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Projeto de um Laboratério na Cervejeira Sovina

RESUMO

Esta dissertacdo propunha-se projetar um laboratério de microbiologia nas instalacfes da
cervejeira Sovina com a capacidade para armazenar culturas puras de estirpes de levedura,
propagar leveduras desde a escala laboratorial até a escala de producao, armazenar leveduras
de fermentacdes prévias para a reutilizacdo e realizar analises microbioldgicas. Foi também
solicitada a elaboracdo de um Manual de Procedimentos para todas as atividades propostas.
Determinaram-se as tarefas e respetivos procedimentos a realizar no laboratério, para que estes
cumprissem com todos 0s objetivos propostos. O cumprimento dos objetivos propostos é, em
geral, possivel mediante realizacdo de tarefas de facil execucdo e aplicacéo.

Elaborou-se um plano de construcdo e montagem do laboratorio em que se incluem as plantas
de construcdo, instalacdo de utilidades e instalacdo de equipamentos AVAC e as listas de
equipamentos e materiais laboratoriais necessarios.

De forma a averiguar a viabilidade econdémica de implementacdo do projeto determinaram-se
0s custos de investimento inicial e manutencdo e os beneficios gerados. A partir destes,
calcularam-se os fluxos financeiros, o VAL, o TIR, a AE e o TR do projeto. A avaliagéo destes

fatores determinou que o projeto € viavel, embora seja de retorno financeiro a longo prazo.

Palavras-Chave

Laboratdrio, Leveduras, Propagacdo, Reutilizacdo, Viabilidade.



Project of Laboratory in the Brewery Sovina

ABSTRACT

The purpose of this thesis was to design a microbiology laboratory in the facilities of the
brewery Sovina with the ability to store pure cultures of yeast strains, propagating yeast from
the laboratory scale to the production scale, store yeast from previous fermentations for reuse
and perform microbiological analyses. It was also requested that a Manual of Procedures for all
proposed activities should be made.

The tasks and the respective procedures to be performed in the laboratory were listed in order
to comply with all the goals. Compliance with the proposed objectives is, generally, possible
by performing tasks of easy implementation and enforcement.

A lab construction and assembly plan was performed which includes the layouts for the
construction, utilities installation and installation of HVAC equipment. Lists of necessary
laboratory equipment and materials were also included.

In order to ascertain the economic viability of the project’s undertaking the initial investment
and maintenance costs and the benefits generated were measured. From these, the financial
flows, NPV, IRR, EA and the project PT were calculated. The evaluation of these financial
indicators determined that the project is viable, although financial returns are set to the long

run.

Keywords

Laboratory, Yeast, Propagation, Reuse, Viability.
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Projeto de um Laboratério na Cervejeira Sovina

1. ENQUADRAMENTO GERAL

1.1 Os Trés Cervejeiros, Lda.

A Sovina é uma marca registada de cerveja produzida pela empresa Os Trés Cervejeiros, Lda.
Fundada em 2009, foi uma das primeiras cervejas artesanais a ser produzida em Portugal.
Atualmente, a Sovina dedica-se a producdo de cinco variedades de cerveja permanentes, em
que se incluem, Stout, IPA, Amber, Trigo e Helles. No entanto, em diferentes épocas do ano,
como no natal ou na primavera, a marca aposta no lancamento de outros tipos de cerveja. A
empresa, através do projeto Cerveja Artesanal, dedica-se também a venda de materiais
destinados a producdo de cerveja artesanal como Kits de extrato de malte e diversos acessorios
necessarios para esta atividade.

1.2 Objetivos e Motivacoes

A qualidade do produto e a seguranca alimentar s&o fatores de elevada importancia para a marca
Sovina, bem como a autenticidade e originalidade. Assim, neste trabalho, foi estudada a
viabilidade da implementacdo de um laboratorio nas instalacdes da empresa. Este projeto tinha
como objetivos:

— Armazenamento de culturas puras de leveduras;

— Propagacdo progressiva de culturas de leveduras desde a escala laboratorial até a escala de
producéo;

— Armazenamento e acondicionamento de leveduras utilizadas na fermentacdo de forma a
manter a sua viabilidade para reutilizacao;

— Realizacédo de analises microbioldgicas;

— Elaboracéo de um manual de procedimentos analiticos.

A intencdo é que a empresa tenha a capacidade de produzir e armazenar as suas proprias
leveduras de forma a contornar a necessidade de fornecimento externo e estudar as
potencialidades econdémicas destas medidas. A possibilidade de a Sovina possuir e manter o
seu proprio banco de leveduras podera também trazer beneficios ao nivel da utilizacéo
leveduras no processo fermentativo, uma vez que ndo estara sujeita a limitacGes inerentes a
compra das mesmas.

O armazenamento e acondicionamento de leveduras utilizadas no processo fermentativo
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viabilizara a sua reutilizacdo, potenciando, assim, a poupanca de recursos inerentes a
propagacao de leveduras a partir de uma cultura.

Por sua vez, a analise microbioldgica tem como objetivo detetar possiveis contaminagfes por
parte de microrganismos estranhos ao processo fermentativo, durante o processo de produgéo

de cerveja bem como ao produto final. Desta forma a empresa pretende aumentar os seus

padrdes de seguranca e qualidade alimentar.

1.3 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertagdo esté dividida em seis partes.

A primeira parte consiste num enquadramento geral, onde é feita uma breve descricdo da
empresa e estdo definidos os objetivos e motivacdes da realizacdo desta dissertacéo.

Na segunda parte apresenta-se uma introducdo tedrica aos conceitos pertinentes no
desenvolvimento deste projeto. Inicia-se por breve referéncia a historia da cerveja e as suas
origens, seguida de uma descricdo dos processos de producdo desta bebida. De forma a
enquadrar a relacdo entre a producdo de cerveja e a implementacdo de um laboratério numa
cervejeira artesanal, apresenta-se, de forma sucinta, uma descricdo das leveduras utilizadas
neste processo e dos microrganismos que podem ser responsaveis pela contaminacao deste
produto. Apresenta-se, também, uma revisdo ao estado da arte no que concerne a propagacao e
reutilizacdo de leveduras. Finaliza-se com uma revisao aos conceitos teéricos relativos ao
estudo de viabilidade econémica de um projeto.

Na terceira parte definem-se as fungdes do laboratério e as estratégias para 0 seu cumprimento.
Descrevem-se metodos a utilizar no funcionamento do laboratério e definem-se o0s
procedimentos a seguir.

O projeto de construcdo e montagem do laboratério é apresentado na parte quatro. Inicialmente,
apresentam-se as plantas de construcéo, instalacdo de utilidades e instalagéo do sistema AVAC
fazendo-se referéncia aos materiais a utilizar e ao processo de tomada de decisdo. De seguida
apresenta-se uma listagem do mobiliario, equipamento e materiais necessarios para a
implementacédo do laboratério.

A quinta parte é constituida por um levantamento dos custos e dos beneficios inerentes a
implementacdo do projeto. Apresentam-se os resultados obtidos no calculo de indicadores de
viabilidade econdmica e procede-se a sua discussao.

As conclus6es da dissertacdo encontram-se na sexta parte.
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2. INTRODUCAO

2.1 A Historia da Cerveja

A historia da cerveja e a historia da humanidade estdo intrinsecamente relacionadas. Os
primeiros indicios de que os seres humanos produziam bebidas fermentadas datam do periodo
neolitico (Meussdoerffer, 2009) quando o Homem passou de um estilo de vida de
cacador-recolector para um estilo de vida sedentario. Com o advento da agricultura e a producéo
de cereais terdo surgido as primeiras bebidas fermentadas, os antepassados da cerveja.

Os primeiros registos escritos sobre a producdo de cerveja vém da Suméria por volta de
4000 a.C. (Hornsey, 2013). Este povo percebeu que a massa do pdo, quando molhada,
fermentava. Imagina-se que assim tera surgido uma forma primitiva de cerveja o chamado “pao
liquido™.

Existem varios registos que indicam o consumo e producdo de cerveja por parte de povos da
Mesopotamia e do Egito. Estes povos utilizavam a cerveja como bebida espiritual em rituais
religiosos e situacdes de grande importancia social (Hornsey, 2013). Arquedlogos encontraram
recipientes com malte de cerveja em timulos de farads que datam de 1550 a.C. (Paquete, 2013).
Nos periodos Helénico e Romanico a cerveja passou a ser associada como uma bebida das
classes mais baixas e dos povos barbaros hostis (Kiefer, 2001). Os gregos e 0s romanos eram
apreciadores de vinho e consideravam a cerveja como uma bebida impura e indigna de um
verdadeiro cidaddo.

Com a queda do Império Romano as tribos germanicas quebraram as antigas fronteiras e
disseminaram-se pela Europa trazendo consigo a sua cultura cervejeira. Estes foram tempos
conturbados em que a terra era fustigada pela guerra, coube aos mosteiros dedicarem-se a
producdo de cerveja uma vez que serviam como reflgio para esta atividade (Meussdoerffer,
2009).

E aos mosteiros que se atribui a primeira utilizagio de ltpulo na cerveja. Embora ja se usassem
outras ervas e especiarias. Atribuia-se ao lupulo propriedades ndo s6 aromaticas como tambéem
conservantes.

Em 1516 foi instituida, pelo duque Guilherme 1V, a Lei Alema da Pureza (Reinheitsgebot) o
mais antigo codigo de alimentos do mundo, com o objetivo de regulamentar o processo de
manufatura da cerveja. Este codigo ditava que os unicos ingredientes aceites no fabrico de

cerveja sdo: agua, malte, lupulo e levedura (Meussdoerffer, 2009).
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A grande evolucédo da inddstria cervejeira verificada nos séculos XVIII e XIV foi em grande
parte o resultado da implementacdo de métodos e principios cientificos que permitiu o
desenvolvimento de equipamento e tecnologia mais apropriados. A producéo desta bebida em
maiores quantidades, bem como a sua popularidade, permitiu a sua disseminagéo por todo o

mundo, sendo hoje uma das bebidas alcodlicas mais apreciadas.

2.2 Producéo de Cerveja

A producdo de cerveja envolve uma série de processos que visam a transformacdo das
matérias-primas, malte, agua leveduras e lupulo, no produto final. Na Figura 1 apresenta-se um

esquema com a sucessao desses processos sob a forma de um fluxograma.

1. Rececédo de
Matérias-Primas

2. Armazenamento de
Matérias-Primas

2.1. Economato 2.2. Refrigeragéo

3. Preparaciao dos
Cereais

4. Brassagem

5. Fervura do Mosto
6. Fermentacdo e
Maturacio

Figura 1- Fluxograma de producéo de cerveja.
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2.2.1 Rececdo e Armazenamento de Matérias-Primas

As matérias-primas, ap6s a chegada a empresa sdo recebidas e separadas pelo responsavel de
armazém. Os maltes sdo armazenados & temperatura ambiente, enquanto os lupulos e as

leveduras séo armazenados em ambiente refrigerado.

2.2.2 Preparagdo dos Cereais

Cada cerveja possui uma receita Unica que resulta da utilizacao de diferentes tipos de malte em
determinadas proporgdes. Assim, antes de se proceder & brassagem € necessario pesar 0S
diferentes maltes segundo a receita da cerveja que se pretende produzir. Apds a pesagem, 0
malte € moido. A moagem tem como objetivo partir os grdos de malte de forma a obter maior

eficiéncia no processo de brassagem.

2.2.3 Brassagem

A brassagem consiste no processo de mistura do malte moido com uma determinada quantidade
de agua a uma temperatura adequada de forma a ativar as enzimas. Com a ativacao das enzimas
0 amido é convertido em acUcares fermentesciveis e as proteinas convertidas em nutrientes. As
temperaturas de brassagem variam normalmente entre os 60 °C e os 70 °C. Geralmente
temperaturas mais elevadas ddo origem a mostos ricos em dextrinas, que por sua vez originam
cervejas menos alcodlicas e com aromas mais maltados, enquanto temperaturas mais baixas
dao origem a mostos mais fermentaveis (Bamford & Ward, 2014).

No final deste processo ocorre a separacdo da fase liquida, o chamado mosto doce ou ndo

lupulado, e sélida, os restos dos gréos.

2.2.4 Fervura do Mosto

O mosto doce é transferido para um recipiente onde se adiciona lGpulo ou extratos de lapulo.
Posteriormente 0 mosto com o lapulo é fervido por cerca de 2 h. Durante a fervura o mosto vai
sofrendo alteragdes, sendo as mais evidentes a coagulacdo de proteinas, o desenvolvimento de
aromas do lupulo e a destruicdo de microrganismos. O mosto € de seguida clarificado,

arrefecido e arejado como preparacao para a fermentacao.

2.2.5 Fermentacéo

A fermentacdo pode ocorrer em diferentes tipos de recipiente, que tanto podem ser abertos,
completamente fechados ou parcialmente abertos durante um periodo especifico da
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fermentacdo. A variedade existente de fermentadores deve-se ao fato de as leveduras, ao
crescerem em ambientes diferentes, produzem diferentes variedades de cervejas.

A fermentacdo inicia-se ap0s a inoculagdo do mosto arrefecido e lupulado, com a levedura
selecionada. A selecdo da levedura depende das caracteristicas que se pretende incluir na
cerveja, uma vez que diferentes estirpes originam diferentes produtos que poderdo conferir
diferentes caracteristicas a cerveja (White & Zainasheff, 2010).

E usual fazer a distingao de dois tipos de fermentacio: a alta e a baixa. A fermentacio alta é
caracteristica dos “ales” em que a levedura sobe para o topo do fermentador onde se forma a
espuma, e a baixa fermentagao, tradicional das “lagers” em que a levedura sedimenta no fundo
do fermentador. A alta fermentacdo é caraterizada por ser mais rapida e realizada a temperaturas
mais elevadas entre 15 °C e 20 °C durante 2 d a 3 d. Em comparacdo, a baixa fermentagdo é
realizada a temperaturas mais baixas entre 10 °C e 15 °C e consequentemente é mais demorada
(Palmer, 1999).

A medida que os aglcares do mosto sdo convertidos e a concentracdo de etanol aumenta
verifica-se um declinio no valor de massa volumica. A densidade inicial, a gravidade apés a

fermentacdo e o teor alcodlico sdo caracteristicas muito importantes na qualificacdo de cervejas.

2.2.6 Maturacdo

Apbs a fermentacdo a cerveja apresenta-se ainda em estado de pouca maturacdo, sendo que as
suas caracteristicas aromaticas ndo estdo completamente desenvolvidas. A maturacdo é
necessaria para o aprimoramento do sabor. A cerveja é assim armazenada em recipientes

préprios, a baixas temperaturas, onde ocorre a segunda fermentacao.

2.3 Leveduras Utilizadas na Producéo de Cerveja

As leveduras utilizadas na producdo de cerveja pertencem género Saccharomyces podendo
variar na sua espécie e estirpe. Ao contrario das leveduras selvagens deste género, ndo séo
capazes de se reproduzir por esporulagéo e sdo poliploides (White & Zainasheff, 2010).
Dividem-se em duas espécies, “ale” e “lager”. As leveduras “ale”, S. cerevisiae,
caracterizam-se por flocularem para o topo do fermentador e por realizarem a fermentacéo a
temperaturas mais elevadas (Lodolo et al., 2008). Por sua vez as leveduras “lager”, S.
pastorianus, floculam param o fundo do fermentador e fermentam a temperaturas mais baixas
(Lodolo et al., 2008).
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2.3.1 Morfologia

Células individuais de levedura ndo sdo visiveis a olho nu, somente quando proliferam
formando uma massa de milhdes de células € que se tornam evidentes. Quando isto ocorre, em
liquidos, as leveduras tomam a aparéncia de peliculas superficiais, sedimentos ou turvacio. E
comum que a biomassa de levedura esteja manchada pelos constituintes do meio que aderem a
parede celular, possuindo assim a sua cor. Em meio incolor, as Saccharomyces possuem uma
cor eshbranquicada, cinzenta ou bege (Briggs et al., 2004).

Aquando da transferéncia de células de levedura para um meio de crescimento solidificado com
gel de agarose, a proliferacao subsequente origina a formacéao de coldnias circulares de células.
A forma e o tamanho destas coldnias variam com a espécie e a estirpe da levedura, a natureza
do meio utilizado, com o agente de solidificacdo e com as condic¢des sob as quais 0 meio foi
encubado. O conhecimento e a correta manipulacdo destes parametros permite a identificacéo
de espécies e estirpes de levedura, uma vez que diferentes leveduras originam colonias de
diferentes caracteristicas. Outras caracteristicas morfologicas que permitem a identificacdo de

leveduras s&o o tamanho individual das células, a forma e o padrdo de propagacéao vegetativa.

