiram
concluir que as 3 torneiras: Teste, Mafridis e Antoine sem regulador de caudal, que
apresentaram contaminagdo microbiolodgica por microrganismos nocivos € nao nocivos, em
meio UBA, ao serem incubadas nestes outros dois meios, revelaram a presenca, de bactérias
acido-laticas (microrganismos nocivos a cerveja) e leveduras selvagens (microrganismos
ndo nocivos a cerveja) em valores elevados (n > 300). As restantes, CMB e Antoine sem
regulador de caudal ndo apresentaram nenhum microrganismo, em nenhum destes meios,

verificando assim o resultado obtido da incubag¢ao em meio UBA.

Tabela 4.4 Bactérias acido-laticas e leveduras selvagens presentes nas amostras de cerveja, referentes ao
teste das torneiras, a 10* semana.

Bactérias acido-laticas Leveduras selvagens
Torneira
(UFC/100mL) (UFC/100mL)
CMB 0 0
Teste >300 >300
Antoine
0 0
c/regulador
Mafridis >300 >300
Antoine
>300 >300

s/regulador

Analise sensorial

Os resultados obtidos da andlise sensorial realizada as amostras retiradas das 5 torneiras
ao longo das primeiras 10 semanas de ensaio, descritos na tabela 4.5, mostraram que a
avaliacdo global média foi satisfatoria em todas elas, tendo os valores médios ficado situados
entre -0,5 e 0, ndo havendo por isso, em nenhuma delas, alteragdes significativas das
caracteristicas organoléticas da cerveja. Apesar de 3 das 5 torneiras, nomeadamente a Teste,
a Antoine sem regulador e a Mafridis, apresentarem elevada carga microbiologica, tendo

sido comprovada através da analise microbiologica realizada, a presenga de bactérias acido-
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laticas que causam turbidez, acidez e odores desagradaveis devido a formacao de varios
produtos metabolicos como diacetilo e o acido latico ' e ainda de leveduras selvagens, que
causam odores fenolicos a cerveja devido a capacidade de descarboxilar acidos fendlicos,
tais como os 4cidos fertilico € p-cumarico,  ndo houve formagdo consideravel de off-
flavours, em concentracdes superiores aos limiares de percecdo, por parte desses
microrganismos presentes na cerveja que causassem alteragao de aroma ou sabor e que iriam

seguramente levar o provador a avaliar de forma mais negativa o produto em prova.

Tabela 4.5 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes ao teste das torneiras, das primeiras 10

seémanas.
N° de semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Avaliacao global média

CMB 0 0 0 0 0 0 -0,2 0 -0,1 0 -0,2
Teste 0 0 0 0 0 0 -0-3 0 -0,4 0 -0,3

Torneira Antoine ©o 0o o0 o0 0 0 0 01 0 0 0

c/regulador
Mafridis 0 0 0 0 -0,2 0 -0,1 0 -0,2 0 0

Antoine
s/regulador

De todas as cinco torneiras testadas, a Mafridis € a torneira mais frequente nos pontos de
venda e a que seria expectavel apresentar um maior grau de contaminagdo e
consequentemente, mais alteragdes nas caracteristicas sensoriais da cerveja, num menor
periodo de tempo. Isto porque possui um maior nimero de componentes internos,
caracteristica essa que permite uma maior acumulacao de residuos de cerveja nesses pontos
especificos principalmente no principal componente que a caracteriza e pelo qual € regulada
internamente, o pistdo (Fig. 4.1). Para além disso, essa torneira contém um pequeno orificio
externo, ligado ao pistdo e aquando a abertura da torneira, esse orificio abre e permite que

niveis de O; entrem no interior do sistema e prevalecam nestes locais, fornecendo condig¢des
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aerobicas que favoregam reacdes de oxidacdo, acelerem o processo de envelhecimento da
cerveja no interior do barril e permitam o crescimento de bactérias e leveduras selvagens. 27

As torneiras de corte, das quais fazem parte a CMB e as Antoine com e sem regulador de
caudal, por possuirem um menor nimero de componentes internos € por serem reguladas
internamente por uma esfera em vez de um pistao, nao tendo esse orificio externo, garantem
uma menor entrada de Oz no sistema e uma menor adesao de microrganismos no seu interior
e por isso, apresentaram melhores resultados microbioldgicos comparativamente a Mafridis.
Ainda assim, dentro das 3 torneiras de corte enumeradas, apenas a CMB e a Antoine com
regulador de caudal asseguraram a qualidade microbioldgica da cerveja ao longo das 10
semanas € por isso, seriam as torneiras ideais para substituir as Mafridis que estao instaladas
nos diversos pontos de venda. Relativamente a torneira Teste ¢, como o proprio nome indica,
uma torneira que se encontra em fase de testes e que apresenta caracteristicas mistas entre a
torneira de pistdo e a torneira de corte, no entanto ndo mostrou ser eficaz, visto que obteve

maus resultados microbiologicos e por isso, nao constituira uma boa alternativa as Mafridis.

Figura 4.1 Pistdo de uma torneira Mafridis com contaminagao.

4.2.2 Teste da (nao) desmontagem de torneiras

O proposito da realizagdo deste teste foi avaliar se a desmontagem das torneiras e a
limpeza de todos os seus componentes individualmente, constituia um passo crucial e
obrigatorio ou se a ultima etapa de higienizagao, a aplicagdo do desinfetante a base de alcool
constituido por uma mistura de etanol (75% p/p) e propan-2-ol (3-10% p/p) na superficie das

torneiras, era suficiente, permitindo assim uma redu¢do do tempo do procedimento de
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higienizacdo. Para isso, foram testadas 4 torneiras, duas de cada tipo: Mafridis e CMB. Duas
delas foram desmontadas, todos os seus componentes foram limpos € montadas novamente
e aplicado o dalcool na superficie das mesmas, seguindo o procedimento atualmente
implementado. As outras duas ndo foram desmontadas, tendo sido apenas pulverizadas com
alcool em spray. Quanto a tubagem utilizada, foram instalados tubos de PVC em todas as
instalagdes e por isso o arrefecimento da cerveja foi tnico e exclusivamente assegurado
através da passagem da cerveja pelo circuito interno das serpentinas, que sao parte integrante

do sistema de refrigeragdao de qualquer maquina de extracao.

Analise microbiologica

Os resultados obtidos da contagem de coldnias presentes nas amostras incubadas em meio
UBA, correspondentes as primeiras 10 semanas de ensaio, representados na tabela 4.6,
mostraram que a amostra “desmonta CMB” foi a unica com resultados microbiologicos
favoraveis, ndo apresentando qualquer microrganismo nocivo € nao nocivo ao longo desse
periodo. Assim, foi possivel comprovar que a desmontagem dessa torneira e a limpeza
escrupulosa de todos os seus componentes foi crucial para evitar o aparecimento de
contaminag¢do durante as 10 semanas. A realizagdo apenas da ultima etapa da higienizacao,
ou seja, a pulverizagdo de alcool na superficie da torneira do mesmo tipo sem efetuar a sua
desmontagem e a limpeza de todas as pecas, ndo foi suficiente para garantir a qualidade da
cerveja, € por isso, a amostra “ndo desmonta CMB” apresentou uma elevada carga
microbiana (> 300) ao longo de todo o ensaio.

A limpeza individual de cada um dos componentes garante a eliminacao de residuos de
cerveja que se acumulam em locais especificos no interior da mesma e que, se ndo forem
eliminados, permitem a formacao de biofilmes. Estes conferem muitas vantagens as células
microbianas, nomeadamente resisténcia contra as correntes de liquido nas tubagens e
prote¢do quimica contra os produtos quimicos, antimicrobianos e desinfetantes. 2° Por isso,
a limpeza envolvendo agdo mecéanica ¢ fundamental para eliminar essas comunidades
microbianas que se formam e que de outra forma, aplicando somente o alcool na superficie,
ndo conseguem ser eliminadas.

