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Sumário   
 

A produção de vinho é nos dias de hoje algo que para a maioria das pessoas já está estabelecido e 

dominado. No entanto, existem constantes preocupações ligadas a este processo, sendo uma delas a 

redução dos produtos químicos usados para a estabilização microbiana, tornando assim o processo mais 

“verde” relativamente ao nível de processamento empregado e mais preocupado com a saúde dos 

consumidores. Tendo em conta este objetivo, a empresa Vinhos Norte tentou inovar e utilizar métodos 

alternativos para a conservação do mosto, feita habitualmente pela adição de dióxido de enxofre.  

Como o estágio decorreu muito após as vindimas não foi possível usar mosto “fresco”, tendo sido usado 

mosto amuado com dióxido de enxofre. Este mosto sofreu um processo de remoção do dióxido de 

enxofre, através da adição de peróxido de hidrogénio. Com vista nesse objetivo, foi estudado o perfil da 

redução do dióxido de enxofre e alguns efeitos que a sua adição poderiam causar, como a redução da 

acidez e a formação de ácido sulfúrico. Ao aplicar o peróxido de hidrogénio denota-se uma rápida descida 

da concentração de SO2. No entanto, não se deteta uma formação excessiva de ácido sulfúrico.  

O método alternativo em estudo foi a radiação ultravioleta. Foram efetuadas passagem de mosto a 

fermentar por um aparelho de radiação ultravioleta. Foram feitas alterações do caudal, de forma a 

determinar em que sentido o tempo de retenção afeta a eficácia da radiação na eliminação de leveduras. 

O emprego da radiação ultravioleta permitiu perceber que dois dos fatores-chave da aplicação são a 

turvação do líquido e o tempo de contacto que este tem com a radiação ultravioleta. Este estudo, embora 

muito limitado pelo aparelho usado, revela uma diminuição da carga microbiana presente no mosto a 

fermentar. Esta situação permite especular que melhorando as condições seria possível ter um 

decréscimo maior no número de microrganismos viáveis. Este método pode ter potencial para ser 

utilizado em futuras aplicações.  

No sentido de estudar a eficácia da radiação ultravioleta, fez-se uma investigação de uma possível 

implementação de um laboratório de microbiologia. Foi feita uma planificação de um laboratório de 

microbiologia que permitiria fazer análises simples, mas importantes para o estudo da eficácia da 

radiação ultravioleta. A implementação do laboratório não foi realizada, por falta de tempo e devido à 

empresa estar a atravessar uma mudança na sua estrutura interna, com novos mercados e uma 

constante procura para satisfazer todos os seus clientes. Foram adquiridos a câmara de Neubauer, e o 

corante, possibilitando assim um estudo da inativação de leveduras através de contagem microscópica.  

Palavras-chave: Radiação ultravioleta, peróxido de hidrogénio, mosto, uvas brancas, dióxido de enxofre. 
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Abstract 
 

For most people nowadays wine production is something that is already established and mastered. 

However, there are continuing concerns involved in this process, one of them being the reduction of the 

chemicals used for microbial stabilization, thereby making the process "greener" in terms of the 

consumer’s health and processing level. Given this objective, the Vinhos Norte Company tried to innovate 

and use alternative methods for the conservation of grape must, usually made by adding sulfur dioxide. 

As the training period took place well after the harvest it was not possible to use “fresh” must, instead it 

was used must preserved with high amounts of sulfur dioxide. This grape must undergo a process of 

sulfur dioxide removal by addition of hydrogen peroxide. With a view in this objective, it was studied the 

profile of the reduction of sulfur dioxide and some effects that this addition could cause, such as the 

reduction of acidity and the formation of sulfuric acid. By applying hydrogen peroxide it was noted a rapid 

decrease of the concentration of SO2. However, it was not detected a excessive formation of sulfuric acid. 

The alternative method under study was the ultraviolet radiation. It was made passages of fermenting 

must by the ultraviolet radiation device. Flow changes were made in order to determine in which way the 

retention time affects the effectiveness of the radiation in eliminating yeast.  

The use of ultraviolet radiation permitted to understand that two of the implementation key factors are 

the cloudiness of the liquid and the time that it’s subjected to ultraviolet radiation. This study, although 

limited by the device used, shows a decrease of microbial load present in the fermenting must. This 

allows to speculate that by improving conditions it would be possible to have a greater decrease in the 

number of viable microorganisms. This method may have the potential to be used in future applications 

In order to study the effectiveness of ultraviolet radiation, it was made an investigation of a possible 

implementation of a microbiology laboratory. It was made a planning of a microbiology laboratory which 

would allow the realization of simple but important analyzes to the study of the effectiveness of ultraviolet 

radiation. The implementing of the lab was not accomplished due to lack of time and because of the 

company is undergoing a change in its internal structure, with new markets and a constant search to 

satisfy all its customers. It was purchased a Neubauer chamber, and the dye, allowing a study of 

inactivation of yeast through microscopic counting. 

 

Key-words: Ultraviolet radiation, hydrogen peroxide, grape must, white grapes, sulfur dioxide. 
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OIV: International Organisation of Vine and Wine (Organização Internacional da Vinha e do Vinho) 

UV: Ultravioleta 

YPD: Yeast Extract Peptone Destrose (Extrato de levedura Peptona Dextrose) 
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1. Introdução 

 

1.1. Motivação e objetivos 

O vinho é um bem consumido mundialmente e em grande quantidade, sendo os maiores consumidores 

os Estados Unidos da América e a França com cerca de 3 mil milhões de litros anuais cada (Portugal 

consome cerca de 455 milhões de litros anualmente) (Wine Institute, 2013). Por isso, a sua produção 

está relacionada com a procura e com a matéria-prima disponível. Sendo o vinho feito de uvas que são 

colhidas numa época específica do ano torna-se difícil ter, de forma natural, um vinho pronto sempre 

que o mercado assim o exige. Por isso os grandes produtores usam métodos que permitem essa 

armazenagem do mosto, para que possam fermentar quando desejarem. O método mais usado é a 

adição de dióxido de enxofre (SO2). Nesse sentido é importante ter uma capacidade de armazenar o 

mosto sem que se recorra à adição de um químico, que para além de poder interferir com determinadas 

qualidades organoléticas, é um potencial causador de algumas doenças. Uma possível forma mais verde 

de se conseguir estabilizar o mosto em termos microbiológicos, enzimáticos e organoléticos poderá ser 

uma mais-valia na indústria vinícola e por isso revela-se neste campo um nicho que tem possibilidade de 

ser explorado.  

A planificação desta dissertação compreendia o uso de mosto com dióxido de enxofre, sendo assim 

necessário, numa primeira fase, anular a sua ação através da adição de peróxido de hidrogénio. Numa 

fase posterior, previa-se a utilização do mosto sem o dióxido de enxofre, utilizando uma aplicação à escala 

laboratorial de métodos alternativos, neste caso a radiação ultravioleta. Consequentemente seria 

efetuada uma avaliação na redução da carga microbiana para determinar a eficácia do tratamento. Esta 

aplicação numa pequena escala tem a potencialidade de retribuir um feedback que poderá ser 

importante numa futura aplicação à escala industrial. 

Tendo em conta a problemática exposta relativamente à adição de compostos químicos para a 

estabilização do mosto, os objetivos para esta dissertação passaram por estudar a aplicabilidade de 

peróxido de hidrogénio no processo de “desamuar” o mosto, sendo de seguida estudada a aplicabilidade 

de métodos alternativos ao SO2 na preservação do mosto de uvas brancas, neste caso a radiação 

ultravioleta e sua otimização, visando a aplicação prática. Para o efeito seriam realizadas análises físico-

-químicas e microbiológicas de forma a averiguar a eficácia dos métodos testados. Como tal seria preciso 
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fazer o estudo e montagem de um laboratório de microbiologia, que permita realizar testes 

microbiológicos simples. 

1.2. A empresa: Vinhos Norte 

A Vinhos Norte é uma empresa de cariz familiar, que batalha pela qualidade dos seus produtos e a 

satisfação de todos os seus clientes. Situada em Várzea Cova, Fafe, foi fundada em 1971, por Manuel 

da Costa Carvalho Lima, tendo evoluído constantemente de forma a acompanhar os tempos atuais. Por 

isso e numa perspetiva de melhorar a focalização no cliente e organização interna, em 2000, a empresa 

iniciou um processo de certificação segundo a NP EN ISO 9001:2000. Foi pioneira neste campo, por ser 

a primeira empresa da área da produção de vinhos a implementar um sistema segundo este referencial. 

Em 2002 obteve a certificação do Sistema de Gestão e Qualidade, como é possível ver pelo logotipo da 

empresa onde está evidenciado a existência do SGQ (Figura 1). Em simultâneo a empresa concebeu e 

implementou um sistema HACCP, referente à segurança alimentar. Como reconhecimento do trabalho 

desenvolvido internamente, a Vinhos Norte obteve inúmeros prémios e medalhas, atestando a qualidade 

dos seus produtos. Entre as marcas mais conhecidas desta empresa pode enumerar-se o vinho 

espumante Miogo, o vinho Cruzeiro, e a seleção Tapada dos Monges. Recentemente a empresa lançou 

o Várzea do Minho, um vinho proveniente da casta Touriga Nacional, o qual recebeu medalha de ouro 

no MUNDUS VINI (Vinhos Norte, 2015). 

 

Figura 1: Logótipo da empresa Vinhos Norte. 
 

1.3. Organização da dissertação 

Este documento foi dividido em seis capítulos. No primeiro capítulo é feita uma introdução teórica ao 

trabalho, dando a conhecer o panorama geral sobre o mosto, o vinho e sobre a empresa Vinhos Norte. 

No segundo capítulo é introduzido o tema de estudo sobre o qual se debruça esta dissertação, são 

referidas noções importantes sobre os microrganismos presentes no mosto, os processos de 
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transformação de mosto em vinho, bem como conceitos sobre a radiação ultravioleta e peróxido de 

hidrogénio. 

No capítulo 3 expõe-se a metodologia utilizada para conseguir realizar os objetivos propostos. 

Relativamente ao capítulo 4, apresenta-se a planificação do laboratório que foi referido como um objetivo 

deste trabalho. 

O capítulo 5 apresenta-se os resultados obtidos, fazendo a sua análise. 

Por fim, no capítulo 6 indica-se algumas conclusões e sugestões para trabalhos futuros.  
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2. Fundamentação teórica   

 

2.1. O vinho 

O vinho é uma bebida descoberta à mais de 7500 anos e continua a ser apreciado em todo o mundo. A 

maioria dos investigadores acredita que o vinho é originário do sul do Cáucaso, onde hoje em dia se situa 

o Iraque, Azerbaijão, entre outros países. O vinho é um alimento bastante complexo, que requer um 

processo de fabrico longo e cuidado, pois tem inúmeros fatores que podem influenciar a sua qualidade.  

Segundo o Regulamento CE n.º 491/2009, vinho num conceito geral é “o produto obtido exclusivamente 

por fermentação alcoólica, total ou parcial, de uvas frescas, esmagadas ou não, ou de mostos de uvas”. 

O mosto tem como definição “o produto líquido obtido naturalmente ou por processos físicos a partir de 

uvas frescas”. As uvas de que é proveniente o mosto e subsequentemente o vinho tem como definição 

“frutos de videira utilizados para vinificação, maduras ou mesmo ligeiramente passados, suscetíveis de 

serem esmagados ou espremidos com os meios normais de adega e de originarem espontaneamente 

uma fermentação alcoólica.” As uvas que podem ser usadas na produção de vinho têm de ser 

obrigatoriamente da espécie Vitis vinifera ou provenientes de um cruzamento entre esta espécie e outra 

do género Vitis, exceto as exceções definidas no regulamento n.º491/2009. 

Existem vários tipos de vinho, sendo a principal distinção entre branco, tinto e rosado. Em Portugal, existe 

uma grande variedade de vinhos, que podem ser distinguidos pela sua localização. Existem catorze 

regiões demarcadas que transmitem a riqueza dos vinhos no país, sendo uma delas a dos Vinhos Verdes. 

O Vinho Verde é um vinho leve e fresco, produzido no noroeste do país. Esta localização que em 1985 

foi considerada Região Demarcada do Vinhos Verdes é uma região costeira, bem localizada em termos 

geográficos para a produção de vinhos brancos. Por várias questões existe uma subdivisão da região, 

pertencendo Fafe, onde se encontra localizada a empresa, à região do Ave. O Vinho Verde é caraterizado 

pelo baixo teor alcoólico, sendo por isso menos calórico, é um vinho frutado, com um limite máximo de 

para o título alcoométrico de 14 % vol. (CVRVV, 2015; Portaria n.º 152/2015). As suas características 

são resultado do clima, do solo, das formas de cultivo e da particularidade das castas. Todas as garrafas 

produzidas têm para além do rótulo do engarrafador, um rótulo que identifica o vinho como sendo vinho 

verde, através de um logótipo específico (Figura 2).  
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Figura 2: Rótulo presente nos rótulos das garrafas de vinho verde (CVRVV, 2015). 

A produção de vinho engloba várias atividades desde a receção das uvas até ao engarrafamento, podendo 

ser divido em dois campos, a viticultura e vinificação. O processo de produção do vinho tem por base a 

viticultura, que corresponde a todo o processo de produção de uvas, sendo essencial um boa viticultura 

para a produção de um bom vinho. Envolve a plantação, poda, possíveis tratamentos fitossanitários, a 

manutenção do solo e a vindima. O processo de produção do vinho começa meses antes do seu 

engarrafamento, como seria de esperar quando se envolve frutos. De janeiro a março faz a plantação 

das vinhas (alguns anos antes), esta época depende das caraterísticas climatéricas do local. Nos locais 

onde já existam vinhas procede-se à poda, que permitirá um desenvolvimento regular da planta e dos 

bagos. Durante o crescimento é necessário um acompanhamento das plantas, nomeadamente dos 

estados fenólicos da videira – abrolhamento, floração, vingamento e pintor – pois a existência de pragas 

e doenças pode afetar o crescimento e maturação dos bagos. Às uvas faz-se um acompanhamento da 

maturação, sendo esta detetada pela mudança de cor, em que simultaneamente ocorre uma redução 

da acidez. A data da vindima deve ser determinada por vários fatores, sendo o mais importante o grau 

de acidez, pois à medida que os ácidos são transformados em açúcar, a acidez diminui e o álcool provável 

aumenta.  

A vinificação, de uma forma básica, é a transformação das uvas em vinho, envolvendo uma série de 

processos (Figura 3). A vinificação envolve diferentes processos para vinhos brancos e vinhos tintos. 