2.3.2 Ciclo Celular

A proliferacdo de organismos unicelulares requer a coordenacdo de VArios processos
bioquimicos que desencadeiam o crescimento celular e de uma série de eventos que levam a
multiplicacdo celular. A combinacdo dos eventos que ocorrem durante os intervalos entre a
separacgdo de sucessivas células filhas é chamado de ciclo celular (Figura 2). Este ciclo requer
a coordenacdo de eventos continuos como o crescimento celular com processos descontinuos
de replicacdo de ADN, mitose e excisdo da célula filha.

A progressdo do ciclo celular considera trés pontos de vista. O primeiro tem em conta as
alterac6es morfoldgicas que ocorrem quando uma célula mée da origem a uma célula filha. O
segundo, as alteracdes bioquimicas que sustentam o processo de proliferacdo de células. O
terceiro ponto analisa os mecanismos moleculares que regulam a coordenagéao de processos de
crescimento celular e multiplicacdo. Por conveniéncia o ciclo celular é divido em diferentes
fases, G1la fase pré-sintética, S a fase sintética durante a qual o ADN ¢ replicado, G2 a fase pos
sintéetica e a fase M onde ocorre a mitose e a citocinese.

A S. cerevisiae reproduz-se assexuadamente por gemulacdo, ou seja, a divisdo celular é
assimétrica, a célula filha é mais pequena que a célula mée e forma uma estrutura denominada

gomo. A formacéo e a separacdo do gomo € acompanhada por uma divisdo e segregacao
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nuclear. Este processo é direcional, e portanto, a célula tem de estar polarizada para assegurara

orientacdo correta da divisdo do nucleo e do gomo em desenvolvimento.

CITOCINESE | i
Separacao M
da célula filha Célula com 1 corpo polar
da célula mae do fuso acromatico EI
8 S
- —a
A Gomo emerge;
>, Corpo polar do
e fuso acromatico &
/ INiCIO "\ replicado e move-se a
volta do invélucro
(alcangado ) nuclear

o tamanho

L critico da
Divisao nuclear célula)

A

(0)-

PRE-
ANAFASE

Fuso bipolar
alinhado
com o gomo

®.

[ ANAFASE B @
Alongamento do R PRE-METAFASE

fuso acromatico s
Fuso captura cromatideos
por ligacao de centrobmeros
a microtabulos descontinuos
via cinetécoro

@ 2 METAFASE
S

Todos os cromatideos
encontram-se ligados

ANAFASE A ‘ e oscilam a volt.fa da
placa equatorial
Segregacgao dos cromatideos.

Separacgao dos polos do
fuso acromatico.

Figura 2- Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae (adaptado de Briggs et al., 2004).

2.4 A Microbiologia da Cerveja

Os microrganismos podem exercer efeitos adversos no processo de producdo de cerveja tanto
direta como indiretamente. Os efeitos direitos sdo0 mais Obvios e estdo relacionados com a
presenca de microrganismos estranhos no mosto ou no produto final. O mosto, sendo uma fonte
rica de nutrientes e oxigénio, é suscetivel de suportar a proliferagdo de microrganismos. Este
risco € diminuido apods a adicdo de lupulo, uma vez que, este demonstra ter propriedades
antibacterianas (Sakamoto & Konnings, 2003). Ainda assim, existem muitos microrganismos
que conseguem sobreviver a sua presenca, como sao exemplo as leveduras e algumas bactérias
acido-lacticas (Suzuki et al., 2006). Os efeitos da contaminacdo microbiana podem variar desde
pequenas alteracbes no aroma da cerveja até a presenca de grandes defeitos que a tornam
imprépria para consumo (Vaughan et al., 2005) ou a superatenuagdo (termo utilizado quando a
conversdo de acucares excede o desejado) do mosto (Andrews & Gilliard, 1952). Apds a

inoculacdo o mosto fica, em certa medida, protegido pelas leveduras, uma vez que as espécies
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contaminantes em concentracbes mais baixas sdo incapazes de competir. A cerveja é
considerada um meio hostil para o crescimento microbiano devido a escassez nutrientes apés a
fermentacdo, elevada concentracdo de etanol e dioxido de carbono, pH baixo e caréncia de
oxigénio, que juntamente com o0s componentes &cidos do lGpulo confere propriedades
antissépticas a esta bebida (Suzuki, 2011).

A presenca de microrganismos afeta a cerveja indiretamente de trés formas. Primeiramente, o
crescimento microbiano na matéria-prima poderd causar alteragdes no comportamento da
mesma durante o processo de producdo (Nierop et al., 2006). Segundo, a contaminagdo da
matéria-prima pode gerar metabolitos microbianos que poderdo persistir no processo de
producdo e exercer efeitos adversos tanto a nivel da seguranca do produto (Gumus et al., 2004,
Krogh et al., 1974), como da qualidade em termos organoléticos (Wolf-Hall & Schwarz, 2002).
Terceiro, matérias-primas com elevados indices de contaminagdo microbiana poderdo
introduzir biomassa microbiana na cerveja “verde” (ndo maturada) que, apesar de morta, traz
problemas em processos como a filtracdo, causando turvacdo na cerveja (Nierop et al., 2006).
Os microrganismos mais comummente envolvidos na contaminagédo da cerveja ou de cervejeira
podem incluir estirpes selvagens de leveduras, S. cerevisiae ou ndo, bactérias Gram-positivas e

bactérias Gram-negativas (Goldammer, 2008).

2.4.1 Leveduras Selvagens

Na industria cervejeira consideram-se leveduras selvagens todas as leveduras que ndo sao
utilizadas deliberadamente na fermentacdo de uma determinada cerveja. Assim aplica-se este
termo a leveduras que ndo sdo do género Saccharomyces, a espécies e estirpes selvagens de
Saccharomyces e a leveduras utilizadas na producdo de outros tipos de cerveja (Pham et
al., 2011). A presenca de leveduras selvagens pode originar turvacdo na cerveja, aromas
indesejados, decréscimo de producdo de etanol e racio de conversdo de acgucares e
superatenuacao (Briggs et al., 2004).

2.4.2 Bactérias

Apesar de a cerveja ser considerada uma bebida microbiologicamente estavel, algumas
bactérias sdo capazes de proliferar neste meio. A instabilidade microbiologica na cerveja é
maioritariamente causada por bactérias dos géneros Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus e
Megasphaeria (Suzuki, 2011). Outras bactérias associadas & contaminagdo de cerveja sao

bactérias acéticas, Zymomonas e Enterobacteriaceae (Vriesekoop et al., 2012).
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As bactérias dos géneros Lactobacillus e Pediococcus sdo bactérias acido-lacticas e séo
responsaveis por grande parte das contaminacdes observadas na cerveja (Ogden & Tubb, 1985).
Com forma de bacilo ou cocos estritamente fermentativos, estas bactérias sdo Gram-positivas
e anaerdbias facultativas pertencentes a ordem Lactobacillales (Vriesekoop et al., 2012).

Pectinatus e Megasphaeria sdo bactérias estritamente anaerobias que podem contaminar
cerveja embalada. A contaminacdo de cervejas por estas bactérias pode causar formacédo de

sedimentos, turbacdo e presenca de odores e sabores indesejados (Suzuki, 2011).

2.5 Reutilizacdo de Leveduras

A reutilizacdo de leveduras consiste na recolha de leveduras de um lote de cerveja para
reaproveitamento na elaboracéo de um novo lote. Apos a fermentacéo as leveduras séo retiradas
do fermentador de onde sdo transferidas para um novo fermentador ou para armazenamento.
Embora teoricamente ndo exista um limite para o nimero de vezes que as leveduras podem ser
colhidas e re-inoculadas, a maioria das cervejeiras modernas introduzem novas culturas de
leveduras de forma periddica (Briggs et al., 2004). Existem varias razdes que justificam este
procedimento. Numa cervejeira onde sdo utilizadas diferentes estirpes de levedura, baixos
niveis de contaminagdo séo inevitaveis e existe sempre o risco de contaminacgdo por leveduras
selvagens e bactérias indesejaveis (Manzano et al., 2005). A constante reutilizacdo de leveduras
pode afetar a produtividade devido a instabilidade genética. O aparecimento de mutacfes que
limitam a capacidade da levedura formar mitocéndrias funcionais € muito comum neste setor
industrial (Gibson et al., 2008). Por outro lado, as leveduras recém-propagadas em laboratério
ndo apresentam os mesmos indices de produtividade e de qualidade que as leveduras
reutilizadas, apresentando uma fase de laténcia mais prolongada e consequentemente
demorando mais tempo a atingir a atenuacao final pretendida bem como uma floculagdo mais
lenta (Powel et al., 2003).

2.5.1 Recolha de Leveduras para Reutilizacédo

Apos a fermentacdo, as leveduras podem ser recolhidas tanto do topo do fermentador como do
fundo deste, com diferentes resultados. A recolha do topo do fermentador é mais vantajosa, na
medida em que permite obter leveduras com melhores indices de viabilidade e vitalidade e com
menos detritos (White & Zainasheff, 2012). No entanto, este método € invidvel para leveduras
“lager” que floculam para o fundo do fermentador. A utilizacdo de fermentadores

cilindro-conicos impede 0 acesso ao topo do fermentador, assim, a maioria das cervejeiras

10
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atuais recolhem as suas leveduras do fundo do fermentador.

As leveduras depositadas no fundo do fermentador tendem a formar uma espécie de lama (yeast
slurry) que se distribui em trés camadas distintas (Figura 3). A camada inferior € constituida
por leveduras que sedimentaram mais cedo e a camada superior é constituida por leveduras que
flocularam numa fase mais tardia da fermentacdo, normalmente tratam-se de células mais
envelhecidas (maior numero de cicatrizes de gemulacdo) (Kurek et al., 2009). A floculacao
tardia ou precoce pode levar a producdo de aromas ndo desejados, ao arranque lento da
fermentacdo e a atenuacdo (conversdo de agucares) incompleta da cerveja (Verstrepen et al.,
2003). A camada inferior deve ser drenada a partir do fundo. Assim que se verifiqgue uma
alteracdo da yeast slurry, para uma cor mais clara e aspeto cremoso, esta-se perante a camada
intermediaria onde de encontram as leveduras com floculagdo normal que devem ser recolhidas
para reaproveitamento ou armazenamento. A camada superior é constituida por leveduras que
sedimentaram mais tarde e por sedimentos e representa nova alteracdo na cor e aspeto da

yeast slurry.

2.5.2 Armazenamento de Leveduras para Reutilizacao

Quando ndo é possivel a reutilizacdo imediata das leveduras recolhidas procede-se ao
armazenamento das mesmas. O objetivo do armazenamento de leveduras é minimizar a
atividade bioldgicas destes seres, mantendo a sua viabilidade pelo maximo de tempo possivel.
As slurry de leveduras devem ser armazenadas a temperatura de 2 °C a 4 °C & qual pode ser
adicionada cerveja, &gua ou uma solucdo de 2 % de dihidrogenofosfato de potassio (Priest &
Stewart, 2006). Os recipientes utilizados neste processo deverdo ser fechados, de facil lavagem

e deverdo permitir a libertacdo de CO> para o exterior (White & Zainasheff, 2012)

2.6 Propagacéao de Leveduras

Usualmente as leveduras sdo reutilizadas de 5 a 20 vezes antes de serem descartadas. Esta
variacdo reflete a subjetividade inerente a esta pratica, sendo que cada cervejeiro avalia a
necessidade da renovacdo da populagdo de leveduras de uma forma empirica. A decisdo de
introduzir uma nova cultura devera ser baseada tanto em dados microbioldgicos como em dados
que reflitam a performance das leveduras em utilizacdo. O processo devera ser conduzido para
gue uma nova cultura seja introduzida quando a experiéncia indica que as culturas antigas estao

a aproximar-se do final dos seus ciclos uteis.

11
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camada do topo; leveduras que flocularam
mais lentamente, detritos e possibilidade de
conter leveduras com mutagdes respiratorias

camada do meio; leveduras com floculagio e
atenuacdo medianas

camada do fundo; leveduras com floculagdo
rapida, baixa atenuacdo e detritos

Figura 3- Camadas de leveduras num fermentador cilindro-conico ap6s sedimentagdo (adaptado de White & Zainasheff,
2012).

2.6.1 Propagacao de Leveduras por Subcultura Sucessiva

O principal objetivo da propagacdo de leveduras em laboratério é fazer crescer uma cultura
pura de leveduras com volume suficiente para ser utilizada a escala do processo de producao
de cerveja. A propagacdo é realizada a partir de métodos microbioldgicos tradicionais e deve
ser conduzida por profissionais especializados. E importante assegurar que a cultura se mantem
pura durante esta fase.

Para gerar uma cultura de propagacao de laboratorio terminal é necessario proceder a uma série
de culturas intermédias com progressivo aumento de volume. Todo o processo demora cerca
de duas semanas. O crescimento das leveduras é estimulado por aerizacdo continua e a
concentracdo celular final devera estar compreendida entre 150x10® mL* a 200x10® mL* e
viabilidade superior a 98 % (White & Zainasheff, 2012). Este processo encontra-se

esquematizado na Figura 4.

Cultura 10 mL 50 mL 500 mL 20 L 35L
purade de mosto de mosto de mosto de mosto de mosto de mosto
levedura com lupulo com lupulo com lupulo

Figura 4- Propagacao sucessiva de leveduras a partir de uma cultura pura de leveduras.
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2.6.2 Manutencdo e Armazenamento de Culturas Puras de Leveduras

A complexidade do processo de armazenamento de leveduras depende do tamanho da operacao
em curso e das necessidades da mesma. Em suma, deverd garantir qua as culturas cheguem ao
processo de fabrico com garantida identidade e pureza. De forma a cumprir estes requisitos
deverdo se utilizados métodos de armazenamento que garantam que as culturas se mantenham
puras, viaveis e nao sujeitas a alteracdes geneticas. Existem varios métodos para este efeito com
diferentes niveis de sucesso. Entre eles destacam-se o método de subcultura periddica, a
liofilizacdo e o congelamento em nitrogénio liquido.

O método de subcultura periodica em tubos de agar inclinados consiste na utilizacdo de tubos
de ensaio com cerca de 10 mL de meio de cultura solidificado com agarose. De forma a
maximizar a area de superficie o agar é solidificado com o tubo posicionado de forma inclinada
(slant). O &gar ¢ inoculado com uma cultura de leveduras pura na superficie do gel. Os tubos
sdo armazenados a uma temperatura entre 2 °C a 4 °C de forma a minimizar a atividade
metabolica maximizando, assim, o tempo de armazenamento. O armazenamento prolongado
poderd originar a perda de viabilidade, mas ainda assim garante resultados para periodos
compreendidos entre quatro a seis meses. A utilizagdo de tubos de maior volume ou frascos
podera resultar num tempo de armazenamento prolongado, na medida em que, maiores volumes
de meio proporcionam maior quantidade de nutrientes. Este método tem como principais
vantagens a sua simplicidade e baixo custo. A maior desvantagem da utilizacdo deste método
é o risco de surgirem alteracdes bioquimicas e morfolégicas ap6s sucessivas inoculagoes
(Kirsop, 1974).

A liofilizacdo consiste no congelamento rapido das culturas seguido de uma secagem em vacuo
para que a agua seja removida por sublimacdo. O processo é executado em ampolas de vidro
que sdo seladas apds a secagem. Estas culturas podem ser armazenadas por extensos periodos
de tempo e podem ser reativadas quebrando as ampolas de vidro e transferindo a cultura para
um meio de crescimento liquido. Apesar do aumento do tempo de armazenamento este método
apresenta algumas limitagdes. A secagem e congelamento provocam a morte de cerca de 95 %
das células inoculadas o que reduz a viabilidade (Kirsop, 1955). Mais preocupante ainda é o
facto de a liofilizagdo provocar o aparecimento de células com deficiéncias respiratorias e
fermentativas (Wynants, 1962). No entanto, o desenvolvimento de novos métodos de
liofilizacdo, nomeadamente através da utilizagdo de trealose como protetor, permitiu atenuar

estas limitages aumentando, assim, a viabilidade das leveduras armazenadas (Bond, 2007).
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O congelamento de culturas em azoto liquido é o método mais eficaz de armazenamento de
leveduras. As culturas sdo congeladas em azoto liquido (— 196 °C) de forma controlada,
permitindo o armazenamento por varios anos sem comprometer o genétipo das celulas

(Morakile et al., 2002). Apesar de ser o método mais vidvel apresenta custos muito elevados.