Relativamente a torneira Mafridis como nao se observaram diferengas nos resultados

microbiologicos entre a desmontagem e a ndo desmontagem, tendo-se registado, em ambas,
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n > 300 microrganismos nocivos € nao nocivos ao longo das 10 semanas, nao foi possivel
avaliar o impacto da desmontagem neste tipo de torneira a partir desta analise. A Mafridis
como ¢ muito propicia ao aparecimento de contaminagdo, conforme foi verificado no teste
das torneiras, mesmo garantindo a sua desmontagem e a limpeza de todos os seus
componentes, a qualidade da cerveja ndo pode ser assegurada. O maior nimero de
componentes internos que possui aumenta a probabilidade de acumulacao de residuos de
cerveja em pontos especificos e consequentemente a formagao de biofilmes, principalmente
na peca pelo qual ¢ regulada internamente, o pistdo. Para além disso, contém um pequeno
orificio externo que estd ligado ao pistdo e que abre, aquando a abertura da torneira,
permitindo que niveis de Oz entrem no interior do sistema e prevalegam nestes locais,
fornecendo condi¢des aerobicas que propiciam o desenvolvimento de microrganismos,
nomeadamente bactérias e leveduras selvagens.?’

Assim, no final das 10 semanas, todas as instalagdes apresentavam contaminagao (n>300),
a excecdo da “desmonta CMB”, conforme demonstrado na tabela 4.7, através do registo

fotografico realizado as placas.

Tabela 4.6 Microrganismos ndo nocivos e nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes ao
teste da (ndo) desmontagem de torneiras, nas primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Microrganismos nio nocivos (UFC/100mL)

Desmonta >300 =300 =300 =300 >300 >300 >300 >300 >300 =300 >300

Mafridis
Nio desmonta >300 >300 >300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
Desmonta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMB
Nio desmonta >300 >300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
Microrganismos nocivos (UFC/100mL)
Desmonta >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
Mafridis
Nio desmonta >300 >300 >300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
Desmonta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMB

Nao desmonta >300 >300 >300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
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Tabela 4.7 Microrganismos nocivos e ndo nocivos presentes nas amostras de cerveja, referentes ao teste da
(ndo) desmontagem de torneiras, & 10* semana.

Desmonta Desmonta CMB Nao desmonta Nao desmonta
Mafridis Mafridis CMB

ey

Microrganismos

nocivos

Microrganismos

niao nocivos

Os resultados da contagem de coldnias de bactérias acido-laticas e leveduras selvagens
das amostras incubadas em meio ABP com UBA e Taylor com cobre, respetivamente,
referentes a 10 semana de ensaio, estdo representadas na tabela 4.8. A excecio da “desmonta
CMB”, que em meio UBA nao apresentou contaminacao ao longo das 10 semanas, todas as
outras que demonstraram estar contaminadas quer por microrganismos nocivos quer nao
nocivos, obtiveram valores elevados (n > 300) de bactérias acido-laticas (microrganismos

nocivos a cerveja) e leveduras selvagens (microrganismos nao nocivos).

Tabela 4.8 Bactérias acido-laticas e leveduras selvagens presentes nas amostras de cerveja, referentes ao

teste da (ndo) desmontagem de torneiras, a 10 semana.

Bactérias acido-laticas Leveduras selvagens
st (UFC/100mL) (UFC/100mL)
Desmonta >300 >300
Mafridis
Nao desmonta >300 >300
N Desmonta 0 0
Nao desmonta >300 >300



Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial realizada as amostras retiradas das 4 torneiras, 2 de
cada tipo (Mafridis e CMB), ao longo das primeiras 10 semanas de ensaio estdo
representados na tabela 4.9.

Na “ndo desmonta CMB”, a avaliacdo global média foi satisfatoria ao longo das primeiras
8 semanas, mas na 9* e 10* semana, o painel relatou uma clara evidéncia de contaminagao
por bactérias acido-laticas, através da percecao de um aroma azedo e a diacetilo na cerveja,
tendo avaliado a cerveja com -2. Apesar dos off-flavours resultantes do metabolismo dessas
bactérias s6 terem sido percecionados numa fase tardia, a contaminacdo por esses
microrganismos ja existia, conforme ficou demonstrado através dos resultados
microbiologicos, mas em concentragdes abaixo do limiar de percecao e dai nao terem sido
detetadas pelo painel de provadores, a semelhanca das leveduras selvagens, microrganismos
esses que também estavam presentes mas ndo foram detetadas quaisquer impressoes,
relativas a compostos resultantes do seu metabolismo. Na “desmonta CMB”, que na analise
microbiologica demonstrou ndo apresentar contaminagdo, obteve durante as 9 semanas uma
avaliacdo satisfatoria (valor médio igual a zero), tendo sido avaliada apenas a 10* semana
com -1 (ndo suficientemente satisfatoria). Esta avaliacao resultou de uma alteragao no aroma
da cerveja, percecionada pelo painel, caracterizada pelo sabor a papel/cartdo, que surge
devido a formacao de um composto, o trans-2-nonenal ou o aumento da sua concentracao
para valores acima do seu limiar de dete¢do (50 — 100 pg/L). ' Assim, & semelhancga do que
se verificou na analise microbioldgica, a desmontagem deste tipo de torneira assegura uma
extensao da qualidade da cerveja, podendo-se estender o seu ciclo de higienizacao, no limite,
até as 10 semanas.

Relativamente a torneira Mafridis, o painel de provadores detetou a partir da primeira
semana, tanto na amostra “nao desmonta Mafridis” como na “desmonta Mafridis”, notas
metalicas na cerveja, que se mantiveram até ao final das 10 semanas, tendo o produto sido
avaliado como nao satisfatorio (valor médio entre -2 e -1,6). Essas percecoes, caracterizadas
pelo gosto de ferro ou cobre e, em alguns casos, percebido também como um sabor
semelhante ao sangue, resultam de um composto formado, o sulfato de ferro (FeSOs), devido

ao contacto da cerveja com algum equipamento metéalico do sistema de extracdo que
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apresentasse algum grau de corrosdo como por exemplo, as serpentinas por onde a cerveja
passa para ser refrigerada ou do barril, onde estd acondicionada, resultando na lixiviagdo de
ides metalicos. 3! Apesar destas duas torneiras apresentarem também contaminagio
microbiologica por bactérias acido-laticas e leveduras selvagens, ndo houve uma produgao
consideravel de off-flavours, acima do limiar de perce¢dao que levassem o provador a
identifica-los e por isso, apenas as notas metalicas foram percecionadas, colocando a
hipdtese de existir efetivamente um foco de corrosao que constituisse um foco permanente
de contaminag@o microbiologica. As bactérias necessitam de micronutrientes metéalicos para
a sua fungdo celular e o ferro ¢ um microelemento essencial para o crescimento das bactérias
utilizado como cofator de enzimas envolvidas em processos celulares fundamentais. Assim,
a presenca desse composto pode influenciar no crescimento de bactérias nas instalagdes,

permitindo justificar o aparecimento de contaminagio tdo precocemente. °!

Tabela 4.9 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes ao teste da (ndo) desmontagem de
torneiras, das primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Avaliacio global média
Desmonta 0 -2 -2 2 -1,6 -2 -2 -2 -2 -2 -2
Mafridis
Nao desmonta 0 -2 -2 2 -1,6 -2 -2 -2 -2 -2 -2
Desmonta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1

CMB
Nao desmonta 0 0 0 0 -02 0 0 0 0 -2 -2

4.2.3 Teste da (ndo) desmontagem de clicks

Este teste foi idéntico ao realizado com as torneiras, mas neste caso, o procedimento foi
efetuado em clicks. Foram testados dois, um em que se procedeu a desmontagem e outro nao
e foram utilizados em ambas as instalagdes, tubos de PVC e torneiras Mafridis, garantindo
que apenas o click constituia a unica varidvel. O objetivo foi, a semelhanca das torneiras,

perceber o impacto da desmontagem dos clicks e avaliar se a ltima etapa de higienizagao,
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a aplicagdo do alcool em spray na superficie destes componentes seria suficiente, permitindo
assim eliminar o passo da desmontagem, realizado habitualmente durante o procedimento

de higienizagdo, sem comprometer a qualidade da cerveja.

Analise microbiologica

Os resultados obtidos da contagem de coldnias presentes nas amostras incubadas em meio
UBA, correspondentes as primeiras 10 semanas de ensaio, representados na tabela 4.10,
demonstraram que a instalagdo “desmonta click” apresentou contaminacao apenas a 10*
semana (n > 300), garantindo assim a qualidade da cerveja durante 9 semanas, enquanto que
a “ndo desmonta click” apresentou contaminagdo ao longo das 10 semanas, tendo
apresentado logo no momento inicial n > 300 microrganismos nao nocivos € n = 16
microrganismos nocivos, mas apds a primeira semana, os resultados da contagem de ambos
os microrganismos foram elevados (n > 300).