Neste projeto o foco será no vinho branco, devido à maior quantidade de produção e às suas 

caraterísticas para o processamento alternativo escolhido (Infovini, 2015a). Neste caso, a fermentação 

alcoólica é feita com a separação do mosto do engaço (ramificações do cacho). As uvas quando chegam 

à adega devem ser desengaçadas, ou seja, retiram-se as partes lenhosas. Seguidamente as uvas podem 

ou não ser esmagas antes de seguir para a prensa. Neste equipamento as uvas são transformadas em 

mosto, através da extração do sumo; no entanto, deve-se ter o cuidado de não dilacerar os engaços nem 
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esmagar as grainhas (semente). Após este processo dá-se uma clarificação, onde todas as partes sólidas 

que não foram eliminadas no processo anterior ficam depositados para ser eliminados, pois podem 

conferir aromas indesejados ao vinho e dificultar futuros processamentos, dando assim origem às borras. 

Seguidamente realiza-se uma trasfega para a cuba onde ocorre a fermentação, normalmente com uma 

temperatura entre os 14 °C a 18 °C, chegando a durar 15 a 20 dias. Após a fermentação efetua-se uma 

nova trasfega, deixando novamente as borras acumuladas. Nesta fase pode ser adicionado dióxido de 

enxofre para conservar o vinho, embora alguns produtores façam esta adição logo após a obtenção do 

mosto para prevenir fermentações espontâneas. Numa fase já quase final é efetuada uma clarificação, 

onde o vinho pode ser filtrado, ou pode sofrer a adição de produtos clarificantes que aglomeram as 

partículas, que sedimentam posteriormente. A última etapa é o engarrafamento do vinho que pode ser 

feito em garrafão, garrafas ou bag-in-box, com a respetiva colocação da rolha, cápsula, rótulo (e por vezes 

contrarrótulo) e no caso dos vinhos verdes do rótulo de região demarcada (Infovini, 2015b). 

Desengace

•As uvas podem 
ou não ser 
esmagadas 
antes da 
presagem.

Presagem

•Para 
remover as 
borras.

Clarificação

•Faz-se uma 
trasfega para 
outra cuba, 
deixando as 
borras.

Fermentação 
alcoólica

Trasfega

Clarificação

Engarrafamento

Figura 3: Esquema dos processos de vinificação. 
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2.1.1. Fermentação alcoólica  

A fermentação alcoólica é a transformação anaeróbica de açúcares em etanol e dióxido de carbono, 

principalmente (Equação 1). As principais fontes de carbono e energia são a glucose e frutose, embora 

possam ser usados outros componentes em pequenas quantidades. Da mesma forma outros compostos 

podem ser produzidos, tais como álcoois superiores, acetaldeído, ésteres, glicerol, diacetilo, entre outros 

(Zamora, 2009). Durante a fermentação alcoólica as leveduras vão-se adaptando às várias mudanças 

das condições, produzindo assim diferentes produtos secundários, como por exemplo o glicerol e o ácido 

sucínico, para manter o equilíbrio redox. Alguns destes compostos secundários conferem aromas 

característicos aos vinhos.  

C6H12O6 →2CH3CH2OH+2CO2 

Glucose→Etanol + Dióxido de carbono 

No início da fermentação alcoólica existe uma microflora variada, dependendo das condições do mosto. 

As fermentações que ocorrem na produção de vinhos podem ser divididas em 2 tipos: fermentações 

espontâneas ou fermentações inoculadas. As fermentações espontâneas são executadas pela microflora 

natural presente nas uvas. 

Inicialmente as espécies presentes na superfície das uvas dominam aquelas encontradas na 

fermentação, existindo uma grande variedade de leveduras não-Saccharomyces na fase inicial da 

fermentação, contribuindo para a produção de etanol e de importantes compostos voláteis do aroma. No 

entanto, são consideradas como um problema, devido à produção em excesso de acetato de etilo e 

outros compostos com sabores desagradáveis (Boulton et al., 1999). Enquanto a fermentação vai 

avançando a população de leveduras não-Saccharomyces diminui, enquanto as Saccharomyces 

aumentam (Fleet & Heard, 1993). No final da fermentação alcoólica, a Saccharomyces cerevisiae 

representa a maioria das leveduras encontradas. Por outro lado as espécies inoculadas dominam a 

fermentação mas não inibem de imediato as outras estirpes (Querol et al., 1992). Desta forma, as 

estirpes indígenas podem ter um papel importante nas características sensoriais mesmo nas 

fermentações executadas por leveduras inoculadas. Ao inocular o mosto com leveduras pode-se escolher 

uma variedade de características de acordo com o vinho desejado, como por exemplo uma maior 

libertação de determinados compostos aromáticos. Estas caraterísticas específicas das leveduras 

providenciam uma maior estabilidade aos produtores de vinho, pois permite ter uma fermentação sem 

paragens e com um produto final com as caraterísticas desejadas.  

Equação 1 
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Alguns fatores que podem influenciar a viabilidade quer de leveduras quer de bactérias são a variedade 

das uvas, a presença de tratamentos antifúngicos ou antibacterianos, condições climatéricas e a 

existência de pragas na vinha (Pretorius et al., 1999; Sapis-Domerq, 1980). 

A uva madura contém uma porção notável de açúcar, constituída principalmente por glucose, frutose, 

pequenas quantidades de pentoses e também sacarose. O consumo da glucose começa imediatamente 

e é mais rápido do que o consumo da frutose, gerando assim um aumento na proporção desta, conforme 

se verifica na Figura 4 (Fleet, 1998). O constante aumento da razão frutose/glucose tem sido sugerido 

por alguns autores como a principal causa de paragens de fermentações (Berthels et al., 2004). 

A taxa do catabolismo de açúcar diminui continuamente com o decorrer da fermentação, devido à 

toxicidade do etanol e falta de nutrientes (Rodicio & Heimisch, 2009). Como o objetivo da fermentação 

é transformar os açúcares em etanol, a densidade vai diminuindo. O acompanhamento da densidade 

possibilita assim saber em que estado está a fermentação e fazer uma estimativa de quanto tempo vai 

demorar.  

Numa fermentação natural, ou seja, com estirpes de leveduras naturalmente presentes no mosto, existe 

uma variedade de microrganismos, como é possível ver pela Figura 5. Pelo gráfico compreende-se que 

durante a fermentação primária ou alcoólica as Saccharomyces predominam, inativando toda a restante 

microflora devido à elevada concentração de etanol. No entanto, no caso de o vinho não ser estabilizado 

em termos microbiológicos e de ter alguns resíduos de açúcares, estes podem ser aproveitados pelas 

bactérias do ácido láctico (BAL) para conduzir uma fermentação secundária, a fermentação maloláctica, 

que pode ser desejada ou indesejada, dependendo do tipo de vinho.  

Figura 4: Perfil geral da concentração de glucose e frutose no 
mosto (C) ao longo do tempo (t), (Adaptado de Rodicio & 
Heimisch, 2009). 
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À medida que o tempo passa, o vinho armazenado pode estar sujeito ao “ataque” por microrganismos 

que lhe conferem características indesejáveis, como mudanças na coloração ou no odor. Por este motivo 

o controlo microbiológico é importante durante todo o processo de vinificação.  

2.1.2. Fermentação maloláctica  

A fermentação maloláctica normalmente ocorre após a fermentação alcoólica, com um atraso que 

depende das condições ambientais, da população de bactérias e de fatores químicos inerentes ao próprio 

vinho. Este atraso é na verdade uma fase de adaptação das bactérias ao ambiente que o vinho 

proporciona. Assim a fermentação maloláctica pode durar de 5 dias a 3 semanas (Lonvaud-Funel, 1995). 

Alguns dos fatores importantes para a fermentação são o pH, quantidade de etanol, concentração de 

sulfitos, a temperatura e a disponibilidade de açúcar, que nas condições ideais determinam uma melhor 

viabilidade e atividade específica de bactérias do ácido láctico, também denominadas bactérias lácticas 

(Krieger et al., 1990; Versari et al., 1999). 

A fermentação maloláctica normalmente ocorre entre os 18 °C e 22 °C, sendo por isso condições 

favoráveis para o crescimento de Oenococcus oeni, a principal BAL no mosto, que tem uma temperatura 

ótima de crescimento entre os 20 °C e os 25 °C. Para temperaturas abaixo de 15 °C, a fermentação 

maloláctica é difícil ou mesmo impossível (Britz & Tracey, 1990). Estas temperaturas mais baixas têm 

efeitos prejudiciais na transcrição de mRNA, na tradução e replicação de ADN (Van de Guchte et al., 

2002), criando estruturas secundárias no mRNA que abrandam a transcrição (Sanders et al., 1999). O 

decorrer da fermentação maloláctica traduz-se normalmente num aumento do pH do vinho devido à 

Figura 5: Perfil generalizado do crescimento durante uma fermentação com microflora 
natural. [A] leveduras não Saccharomyces; [B] Saccharomyces; [C] Oenococcus oeni; [D] 
leveduras/bactérias que podem deteorar o vinho (Adaptado de Fugelsang & Edwards, 
2007). 
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conversão de ácido L-málico em L-láctico, com a produção de CO2. Como o ácido produzido é mais fraco, 

promove a estabilidade ao remover substratos fermentescíveis que possam existir no final da 

fermentação alcoólica (Jackson, 2008). A nível do consumidor pode-se destacar uma alteração do sabor 

do vinho, tendo em conta a produção de aromas particulares desta fermentação, dependendo da estirpe 

e espécie dos microrganismos, do pH e temperatura.  

2.2. Microrganismos presentes no mosto/vinho 

No mosto existem vários microrganismos que podem estragar ou contribuir para a produção do vinho. 

São geralmente referidos em três grupos: leveduras, bactérias do ácido acético e bactérias do ácido 

láctico. 

2.2.1. Leveduras 

As leveduras são o grupo de microrganismos mais importante na produção de vinho, sendo as espécies 

mais presentes no vinho a S. cerevisiae e a S. bayanus. Durante a sua produção podem ser encontradas 

várias espécies de leveduras, pois existem várias condições favoráveis, como o baixo pH, a alta 

quantidade de açúcar, o facto de rapidamente se formar um ambiente anaeróbico e a presença de 

compostos fenólicos. Este tipo de características do meio faz com que se forme um ambiente ótimo para 

o desenvolvimento de leveduras, e cria um ambiente “seletivo”, permitindo o crescimento destes em 

detrimento de outros (Bisson & Joseph, 2009). Para além desta preferência pela fermentação e de 

aguentar concentrações moderadas/altas de etanol, a S. cerevisiae tem algumas propriedades como ser 

osmotolerante, ser insensível à acidez e conseguir proliferar com concentrações baixas de oxigénio, que 

fazem com que seja ideal para o crescimento em mostos.  

As leveduras usam principalmente a glicólise como forma de obter energia. A palavra glicólise deriva do 

grego glucus= doce e lysis=rutura. Este processo consiste na transformação intracelular de glucose e 

frutose em piruvato. As leveduras usam ainda a via das pentoses como mecanismo de obtenção de 

ribose e NADPH (Fosfato Dinucleótido de nicotinamida e adenina). 

A glicólise é a principal via de catabolismo de açúcar, sendo composta por uma sequência de onze 

reações enzimáticas que degrada hexoses e liberta energia na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) 

(Barnett, 2003; Gancedo, 1988). Como resultado desta via metabólica, cada molécula de hexose gera 

duas de piruvato, quatro de ATP e uma de NADH (Dinucleótido de nicotinamida e adenina). No entanto 

como são consumidas duas moléculas de ATP durante a fosforilação de hexoses, o ganho total de energia 

é de duas moléculas de ATP. 
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As leveduras são anaeróbicas facultativas e por isso possuem os mecanismos necessários para 

metabolizar açúcares quer aerobicamente, quer anaerobiamente (Boulton et al., 1999). Ambas as vias 

iniciam-se com a glicólise, formando-se piruvato. Posteriormente o piruvato pode ser transformado em 

etanal, que após ser reduzido se transforma em etanol e dióxido de carbono, sendo este processo 

denominado de fermentação alcoólica. A fermentação alcoólica ocorre no citoplasma e regenera o NAD+ 

que é consumido durante a glicólise. As leveduras podem também usar o processo de respiração para 

obter energia, tendo neste caso, um ganho de 26 a 38 moléculas de ATP. No entanto, esta via precisa 

da presença de oxigénio, pois este atua como substrato e é inibida com concentrações elevadas de 

açúcares (Crabtree, 1929).  

As leveduras possuem algumas vias metabólicas que usam o oxigénio como substrato. Um exemplo é a 

biossíntese de esteróis e ácidos gordos (Ratledge & Evans, 1989). Durante o crescimento celular é 

necessário a criação de novas membranas plasmáticas e por isso é necessário a produção de esteróis, 

ácidos gordos e fosfolípidos durante as fases iniciais da fermentação alcoólica (Ribéreau-Gayon et al., 

2006b). 

Pasteur (1861) expôs o facto de que leveduras num meio arejado evidenciavam um aumento na 

biomassa, mas uma diminuição da taxa de consumo de açúcar e da produção de etanol, concluindo que 

a presença de oxigénio inibia a fermentação alcoólica. Isto acontece porque ao ocorrer a respiração, a 

célula consume quantidades grandes de ADP, o que influencia negativamente o transporte de açúcar 

para dentro da célula (Lagunas & Gancedo, 1983; Lagunas et al., 1982).  

No caso concreto da S. cerevisiae, esta apenas consegue usar a respiração se a concentração de açúcar 

for muito baixa e caso haja oxigénio no meio. Num meio natural como é o mosto, as leveduras 

apresentam um ciclo de vida que apresenta quatro fases: fase de latência, fase exponencial, fase 

estacionária e fase de declínio (Figura 6). Neste ciclo de crescimento é possível verificar que nos primeiros 

tempos a população não aumenta. Esta é chamada de fase de latência (lag), onde se dá a adaptação 

das células ao meio. No caso concreto do vinho, a população celular inicial pode ser na ordem dos 

104 mL-1, se não forem inoculadas leveduras, ou seja, se apenas se usar a microflora indígena. A 

contagem de células pode ser por método direto, ou seja, usando o microscópio e a câmara de Neubauer. 

Ou indireto, usando as placas de Petri para fazer inoculações. Quando se inocula com uma determinada 

estirpe de levedura, a concentração de células costuma ser maior do que a referida para o caso de não 

ser inoculadas leveduras, na ordem dos 5×106 mL-1. Estes fatores devem ser controlados, caso contrário 

pode dar origem a uma paragem na fermentação ou uma fermentação mais lenta que o normal. 
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Figura 6: Ciclo de crescimento de leveduras representada a concentração celular (N – número de células) ao longo do 
tempo (t). a: fase de latência; b: fase exponencial; c: fase estacionária; d: fase de declínio (Adaptado de Zamora, 2009). 