2.7 Estudo de Viabilidade Economica de um Projeto

O estudo de viabilidade deve servir de base a decisdo de investir em determinado projeto. Este
estudo deve apresentar um projeto com uma capacidade de producdo bem definida, numa
localizacdo escolhida e que utilize tecnologias especificas em funcdo de materiais e de fatores
de producdo, custos de investimento e de producdo, e com um resultado de beneficios que
assegure um dado rendimento ao investimento. Um estudo de viabilidade so sera satisfatorio se
analisar todos os elementos principais e as implicacfes de base de um projeto industrial;
qualquer lacuna neste dominio limitaré a sua utilidade (Camacho & Rosa, 1989).

Fazer um estudo de viabilidade econémica de um projeto pressupde, numa fase inicial, a
realizacdo de uma série de estudos técnicos no sentido de determinar se € viavel ou ndo iniciar
um novo projeto (Marques, 2000). Estes estudos preliminares permitirdo firmar as condi¢des
que satisfazem os requisitos de quem promove o0 projeto no sentido de clarificar as vantagens
da sua realizacéo.

Numa fase seguinte é necessario determinar fluxos financeiros gerados pelo projeto com o
objetivo de avaliar a sua rentabilidade financeira. E nesta fase que se tragca um plano de negdcios
que ira suportar a viabilidade do investimento a ser feito.

Para quem investe no projeto é necessario que este se torne atrativo na medida em que o lucro
gerado seja superior a outros investimentos e, como tal, € necessario determinar o retorno do

investimento.

2.7.1 Fluxos Financeiros

Os principais métodos de avaliacdo de projectdes utilizados assentam na nogéao de cash flow ou
fluxo financeiro. A determinacdo do fluxo financeiro pretende ser uma medida da corrente em
movimento (dai a designacao fluxo) dos meios liquidos da empresa, isto é pretende identificar
o fluxo de entradas (beneficios/recebimentos) e saidas (custo/pagamentos) de dinheiro e seus
equivalentes durante o ciclo de vida do projeto (Moreira, 1999).

Esta determinacdo é util na medida em que proporciona uma base para determinar a capacidade

de uma empresa gerar dinheiro. Ela permite melhorar o conhecimento das variages ocorridas
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na estrutura financeira e a capacidade de gerar, e em que tempo, meios de pagamento com 0
objetivo de se adaptar a situacdes de mudanca e oportunidades de mercado.

A determinacdo do fluxo financeiro em atividades de investimento é importante porque
representa a extenséo pela qual os dispéndios foram realizados para recursos destinados a gerar

rendimentos futuros e fluxos de caixa (Silva, 2013).

2.7.2 Valor Atual Liquido

O Valor Atual Liquido é definido como o valor obtido ao atualizar, anualmente, a diferenca
entre as saidas e as entradas em caixa durante toda a exploracéo do projeto, a uma taxa de juro
fixa e pré-determinada. Inclui os fluxos liquidos gerados pelo projeto e € um indicador
quantitativo dos efeitos produzidos pelo investimento no projeto em questdo. O célculo do VAL

é traduzido pela Equacdo 1 (Rold&o, 2007):

CFt
VALk - ?=0 m

(E.q. 1)

Em que:

t—n° do periodo;

n —namero total de periodos da vida Gtil do projeto ou do horizonte temporal da analise;

CFt — valor do fluxo financeiro (positivo/negativo) gerado pelo projeto no periodo t;

k — taxa de atualizacdo que deve refletir o custo de oportunidade do capital, ou seja, 0
rendimento que sera possivel obter efetuando uma aplicacédo alternativa do capital;

O VAL permite ter em consideracdo a totalidade do periodo de vida do projeto bem como o
escalonamento dos movimentos de fundos e, como tal, oferece grandes vantagens quando se
trate de efetuar escolhas em comparacdo com o periodo de cobertura ou com a taxa anual de

rentabilidade (Camacho & Rosa, 1989).

2.7.3 Taxa Interna de Rentabilidade

O método do TIR (taxa interna de rentabilidade) mede o tempo-valor do dinheiro pelo VAL.
TIR é um indicador usado de forma a poder concluir-se se o projeto é ou ndo rentavel de modo
a cobrir remuneragOes de capital, podendo assim ser comparada a taxa de financiamento do
projeto. Quanto maior for o valor do TIR maior serd a rendabilidade do projeto (Young &
Ernest, 1994).

O TIR é a taxa a qual o valor atualizado das receitas do projeto iguala o valor atualizado do
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investimento, com um valor atualizado liquido igual a 0. O procedimento de célculo do TIR €
0 mesmo que o do VAL (Camacho & Rosa, 1989). Este critério é aconselhavel quando é
desconhecida ou controversa a taxa de atualizacdo e quando s&o comparados projetos com
niveis de investimento e vidas uteis diferentes, sendo por isso completado com o VAL
(Abecassis & Cabral, 2000).

Podera entdo ser calculada ao igualar a expressdo do VAL a 0, traduzindo-se da Equacdo 2
(Roldé&o, 2007):

CFt

—_ n —
VAL = ¥ oo = O (E.q. 2)

2.7.4 Anuidade Equivalente

A Anuidade Equivalente (AE) € um critério indicado quando se procura estabelecer, para varias
alternativas, uma cifra de comparacao entre projetos distintos tanto no montante inicial de
investimento como durante a sua vida Util. (Abecassis & Cabral, 2000)

Assim sera traduzido pela Equacéo 3:

k(A+Kr)™
a1 (E.q. 3)

AEk = VALk X

Este critério ndo esclarece no entanto o grau de rentabilidade do projeto, visto estar limitado ao

custo.

2.7.5 Tempo de Recuperacédo

O tempo de recuperacdo (TR) determina o periodo de retorno do investimento realizado, isto &,
define o prazo necessario para recuperar as despesas iniciais do investimento através dos fluxos
gerados (beneficios liquidos) pelo projeto em questao.

A principal vantagem na utilizacdo do periodo de recuperacdo € a sua facilidade de célculo
sendo que o seu valor ndo faz qualquer referéncia a rentabilidade do investimento (Abecassis
& Cabral, 2000). Este critério é essencialmente Gtil na analise de risco no caso daquelas
empresas que querem que o capital investido seja recuperado o mais rapidamente possivel por
forma a evitar certos riscos (competitividade, instabilidades econoémicas ou politicas do meio
em gue se insere, entre outros) (Camacho & Rosa, 1989).

O TR representa 0 momento, no tempo de duragdo de um investimento, em que a soma de todos

os fluxos financeiros (Balango Total) é igual a zero, podendo ser determinado para fluxos
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financeiros atualizados ou ndo (Camacho & Rosa, 1989).

3. PROCEDIMENTOS ANALITICOS E FUNCOES DO LABORATORIO

Os procedimentos analiticos e as funcbes do laboratorio foram determinados segundo os
objetivos enumerados em 1.2. Neste capitulo apresenta-se um levantamento das principais
funcBes do laboratorio e dos métodos a utilizar na realizacdo das mesmas. Os procedimentos
analiticos para a realizagdo das tarefas descritas neste capitulo sdo apresentados nos Anexos de
laVl.

Na Figura 5 apresenta-se um esquema para o planeamento de utilizacdo de leveduras na

empresa.

1.
Armazenamenio e
manuencdo de cuituras
puras de leveduras

2. Leveduras L
Propagacédo de recém- Produgédo de

Leveduras propagadas cenveja

Leveduras para
reutilizagio

3

4
Controlo de
qualidade de
leveduras

Armazenamenio de

leveduras para
reuilizacio

Descartar
leveduras e
reiniciar o
processo

@- Rejeitar? @

Figura 5- Esquema de utilizacdo de leveduras na empresa.

O objetivo principal deste projeto é que a empresa produza as suas proprias leveduras de forma
a cortar a necessidade de fornecimento externo. Para isso, podera se recorrer a propagacgao de
culturas de leveduras armazenadas ou a reutilizacdo de leveduras de uma fermentacgao preévia.

O armazenamento de leveduras para a reutilizacdo sera feito em recipientes de volumes entre
0s 20 L e 30 L a temperatura de 2 °C a 3 °C. Devido as dificuldades técnicas inerentes ao
armazenamento de recipientes deste volume no espaco do laboratdrio, nomeadamente a
aquisicdo de equipamento de frio que suplante estas necessidades, as leveduras para reutilizagéo

serdo armazenadas na cdmara de frio j& existente na empresa. A recolha e armazenamento de
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leveduras sdo da responsabilidade do Departamento de Producdo. Cabe ao/s técnico/s de
laboratdrio realizarem o controlo de qualidade das leveduras armazenadas. O controlo de
qualidade de leveduras devera ser realizado antes do armazenamento, antes da utilizacdo e a
cada periodo de 7 dias de armazenamento. As leveduras que ndo apresentem as condi¢es ideais
para a reutilizacdo deverdo ser descartadas.

Na Tabela 1 apresenta-se a lista de tarefas a realizar, a frequéncia a que as tarefas deverao ser

cumpridas e os procedimentos a efetuar na sua execugao.

Tabela 1-Tarefas a realizar no laboratério, frequéncia de execucdo e procedimentos a aplicar

Tarefa Frequéncia Procedimentos

Sempre que requerido pelo
Propagacéo de leveduras ) 3.2 (Anexo 1)
responsavel de producéo

3 3 -trimestral para “slants”;
Renovagdo de culturas mée 3.1 (Anexo I)
-mensal para placas;

3.3 (Anexo I1I)
- Ap0s a recolha;
- 3.4 (Anexo 1V)
Testes a leveduras armazenadas - Antes de utilizar;
) 3.5 (Anexo V)
- A cada 7 dias;
3.6 (Anexo VI)
Testes microbioldgicos a cerveja pré 3.4 (Anexo 1V)
- A cada lote
engarrafamento 3.5 (Anexo V)
Testes microbioldgicos a cerveja - Apos engarrafamento; 3.4 (Anexo 1V)
engarrafada - Trimestral, 3.5 (Anexo V)
) o 3.4 (Anexo 1V)
Testes microbiologicos ao mosto antes
- A cada lote 3.5 (Anexo V)

da inoculacgéo
3.6. (Anexo VI)

3.4 (Anexo 1V)
- A cada 2 meses 3.5 (Anexo V)
3.6.1 (Anexo VI)

Teste microbioldgicos a superficies e
ambiente na area de producéo

3.4 (Anexo 1V)
- A cada 2 meses 3.5 (Anexo V)
3.6 (Anexo VI)

Teste microbioldgicos a superficies,

material e ambiente no laboratério
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3.1 Armazenamento e Manutencao de Culturas Puras de Estirpes de Levedura

O armazenamento de culturas puras das varias estirpes de levedura sera feito em tubos de ensaio
com rolha inclinados (slants), em gel de agarose (método de subcultura perioddica). O meio de
cultura utilizado sera mosto de cerveja a 10° Plato (unidade de medida de gravidade especifica
utilizada no setor cervejeiro, representa a concentracao de sacarose, em massa, huma solugédo
de &gua, constituindo, assim, uma aproximacao da concentragao massica de aglcares no mosto)
sem lupulo. Para cada estirpe deverdo ser mantidas trés culturas-mée que deverdo ser renovadas
a cada 3 meses. Este método de preservacdo garante resultados satisfatorios para periodos
curtos de armazenamento a baixo custo de aplicacdo. Estas condi¢Ges, embora adequadas para
a dimensdo projeto, poderdo ndo ser ideais para manutencdo da integridade bioldgicas das
culturas a longo prazo. Recomenda-se, como medida de precaugdo, o armazenamento das
culturas num laboratério especializado que recorra a técnicas mais avancadas como a
criopreservacao ou liofilizagéo.

Poderdo ser mantidas também culturas de trabalho, que deverdo servir para operacGes de
transferéncia de colonias, observacdo de pureza de uma estirpe, colheita de novas estirpes, entre
outras. Para este tipo de operagdes serdo utlizadas placas (caixas de Petri) com meio de cultura
idéntico ao utilizado no armazenamento, ou outro adequado a uma funcao especifica. Estas
culturas em placas poderdo ser armazenadas por periodos ndo superiores a um més.

Os tubos de ensaio e as placas, apds inoculados e fechados, deverdo ser armazenados no
frigorifico & temperatura de 2 °C. Todos os tubos e caixas deverdo estar selados e identificados
com o meio de cultura utilizado e data de elaboracdo, nome da estirpe de levedura e data de
inoculacéo.

O armazenamento e manutencgéo de culturas puras de diferentes estirpes de levedura envolve a
realizacdo das seguintes tarefas segundo os procedimentos apresentados no Anexo I:

— Preparacdo do meio de cultura para armazenamento;

— Preparacéo de tubos de ensaio e placas para armazenamento;

— Inoculagéo de leveduras em tubo de ensaio;

— Inoculagéo de leveduras em placas;

— Armazenamento de leveduras.

3.2 Propagacéao de Leveduras

Esta fase tem como objetivo a propagacéo de leveduras desde o armazenamento em tubos de
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ensaio ate a inoculacdo do mosto para a producgéo de cerveja. Assim serdo feitas propagacgdes
sucessivas em crescente volume de forma a atingir a quantidade de células necessarias a
producdo de cerveja.

A quantidade final de células requerida para inocular o mosto na cervejeira depende tanto do
volume a inocular como do tipo de cerveja a produzir. Cervejas “lager” necessitam de uma
maior quantidade de células para a fermentagdo em relagdo a cervejas “ale”. Antes de dar inicio
a fase de propagacéo de leveduras é importante determinar, juntamente com o mestre cervejeiro,
qual a quantidade final de células pretendida. A concentracdo total de células num determinado
passo da propagacao depende de varios fatores, entre eles, a estirpe da levedura e os parametros
do processo de propagacdo como a temperatura e a concentracdo de actcares no mosto (°Plato).
Assim, torna-se muito dificil prever a quantidade total de células presentes num determinado
volume.

A propagacdo de leveduras compreende a realizacdo das seguintes tarefas segundo o0s
procedimentos apresentados no Anexo II:

— Escolha de col6nias;

— Transferéncia de colénias da placa para a propagagéo;

— Propagacédo sucessiva de leveduras até ao volume pretendido.

Os procedimentos descritos no Anexo Il ndo séo restritivos. Pelo contrario, € esperado que ap0s
o inicio de funcionamento do laboratorio estes sejam testados e ajustados de forma a melhor se

adaptarem as especificidades que cada estirpe de levedura apresente.

3.3 Contagem de Células

A determinacdo da concentracdo de células numa amostra sera feita a partir da contagem de
células numa camara Neubauer. Este método permite ndo s6 a contagem de células, mas
também a determinacdo da viabilidade das mesmas, a partir da adicdo de um corante (Allen,
1994).

Para uma contagem mais precisa este método requer, na maioria das vezes, a realizacdo de
diluicdes em série. Concentracdes demasiado elevadas dificultam a contagem e conduzem a
resultados pouco precisos. O mesmo acontece para amostras com muito baixas concentragdes,
a escassez de células dificulta a contagem afetando a precisdo dos resultados (White &
Zainasheff, 2012). O fator de diluicdo necessario para a obtencdo de resultados satisfatérios
depende da natureza da amostra. Ou seja, amostras em que se esperam reduzidas concentracdes

de células (e.g. cerveja) requerem poucas, ou nenhuma, diluicdes. Amostras em que se espera

20



Projeto de um Laboratério na Cervejeira Sovina

uma concentracdo elevada (e.g. cerveja em fermentacdo) requerem um maior numero de
diluicdes.

A viabilidade e a percentagem de células vivas numa amostra e pode ser obtida durante a
contagem através da utilizacdo do azul-de-metileno. As células mortas ndo metabolizam este
corante apresentando assim uma cor azul escura. As células vivas absorvem o corante
lentamente e sdo capazes de o processar apresentando cor branca. Células azuis claro ou células
em gemulacdo em que a célula filha apresente cor azul escura ndo estdo mortas (Boulton &
Quain, 2001).

A realizacdo das tarefas em cima descritas requer a realizacdo dos seguintes procedimentos,
apresentados no Anexo IlI:

— DiluicGes em série;

— Contagem;

— Viabilidade.

3.4 Isolamento de Colonias em Meio Solido

Os métodos de analise microbioldgica de uma amostra requerem, na maioria das vezes, a
isolamento de col6nias em meio s6lido. Diferentes tipos de amostra necessitam de diferentes
técnicas de isolamento.

Em baixo, apresentam-se as diferentes técnicas para o isolamento de colonias e as suas

aplicacdes. Os procedimentos correspondentes a estas técnicas estdo descritos no Anexo IV.