O click, para além de apresentar dois pontos de ligacao (um onde esta ligada a garrafa de
CO2 e o outro destinado a cerveja) que sO por si ja representam pontos criticos de
contaminagdo, ¢ ainda regulado internamente, a semelhanca da torneira Mafrifis, por um
pistao. Quando a alavanca do click ¢ acionada para baixo ap6s o acoplamento ao barril, o
pistdo sobe permitindo que a cerveja se desloque do interior do barril para a tubagem. '7 3
Assim, a limpeza individual de cada um dos componentes garante a eliminagdo desses
residuos de cerveja acumulados nesses locais especificos € que, se ndo forem eliminados,
permitem a formacdo de biofilmes, que conferem vantagens as células microbianas,
nomeadamente protecdo quimica contra os produtos quimicos, antimicrobianos e
desinfetantes. 2 Por isso, a limpeza envolvendo agdo mecanica ¢ fundamental para eliminar
essas comunidades microbianas que se formam e que de outra forma, aplicando somente o
alcool na superficie, ndo conseguem ser eliminadas.

Assim, apesar de no final das 10 semanas, ambas as instalacdes apresentavam
contaminag¢do, conforme demonstrado na tabela 4.11, a desmontagem do click garantiu a
inexisténcia, até a 9* semana, de contaminagdo quer por microrganismos nocivos quer por

ndo nocivos e por isso, a execucdo da desmontagem do click ¢ crucial durante o

procedimento de higienizagao as instalacdes.

56



Tabela 4.10 Microrganismos ndo nocivos e nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes
ao teste da (ndo) desmontagem de clicks, nas primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Desmonta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 >300
Click
Nio desmonta | >300 =300 >300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300
Microrganismos nocivos (UFC/100mL)
Desmonta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 =300
Click

Nao desmonta 16 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300 =300

Tabela 4.11 Microrganismos nocivos e ndo nocivos presentes nas amostras de cerveja, referentes ao teste da
(ndo) desmontagem de clicks, a 10* semana.

Desmonta click Nao desmonta click

e —

Microrganismos

nocivos

Microrganismos

nao nocivos

Os resultados da contagem de coldnias de bactérias acido-laticas e leveduras selvagens
das amostras incubadas em meio ABP com UBA e Taylor com cobre, respetivamente,
referentes a 10* semana de ensaio, estdo representados na tabela 4.12. Esses resultados

demonstraram que apesar de ambas as instalagcdes apresentarem contaminagdo a 10? semana,
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tanto por microrganismos nocivos como nao nocivos, a “desmonta click” nao revelou a
presenca de bactérias acido-laticas, apenas de leveduras selvagens em elevado numero
(>300), o que significa que os microrganismos nocivos que apresenta pertencem a outra
espécie, as Zymomonas, igualmente detetaveis em meio UBA. J4 a instalagdo “ndo desmonta

click” apresentou n > 300 tanto de leveduras selvagens como de bactérias acido-laticas.

Tabela 4.12 Bactérias acido-laticas e leveduras selvagens presentes nas amostras de cerveja, referentes ao

teste da (ndo) desmontagem de clicks, & 10* semana.

i Bactérias acido-laticas Leveduras selvagens
ic
(UFC/100mL) (UFC/100mL)
Desmonta 0 >300
Nio desmonta >300 >300

Analise sensorial

Os resultados obtidos da andlise sensorial, representados na tabela 4.13, foram
concordantes com os da andlise microbiologica. Na instalagdo “desmonta click” a
contaminagdo microbiologica surgiu apenas a 10* semana e a avaliagdo global média da
cerveja feita pelo painel de provadores, precisamente na amostra retirada nessa semana, foi
de -1 (ndo suficientemente satisfatoria). As impressoes detetadas, referiam um aroma acido
e acético, resultante do produto metabolico das leveduras selvagens presentes € muito
provavelmente de bactérias acido-acéticas, frequentes em sistemas de extragdo.

Relativamente as amostras de cerveja recolhidas da instalagao “ndo desmonta click”, a
avaliacdo global média foi satisfatoria ao longo das 8 semanas, estando compreendida entre
-0,4 e 0, havendo alguns provadores que ja nesta fase detetaram algumas notas negativas
mas s6 a partir da 9* semana ¢ que o painel no geral percecionou de forma clara e evidente,
um aroma acido e a diacetilo na cerveja e observou ainda uma ligeira turvagao, tudo isso
resultante do metabolismo das bactérias acido-laticas presentes. Assim, a avaliagdao global

média da cerveja nessas duas ultimas semanas foi de -2. Apesar dos off-flavours resultantes
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do metabolismo das bactérias acido-laticas s6 terem sido percecionadas numa fase tardia, a
contaminagdo por esses microrganismos ja existia, conforme se demonstrou através dos
resultados microbioldgicos, mas em concentragdes abaixo do limiar de perce¢ao e dai nao

terem sido detetadas nas primeiras 8 semanas pelo painel de provadores.

Tabela 4.13 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes ao teste da (ndo) desmontagem de
clicks, das primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Desmonta -02 -0,3 -05 0 0 0 0 0 0 0 -1
Click

Nio desmonta  -0,2 0 -03 -02 -03 -03 0 -02 -04 -2 -2

4.2 .4 Teste dos tubos de arrefecimento

O objetivo com a realizagdo deste teste foi perceber o impacto da temperatura da cerveja
no desenvolvimento de microrganismos e na ocorréncia de reacdes que alteram a qualidade
e provocam alteragdes nas caracteristicas organoléticas da cerveja. Para isso, foram
instalados dois tubos de phyton feitos de polietileno, com um mecanismo de arrefecimento
da cerveja incorporado, um por contacto e outro por inundagdo. Estes tubos garantem um
maior decréscimo da temperatura da cerveja visto que no seu interior, circulara agua
refrigerada o que ird minimizar o ganho de calor da bebida depois que ela sai do refrigerador,
mais concretamente do interior das serpentinas, até ao ponto de distribuicdo, a torneira.
Assim sendo, fez-se a comparacao entre estes dois tubos, o de contacto e o de inundagao,
que possuem um mecanismo de arrefecimento e o de PVC, que ndo possui qualquer
mecanismo. As torneiras utilizadas nas 3 instalacdes foram do mesmo tipo, a Antoine com

regulador de caudal.
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Analise microbiologica

A contagem de colonias das amostras correspondentes as primeiras 10 semanas de ensaio,
representados na tabela 4.14, demonstraram que o tubo de inundagdo, no momento inicial,
deu resultados microbiologicos mais favoraveis que o tubo de contacto, apresentando apenas
n = 12 microrganismos ndo nocivos € nenhum microrganismo nocivo. No entanto, ao fim da
primeira semana, o tubo de inundagao j& apresentava a semelhanca do tubo de contacto, uma
elevada carga microbiana, com valores fora dos limites de aceitacdo, tanto para
microrganismos nocivos como nao nocivos (n > 300). Relativamente ao tubo de PVC, este
apresentou resultados microbiologicos favoraveis, ndo apresentando qualquer contaminagao
ao longo das 10 semanas.

Os tubos de inundacdo e de contacto, por serem constituidos por polietileno e por um
revestimento isolante com 13 mm de espessura, no minimo, garantem um bom isolamento e
evitam a entrada de Oy para o interior do sistema constituindo uma alternativa aos tubos de
PVC, assegurando uma menor adesdo de biofilmes e um menor grau de contaminagdo das
instalagdes. '® 2° Para além disso, possuem um mecanismo de arrefecimento incorporado,
garantindo uma maior diminui¢do da temperatura da cerveja, comparativamente aos tubos
de PVC, que ndo possuem esse mecanismo. Por tudo isto, e ainda pelo facto da temperatura
mais elevada ser um fator chave para o desenvolvimento de microrganismos, seria
expectavel que os resultados microbioldgicos fossem melhores nos tubos de inundagdo e de
contacto, comparativamente aos obtidos com o tubo de PVC e que a contaminacdo nao
surgisse tdo cedo nas instalagdes onde esses tubos estavam instalados. Como tal ndo se
verificou, suscitaram algumas duvidas relativamente ao estado da instalagao, podendo estar
algum componente em mau estado, como por exemplo os barris ou as serpentinas e
constituirem um foco permanente de contaminacdo, afetando negativamente os resultados.
Para além disso, os tubos de contacto e inundacdo estavam instalados numa maquina
diferente do tubo de PVC, o que representa também outra varidvel. Ao estarem instalados
todos na mesma maquina permitiria tirar conclusdes mais assertivas.