Durante esta fase, a concentração celular aumenta até 107 mL-1 a 108 mL-1 e tem uma duração que varia 

de 3 a 6 dias. No final desta fase as leveduras param de crescer, devido à falta de nutrientes ou à 

produção de metabolitos tóxicos (o etanol pode interromper o transporte de glucose para a célula). Esta 

nova fase, fase estacionária, é representada por uma estabilização da população, durando de 2 a 10 

dias. A última fase é a fase de declínio ou morte, em que as leveduras morrem devido à falta de nutrientes 

e acumulação de etanol e outras substâncias tóxicas, produzidas durante a fermentação (Lafon-

Lafourcade et al., 1984). Como referido, para uma boa fermentação é necessário controlar as condições 

de forma a manter uma população viável, até que todos os açúcares sejam fermentados (Zamora, 2004).  

Embora o padrão de crescimento real seja muito semelhante ao apresentado, no mosto podem existir 

algumas variações, como a fase de latência demorar menos tempo ou ser inexistente. A fase exponencial 

e a fase estacionária podem demorar menos tempo. A fase de declínio pode começar antes dos 

nutrientes terem acabado, sendo por isso mais longa (Ribéreau-Gayon, 1985). 

A rapidez ou ausência aparente de uma fase de latência no crescimento da levedura pode resultar de 

um estado de pré-adaptação das células que dão inicio à fermentação. A levedura seca ativa, que é 

usualmente usada no mosto, é proveniente de culturas que estavam na fase exponencial num meio 

arejado. Estas células têm mitocôndrias funcionais, capazes de fazer a respiração e também têm todas 

as enzimas fermentativas.  

O ajustamento verificado na fase de latência nem sempre é visível, no entanto com condições menos 

ótimas esta pode ser mais pronunciada. Aquando da fase exponencial as leveduras crescem a uma taxa 
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máxima permitida pelas condições e a presença de oxigénio não afeta essa taxa (Schulze et al., 1996). 

Um dos motivos prováveis para o início da fase de declínio pode ser o aumento da disfunção da 

membrana celular, devido a efeitos combinados do etanol, ácidos gordos de cadeia media e escassez de 

precursores de esterol (Hallsworth, 1998; Viegas et al., 1998). 

O stress é qualquer fator ambiental que prejudique o crescimento das leveduras (Ivorra et al., 1999). No 

caso das leveduras existem vários tipos de causas de stress: concentração de etanol, temperatura, nível 

oxidativo do meio, falta de nutrientes. A exposição em condições sub-letais de um determinado stress 

confere proteção não só para doses maiores desse mas também para outros diferentes. Este efeito é 

chamado de proteção cruzada (Jürgen & Rodicio, 2009). Alguns dos stresses que podem afetar as 

leveduras são: 

A. Fontes de carbono e energia 

As maiores fontes de carbono usadas são a glucose e a frutose, podendo ser usadas outras mas em 

pequenas quantidades. A concentração de glucose não só afeta a ativação dos mecanismos de transporte 

de açúcar como também regula a expressão de enzimas no TCA (ciclo dos ácidos tricarboxílicos). Pensa-

-se que a origem da tolerância das leveduras às elevadas concentrações de açúcar está relacionada com 

a reduzida permeabilidade da membrana ao glicerol ou com o aumento na produção do mesmo 

(Brewster et al., 1993). 

B. Etanol 

A conversão de açúcares em etanol que ocorre durante a fermentação provoca stress para as leveduras, 

devido ao etanol. Este provoca efeitos adversos como mudanças na composição e permeabilidade da 

membrana (Gibson et al., 2007). As leveduras ficam também suscetíveis a determinados ácidos 

orgânicos como o ácido acético, que juntamente com o aumento de permeabilidade da membrana 

causada pelo etanol leva à acidificação do meio intramembranar e desdobramento das proteínas e 

possível morte celular (Garay-Arroyo et al., 2004).  

No entanto, a Saccharomyces cerevesiae tem uma elevada tolerância ao etanol. Através da modificação 

da membrana plasmática é diminuída a permeabilidade, minimizando a perda de nutrientes e cofatores 

da célula. A função vacuolar da membrana também desempenha um papel importante na retenção de 

substâncias tóxicas (Kitamoto, 1989). 
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Embora a maioria das estirpes de S. cerevisiae possa fermentar até um título alcoólico volumétrico de 

13 % a 15 %, existe uma grande variabilidade nesta capacidade. O metabolismo das leveduras começa 

a ter perturbações quando a concentração de etanol atinge os 2 % em volume (Dittrich, 1977), ocorrendo 

rutura no transporte do ião amónio e inibição de permeases, sendo que esta situação é agravada com o 

aumento da temperatura. 

C. Compostos azotados 

Os compostos azotados são dos nutrientes mais importantes para as leveduras, pois é necessário uma 

fonte de azoto assimilável para que estas sintetizem biomassa (Kunkee, 1991). No mosto existem vários 

compostos que contêm azoto, como ião amónio, aminoácidos, péptidos, proteínas, entre outros, mas 

apenas o ião amónio e os aminoácidos podem ser utilizados para tal efeito, ou seja, apenas estes podem 

ser assimilados (Hensche & Jiranek, 1993; Barre et al., 1998). Concentrações elevadas podem promover 

multiplicação celular desnecessária e reduzir a taxa de conversão dos açúcares em álcool. Baixas 

concentrações podem causar paragens na fermentação. O azoto é usado para produzir proteínas e ácidos 

nucleicos. 

D. Dióxido de enxofre 

O dióxido de enxofre é produzido pela maioria das estirpes de Saccharomyces. Neste campo, pensa-se 

que não terá qualquer influência na competição das leveduras com outros microrganismos. No entanto, 

quando adicionado ao mosto ajuda na proliferação das estirpes mais resistentes a esta substância. Para 

além desta capacidade antimicrobiana o dióxido de enxofre interfere com o metabolismo das leveduras, 

ligando-se com vários compostos contendo o grupo carbonilo. Esta ligação faz com que seja precisa 

maior quantidade de SO2 para ter o efeito antimicrobiano. O dióxido de enxofre aumenta a extração de 

compostos fenólicos das uvas.  

E. Oxigénio 

O processo de fermentação não precisa de oxigénio e mesmo na sua presença as leveduras fermentam. 

Contudo, o oxigénio é usado para produzir esteróis, que são incorporados na membrana celular. A 

hiperoxigenação favorece o crescimento celular e promove a fermentação. No sentido oposto a ausência 

de oxigénio pode parar a fermentação (Fornairon-Bonnefond et al., 2003). 

F. Dióxido de carbono 

O dióxido de carbono atua indiretamente no stress do meio ambiente, pois durante a fermentação são 



Preservação de mostos de uvas brancas: alternativas ao dióxido de enxofre  

16 

 

libertadas para a atmosfera grandes quantidades de dióxido de carbono. Isto resulta numa geração de 

correntes dentro da cuba, ajudando na diminuição da temperatura e na distribuição dos nutrientes.  

G. pH 

O valor de pH no mosto normalmente não interfere com a fermentação, apenas quando o pH é 

demasiado baixo, ou seja, inferior a 3 é que a fermentação sofre perturbações. 

H. Temperatura 

A temperatura é um dos fatores mais importantes na fermentação. A maioria dos produtores de vinho 

branco usam temperaturas entre os 14  °C e os 18 °C, permitindo ao vinho ser mais frutado e fresco 

(Heard & Fleet, 1985). As variações podem afetar diretamente o metabolismo das leveduras, de modo a 

causar a morte com temperaturas elevadas. Temperaturas baixas diminuem a toxicidade do etanol, mas 

podem retardar a fermentação, ou mesmo pará-la. A subida da temperatura aumenta a fluidez da 

membrana e causa desdobramento e agregação de proteínas citológicas, podendo dar-se uma paragem 

devido à desnaturação de enzimas e da membrana celular (Ough, 1966). 

I.  Killer factors 

Existem ainda interações entre leveduras que se tornam num fator de stress, pois algumas podem 

produzir e segregar proteínas ou glicoproteínas, chamadas de killer factors, que inibem outras leveduras 

(Van Vuuren & Jacobs, 1992; Shimizu, 1993). 

As leveduras são capazes de criar resistências ao stress. Um exemplo é a resistência ao dióxido de 

enxofre, que é resultado de uma contínua pressão seletiva pelo uso de compostos sulfurosos durante 

muitos anos. As estirpes de leveduras contêm um cromossoma específico para esta resistência. O dióxido 

de enxofre reage com compostos celulares, especialmente com grupos carbonilo, por isso a produção 

de acetaldeído pode funcionar como uma segunda resistência (Perez-Ortiz et al., 2002). S. cerevisiae é 

também conhecida por exprimir proteínas de resistência a radiação UV, como parte dos seus 

mecanismos de reparação (Qiu et al., 1998). 

2.2.2. Bactérias do Ácido Láctico  

Estas bactérias são conhecidas por produzir principalmente ácido láctico a partir de glucose, sendo a 

sua classificação baseada na morfologia, modo de fermentar a glucose, a variedade de substratos e o 

crescimento a diferentes temperaturas. Cerca de 85 % das espécies são heterofermentativas, 

produzindo ácido láctico, CO2 e etanol, ácido acético, através da via das pentoses fosfato. Normalmente 
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estas existem em habitats com abundância de nutrientes, decompondo plantas, frutas e produtos 

derivados de leite, fazendo parte da microflora natural do intestino humano. Devido à sua ação 

acidificante previnem danos na comida e crescimento de microrganismos (Hammes et al., 1991). 

Algumas bactérias ácidas lácticas são usadas como probióticas, permitindo uma inoculação de bactérias 

benéficas para o intestino (Tannock, 2005). Podem também ser encontradas em uvas, no mosto e no 

vinho. Devido às condições ácidas típicas do vinho, as uvas são um habitat naturalmente favorável para 

estas bactérias e algumas espécies como Oenococcus oeni conseguem sobreviver a altas concentrações 

de etanol. Após o esmagamento das uvas aparecem os primeiros microrganismos, nomeadamente as 

leveduras e as bactérias lácticas. Normalmente em vinhos com pH baixo, ou seja, inferior a 3,5, O. oeni 

é a espécie dominante, enquanto em vinhos com pH ligeiramente superiores é Pediococcus damnosus 

que domina (Wibowo et al., 1985 e 1988). A fermentação maloláctica conduzida pelas BAL pode ser 

desejada, no entanto, pode atribuir odores indesejáveis ao vinho.  

As BAL são muito limitadas em termos nutritivos, sendo que todas as estirpes precisam de determinados 

compostos para sobreviver, como por exemplo: riboflavina, ácido nicotínico, ácido pantoténico, entre 

outros.  

Os carbohidratos são usados quer pelas bactérias homofermentativas, quer pelas heterofermentativas 

como fonte de carbono e de energia. As bactérias lácticas produzem ácido láctico L(+) ou D(-) ou mesmo 

ou uma mistura racémica de isómeros (Kandler, 1983). No entanto, podem ocorrer mudanças no 

produto final devido a fatores ambientais, ou seja, dependendo das condições de crescimento, os 

produtos podem ser bastantes diferentes.  

A energia é obtida principalmente através da fermentação de hexoses, como por exemplo glucose e 

frutose, sendo por este motivo competidores diretas com as leveduras. Estas bactérias metabolizam 

ainda pentoses (xilose, ribose) e os três principais ácidos presentes no mosto: tartárico; málico, que é 

convertido em ácido láctico L(+) e CO2; cítrico, que é convertido em ácido láctico, ácido acético, CO2 e 

acetato de etilo. 

Como já referido, as BAL estão associadas com a fermentação e preservação de vários alimentos, bem 

como com a digestão no intestino. Bactérias lácticas isoladas de vinho têm um crescimento ótimo entre 

os 20 °C e 37 °C. No entanto, durante a fermentação maloláctica o crescimento é ótimo a 20 °C 

(Ribérau-Gayan et al. 2006a e 2006b). Devido à sua tolerância ao pH ácido e ao etanol é capaz de 

sobreviver no vinho. No entanto a sua atividade é inibida quando o título alcoométrico é superior a 8 %, 
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sendo a exceção a Oenococcus oeni que aguenta um teor de 14 %. Por esse motivo é uma das espécies 

mais presentes no vinho. É Gram-positiva, não móvel e é anaeróbica facultativa. Tem uma forma 

elipsoidal ou esférica e apresenta-se em pares ou em correntes (Dicks et al., 1995; Holzapfel & 

Schillinger, 1992). 

O. oeni é uma espécie hereterfermentativa, podendo ser aplicada para provocar uma redução do ácido 

málico. Esta pode crescer durante a fase estacionária e a fase de morte das leveduras, pois estas libertam 

constituintes celulares que estimulam o crescimento bacteriano. No caso particular da O. oeni, esta 

produz glicosidases e proteases (enzimas que quebram ligação peptídicas) que têm uma grande 

influência na lise celular. A fermentação maloláctica permite a obtenção de um vinho mais estável (König 

& Fröhlich, 2009).  

Aquando da fermentação alcoólica as leveduras multiplicam-se, consumindo açúcar e azoto mais 

rapidamente que as bactérias. No final da fermentação, ao ocorrer a lise celular das leveduras, são 

libertados para o meio metabolitos que ajudam o desenvolvimento de bactérias, como vitaminas e 

aminoácidos (Alexandre et al., 2004; Guilloux-Benatier et al., 2006). As bactérias lácticas no entanto 

crescem devagar, precisando de aminoácidos, vitaminas e níveis adequados de hidratos de carbono, 

preferindo ambientes acidificados. Deste modo, as BAL desenvolveram ao longo de anos, um arsenal de 

compostos antimicrobianos, como por exemplo, péptidos antimicrobianos e substâncias bactericidas 

(Schnürer & Magnunsson, 2005), bem como H2O2 e diacetilo (Ribéreau-Gayon et al., 1998). O peróxido 

de hidrogénio juntamente com o oxigénio oxida os grupos sulfurosos, desnaturando algumas enzimas. A 

peroxidação da membrana aumenta a sua permeabilidade, sendo que o peroxido de hidrogénio atua 

como um percursor para a produção de radicais livres com propriedades bactericidas (Byczkowski & 

Gessner, 1988). No entanto, também as leveduras conseguem produzir substâncias com características 

bacteriostáticas e bactericidas (Comitini et al., 2005), libertando assim, durante a fermentação, 

metabolitos tóxicos para as bactérias (etanol, ácidos gordos, SO2), fazendo com que a população destas 

diminua (Alexandre et al., 2004).  