3.4.1 Sementeira por Espalhamento

Este método é especialmente indicado para a analise de amostras com concentracao elevada de
células (e.g. lama de leveduras depositada no fermentador) (White & Zainasheff, 2012). Assim,
para sua aplicacdo, € necessario recorrer a diluigdo da amostra. O fator de diluigdo a aplicar
depende da concentracdo de células e podera ser avisado repetir o procedimento para diferentes
fatores de diluicdo (Sinogas et al., 2003).

3.4.2 Sementeira por Riscado

Método de isolamento de coldnias bastante simples e apropriado para amostras de
concentracdes elevadas, cujo objetivo € gerar colonias bem afastadas umas das outras (Sinogas
et al., 2003). No inicio do riscado a concentragdo de células é elevada, o que pode originar a

formacdo de coldnias sobrepostas ou confluentes, mas a medida que o riscado prossegue a
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concentracdo de células diminui e obtém-se coldnias cada vez mais isoladas.

3.4.3 Sementeira por Incorporacgao

O método de sementeira por incorporagdo envolve a mistura de uma amostra (de 1 mL a 10 mL)
com o meio de cultura ainda quente e no estado liquido. E apropriado para amostras de cerveja
ndo filtrada, cerveja maturada em garrafa e cerveja no fermentador (White & Zainasheff, 2012).
A aplicacéo deste método requer alguns cuidados. A mistura da amostra com 0 meio de cultura
liquido devera ser feita a temperatura adequada (45 °C a 50 °C). Temperaturas demasiado altas
poderdo causar a morte de microrganismos e temperaturas demasiado baixas poderéo resultar
na solidificacdo do meio & volta de gotas da amostra (Grigorova & Norris, 1990). E importante
misturar bem a amostra com o meio de cultura de forma a obter uma distribuicdo uniforme dos

microrganismos (Sumbali & Mehrotra, 2009).

3.4.4 Filtracdo em Membrana

Método apropriado para testar amostras com reduzidas concentracGes de células, como cerveja
filtrada ou &gua. Permite testar maiores volumes de amostra que de outra forma resultariam na

formacdo de poucas ou nenhumas colonias (Goldman & Green, 2009).

3.4.5 Sementeira por Exposi¢édo

Este método permite testar os niveis de contaminacdo de um ambiente por exposicdo de um
meio de cultura ao ar numa determinada area.

3.4.6 Colheita por Cotonete Estéril

Para testar a contaminacdo de uma determinada superficie utiliza-se 0 método de colheita por
cotonete estéril. Passando o cotonete por uma superficie e depois esfregando-o num meio de

cultura podemos observar as coldnias formadas e identificar uma possivel contaminacéo.

3.5 Testes Bacterioldgicos

A realizacdo de testes bacterioldgicos consiste na inoculacdo de um meio de cultura especifico
a partir dos métodos referidos em 3.4. A escolha de um meio de cultura a utilizar no teste de
uma amostra depende do tipo de microrganismo cuja presenca (contaminacdo) se pretende
testar. Cada meio de cultura possui um determinado conjunto de componentes que podem

fomentar ou inibir o crescimento de um determinado microrganismo permitindo assim a sua
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detecdo/contabilizacéo.

A Tabela 2 descrimina os meios de cultura a utilizados no laboratorio, a sua aplicabilidade e a
frequéncia recomendada de aplicacéo.

Tabela 2- Meios de cultura e suas aplicacdes (adaptado de White & Zainasheff, 2012)

Organismos Comuns

Meio de Cultura Tipo de meio Aplicagdo o
em Cervejeiras
. Lactobacillus;
Aerdbio (pode ser Leveduras )
Pediococcus;
UBA usado selvagens;
) ) Acetobacter;
anaerobiamente) Bactérias
Enterobacter.
L Bactérias; Pediococcus;
HPL Anaerobio

Lactobacillus.

. Bactérias acéticas;
Aerdbio (pode ser

- Bacillus;
LMDA usado Bactérias;

) Lactobacillus;
anaerobiamente)

Enterobacter.
Escherichia;
» Klebsiella;
. Bacteéricas
MacConkey Aerobio i Enterobacter,;
entéricas; _
Hafnia;

Citrobacter.

3.5.1 Meio de Cultura UBA

O meio de cultura UBA (Universal Beer Medium) contém nutrientes e agarose aos quais se
adiciona cerveja. A sua composicdo faz com que este seja 0 meio que mais se aproxima do
ambiente natural de uma cervejaria. A utilizacdo de cerveja na sua preparacao torna-o seletivo
para microrganismos que adaptados a presenca de compostos da cerveja, como o etanol e os
lUpulos (Barney et al., 1990). Opcionalmente poder-se-a se adicionar cicloheximidina para

inibir o crescimento de leveduras. Os procedimentos correspondentes a estas técnicas estdo
descritos no Anexo V.
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3.5.2 Meio de Cultura HLP

O meio de cultura HLP (Hsu'’s Lactobacillus Pediococcus) é utilizado para testar a presenca de
bactérias acido-laticas Gram-positivas do género Lactobacillus e Pediococcus (Spedding,
2000). Contem cicloheximidina para inibir o crescimento de fungos e permitir o crescimento
bacteriano. A inoculacdo do meio em estado liquido permite que este solidifique a volta da
amostra criando um ambiente anaerdbico. Possui também purificadores de oxigéenio que

removem algum oxigénio remanescente.

3.5.3 Meio de Cultura LMDA

O meio de cultura LMDA (Lee’s Multiple Differential Medium) permite testar uma amostra
para a presenca de bactérias aerobicas e/ou anaerobicas (Spedding, 2000). Contém carbonato
de célcio (CaCO:s) para identificar bactérias produtoras de acidos, verde de bromocresol para
diferenciar coldnias por cores e opcionalmente cicloheximidina para inibir o crescimento de
fungos. Em condicGes aerdbicas permite detecdo de bactérias acéticas e sob condicdes

anaerdbicas permite a detecao de bactérias laticas (White & Zainasheff, 2012).

3.5.4 Meio de Cultura MacConkey

Este meio permite a diferenciacdo de bactérias Gram-negativas, por selecdo destas, de bactérias
Gram-positivas, por inibicdo. Bactérias lacticas formam coldnias avermelhadas ou rosa;

colonias de outras bactérias sdo incolores (Spedding, 2000).

3.5.5 Meétodo de Coloracdo de Gram

O método de coloracdo de Gram permite a distin¢do de baterias Gram-positivas de bactérias
Gram-negativas por coloracdo. As bactérias Gram-negativas apresentam cor roxa enquanto as

baterias gram-positivas apresentam cor vermelha ou rosa (Harvey et al., 2007).

3.6 Controlo de Qualidade de Leveduras

O controlo de qualidade de leveduras servird tanto para testar leveduras propagadas no
laboratério como para testar leveduras armazenadas para reutilizagdo. Na Tabela 3
apresentam-se 0s métodos que deverdo ser utilizados nos testes para amostras de leveduras
destas duas proveniéncias. Os procedimentos correspondentes a estas técnicas estdo descritos

no Anexo VI.
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Tabela 3- Pardmetros a testar para o controlo de qualidade de leveduras.

Parametro a testar Tipo de teste Procedimentos
Contaminacéo por leveduras e 3.4 (Anexo IV)
selvagens 3.6.1 (Anexo VI)
Mutacdes respiratdrias Teste de mutacdes respiratorias 3.6.2 (Anexo VI)
Vitalidade Teste de poder de acidificacdo 3.6.3 (Anexo VI)
Viabilidade Teste do azul-de-metileno 3.3 (Anexo I1I)
Concentracéo celular Contagem de células 3.3 (Anexo I1I)
UBA
Contaminacdo bacteriana -MDA 34 (Anexo IV)
HLP 3.5 (Anexo V)
MacConkey

3.6.1 Meio de Cultura WLN

O meio de cultura WLN (Wallerstein Laboratories Nutrient) contém verde de bromocresol, um
corante que diferentes estirpes de levedura processam de diferentes formas, originando col6nias
de diferentes cores. A observacdo de uma cultura com este meio permite concluir quanto ao

namero de diferentes estirpes presentes numa amostra (Hornsey, 2013).

3.6.2 Teste de Mutacdes Respiratdrias

As mutaces respiratorias sdo das mais comuns no que concerne as leveduras utilizadas na
indUstria cervejeira. Este método permite estimar a percentagem de leveduras que apresentam
este tipo de mutacgdes (White & Zainasheff, 2012).

3.6.3 Teste de Poder de Acidificacéo

O teste de poder de acidificacdo permite estimar a vitalidade das leveduras. Baseia-se no facto
de que as leveduras em atividade vao baixar o pH do meio, logo quanto mais rapida a

acidificagdo, maior serd a sua vitalidade (White & Zainasheff, 2012).
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4. PROJETO DE CONSTRUCAO E MONTAGEM DO LABORATORIO

Neste capitulo apresenta-se o plano para a constru¢cdo e montagem do laboratério de
microbiologia nas instalacbes de Os Trés Cervejeiros, Lda. Na Figura 6 pode-se observar a

planta das instalacGes da empresa e a localizacdo do laboratorio.
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Figura 6- Instalages da empresa e localizagdo do laboratério.

A localizacéo do laboratdrio foi decidida tendo em conta os seguintes fatores:

— Posicao relativamente a producéo;

— Posicdo relativamente a zonas de armazém e de passagem;

— Acesso a pontos de luz, dgua e esgotos;

— lluminacéo natural e artificial.

Assim, a localizacdo do laboratério deverd permitir facil acesso e proximidade a zona de
produgéo, facilitando o transporte de leveduras, a recolha de amostras e outras atividades que
envolvem estes dois espagos. Relativamente a zonas de armazém e de passagem determinou-se
a localizag&o do laboratorio para que este tivesse interferéncia minima noutras atividades da
empresa. A proximidade de pontos de luz, &gua e esgotos é muito importante para

implementacdo deste projeto na medida em que o facil acesso a estas utilidades permite
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simplificar a fase de construcéo para além dos evidentes ganhos econdmicos. Por fim, foi tido
em conta a iluminacdo natural (solar) e artificial (iluminagéo pré-existente) do local, garantindo

a ndo incidéncia de luz solar direta e proporcionando boas condi¢6es de trabalho.

4.1 Construcao

4.1.1 Planta

A estrutura na qual esté inserida o laboratério tem um a area total de 30,8 m? e esté dividida em
trés compartimentos. Um compartimento maior, o laboratério, e dois compartimentos de apoio
a este, de menores dimens@es, sendo um deles um escritério e outro uma sala de lavagem de
material.

Na Figura 7 apresenta-se a planta da estrutura projetada.

Figura 7- Planta da estrutura a construir, A-laboratorio; B- sala de lavagem; C- escritério.

O compartimento correspondente ao laboratorio tem uma area de 18,66 m?, uma porta de
entrada e saida de pessoal a partir do escritorio, uma porta dupla de saida para a produgéo e
uma janela para a sala de lavagem. A porta a partir do escritorio permite que a entrada e saida
de pessoal nédo seja feita a partir do armazém, evitando a entrada de ar direta deste espaco para
o laboratério. A porta dupla servira para a saida de leveduras propagadas do laboratorio para a

producdo. A existéncia de uma janela entre o laboratério e a sala de lavagem permite a
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transferéncia de material (lavado/para lavagem) entre estes dois compartimentos.

O escritdrio € uma sala de apoio ao laboratorio, neste espaco serdo realizadas tarefas como o
processamento de dados e planeamento de atividades. Este compartimento pode ser acedido
por meio de duas portas, uma a partir do laboratério e outra da sala de lavagem.

A sala de lavagem, como 0 nome indica, servira para a lavagem e esterilizacdo de material. Para
além de uma banca com pio e de uma autoclave, este compartimento terd também um cacifo de
forma a permitir aos técnicos de laboratorio equiparem-se apropriadamente para as atividades
laboratoriais.

4.1.2 Materiais

Para a edificacdo das paredes e do teto foram considerados dois materiais de construcéo, painéis
sandwich e placas de Pladur. Optou-se pela utilizacdo de painéis sandwich porque, embora
ligeiramente mais caro, este material é de mais facil aplicacdo, ndo necessita de pintura e sua
superficie lisa e resistente facilita a limpeza. O painel sandwich foi aconselhado pela empresa
responsavel pelo orcamento do equipamento AVAC. Esta empresa, doravante designada por
empresa A, alega que este material confere melhor e isolamento térmico e mais facil instalacéo
destes equipamentos relativamente ao Pladur.

O projeto contempla a instalacdo de pavimento em vinil branco com 3 mm de espessura. Este
material permite, devido a sua cor, a facil detecdo de sujidades. A sua superficie resistente e
lisa permite uma limpeza eficaz.

As portas de acesso do exterior para a sala de lavagem e da sala de lavagem para o escritorio
serdo de madeira folheada pintada de branco com puxadores metalicos. As portas de acesso do
escritdrio para o laboratorio e do laboratdrio para o exterior serdo de aluminio lacadas a branco
com vidro laminado fosco.

As janelas serdo constituidas por caixilharias de aluminio lacado a branco e vidro laminado de
8 mm.

A banca deverd ter uma estrutura de madeira e o pio em ago-inoxidavel com 45 mm.

4.1.3 Utilidades

O fornecimento e drenagem de &gua bem como o fornecimento de eletricidade estéo
contemplados no projeto. Na Figura 8 e Figura 9 seguintes apresentam-se as solucGes
encontradas para a instalagcéo destas utilidades.

O fornecimento e drenagem de &gua compreende a instalagdo de canalizacdo em dois pontos
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do projeto, na pia do laboratorio e na banca da sala de lavagem (Figura 8).

§

AAAAA S
%

%‘X TORNEIRA X

: PROMADA o

' HORIZONTAL

_

R Y, 2
\

Figura 8- Planta de instalacdes de agua da rede e drenagem de agua.

D

O fornecimento de eletricidade envolve a instalagdo de tomadas elétricas em varios pontos da

estrutura bem como a instalacdo de pontos de luz para a iluminacédo (Figura 9).

4.1.4 Sistema AVAC

De forma a se proporcionar um ambiente propicio a atividade laboratorial microbioldgica e
temperaturas ideais para a propagacdo de leveduras, € necessario instalar um sistema que
permita o controlo de temperatura e ventilacdo de ar sem comprometer a qualidade do mesmo.
De forma a cumprir com estas premissas, recorreu-se a uma empresa especializada na instalacédo
destes equipamentos. Segundo as recomendagdes desta empresa (empresa A) 0 projeto
contempla a instalacéo de 2 caixas de ventilacdo e 2 aparelhos de Ar Condicionado (AC).

A caixa de ventilacdo do laboratorio fard a insuflacdo de ar novo filtrado para o laboratério.
Esta opcdo permite que se fique com “excesso de ar” no laboratdrio, ou seja cria uma
sobrepresséo de ar que iré sair depois através de um grelha que podera estar instalada na porta.
Este equipamento permite ndo s6 uma maior eficiéncia na climatizacdo do ar feita pelo AC,
mas principalmente, sempre que a porta do laboratorio se abra ha a garantia que ndo entra ar
ndo filtrado, mas sim sempre saida do ar de dentro do laboratorio. A caixa de ventilagcdo do

escritdrio é responsavel pela circulacdo de ar neste compartimento.
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Figura 9- Planta de instalacdes elétricas.

Os dois aparelhos de AC, uma a instalar no laboratério e outro no escritorio, serdo responsaveis
pela regulacdo da temperatura nestes espacos. O equipamento a colocar no escritorio sera um
modelo topo de gama com a capacidade de humidificacdo/desumidificacdo, ventilacdo e
purificagcdo do ar. O aparelho a instalar no escritorio, devido a menor sensibilidade deste espaco,
sera um modelo mais simples apenas para a climatizacao.

O esquema de montagem destes equipamentos pode ser observado na Figura 10. Uma descrigdo

mais detalhada dos equipamentos a instalar é apresentada no Anexo VII.
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Figura 10- Esquema de instalacao de equipamentos AVAC (fornecido pela empresa A).
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4.2 Equipamento

Neste capitulo apresentam-se as listagens de equipamentos necessarios & realizacdo das
atividades propostas neste projeto. As decisfes quanto & escolha destes equipamentos foram
tomadas tendo em conta os fatores de qualidade, financeiros e adequabilidade as necessidades

do projeto.

4.2.1 Mobiliario

O mobiliario projetado consiste numa bancada em “L* de 4,56 m por 1,52 m e um moével
superior. A bancada tera armarios embutidos em quase toda a sua extensdo e uma pia. O movel
superior concede superior capacidade de armazenamento do material de laboratorio. A bancada
e os armérios foram dimensionados tendo em conta as necessidades de espaco de trabalho e de
arrumacao. Na Figura 11 apresentam-se a planta e respetivos algados projetados pelo autor.