Assim, ao fim das 10 semanas de ensaio, as instalacdes que tinham os tubos de inundagao
e de contacto apresentavam contaminacao microbioldgica em niimero elevado (n > 300) e a

que do tubo de PVC nao apresentava contaminagdo, conforme demonstrado na tabela 4.15.
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Tabela 4.14 Microrganismos ndo nocivos e nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes
ao teste dos tubos de arrefecimento, nas primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Microrganismos nio nocivos (UFC/100mL)

Inundagio 12 =300 >300 =300 =300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

Tubo Contacto >300 =300 >300 >300 >300 =300 >300 >300 >300 =300 >300
PVC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Microrganismos nocivos (UFC/100mL)
Inundagio 0 >300 =300 =300 =300 >300 >300 >300 =300 >300 >300
Tubo

Contacto >300 >300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300

PVC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 4.15 Microrganismos nocivos € ndo nocivos presentes nas amostras de cerveja, referentes ao teste dos
tubos de arrefecimento, a 10* semana.

Tubo de contacto Tubo de inundacio Tubo de PVC

Microrganismos

nocivos

Microrganismos

nao nocivos

A contagem de colonias de bactérias acido-laticas e leveduras selvagens das amostras
incubadas em meio ABP com UBA e Taylor com cobre, respetivamente, referentes a 10*

semana de ensaio, estdo representadas na tabela 4.16. Os resultados obtidos permitiram
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concluir que, ao contrario do tubo de contacto que apresentou um valor de n > 300 tanto para
bactérias acido-laticas como para leveduras selvagens, o tubo de inundagao teve igualmente
n > 300 leveduras selvagens mas apenas n = 15 bactérias acido-laticas e por isso, o valor de
n > 300 microrganismos nocivos, obtido da contagem de coldnias incubadas em meio UBA,
comprova a existéncia de outras espécies de microrganismos nocivos a cerveja presentes,
que ndo apenas bactérias acido-laticas. Relativamente ao tubo de PVC, que ndo apresentou
contaminagdo microbiologica, ndo tendo sido identificado qualquer microrganismo em meio
UBA ao longo das 10 semanas de ensaio, apresentou valores igualmente nulos para ambos
os microrganismos (bactérias acido-laticas e leveduras selvagens) quando incorporados

nestes meios diferenciais.

Tabela 4.16 Bactérias acido-laticas e leveduras selvagens presentes nas amostras de cerveja, referentes ao

teste dos tubos de arrefecimento, a 10* semana.

Bactérias acido-laticas Leveduras selvagens
Tubo (UFC/100mL) (UFC/100mL)
Inundagao 15 >300
Contacto >300 >300
PVC 0 0

Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial, representados na tabela 4.17, revelaram que a
avaliacdo global média das amostras de cerveja recolhidas ao longo das 10 semanas, foi
claramente melhor para o tubo de PVC do que para os tubos de inundagao e de contacto. O
tubo de PVC, apresentou ao longo de todo o ensaio, uma avaliagdo global média satisfatoria,
tendo os valores médios ficado situados entre -0,1 e 0, ndo havendo por isso alteracdes
significativas das caracteristicas organoléticas da cerveja. Relativamente aos tubos de
inundacdo e contacto, os resultados obtidos foram idénticos entre si e estiveram
compreendidos entre -2,5 e -1,6, a excegdo do momento inicial, cuja avaliagao global média
foi satisfatoria. Nas primeiras 8 semanas, o painel de provadores identificou notas metalicas

na cerveja, provavelmente resultante da formagao de sulfato de ferro (FeSO4) que apresenta
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esse descritor de aroma/sabor, devido ao contacto da cerveja com materiais metalicos que
apresentem algum grau de corrosio. 3! A 9* ¢ 10* semana, para além dessa caracteristica, os
provadores detetaram ainda a presenga de um aroma acético e notas avinagradas na cerveja,
devido a existéncia de leveduras selvagens e a presenca, bastante provavel, de bactérias
acido-acéticas. As bactérias acido-laticas, apesar de estarem presentes em ambas as
amostras, estando em maior nimero no tubo de contacto, nao foram percecionadas porque
as concentragdes de acido latico produzido, resultante do metabolismo dessas bactérias,
estariam, muito provavelmente, abaixo do limiar de perce¢ao sensorial.

Assim, as notas metalicas detetadas pelo painel de provadores nas amostras relativas ao
tubo de inundagdo e de contacto vieram confirmar a hipdtese colocada na andlise
microbiologica, da existéncia de um problema nessas duas instalagdes onde esses tubos
estavam instalados. Os componentes identificados como possiveis focos de contaminacao e
os responsaveis pelas alteragcdes organoléticas identificadas na cerveja foram as serpentinas
e os barris engatados nessas instalagdes, visto serem ambos constituidos por materiais
metalicos e no caso de estarem em mau estado, constituirem um foco de corrosdo levando a
formacdo de sulfato de ferro (FeSOs) e consequentemente, a lixiviacdo de i1des metalicos.
Para além disso, como as bactérias necessitam de micronutrientes metalicos para a sua
fungdo celular e o ferro ¢ um microelemento essencial para o seu crescimento, a presenca
desse composto pode ter influenciado no crescimento de bactérias nessas duas instalagdes,
permitindo assim justificar a elevada carga microbiana observada para os tubos de inundacao

e contacto, comparativamente ao tubo de PVC. ¢!

Tabela 4.17 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes ao teste dos tubos de arrefecimento,
das primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Avaliacao global média
Inundacio 0 -2 -1,6  -1,7 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2,5
Tubo

Contacto 0 2 -6 -1,7 -2 -2 -2 -2 -2 2 25

PVC 0 0 0 0 0 0 0 -0,1 0 0 0
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4.2.5 Teste do tubo de FEP

Neste teste foi usado um tubo de propileno etileno fluorado (FEP) em vez dos tubos
convencionais feitos de PVC. Este tubo, a semelhanga dos de PVC, ndo possui qualquer
mecanismo de arrefecimento incorporado, sendo o arrefecimento da cerveja assegurado
através da passagem pelo circuito interno das serpentinas. O objetivo com a realizagao deste
teste foi avaliar a eficiéncia deste material, de menor rugosidade, na menor adesdo de
microrganismos € consequentemente na menor contaminacdo microbioldgica do sistema,
assegurando a qualidade e as caracteristicas organoléticas originais da cerveja durante mais
tempo. Para isso, fez-se a avaliagdo comparativa entre este tubo de FEP com o de PVC,

mantendo o mesmo tipo de torneira, a Mafridis.

Analise microbiologica

A contagem de colonias presentes nas amostras incubadas em meio UBA,
correspondentes as primeiras 10 semanas de ensaio estdao representadas na tabela 4.18. Desde
0 momento em que se deu inicio ao ensaio até ao final (10* semana), a contaminagdo por
microrganismos nocivos € ndo nocivos foi identificada e revelou ser elevada, com valores
de n> 300 para ambos os microrganismos, tanto no tubo de FEP como no de PVC, conforme
ficou registado, através de fotografias retiradas as placas, representadas na tabela 4.19.

O tubo de FEP, por possuir uma menor rugosidade que o tubo de PVC, garante uma menor
adesdo de microrganismos ¢ uma maior facilidade na remog¢do desses microrganismos
durante o procedimento de higienizagdo. Assim, seria expectavel que os resultados
microbiologicos fossem melhores no tubo de FEP, comparativamente aos obtidos com o
tubo de PVC e que a contaminagao nao surgisse tdo precocemente nas instalagdes onde esse
tubo estava instalado. Como tal ndo se verificou, suscitaram algumas duvidas relativamente
ao estado da instalacao, a semelhanc¢a do que aconteceu com o teste da (ndo) desmontagem
das torneiras e dos tubos de arrefecimento, podendo estar algum componente em mau estado,
como os barris ou as serpentinas e constituir um foco permanente de contaminacao,
permitindo justificar os resultados microbioldgicos obtidos e dessa forma, ndo permitir tirar
conclusoes acerca da eficacia deste tubo. Para além disso, as torneiras utilizadas neste ensaio

foram as Mafridis que sdo muito propicias a contaminagdo como foi verificado no teste das
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torneiras e os tubos de FEP e PVC estavam instalados em méquinas diferentes, constituindo

assim mais uma variavel no ensaio.

Tabela 4.18 Microrganismos ndo nocivos e nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes
ao teste do tubo de FEP, nas primeiras 10 semanas.