As bactérias do ácido láctico estão sujeitas a determinadas condições que as colocam numa situação de 

stress. Por exemplo o etanol que é produzido pelas leveduras é um dos fatores principais de inibição do 

crescimento de bactérias lácticas. A resistência ao etanol varia com as condições ambientais como a 

temperatura e o pH. Esta resistência diminui com a diminuição do pH e com temperaturas mais elevadas 

(Alegria et al., 2004). A toxicidade do etanol advém da sua capacidade de se inserir na parte hidrofílica 

da membrana de dupla camada lipídica (Weber & de Bont, 1996). 
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As leveduras consomem os nutrientes disponíveis (glucose, frutose e fonte de azoto), podendo assim 

levar à falta de nutrientes. O próprio vinho revela-se complexo em termos de composição, tendo alguns 

componentes que inibem o crescimento bacteriano e outros que beneficiam (Campos et al., 2003; 

Figueiredo et al., 2008). Esta complexidade pode assim limitar o crescimento das bactérias.  

O pH é um fator preponderante no desenvolvimento de BAL no vinho, sendo que a maioria das bactérias 

lácticas são neutrófilas, ou seja, o pH ótimo de crescimento situa-se perto do neutro (Hutkins & Nannen, 

1993). Nesse sentido, quanto mais baixo for o pH do vinho, maior será a fase de latência entre a 

fermentação alcoólica e a maloláctica, sendo que a valores de pH inferiores a 3,0 o crescimento 

bacteriano é quase nulo ou mesmo impossível (Lonvaud-Funel, 1995). O efeito mais evidente do pH é a 

diminuição do pH intracelular, sendo este um fator que permite controlar alguns processos celulares 

como a atividade enzimática, síntese de ATP e RNA e replicação de DNA, causa ainda desnaturação de 

proteínas (Molina-Gutierrez et al., 2002) e altera a composição e fluidez da membrana celular. 

A temperatura tem um papel decisivo na qualidade do vinho, afetando o crescimento dos microrganismos 

presentes, podendo atrasar ou parar a fermentação maloláctica. A maioria das bactérias lácticas são 

mesófilas, com a temperatura de crescimento ótimo entre os 25 °C e 30 °C em cultura laboratorial (Van 

de Guchte et al., 2002). Quanto maior o conteúdo em etanol, mais baixa será a temperatura de 

crescimento ótimo. 

Também a concentração de sulfitos ou de dióxido de enxofre afeta o crescimento de BAL, pois tendo 

estes uma ação antimicrobiana, são inibidores de microrganismos. Este químico consegue passar a 

membrana celular e reage no seu interior, interferindo na formação de coenzimas e vitaminas (Chang et 

al., 1997). Com um pH baixo, o dióxido de enxofre possui uma capacidade antimicrobiana. No entanto, 

a O. oeni, por exemplo, tem a capacidade de criar resistência (Guzzo et al., 1998).  

Durante a produção do vinho existem processos que podem ser desfavoráveis para o crescimento de 

bactérias como é o caso da clarificação. Este processo elimina parte da microflora natural que 

posteriormente inicia a fermentação maloláctica e reduz a quantidade de nutrientes necessários para 

ambas as fermentações (Guzzo & Desroche, 2009). 

2.2.3. Bactérias do Ácido Acético 

As bactérias do ácido acético (BAA) estão incluídas na família Acetobacteraceae, que possui a particular 

caraterística de oxidar o etanol, transformando-o em ácido acético. Esta característica permite uma rápida 

oxidação de álcoois e açúcares, dando origem aos ácidos orgânicos correspondentes, tornando assim 
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este grupo de bactérias bastante suscetível de ser utilizadas em aplicações biotecnológicas, como a 

produção de ácido ascórbico (Deppenmeier et al., 2002). As bactérias do ácido acético são usadas na 

produção de várias comidas e bebidas, principalmente quando são fermentadas, como por exemplo o 

vinagre. No entanto, a sua presença pode levar a desperdícios noutros alimentos, como é o caso do 

vinho e cerveja. São Gram-positivas, aeróbias estritas e têm a forma de bastonetes. No meio natural, as 

BAA ocorrem em compostos açucarados e em frutas que estejam parcialmente fermentadas, pois têm 

a capacidade de usar quer açúcares, quer etanol, transformando-o em ácido acético que limita o 

crescimento de outros microrganismos. Na presença de oxigénio a sua taxa de atividade e crescimento 

aumenta. O seu pH ótimo de crescimento é entre 5,5 e 6,3 e a temperatura entre os 25 °C e 30 °C, 

embora possam crescer a pH mais ácido, entre 3 e 4 (De Ley et al., 1984; Du Toit & Pretorius, 2002). 

Ao amadurecer as uvas, a concentração de açúcares aumenta, chegando a ter 20 % a 25 %, aumentando 

assim a probabilidade de crescimento de BAA. Em uvas saudáveis a espécie dominante é Gluconobacter 

oxydans (Prieto et al., 2007; Renouf et al., 2005). De forma espectável, uvas podres apresentam uma 

maior população de BAA, sendo as espécies mais presentes Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurianus 

(Barbe et al., 2001). Durante a fermentação alcoólica a temperatura pode levar ao aumento de bactérias, 

pois nos dias de hoje usa-se temperaturas controladas entre os 14 °C e 18 °C, de forma a aumentar a 

produção e a retenção de compostos voláteis. No entanto, o uso de temperaturas mais baixas pode levar 

a uma diminuição na taxa de crescimento de leveduras e por isso abrir a oportunidade para o crescimento 

de leveduras e bactérias nativas, podendo parar a fermentação pretendida (Llauradó et al., 2002). Alguns 

fatores como a presença de SO2, o pH, a concentração de etanol, baixa temperatura e inoculação de 

leveduras são descritos como fatores inibidores do crescimento de BAA, podendo modificar a distribuição 

das espécies durante o processo. O crescimento de BAA durante a fermentação alcoólica está também 

relacionado com o número de bactérias e leveduras presentes no mosto no início da fermentação, pois 

como é possível verificar pela Figura 7, este valor pode determinar o número de células sobreviventes 

durante e após a fermentação (Du Toit & Pretorious, 2002; Watanabe & Lino, 1984). 

A presença de BAA está usualmente relacionada com vinho estragado, pois ocorre um aumento de ácido 

acético e por isso aumentando a acidez volátil. As alterações que ocorrem dependem da fase do processo 

em que encontra o mosto/vinho:  

 Uva e mosto: a presença resulta numa podridão ácida que pode envolver outros microrganismos 

como fungos, a fonte de carbono nesta fase é a glucose que é oxidada em ácido glucónico (Barbe 

et al., 2001);  
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 Vinho: nesta fase ocorre a transformação de etanol em ácido acético, no entanto, a população de 

BAA diminui devido as condições anaeróbicas que as leveduras implementam e por isso produz 

quantidades limitadas. No entanto, em alguns casos, pode ser produzido em quantidades passiveis 

de ser detetadas no consumo (Guillamón & Mas, 2009). 

 

2.2.4. Controlo microbiológico 

No vinho, o controlo microbiológico não é aquele a que os produtores dão maior importância. O controlo 

das propriedades físico-químicas é mais reconhecido. No entanto existe uma crescente evolução no 

sentido de prestar uma maior atenção ao controlo microbiológico durante todas as fases de vinificação. 

O controlo efetuado aos microrganismos permite uma apreciação da sua estabilidade biológica e aspeto, 

pois eventuais contaminações podem originar caraterísticas pouco desejáveis. O controlo não é apenas 

nos vinhos e mostos em si, mas também nos equipamentos que entram em contacto direto com o 

produto. Alguns pontos onde poderá ocorrer problemas são ao nível da rolhadora, da lavadora de garrafas 

e enchedora e por isso estes pontos devem ter uma especial atenção aquando a sua lavagem (Curvelo--

Garcia, 1988). 

O controlo de microrganismos no vinho pode ser composto por uma série de processos, que podem ser 

físicos como a filtração, ou químicos, como a adição de conservantes e esterilizantes. Os conservantes 

químicos podem inibir o crescimento e desenvolvimento de microrganismos sem os matar, podendo 

apenas colocá-los num estado de dormência. Já os esterilizantes, que pode ser bactericidas ou 

fungicidas, têm como função aniquilar os microrganismos presentes, quando corretamente aplicados.  

Figura 7: Comparação entre populações (N – número de células ao longo do tempo). Sendo a população de 
leveduras a linha a cheio e símbolos a cheio, eixo do lado direito e de BAA a linha a tracejado e símbolo aberto, 
eixo do lado esquerdo em fermentações inoculadas (triângulo) e espontânea (quadrado) (Adaptado de Guillamón & 
Mas, 2009). 
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Alguns dos microrganismos que podem estar presentes no vinho e causar efeitos negativos são: 

 Acetobacter: as uvas com algum estrago a nível de fungos têm uma maior probabilidade de ter uma 

infeção de Acetobacter nos vinhos, no período de armazenamento. Esta possível contaminação pode 

ser impedida através de um programa de sanitização adequada;  

 Dekkera/Brettanomyces: este género de leveduras tem uma particular resistência ao SO2 (Du Toit 

et al., 2005). Pode ser controlado o seu desenvolvimento através de filtração; 

 Saccharomycodes: são leveduras altamente resistentes ao SO2, talvez pela capacidade de produzir 

altas concentrações de acetaldeído, que se liga ao SO2 (Ciani & Maccarelli, 1998). Assim a melhor 

forma de impedir esta contaminação é por filtração estéril. No entanto a sua existência é rara nos 

vinhos (Fleet, 2003); 

 Zygosaccharomyces: esta levedura causa estragos no vinho, libertando CO2, formando depósitos e 

turvação nas garrafas. É resistente ao etanol, SO2 e outros conservantes. As infeções estão 

normalmente associadas à adição de mostos com contaminações, para adoçar o vinho. No entanto, 

se forem cumpridas as boas práticas de fabrico, não deverá haver caso para alarme. 

2.3. Meios de preservação do mosto 

Nos dias de hoje é necessário preservar o mosto de forma a conseguir armazena-lo, para posteriormente 

fermentar e produzir vinho durante todo o ano. Neste sentido os produtores utilizam a adição de dióxido 

de enxofre. No entanto, com a atual preocupação da saúde novas formas podem surgir. 

2.3.1. Meio atual de preservação: Dióxido de enxofre 

O SO2 é largamente utilizado pelas suas capacidades antioxidantes, antissépticas e antioxidásicas, pois 

permitem uma estabilização microbiológica e oxidativa do mosto durante o seu armazenamento.  

O dióxido de enxofre quando misturado com água apresenta um equilíbrio entre três formas, como é 

possível ver pelas Equações 2, 3 e 4: forma molecular (SO2 • H2O), ião bissulfito (HSO3
−) e ião sulfito 

SO3
2−. 

SO2+H2O↔SO2•H2O 

SO2+H2O↔HSO3
- +H+ 

HSO3
-
↔SO3

2-+H+ 

 

Equação 2 

Equação 3 

Equação 4 
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Este equilíbrio é dependente do pH. No entanto, como o pH dos vinhos está normalmente entre os 3 e 

4, a espécie predominante é o bissulfito. Pelo gráfico ilustrado na Figura 8 é possível verificar a variação 

da quantidade presente de cada uma das 3 espécies de dióxido de enxofre, de acordo com o valor de 

pH. Está descrito que a espécie que terá a capacidade de inibir os microrganismos é a molecular, pois, 

devido à inexistência de carga desta molécula, ela pode entrar na célula e sofrer uma dissociação 

provocada pelo pH citoplasmático dando origem ao ião bissulfito ou ião sulfato. 

À medida que a concentração de SO2 diminui devido aos mecanismos internos que procuram o equilíbrio, 

mais SO2 molecular entra na célula, aumentando assim a concentração no interior. A inibição pode 

ocorrer por vários mecanismos, como por exemplo a rutura de pontes de dissulfato em proteínas, 

tornando-as em componentes não assimiláveis, ou originando uma reação com cofatores como o NAD+ 

e o FAD. Pode ainda reagir com ATP, e promover a remoção do grupo amina da citosina, transformando-

-o em uracilo e consequentemente aumentando a probabilidade de ocorrência de mutações letais (Ough, 

1993; Romano & Suzzi, 1993). A concentração de SO2 molecular necessária para impedir o crescimento 

celular varia de acordo com o mosto/vinho, o pH, a temperatura, o teor alcoólico, a população 

microbiana, bem como a sua diversidade, estado de crescimento, entre outros fatores. 

O SO2 é usado na conservação de mostos, devido às suas capacidades redutoras, sendo capaz de reagir 

com variados compostos existentes nos mostos e vinhos. Estas reações de combinação são dependentes 

Figura 8: Gráfico que ilustra a quantidade (S) de cada forma do dióxido de 
enxofre presente de acordo com valores de pH (Adaptado de Fugelsang & 
Edwards, 2007). 
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do pH e da temperatura. O dióxido de enxofre inibe a atividade enzimática, prevenindo a oxidação e 

mudança de cor do vinho.  

No mosto ou vinho, é possível medir a concentração de SO2 como estando na forma “livre” quando não 

está ligado a nenhum composto, ou na forma “combinada” quando ocorrem as reações já referidas. A 

soma destas duas parcelas permite obter a concentração Total de dióxido de enxofre no mosto/vinho. 

A fração livre tem uma capacidade antisséptica, capaz de inibir as bactérias do ácido láctico, bactérias 

do ácido acético e outras potenciadoras de doenças e defeitos nos vinhos. A resistência das leveduras a 

esta ação é variável, no entanto, é mais fraca nos vinhos do que nos mostos, devido à presença do etanol 

(Curvelo-Garcia, 1988). É considerado por alguns autores como um clarificador. 

Na forma “combinada”, pode reagir irreversivelmente e dar origem à parte mais estável. Pode ainda 

reagir de forma reversível, dando origem a uma “reserva” de SO2, por se estabelecerem ligações mais 

instáveis que podem ser quebradas mais facilmente, libertando SO2 quando a fração livre começa a 

diminuir. A fração combinada não apresenta qualquer atividade antimicrobiana. Entre os compostos que 

se ligam de forma irreversível pode-se destacar o etanal e outros compostos carbonilados como aldeídos 

e cetonas (Curvelo-Garcia, 1988). 

Existem outros conservantes e esterilizantes como por exemplo o ácido sórbico, o ácido fumárico, o 

dimetil dicabornato, a lisozima, o monóxido de carbono, entre outros (Fugelsang & Edwards, 2007). 