Os materiais constituintes do mobilidrio deverdo conferir-lhe as caracteristicas técnicas
apropriadas a atividade laboratorial de microbiologia. Assim, o mobiliario devera ter,
superficies lisas de facil limpeza e sem porosidade, cor branca, resisténcia a dgua, produtos de

limpeza e esterilizacdo e resisténcia mecanica ao peso exercido por materiais e equipamento

armazenados.
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Figura 11- Planta e algado do mobiliério técnico de laboratério.
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De forma a cumprir com estas especificagdes recorreu-se a uma empresa especializada do setor.
As especificacOes técnicas recomendadas por esta empresa sdo apresentadas no Anexo VIII. A
Figura 12 constitui uma representacdo 3D do mobiliario a instalar fornecida pela empresa B.

O restante mobili&rio considerado no projeto consiste em, dois bancos para o laboratério, uma

secretaria e cadeira para o escritério e um cacifo para a sala de lavagem.

Figura 12- Representacé@o 3D do mobiliario a instalar (fornecido por empresa B).

4.2.2 Equipamento Laboratorial

O projeto equaciona a aquisicdo do equipamento adequado as atividades laboratoriais
propostas. Na Tabela 4 apresenta-se a listagem desses equipamentos.

A autoclave é um equipamento fundamental na implementacéo deste projeto. As suas principais
funcdes sdo a esterilizacdo de material e mosto de cerveja para a propagacao e meio de cultura.
O frigorifico, agitador magnético, agitador mecanico, a incubadora shaker e 0 microscopio séo
equipamentos essenciais para a manutencgéo de culturas e propagacéo de leveduras.

O Banho-maria e a estufa bacterioldgica sdo equipamentos necessarios exclusivamente para a

realizacdo de testes microbioldgicos.
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Os restantes equipamentos, como a balanca digital, o bico de Bunsen, a centrifuga angular, o
micro-ondas e o medidor de pH, desempenham fungdes operacionais e poderdo ser utilizados

em vaérias tarefas realizadas no laboratério.

Tabela 4- Lista de equipamentos laboratoriais

Produto Modelo/Caracteristicas
Microscopio Ampliagdo méxima: 10 x 100
Autoclave Presoclave 80 L
Bico de Bunsen Propano
Agitador Magnético Claquecimento;10 L
Balanca digital PBF 600-1 Kern ; 6000 ga0,1g
Estufa Bacterioldgica Incubat 36 L
Banho-maria Analdgico 5L
Centrifuga angular Cencom Il
Agitador magnético S/ aquecimento; 30 L
Incubadora Shaker Incu-Shaker Mini
Micro-ondas Kumpf; 20 L
Medidor de pH Magnético
Frigorifico Combinado Samsung A++; 204 L /98 L

4.2.3 Material

A realizagdo das atividades laboratoriais propostas neste projeto envolve a adquiricdo de

material de laboratorio. A listagem de material necessario encontra-se descrita na Tabela 5.

33



Projeto de um Laboratério na Cervejeira Sovina

Tabela 5- Lista de material

Produto Caracteristicas Unidades
Camara Neubauer Dupla S/pingas 1
Ansa Cromoniquel; Caixa 10 unidades 1
Suporte tubos de

) 60tubos x 60 mm 2
ensaio
Tubo de ensaio c/
olha 16 x 100 mm, 16 x 160 mm 40 x 2
T . Vidro; 25 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 -

mL

Pipeta graduada Vidro; 1 mL, 10 mL 6 x2
Pipeta de Pasteur Plastico; 3 mL 6
Caixa de Petri 15 mm x 60 mm; 12 mm x 40 mm 40 x 2
Parafilm Rolo, 10 m x 3800 mm 2
Oculos de protecio Plastico 2
Mascara 100 unidades 1
Touca 100 unidades 1
Protegdo de sapatos 100 unidades 1
Fita indicadora de
esterilizagéo Rolo g
Tubos Ependorff Caixa 100 unidades; 1,5 mL 2
Espatula/Colher 160 mm 3
Laminas Caixa 100 unidades 1
Lamelas Caixa 100 unidades, 20 mm x 20 mm 1
Espalhador de células Aco-inox 3
Erlenmeyer 100 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL 6x4
Fermentador Vidro5L,10L,20L,25L,34L 3x5
Termometro Vidro 2
Clip para termémetro Aco 2
Densimetro 2 Escalas 1
Frasco Pyrex 500 mL 6
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5. ANALISE DE VIABILIDADE ECONOMICA

5.1 Custos

Os custos associados a implementacdo deste projeto estdo descritos na Tabela 6. Nesta tabela
apresenta-se um resumo dos custos totais relativos ao investimento inicial e 0s custos anuais de

funcionamento do laboratério.

Tabela 6- Custos de investimento inicial (Ci) e Custos anuais (Ca)

Descrigéo Ci /€ Cal€
Construgéo 10 703,45
Equipamento 15 350,55
Material 830,10 166,02
Sistema AVAC 4 335,75
Mobiliario 4 027,83
Consumiveis 743,41
Outros 2 640,00
Total 35 247,68 3549,43

5.1.1 Construcao

Os custos de construcdo da estrutura projetada foram obtidos mediante pedido de orgamento a
empresas de construcgdo civil. Os valores de custo de construc¢do utilizados neste projeto séo
retirados do orgcamento da empresa com 0 pre¢o mais competitivo e apresentados na Tabela 7.
Os trabalhos de obra incluem os materiais, as deslocac6es e mdo-de-obra referentes a cada uma
das especialidades (trolha, canalizador, pintor e eletricista) que envolvem a constru¢do do

laboratorio.
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Tabela 7- Custos de construgdo

Trabalhos Custo, C/ €
Trolha, Gesso Cartonado, Divisdrias, Portas e Janelas 7 835,77
Canalizador 1 057,80
Obra de pintor 746,98
Obra de eletricista 1 809,79
Total 10 703,45

5.1.2 Equipamento

Os custos de compra de equipamento foram calculados recorrendo a orgamentos de empresas
distribuidoras do setor. Para cada equipamento selecionou-se o fornecedor com preco mais

baixo. Na Tabela 8 apresentam-se os valores de custos dos equipamentos selecionados.

Tabela 8- Custo de aquisicao de equipamentos de laboratorio

Equipamento Custo, C /€
Microscépio 528
Autoclave 6931,05
Bico de Bunsen 26,95
Agitador Magnético 312,42
Balanca Digital 264.,4
Estufa Bacterioldgica 1 039,35
Banho-maria Analdgico 265,68
Centrifuga Angular 559,65
2 Agitador magnético 1 656,27
Incubadora Shaker 2 583,00
Micro-ondas 49,99
Medidor de pH 362,85
Frigorifico Combinado 769,99
Total 15 350,55
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O dimensionamento e orcamento para instalacdo de um sistema AVAC foi fornecido por uma

empresa especializada do setor. Na Tabela 9 apresentam-se 0s custos associados a instalagéo e

aquisicao deste equipamento.

Tabela 9- Custos de aquisicéo (c/ instalagédo) do sistema AVAC

Produto Modelo Custo, C /€
AC escritério Fujitsu, ASY25UiLLCC 984,00
AC laboratério Daikin, Ururu Sarara 2 306,25
Modulo de ventilagdo laboratorio Tria, Cubus DD146-355 1 045,50
Maodulo de ventilagdo escritdrio Tria, Cubus DD146-195 799,50
Total 4 335,75

5.1.4 Material

Os custos relacionados com a aquisi¢do e renovacao de material estdo descritos na Tabela 10.

Devido a natureza de facil desgaste do material de laboratorio, considerou-se uma taxa de

renovacdo (Ta) de 20 %. No Anexo IX apresenta-se uma descricdo mais detalhada destas

despesas.
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Tabela 10- Custos de material laboratorial

Cil€ Ta Ca€

830,10 20 % 166,02

5.1.5 Mobiliario

Os custos de aquisicdo do mobiliario necessario a implementacéo deste projeto encontram-se
descritos na Tabela 11. O orcamento para o0 mobiliario proprio de laboratorio foi pedido a uma
empresa especializada no setor. Os precos do restante mobilidrio foram obtidos no website de

uma grande superficie comercial.

Tabela 11- Custos de aquisi¢cdo de mobiliario

Mobiliario Custo, C /€
Mobiliario técnico de laboratdrio 373791
Outro mobiliario 289,92
Total 4027,83

5.1.6 Consumiveis

Consideram-se como consumiveis todos 0s compostos quimicos e bioquimicos utilizados na
realizacdo das atividades propostas no laboratorio. Na Tabela 12 apresentam-se os valores

estimados de consumo anual destes compostos.
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Tabela 12- Custos estimados de consumiveis

Composto Custo, C /(€/kg) ou C /(€/L) Cal€

Meio de cultura UBA 269,59 17,79

Meio de cultura WLN 102,98 9,89

Meio de cultura LMDA 249,84 24,88

lodina de Gram 40,86 40,86

Na2HPO4 333,58 4,64

Safranina 2 689,76 6,72

Corante de cristal violeta 92,25 92,25

Cicloheximidina 303,32 87,36

Azul-de-metileno 172151 172,15

w
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5.1.7 Outros Custos

Os custos associados ao material de escritorio, consumo de utilidades e gastos com pessoal

estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13- Outros custos

Despesa Valor Mensal, C /€ Valor Anual, C/ €
Material de escritorio 5 60
Utilidades 65 780
Pessoal 150 1800

Os valores apresentados na Tabela 13 referentes ao material de escritorio representam uma
estimativa dos custos associados a aquisicdo de material de escrita.

Para as utilidades consideraram-se 0s gastos relativos ao consumo de agua e eletricidade
necessarios para o funcionamento do laboratorio.

Os valores referentes aos gastos com pessoal foram fornecidos por Os Trés Cervejeiros Lda.

5.2 Beneficios

Consideram-se como beneficios todos os ganhos financeiros envolvidos na aplicacdo deste
projeto. Estes ganhos estdo relacionados com a poupanca obtida pela propagacéo e reutilizacdo
de leveduras face a alternativa existente, a compra de leveduras. Este valor, fornecido por Os

Trés Cervejeiros Lda., esta estimado em 6 500 € para o ano de 2015.

5.3 Relagdo Custos-beneficios

A relacdo custos-beneficios foi analisada mediante a aplicacdo de métodos de avaliacdo de
viabilidade econdmica. O célculo destes métodos requer a utilizagéo de taxas que deverdo ser
previamente determinadas.

A taxa anual de crescimento, fornecida por Os Trés Cervejeiros Lda., trata-se de uma estimativa
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de crescimento da empresa, baseada no crescimento observado em anos anteriores e nas
projecdes de crescimento da empresa. Considera-se, neste projeto, que a atividade laboratorial
aumentara proporcionalmente ao crescimento da empresa, traduzindo-se assim num aumento
tanto ao nivel de beneficios como de despesas.

A taxa de imposto refere-se ao imposto sobre os rendimentos obtidos (IRC) e é estabelecida
pela Autoridade Tributaria Aduaneira.

A taxa de interesse, ou taxa minima de atratividade, € a taxa minima exigida pelo investidor.
Esta, definida por Os Trés Cervejeiros Lda., é aplicada na atualizacao de fluxos financeiros.

A taxa de inflacdo utilizada neste projeto é a media das taxas de inflacdo dos ultimos dez anos.

Os valores destas taxas sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14- Taxas utilizadas no célculo de indicadores de viabilidade econémica

Designacao Valor
Taxa anual de crescimento 30 %
Taxa de impostos 23 %
Taxa interesse 10,0 %
Taxa de inflacéo 1,563 %

5.3.1 Fluxos Financeiros

Na Tabela 15 apresentam-se os valores de Fluxos Financeiros (FF) e Balango Total (BT)
analisados ao longo de 10 anos. A designacdo “Atualizado” refere-se a valores aos quais foi

aplicada a taxa de interesse.
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Tabela 15- Fluxos Financeiros e Balangos Totais

Ano FF /€ BT /€ FFAtulizado /€ BT Atualizado /€
2016 -36 747,18 -36 747,18 -36 747,18 -36 747,18
2017 3776,31 -32 970,87 3433,01 -33 314,17
2018 4728,69 -28 242,18 3 908,01 -29 406,16
2019 5 986,15 -22 256,03 4 497,48 -24. 908,68
2020 7 646,39 -14 609,93 5 222,59 -19 686,09
2021 9 838,44 -4771,20 6 108,90 -13 577,19
2022 12 732,64 7 961,44 7187,24 -6 389,95
2023 16 553,89 24 515,33 8 494,77 2104,81
2024 21 230,76 45 746,09 9904,31 12 009,12
2025 27 682,27 73 428,27 11 739,98 23 749,10
2026 41 546,14 114 546,14 16 017,83 39 766,94

Nos dados da Tabela 15 e Figura 13 observa-se uma subida nos Fluxos Financeiros ao longo
dos 10 anos estudados. Um Fluxo Financeiro, num determinado periodo de tempo, representa
a diferenca entre os beneficios economicos e 0s custos de operacdo decorrentes desse periodo

de tempo, ao qual, é deduzido um valor de imposto.
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Figura 13- Representacao grafica dos Fluxos Financeiros ao longo do tempo

Um Fluxo Financeiro, num determinado periodo de tempo, representa a diferenca entre os
beneficios econdmicos e o0s custos de operacao decorrentes desse periodo de tempo, ao qual, se
positivo, é deduzido um valor de imposto.

O Balango Total, num determinado ano, representa a soma de todos os fluxos financeiros até o
final desse ano. Os Fluxos Financeiros séo sempre positivos, com exce¢do do ano 2016 (ano 0),
ano em que é realizado o investimento inicial. Entdo, os Balancos Totais aumentam, partindo
de um valor negativo (investimento inicial) até valores positivos, mantendo-se positivos até ao
final do tempo de estudo de 10 anos (Tabela 15, Figura 14). O ponto em que os Balancos
atingem o valor de 0 € representam o Tempo de Recuperacgéo.

Assim, conclui-se que com o aumento da atividade laboratorial, prevista neste projeto,
aumentam as mais-valias da implementacdo do mesmo. No entanto, € necessario considerar
que, a taxa de taxa anual de crescimento corresponde ao crescimento estimado da empresa, que
poderd ndo equivaler ao crescimento da producdo de cerveja e consequentemente ao
crescimento da atividade laboratorial. Esta taxa € utilizada no célculo do crescimento dos
beneficios e das despesas, embora, ndo esteja comprovado que estes sejam diretamente
proporcionais com o crescimento da atividade laboratorial. Ainda, o crescimento da atividade
laboratorial podera implicar a aquisicdo de novo equipamento, 0 que ndo esta equacionado no
calculo dos Fluxos Financeiros e Balangos Totais.

O Anexo X apresenta exemplos de célculo e os valores utilizados no calculo dos fluxos

financeiros e balancos totais.
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Figura 14- Representacdo gréfica dos Balancos Totais.

5.3.2 Indicadores de Viabilidade Econémica

Foram calculados valores para o VAL e AE as taxas de 10 % e 15 %. O TR foi calculado na sua

forma simples, sem aplicar a taxa de interesse, e na sua forma atualizada, na qual foi aplicada

a taxa de interesse. Foi também calculado o valor de TIR.

Na Tabela 16 apresentam-se os valores obtidos nos célculos dos indicadores de viabilidade

econdmica.

Tabela 16- Resultados obtidos para os indicadores de viabilidade econémica

Indicador Resultado Obtido
VAL1o 39 855,94 €
VALis 20 118,29 €

TIR 23,37 %
AE1o 6 471,29 €
AEis 4008,61 €
TRsimples 5,37 anos
TRatualizado 6,89 anos

O VAL foi calculado para as taxas minimas de atratividade de 10 % e 15 %, sendo que 0s
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resultados obtidos foram 39 855,94 € e 20 118,29 € respetivamente. Estes valores séo
superiores a 0 0 que permite concluir, segundo este parametro, que o projeto é viavel. No
entanto, a disparidade obtida para os valores de VAL1o e VAL1s5 evidencia grande sensibilidade
deste método a variagcOes da taxa de minima de atratividade. Uma vez que a determinagéo do
VAL neste projeto ndo contabiliza alteracGes desta taxa ao longo do tempo a sua determinacéo
devera ser levada a cabo com o maior dos cuidados.

A Anuidade Equivalente (AE) é uma variante do VAL que converte todos 0s pagamentos e
recebimentos num valor anual. Os valores obtidos para a AEio e AE1s sdo de 6 471,29 € e
4 008,61 € respetivamente. Estes resultados, sendo superiores a 0, permitem conferir a
viabilidade deste projeto. Uma vez que contabiliza todos os fluxos financeiros e converte-0s
num valor anual a AE é muito Util na comparacéo de projetos com diferentes tempos de vida.
Assim, este valor devera ser considerado na comparacao deste projeto com outros alternativos.
O valor de TIR, calculado foi de 23,38 %. Este indicador representa a taxa de juro minima que
iguala 0 VAL a 0. O resultado obtido, bastante superior a taxa minima de atratividade
estabelecida de 10 %, indica que a execucédo deste projeto € vidvel.