N° de semanas

Microrganismos nio nocivos (UFC/100mL)

FEP >300 >300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300

Tubo
PVC >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
Microrganismos nocivos (UFC/100mL)
FEP >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
Tubo

PVC >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300 =300 >300

Tabela 4.19 Microrganismos nocivos e ndo nocivos presentes nas amostras de cerveja, referentes ao teste do
tubo de FEP, a 10* semana.

Tubo de FEP Tubo de PVC

Microrganismos

nocivos

Microrganismos

nao nocivos
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A contagem de colonias de bactérias acido-laticas e leveduras selvagens das amostras
incubadas em meio ABP com UBA e Taylor com cobre, respetivamente, referentes a 10*
semana de ensaio, estdo representadas na tabela 4.20. Os resultados revelaram a presenca de
bactérias acido-laticas e leveduras selvagens em numero elevado (n > 300) em ambos os

tubos.

Tabela 4.20 Bactérias acido-laticas e leveduras selvagens presentes nas amostras de cerveja, referentes ao

teste do tubo de FEP, a 10* semana.

. Bactérias acido-laticas Leveduras selvagens
ubo

(UFC/100mL) (UFC/100mL)
FEP >300 >300
PVC >300 >300

Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial referentes aos dois tubos estao descritos na tabela 4.21.
No tubo de FEP, o painel de provadores identificou, ao longo das 10 semanas de ensaio, a
excecao do momento inicial, notas metélicas na cerveja, resultando numa avaliagdo global
média compreendida entre -2,2 e -1,6. Essas perce¢des, sao o resultado da formacao de um
composto, o sulfato de ferro (FeSO4), devido ao contacto da cerveja com materiais metalicos,
resultando na lixiviagdo de 10es metalicos. Niveis excessivos de FeSOs, fazem com que a
cerveja tenha um gosto a ferro enferrujado ou a cobre. 3! Para além disso, a presenga de ferro
influencia no crescimento de bactérias visto que esse composto ¢ um microelemento
essencial e por isso, a elevada carga microbioldgica identificada, pode ser justificada pela
presenca de algum componente do sistema de extracdo em mau estado que seja um foco de
corrosdo. Apesar de se ter verificado essa contaminagdo microbiologica, ndo foi
percecionado qualquer descritor de aroma relativo a compostos representativo dessa mesma
contaminagdo. As bactérias acido-laticas e leveduras selvagens, apesar de estarem presentes,
segundo a analise microbioldgica, produziram compostos em concentragdes abaixo do limiar

de percecao e por isso ndo foram identificados. Relativamente ao tubo de PVC, apesar da
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contaminagdo microbiologica ter sido igualmente notdria, apresentou ao longo de todo o
ensaio, uma avaliacdo global média satisfatoria, tendo os valores médios ficado situados
entre -0,1 e 0, ndo tendo sido detetada qualquer alteracdo significativa nas caracteristicas
organoléticas da cerveja.

Assim, os aromas metalicos identificados vieram reforcar a ideia, que surgiu apds a
obtencdo dos dados da analise microbioldgica, da existéncia de um problema no barril ou
em algum componente da instalagdo, provavelmente na serpentina e por isso, com este
estudo, ndo foi possivel concluir se o tubo de FEP seria uma alternativa viavel de substituigdo

ao tubo de PVC porque existe claramente um foco de contaminagao.

Tabela 4.21 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes ao teste do tubo de FEP, das primeiras

10 semanas.
N° de semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Avaliacao global média
FEP -0,2 -2 -2 2 18 2 2 -6 -2 22 -2
Tubo
PVC 0 0 0 0 -0,2 0 -0,1 0 -0,2 0 0

4.3 Diagnostico de contaminacio

4.3.1 Analise de possiveis causas

Devido as notas metalicas percecionadas pelo painel de provadores na analise sensorial e
aos valores de contaminagdo microbioldgica identificados em algumas amostras de cerveja,
contraditorios com o que seria expectavel, decidiu-se realizar uma analise aprofundada sobre
as possiveis causas de forma a tentar encontrar a origem da contaminacdo. Assim,
colocaram-se duas hipdteses, a primeira seria o barril e a outra estaria relacionada com as
serpentinas. Sendo ambos componentes metalicos, poderiam apresentar algum grau de
corrosdo constituindo assim um foco permanente de contaminacdo em determinada

instalagao.
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4.3.2 Troca de barris

\

Apos as 10 semanas e antes de proceder a substituigdo de novos barris para dar
continuidade ao ensaio durante mais 3 semanas, fez-se duas trocas de barris, conforme
demonstrado na figura 4.2. O barril 8 engatado na instalacdo 8 e cujos resultados das
amostras revelaram, desde o momento inicial, elevada carga microbiana (n > 300), tanto para
microrganismos nocivos como nao nocivos, foi engatado na instalagao 1, cujas contagens de
colonias deram sempre nulas para ambos os microrganismos (nocivos € nao nocivos). O
mesmo foi feito para o barril 11 e 12.

De seguida, foram recolhidas amostras de cerveja e foi feita analise microbioldgica
usando como meio de incubagao, UBA. Os resultados dessa anélise a cerveja nesses 4 barris
engatados em diferentes instalagdes demonstraram que aquelas que anteriormente
apresentaram contaminacao ao longo das 10 semanas, como foi o caso do barril 8 e 12,
quando engatados noutra instalagao, ndo apresentaram qualquer contaminagao, ao contrario
dos barris 1 e 11 que tinham dado sempre contagens nulas de microrganismos nocivos € nao
nocivos, apresentaram n > 300 microrganismos nocivos € nao nocivos.

Assim, esta analise permitiu tirar duas conclusdes: a primeira, € que existe efetivamente
um problema, mas que ndo tinha origem no barril, mas sim na instalag¢do, provavelmente nas
serpentinas. A segunda, ¢ que ficou comprovado que a cerveja, ao final das 10 semanas, no
interior destes 4 barris afinal ndo estaria contaminada, e por isso a elevada carga microbiana
observada deveu-se a passagem da cerveja por algum ponto critico desses sistemas de

extracdo e que constitui um foco permanente de contaminagao
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Antes
da troca
de
barris

Apos a
troca
de
barris

Barril 1
Instalacao 1

Barril 8
Instalacao 1

Figura 4.2 Esquema da troca de barris entre instalagdes

Barril 8
Instalagdo 8

N/Noc. Noc.
>300 >300
Barril 1

Instalagdo 8

N/Noc. Noc.

>300 > 300

4.3.3 Substituicao de barris

ApoOs a troca de barris, decidiu-se higienizar novamente todas as instalagdes, a
semelhanca do que tinha sido feito na primeira higienizagdo, e voltou-se a engatar novos
barris para perceber se a contaminagdo surgiria nas mesmas instalagoes, reforcando a teoria
de que a origem do problema estaria na instalagao e nao no barril.

Os resultados das amostras das dguas retiradas antes e apds a higienizagao, representadas
na tabela 4.22, comprovaram que a limpeza as instalagdes foi eficiente, na medida em que

permitiu a eliminagdo total de microrganismos nocivos € de ndo nocivos presentes nas

instalagdes antes da higienizagao.
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Barril 11
Instalacao 11

Barril 12
Instalacao 11

Barril 12
Instalagdo 12

N/Noc. Noc.
> 300 >300
Barril 11

Instalagdo 12

N/Noc. Noc.

>300 > 300



Tabela 4.22 Microrganismos nocivos e ndo nocivos a cerveja presentes nas aguas de enxaguamento antes e
apos a segunda higienizagao.

Antes Higienizagao Apos Higienizagao

Teste N— (UFC/100mL) (UFC/100mL)
N/Noc. Noc. N/Noc. Noc.

CMB 12 0 0 0
Teste >300 >300 0 0
Antoine c/regulador 22 0 0 0
Mafridis 8 5 0 0
Antoine s/regulador >300 1 0 0
Desmonta >300 5 0 0
Nao desmonta >300 >300 0 0
Tubo de inundagio >300 >300 0 0
Tubo de contacto >300 20 0 0
Desmonta Mafridis >300 12 0 0
Desmonta CMB 34 0 0 0
Nao desmonta Mafridis >300 29 0 0
Nao desmonta CMB 58 4 0 0
Tubo de FEP >300 50 0 0

Apos a higienizacdo, engataram-se os novos barris de cerveja e retiraram-se amostras de
cerveja para a analise sensorial e microbiolégica.