Contudo, na indústria vinícola o mais utilizado é sem dúvida o dióxido de enxofre. No entanto, pode 

causar alergias, dando origem a vários problemas de saúde como dores de cabeça, irritação gástrica, 

náuseas, entre outros (Santos et al., 2012). Devido aos problemas de saúde referidos a OIV (International 

Organization of Vine and Wine) tem vindo a reduzir a concentração máxima permitida nos vinhos. 

Atualmente nos vinhos brancos é permitido ter um concentração total de SO2 de 200 mg/L e nos vinhos 

tintos 150 mg/L (Regulamento CE n.º 607/2009). 

2.3.2. Meio alternativo de preservação: Radiação Ultravioleta 

No mundo dos vinhos tem sido constante a adição de dióxido de enxofre aos mostos para os conservar 

em termos microbiológicos. No entanto, recentes estudos revelam um possível risco para a saúde e por 

isso cada vez mais se pensa em reduzir a sua adição (Ribéreau-Gayon et al., 2006a; Du Toit & Pretorius, 

2000). Nos dias atuais existem alternativas para a inativação de microrganismos em alimentos líquidos 

como radiação UV, pasteurização, pulsos elétricos e pressão hidrostática (Sizer & Balasubramaniam, 
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1999). A radiação ultravioleta tem sido usada como método de desinfeção de água, de superfícies e de 

embalagens (Falguera et al., 2011).  

A radiação ultravioleta cobre uma pequena parte do espectro eletromagnético, mais precisamente entre 

os 100 e os 400 nm. Podendo ser classificada da seguinte forma: UV-A, dos 315 nm aos 400 nm; UV-

B, dos 280 nm aos 315 nm e UV-C, dos 100 nm aos 280 nm (ISO 21348/2007).  

Este tratamento é feito a baixas temperaturas e por isso é um tratamento de desinfeção não-térmico no 

qual não é reconhecida a produção de metabolitos tóxicos ou mesmo não-tóxicos durante o processo, 

nem gostos ou aromas desagradáveis quando, por exemplo, se trata água ou mesmo sumos. O processo 

em si necessita de pouca energia comparativamente à pasteurização (Tran & Fariq, 2004). Contudo, a 

luz UV pode ter um efeito na cor de moléculas orgânicas de produtos frutícolas, pois é absorvida por 

cadeias duplas, fazendo com que estas reajam com o oxigénio transformando-se em ligações simples 

(Nassau, 1998).  

A luz UV é uma forma fácil de matar a maioria dos microrganismos, tendo um efeito nocivo em bactérias, 

vírus, bolores e leveduras (Bintsis et al., 2000). O efeito da luz UV depende do tipo de líquido, da sua 

densidade, da sua cor, da capacidade de absorção da radiação UV por parte do líquido, do tipo de 

microrganismos e da sua fase de crescimento, do caudal, da existência de sólidos suspensos, da 

espessura da película do líquido (design do reator) e da intensidade da lâmpada (bem como da potência 

e comprimento de onda caraterística da lâmpada) (Shama, 1999; Bintsis et al., 2000).  

A radiação UV afeta os microrganismos ao nível do DNA, afetando a replicação e a transcrição de ácidos 

nucleicos, funcionando como uma pasteurização fria, permitindo que se processe alimentos mais 

sensíveis a variações térmicas. O pico da máxima absorção do DNA situa-se entre os 250 nm e os 280 

nm. O DNA, ao absorver a luz UV, fica sujeito a um cruzamento de ligações entre pirimidinas vizinhas na 

mesma cadeia de DNA (Miller et al., 1999). A morte ou inativação acontece devido a esta mudança na 

formação da ligação química do DNA (Stother, 1999).  

A frequência correspondente ao comprimento de onda de 254 nm é usada como desinfetante de 

superfícies, águas e outros alimentos líquidos como sumos de fruta (Guerrero-Beltrán & Barbosa-

Cánovas, 2004 e 2005). Na indústria alimentar tem sido usado para inativar microrganismos e enzimas 

em diferentes produtos líquidos. Em temos enzimáticos a inativação ocorre devido a agregações 

proteicas, enquanto a nível microbiológico a inativação ocorre devido a danos no DNA, impedindo a 

reprodução (Tiwari et al., 2009). 
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Fredericks et al. (2011) realizou um estudo com vinho branco (Chardonnay) e vinho tinto (Pinotage), nos 

quais inoculou bactérias lácticas e bactérias do ácido acético e tratou-os com radiação UV. Os resultados 

indicam que existe uma inativação de vários microrganismos, entre eles Saccharomyces, Acetobacter e 

Oenococcus. No caso concreto da Saccharomyces houve uma redução de 2 ciclos logarítmicos para uma 

dosagem de 1337 J/L. 

Segundo Falguera et al. (2013), a radiação UV é eficaz ao inativar parcialmente a polifenol-oxidase e 

reduzir a acidez volátil (uma medida indireta da qualidade do vinho). No entanto, os autores referem que 

para a inativação ser total deverão ser realizados estudos de otimização do processo, para assim evitar 

possíveis estragos no mosto devido a esta enzima. 

Contudo, bolores e leveduras são mais resistentes do que bactérias provavelmente devido à estrutura do 

DNA ser composta por menos bases pirimidinas. Para além disso a composição química e espessura da 

parede celular são diferentes. Embora na teoria todos os microrganismos sejam sensíveis à radiação UV 

a sensibilidade vai depender da resistência à penetração e da existência de vários mecanismos de 

reparação (que dependem de fatores ambientais). Por exemplo meios mais ricos que contenham peptona 

têm um efeito protetor, pois ajudam no aumento de ribossomas que atua como um escudo para o DNA 

(Snowball & Hornsey, 1998). 

Um dos problemas deste método é a pouca profundidade de penetração da luz UV nos líquidos, exceto 

a água (Shama, 1999). A penetração em sumos é de cerca de 1 mm para uma absorção de 90 % da 

luz, sendo por esse motivo sugerido que se use um regime turbulento no processamento (Sizer & 

Balasubramaniam, 1999). Outros problemas que se evidenciam com a utilização deste método são o 

elevado tempo de retenção necessário e o baixo volume que é possível tratar, por isso, uma possibilidade 

para obter uma maior eficácia é o aumento do tempo de residência seja pela diminuição do caudal ou 

pelo aumento do número de passagens no aparelho. Estas duas opções, no fundo, aumentam o tempo 

de exposição à luz UV.  

2.4. Supressão do dióxido de enxofre 
 

2.4.1. Peróxido de Hidrogénio 

O peróxido de hidrogénio é um forte oxidante, com um aspeto transparente, é semelhante à água, mas 

tem um odor muito característico, não sendo inflamável. É um composto estável à temperatura ambiente 

se armazenado corretamente (Mattos et al., 2003). O peróxido de hidrogénio é usado em várias 
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aplicações, quer domésticas, como na desinfeção de feridas cutâneas, quer em termos industriais, como 

no tratamento de água e efluentes. Tem como vantagens ser miscível com água e ter uma boa atividade 

bactericida e algicida, um custo relativamente baixo quando comparado com outros biocidas e não gerar 

subprodutos tóxicos na água. Alguns autores referem que o poder biocida do peróxido de hidrogénio 

pode ser melhorado quando combinado com outros compostos, como por exemplo com o ozono, ferro, 

ou radiação ultravioleta. 

O dióxido de enxofre não reage diretamente com o oxigénio, mas sim com a sua forma reduzida, o 

peróxido de hidrogénio (Elias et al., 2010). Desta forma o dióxido de enxofre pode ser um inibidor da 

formação de aldeídos que resultam da oxidação do etanol (Figura 9). 

 

 

 

 

Visto que o pH nos mostos e vinhos está normalmente entre os 3 e 4, a espécie mais presente é o ião 

bissulfito, por isso as interações entre o bissulfito e o peróxido de hidrogénio podem ser esquematizadas 

como nas Equações 5 e 6. 

 

 

  

 

Onde HA=H3O+ ou H2PO-
4e A é dependente de HA (H2O ou HPO-). 

Figura 9: A interação de SO2 com peróxido de hidrogênio e quinonas após oxidação de 
catecol, evitando assim a oxidação do etanol pela reação Fenton (Adaptado de Elias et al., 
2010). 

Equação 5 

 

Equação 6 
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A adição de peróxido de hidrogénio ao mosto, na presença de dióxido de enxofre, vai levar à reação 

descrita nas Equações 5 e 6, que ocorre provavelmente por um deslocamento nucleofílico provocado 

pelo peróxido de hidrogénio no ião bissulfito, formando assim ácido sulfúrico, entre outros produtos 

(Hoffman & Edwards, 1975). Será preciso um cuidado especial, pois este químico pode trazer graves 

problemas para a saúde, caso haja a intenção de comercializar ou beber vinho produzido por este mosto. 

O H2O2 pode ser formado durante a oxidação de fenóis no vinho, sendo que alguns autores como Boulton 

et al. (2001) indicam que a adição de SO2 tem como principal ação antioxidante a reação com H2O2, 

limitando assim a oxidação de etanol ou outros compostos. Esta situação deve ser controlada pois o 

peróxido de hidrogénio pode, em associação com o ião ferro Fe2+ gerar compostos oxigenados altamente 

reativos como o radical hidroxilo (.OH), sendo este processo denominado de reação Fenton (Choe & Min, 

2005). O peróxido de hidrogénio ao reagir com o ião ferro forma o radical hidroxilo, que por ser muito 

instável reage quase imediatamente, sem qualquer seletividade, com compostos presentes no meio, com 

uma taxa quase proporcional a sua concentração. Um dos exemplos é a oxidação do etanol para formar 

aldeídos (etanal). Segundo Waterhouse & Laurie (2006) os compostos fenólicos são os reagentes 

primários quando está presente oxigénio. Afirmam ainda que como os vinhos tintos têm uma maior 

quantidade destes compostos do que os vinhos brancos, tendo por isso uma maior tolerância ao oxigénio. 

Esta oxidação provoca uma mudança de cor no vinho. 

O peróxido de hidrogénio tem um efeito tóxico para as bactérias e leveduras, devido à produção de 

radicais hidroxilo no meio intracelular, que atacam alguns dos componentes vitais para a sobrevivência 

da célula, como os lípidos, as proteínas e o DNA, levando assim à morte celular (Penna et al., 2001). É 

possível realizar um processo de eliminação de bactérias ou leveduras usando a combinação peróxido 

de hidrogénio/radiação ultravioleta, existindo três possibilidades para a inativação celular (Labas et al., 

2007): 

 Fotólise do DNA das células; 

 Ataque do H2O2 às membranas celulares, enzimas intracelulares e ao DNA; 

 Ataque pelos radicais livres, gerados aquando da reação de fotólise do H2O2 às membranas, 

enzimas e DNA. 

A molécula de peróxido de hidrogénio é capaz de atravessar a membrana celular. No entanto, não o faz 

livremente, sendo que a sua travessia pode ser regulada através de alterações da composição da 

membrana celular (Branco et al., 2004). 
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As leveduras possuem mecanismos de defesa quer enzimáticos quer não enzimáticos, que as permite 

proteger, mantendo o equilíbrio redox. Em termos enzimáticos podem-se destacar a catalase, o citocromo 

C peroxidase, a redutase, entre outras enzimas que decompõem os oxidantes. Os mecanismos não 

enzimáticos baseiam-se em moléculas solúveis em meio aquoso ou lipídico, atuando como radicais, ou 

seja, reagindo com os oxidantes e removendo-os (Jamieson, 1998). 
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3. Metodologias 
 

As etapas realizadas para a elaboração desta dissertação podem ser sumariadas no esquema da 

Figura 10.  

 

Figura 10: Esquema das etapas realizadas para a elaboração da dissertação. 

Foi utilizado mosto amuado com dióxido de enxofre (cerca de 1 g/L). Nesse sentido foi realizada a adição 

de peróxido de hidrogénio no sentido de anular a ação do SO2. A aplicação do peróxido de hidrogénio 

está explicada no subcapítulo 3.1. Como foi referido no subcapítulo 2.5.1 existe a produção de ácido 

sulfúrico devido à combinação entre o peróxido de hidrogénio e o dióxido de enxofre. Para comprovar 

esta teoria, foi feito um estudo aos sulfatos pelo método OIV-MA-AS321-05A.  

De forma a ter uma perceção da acidez foram realizadas medições do pH e da acidez total. A acidez total 

foi determinada por titulação com indicador de Azul Bromotimol (Anexo 1). Foram feitas medições da 

concentração de SO2 Total e Livre e após o valor da concentração de SO2 total atingir o pretendido (o 

mais próximo de 0 quanto possível) foi feita uma validação microbiológica. Embora o objetivo da adição 

de H2O2 tenha sido o de anular a ação do SO2, está referido na literatura que o peróxido de hidrogénio 

tem um efeito nocivo nos microrganismos. Tendo em conta esse facto procedeu-se à validação, que teve 

como finalidade verificar a existência de microrganismos viáveis no referido mosto. Assim caso o 

resultado fosse positivo para a presença, não seria necessário inocular artificialmente o mosto, caso 

contrário seria necessário recorrer a leveduras secas ativas. O mosto com H2O2 foi inoculado em placas 
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de Petri na Universidade do Minho (Anexo 2). Nesse mosto, após a validação microbiológica, foi feita 

uma inoculação de leveduras usadas habitualmente para a fermentação dos mostos da empresa. Foi 

realizada uma quantificação microbiológica através da câmara de Neubauer (Anexo 3). O mosto em 

questão foi exposto à radiação ultravioleta, após a qual se realizou uma nova contagem celular, com o 

objetivo de determinar a eficácia do tratamento. Para estudar a eficácia da radiação ultravioleta, foi 

decidido estudar a variação do tempo de retenção através da variação do caudal e o seu efeito na 

diminuição da carga microbiana.  

3.1. Estudo da aplicação do peróxido de hidrogénio 

Neste projeto pretendeu-se averiguar a aplicabilidade do peróxido de hidrogénio (H2O2). A remoção do 

SO2 é conseguida pela adição de peróxido de hidrogénio. Para aferir a quantidade a adicionar ao mosto, 

seguiu-se o seguinte método: 

i. Mediu-se a concentração de SO2 total (valor a ser removido) com o aparelho Sulfimatic. Este 

aparelho permite medir a concentração de SO2 Livre e Total, sendo a fração combinada a 

subtração da parte Livre da Total (Anexo 4); 

ii. Calculou-se a quantidade de SO2 total a remover (Anexo 5). 