Com um TRsimptes de 5,37 anos e um TRatualizado de 6,89 anos pode-se considerar o investimento
neste projeto como de longo prazo. No entanto, a analise dos parametros anteriormente

apresentados revela gque este podera ser bastante atrativo.
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6. CONCLUSOES

A construcao e montagem de um laboratdrio nas instalagdes da Sovina podera trazer vantagens
tanto ao nivel econdmico-financeiro como da qualidade e seguranca alimentar.

O armazenamento de culturas puras de leveduras pelo método de subcultura periodica garante
resultados satisfatérios a baixo custo e simplicidade de aplicacdo. No entanto, tem como
principais desvantagens a necessidade de renovacgdo das culturas entre intervalos de tempo
reduzidos e o risco de surgirem alteracdes bioquimicas e morfologicas ap0s sucessivas
inoculagoes.

A propagacdo de leveduras desde a escala laboratorial até a escala de producdo envolve o
planeamento atempado das tarefas a realizar e a cooperacgdo entre o pessoal responsavel pelo
laboratério e pela produgdo. Embora seja um dos principais fatores motivacionais a realizacéo
deste projeto, bem como um dos principais contribuintes dos beneficios financeiros aqui
apresentados, a execucdo desta atividade envolve determinados riscos que deveram ser
contabilizados na tomada de decisdo. Neste projeto apresentaram-se solugfes préaticas para a
propagacao de leveduras, no entanto, sugere-se que 0os métodos aqui descritos sejam adaptados
as carateristicas que cada estirpe de levedura apresente.

O armazenamento e recolha de leveduras de fermentacGes prévias para reutilizacdo, acarreta
riscos de contaminagéo da yeast slurry e perda de viabilidade e vitalidade por parte destes seres.
Sugere-se que 0 armazenamento e a recolha de leveduras devera ser da responsabilidade do
departamento de producdo e que se utilize a camara de frio ja existente nas instalacdes da
empresa. O laboratorio projetado deverd assegurar, mediante a realizacdo de testes
microbioldgicos, a qualidade das leveduras a serem reutilizadas.

A realizacdo de analises microbioldgicas permite assegurar a integridade microbiol6gica dos
espacos e equipamentos da area de producao, das leveduras propagadas no laboratério e das
leveduras recolhidas e armazenadas de outras fermentacGes para reutilizacdo. Este projeto
inclui os métodos e respetivos procedimentos e a frequéncia sugerida para a realizacdo destas
tarefas.

Projetou-se a constru¢do e montagem de um laboratdrio nas instalagdes da empresa Os Trés
Cervejeiros, Lda. produtores da marca Sovina. Neste projeto inclui-se um plano para a
construcdo do laboratdrio que engloba a planta, os materiais, as infraestruturas para as utilidades
e instalacdo de um sistema AVAC. Inclui-se também listagens para 0s equipamentos,

mobiliario e material de laboratdrio, necessarios para a realizacéo das tarefas propostas.
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De modo a determinar a viabilidade financeira deste projeto contabilizou-se o0 investimento
inicial e os fluxos financeiros ao longo de um periodo de 10 anos. A partir destes dados
procedeu-se ao célculo de indicadores de viabilidade que pudessem assistir na tomada de
decisdo. Os valores obtidos de VAL, TIR, AE indicam que, segundo estes parametros, estes
projeto € viavel embora, segundo os valores de TR, este investimento seja a longo prazo. Apesar
dos resultados positivos, recomenda-se um estudo mais aprofundado do efeito do aumento da
producdo de cerveja na atividade laboratorial e consequentemente na aquisicdo de mais
equipamento e a sua influéncia nos fluxos financeiros. Recomenda-se, também, a revisdo da
taxa de atratividade minima definida no calculo do VAL e AE, uma vez que pequenas variacdes
nesta taxa refletem grandes variacdes nos resultados obtidos para estes dois indicadores. Por
outro lado, os custos de construcdo e aquisi¢do de equipamentos e materiais aqui apresentados
foram mensurados segundo precos de tabela ndo negociados sem aplicacdo de qualquer
desconto. A negociacdo destes precos podera reduzir o custo de investimento inicial e tornar

este projeto mais atrativo.
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ANEXO | — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA O ARMAZENAMENTO E

MANUTENCAO DE CULTURAS PURAS DE VARIAS ESTIRPES DE LEVEDURA

Preparacdo do meio de cultura para armazenamento

Material:

— Erlenmeyerde 1 L;

— Placa de aquecimento;

— Filtro;

— Agarose em po;

— Vareta.

Procedimento:

— Preparar 1 L de mosto 10 °P sem IUpulos, num Erlenmeyer;

— Ferver o mosto até que ocorra a coagulacao de proteinas no topo do recipiente (hot break);
— Deixar arrefecer e filtrar o material coagulado;

— Pesar 15 g de p6 de agarose e borrifar na superficie do mosto. Esperar alguns minutos
permitindo a hidratacdo do po;

— Mexer ou agitar para misturar. De seguida aquecer a mistura até que o pé de agarose se
dissolva totalmente e ferver por alguns minutos;

— Deixar a mistura arrefecer até uma temperatura que permita 0 manuseamento, mas nao

inferior a 44 °C.

Preparacao de tubos de ensaio e caixas de Petri com o meio de cultura

Material:

— Pipetas estéreis;

— Tubos de ensaio com rolha;

— Suporte para tubos de ensaio;

— Folha de aluminio;

— Algodao;

— Autoclave;

— Caixas de Petri.

Procedimento:

— Pipetar 5 mL de meio de cultura nos tubos de ensaio e tapar deixando a tampa solta. Tapar o

Erlenmeyer com uma rolha de algodao e folha de aluminio;
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— Colocar os tubos de ensaio e o Erlenmeyer a esterilizar na autoclave a 121 °C durante 15 min
a 20 min;

— Retirar os tubos de ensaio da autoclave. Pousar o suporte com um objeto por baixo de um dos
lados de forma a criar um declive de 20° a 30°. Deixar arrefecer nesta posicdo até o meio de
cultura solidificar. Fechar as tampas, identificar o meio de cultura e a data de elaboracéo e
guardar a 4 °C;

— Retirar o Erlenmeyer da autoclave e deixar arrefecer até uma temperatura que permita
manuseamento;

— Desembrulhar as caixas de Petri estéreis e identifica-las com o nome do meio de cultura e
data de elaboracao;

— Verter 25 mL a 35 mL de meio de cultura nas caixas de Petri em condicOes de assepsia;

— Deixar solidificar, inverter e armazenar a 4 °C.

Inoculacéo de leveduras em tubos de ensaio

Material:

— Bico de Bunsen;

— Ansa de inoculagao.

Procedimento:

— Acender o bico de Bunsen e trabalhar sempre segundo as boas praticas de assépsia;

— Passar uma ansa de inoculacdo pela chama;

— Abrir a fonte de levedura (e.g. caixa de Petri);

— Tocar no meio de cultura com ansa para arrefecer e de seguida retirar um pequena quantidade
de levedura;

— Abrir o tubo de ensaio e esfregar a ponta da ansa de inoculacdo numa linha serpenteada no
meio da superficie do gel;

— Passar a abertura do tubo de ensaio e tapar deixando a tampa solta;

— Colocar na estufa a 22 °C, ap6s 2 d a 3 d deverdo ser visiveis colonias e o tubo estd pronto

para armazenamento.

Inoculacéo de leveduras em caixas de Petri

Material:
— Bico de Bunsen;

— Ansa de inoculagdo;
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— Incubadora;

— Parafilm.

Procedimento:

— Acender o bico de Bunsen e trabalhar sempre segundo as boas préticas de assépsia;

— Colocar a caixa de Petri junto da chama, ainda com a tampa, com a superficie do gel de
agarose apontada para baixo;

— Passar uma ansa de inoculacgdo pela chama;

— Mantendo a ansa de inoculagdo perto da chama, abrir o tubo de ensaio ou outra fonte de
levedura e passar a abertura pela chama;

— Inserir a ansa no tubo de ensaio e arrefecer pousando brevemente no meio. Passar com a ansa
levemente numa coldnia de forma retirar um pequeno nimero de células. Passar a abertura do
tubo novamente pela chama e fechar;

— Pegar na caixa de Petri e, junto a chama, vira-la com a superficie do meio para cima e abri-
la.

— Passar com a ansa na superficie do meio de cultura fazendo riscos para frente e para trds numa
seccdo. Rodar a caixa 90° e fazer a ponta da ansa de inoculagdo passar pelos riscos feitos
anteriormente riscando uma nova sec¢do. Voltar a rodar a caixa de Petri e repetir para uma nova
seccao. O objetivo passa por, primeiro depositar as células no meio de cultura e depois, espalhar
cada vez menos células por cada seccdo. Pretende-se espalhar uma pequena gquantidade de
celulas, invisivel a olho nu, pela superficie do meio de cultura. A Figura 1.1 permite uma melhor
compreenséo deste procedimento;

— Colocar a caixa na incubadora a 22 °C com a superficie do meio virada para baixo. Ao fim de
2 d a 3 d devera observar-se o aparecimento de colénias com maior densidade na primeira
seccdo riscada. No caso de ndo se obter coldnias isoladas devera se proceder a inoculagdo de
uma nova caixa de Petri. Assim que haja crescimento suficiente selar a caixa de Petri com

parafilm e guardar em ambiente refrigerado.

Passo 3 Passo 4

Figura I. 1- Inoculacdo de uma caixa de Petri (adaptado de White & Zainasheff, 2012).
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ANEXO |l — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA A PROPAGACAO DE

LEVEDURAS

Os procedimentos descritos neste manual ndo sao restritivos. Pelo contrario, € esperado que
apos o inicio de funcionamento do laboratério estes sejam testados e ajustados de forma a

melhor se adaptarem as especificidades que cada estirpe de levedura apresente.

Escolha de colonias

Para uma melhor visualizacdo das colonias devera se trabalhar com uma cultura em caixa de
Petri. Esta cultura devera ser previamente preparada a partir de uma cultura-mée. Culturas que
apresentem sinais de contaminagdo deverdo ser descartadas. Os sinais mais comuns de
contaminacdo sdo a presenca de bolor e de colénias com diferentes formas, cores ou brilho.
Os fatores a ter em conta para a escolha de colonias sdo:

— Tamanho das colonias: coldnias muito pequenas poderdo ser uma indicacdo de mutacfes ao
nivel do sistema respiratério das células ou de privacdo de nutrientes. Coldnias muito grandes
podem ser o resultado da fusdo de duas colonias ou de uma coldnia que se sobrepde a outra
menos saudavel. As células de colonias demasiado grandes podem ndo ser saudaveis por
consumirem todos os nutrientes a sua volta e esgotarem todos 0s seus recursos.

— Distribuicéo das coldnias: deverdo ser escolhidas colonias que se encontrem visivelmente
isoladas de outras. Colonias que se encontrem demasiado préximas ou em contato poderao
entrar em competicdo pelos recursos circundantes o que resulta em células menos saudaveis.
Assim, tendo em conta os fatores mencionados anteriormente deverao ser escolhidas entre 8 a
12 colonias de forma a garantir a quantidade inicial de células 6tima para a dar inicio a fase de

propagacao.

Transferéncia de colonias da caixa de Petri para a propagacao

Material:

— Bal&o volumétrico de 25 mL;
— Mosto esterilizado com 5 °P;
— Bico de Bunsen

— Ansa de inoculagdo;

— Agitador magnético.
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Procedimento:

— Preparar um baldo volumétrico de 25 mL com 10 mL de mosto esterilizado com 5 °P;

— Acender o bico de Bunsen e trabalhar sempre segundo as boas préaticas de assépsia;

— Identificar as colonias a recolher;

— Passar a ansa de inoculacdo pela chama;

— Rapidamente e sempre perto da chama, abrir a caixa de Petri e pousar a ansa sobre 0 meio de
cultura para arrefecer. Cuidadosamente recolher uma coldnia inteira com a ansa evitando tocar
noutras colonias;

—Pousar a caixa de Petri e pegar no baldo volumétrico. Tirar a rolha do baldo e passar a abertura
pela chama;

— Mergulhar a ansa com a colonia recolhida no meio de cultura liquido dentro do frasco;

— Repetir o processo transferindo de 8 a 12 colonias;

— Tapar o baldo volumétrico deixando a rolha solta;

— Colocar o baldo volumétrico no agitador magnético a temperatura de 22 °C durante um
periodo de 24 h a 48 h.

Propagacéo sucessiva da levedura até ao volume pretendido

Partindo do primeiro passo de propagacao (10 mL) deverdo se realizar propagacdes sucessivas
com aumento do volume de 6 a 10 vezes. As propaga¢des com volumes superiores ou iguais a
1 L deverdo ser feitas com mosto com 10 °P.

A transferéncia de uma cultura para um volume maior devera ser realizada segundo o seguinte
procedimento:

— Acender o bico de Bunsen e trabalhar sempre segundo as boas praticas de assepsia;

—Junto a chama abrir o recipiente da Gltima propagacéo e passar a abertura pela chama;

— Novamente junto a chama, abrir o recipiente da préxima propagacao e passar a abertura pela
chama;

— Transferir o conteddo do primeiro recipiente para o segundo de maior volume;

— Passar a abertura novamente pela chama e tapar deixando a rolha solta;

— Colocar o recipiente no agitador magnético a 22 °C por um periodo de 24 h a 48 h.
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ANEXO IlIl — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA A CONTAGEM DE

CELULAS

Apds a observacao da cdmara de contagem se se observar uma distribuicdo uniforme de células
ao longo desta podera se utilizar o método de contagem curto, caso contrario terd de se
recomecar o processo ou utilizar o método de contagem longo.

Como protocolo de contagem, ndo contar as células que se encontrem sobre as linhas
delimitantes do reticulado de cima e da esquerda do quadrado que estamos a contar. Contar as
células que se encontrem sobre linhas delimitantes do reticulado de baixo e da direita do
quadrado que estamos a contar. Quanto as células que se encontrem em gemulacdo contar as
células-mée e as células filhas apenas se estas tiverem pelo menos metade do tamanho das
células-mae.

Ap0s a contagem, para obter a concentracao de células é necessario recorrer a Equacéo 4 ou a
Equacao 5:

— Para 0 método de contagem curto:

Leel =NX5 X fd X VCémara (Eq 4)

mL—1

— Para o método de contagem longo:

Cce
—te = N X fd X Vcamara (E.q.5)

mL~1

A viabilidade pode ser determinada a partir da Equacéo 6:

Viab — Ncelmortas x 100 (Eq 6)

% Niotal

Com:
N —n°. de células contadas;
fd — fator de diluicao;

Vcamara — Volume da camara.
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Diluicdes em série

Serdo realizadas diluicdes sucessivas de 1 para 10, sendo que o numero de tubos de ensaio
utilizados dependem do fator de diluicdo que se pretende obter (para uma diluicdo 1 para 10
necessitamos de 1 tubo de ensaio, para uma diluicdo de 1 para 10 de 2 tubos de ensaio, e assim
sucessivamente)

Material:

— Tubos de ensaio;

— Pipetas.

Procedimento:

— Colocar os tubos de ensaio, devidamente identificados com a taxa de diluicdo de cada um,
num suporte por ordem decrescente de fator diluig&o;

— Adicionar 9 mL de &4gua a cada um dos tubos de ensaio;

— Pipetar 1 mL da amostra no primeiro tubo de ensaio e agitar bem de forma a homogeneizar
bem a mistura. Obtém-se assim a primeira diluicdo de 1 para 10;

— Pipetar 1 mL da primeira diluicdo no segundo tubo de ensaio e agitar bem a mistura. Obtém-
se assim a segunda diluicéo de 1 para 10%;

— Repetir o processo até a dilui¢do pretendida.

Contagem

Material:

— Hemocitémetro;

— Microscopio;

— Laminas;

— Lamelas.

Procedimento:

— Colocar o hemocitometro no microscopio, observar a cdmara de contagem, centrar o
reticulado e averiguar a limpeza da camara;

— Colocar a lamela sobre a cdmara e com uma pipeta de Pasteur preencher por capilaridade o
espaco da camara;

— Observar a camara no microscopio e focar a imagem de forma a obter uma imagem nitida.

