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Sumario

A producao de vinho é nos dias de hoje algo que para a maioria das pessoas ja esta estabelecido e
dominado. No entanto, existem constantes preocupacdes ligadas a este processo, sendo uma delas a
reducao dos produtos quimicos usados para a estabilizacdo microbiana, tornando assim o processo mais
“verde” relativamente ao nivel de processamento empregado e mais preocupado com a saude dos
consumidores. Tendo em conta este objetivo, a empresa Vinhos Norte tentou inovar e utilizar métodos

alternativos para a conservacao do mosto, feita habitualmente pela adicao de didxido de enxofre.

Como o estagio decorreu muito apds as vindimas nao foi possivel usar mosto “fresco”, tendo sido usado
mosto amuado com didxido de enxofre. Este mosto sofreu um processo de remocao do dioxido de
enxofre, através da adicdo de peroxido de hidrogénio. Com vista nesse objetivo, foi estudado o perfil da
reducdo do dioxido de enxofre e alguns efeitos que a sua adicdo poderiam causar, como a reducao da
acidez e a formacéo de acido sulfurico. Ao aplicar o peroxido de hidrogénio denota-se uma rapida descida

da concentracéo de SO.. No entanto, nao se deteta uma formacao excessiva de acido sulfurico.

O método alternativo em estudo foi a radiacdo ultravioleta. Foram efetuadas passagem de mosto a
fermentar por um aparelho de radiacao ultravioleta. Foram feitas alteracoes do caudal, de forma a
determinar em que sentido o tempo de retencao afeta a eficacia da radiacao na eliminacao de leveduras.
O emprego da radiacao ultravioleta permitiu perceber que dois dos fatores-chave da aplicacdo sao a
turvacéo do liquido e o tempo de contacto que este tem com a radiacao ultravioleta. Este estudo, embora
muito limitado pelo aparelho usado, revela uma diminuicdo da carga microbiana presente no mosto a
fermentar. Esta situacdo permite especular que melhorando as condicdes seria possivel ter um
decréscimo maior no nimero de microrganismos viaveis. Este método pode ter potencial para ser

utilizado em futuras aplicacoes.

No sentido de estudar a eficacia da radiacdo ultravioleta, fez-se uma investigacdo de uma possivel
implementacdo de um laboratorio de microbiologia. Foi feita uma planificacdo de um laboratério de
microbiologia que permitiria fazer analises simples, mas importantes para o estudo da eficacia da
radiacao ultravioleta. A implementacéo do laboratorio nao foi realizada, por falta de tempo e devido a
empresa estar a atravessar uma mudanca na sua estrutura interna, com novos mercados e uma
constante procura para satisfazer todos os seus clientes. Foram adquiridos a camara de Neubauer, e 0
corante, possibilitando assim um estudo da inativacao de leveduras através de contagem microscopica.

Palavras-chave: Radiacao ultravioleta, perdxido de hidrogénio, mosto, uvas brancas, diéxido 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 SO,. 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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1. Introducao

1.1. Motivacao e objetivos
0 vinho é um bem consumido mundialmente e em grande quantidade, sendo os maiores consumidores
os Estados Unidos da América e a Franca com cerca de 3 mil milhdes de litros anuais cada (Portugal
consome cerca de 455 milhdes de litros anualmente) (Wine Institute, 2013). Por isso, a sua producéo
esta relacionada com a procura e com a matéria-prima disponivel. Sendo o vinho feito de uvas que séo
colhidas numa época especifica do ano torna-se dificil 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
adicdo de diéxido de enxofre (SO,). Nesse sentido é importante ter uma capacidade de armazenar o
mosto sem que se recorra a adicdo de um quimico, que para além de poder interferir com determinadas
qualidades organoléticas, & um potencial causador de algumas doencas. Uma possivel forma mais verde
de se conseguir estabilizar o mosto em termos microbioldgicos, enzimaticos e organoléticos podera ser
uma mais-valia na industria vinicola e por isso revela-se neste campo um nicho que tem possibilidade de

ser explorado.

A planificacao desta dissertacdo compreendia o uso de mosto com diéxido de enxofre, sendo assim
necessario, numa primeira fase, anular a sua acao através da adicdo de perdxido de hidrogénio. Numa
fase posterior, previa-se a utilizacdo do mosto sem o diéxido de enxofre, utilizando uma aplicacao a escala
laboratorial de métodos alternativos, neste caso a radiacdo ultravioleta. Consequentemente seria
efetuada uma avaliacdo na reducéo da carga microbiana para determinar a eficacia do tratamento. Esta
aplicacdo numa pequena escala tem a potencialidade de retribuir um feedback que podera ser

importante numa futura aplicacdo a escala industrial.

Tendo em conta a problematica exposta relativamente a adicdo de compostos quimicos para a
estabilizacao do mosto, os objetivos para esta dissertacdo passaram por estudar a aplicabilidade de
perdxido de hidrogénio no processo de “desamuar” o mosto, sendo de seguida estudada a aplicabilidade
de métodos alternativos ao SO, na preservacdo do mosto de uvas brancas, neste caso a radiacdo
ultravioleta e sua otimizacéao, visando a aplicacao pratica. Para o efeito seriam realizadas analises fisico-

-quimicas e microbioldgicas de forma a averiguar a eficacia dos métodos testados. Como tal seria preciso
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fazer o estudo e montagem de um laboratério de microbiologia, que permita realizar testes

microbioldgicos 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
satisfacdo de todos os seus clientes. Situada em Varzea Cova, Fafe, foi fundada em 1971, por Manuel
da Costa Carvalho Lima, tendo evoluido constantemente de forma a acompanhar os tempos atuais. Por
isso e numa perspetiva de melhorar a focalizaco no cliente e organizacao interna, em 2000, a empresa
iniciou um processo de cettificacdo segundo a NP EN I1SO 9001:2000. Foi pioneira neste campo, por ser
a primeira empresa da area da producao de vinhos a implementar um sistema segundo este referencial.
Em 2002 obteve a certificacdo do Sistema de Gestdo e Qualidade, como é possivel ver pelo logotipo da
empresa onde esta evidenciado a existéncia do SGQ (Figura 1). Em simultaneo a empresa concebeu e
implementou um sistema HACCP, referente a seguranca alimentar. Como reconhecimento do trabalho
desenvolvido internamente, a Vinhos Norte obteve inimeros prémios e medalhas, atestando a qualidade
dos seus produtos. Entre as marcas mais conhecidas desta empresa pode enumerar-se 0 vinho
espumante Miogo, o vinho Cruzeiro, e a selecdo Tapada dos Monges. Recentemente a empresa lancou
o Varzea do Minho, um vinho proveniente da casta Touriga Nacional, o qual recebeu medalha de ouro

no MUNDUS VINI (Vinhos Norte, 2015).
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Figura 1: Logotipo da empresa Vinhos Norte.

1.3. Organizacao da dissertacao
Este documento foi dividido em seis capitulos. No primeiro capitulo é feita uma introducao tedrica ao
trabalho, dando a conhecer 0 panorama geral sobre 0 mosto, o vinho e sobre a empresa Vinhos Norte.
No segundo capitulo é introduzido o tema de estudo sobre o qual se debruca esta dissertacdo, sao

referidas nocbes importantes sobre 0s microrganismos presentes no mosto, os processos de
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transformacao de mosto em vinho, bem como conceitos sobre a radiacao ultravioleta e perodxido de

hidrogénio.
No capitulo 3 expde-se a metodologia utilizada para conseguir realizar os objetivos propostos.

Relativamente ao capitulo 4, apresenta-se a planificacao do laboratorio que foi referido como um objetivo

deste trabalho.
O capitulo b apresenta-se o0s resultados obtidos, fazendo a sua analise.