De forma a acompanhar a evolução da concentração de SO2, foram feitas medições da concentração 

total e livre de SO2, 30 min após a adição de peróxido de hidrogénio e no dia seguinte, antes de uma 

nova adição. 

3.2. Inoculação do mosto 

De forma a ter uma carga microbiana presente no mosto, para posteriormente submeter à radiação 

ultravioleta, este foi inoculado com leveduras. Para tal foi necessário fazer a reidratação da levedura 

habitualmente usada (KB.-12) em água tépida. No mosto foi adicionado fosfato de amónio, que é um 

nutriente para leveduras e também Biovitamine®, que contem de forma a fornecer mais nutrientes às 

leveduras. A adição destes componentes está relacionado com a quantidade de mosto a fermentar, tendo 

cada fornecedor a indicação dessas mesmas quantidades. 

As inoculações foram acompanhadas com a amostragem diária na qual se mediu a densidade e 

temperatura (Anexo 6). Utilizou-se o procedimento OIV-MA-AS2-01B:R2009. Inicialmente deve-se colocar 

o mosto numa proveta de 500 mL, seguidamente deve ler-se a densidade. Após retirar o densímetro 

colocar o termómetro e registar a temperatura. Caso a temperatura não seja 20 °C proceder às 
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respetivas correções presentes na tabela para correções de densidade no mosto (ver Delanoë et al., 

1984). 

3.3. Contagem Celular 

Para fazer a amostragem antes e depois do tratamento com radiação UV, foi efetuada uma ligeira 

agitação do bidão, recolha de 5 mL a meia altura do bidão. Retiraram-se 2 mL para fazer a diluição, 

sendo que nos casos em que não se realizou diluição retirou-se na mesma 2 mL para manter constante 

o método de amostragem. Retiraram-se 0,2 mL dessa suspensão para juntar a 0,2 mL de solução azul-

de-metileno a 200 mg/L. 

3.4. Processamento através de radiação ultravioleta 

O aparelho usado (Figura. 11, A) tem uma forma cilíndrica, com uma cabeça na qual se conecta uma 

lâmpada de raios ultravioleta que fica no interior do recipiente azul, permitindo assim desinfetar ou 

esterilizar líquidos como a água. Retirou-se as seguintes informações do aparelho de tratamento de 

ultravioleta. Patent no 4971687; 220 V, 1 Amp; PURA UV20-1. 

Verificou-se de facto que este aparelho é usado para desinfetar água, comercializado pela PuraTM, tendo 

as seguintes caraterísticas (Anderson, 1990; Pure Water Products, 2015): Peso: 7,3 kg; Dimensões: 

63,5 cm×14,0 cm×14,0 cm; Caudal: até 30 L/min; Lâmpada: 1 lâmpada de 22 W, com comprimento 

de onda de 254 nm.  

Figura 11: A- Aparelho de ultravioleta (Retirado de Pure Water Products). B- 
Recipiente de receção do mosto antes de ir para o aparelho de UV.  
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O recipiente mostrado na Figura 11, B foi o local de receção do mosto antes de entrar no aparelho de 

ultravioleta, tendo um volume de 16 L. Como é possível ver pela mesma figura, existe uma torneira e um 

regulador a ele acoplados. O recipiente, através de um compressor foi preenchido com ar comprimido, 

obrigando assim o mosto a ser expelido do recipiente e seguir a tubagem até ao aparelho de ultravioleta. 

No final da passagem pelo aparelho, o mosto era armazenado no bidão de 20 L.  

Numa primeira fase procedeu-se à marcação do regulador para conseguir ter uma forma de controlar 

melhor o caudal (Figura 12). Como o mostrador não indicava qualquer pressão (não estava funcional), 

não foi possível determinar a pressão que realmente estava a ser usada no recipiente. 

Por esse motivo foi feito um estudo do caudal, ou seja, manobrando o regulador e a torneira para 

diferentes posições, varia-se o caudal, sem assim alterar a pressão no compressor. Com esta marcação 

foi possível medir o caudal movimentando o regulador de forma a ter 1,5 voltas; 1,75 voltas e 2 voltas. 

A posição da torneira também foi variada neste estudo, sendo que foram usadas 4 posições (Figura 13). 

Figura 12: Regulador e torneira.  

Figura 13: Desenho técnico da vista superior da torneira. A- posição 0; B- posição 1; C- posição 2; D- posição 3. 
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Obteve-se o caudal, enchendo uma proveta de 50 mL e cronometrando o tempo que demorou a encher, 

sendo feitas duas réplicas para cada caudal. Sabendo que o recipiente tem um volume de 16 L, calculou-

se o tempo de retenção.  

A totalidade do sistema pode ser visualizado na Figura 14, onde se consegue ver a entrada do ar 

comprimido, a passagem do mosto para o aparelho de radiação ultravioleta e o seu armazenamento no 

bidão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Estrutura das experiências  

A organização utilizada para a realização das experiências pode ser descrita pelo esquema da Figura 15.  

A experiência 1 foi feita com o regulador a 1,5 voltas e a torneira na posição 3, ou seja, totalmente aberto.  

A experiência 2 manteve o caudal apenas se alterando as condições do mosto, no qual se procedeu a 

uma diluição 1/10, para testar o efeito da diminuição da absorvância na eficácia do processo. Sendo a 

absorvância a capacidade dos materiais absorverem uma determinada radiação numa frequência 

específica, ao fazer a sua medição, verifica-se que quando aumenta a absorvância aumenta a 

concentração celular. Sabendo esta informação é possível afirmar que ao fazer a diluição a concentração 

celular é inferior e por isso terá uma turvação também inferior. A medição da absorvância foi feita com 

recurso ao espectrofotómetro, a 254 nm e 520 nm. 

Figura 14: Esquema utilizado para as experiências com a radiação ultravioleta.  
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Quanto à experiência 3 o regulador foi colocado na posição para 2 voltas, mantendo-se a posição 3 na 

torneira. Relativamente à experiência 4 foi feita uma dupla passagem pelo aparelho de UV com o caudal 

da experiência 3. Na experiência 5 foi feita uma tripla passagem pelo aparelho de UV com o caudal da 

experiência 3. Por fim, na experiência 6 foi efetuada uma dupla passagem pelo aparelho UV com o caudal 

da experiência 1. Cada experiência teve apenas uma réplica. 

 

Figura 15: Esquemática da estrutura das experiências realizadas. 

  

• Regulador a 1,5 voltas e torneira na posição 3Experiência 1
• Regulador a 1,5 voltas e torneira na posição 3*

• *diluição 1/10 do mosto Experiência 2

• Regulador a 2 voltas e torneira na posição 3Experiência 3
• Dupla passagem regulador a 2 voltas e torneira 

na posição 3Experiência 4
• Tripla passagem regulador a 2 voltas e torneira 

na posição 3 Experiência 5
• Dupla passagem regulador a 1,5 voltas e torneira 

na posição 3Experiência 6
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4. Resultados e discussão  
 

4.1. Laboratório de microbiologia 

Para a montagem de um laboratório de microbiologia deve-se começar por fazer uma listagem de 

materiais que são necessário. Deste forma, é possível comparar com os materiais existentes e ver quais 

são os materiais ou reagentes que são necessários comprar. 

4.1.1 Listagem dos materiais necessários 

De forma a conseguir realizar o ensaio microbiológico e fazendo parte dos objetivos iniciais, foi feito um 

estudo de forma a aferir os principais materiais e equipamentos necessários, bem como um estudo de 

mercado para a montagem de um laboratório de microbiologia. Obteve-se preços dos referidos materiais 

e equipamentos.  

Sabendo que a contagem de células pode ser feita por inoculação em placas de Petri ou por visualização 

ao microscópio, os equipamentos/materiais/reagentes considerados como sendo relevantes para a 

implementação de um laboratório de microbiologia, tendo em conta algumas indicações segundo 

OIV (2013), são: 

 Autoclave;  Câmara de Neubauer; 

 Estufa;  Conta-gotas; 

 Espectrofotómetro;  Pipetas; 

 Microscópio;  Bicos de Bunsen ou lamparinas; 

 Balança;  Espalhador; 

 Frigorífico;  Corante azul-de-metileno; 

 Micropipeta (e respetivas pontas);  Água peptonada; 

 Placas de Petri.  Meio para leveduras: YPD; 

 Tubos de cultura;  Meio para bactérias: Tomato Juice Agar; 

 Frascos de tampa azul;  Água desionizada; 

 

4.1.2. Listagem dos materiais existentes 

Para evitar gastos desnecessário foi feito um inventário de materiais e equipamentos passiveis ser usados 

neste tipo de experiencias: 

 Microscópio; 
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 Balança; 

 Lâminas: 4 packs de 50 lâminas; 

 Lamelas: 4 packs de 100 lamelas (22 mm*22 mm); 2 packs de 100 lamelas (20 mm*20 mm); 

 Tubos de ensaio com tampas metálicas: 8; 

 Tubos de ensaio (de diâmetro superior e sem tampa): 40; 

 Estufa (temperatura máxima 200 °C); 

 Forno (temperatura máxima 60 °C); 

 Frascos de tampa azul (500 mL); 

 Conta-gotas; 

 Pipetas (desde 1 mL até 50 mL); 

 Frigorifico; 

 Espectrofotómetro (UV-Vis); 

 Água desionizada.  

4.1.3. Listagem dos materiais a requerer 

Retirando os equipamentos e materiais já existentes, a lista de equipamentos/materiais/reagentes a 

adquirir fica: 

o Autoclave; 

o Micropipeta (e respetivas pontas); 

o Câmara de Neubauer; 

o Bicos de Bunsen ou lamparinas; 

o Frascos de tampa azul (500 mL, que possam ser autoclavados); 

o Espalhador; 

o Corante azul-de-metileno; 

o Água peptonada; 

o Meio para leveduras: YPD; 

o Meio para bactérias: Tomato Juice Agar; 

o Placas de Petri. 

4.1.4. Orçamento 

Foram pedidos/consultados orçamentos a diferentes empresas fornecedoras de materiais e reagentes 

laboratoriais (Anexo 7), dos quais a estimativa mais barata é apresentada na Tabela 1. 
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Tabela 1: Somatório dos materiais necessários, indicando o fornecedor, preço (P) e quantidade 

Produto Fornecedor P/€ Quantidade 

Meio YPD A 44,00 500 g 

Meio Tomato Juice Agar E 234,00 500 g 

Água peptonada D 46,00 500 g 

Placas de Petri A 43,20 480 (estéreis) 

Frascos de Vidro D 2,80 1 

Lamparina B 18,50 1 

Micropipeta C 95,00 1 

Pontas micropipeta C 5,00 96 (rack) 

Azul-de-metileno B 9,85 25 g 

Câmara de Neubauer C 47,00 1 

Autoclave B 1 872,00 1 (12 L) 

Espalhador Fabrico próprio 0,00 1 

Total   2 417,35  

 *Os preços indicados não são na sua totalidade com o valor acrescido do IVA. 

Não incluindo também os custos dos portes de envio. 

 

A existência de 2 meios nesta lista deve-se  ao facto de que o Tomato Juice Agar ser um meio específico 

para bactérias, mais concretamente para bactérias ácidas lácticas e o meio YPD ser um meio específico 

para leveduras. A soma de todos os materiais, não incluindo IVA em alguns casos e não contanto com 

os custos de transporte ronda os 2417 €.  

4.1.5. Materiais adquiridos 

Destes materiais e reagentes foi possível adquirir a câmara de Neubauer, o corante azul-de-metileno e 

os componentes para fazer o meio YPD e a água peptonada. 

No entanto, por falta de tempo e devido à empresa estar a atravessar uma mudança na sua estrutura 

interna, com novos mercados e uma constante procura para satisfazer todos os seus clientes, não foi 

possível realizar a parte da compra, instalação e uso dos materiais em causa. Usufruiu-se apenas da 

câmara de Neubauer, possibilitando assim um estudo da inativação de leveduras pela radiação 

ultravioleta através de contagem microscópica. 
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4.2. Estudo da aplicabilidade do H2O2 na anulação do SO2 

A matéria-prima deveria ser mosto “fresco” mas como o estágio ocorreu muito após as vindimas, não 

foi possível usar mosto considerado fresco. Como foi dito anteriormente no capítulo 3, procedeu-se 

inicialmente à dessulfitação do mosto. Para o efeito usou-se peróxido de hidrogénio e mediu-se a 

concentração de dióxido de enxofre livre, combinado e total, sendo os resultados desses ensaios 

apresentados pelas Figuras 16, 17 e 18. 

 

Foram feitos 2 ensaios para reduzir a presença de valores provenientes de erros de utilização do 

aparelho. Sendo o volume de mosto 1000 L. 

Como é possível verificar pelas Figuras 13, 14 e 15 houve uma diminuição muito acentuada da 

concentração de dióxido de enxofre logo após a primeira adição. Esta situação deve-se ao facto de ser 

uma quantidade consideravelmente maior que a segunda e por haver uma procura constante pelo 

equilíbrio estequiométrico na solução, provocando assim uma reação entre o peróxido de hidrogénio e o 

dióxido de enxofre.  
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Figura 16: Variação da concentração de SO2 Total (CSO2total) no processo de remoção pelo H2O2. 
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As amostras 2 e 4 foram feitas 30 min após a adição de H2O2, permitindo assim perceber como decorre 

a reação na proximidade à adição de H2O2. 

Olhando para a Figura 16, observando o valor da amostra 3 que foi feita no dia seguinte à primeira 

adição é pertinente concluir que houve um aumento que se torna desprezável devido a possíveis erros 

de leitura do aparelho e do utilizador, pois se considerarmos o 1º ensaio, a concentração mantem-se 

constante.  
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Olhando agora para as Figuras 17 e 18, que dizem respeito à variação da concentração de SO2 

Combinado e Livre, respetivamente, pode-se visualizar que a amostra 3 não vai de encontro ao que está 

previsto na literatura, pois ocorre um aumento da concentração de SO2 Combinado. O previsto seria 

haver uma diminuição, pois ocorre libertação, dando origem a SO2 na forma Livre, na tentativa de atingir 

novo equilíbrio. Neste caso ocorre a combinação de SO2 livre, para tentar atingir o equilíbrio. 

Como foi referido anteriormente a adição de peróxido de hidrogénio ao dióxido de enxofre forma em 

termos estequiométricos, ácido sulfúrico. Por este motivo fez-se um acompanhamento da acidez com a 

medição do pH e da acidez (ATacidtart), expressa como ácido tartárico, apresentada na Figura 19.  

 

Figura 19: Evolução da acidez Total (ATacidtart) e do pH para os ensaios de remoção do SO2 com H2O2. 