— Para 0 método de contagem curto contar apenas 5 quadrados, humerados na Figura I11.1, de
um total de 25;

— Para 0 método de contagem longo contar as células de todos os 25 quadrados.
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Figura 1. 1- Taxa de depreciacdo, Valor Residual, Investimento inicial e Amortizacdes no Ano 1

Viabilidade

Material:

— Pipeta;

— Azul-de-metileno.

Procedimento:

— Adicionar 1 mL de solugdo de azul-de-metileno na amostra ou, caso se tenha efetuado, na
ultima diluig&o;

— Agitar bem de forma a homogeneizar a solugéo;

— Durante a contagem de células contar também o nimero de células mortas.
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ANEXO IV — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA O ISOLAMENTO DE

COLONIAS EM MEIO SOLIDO

Sementeira por espalhamento

Material:

— Amostra a testar, devidamente diluida;

— Caixas de Petri com meio de cultura especifico;

— Pipeta esterilizada;

— Espalhador de células;

— Bico de Bunsen;

— Solucdo de 70 % isopropanol num recipiente apropriado para mergulhar o espalhador de
celulas;

— Incubadora.

Procedimento:

— Pipetar 0,1 mL de amostra na superficie do meio de cultura;

— Mergulhar o espalhador de células na solucéo de isopropanol e de seguida passar brevemente
pela chama para arder o alcool. Deixar o espalhador arrefecer nas imediagdes da chama;

— Espalhar a amostra sobre a superficie do agar com o espalhador. O espalhamento devera ser
feito com movimentos repetidos para a frente e para tréas, rodando a caixa para espalhar a
amostra sobre toda a superficie do meio;

— Tapar a caixa de Petri e permitir a absorcdo do liquido por alguns minutos;

— Colocar a caixa de Petri na incubadora a 30 °C durante 3 d.

Sementeira por riscado

Material:

— Amostra a testar,

— Ansa de inoculacao;

— Caixas de Petri com meio de cultura especifico;

— Bico de Bunsen;

— Incubadora.

Procedimento:

— Assepticamente recolher a amostra mergulhando a ponta da ansa nesta;

— Pegar na caixa de Petri e, junto a chama, vira-la com a superficie do meio para cima e abri-la.
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— Passar com a ansa na superficie do meio de cultura fazendo riscos para frente e para tras numa
seccdo. Rodar a caixa 90° e fazer a ponta da ansa de inoculacdo passar pelos riscos feitos
anteriormente riscando uma nova secgédo. VVoltar a rodar a caixa de Petri e repetir para uma nova
seccdo. O objetivo passa por, primeiro depositar as células no meio de cultura e, depois,
espalhar cada vez menos células por cada sec¢éo. Pretende-se espalhar uma pequena quantidade
de células, invisivel a olho nu, pela superficie do meio de cultura;

— Tapar a caixa de Petri e incubar a 30 °C durante 3 d.

Sementeira por incorporacao

Material:

— Caixas de Petri esterilizadas;

— Meio de cultura liquido (45 °C a 50 °C);

— Pipeta 10 mL;

— Incubadora.

Procedimento:

— Preparar 0 meio de cultura especifico, num Erlenmeyer, e assegurar que este se encontra a
temperatura correta.

— Pipetar a amostra para o Erlenmeyer e agitar bem de forma a misturar com meio de cultura.
— Verter o contetido do Erlenmeyer para as caixas de Petri.

— Deixar o0 meio de cultura solidificar e inverter as caixas de Petri.

— Colocar as caixas de Petri na incubadora a 30 °C por 3 d.

Filtracdo em membrana

Material:

— Aparelho de filtracdo membranar;

— Bomba de véacuo;

— Membrana (47 mm de didmetro; didmetro dos poros: 0,45 pum);

— Caixas de Petri;

— Espatula de metal;

— Incubadora.

Procedimento:

— Retirar as caixas de Petri (previamente preparadas com o meio de cultura proprio para o teste

a realizar) do frigorifico e deixar aquecer até a temperatura ambiente;
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— Montar o aparelho de filtragcdo perto do bico de Bunsen;

— Colocar a membrana no topo da base do filtro, verter a amostra no recipiente apropriado e
ligar a bomba de vacuo permitindo que todo o liquido passe pelo filtro;

— Desligar a bomba e libertar o vacuo. Remover a membrana do filtro com a espatula
esterilizada e colocé-la sobre o meio de cultura na caixa de Petri;

— Inverter a caixa de Petri e colocar na incubadora. Apos 2 d a 3 d devera ter ocorrido

crescimento suficiente para a contagem de coldnias.

Sementeira por exposi¢cao

Material:

— Caixas de Petri com meio de cultura WNL;

— Incubadora.

Procedimento:

— Colocar 2 caixas de Petri, uma de cada meio de cultura, nos locais a testar;
— Abrir as caixas e deixa-las expostas por um periodo de 60 min;

— Destacar 1 caixa de Petri selada 0 meio WLN para fins de controlo;

— Recolher as caixas, sela-las e incubar a 30 °C durante 3 d.

Colheita por cotonete estéril

Material:

— Caixas de Petri com meio de cultura especifico devidamente identificadas;

— Cotonetes esteéreis;

— Incubadora.

Procedimento:

— Pegar num cotonete estéril e esfregar numa das placas para amostra de controlo;

— Pegar noutro cotonete estéril e passar pela superficie a testar;

— Esfregar o cotonete na superficie do meio de cultura. Com o mesmo cotonete pode-se inocular
varias caixas de Petri com diferentes meios seletivos;

— Incubar a 30 °C por 3 d.
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ANEXO V — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA TESTES

MICROBIOLOGICOS

Meio de cultura UBA

Material:

— Meio de cultura UBA;

— Agua destilada;

— Cerveja;

— Cicloheximidina;

— Autoclave;

— Erlenmeyer de 500 mL;

— Algodao.

Procedimento:

— Pesar 5,5 g de UBA no Erlenmeyer.

— Adicionar 75 mL de agua destilada [adicionar tambem cicloheximidina se se pretender inibir
o crescimento de fungos (1 mg/L)]. Tapar com algodao e ferver por 1 min com agitacdo para
dissolver.

— Com o meio ainda quente, adicionar 25 mL de cerveja.

— Autoclavar por 10 min a 121 °C.

— Apos autoclavar inocular o meio a pelo método de sementeira por incorporacao.

Meio de cultura HLP

Material:

— Meio de cultura HLP;

— Agarose;

— Pipetas estéreis;

— Tubos de ensaio com rolha (16 mm x 50 mm), devidamente identificados;

— Erlenmeyer de 500 mL;

— Algodao;

— Incubadora.

Procedimento:

— Pesar 7 g de meio HLP e 2 g de agarose. Misturar com 100 mL de agua no Erlenmeyer.

— Tapar o Erlenmeyer com o algodéo.
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— Aquecer até a fervura agitando frequentemente até que o HLP se dissolva.

— Deixar arrefecer até a temperatura de 45 °C.

— Pipetar 1 mL da amostra a testar nos tubos de ensaio.

— Transferir 17 mL de meio para os tubos de ensaio e fechar as tampas.

— Inverter os tubos de ensaio repetidamente de forma a distribuir a amostra uniformemente ao
longo do tubo.

— Incubar a 30 °C por 48 h.

— Efetuar uma contagem preliminar. As coldnias de Lactobacillus assemelham-se a gotas de
agua invertidas de cor branca e as colonias de Pediococcus sdo esféricas e também de cor
branca.

— Incubar novamente por 48 h.

— Proceder a contagem final.

Meio de cultura LMDA

Material:

— Amostra, devidamente diluida (pretende-se obter 25 a 50 col6nias ap6s a incubacéo);

— Meio de cultura LMDA;

— Cicloheximidina;

— Placa de aquecimento;

— Agua destilada;

— Autoclave;

— Pipetas estéreis;

— Caixas de Petri estéreis;

— Erlenmeyer de 500 mL;

— Algodao;

— Incubadora.

Procedimento:

— Pesar 8,3 g de LMDA no Erlenmeyer;

—Juntar 100 mL de &gua destilada e 10 % cicloheximidina;

— Tapar o Erlenmeyer com o algodé&o e ferver por 1 min agitando bem a solucgéo para dissolver.
— Autoclavar por 10 min a 121 °C;

— Apbs a autoclavagem agitar o liquido enquanto este arrefece, mantendo o CaCO3z em

suspensdo e evitando a formacéo de espuma;
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— Deixar arrefecer até aos 45 °C. De seguida verter por¢des de 10 mL a 15 mL de meio nas
caixas de Petri e deixar solidificar. Se houver formacéo de espuma, utilizar um bico de Bunsen
para quebrar as bolhas com a chama;

— Inverter as caixas e coloca-las a secar na incubadora a 30 °C por um periodo de 12 h;

— Inocular o meio de cultura segundo o método de sementeira por espalhamento;

— Incubar por 7 d a 30 °C.

Meio de cultura MacConkey

Material:

— Meio de cultura MacConkey;

— Agua destilada;

— Autoclave;

— Caixas de Petri estéreis;

— Erlenmeyer de 500 mL;

— Algodaéo;

— Incubadora;

— Aparelho de filtragdo membranar;

— Bomba de véacuo;

— Membrana (47 mm de didmetro; didmetro dos poros: 0,45 um);

— Espétula de metal.

Procedimento:

— Pesar 5 g de meio MacConkey no Erlenmeyer;

— Juntar 100 mL de agua destilada. Tapar o Erlenmeyer com o algodédo e ferver por 1 min
agitando bem a solucéo para dissolver;

— Autoclavar por 15 min a 121 °C;

— Seguir o processo de filtragdo membranar para 100 mL descrito anteriormente;

— Inverter as placas e incubar por 3 d a 30 °C.

Meétodo de coloracao de Gram

Material:
— Lamina;
— Pinga;

— Bico de Bunsen;
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— Ansa de inoculacao;

— Corante cristal violeta;

— lodina de Gram;

— Etanol 95 %j;

— Safranina;

— Agua destilada;

— Microscopio.

Procedimento:

— Pegar na lamina com a pinca e passar levemente pela chama;

— Passar a ansa de inoculacdo pela chama e retirar uma gota de amostra e verté-la na superficie
da lamina;

— Esfregar a gota de amostra com movimentos de rotacdo formando um esfreganco circular ou
oval;

— Adicionar 5 gotas de cristal violeta e esperar 60 s;

— Enxaguar com agua destilada o excesso de corante;

— Verter 5 gotas de iodina de Gram e esperar 60 s;

— Enxaguar o excesso de iodina;

— Descolorar vertendo gotas de etanol até a solugdo ficar transparente;
— Enxaguar com agua;

— Verter 5 gotas de safranina (corante de contraste) e esperar 30 s;

— Enxaguar o corante de contraste;

— Verter 0 excesso de dgua e deixar secar;

— Observar ao microscopio.
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ANEXO VI — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA O CONTROLO DE

QUALIDADE DE LEVEDURAS

Meio de cultura WLN

Material:

— Amostra de leveduras;

— Meio de cultura WLN;

— Pipetas estéreis;

— Caixas de Petri com meio WLN;

— Espalhador de células.

Procedimento:

— Inocular 0,1 mL de amostra segundo o procedimento de Sementeira por Espalhamento.

— Incubar durante 2d a3 da 27 °C.

— Inspecionar as coldnias e determinar o niumero de estirpes presentes na cultura (nimero de

cores diferentes apresentadas pelas coldnias) e calcular as quantidades relativas.

Teste de mutacdes respiratorias

Material:

— Caixas de Petri com meio de cultura & base de malte;

— Agarose;

— 2 Frascos de 500 mL com rolha esterilizados;

— Agua destilada;

— Cloreto de trifeniltetrazolio (CTT);

— NaH2POs3, anidro;

— Na2HPOg, anidro;

— Incubadora;

— Autoclave.

Procedimento:

— Diluir a amostra de leveduras para uma concentragao celular de 500 /mL a 1000/ mL,;
— Verter 0,1 mL da solucéo de leveduras para as caixas de Petri com o meio de cultura;
— Incubar a 30 °C por um periodo de 2d a 3 d;

— Preparar uma solug¢do com 1,26 g de NaH2POs, 1,16 g de Na2HPOs e 3 g de agarose. Juntar a

100 mL de agua, agitar bem e tapar com a rolha desenroscada;
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— Preparar uma solucdo com 0,2 g de CTT. Juntar a 100 mL de agua, agitar bem e tapar com a
rolha desenroscada;

— Autoclavar cada uma das solug@es a 121 °C por 15 min. Apds a autoclavagem, assim que as
solucBes atinjam os 55 °C, mistura-las;

— Sobrepor a superficie do meio de cultura com a solugéo;

— Incubar por Lha3ha27°C,;

— Proceder & contagem imediatamente de forma a evitar a oxidacdo do CTT. Colonias de cor
vermelha ou rosa ndo apresentam mutagdes respiratorias, colénias que cuja cor permanece
inalterada possuem mutacOes respiratorias. A percentagem de células ndo coradas nao devera

ser superior a 1 %.

Teste de poder de acidificagdo

Material:

— Medidor de pH

— Agua desionizada;

— Tubos cénicos de centrifuga;

— Barra magnética de agitacdo;

— Solucdo 200 g/L de glucose;

— Agitador magnético.

Procedimento:

— Ajustar a 4gua desionizada para 6,5 pH;

— Verter 15 mL de &gua desionizada para o tubo cénico com a barra magnética.

— Agitar por 5 min no agitador magnético;

— Apds 0s 5 min medir o pH da agua (pHo) e adicionar 5 mL de solucdo de levedura
(concentracéo celular de 1 x 10° mL™);

— Agitar por 10 min e medir o pH (pHa);

— Adicionar 10 mL de solucéo de glucose e agitar por 10 min;

— Medir o valor de pH final (pH.). Calcular a diferenca entre pHo e pH2 para obter o valor de

poder de acidificacdo. Repetir o processo e calcular a média dos resultados.

67



Projeto de um Laboratério na Cervejeira Sovina

ANEXO VII — DESCRICAO DO EQUIPAMENTO AVAC

Laboratério

Descri¢éo do equipamento a instalar:

— 1 Equipamento de marca Daikin modelo FTXZ25N, equipado com comando por
infravermelhos, com 2,5 kW de poténcia de arrefecimento, com 3,6 kW de poténcia de
aquecimento e com etiqueta energética A+++;

— 1 Caixa de ventilagdo de marca Troia, modelo Cubus DD146-355 com aproximadamente
500 m®/h de caudal;

— Conduta em tubo spiro de 200 mm — aproximadamente 10 m;

— Plenos e grelhas com registo de caudal para entradas e saidas de ar;

— Acessorios de montagem e fixacdo dos materiais referidos;

— Modulo de filtragem C4 (M5 + F7).

Escritorio

Descri¢éo do equipamento a instalar:

—1 Equipamento de ar condicionado Fujitsu modelo ASY25UiLLCC, equipado com bomba de
calor, microprocessador e comando & distancia sem fios, com capacidade de arrefecimento de
2,5 kKW e etiqueta energética A++, capacidade de arrefecimento de 3,2 kW e etiqueta energética
A+;

— 1 Caixa de ventilagho de marca Troia, modelo CUBUS DD146-195 com motor de
4 velocidades e caudal de 250 m3/h a 700 m¥/h;

— Conduta em tubo spiro de 200 mm — aproximadamente 10 m;

— Plenos e grelhas com registo de caudal para saidas e entradas de ar;

— Acessorios de montagem e fixacdo dos equipamentos referidos.
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ANEXO VIII — ESPECIFICACOES TECNICAS DO MOBILIARIO DE LABORATORIO

Moével Sobre Rodapé

Carateristicas diferenciais:

— Moveis de boa resisténcia quimica, de facil limpeza e desinfecéo e elevada resisténcia fisico-
-mecénica e estabilidade dimensional;

— Construidos em material ndo poroso e com boa resisténcia ao calor himido, as manchas, ao
vapor de &gua, aos riscos, ao desgaste e acao de detergentes;

— Prateleiras interiores construidas no mesmo material do corpo e regulaveis em altura devido
a um sistema de fixacéo oculto;

— Prateleiras com capacidade de carga vertical minima de 20 kg;

— Gavetas e portas de grande robustez, construidas com componentes testados e certificados;
— Gavetas de movimento bastante suave, mesmo quando carregadas;

— Dobradicas testadas e certificadas, com capacidade de suportarem continuamente cargas
verticais elevadas e grande resisténcia a fadiga;

— Dobradigas inteiramente metélicas, com acabamento niquelado e fecho automatico (mola),
design ergonémico e elegante, com uma face frontal visivel com apenas 3 mm de espessura,
contribuindo para uma integracao estética bastante equilibrada;

— Angulo de abertura amplo, potenciando uma grande otimizag&o no uso e manutengo;

— Puxador do “asa” em a¢o niquel satinado com arestas interiores boleadas, o que permite um
manuseamento facil, ergonémico e seguro.