Por fim, no capitulo 6 indica-se algumas conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros.
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2. Fundamentacao teoérica

2.1. Ovinho
0 vinho é uma bebida descoberta a mais de 7500 anos e continua a ser apreciado em todo o0 mundo. A
maioria dos investigadores acredita que o vinho € originario do sul do Caucaso, onde hoje em dia se situa
o lraque, Azerbaijao, entre outros paises. O vinho & um alimento bastante complexo, que requer um

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

Segundo o Regulamento CE n.° 491/2009, vinho num conceito geral € “o produto obtido exclusivamente
por fermentacao alcoolica, total ou parcial, de uvas frescas, esmagadas ou nao, ou de mostos de uvas”.
0O mosto tem como definicdo “o produto liquido obtido naturalmente ou por processos fisicos a partir de
uvas frescas”. As uvas de que é proveniente o0 mosto e subsequentemente o vinho tem como definicao
“frutos de videira utilizados para vinificacdo, maduras ou mesmo ligeiramente passados, suscetiveis de
serem esmagados ou espremidos com 0s meios normais de adega e de originarem espontaneamente
uma fermentacdo alcoodlica.” As uvas que podem ser usadas na producdo de vinho tém de ser
obrigatoriamente da espécie Vitis vinifera ou provenientes de um cruzamento entre esta espécie e outra

do género Vitis, exceto as excecoes definidas no regulamento n.°491/2009.

Existem varios tipos de vinho, sendo a principal distincdo entre branco, tinto e rosado. Em Portugal, existe
uma grande variedade de vinhos, que podem ser distinguidos pela sua localizacdo. Existem catorze
regides demarcadas que transmitem a riqueza dos vinhos no pais, sendo uma delas a dos Vinhos Verdes.
0 Vinho Verde é um vinho leve e fresco, produzido no noroeste do pais. Esta localizacdo que em 1985
foi considerada Regido Demarcada do Vinhos Verdes é uma regido costeira, bem localizada em termos
geograficos para a producdo de vinhos brancos. Por varias questdes existe uma subdivisdo da regido,
pertencendo Fafe, onde se encontra localizada a empresa, a regido do Ave. O Vinho Verde é caraterizado
pelo baixo teor alcodlico, sendo por isso menos calorico, € um vinho frutado, com um limite maximo de
para o titulo alcoométrico de 14 % vol. (CVRVV, 2015; Portaria n.° 152/2015). As suas caracteristicas
sao resultado do clima, do solo, das formas de cultivo e da particularidade das castas. Todas as garrafas
produzidas tém para além do rétulo do engarrafador, um rétulo que identifica o vinho como sendo vinho

verde, através de um logdtipo especifico (Figura 2).
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Figura 2: Rotulo presente nos rétulos das garrafas de vinho verde (CVRVV, 2015).

A producéo de vinho engloba varias atividades desde a rececao das uvas até ao engarrafamento, podendo
ser divido em dois campos, a viticultura e vinificacdo. O processo de producao do vinho tem por base a
viticultura, que corresponde a todo o processo de producao de uvas, sendo essencial um boa viticultura
para a producédo de um bom vinho. Envolve a plantacédo, poda, possiveis tratamentos fitossanitarios, a
manutencdo do solo e a vindima. O processo de producdo do vinho comeca meses antes do seu
engarrafamento, como seria de esperar quando se envolve frutos. De janeiro a marco faz a plantacéo
das vinhas (alguns anos antes), esta época depende das carateristicas climatéricas do local. Nos locais
onde ja existam vinhas procede-se a poda, que permitira um desenvolvimento regular da planta e dos
bagos. Durante o crescimento é necessario um acompanhamento das plantas, nomeadamente dos
estados fenolicos da videira — abrolhamento, floracéo, vingamento e pintor — pois a existéncia de pragas
e doencas pode afetar o crescimento e maturacdo dos bagos. As uvas faz-se um acompanhamento da
maturacao, sendo esta detetada pela mudanca de cor, em que simultaneamente ocorre uma reducao
da acidez. A data da vindima deve ser determinada por varios fatores, sendo o mais importante o grau
de acidez, pois a medida que os acidos sao transformados em acucar, a acidez diminui e o alcool provavel

aumenta.

A vinificacdo, de uma forma basica, é a transformacao das uvas em vinho, envolvendo uma série de
processos (Figura 3). A vinificacdo envolve diferentes processos para vinhos brancos e vinhos tintos.
Neste projeto o foco sera no vinho branco, devido a maior quantidade de producdo e as suas
carateristicas para o processamento alternativo escolhido (Infovini, 2015a). Neste caso, a fermentacéo
alcodlica é feita com a separacéo do mosto do engaco (ramificacdes do cacho). As uvas quando chegam
a adega devem ser desengacadas, ou seja, retiram-se as partes lenhosas. Seguidamente as uvas podem
0u nao ser esmagas antes de seguir para a prensa. Neste equipamento as uvas sao transformadas em

mosto, através da extracao do sumo; no entanto, deve-se ter o cuidado de nao dilacerar os engacos nem
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esmagar as grainhas (semente). Apos este processo da-se uma clarificacao, onde todas as partes solidas
que ndo foram eliminadas no processo anterior ficam depositados para ser eliminados, pois podem
conferir aromas indesejados ao vinho e dificultar futuros processamentos, dando assim origem as borras.
Seguidamente realiza-se uma trasfega para a cuba onde ocorre a fermentacédo, normalmente com uma
temperatura entre os 14 °C a 18 °C, chegando a durar 15 a 20 dias. Apds a fermentacao efetua-se uma
nova trasfega, deixando novamente as borras acumuladas. Nesta fase pode ser adicionado didxido de
enxofre para conservar o vinho, embora alguns produtores facam esta adicdo logo apds a obtencao do
mosto para prevenir fermentacdes espontaneas. Numa fase ja quase final é efetuada uma clarificacao,
onde o vinho pode ser filtrado, ou pode sofrer a adicdo de produtos clarificantes que aglomeram as
particulas, que sedimentam posteriormente. A ultima etapa é o engarrafamento do vinho que pode ser
feito em garraféo, garrafas ou bag-in-box, com a respetiva colocacao da rolha, capsula, rétulo (e por vezes

contrarrétulo) e no caso dos vinhos verdes do rétulo de regiao demarcada (Infovini, 2015b).

¢ As uvas podem

ou hao ser
Desengace esmagadas
antes da
presagem.

> Presagem

¢ Faz-se uma

trasfega para
;> Clarificacao | outra cuba,
deixando as
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Fermentacao
alcodlica
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Trasfega remover as
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> | Clarificacao
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Figura 3: Esquema dos processos de vinificagao.
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2.1.1. Fermentacdo alcodlica

A fermentacao alcodlica é a transformacao anaerdbica de acucares em etanol e dioxido de carbono,
principalmente (Equacéo 1). As principais fontes de carbono e energia séo a glucose e frutose, embora
possam ser usados outros componentes em pequenas quantidades. Da mesma forma outros compostos
podem ser produzidos, tais como alcoois superiores, acetaldeido, ésteres, glicerol, diacetilo, entre outros
(Zamora, 2009). Durante a fermentacdo alcoolica as leveduras vao-se adaptando as varias mudancas
das condicodes, produzindo assim diferentes produtos secundarios, como por exemplo o glicerol e o acido
sucinico, para manter o equilibrio redox. Alguns destes compostos secundarios conferem aromas

caracteristicos aos vinhos.

C6H12O6 —>2CH3CH20H+2C02 Equacgo 1

Glucose—Etanol + Didxido de carbono

No inicio da fermentacao alcodlica existe uma microflora variada, dependendo das condicées do mosto.
As fermentacdes que ocorrem na producdo de vinhos podem ser divididas em 2 tipos: fermentacdes
espontaneas ou fermentacdes inoculadas. As fermentacdes espontaneas sao executadas pela microflora

natural presente nas uvas.