Como se pode ser pelo gráfico da Figura 16 existe um aumento da acidez (corroborada pela diminuição 

do pH), levando a crer que existe de facto a produção de ácido sulfúrico devido à combinação entre o 

peróxido de hidrogénio e o dióxido de enxofre. Foi pedido simultaneamente a um laboratório particular 

que fizesse essa mesma análise dos sulfatos pelo método AOAC 955.26, sendo o resultado expresso no 

Anexo 8.  
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Estes resultados do laboratório independente indicam uma concentração de sulfatos iguais a 0,6 g, 

expressos como K2SO4, sendo o limite legal indicado pela portaria n.º 334/94 de 31 de maio, inferior a 

2 g/L. Com esta informação pode-se especular, dizendo que ocorre de facto formação de ácido sulfúrico, 

mas não ocorre numa quantidade suficiente para que ponha em risco a saúde do consumidor. 

4.3. Validação microbiológica 

Após os testes iniciais com o peróxido de hidrogénio, averiguou-se a presença de microrganismos no 

mosto. Como se pode ver pela Figura 20, apenas uma placa de Petri, sem diluição apresentou uma 

colónia. Neste sentido foi considerado que após a adição de H2O2 o mosto fica livre de microrganismos, 

por um lado devido à formação de ácido sulfúrico, por outro lado devido aos poderes bactericidas do 

H2O2, ou mesmo devido ao efeito do SO2. Por esse motivo decidiu-se proceder à inoculação de mosto 

com leveduras comerciais, para conseguir estudar o efeito da radiação ultravioleta nesses 

microrganismos.  

4.4. Estudo dos caudais  

Ao iniciar o estudo dos caudais permitidos pelo aparelho verificou-se que a pressão do compressor que 

fazia o líquido movimentar-se era de 200 kPa (2 bar). Ao longo da tubagem podem existir perdas, e visto 

que o mostrador no recipiente não indicava qualquer pressão foi feito um estudo do caudal. Verificou-se 

então que o líquido só fluía com o regulador no mínimo com 1,5 voltas e que após 2 voltas não se notava 

incremento no caudal. De forma a determinar os caudais, fez-se variar a posição do regulador, sendo os 

resultados exprimidos na Tabela 2. 

Figura 20: Placa de Petri, inoculada com mosto, sem 
diluição. 
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Tabela 2: Tabela dos resultados do caudal (Q) e tempo de retenção hidráulica (τ) para 1,5 voltas, 1,75 voltas e 2 voltas e 

para as respetivas 3 posições relevantes 

 
Posição 

Q

𝟏𝟎−𝟐L/s
 

𝛕

𝐬
 

1,5 

voltas 

Posição 1 0,5  3200,0  

Posição 2 1,0 1600,0 

Posição 3 1,0 1600,0  

1,75 

voltas 

Posição 1 1,3  1230,8 

Posição 2 1,2  1333,3 

Posição 3 1,3  1230,8  

2 voltas 

Posição 1 3,1 516,1 

Posição 2 3,4 470,6 

Posição 3 3,0 533,3 

 

Como é possível verificar pela Tabela 2, na maioria dos casos as variações entre as diferentes posições 

da torneira eram pequenas, exceto para o caso de 1,5 voltas. Por esse motivo para os ensaios 

microbiológicos optou-se por usar sempre a torneira na posição 3, para no caso de 1,5 voltas não ter 

um tempo de retenção demasiado longo, evitando ficar quase um dia de trabalho para conseguir fazer a 

experiência, facilitando assim a coordenação das atividades.  

Decidiu-se mudar apenas o regulador de 1,5 voltas para 2 voltas, pois o tempo de retenção de 1,5 voltas 

era próximo de 1,75, não havendo por isso uma boa distribuição quanto aos tempos de retenção, o que 

permitiu estudar os "extremos". 

4.5. Quantificação microbiológica 

Esta parte do trabalho teve como objetivo principal o estudo da radiação ultravioleta na carga microbiana 

presente no mosto. Como após adicionar peróxido de hidrogénio ao mosto foi aferido que não existiam 

microrganismos viáveis, efetuou-se inoculações, das quais se retirou amostras e se fez passar pela 

radiação ultravioleta.  

Para estudar a eficácia variou-se o caudal e consequentemente o tempo de retenção. Assim para a 

experiência 1, o caudal calculado foi de 10 mL/s e o tempo de retenção foi de 1600 s. Este caudal e 
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tempo de retenção foram iguais para experiência 2. Quanto à experiência 3, o caudal foi de 30 mL/s e 

o tempo de retenção foi 533,3 s. Como na experiência 4 foi feita uma dupla passagem pelo aparelho de 

UV com o caudal da experiência 3, o tempo de retenção é dobro (1066,6 s). Da mesma forma para a 

experiência 5 em que foi feita uma tripla passagem pelo aparelho de UV com o caudal da experiência 3, 

o tempo de retenção é o triplo (1599,9 s). Por fim, na experiência 6 foi efetuada uma dupla passagem 

pelo aparelho UV com o caudal da experiência 1, sendo o tempo de retenção o dobro dessa experiência 

(3200 s). 

A experiência 2 teve como objetivo verificar se uma menor turvação se traduz numa maior eficácia. Foi 

feita a medição da absorvância a 254 nm e 520 nm, sendo os valores visíveis na Tabela 3.  

Tabela 3: Tabela que demonstra os valores de absorvância média de dois ensaios a 254 nm e 520 nm (Absmed) de acordo com 
o comprimento de onda (λ) usado na lâmpada UV da experiência 2 

Diluição λ/nm Abs1 Abs2 AbsMed 

1/1 254 1,147 ---------- 1,147 

520 2,553 ---------- 2,553 

1/10 254 1,025 0,92 0,973 

520 0,843 0,624 0,733 

1/20 254 0,535 0,585 0,560 

520 0,245 0,304 0,275 

 

Como é possível ver pela Tabela 3 existe uma diminuição na absorvância com o aumento do fator de 

diluição, o que seria espectável pois ao diluir a concentração celular é inferior. 

O gráfico da Figura 21 permite visualizar o decréscimo da carga microbiana com a aplicação da radiação 

ultravioleta. Este gráfico foi construído através do cálculo da concentração celular, usando a contagem 

feita na câmara de Neubauer (Anexo 9). 

A experiência 1 serviu como ponto de referência, por isso usou-se o caudal com o valor mais pequeno, 

ou seja, com o tempo de retenção maior. Assim foi possível comparar as outras experiências e saber 

qual a melhor em termos de eliminação da carga microbiana. 
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Através da concentração celular inicial e final, foi possível calcular a diferença, entre a população de 

leveduras antes e após o tratamento com radiação ultravioleta, sendo assim possível comparar em 

termos de eficácia. 

 

Tendo em conta que a diferença, ou seja, a eficácia da experiência 2 é superior à da experiência 3, mas 

inferior às das experiências 1,4, 5 e 6 isso quer dizer que o facto de se ter diluído o mosto de forma que 

ficasse menos turvo não teve o efeito esperado. No caso particular da experiência 2, uma diminuição da 

turvação não resultou num aumento da eficácia, pois apenas foi mais eficaz que a experiência 3 onde se 
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Figura 21: Evolução da concentração celular (N) no estudo do efeito dos raios UV.  
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usou o caudal com maior valor neste estudo. E sendo que se utilizou o mesmo caudal que na 

experiência 1 o decréscimo deveria ser tanto ou menor que o da referida experiência. Tal não se verificou, 

pressupondo-se que será devido à própria diluição, que de alguma forma terá diminuído a eficácia da 

radiação ultravioleta.  

Em relação à experiência 3, onde se usou o regulador com 2 voltas, relevou-se ir de encontro ao 

esperado. Ao ter um caudal superior, o tempo de retenção diminui, ou seja, o tempo de contacto das 

células com a radiação ultravioleta é inferior às outras experiências. Por ter um tempo de retenção menor 

seria espectável que a eficácia fosse menor, o que se comprova pelos dados experimentais. 

A experiência 4 teve o resultado esperado, pois ao fazer 2 passagens no aparelho de ultravioleta, 

aumenta-se o tempo de contacto para o dobro do usado na experiência 3, com 1,5 voltas. Com esse 

aumento do tempo de contacto, a penetração da radiação UV será maior e por isso é espectável que a 

eficácia seja maior. 

Relativamente à experiência 5 esta não deu os resultados que eram esperados pois ao fazer 3 passagens 

deveria dar uma diminuição maior do que se verificou na experiência 4 onde se fez duas passagens. 

Uma das possíveis explicações foi a variação do caudal ao longo do processo. Isto aconteceu pois é 

usado ar comprimido para forçar o líquido para sair do recipiente e entrar no aparelho UV. No entanto 

nas instalações fabris existem várias máquinas que usam ar comprimido em diferentes tempos e isto 

pode ter feito com que a emissão de ar para o recipiente não tenha sido constante. 

O resultado da experiência 6 foi de acordo com o esperado teoricamente, pois houve um decréscimo 

maior relativamente a todas as outras experiências. No entanto, era previsto ser um decréscimo mais 

acentuado em relação à experiência 1. Tal não se verificou, possivelmente pelas caraterísticas do 

aparelho, que ao ter alguma turvação perde eficácia e como a contagem desta experiência foi superior á 

da experiência 1, isso pode ter inviabilizado uma aplicação mais eficaz, pois tal como sugerido por Rizzotti 

et al. (2015), a quantidade celular pode influenciar a eficácia do processo. Também o método de 

contagem não foi o mais adequado, pois é feita uma sobre estimativa da concentração celular. 

O próprio aparelho é desenhado para tratamento de água, funcionando melhor com líquidos límpidos 

(ao contrário do que a experiência 2 indica), ou seja, a fraca diminuição em todas a experiências pode 

ser justificada pelo facto do mosto a fermentar apresentar pouca limpidez. Esta pouca limpidez do mosto 

deve-se não só às suas caraterísticas intrínsecas, mas também devido à grande quantidade de leveduras 

que estavam no meio. Outro fator a ter em consideração é o método de amostragem, o qual pode não 
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ter sido o melhor e pode ter influenciado a determinação da eficácia, pois retirar 5 mL de um total de 

16 L pode não ser representativo.  

4.6. Cálculo da dosagem da radiação ultravioleta 

Usando como referência as fórmulas de cálculo usadas (Anexo 10) por Keyser et al. (2008) é possível 

calcular a intensidade, a dosagem e a dosagem por volume da radiação ultravioleta usada nos ensaios, 

apresentada na Tabela 4. 

Tabela 4: Resultados da dosagem por unidade de área (D) e dosagem por volume (DVV) da radiação UV para cada 
experiência 

 D/(J/cm2) DVV/(J/L) 

Experiência 1 12,64 2200,00 

Experiência 2 12,64 2200,00 

Experiência 3 4,21 733,33 

Experiência 4 8,43 733,33 

Experiência 5 12,64 733,33 

Experiência 6 25,28 2200,00 

 

Ao seguir a ordem de grandeza da dosagem de cada experiência tem-se a eficácia que seria esperada 

teoricamente, ou seja:  

No entanto o que foi comprovado experimentalmente é que a ordem de eficácia é a seguinte: 

 

A comparação destes dados indica que no caso específico dos ensaios realizados, uma maior dosagem 

não significa uma maior eficácia na eliminação, ao contrário do que é sugerido por Fredericks et al. 

(2011) em que uma maior dosagem significa um decréscimo mais acentuado de microrganismos. Esta 

ordem difere da indicada pela dosagem, pois foi afetada por vários fatores que em determinadas 

Experiência 6> Experiência 4> Experiência 1> Experiência 5> Experiência 2> Experiencia 3 

Experiência 6 Experiência 5
Experiência 1 

e 2
Experiência 4 Experiência 3
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experiências possam ter levado à não penetração constante da radiação ultravioleta, como a variação de 

caudal, que pode de certa forma favorecer a penetração da radiação em determinadas zonas do mosto, 

mas desfavorecer noutras. Outro fator pode ser uma possível diferença na turbidez em diferentes zonas 

do mosto, devido a partículas ou aglomerações de leveduras devido ao facto de, para se fazer 2 ou 3 

passagens, ter de se transferir o mosto do bidão para o recipiente, ou devido à enorme quantidade 

presente no mosto em fermentação. Esta diferença na turbidez devido a partículas ou células pode como 

indica Rizzotti et al. (2015) agir como uma barreira, impedindo a radiação ultravioleta de penetrar 

eficazmente no mosto. Pode ainda ter existido fatores ambientais que podem afetar as próprias leveduras 

e modificar a eficácia do processo, sem esquecer ainda a capacidade de S. cerevisiae de produzir 

proteínas de resistência à radiação UV, como mecanismo de reparação interna. Esta capacidade pode 

ter um pepel mais importante nas experiências em que se fez mais de uma passagem, pois pode 

corresponder a uma resposta da levedura a um fator de stress, diminuindo assim o efeito na segunda 

ou terceira passagem. Por outro lado existiram ainda possíveis erros no método de amostragem e de 

contagem que possam ter influenciado a determinação da eficácia, como a possibilidade de as leveduras 

se depositarem e a agitação ao fazer a amostragem não ter sido suficiente para as colocar em suspensão, 

ou como já foi referido no subcapítulo 4.4, a quantidade de amostra não ser representativa. 
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5. Conclusões 
 

Os resultados obtidos para a dessulfitação do mosto, permitem afirmar com clareza que a adição de 

peróxido de hidrogénio é eficaz e bastante útil. No entanto, pode revelar ter alguns problemas, como a 

possibilidade de formação de compostos nocivos para a saúde, nomeadamente ácido sulfúrico. Pelos 

resultados apresentados, embora exista um aumento da acidez que corrobora a formação de ácido 

sulfúrico, não se verifica uma formação excessiva (pois a análise aos sulfatos revela que está dentro dos 

limites legais). Contudo, tendo em conta a complexidade do vinho, outros compostos podem ser 

formados. É importante acompanhar e verificar se o mosto tratado com peróxido de hidrogénio está 

dentro dos parâmetros legais. 

Os resultados permitem concluir que o tratamento com radiação ultravioleta de facto elimina leveduras. 

Neste caso específico a eficácia não é elevada, pois o aparelho não é o mais adequado e existiram alguns 

fatores atenuantes. A experiência com maior eficácia é aquela em que se faz uma dupla passagem com 

o menor caudal, ou seja, com o maior tempo de retenção e a que apresentou menor eficácia foi a 

experiência em que se fez uma única passagem com o maior caudal, ou seja, com o menor tempo de 

retenção. Indica assim que quanto maior for o tempo de contacto, maior será o efeito da radiação 

ultravioleta e maior será a eficácia.  