Os resultados da analise microbiologica, representados na tabela 4.23, demonstraram que
a contaminac¢ao surgiu precisamente nas mesmas instalagdes que no ensaio das 10 semanas
realizado anteriormente. Na “torneira CMB”, “torneira Antoine com regulador”, “Desmonta
click” e “Desmonta CMB”, os resultados foram satisfatorios tanto para os microrganismos
Nnocivos como 0s nao nocivos, ao contrario das restantes em que se obtiveram valores nao

aceitaveis para ambos os microrganismos ( n > 300) ao longo das 3 semanas de ensaio.
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Tabela 4.23 Microrganismos nocivos e ndo nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja, referentes a
todos os testes, nas 3 semanas apds a segunda higienizagao.

Teste

Torneiras

(Nao)
desmontagem
clicks

Tubos de
arrefecimento

(Nao)
desmontagem
torneiras

Tubo de FEP

Amostra

CMB
Teste
Antoine ¢/ regulador
Mafridis
Antoine s/ regulador

Desmonta

Nao desmonta

Tubo de inundagio

Tubo de contacto

Desmonta Mafridis
Desmonta CMB
Nao desmonta Mafridis

Nao desmonta CMB

Tubo de FEP

Clicks desmontados
Torneiras desmontadas

Tubo PVC

Torneiras desmontadas
Torneiras Mafridis

Tubo PVC

Clicks desmontados
Torneiras desmontadas
Torneiras Antoine ¢/
regulador
Clicks desmontados
Torneiras desmontadas

Tubo PVC

Click desmontado
Torneira desmontada

Torneira Mafridis

Relativamente aos resultados da andlise sensorial, representados na tabela 4.24, o painel

de provadores identificou notas metalicas, apds a primeira semana, avaliando a cerveja com

-2, precisamente nas amostras de cerveja recolhidas das mesmas instalagdes que no ensaio

das primeiras 10 semanas.
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Tabela 4.24 Controlo organolético das amostras de cerveja, referentes a todos os testes, nas 3 semanas apos a
segunda higienizagao.

Avaliacao global média

Teste Amostra
Semana0 Semanal Semana2 Semana3
CMB 0 0 0 0
Teste Clicks desmontados 0 0 0 0
Antoine ¢/ regulador Torneiras desmontadas 0 0 0 0
Mafridis Tubo PVC 0 0 0 0
Antoine s/ regulador 0 0 0 0

Desmonta Torneiras desmontadas 0 0 0 0

Torneiras Mafridis
Nao desmonta Tubo PVC 0 0 0 0
. N Clicks desmontados
Tubo de inundagio 0 -2 -2 -2

Torneiras desmontadas

Torneiras Antoine ¢/

Tubo de contacto regulador 0 -2 -2 -2

D ta Mafridi 0 -2 -2 -2
csmonta Matndis Clicks desmontados

Desmonta CMB . 0 0 0 0

Torneiras desmontadas
Nio desmonta Mafridis 0 -2 -2 -2
Tubo PVC
Nao desmonta CMB 0 0 0 0
Click desmontado
Tubo de FEP Torneira desmontada 0 2 2 2

Torneira Mafridis

Assim, os resultados da andlise microbiologica e sensorial, tornam mais que evidente, a
existéncia de um componente que esteja a afetar negativamente todo o sistema de extracao
e a comprometer a qualidade da cerveja. Mesmo apds a segunda higienizagao realizada as
instalagcdes e a substitui¢do de novos barris, a elevada carga microbiana e as notas metalicas
surgiram nas mesmas instalagdes que no ensaio das 10 semanas e por isso, existe um
componente que ainda ndo foi identificado, mas que se estiver em mau estado, constituira
um foco de contaminagdo permanente, impedindo, em alguns dos testes, de chegar as

devidas conclusoes.
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4.3.4 Troca de serpentinas

Apos ter sido comprovado que a contaminacao tinha origem na instalagdo e tendo em
conta que em muitas amostras de cervejas analisadas, o aroma metalico foi frequente,
colocou-se a hipotese de as serpentinas estarem em mau estado, podendo apresentar algum
grau de corrosao e constituirem um foco de contaminagao. A cerveja ao passar pelo circuito
interno das serpentinas para ser refrigerada, contacta com o material das mesmas e se estas
estiverem corroidas internamente, os i0es metalicos presentes no material irdo afetar a
cerveja e serao responsaveis pelas notas metalicas percecionadas.

Para isso, comegou-se por averiguar se as serpentinas instaladas para este ensaio eram
novas e verificou-se que nem todas seriam. Posto isto, decidiu-se efetuar a troca de um
conjunto de 4 serpentinas de uma das 3 maquinas de extragcdo. Retiraram-se as que estavam
instaladas, efetuou-se a higienizacao dessa instalagdo e colocaram-se novas serpentinas.

As serpentinas antigas, foi feita analise por bioluminescéncia, que consistiu no esfregaco,
recorrendo a uma zaragatoa, nas superficies internas das serpentinas. Os valores obtidos,
representados na tabela 4.25, demostraram que apesar de todas apresentarem contaminagao
microbiologica, apenas duas delas obtiveram resultados fora dos valores de especificacdao
estabelecidos (=100 RLU). No entanto, verificou-se uma enorme discrepancia nos resultados
das 4 serpentinas, que pode ser explicado pelo facto desta analise ndo ser muito objetiva
porque depende de varios fatores nomeadamente da area de superficie atingida pela

zaragatoa e do tempo de contacto.

Tabela 4.25 Analise por bioluminescéncia do esfregaco recolhido as 4 serpentinas

Serpentina RLU
1 156
2 62
3 10
2 1965
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Apos a instalacdo das novas serpentinas, voltou-se a engatar os mesmos barris e foram
retiradas amostras de cerveja para a realizagdo da analise microbioldgica e sensorial de forma
a avaliar, comparativamente, o efeito da troca das serpentinas.

Os resultados da analise microbioldgica, representados na tabela 4.26, demonstraram que,
mesmo apos a troca das serpentinas, a contaminagdo se manteve nas instalagoes 2, 3 ¢ 4 que
jé& apresentavam contaminagao. A instalacao 2 apresentou uma ligeira reducao no niumero de
nocivos, passando de n > 300 para n = 3, mas manteve n > 300 microrganismos nao nocivos.
A instalacao 3 sofreu uma reducao tanto de microrganismos nocivos (de n > 300 para n = 6)
como nao nocivos (de n > 300 para n = 103). Por ultimo, a instalagao 4 manteve a elevada
carga microbiana em ambos os microrganismos (n > 300). Apesar de se verificar, em alguns
casos, uma reducao de microrganismos, todos os resultados obtidos destas 3 instalagdes sao
valores ndo aceitaveis tanto para microrganismos nocivos como nao nocivos. Relativamente
a instalacdo 1, que ndo apresentava qualquer contaminacdo com as serpentinas antigas
instaladas, voltou a ndo apresentar qualquer microrganismo (nocivo € nao nocivo) com as

novas serpentinas instaladas.

Tabela 4.26 Microrganismos nocivos € ndo nocivos a cerveja presentes nas amostras de cerveja com as
serpentinas antigas e as novas.

Serpentinas antigas Serpentinas novas
Instalagdo Torneira Click Tubo (UFC/100mL) (UFC/100mL)
N/Noc. Noc. N/Noc. Noc.
1 Mafridis Desmontada Desmontado PVC 0 0 0 0
2 Mafridis Desmontada  Nao desmontado PVC >300 >300 >300 3
3 Antoine ¢/ regulador ~ Desmontada Desmontado  Inundagdo = > 300 >300 103 6
4 Antoine ¢/ regulador ~ Desmontada Desmontado Contacto >300 >300 >300 >300

Na andlise sensorial, a avaliagdao global dada pelo painel de provadores para as amostras
de cerveja apds a instalagao das novas serpentinas, descrita na tabela 4.27, mostrou nao haver
alteragdes comparativamente as serpentinas antigas. A primeira ¢ segunda instalacao
mantiveram a avaliagdo global média satisfatoria (igual a 0) enquanto que as outras duas, a

3 e 4, foram avaliadas com -2 a semelhanca das serpentinas antigas.
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Tabela 4.27 Controlo organolético das amostras de cerveja com as serpentinas antigas e as novas.

Avaliacdo global média

Instalagdo Torneira Click Tubo
Serpentinas antigas  Serpentinas novas
1 Maftridis Desmontada Desmontado PVC 0 0
2 Maftridis Desmontada  Nao desmontado PVC 0 0
3 Antoine ¢/ regulador ~ Desmontada Desmontado Inundagao 0 2
4 Antoine ¢/ regulador ~ Desmontada Desmontado Contacto 2 2

Posto isto, os resultados obtidos da andlise microbiologica e sensorial realizadas as
amostras com as novas serpentinas, comparativamente as serpentinas antigas demonstraram
que nao se observaram melhorias significativas e por isso, nao constituem o foco permanente
de contaminacao.