Componentes e Materiais:

— Corpo e frente dos moveis construidos em placa de aglomerado de 19 mm de espessura, com
revestimento melaminico e acabamento do tipo Topface de 120 g/cm? para a cor branca;

— Frentes dos moveis orlados com orla de PVC com 2 mm de espessura, da mesma cor do
Ccorpo;

— Corpo dos moveis orlados com orla de PVC com 0,4 mm de espessura, da mesma cor do
Ccorpo;

— Rodapés construidos em estratificado de resinas fendlicas;

— Dobradigas com angulo de abertura de 270° e ajuste em altura e funcéo de 2 mm;

— Puxadores com distancia entre furos de 128 mm.

Moveis desenvolvidos e testados de acordo com as seguintes normas:

— EN 14056 — Mobiliario de laboratério- recomendacgdes de design e instalacdo;
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— EN 12727 — Mobiliario de laboratorio. Unidades de armazenamento para laboratorio.
Requisitos e métodos de teste;

— Processo de producao enquadrado numa politica ambiental integrada, possuindo certificacdo
ambiental de acordo com as normativas FSC e PEFC,;

— Material dos rodapés com conformidade FSC e PEFC (com opcéo de certificacdo) e com as
diretivas CE;

— Classe de emissdo de formaldeido E1 e classe de reacdo ao fogo D- s2,d0 (EN13986);

— DIN EN 15570, DIN EN 14749 e DIN EN 14074.

Maveis Superiores

Carateristicas diferenciais:

— Mdveis de boa resisténcia quimica, de féacil limpeza e desinfecdo e elevada resisténcia fisico-
-mecénica e estabilidade dimensional;

— Construidos em material ndo poroso e com boa resisténcia ao calor himido, as manchas, ao
vapor de agua, aos riscos, ao desgaste e acdo de detergentes;

— Tipologias disponiveis com e sem portas, consoante as necessidades do cliente;

— Sistema de fixacdo e afinacdo dos mdveis oculto que permite eliminar os elementos de
afinacdo salientes, ndo interferindo com as pastas ou dossiers;

— Prateleiras interiores construidas no mesmo material do corpo e regulaveis em altura devido
a um sistema de fixacéo oculto;

— Prateleiras com capacidade de carga vertical minima de 20 kg;

— Portas de grande robustez, construidas com componentes testados e certificados;

— Dobradicas testadas e certificadas, com capacidade de suportarem continuamente cargas
verticais elevadas e grande resisténcia a fadiga;

— Puxador do “asa” em aco niquel satinado com arestas interiores boleadas, o que permite um
manuseamento facil, ergonémico e seguro;

— Permitem a integracdo de iluminagdo embutida na face inferior do movel, para uma maior
iluminacdo da &rea de trabalho.

Componentes e Materiais:

— Corpo e frente dos moveis e frentes de portas e gavetas construidos em placa de aglomerado
de 19 mm de espessura, com revestimento melaminico e acabamento do tipo “Topface” de
120 g/cm? para a cor branca;

— Frentes dos moveis orlados com orla de PVC com 2 mm de espessura, da mesma cor do
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Ccorpo;
— Corpo dos moveis orlados com orla de PVC com 0,4 mm de espessura, da mesma cor do
corpo.

Moveis desenvolvidos e testados de acordo com as seguintes normas:

— EN 14056 — Mobiliario de laboratério- recomendac6es de design e instalacéo;

— EN 12727 — Mobiliario de laboratorio. Unidades de armazenamento para laboratorio.
Requisitos e métodos de teste;

— Processo de producdo enquadrado numa politica ambiental integrada, possuindo certificagéo
ambiental de acordo com as normativas FSC e PEFC;

— Material com conformidade FSC e PEFC (com opcao de certificacdo) e com as diretivas CE;

— Classe de emissdo de formaldeido E1 e classe de reagéo ao fogo D- s2,d0 (EN13986).

Superficie de Trabalho em Estratificado de Resinas Fendlicas — LAB TopResist

Carateristicas diferenciais:

— Superficie de trabalho em laminado de alta pressdo (HLP) com elevado desempenho
mecanico e quimico, especificamente desenvolvida para laboratérios;

— Possui um tratamento por descarga de eletrdes, aplicado na superficie que lhe confere
carateristicas excecionais de resisténcia quimica.

— Elevada robustez e resisténcia a arranhfes, impacto e abrasoes e produtos quimicos,
tornando-o uma solucdo ideal e duradoura para os diferentes trabalhos laboratoriais;

— Material higiénico e antiestatico, com uma superficie macia e sem poros, impermeavel a
baterias, fungos e outros microrganismos, possuindo ainda uma grande facilidade de limpeza e
descontaminacdo;

— E resistente ao calor até 180 °C, bem como aos efeitos de envelhecimento provocados pela
luz, conservando o seu aspeto original durante um longo periodo de tempo;

— Material produzido através de processos certificados, traduzindo-se numa solugdo
sustentavelmente responsavel.

Componentes e Materiais:

— Superficie de trabalho constituida por placa plana, produzida a partir de varias camadas de
papel, saturados com resinas fenolicas termoendurecidas, e unidas através da acdo combinada
do calor (> 120 °C) e presséo elevada (7> MPa) durante cerca de 50 min;

— As faces do material integram uma superficie decorativa produzida a base de resinas

pigmentadas, endurecidas por descarga de eletrdes;
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— Composicdo baseada com cerca de 70 % de celulose e 30 % de resinas.

Materiais desenvolvidos e testados de acordo com as seguintes normas:

— EN 438:2005 — High-pressure decorative laminates (HPL) Sheets based on thermosetting
resins (usually called laminates);

—1SO 9001:2008 — Sistemas de Gestdo de Qualidade;

—1SO 14001:2004 — Sistemas de Gestdo Ambiental;

— Material com conformidade FSC e PEFC (com opcao de certificacdo) e com as diretivas CE.

Estrutura para bancada- Tipologia em “O”

Carateristicas diferenciais:

— Sistema modular e flexivel, de facil montagem e desmontagem;

— Elevada seguranca, estabilidade estrutural, dimensional e funcional,

— Grande resisténcia mecanica e robustez, com capacidade de carga pontual superior a 200 Kkg;
— Diversidade de profundidades e alturas para adequacdo a diversos equipamentos e posicoes
de trabalho e adequabilidade a desniveis nos pavimentos, garantindo superficies niveladas;

— Elevada resisténcia quimica do revestimento dos componentes metélicos e dos materiais
poliméricos;

— Superficies fechadas, com juntas impercetiveis, sem necessidade de recorrer a tacos de
tapamento;

— Zona técnica com painéis de tapamento, de facil remocao e acesso rapido as redes técnicas;
— Possibilidade de insercdo de mdveis suspensos ou rodados.

Componentes e Materiais:

— Estruturas de bancada construidas em tubo de aco de sec¢do quadrangular de 25 mm x 50 mm,
com 2 mm de espessura;

— Estruturas de ligagdo construidas em chapa de ago com 2 mm de espessura;

— Painéis de tapamento e ilhargas de remate construidas em chapa de aco, com 0,8 mm de
espessura;

Dois niveladores em PVVC com fuso M10 em aco e base pléstica, incorporados na zona inferior
de cada estrutura de bancada;

— Componentes metalicos revestidos com pintura eletrostatica a base de resinas hibridas (epoxi-
poliéster), com uma espessura de 0,08 mm a 0,1 mm.

Sistema desenvolvido e testado de acordo com as seguintes normas:

—EN 13150:2001- Bancadas de trabalho para laboratorios: DimensGes, requisitos de seguranca
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e métodos de teste;
—1SO 9001:2008- Sistemas de Gestdo da Qualidade;
—1S0O 14001:2004 — Sistemas de Gestdo Ambiental.

Pio em aco-inoxidavel

Carateristicas diferenciais:

— Este tipo de pios permitem rapido acesso ao esgoto, sem prejuizo de grande espaco de
superficie de trabalho;

— Material de exceléncia para aplicacbes hospitalares ou para laboratorios onde se requer
elevado nivel de assépsia, dada a sua baixa rugosidade superficial e consequente facilidade de
limpeza e desinfecéo;

— JuncBes e outros trabalhos executados por técnicos especializados, garantindo superficies
perfeitamente lisas, brilhantes e sem arestas vivas;

— Material com boa resisténcia ao impacto e ao fogo;

— Resisténcia a corroséo;

Componentes e Materiais:

— Pio construido em ago inoxidavel AISI 304, inserido na zona técnica da bancada.
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ANEXO | X - DESPESAS DE MATERIAL

Tabela IX. 1- Precos do material de laboratério

Produto Modelo/Caracteristicas Unidades Preco c/IVA
Camara Neubauer Dupla S/pincas 1 23,47 €
Ansa Cromoniquel, Caixa 10 unidades 1 3,08 €
Suporte tubos de ensaio 60 tubos de 60 mm 2 10,33 €
Tubo de ensaio ¢/ rolha 16 mm x 100 mm 40 19,68 €
Tubo de ensaio ¢/ rolha 16 mm x160 mm 40 22,14 €
Proveta Graduada Vidro 25 mL 2 8,46 €
Proveta Graduada Vidro 100 mL 2 6,27 €
Proveta Graduada Vidro 250 mL 2 14,17 €
Proveta Graduada Vidro 500 mL 2 20,30 €
Proveta Graduada Vidro 1000 mL 2 49,74 €
Pipeta graduada 1mL 6 5,17 €
Pipeta graduada 10 mL 6 6,64 €
Pipeta de Pasteur Plastico 3 mL 6 0,59 €
Caixa de Petri 15 mm x 60 mm 40 28,04 €
Caixa de Petri 12 mm x 40 mm 40 29,03 €
Parafilm Rolo 10 mm x 3800 mm 2 52,89 €
Oculus de protegdo Plastico 2 14,76 €
Macara 100 unidades 1 2,15 €
Touca 100 unidades 1 3,69 €
Protegao de sapatos 100 unidades 1 2,46 €
Fita indicadora de esterilizagcdo Rolo 2 8,61 €
Tubos Ependorff Caixa 100 unidades; 1,5 mL 2 12,79 €
Espatula/Colher 160 mm 3 6,90 €
Laminas Caixa 100 unidades 1 1,85 €
Lamelas Caixa 100 unidades 20 mm x20 mm 1 1,85 €
Espalhador de células Acgo-inox 3 9,23 €
Erlenmeyer 100 mL 6 14,76 €
Erlenmeyer 500 mL 6 25,39 €
Erlenmeyer 1000 mL 4 31,14 €
Erlenmeyer 2000 mL 4 59,63 €
Fermentador Vidro 5 L 3 16,97 €
Fermentador Vidro 10 L 3 38,30 €
Fermentador Vidro 20 L 3 63,95 €
Fermentador Vidro 25 L 3 70,33 €
Fermentador Vidro 34 L 3 83,14 €
Termometro Vidro 2 17,00 €
Clip para termémetro Ago 2 11,32 €
Densimetro 2 escalas 1 6,37 €
Frasco Pyrex 500 mL 6 27,53 €
Total 830,10 €
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ANEXO X — CALCULO DE FLUXOS FINANCEIROS

Fluxos Financeiros Antes de Impostos

Os fluxos financeiros antes de impostos séo calculados subtraindo as despesas aos lucros
gerados num determinado ano. Para cada ano considerou-se que tanto os lucros gerados como
as despesas sobem segundo a taxa de crescimento da empresa estabelecida em 30 %,
considerou-se também uma taxa de inflacdo de 1,563 % calculada pela média das taxas de
inflag&o dos ultimos 10 anos.

Amortizagdes

As amortizacbes foram calculadas segundo as taxas de depreciacdo previstas no Decreto
Regulamentar n.° 2/90 de 12 de Janeiro. Considerou-se um valor residual de 20 % para todos
0s equipamentos e 0 % para a construcao.

A amortizacao anual para cada investimento foi calculado pela Equacéo 7:

A= (Ci—VR) + (%) (E.q. 7)
Com:
Ci = custo do investimento
VR = Valor Residual

d = taxa de depreciacao

A Tabela X.1 apresenta os valores de taxas de depreciacao, custo inicial e Valor Residual e as

amortizagdes no primeiro ano de todos os investimentos contabilizados neste projeto.

Tabela X. 1-Taxa de depreciagéo, Valor Residual, Investimento inicial e Amortizagcdes no Ano 1

Despesa Custo € Taxa de depreciagao Valor residual € Amortizacao Ano 1 €
Construgdo 10 703,45 0,10 0 1 070,34
Equipamento 15 350,55 0,1428 3070,11 1754,35
Mobiliario 4 027,83 0,125 805,57 402,78
Sistema AVAC 5 135,25 0,125 1027,05 513,53
Material 830,10 0,125 166,02 83,01

TOTAL 3 824,01
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Exemplo de calculo para amortizacdo dos equipamentos laboratoriais equacionados neste

projeto no Ano 1:

(=) A = (15 350,55 — 3 070,11) = (

] 1
Aequipamentos =(Ci—VR) + (E)

0,1428

) = 1754,35

O valor total da amortizacdo no Ano 1 é dado pela soma das amortizacbes de todos

equipamentos. Este calculo deve ser repetido para todos anos até que a soma das amortizagdes

anuais até a data seja igual ao custo do investimento inicial menos o Valor residual.

Rendimento Coletavel e Impostos

O Rendimento coletavel é calculado subtraindo o valor de amortizacdo ao fluxo financeiro. O

valor de impostos é calculado multiplicando o Rendimento Coletavel pela taxa de imposto IRC

de 23 %. Os valores obtidos para estes parametros estdo apresentados na Tabela X.2.

Tabela X. 2- Fluxos Financeiros nao atualizados

Fluxos

. . . Fluxos
financeiros N Rendimento  Impostos . . Balango
Ano Amortizacao € , Financeiros
antes de coletdvel € € € Total €
impostos €
2016 -36747,18 0 0 0 -36747,18 -36747,18
2017 3763,62 3 824,01 - 60,39 -12,58 3776,31 -32970,87
2018 4 969,18 3 824,01 1145,17 240,49 4728,69 -28242,18
2019 6 560,90 3 824,01 2 736,89 574,75 5 986,15 -22 256,03
2020 8 662,47 3 824,01 4 838,46 1 016,08 7 646,39 - 14 609,63
2021 1437,21 3 824,01 7 613,20 1598,77 9 838,44 -4771,20
2022 15 100,75 3 824,01 11 276,74 2 368,12 12 732,64 7 961,44
2023 19937,79 3 824,01 16 113,78 3 383,89 16 553,89 24 515,33
2024 26 324,21 2 069,66 24 254,55 5 093,46 21 230,76 45 746,09
2025 34 756,33 1070,34 33 685,98 7074,06 27 682,27 73 428,36
2026 45 889,39 1 070,34 44 819,05 9412,00 41 546,14 114 974,50
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Fluxos Financeiros e Balanc¢o Total

Os fluxos financeiros sdo calculados subtraindo os Impostos ao fluxo financeiro antes de
imposto. O Balango Total num determinado ano é calculado pela soma de todos os fluxos
financeiros até esse ano inclusive.

Aos fluxos financeiros e balanco total pode ainda ser aplicada uma taxa de atualizacdo que 0s
converte ao ser valor presente.

Na Tabela X.2 apresentam-se os valores obtidos para os fluxos financeiros e os valores de todos

parédmetros utilizados no célculo destes.
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ANEXO XI- CALCULO DOS INDICADORES DE VIABILIDADE ECONOMICA

VAL

O VAL foi calculado para as taxas de 10 % e 15 % pela Equacdo 1.

Exemplo de calculo:

—-36747,18 3776,31 4 728,69 27 682,27 41456,14

a0y Tarontt aronzt )T @rons TaTono

VAL10 =

(=) VAL,, = 39 766,94 €

TIR

O TIR foi calculado pela seguinte Equacéo 2.

Exemplo de calculo:

_ 3674718 377631 472869 O+ 2768227 41456,14
T (1+TIR)® " (1+TIR' (1+TIRZ ™’ " (1+TIR)? ' (1+TIR)™®

(=)TIR =23,37%

AE

A AE pode ser calculado pela Equacéo 3.
Exemplo de célculo:

0,1(1 + 0,1)1°
(1+k)°—1

AE, 4y, = 6 471,89 €

AE 0y = VALjgg X

TR

O TR corresponde ao tempo em que o Balango Total é igual a 0. E obtido por interpolag&o dos

valores de Balanco Total apresentados na Tabela 15.
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