Inicialmente as espécies presentes na superficie das uvas dominam aquelas encontradas na
fermentacdo, existindo uma grande variedade de leveduras nao-Saccharomyces na fase inicial da
fermentacao, contribuindo para a producao de etanol e de importantes compostos volateis do aroma. No
entanto, sao consideradas como um problema, devido a producdo em excesso de acetato de etilo e
outros compostos com sabores desagradaveis (Boulton ef a/, 1999). Enquanto a fermentacéo vai
avancando a populacdo de leveduras nao-Saccharomyces diminui, enquanto as Saccharomyces
aumentam (Fleet & Heard, 1993). No final da fermentacdo alcodlica, a Saccharomyces cerevisiae
representa a maioria das leveduras encontradas. Por outro lado as espécies inoculadas dominam a
fermentacdo mas nao inibem de imediato as outras estirpes (Querol ef a/, 1992). Desta forma, as
estirpes indigenas podem ter um papel importante nas caracteristicas sensoriais mesmo nas
fermentacdes executadas por leveduras inoculadas. Ao inocular o mosto com leveduras pode-se escolher
uma variedade de caracteristicas de acordo com o vinho desejado, como por exemplo uma maior
libertacao de determinados compostos aromaticos. Estas carateristicas especificas das leveduras
providenciam uma maior estabilidade aos produtores de vinho, pois permite ter uma fermentacdo sem

paragens e com um produto final com as carateristicas desejadas.
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Alguns fatores que podem influenciar a viabilidade quer de leveduras quer de bactérias séo a variedade
das uvas, a presenca de tratamentos antifingicos ou antibacterianos, condicées climatéricas e a

existéncia de pragas na vinha (Pretorius et a/, 1999; Sapis-Domerq, 1980).

A uva madura contém uma porcao notavel de acucar, constituida principalmente por glucose, frutose,
pequenas quantidades de pentoses e também sacarose. O consumo da glucose comeca imediatamente
e é mais rapido do que o consumo da frutose, gerando assim um aumento na proporcao desta, conforme
se verifica na Figura 4 (Fleet, 1998). O constante aumento da razao frutose/glucose tem sido sugerido

por alguns autores como a principal causa de paragens de fermentacdes (Berthels ef a/., 2004).

A taxa do catabolismo de acucar diminui continuamente com o decorrer da fermentacao, devido a
toxicidade do etanol e falta de nutrientes (Rodicio & Heimisch, 2009). Como o objetivo da fermentacao
¢ transformar os acucares em etanol, a densidade vai diminuindo. O acompanhamento da densidade
possibilita assim saber em que estado esta a fermentacao e fazer uma estimativa de quanto tempo vai
demorar.

Cflg/l)

75 Frutose
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Figura 4: Perfil geral da concentracédo de glucose e frutose no
mosto (£) ao longo do tempo (), (Adaptado de Rodicio &
Heimisch, 2009).

Numa fermentacéo natural, ou seja, com estirpes de leveduras naturalmente presentes no mosto, existe
uma variedade de microrganismos, como ¢ possivel ver pela Figura 5. Pelo grafico compreende-se que
durante a fermentacao primaria ou alcoolica as Saccharomyces predominam, inativando toda a restante
microflora devido a elevada concentracao de etanol. No entanto, no caso de o vinho nao ser estabilizado
em termos microbioldgicos e de ter alguns residuos de acucares, estes podem ser aproveitados pelas
bactérias do acido lactico (BAL) para conduzir uma fermentacdo secundaria, a fermentacdo malolactica,

gue pode ser desejada ou indesejada, dependendo do tipo de vinho.
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A medida que o tempo passa, o vinho armazenado pode estar sujeito ao “ataque” por microrganismos
que lhe conferem caracteristicas indesejaveis, como mudancas na coloracdo ou no odor. Por este motivo

o0 controlo microbiolégico é importante durante todo o processo de vinificacao.

B

Populacdovidvel (relativa)

- PR Po— Po— -

Colheita Fermentacdo  FermentacSo  Conservacdo
primaria secundéria (envelhecimentac)

Tempo durante a vinificacdo

Figura 5: Perfil generalizado do crescimento durante uma fermentacdo com microflora
natural. [A] leveduras ndo Saccharomyces, [B] Saccharomyces; [C] Oenococcus oeni, [D]
leveduras/bactérias que podem deteorar o vinho (Adaptado de Fugelsang & Edwards,
2007).

2.1.2. Fermentacdo malolactica

A fermentacdo malolactica normalmente ocorre apds a fermentacdo alcodlica, com um atraso que
depende das condicées ambientais, da populacao de bactérias e de fatores quimicos inerentes ao préprio
vinho. Este atraso ¢ na verdade uma fase de adaptacdo das bactérias ao ambiente que o vinho
proporciona. Assim a fermentacdo malolactica pode durar de 5 dias a 3 semanas (Lonvaud-Funel, 1995).
Alguns dos fatores importantes para a fermentacdo sdo o pH, quantidade de etanol, concentracao de
sulfitos, a temperatura e a disponibilidade de acucar, que nas condicdes ideais determinam uma melhor
viabilidade e atividade especifica de bactérias do acido lactico, também denominadas bactérias lacticas

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

A fermentacdo malolactica normalmente ocorre entre os 18 °C e 22 °C, sendo por isso condicoes
favoraveis para o crescimento de Oenococcus oeni, a principal BAL no mosto, que tem uma temperatura
otima de crescimento entre os 20 °C e os 25 °C. Para temperaturas abaixo de 15 °C, a fermentacao
malolactica é dificil ou mesmo impossivel (Britz & Tracey, 1990). Estas temperaturas mais baixas tém
efeitos prejudiciais na transcricao de mRNA, na traducéo e replicacao de ADN (Van de Guchte ef af,
2002), criando estruturas secundarias no mRNA que abrandam a transcricdo (Sanders ef a/, 1999). O
decorrer da fermentacdo malolactica traduz-se normalmente num aumento do pH do vinho devido a

10
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conversao de acido L-malico em L-lactico, com a producédo de CO,. Como o acido produzido é mais fraco,
promove a estabilidade ao remover substratos fermentesciveis que possam existir no final da
fermentacao alcodlica (Jackson, 2008). A nivel do consumidor pode-se destacar uma alteracao do sabor
do vinho, tendo em conta a producdo de aromas particulares desta fermentacao, dependendo da estirpe

e espécie dos microrganismos, do pH e temperatura.

2.2. Microrganismos presentes no mosto/vinho
No mosto existem varios microrganismos que podem estragar ou contribuir para a producao do vinho.
S&do geralmente referidos em trés grupos: leveduras, bactérias do acido acético e bactérias do acido

lactico.

2.2.1. Leveduras
As leveduras sao o grupo de microrganismos mais importante na producao de vinho, sendo as espécies
mais presentes no vinho a S. cerevisiaee a S. bayanus. Durante a sua producdo podem ser encontradas
varias espécies de leveduras, pois existem varias condicdes favoraveis, como o baixo pH, a alta
quantidade de acucar, o facto de rapidamente se formar um ambiente anaerébico e a presenca de
compostos fendlicos. Este tipo de caracteristicas do meio faz com que se forme um ambiente étimo para
o desenvolvimento de leveduras, e cria um ambiente “seletivo”, permitindo o crescimento destes em
detrimento de outros (Bisson & Joseph, 2009). Para além desta preferéncia pela fermentacdo e de
aguentar concentracées moderadas/altas de etanol, a S. cerevisiae tem algumas propriedades como ser
osmotolerante, ser insensivel a acidez e conseguir proliferar com concentracdes baixas de oxigénio, que

fazem com que seja ideal para o crescimento em mostos.

As leveduras usam principalmente a glicélise como forma de obter energia. A palavra glicélise deriva do
grego glucus= doce e Jysis=rutura. Este processo consiste na transformacao intracelular de glucose e
frutose em piruvato. As leveduras usam ainda a via das pentoses como mecanismo de obtencdo de

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

A glicélise € a principal via de catabolismo de acucar, sendo composta por uma sequéncia de onze
reacdes enzimaticas que degrada hexoses e liberta energia na forma de ATP (Adenosina Trifosfato)
(Barnett, 2003; Gancedo, 1988). Como resultado desta via metabdlica, cada molécula de hexose gera
duas de piruvato, quatro de ATP e uma de NADH (Dinucleétido de nicotinamida e adenina). No entanto
como sao consumidas duas moléculas de ATP durante a fosforilacao de hexoses, o ganho total de energia

¢ de duas moléculas de ATP.

11
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As leveduras sdo anaerdbicas facultativas e por isso possuem 0S mecanismos necessarios para
metabolizar aclcares quer aerobicamente, quer anaerobiamente (Boulton ef a/, 1999). Ambas as vias
iniciam-se com a glicélise, formando-se piruvato. Posteriormente o piruvato pode ser transformado em
etanal, que apds ser reduzido se transforma em etanol e dioxido de carbono, sendo este processo
denominado de fermentacao alcoolica. A fermentacao alcoolica ocorre no citoplasma e regenera o NAD:
que é consumido durante a glicélise. As leveduras podem também usar o processo de respiracao para
obter energia, tendo neste caso, um ganho de 26 a 38 moléculas de ATP. No entanto, esta via precisa
da presenca de oxigénio, pois este atua como substrato e é inibida com concentracdes elevadas de

acucares (Crabtree, 1929).