No entanto, ao contrário do que é sugerido pela literatura, uma maior dosagem não significa uma maior 

eficácia. Tal como a baixa eficácia, este facto pode ser provocado por vários fatores como a variação do 

caudal ao longo de determinadas experiências, possíveis aglomerações de leveduras, o que pode ter 

aumentado a turbidez do mosto. O facto de a levedura ser capaz de produzir proteínas que aumentam a 

sua resistência à radiação ultravioleta, pode ter um papel importante especialmente nas experiências em 

que foi feita mais que uma passagem. 

Embora não se consiga identificar com clareza um fator preponderante para a baixa eficácia, pode-se 

afirmar que uma combinação de fatores como a elevada turbidez do mosto, juntamente com as 

caraterísticas do aparelho são aqueles que mais se destacam para justificar a débil eliminação das 

células. No entanto, é percetível que a radiação tem um efeito negativo na viabilidade celular, 

conseguindo reduzir a carga microbiana. 

Sugere-se que no futuro mais testes sejam feitos com mosto e vinho perante a mesma radiação, para 

fazer uma melhor comparação de resultados e averiguar em qual estado (mosto ou vinho) a radiação é 
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mais eficaz. No caso particular do vinho existem determinados fatores de stress que, como a presença 

de etanol, podem ter um efeito significativo na eficácia da radiação UV, pois torna as células mais 

suscetíveis ao dano nas membranas. Isto pode ser um fator determinante, visto que este processo foi 

aplicado em mosto a fermentar, ou seja, a concentração de etanol não suficientemente elevada para ter 

um efeito na eficácia. 

De modo a aumentar a eficácia pode ainda sugerir-se tornar o regime turbulento, por exemplo pela 

colocação de anteparos no espaço onde se encontra o líquido, pois permite um maior tempo de contacto 

e uma melhor mistura das partículas, assegurando uma igualdade na exposição à radiação ultravioleta. 

Pode-se também fazer diminuição do espaço entre a lâmpada e a parede que limita esse mesmo espaço, 

reduzindo a espessura do “filme” do líquido, permitindo uma melhor penetração da radiação ultravioleta.  

Sugere-se ainda um estudo mais aprofundado em termos microbiológicos, através da utilização da 

inoculação em placas de Petri, permitindo assim aferir uma estimativa para o tempo de armazenamento 

máximo de um mosto e/ou vinho tratado com este método. 

Existe também a possibilidade de usar outros métodos alternativos para obter o resultado pretendido 

com a utilização da radiação ultravioleta. Destacam-se o aquecimento óhmico e os pulsos elétricos. Estes 

dois métodos estão a ser cada vez mais utilizados em investigações em alimentos, pelo que poderão ser 

métodos com bastante informação e uma variedade de possibilidades. 
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Anexo 1: Medição da Acidez Total 

Para vinhos gaseificados: Previamente ao ensaio, deve ser retirada a maior quantidade possível de dióxido 

de carbono, através da sua agitação no banho de ultrassons. 

Para todos os vinhos: Previamente a qualquer ensaio, a amostra deve ser levada a aproximadamente 

20 ºC utilizando o banho-maria (Leite, 2015b).  

  

1. Transferir para um balão cilíndrico 30 mL de água destilada, 1 mL de solução de Azul de 

Bromotimol e 10 mL de amostra do vinho analisar. 

2. Adicionar solução 0,1 mol/L de Hidróxido de Sódio, até à obtenção de uma coloração Azul-

Verde. 

Expressão da acidez total, expressa como ácido tartárico (ATacidtart): 

ATacidtart

g/L
=(n ×10)×0.075 

(sendo n o volume titulado) 
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Anexo 2: Validação microbiológica 

No sentido de perceber a existência de microrganismos viáveis, procedeu-se à preparação do meio YPD 

e de água peptonada para fazer inoculações em placas de Petri. 

Para fazer 400 mL de meio YPD foi necessário os reagentes presentes na Tabela A.1. 

Tabela A.1: Lista de ingredientes e massas (m) para fazer o meio YPD 

Reagente  m/g 

Extrato de levedura 4 

Peptona 8 

Glucose monohidratada 8,8 

Agar 8 

*com a glucose monohidratada é necessário fazer cálculos para saber a massa exata a adicionar: 

mglucose=
198 g/mol×8 g

180,16 g/mol
=8,8 g 

Massa molar de glucose monohidrata= 198,16 g/mol 

Massa molar de glucose anidra=180,16 g/mol 

Água peptonada: Misturar 1 g de peptona com 1000 mL de água destilada. 

O meio e a água peptonada foram autoclavados a 121 °C durante 15 min.. Posteriormente verteu-se o 

meio para as placas e após arrefecer fez-se inoculação de 3 placas de Petri sem diluição, com diluição 

10-2, 10-3 e 10-4, deixando-se a incubar durante 3 d, como é possível ver pela Figura A.1. Ao fim deste 

período foi investigada a existência de colónias. 

Figura A. 1: Preparação das diluições e inoculações (Adaptado de OIV, 2013). 
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Anexo 3: Utilização da Câmara de Neubauer 

A câmara de Neubauer (Figura A.2) é uma lâmina de vidro especializada, com duas subcâmaras, cada 

uma está dividida em 9 retículos com quadrículos gravados, de área e profundidade conhecidos, que 

delimitam volumes precisos da amostra. 

 

Figura A. 2: Câmara de Neubauer ou Hematocitómetro (Adaptado de Diaz, 2015). 

O quadrículo central interno está dividido em 16 quadrados mais pequenos de 0,2 mm de lado.  

Estes quadrados mais pequenos encontram-se ainda divididos em 16 quadradinhos de 0,05 mm de 

lado. Como a altura da câmara é 0,1 mm, então o volume de cada quadradinho do retículo central é 

0,25×10-3 mm3. 

A contagem foi feita antes e após o tratamento com radiação ultravioleta. Em ambas as contagens, as 

leveduras foram sujeitas a uma coloração com azul-de-metileno. Esta coloração permite determinar as 

células viáveis, ou seja, células que são capazes de se reproduzir, pois o corante fica preso nas células 

sem capacidade de reprodução deixando-as com uma cor azul, enquanto as células com atividade 

metabólica e capacidade de reprodução permanecem incolores.  
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Inicialmente procedeu-se à limpeza da câmara de Neubauer e da lamela com álcool e 2 min após a 

preparação da suspensão de amostragem, usando uma pipeta de Pasteur, despejou-se umas gotas entre 

a lâmina e a lamela para que toda a lâmina ficasse humedecida com a amostra (adaptado de Antonini, 

2004). De seguida, procedeu-se à observação e contagem, no microscópio, das células que se 

encontram nos 4 quadrados maiores do retículo central, como indicado na Figura A.2. Tendo em conta 

o volume e a diluição da amostra, contando o número de células em cada espaço, pode determinar-se 

o número de microrganismos da amostra. 
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Anexo 4:  Procedimento para a medição da concentração de SO2 Livre e Total 

Preparação da amostra: 

Para todos os vinhos: previamente a qualquer ensaio, a amostra deve ser levada a aproximadamente 

20 ºC, utilizando o banho-maria (Leite, 2015a). 

Medição do SO2 Livre  

1. Introduzir num gobelé 25 mL de vinho e 5 mL de ácido sulfúrico diluído 1/3; 

2. A descida da bureta efetua-se pressionando o botão “TITRATION” com pressões sucessivas; 

3. O fim da titulação é assinalado pelo deslocamento brusco da agulho do medidor acima da 

gradação 10, pelo menos durante 5 s; 

4. Ler na bureta a quantidade de solução de titulação consumida (n); sendo o resultado de 

concentração (C): C /(mg/L)=n x 20. 

Medição do SO2 Total 

1. Introduzir num gobelé 10 mL de vinho e 2 mL de hidróxido de sódio 2 mol/L; 

2. Deixar repousar 5 min e juntar 20 mL de ácido sulfúrico diluído 1/10; 

3. Ler na bureta a quantidade de solução de titulação consumida (n’ ); sendo o resultado em 

CSO2total

mg/L
=n´x 50 

Deve-se realizar 2 ensaios para excluir possíveis erros do utilizador. 

  



Preservação de mostos de uvas brancas: alternativas ao dióxido de enxofre  

67 

 

Anexo 5: Exemplo de cálculo para a dessulfitação do mosto. 

Por exemplo se se tem um mosto com 3 L de volume com 300 mg/L de SO2 Livre e se quer reduzir 

para metade. 

mSO2
= (

300

2
)

mg

L
×90 % ×3 L=405 mg= 0,405 g  

Os 90 % são utilizados para conferir uma margem de 10 % de segurança. 

Calcular a quantidade correspondente de H2O2: 

CH2O2
=0,405 g×

34 g/mol

64 g/mol
=0,2152 g  

 Massa molecular de SO2: 64 g/mol 

 Massa molecular de H2O2: 34 g/mol 

Passar a massa de peróxido de hidrogénio para volume: 

Usando H2O2 com 350 g/L, isto significa que por exemplo 35 g em 100 mL (ou 35 %). Então: 

0,2152 g ×
100 mL

35 g
=0,61 mL  

Adiciona-se 0,6 mL de peróxido de hidrogénio ao mosto. 

No texto original (Technical Services Group, 2007),.o cálculo é efetuado com o SO2 Livre. No entanto, o 

pretendido não é apenas retirar uma parte do sulfuroso, mas sim a sua totalidade, para desta forma 

trabalhar seguidamente com mosto “fresco”. Por isso procedeu-se a uma adaptação: usar no cálculo a 

quantidade de SO2 Total em vez de usar apenas a parte livre. Embora nunca se consiga retirar na 

totalidade, pretende-se retirar o máximo possível.  

Exemplo de cálculo para a 1ª adição indicada no subcapítulo 4.2: 

Volume=1000 L 

SO2 Total=1325 mg/L 

1325
mg

L
×90 % ×1000 L=1192,5 g  

1192,5 g×
34 g/mol

64 g/mol
=633,51 g 
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633,51 g×
100 mL

35 g
=1810,045 mL  

Adicionou-se 1,8 L de H2O2. 
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Anexo 6: Mapa de controlo de fermentação 

Mapa de controlo de fermentação. Parte onde se coloca as informações sobre o vinho/mosto que se 

pretende controlar. Na Figura A.3 é indicado os dados sobre o vinho em causa, de forma a poder 

identificar a que cuba e a que possivel lote o vinho pertence. Permite fazer uma restreabilidade do vinho. 

A Figura A.4 indica o acompanhamento da densidade. Permite aferir quando acaba a fermentação. 

 

Figura A. 3: Informações sobre o mosto/vinho em fermentação. 

Figura A. 4: Acompanhamento da fermentação. 
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Anexo 7: Compilação de orçamentos requeridos 

As Figuras de A.5 a A.12 indicam os orçamentos pedidos a várias empresas. Através destes orçamentos 

foi possível fazer uma compilação dos preços dos materiais necessários.  

1: Proposta da empresa A para meios de cultura para leveduras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura A. 5: Print Screen da proposta da empresa A. 
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2: Pesquisa no site da empresa B por vários materiais e reagentes. 

 

*Nota: nem todos os reagentes pedidos correspondem aos que são na realidade pretendidos, daí o 

recurso a vários orçamentos e mais personalizados para ter essa certeza. 

  

Figura A. 6: Print Screen do site da empresa B. 
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3: Proposta da empresa B para o corante azul-de-metileno.  

Figura A. 7: Print Screen da proposta da empresa B. 
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4: Proposta da empresa C para a câmara de Neubauer. 

  

Figura A. 8: Print Screen da proposta da empresa C. 
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5: Proposta da empresa C para materiais variados. 

 

  

Figura A. 9: Print Screen da proposta da empresa C. 
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6: Proposta da empresa D para vários materiais.  

 

7: Consulta do preço do Tomato Juice Agar no site da empresa E. 

  

Figura A. 10: Print Screen da proposta da empresa D. 

Figura A. 11: Print screen do site da empresa E. 
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8: Consulta do preço do Nutrient Agar no site da empresa E. 

 

 

  

Figura A. 12: Print screen do site da empresa E. 
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Anexo 8: Relatório do estudo da concentração de sulfatos no mosto dessulfitado com 

peróxido de hidrogénio 
 

A Figura A.13 representa o relatório da análise aos sulfatos pedido a um laboratório externo. Como é 

possível verificar, o valor apresentado está abaixo do limite legal indicado pela portaria n.º 334/94 de 

31 de maio, ou seja, é inferior a 2 g/L (expressos como K2SO4). 

). 

 

  

Figura A. 13: Digitalização do relatório do estudo da concentração de sulfatos. 
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Anexo 9: Exemplo de cálculo de contagem através da câmara de Neubauer 
 

1 quadradinho 

Profundidade 0,100 mm 

Área 0,0025 mm2 

Volume 0,100 mm×0,0025 mm2=0,00025 mm3 

   

1 quadrado=16 quadradinhos 

Volume=16×0,00025 mm3=0,004 mm3 

Volume= 4,0×10-9 L 

 

Tomando o exemplo da contagem antes da aplicação da radiação ultravioleta da experiência 1 tem-se: 

 

  

Contagem total=201 células 

Média=
201

4
=50,25 

Então, sendo N a concentração celular: 

N=
50,25

4,0×10-9 L-1
=1,20×1010L-1 
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Anexo 10: Cálculo da Intensidade, dosagem e dosagem por volume 

Usando os seguintes dados, bem como os cálculos dos tempos de retenção e dos caudais, através das 

fórmulas 7, 8, 9 e 10 foi possível calcular a intensidade de radiação, a dosagem (D) e a dosagem por 

volume (Dvv). 

 

 

 

Equação 7 

 

Equação 8 

 

Equação 9 

 

 

Equação 10 

 

Exemplo de cálculo para a experiência 6: 

Como a área superficial e a potência da lâmpada são constantes ao longo das experiências, a 

Intensidade também é sempre igual em todos os ensaios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Área superficial cilindro=2πRh 

Intensidade=
Total UV

Área superficial
 

D=Intensidade×Tempo de retenção 

Dvv=
Total UV

Caudal
 

Dados: 
Total UV= 22 W 
h=63,5 cm 
R=7 cm 

Área superficial cilindro=2π ×7 cm ×63,5 cm=2792,9 cm2 

Intensidade=
22  W

2792,9  cm2
=79 × 10−4

W

cm2
 

Dosagem=0,0079 
W

cm2
×(2×1600,0) s=25,28 

J

cm2
 

Dosagem
Volume⁄ =

22 W

0,01 L/s
=2200,00 J/L 
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