Assim, ¢ possivel concluir que existe um ponto critico de controlo que nem faz parte da
higienizacdo nem do controlo de qualidade dos sistemas de extracdo, mas que afeta a
qualidade microbioldgica e organolética da cerveja. Independentemente da eficiéncia da
higienizacdo as tubagens, do procedimento de limpeza que se adote nas torneiras e clicks
(com ou sem desmontagem) ou do tipo de tubo e torneira que se utilize, se a instalagdo nao
estiver em conformidade devido a existéncia desse tal ponto critico, que nao se conseguiu
identificar, observar-se-a4 contaminagdo de forma permanente.

Para comprovar isso, foi feita uma analise comparativa a duas instalagdes (4 e 6),
representadas na tabela 4.28, que estavam precisamente nas mesmas condicoes, € foi
possivel verificar que os resultados microbiologicos foram totalmente opostos. A instalagao
4, na qual se observou contaminacao, poderia sofrer alteragdes no tipo de torneira, no tubo
ou at¢ no procedimento de limpeza que os resultados da andlise microbiologica

apresentariam sempre uma elevada carga microbiana devido a esse tal ponto critico no

sistema.
Tabela 4.28 Resultados da analise microbiologica das instalagdes 4 e 6.
Analise
Instalagdo Teste Torneira Click Tubo Microbiologica
N/Noc. Noc.
4 Torneiras Mafridis Desmontada Desmontado PVC >300 >300
6 (ndo) desmontagem clicks Mafridis Desmontada Desmontado PVC 0 0
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5. Conclusoes



A metodologia desenvolvida permitiu concluir, com base nos resultados da analise
microbiologica, que a cerveja em barril aquando acoplada a um sistema de extracgdo,
apresenta uma vasta variedade de organismos contaminantes a medida que o nimero de
semanas aumenta. Relativamente a prova sensorial, esta foi fundamental para avaliar a
qualidade da cerveja, tendo-se conseguido uma importante associacdo dos descritos
sensoriais utilizados com a deterioragao provocada pelos microorganismos.

As torneiras de corte, nomeadamente a CMB e a Antoine com regulador de caudal
mostraram ser as mais eficazes na preservacao da qualidade da cerveja, quer em termos
microbiologicos quer sensoriais, ao longo de 10 semanas e por isso, constituem uma 6tima
alternativa as torneiras de pistdo, as Mafridis, que estdo instaladas num maior nimero de
pontos de venda e que provaram ser mais propicias ao aparecimento de contaminacgao.

A desmontagem das torneiras e a limpeza escrupulosa de todos os seus componentes,
demonstrou, na torneira CMB, ser crucial para evitar o aparecimento de contaminacao
durante pelo menos 10 semanas, nao sendo suficiente assegurar apenas a ultima etapa de
higienizacdo, ou seja, a pulverizagdo com um desinfetante a base de alcool na superficie
dessa torneira. A acumulagao de residuos no interior destas torneiras formam os biofilmes
que possuem resisténcia quimica, inibindo a acdo desse desinfetante e s6 recorrendo a agado
mecanica ¢ que se garante a eliminacdo desses focos de contaminacgdo. Relativamente a
torneira Mafridis como nao se observaram diferencas nos resultados microbioldgicos entre
a desmontagem e a ndo desmontagem, devido a esta ser muito propicia a contaminagao,
tendo-se registado, em ambas, contaminagao microbioldgica ao longo das 10 semanas e para
além disso, ter sido detetado, na andlise sensorial, aromas metalicos na cerveja que
indiciavam problemas nessas instalacdes, ndo foi possivel avaliar o impacto da
desmontagem.

A desmontagem dos clicks demonstrou ser essencial e por isso, esse passo nao deve ser
desprezado pelos técnicos que executam o procedimento de higienizagao as instalagdes. A
pulverizacao apenas de desinfetante a base de alcool na superficie desses componentes
provou nao ser suficiente, nao garantindo a qualidade da cerveja, porque os biofilmes que se
formam em locais especificos no interior do click s6 serdo removidos quando a agdo

mecanica for aliada a limpeza.
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Assim, a desmontagem dos clicks e das torneiras mostrou ser essencial no procedimento
de higienizacdo e eficaz na preservacao da qualidade da cerveja e por isso, nao € possivel
reduzir o tempo do procedimento de higienizacao sem comprometer a qualidade da cerveja.

Os tubos de arrefecimento, apesar de possuirem caracteristicas mais vantajosas que os de
PVC e o tubo de FEP, apesar de possuir uma menor rugosidade, caracteristica que lhe
possibilita garantir uma menor adesdo de microrganismos, apresentaram resultados que nao
foram conclusivos suscitando algumas duvidas relativamente ao estado da instalacao,
reforgadas com a percecao de notas metalicas na analise sensorial.

A troca de barris efetuada entre instalagdes provou que o foco de contaminagao nao tinha
origem nos barris, mas sim nas instalagdes € que a qualidade da cerveja no interior dos barris
foi mantida mesmo apds as 10 semanas. Relativamente a troca efetuada de um conjunto de
serpentinas, que se apresentassem corrosdao poderiam justificar os aromas metalicos
percecionados, nao se observaram diferencas significativas entre os resultados da analise
sensorial e microbioldégica mediante a troca de serpentinas, assim, estas também nao
constituiam o foco de contaminagdo, deixando em aberto qual a verdadeira causa dos
resultados microbiologicos obtidos e as notas metélicas percecionadas.

Assim, ¢ possivel concluir que existe um componente da instalagcdo, considerado como
ponto critico de controlo, mas cuja importancia esta a ser negligenciada, provocando assim

alteragdes na qualidade microbioldgica e organolética da cerveja.
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6. Trabalho futuro
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Em retrospecao, sdo apresentadas algumas sugestoes para propostas de trabalho futuro de

modo a compreender fendmenos cujas respostas ficaram em aberto.

Investigar uma metodologia que permita identificar qual o ponto critico que constitui

o foco permanente de contaminacao na maioria das instalacdes;

Realizacao de testes bioquimicos tais como: teste da catalase, oxidase, de Gram e de
KOH de forma a poder identificar, recorrendo a uma arvore de decisdo, todas as
espécies presentes nas amostras da cerveja para além das identificadas (bactérias

acido-laticas e leveduras selvagens);

Realizacdo de métodos de controlo fisico-quimico também seria importante para
sustentar a analise sensorial e a microbiologica e poder relacionar a existéncia de

compostos com as notas percecionados pela analise sensorial.
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8. Anexos



Anexo 1 — Tabela com a terminologia recomendada pela EBC para descrever sensacoes de

aroma/gosto.