As leveduras possuem algumas vias metabdlicas que usam o oxigénio como substrato. Um exemplo é a
biossintese de esterois e acidos gordos (Ratledge & Evans, 1989). Durante o crescimento celular é
necessario a criacao de novas membranas plasmaticas e por isso & necessario a producao de esterois,
acidos gordos e fosfolipidos durante as fases iniciais da fermentacao alcodlica (Ribéreau-Gayon et a/.,

2006b).

Pasteur (1861) expds o facto de que leveduras num meio arejado evidenciavam um aumento na
biomassa, mas uma diminuicao da taxa de consumo de acucar e da producao de etanol, concluindo que
a presenca de oxigénio inibia a fermentacao alcodlica. Isto acontece porque ao ocorrer a respiracdo, a
célula consume quantidades grandes de ADP, o que influencia negativamente o transporte de acucar

para dentro da célula (Lagunas & Gancedo, 1983; Lagunas ef a/., 1982).

No caso concreto da S. cerevisiae, esta apenas consegue usar a respiracdo se a concentracado de aclcar
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 laténcia, fase exponencial, fase
estacionaria e fase de declinio (Figura 6). Neste ciclo de crescimento é possivel verificar que nos primeiros
tempos a populacao nao aumenta. Esta é chamada de fase de laténcia (/ag), onde se da a adaptacao
das células ao meio. No caso concreto do vinho, a populacao celular inicial pode ser na ordem dos
10 mL?, se nao forem inoculadas leveduras, ou seja, se apenas se usar a microflora indigena. A
contagem de células pode ser por método direto, ou seja, usando o microscopio e a camara de Neubauer.
Ou indireto, usando as placas de Petri para fazer inoculagdes. Quando se inocula com uma determinada
estirpe de levedura, a concentracao de células costuma ser maior do que a referida para o caso de néo
ser inoculadas leveduras, na ordem dos 5x10¢ mL:. Estes fatores devem ser controlados, caso contrario

pode dar origem a uma paragem na fermentacao ou uma fermentacao mais lenta que o normal.
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10°4 — Células vidveis
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Figura 6: Ciclo de crescimento de leveduras representada a concentracéo celular (V- numero de células) ao longo do
tempo (3. a: fase de laténcia; b: fase exponencial; c: fase estacionaria; d: fase de declinio (Adaptado de Zamora, 2009).

Durante esta fase, a concentracao celular aumenta até 107 mL* a 102 mL* e tem uma duracéo que varia
de 3 a 6 dias. No final desta fase as leveduras param de crescer, devido a falta de nutrientes ou a
producao de metabolitos téxicos (o etanol pode interromper o transporte de glucose para a célula). Esta
nova fase, fase estacionaria, é representada por uma estabilizacdo da populacao, durando de 2 a 10
dias. A ultima fase é a fase de declinio ou morte, em que as leveduras morrem devido a falta de nutrientes
e acumulacao de etanol e outras substancias toxicas, produzidas durante a fermentacdo (Lafon-
Lafourcade et a/., 1984). Como referido, para uma boa fermentacéo € necessario controlar as condicoes
de forma a manter uma populacdo viavel, até que todos os aclcares sejam fermentados (Zamora, 2004).
Embora o padrao de crescimento real seja muito semelhante ao apresentado, no mosto podem existir
algumas variacdes, como a fase de laténcia demorar menos tempo ou ser inexistente. A fase exponencial
e a fase estacionaria podem demorar menos tempo. A fase de declinio pode comecar antes dos

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

A rapidez ou auséncia aparente de uma fase de laténcia no crescimento da levedura pode resultar de
um estado de pré-adaptacdo das células que d&o inicio a fermentacdo. A levedura seca ativa, que é
usualmente usada no mosto, é proveniente de culturas que estavam na fase exponencial num meio
arejado. Estas células tém mitocondrias funcionais, capazes de fazer a respiracao e também tém todas

as enzimas fermentativas.

O ajustamento verificado na fase de laténcia nem sempre ¢ visivel, no entanto com condi¢cbes menos

otimas esta pode ser mais pronunciada. Aquando da fase exponencial as leveduras crescem a uma taxa
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maxima permitida pelas condicdes e a presenca de oxigénio ndo afeta essa taxa (Schulze ef a/,, 1996).

Um dos motivos provaveis para o inicio da fase de declinio pode ser o aumento da disfuncao da
membrana celular, devido a efeitos combinados do etanol, acidos gordos de cadeia media e escassez de

precursores de esterol (Hallsworth, 1998; Viegas ef a/., 1998).

O stress é qualquer fator ambiental que prejudique o crescimento das leveduras (lvorra ef a/,, 1999). No
caso das leveduras existem varios tipos de causas de siress. concentracado de etanol, temperatura, nivel
oxidativo do meio, falta de nutrientes. A exposicao em condicdes sub-letais de um determinado stress
confere protecao nao sé para doses maiores desse mas também para outros diferentes. Este efeito é
chamado de protecédo cruzada (Jirgen & Rodicio, 2009). Alguns dos stresses que podem afetar as

leveduras sao:
A. Fontes de carbono e energia

As maiores fontes de carbono usadas sdo a glucose e a frutose, podendo ser usadas outras mas em
pequenas quantidades. A concentracado de glucose nao so afeta a ativacao dos mecanismos de transporte
de acticar como também regula a expressao de enzimas no TCA (ciclo dos acidos tricarboxilicos). Pensa-
-se que a origem da tolerancia das leveduras as elevadas concentracdes de acucar esta relacionada com
a reduzida permeabilidade da membrana ao glicerol ou com o aumento na producdo do mesmo

(Brewster et al, 1993).
B. Etanol

A conversao de acucares em etanol que ocorre durante a fermentacdo provoca stress para as leveduras,
devido ao etanol. Este provoca efeitos adversos como mudancas na composicdo e permeabilidade da
membrana (Gibson et a/, 2007). As leveduras ficam também suscetiveis a determinados acidos
organicos como 0 acido acético, que juntamente com o aumento de permeabilidade da membrana
causada pelo etanol leva a acidificacdo do meio intramembranar e desdobramento das proteinas e

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

No entanto, a Saccharomyces cerevesiae tem uma elevada tolerancia ao etanol. Através da modificacao
da membrana plasmatica é diminuida a permeabilidade, minimizando a perda de nutrientes e cofatores
da célula. A funcéo vacuolar da membrana também desempenha um papel importante na retencéo de

substancias toxicas (Kitamoto, 1989).
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Embora a maioria das estirpes de S. cerevisiae possa fermentar até um titulo alcodlico volumétrico de
13 % a 15 %, existe uma grande variabilidade nesta capacidade. O metabolismo das leveduras comeca
a ter perturbacdes quando a concentracao de etanol atinge os 2 % em volume (Dittrich, 1977), ocorrendo
rutura no transporte do ido amonio e inibicao de permeases, sendo que esta situacao € agravada com o

aumento da temperatura.
C. Compostos azotados

Os compostos azotados sao dos nutrientes mais importantes para as leveduras, pois é necessario uma
fonte de azoto assimilavel para que estas sintetizem biomassa (Kunkee, 1991). No mosto existem varios
compostos que contém azoto, como iao amodnio, aminoacidos, péptidos, proteinas, entre outros, mas
apenas o0 iao amonio e os aminoacidos podem ser utilizados para tal efeito, ou seja, apenas estes podem
ser assimilados (Hensche & Jiranek, 1993; Barre et al, 1998). Concentracdes elevadas podem promover
multiplicacdo celular desnecessaria e reduzir a taxa de conversao dos acucares em alcool. Baixas
concentracdes podem causar paragens na fermentacéo. O azoto é usado para produzir proteinas e acidos

nucleicos.
D. Dioxido de enxofre

O dioxido de enxofre é produzido pela maioria das estirpes de Saccharomyces. Neste campo, pensa-se
que nao tera qualquer influéncia na competicao das leveduras com outros microrganismos. No entanto,
quando adicionado ao mosto ajuda na proliferacao das estirpes mais resistentes a esta substancia. Para
além desta capacidade antimicrobiana o diéxido de enxofre interfere com o metabolismo das leveduras,
ligando-se com varios compostos contendo o grupo carbonilo. Esta ligacdo faz com que seja precisa
maior quantidade de SO, para ter o efeito antimicrobiano. O dioxido de enxofre aumenta a extracao de

compostos fendlicos das uvas.
E. Oxigénio

O processo de fermentacdo nado precisa de oxigénio e mesmo na sua presenca as leveduras fermentam.
Contudo, o oxigénio é usado para produzir esterdis, que sao incorporados na membrana celular. A
hiperoxigenacao favorece o crescimento celular e promove a fermentacdo. No sentido oposto a auséncia

de oxigénio pode parar a fermentacéo (Fornairon-Bonnefond ef a/,, 2003).
F. Dioxido de carbono

O dioxido de carbono atua indiretamente no stress do meio ambiente, pois durante a fermentacdo séo
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libertadas para a atmosfera grandes quantidades de diéxido de carbono. Isto resulta numa geracao de

correntes dentro da cuba, ajudando na diminuicao da temperatura e na distribuicao dos nutrientes.
G. pH

O valor de pH no mosto normalmente nao interfere com a fermentacdo, apenas quando o pH é

demasiado baixo, ou seja, inferior a 3 é que a fermentacao sofre perturbacoes.
H. Temperatura

A temperatura é um dos fatores mais importantes na fermentacdo. 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 variacdes 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 fermentacao, ou mesmo para-la. A subida da temperatura aumenta a fluidez da
membrana e causa desdobramento e agregacao de proteinas citolégicas, podendo dar-se uma paragem

devido a desnaturacdo de enzimas e da membrana celular (Ough, 1966).
I.  Killer factors

Existem ainda interacdes entre leveduras que se tornam num fator de stress, pois algumas podem
produzir e segregar proteinas ou glicoproteinas, chamadas de Ailler factors, que inibem outras leveduras

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

As leveduras sado capazes de criar resisténcias ao stress. Um exemplo € a resisténcia ao dioxido de
enxofre, que é resultado de uma continua pressao seletiva pelo uso de compostos sulfurosos durante
muitos anos. As estirpes de leveduras contém um cromossoma especifico para esta resisténcia. O diéxido
de enxofre reage com compostos celulares, especialmente com grupos carbonilo, por isso a producao
de acetaldeido pode funcionar como uma segunda resisténcia (Perez-Ortiz et al., 2002). S. cerevisiae é
também conhecida por exprimir proteinas de resisténcia a radiacdo UV, como parte dos seus

mecanismos de reparacao (Qiu et al, 1998).

2.2.2. Bactérias do Acido Lactico

Estas bactérias sao conhecidas por produzir principalmente acido lactico a partir de glucose, sendo a
sua classificacao baseada na morfologia, modo de fermentar a glucose, a variedade de substratos e o
crescimento a diferentes temperaturas. Cerca de 85 % das espécies sdo heterofermentativas,

produzindo &cido lactico, CO, e etanol, acido acético, através da via das pentoses fosfato. Normalmente
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estas existem em habitats com abundancia de nutrientes, decompondo plantas, frutas e produtos
derivados de leite, fazendo parte da microflora natural do intestino humano. Devido a sua acéo
acidificante previnem danos na comida e crescimento de microrganismos (Hammes et al/, 1991).
Algumas bactérias acidas lacticas sdo usadas como probidticas, permitindo uma inoculacao de bactérias
benéficas para o intestino (Tannock, 2005). Podem também ser encontradas em uvas, no mosto e no
vinho. Devido as condicdes acidas tipicas do vinho, as uvas sdo um habitat naturalmente favoravel para
estas bactérias e algumas espécies como Oenococcus oeniconseguem sobreviver a altas concentracoes
de etanol. Apos o esmagamento das uvas aparecem 0s primeiros microrganismos, nomeadamente as
leveduras e as bactérias lacticas. Normalmente em vinhos com pH baixo, ou seja, inferior a 3,5, 0. oen/
€ a espécie dominante, enquanto em vinhos com pH ligeiramente superiores & Pediococcus damnosus
que domina (Wibowo ef a/, 1985 e 1988). A fermentacdo malolactica conduzida pelas BAL pode ser

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

As BAL sao muito limitadas em termos nutritivos, sendo que todas as estirpes precisam de determinados
compostos para sobreviver, como por exemplo: riboflavina, acido nicotinico, acido pantoténico, entre

outros.

Os carbohidratos sdo usados quer pelas bactérias homofermentativas, quer pelas heterofermentativas
como fonte de carbono e de energia. As bactérias lacticas produzem acido lactico L(+) ou D(-) ou mesmo
ou uma mistura racémica de isémeros (Kandler, 1983). No entanto, podem ocorrer mudancas no
produto final devido a fatores ambientais, ou seja, dependendo das condicées de crescimento, os

produtos podem ser bastantes diferentes.

A energia ¢é obtida principalmente através da fermentacdo 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 trés principais acidos presentes no mosto: tartarico; malico, que é
convertido em acido lactico L(+) e CO,; citrico, que é convertido em acido lactico, acido acético, CO, e

acetato de etilo.

Como ja referido, as BAL estao associadas com a fermentacao e preservacao de varios alimentos, bem
como com a digestdo no intestino. Bactérias lacticas isoladas de vinho tém um crescimento 6timo entre
0s 20 °C e 37 °C. No entanto, durante a fermentacdo malolactica o crescimento é 6timo a 20 °C
(Ribérau-Gayan et al. 2006a e 2006b). Devido a sua tolerancia ao pH acido e ao etanol é capaz de

sobreviver no vinho. No entanto a sua atividade ¢ inibida quando o titulo alcoométrico é superior a 8 %,
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sendo a excecao a Oenococcus oeni que aguenta um teor de 14 %. Por esse motivo € uma das espécies
mais presentes no vinho. E Gram-positiva, ndo mével e é anaerdbica facultativa. Tem uma forma
elipsoidal ou esférica e apresenta-se em pares ou em correntes (Dicks ef a/, 1995; Holzapfel &

Schillinger, 1992).

0. oeni é uma espécie hereterfermentativa, podendo ser aplicada para provocar uma reducao do acido
malico. Esta pode crescer durante a fase estacionaria e a fase de morte das leveduras, pois estas libertam
constituintes celulares que estimulam o crescimento bacteriano. No caso particular da O. oeri, esta
produz glicosidases e proteases (enzimas que quebram ligacdo peptidicas) que tém uma grande
influéncia na lise celular. A fermentacao malolactica permite a obtencéo de um vinho mais estavel (Konig

& Frohlich, 2009).

Aguando da fermentacédo alcodlica as leveduras multiplicam-se, consumindo acucar e azoto mais
rapidamente que as bactérias. No final da fermentacédo, ao ocorrer a lise celular das leveduras, sao
libertados para 0 meio metabolitos que ajudam o desenvolvimento de bactérias, como vitaminas e
aminoacidos (Alexandre et a/,, 2004; Guilloux-Benatier et a/, 2006). As bactérias lacticas no entanto
crescem devagar, precisando de aminoacidos, vitaminas e niveis 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 substancias bactericidas
(Schniirer & Magnunsson, 2005), bem como H,0, e diacetilo (Ribéreau-Gayon et a/,, 1998). O peroxido
de hidrogénio juntamente com o oxigénio oxida os grupos sulfurosos, desnaturando algumas enzimas. A
peroxidacao da membrana aumenta a sua permeabilidade, sendo que o peroxido de hidrogénio atua
como um percursor para a producao de radicais livres com propriedades bactericidas (Byczkowski &
Gessner, 1988). No entanto, também as leveduras conseguem produzir substancias com caracteristicas
bacteriostaticas e bactericidas (Comitini ef a/, 2005), libertando assim, durante a fermentacéo,
metabolitos toxicos para as bactérias (etanol, acidos gordos, SO,), fazendo com que a populacdo destas

diminua (Alexandre et al., 2004).