PUC009.02
e TERMINOLOGIA RECOMENDADA PELO EBC E ASB PARA DESCREVER|*“A™™
: : mom—n IMPRESSOES DE AROMA/GOSTO M = MPRESSAO NA BOCA
W = REGUENTADO: Af = *Armiéro.goit®
2000 AROMA
03 cemeas fr  euxcene n DocE
2100 Espaciarias orw[e3tn A GrRAOS otforoo A enxorre or|ee poce or
206 Banita oTw| 0311A cascal fibea calubose otforo  suLriTico or DO1A mat o]
207 Cravo dalnsia otw| 03 A gritz damiho otfor20  suLFiorico or 1002 A competa o
2108 Canmta or 03T A farrre or 0721128 or 003 Bauribe or
220 auimico orfesze amaLTE ot 0722 M arcaptans or 104 Primiegs” or|
2u 1At orfe330 A mosTO ot 0723 A dto or 0O5 Xarope ot
202 Sitatico ot 0724 Lz or 106 Demasiado doce o)
223 Acetalideldo orfas  casammzang Toepano GrRMADD 0725 Autolis or
2104 Hancaberatos oT| 0725 Borracha queisada ol SALGADO
208 Verniz orfearn carAMELO or 0727 A camerses or
2140 FRUTOS ESTRANHOS AO PRODUTO ot 0411 M dlago ot 0729 Cebola or|1100 SALGADO 1]
22 Mags or 040 Aoz o1f6730 LEGUMES coZIDOS or
2%3 Baara o7 V.hno QUEIMADO o™ 0731Age o7
2%4 Grosebaprata or 0421Crosta de pso o 07320MS or|lz AMARGO
2%W5Melto or 0422 Cavndatorrada o 0733 Cowwes cozidas or
2%6 Plra aT 0423 A fuvo OT| 0734 M iho doca cozde aTj1200 AMARGO
2%7 Framboesa oT| 0735 Tomate cozido o7 201Demasiase amargo TAL
2%8 Morngo orfas EmnGLCO or 0734 Cebola conida or RO2 Insuficients amwgo TAL
2M8 Arnés or forao LeEveoura or 2% Duro, smpero TAS
251Damasco orfeses FenoLIco ot 07414 came or 28 *Arribee-godt® TAl
272 Phssego or| 050 1Ak or
263 Toraria o 0502 Bakefite otfia  ENWAECDO OXIDADC.AMOEQ 8 SENSACAQNABOCA
274 Tangenna or| 0503 A fénco or
265 Lima ot 0504 Cloroferol Sm.oe ENVELHECIDA ot |1310 ALCALINO TMAL
25 Umén or 0508 looférmo orfosto A Gato omm|1sze “MOELEUX® MAS
267 Lararja ot 0509 Modicnal orfosze A PAPEL ot |1ss0 METALICO OTMA!
2160 FLORES or 0826 Owdoss or|1sen ADSTRINGENTE MAL
2163 Parfuse orfes  24BAQ GORDURA. DIACETILO, OLEQ. RANCO 0828 A pio or 14150 MAL
2130 FRESCO ot 0829 Sobeepasteurizado or13se A PO ot
210 SINTETICO otfeste Acioos corpDoOs otfosse A couro ot |1360 CARBONATAGAO »
2B 1Rbwaio or 061 Capeilico orfoses amoro or 1061 Carboretagdo insuficents Y]
292 Essdocian ot 052 Qusijo ot 08414 tera or 1152 Sobrecabontade u
293 Cascatrda or 051 howlirico ot 0842 A bolores ot|1s70 REQUENTADO VIMAL
05% Butirics ot
2200 RESINA NOZES. VERDURA.ERVAS 059 Sabdo orfia  Acoo.acke % CORED
5620 DIACETILO or
2210 RESINA otfesze RaNgo otfosee Acino ot|1s10 CORFO oM
221 M mdors or 0631000 rangosn omfosto  actrico or WM Agusdo ™
2220 nozes ot 0539 A cora ommfosze Acre or R Sem coractaristican ot
222'Noz or ‘.Oho A 6o o T Quo erdarta o™
2222 Noz de Céco oT| 06410W0 vegetal o™ 4% Encorpaso (espesso) ™
2223 Favos or 0642 (oo minersl WTT Agradive or
2224 Amidrdoas o7 #78 Equiibrado or)
fo230 ervas or 78 Desiquitbrada or
0231Erva recertemanta cortada ot 1480 INCARACTERIZAVEL OTMAY
0232 Tipo paha OT|
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Anexo 2 — Tabelas com a terminologia simplificada para descrever as sensagdes de

Referéncias Referéncias
‘Composto Aroma / o Termos Associados Composto Aroma / Gosto Termos Associados
) ) ) Phenolic
Tapar / agitar copo Spicy Tapar / agitar copo AN N
0111 | Especiarias Longos 'Sniff Especiarias 0500 | Fendlico Longo 'Sniff Espediarias - cravinho
Herbal / Alho
Tapar / agitar copo Frutos Tropicais Tapar / agitar copo Bromophenol
0130 | Butirato de et Longo 'Sniff |Ananss #### | Bromofenol Curtos ‘Sniffs' lodo / Curto Circuito / TV
Tapar / agitar copo |Isoamyl acetate Tapar / agitar copo  |Chlorophenol
0131 | Acetato de isoamilo Longo "Sniff Banana 0504 nol Curtos 'Sniff's' |Antisséptico / Hospital
o ) Tapar / agitar copo
4 | 0132 | Hexanoato de etilo Tapar | agiar copo m ,"""M:“ 0611 | Capriico Sniff A,
. Longo Tomar 20 - 25 mi, bochechar |
Tapar / agitar copo  |Acetaldehyde T . Isovaleric
0150 | Acetaldeido “Sniff Mag3 verde / Maca Isovalerico apar / agitar opo |, o oc velhos / Queijo
Tomar 20 - 25 ml, bochechar |esmagada / Solvente Suor / Chulé
N N Tapar / agitar copo N
v | e el o o | e B R
Tomar 20 - 25 ml, bochechar
Tapar / agitar copo Kettle hop Tapar / agitar copo Diacetyl
0171 | Lipulo em caldeira Curtos 'Sniffs' Lupulagem tardia 0620 | Diacetiio Curtos 'Sniffs' e ran
Tomar 20 - 25 m, bochechar |Especiarias Tomar 20 - 25 ml, bochechar ‘g2 rancosa
Tapar / agitar copo ] ] Sulphitic
0173 | Gleo de Kipulo Curtos 'Sniffs' :fj’pu:' 0710 | Sulfitico Tazx?.;:{;:” Diéxido de enxofre
Tomar 20 - 25 ml, bochechar | P Fésforos queimados
} [Aimond )
Tapar / agitar copo Tapar / agtar copo H2s
0224 | Améndoa Longo 'Snif Massapan / Améndoas 0721 | WS Curtos 'Sniffs' Ovos podres / Sulfidrico
|Amargas
[Freshly cut grass Mercaptan
0231 | Erva Tapar / agitar copo o2 cortada de fresco 0722 | Mercaptano Tapar / agitar copo Esgoto / Lixo / Vegetais
Curtos 'Sniffs Curtos ‘Sniffs
Folhas verdes podres
_ Tapar / agitar copo Grainy Tapar / agitar copo Lightstruck
0310 | Grdos Curtos 'Sniffs' Malte 'verde' / Aspero 0724 | Luz Curtos "Sniffs' Doninha
N Smoky ~ DMS
0423 | Fumado Tapar / agitar copo ;. ' Bacon fumado / 0732 | DMs Tapar / agtar copo Milho cozido / Vegetais
Curtos 'Sniffs Curtos ‘Sniffs "
Carne fumada cozidos
Referéncas Referéncias
Composto Ao { Gomto Termos Associados Composto Aromn J om0 Termos Associados
Tapar / agitar copo Onion Tomar 20 - 25 ml e Salty
0736 | Cebola Curtos 'Sniffs’ Cebola cozida / Tipo alho 1100 | sal bochechar sal
) Allaline
Tapar / agitar copo Catty Tomar 20 - 25 ml e )
0810 | Gato urtos e Ui gato 1310 | Alealino bochechon Deergene laino /
ustico
Tapar / agitar copo )
giar o Papery Tomar 20- 25 ml e Metalic
0820 | Papel Curtos ‘Sniffs’ ey 1330 | Metalico
Tomar 20 - 25 mi, bochechar | C2rt20/ Oidado bochechar Ferro / Sangue
Tapar / agitar copo Leathery
830 | Couro Curtos Siffs' Couro
Tapar / agitar copo Earthy
0841 | Terra Curtos 'Sniffs' Terra himida
Tapar / agitar copo Musty - bolores
0842 | Mofo Curtos ‘Sniffs’ Cave himida / Mofo
Tapar / agitar copo Acetic
0910 | Acktico Curtos 'Sniffs' Vinagre
- Tomar 20 - 25 ml e Sour - Acre
=/ | 0920 | Acido bochechar Acidez do lim3o
|- Tapar / agitar copo
E “ | 930 | Lactico Longos 'Sniff's'
Tomar 20 - 25 ml, bochechar
p Tapar / agitar copo Vanilla
, 1003 | Baunilha Curtos 'Sniff's' Leite creme
Tomar 20 - 25 ml, bochechar | Creme de nata / Gelado
" Tapar / agitar copo Indole
D |#### | Indol Longos 'Sriffs' Fralda de Bebé / Fezes

Anexo 3 — Boletim de analise sensorial / controlo organolético a preencher pelo provador.

88




LY

unicer

Andlise Sensorial

ANALISE SENSORIAL

[se

N°® N° Global

rie |Amostra| ldent. [Avaliagio| Termo |[P| Termo |P

AROMA /GOSTO

AVALIACAO GLOBAL PESOS
+1 Produto de 6ptima qualidade 1 Ligeiro

0o
-1

-2 Com defeitos nfo aceitaveis p/ este tipo de produto N M

Mesed. o o

Normal para este tipo de produto 2
Com defeitos aceitdveis p/ este tipo de produto 3 Forte

-3 Com defeitos tio graves que requerem acgio imediata
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