As bactérias do acido lactico estdo sujeitas a determinadas condicdes que as colocam numa situacao de
stress. Por exemplo o etanol que é produzido pelas leveduras é um dos fatores principais de inibicao do
crescimento de bactérias lacticas. A resisténcia ao etanol varia com as condicdes ambientais como a
temperatura e o pH. Esta resisténcia diminui com a diminuicao do pH e com temperaturas mais elevadas
(Alegria et al., 2004). A toxicidade do etanol advém da sua capacidade de se inserir na parte hidrofilica

da membrana de dupla camada lipidica (Weber & de Bont, 1996).
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As leveduras consomem os nutrientes disponiveis (glucose, frutose e fonte de azoto), podendo assim
levar a falta de nutrientes. O proprio vinho revela-se complexo em termos de composicdo, 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
lacticas sao neutrofilas, ou seja, o pH 6timo de crescimento situa-se perto do neutro (Hutkins & Nannen,
1993). Nesse sentido, quanto mais baixo for o pH do vinho, maior sera a fase de laténcia entre a
fermentacao alcodlica e a malolactica, sendo que a valores de pH inferiores a 3,0 o crescimento
bacteriano é quase nulo ou mesmo impossivel (Lonvaud-Funel, 1995). O efeito mais evidente do pH é a
diminuicao do pH intracelular, sendo este um fator que permite controlar alguns processos celulares
como a atividade enzimatica, sintese de ATP e RNA e replicacao de DNA, causa ainda desnaturacao de

proteinas (Molina-Gutierrez et af., 2002) e altera a composicao 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 fermentacdo malolactica. A maioria das bactérias lacticas séo
mesdfilas, com a temperatura de crescimento 6timo entre os 25 °C e 30 °C em cultura laboratorial (Van
de Guchte et al, 2002). Quanto maior o contetido em etanol, mais baixa serd a temperatura de

crescimento otimo.

Também a concentracdo de sulfitos ou de diéxido de enxofre afeta o crescimento de BAL, pois tendo
estes uma acao antimicrobiana, sdo inibidores de microrganismos. Este quimico consegue passar a
membrana celular e reage no seu interior, interferindo na formacéo de coenzimas e vitaminas (Chang et
al, 1997). Com um pH baixo, o diéxido de enxofre possui uma capacidade antimicrobiana. No entanto,

a 0. oeni, por exemplo, tem a capacidade de criar resisténcia (Guzzo ef al, 1998).

Durante a producao do vinho existem processos que podem ser desfavoraveis para o crescimento de
bactérias como é o caso da clarificacdo. Este processo elimina parte da microflora natural que
posteriormente inicia a fermentacao malolactica e reduz a quantidade de nutrientes necessarios para

ambas as fermentacdes (Guzzo & Desroche, 2009).

2.2.3. Bactérias do Acido Acético

As bactérias do acido acético (BAA) estdo incluidas na familia Acetfobacteraceae, que possui a particular
carateristica de oxidar o etanol, transformando-o em acido acético. Esta caracteristica permite uma rapida
oxidacao de alcoois e acucares, dando origem aos acidos organicos correspondentes, tornando assim
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este grupo de bactérias bastante suscetivel de ser utilizadas em aplicacdes biotecnologicas, como a
producdo de acido ascérbico (Deppenmeier et al., 2002). As bactérias do acido acético sdo usadas na
producdo de varias comidas e bebidas, principalmente quando sao fermentadas, como por exemplo o
vinagre. No entanto, a sua presenca pode levar a desperdicios noutros alimentos, como € o caso do
vinho e cerveja. Sdo Gram-positivas, aerdbias estritas e tém a forma de bastonetes. No meio natural, as
BAA ocorrem em compostos acucarados e em frutas que estejam parcialmente fermentadas, pois tém
a capacidade de usar quer acucares, quer etanol, transformando-o em acido acético que limita o
crescimento de outros microrganismos. Na presenca de oxigénio a sua taxa de atividade e crescimento
aumenta. O seu pH étimo 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 acido, entre 3 e 4 (De Ley et a/, 1984; Du Toit & Pretorius, 2002).

Ao amadurecer as uvas, a concentracao de aclcares aumenta, chegando a ter 20 % a 25 %, aumentando
assim a probabilidade de crescimento de BAA. Em uvas saudaveis a espécie dominante & Gluconobacter
oxydans (Prieto et al., 2007; Renouf ef a/, 2005). De forma espectavel, uvas podres apresentam uma
maior populacao de BAA, sendo as espécies mais presentes Acetobacter acetie Acetobacter pasteurianus
(Barbe et al., 2001). Durante a fermentacao alcodlica 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
producao e a retencdo de compostos volateis. No entanto, o uso de temperaturas mais baixas pode levar
a uma diminuicao na taxa de crescimento de leveduras e por isso abrir a oportunidade para o crescimento
de leveduras e bactérias nativas, podendo parar a fermentacao pretendida (Llaurado et a/, 2002). Alguns
fatores como a presenca de SO,, o pH, a concentracdo de etanol, baixa temperatura e inoculacao de
leveduras sao descritos como fatores inibidores do crescimento de BAA, podendo modificar a distribuicao
das espécies durante o processo. O crescimento de BAA durante a fermentacao alcodlica esta também
relacionado com o numero de bactérias e leveduras presentes no mosto no inicio da fermentacao, pois
como é possivel verificar pela Figura 7, este valor pode determinar o nimero de células sobreviventes

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

A presenca de BAA esta usualmente relacionada com vinho estragado, pois ocorre um aumento de acido
acético e por isso aumentando a acidez volatil. As alteracdes que ocorrem dependem da fase do processo

em que encontra o0 mosto/vinho:

¢ Uva e mosto: a presenca resulta numa podridao acida que pode envolver outros microrganismos
como fungos, a fonte de carbono nesta fase é a glucose que é oxidada em acido gluconico (Barbe

etal., 2001);
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¢ Vinho: nesta fase ocorre a transformacdo de etanol em acido acético, no entanto, a populacéo de
BAA diminui devido as condicdes anaerobicas 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 (Guillamon & Mas, 2009).
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Figura 7: Comparacéo entre populacdes (V- nimero de células ao longo do tempo). Sendo a populacao de
leveduras a linha a cheio e simbolos a cheio, eixo do lado direito e de BAA a linha a tracejado e simbolo aberto,
eixo do lado esquerdo em fermentacdes inoculadas (tridangulo) e espontanea (quadrado) (Adaptado de Guillamon &
Mas, 2009).

2.2.4. Controlo microbioldgico

No vinho, o controlo microbiolégico ndo é aquele a que os produtores dao maior importancia. O controlo
das propriedades fisico-quimicas ¢ mais reconhecido. No entanto existe uma crescente evolucao no
sentido de prestar uma maior atencdo ao controlo microbiolégico durante todas as fases de vinificacao.
O controlo efetuado aos microrganismos permite uma apreciacao da sua estabilidade biologica e aspeto,
pois eventuais contaminacdes podem originar carateristicas pouco desejaveis. O controlo ndo é apenas
nos vinhos e mostos em si, mas também nos equipamentos que entram em contacto direto com o
produto. Alguns pontos onde podera ocorrer problemas sao ao nivel da rolhadora, da lavadora de garrafas
e enchedora e por isso estes pontos devem ter uma especial atencdo aquando a sua lavagem (Curvelo-

Garcia, 1988).

O controlo de microrganismos no vinho pode ser composto por uma série de processos, que podem ser
fisicos como a filtracdo, ou quimicos, como a adicdo de conservantes e esterilizantes. Os conservantes
quimicos podem inibir o crescimento e desenvolvimento de microrganismos sem os matar, podendo
apenas coloca-los num estado de dorméncia. Ja os esterilizantes, que pode ser bactericidas ou

fungicidas, tém como funcéo aniquilar os microrganismos presentes, quando corretamente aplicados.
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Alguns dos microrganismos que podem estar presentes no vinho e causar efeitos negativos sao:

Acetobacter. as uvas com algum estrago a nivel de fungos tém uma maior probabilidade de ter uma
infecdo de Acetobacternos vinhos, no periodo de armazenamento. Esta possivel contaminacdo pode
ser impedida através de um programa de sanitizacao adequada;

Dekkera/Brettanomyces. este género de leveduras tem uma particular resisténcia ao SO, (Du Toit
et al., 2005). Pode ser controlado o seu desenvolvimento através de filtracao;

Saccharomycodes. sao leveduras altamente resistentes ao SO,, talvez pela capacidade de produzir
altas concentracdes de acetaldeido, que se liga ao SO, (Ciani & Maccarelli, 1998). Assim a melhor
forma de impedir esta contaminacao é por filtracdo estéril. No entanto a sua existéncia é rara nos
vinhos (Fleet, 2003);

Zygosaccharomyces. esta levedura causa estragos no vinho, libertando CO,, formando depésitos e
turvacdo nas garrafas. E resistente ao etanol, SO, e outros conservantes. As infecdes estdo
normalmente associadas a adicao de mostos com contaminacdes, para adocar o vinho. No entanto,

se forem cumpridas as boas praticas de fabrico, ndo devera haver caso para alarme.

2.3. Meios de preservaciao do mosto

Nos dias de hoje & necessario 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 adicao de dioxido

de enxofre. No entanto, com a atual preocupacao da satde novas formas podem surgir.

2.3.1. Meio atual de preservacdo: Didxido de enxofre

0 SO, é largamente utilizado pelas suas capacidades antioxidantes, antissépticas e antioxidasicas, pois

permitem uma estabilizacdo microbioldgica e oxidativa do mosto durante o seu armazenamento.

O dioxido de enxofre quando misturado com agua apresenta um equilibrio entre trés formas, como é

possivel ver pelas Equacdes 2, 3 e 4: forma molecular (SO,  H,0), ido bissulfito (HSO3) e ido sulfito

S0%.

S0,+H,0+>S0, * H,0 Equacao 2
S0,+H,0«>HSO3+H" Equacéo 3
HS03S05 +H' Equacao 4
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Este equilibrio é dependente do pH. No entanto, como o pH dos vinhos estd normalmente entre os 3 e
4, a espécie predominante é o bissulfito. Pelo grafico ilustrado na Figura 8 é possivel verificar a variacao
da quantidade presente de cada uma das 3 espécies de dioxido de enxofre, de acordo com o valor de
pH. Esta descrito que a espécie que tera a capacidade de inibir os microrganismos € a molecular, pois,
devido a inexisténcia de carga desta molécula, ela pode entrar na célula e sofrer uma dissociacao

provocada pelo pH citoplasmatico dando origem ao iao bissulfito ou ido sulfato.
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Figura 8: Grafico que ilustra a quantidade (S) de cada forma do dioxido de
enxofre presente de acordo com valores de pH (Adaptado de Fugelsang &
Edwards, 2007).

A medida que a concentracéo de SO, diminui devido aos mecanismos internos que procuram o equilibrio,
mais SO, molecular entra na célula, aumentando assim a concentracdo no interior. A inibicdo pode
ocorrer por varios mecanismos, como por exemplo a rutura de pontes de dissulfato em proteinas,
tornando-as em componentes nao assimilaveis, ou originando uma reacdo com cofatores como o NAD-
e 0 FAD. Pode ainda reagir com ATP, e promover a remocao do grupo amina da citosina, transformando-
-0 em uracilo e consequentemente aumentando a probabilidade de ocorréncia de mutacdes letais (Ough,
1993; Romano & Suzzi, 1993). A concentracdo de SO, molecular necessaria para impedir o crescimento
celular varia de acordo com o mosto/vinho, o pH, a temperatura, o teor alcodlico, a populacéo

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

0 SO, é usado na conservacao de mostos, devido as suas capacidades redutoras, sendo capaz de reagir

com variados compostos existentes nos mostos e vinhos. Estas reacdes de combinacao sao dependentes
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do pH e da temperatura. O didxido de enxofre inibe a atividade enzimatica, prevenindo a oxidacao e

mudanca de cor do vinho.

No mosto ou vinho, é possivel medir a concentracdo de SO, como estando na forma “livre” quando nao
esta ligado a nenhum composto, ou na forma “combinada” quando ocorrem as reacdes ja referidas. A

soma destas duas parcelas permite obter a concentracdo Total de dioxido de enxofre no mosto/vinho.

A fracao livre tem uma capacidade antisséptica, capaz de inibir as bactérias do acido lactico, bactérias
do &cido acético e outras potenciadoras de doencas e defeitos nos vinhos. A resisténcia das leveduras a
esta acao é variavel, no entanto, ¢ mais fraca nos vinhos do que nos mostos, devido a presenca do etanol

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

Na forma “combinada”, pode reagir irreversivelmente e dar origem a parte mais estavel. Pode ainda
reagir de forma reversivel, dando origem a uma “reserva” de SO,, por se estabelecerem ligacdes mais
instaveis que podem ser quebradas mais facilmente, libertando SO, quando a fracao livre comeca a
diminuir. A fracdo combinada ndo apresenta qualquer atividade antimicrobiana. Entre os compostos que
se ligam de forma irreversivel pode-se destacar o etanal e outros compostos carbonilados como aldeidos

e cetonas (Curvelo-Garcia, 1988).

Existem outros conservantes e esterilizantes como por exemplo o acido sorbico, o acido fumarico, o
dimetil dicabornato, a lisozima, o mondxido de carbono, entre outros (Fugelsang & Edwards, 2007).
Contudo, na industria vinicola o mais utilizado ¢ sem duvida o diéxido de enxofre. No entanto, pode
causar alergias, dando origem a varios problemas de saude como dores de cabeca, irritacao gastrica,
nauseas, entre outros (Santos et a/., 2012). Devido aos problemas de saude referidos a OIV (/nternational
Organization of Vine and Wine) tem vindo a reduzir a concentracdo maxima permitida nos vinhos.
Atualmente nos vinhos brancos é permitido ter um concentracao total de SO, de 200 mg/L e nos vinhos

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

2.3.2. Meio alternativo de preservacdo: Radiacdo Ultravioleta

No mundo dos vinhos tem sido constante a adicao de diéxido de enxofre aos mostos para os conservar
em termos microbioldgicos. No entanto, recentes estudos revelam um possivel risco para a saude e por
isso cada vez mais se pensa em reduzir a sua adicao (Ribéreau-Gayon et a/., 2006a; Du Toit & Pretorius,
2000). Nos dias atuais existem alternativas para a inativacdo de microrganismos em alimentos liquidos

como radiacdo UV, pasteurizacdo, pulsos elétricos e pressdo hidrostatica (Sizer & Balasubramaniam,
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1999). A radiacao ultravioleta tem sido usada como método de desinfecdo de agua, de superficies e de

embalagens (Falguera et al, 2011).

A radiacao ultravioleta cobre uma pequena parte do espectro eletromagnético, mais precisamente entre
0s 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 & um tratamento de desinfecdo nao-térmico no
qual nao é reconhecida a producédo de metabolitos toxicos ou mesmo nao-toxicos durante o processo,
nem gostos ou aromas desagradaveis quando, por exemplo, se trata agua ou mesmo sumos. O processo
em si necessita de pouca energia comparativamente a pasteurizacao (Tran & Farig, 2004). Contudo, a
luz UV pode ter um efeito na cor de moléculas organicas de produtos fruticolas, pois é absorvida por
cadeias duplas, fazendo com que estas reajam com o oxigénio transformando-se em ligacdes simples

(Nassau, 1998).

A luz UV é uma forma facil de matar a maioria dos microrganismos, tendo um efeito nocivo em bactérias,
virus, bolores e leveduras (Bintsis et a/, 2000). O efeito da luz UV depende do tipo de liquido, da sua
densidade, da sua cor, da capacidade de absorcao da radiacao UV por parte do liquido, do tipo de
microrganismos e da sua fase de crescimento, do caudal, da existéncia de sélidos suspensos, da
espessura da pelicula do liquido (design do reator) e da intensidade da lampada (bem como da poténcia

e comprimento de onda carateristica da lampada) (Shama, 1999; Bintsis ef a/,, 2000).

A radiacao UV afeta os microrganismos ao nivel do DNA, afetando a replicacao e a transcricao de acidos
nucleicos, funcionando como uma pasteurizacao fria, permitindo que se processe alimentos mais
sensiveis a variacoes térmicas. O pico da maxima absorcao 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 ligacdes entre pirimidinas vizinhas na
mesma cadeia de DNA (Miller ef a/., 1999). A morte ou inativacdo acontece devido a esta mudanca na

formacao da ligacdo quimica do DNA (Stother, 1999).

A frequéncia correspondente ao comprimento de onda de 254 nm é usada como desinfetante de
superficies, aguas e outros alimentos liquidos como sumos de fruta (Guerrero-Beltran & Barbosa-
Canovas, 2004 e 2005). Na industria alimentar tem sido usado para inativar microrganismos e enzimas
em diferentes produtos liquidos. Em temos enzimaticos a inativacdo ocorre devido a agregacdes
proteicas, enquanto a nivel microbiolégico a inativacao ocorre devido a danos no DNA, impedindo a
reproducao (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 lacticas e bactérias do acido acético e tratou-os com radiacdo UV. Os resultados
indicam que existe uma inativacdo de varios microrganismos, entre eles Saccharomyces, Acetobacter e
Oenococcus. No caso concreto da Saccharomyces houve uma reducao de 2 ciclos logaritmicos para uma

dosagem de 1337 J/L.

Segundo Falguera et a/. (2013), a radiacao UV é eficaz ao inativar parcialmente a polifenol-oxidase e
reduzir a acidez volatil (uma medida indireta da qualidade do vinho). No entanto, os autores referem que
para a inativacao ser total deverdo ser realizados estudos de otimizacao do processo, para assim evitar

possiveis estragos no mosto devido a esta enzima.

Contudo, bolores e leveduras sao mais resistentes do que bactérias provavelmente devido a estrutura do
DNA ser composta por menos bases pirimidinas. Para além disso a composicao quimica e espessura da
parede celular sao diferentes. Embora na teoria todos os microrganismos sejam sensiveis a radiacao UV
a sensibilidade vai depender da resisténcia a penetracdo e da existéncia de varios mecanismos de
reparacao (que dependem de fatores ambientais). Por exemplo meios mais ricos que contenham peptona
tém 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 ¢ a pouca profundidade de penetracdo da luz UV nos liquidos, exceto
a agua (Shama, 1999). A penetracdo em sumos é de cerca de 1 mm para uma absorcao 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 utilizacdo deste método sdo o
elevado tempo de retencao necessario e o baixo volume que € possivel tratar, por isso, uma possibilidade
para obter uma maior eficacia ¢ o aumento do tempo de residéncia seja pela diminuicdo do caudal ou
pelo aumento do numero de passagens no aparelho. Estas duas opcdes, no fundo, aumentam o tempo

de exposicao a luz UV.

2.4. Supressao do dioxido de enxofre

2.4.1. Perdxido de Hidrogénio

O perdxido de hidrogénio é um forte oxidante, com um aspeto transparente, é semelhante a agua, mas
tem um odor muito caracteristico, ndo sendo inflamavel. E um composto estavel a temperatura ambiente

se armazenado corretamente (Mattos ef a/, 2003). O perdxido de hidrogénio é usado em varias
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aplicacoes, quer domésticas, como na desinfecao de feridas cutaneas, quer em termos industriais, como
no tratamento de agua e efluentes. Tem como vantagens ser miscivel com agua e ter uma boa atividade
bactericida e algicida, um custo relativamente baixo quando comparado com outros biocidas e nao gerar
subprodutos toxicos na agua. Alguns autores referem que o poder biocida do peréxido de hidrogénio
pode ser melhorado quando combinado com outros compostos, como por exemplo com o 0zono, ferro,

ou radiacao ultravioleta.

O didxido de enxofre nao reage diretamente com o oxigénio, mas sim com a sua forma reduzida, o
perdxido de hidrogénio (Elias et a/, 2010). Desta forma o dioxido de enxofre pode ser um inibidor da

formacao de aldeidos que resultam da oxidacédo do etanol (Figura 9).
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Figura 9: A interacao de SO, com perdxido de hidrogénio e quinonas apds oxidacao de
catecol, evitando assim a oxidacao do etanol pela reacdo Fenton (Adaptado de Elias et af,
2010).

Visto que o pH nos mostos e vinhos esta normalmente entre os 3 e 4, a espécie mais presente é o ido
bissulfito, por isso as interacdes entre o bissulfito e o perdxido de hidrogénio podem ser esquematizadas

como nas Equacdes 5 e 6.

-0
- . 5
HS0," + HiDy fa S—O0H + H:0 quacéo 5
0
-0
\S—DDH - HA %, H,80, + A° Equacéo 6
0"/

Onde HA=H,O ou H,PO-e A é dependente de HA (H.O ou HPO)).
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A adicao de peroxido de hidrogénio ao mosto, na presenca de didxido de enxofre, vai levar a reacao
descrita nas Equacdes 5 e 6, que ocorre provavelmente por um deslocamento nucleofilico provocado
pelo perdxido de hidrogénio no ido bissulfito, formando assim acido sulfurico, entre outros produtos
(Hoffman & Edwards, 1975). Sera preciso um cuidado especial, pois este quimico pode trazer graves

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

0 H,0, pode ser formado durante a oxidacao de fendis no vinho, sendo que alguns autores como Boulton
et al. (2001) indicam que a adicao de SO, tem como principal acao antioxidante a reacao com H,0,,
limitando assim a oxidacao de etanol ou outros compostos. Esta situacao deve ser controlada pois o
perdxido de hidrogénio pode, em associacao com o iao ferro Fe? gerar compostos oxigenados altamente
reativos como o radical hidroxilo ("OH), sendo este processo denominado de reacao Fenton (Choe & Min,
2005). O peroxido de hidrogénio ao reagir com o iao ferro forma o radical hidroxilo, que por ser muito
instavel reage quase imediatamente, sem qualquer seletividade, com compostos presentes no meio, com
uma taxa quase proporcional a sua concentracdo. Um dos exemplos é a oxidacdo do etanol para formar
aldeidos (etanal). Segundo Waterhouse & Laurie (2006) os compostos fenolicos sdo os reagentes
primarios quando esta presente oxigénio. Afirmam ainda que como os vinhos tintos tém uma maior
quantidade destes compostos do que os vinhos brancos, tendo por isso uma maior tolerancia ao oxigénio.

Esta oxidacdo provoca uma mudanca de cor no vinho.

O peroxido de hidrogénio tem um efeito toxico para as bactérias e leveduras, devido a producao de
radicais hidroxilo no meio intracelular, que atacam alguns dos componentes vitais para a sobrevivéncia
da célula, como os lipidos, as proteinas e o DNA, levando assim & morte celular (Penna et a/, 2001). E
possivel realizar um processo de eliminacdo de bactérias ou leveduras usando a combinacao peroxido
de hidrogénio/radiacao ultravioleta, existindo trés possibilidades para a inativacao celular (Labas et a/,

2007):

O Fotdlise do DNA das células;
¢ Ataque do H,0, as membranas celulares, enzimas intracelulares e ao DNA;
O Ataque pelos radicais livres, gerados aquando da reacao de fotdlise do H.,O, as membranas,

enzimas e DNA.

A molécula de peréxido de hidrogénio é capaz de atravessar a membrana celular. No entanto, nao o faz
livremente, sendo que a sua travessia pode ser regulada através de alteracdes da composicao da

membrana celular (Branco et al,, 2004).
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As leveduras possuem mecanismos de defesa quer enzimaticos quer ndo enzimaticos, que as permite
proteger, mantendo o equilibrio redox. Em termos enzimaticos podem-se destacar a catalase, o citocromo
C peroxidase, a redutase, entre outras enzimas que decompdem os oxidantes. Os mecanismos nao
enzimaticos baseiam-se em moléculas soluveis em meio aquoso ou lipidico, 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 elaboracdo desta dissertacdo podem ser sumariadas no esquema da

Figura 10.
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Figura 10: Esquema das etapas realizadas para a elaboracao da dissertacao.

Foi utilizado mosto amuado com diéxido de enxofre (cerca de 1 g/L). Nesse sentido foi realizada a adicdo
de perdxido de hidrogénio no sentido de anular a acdo do SO,. A aplicacdo do peroxido de hidrogénio
esta explicada no subcapitulo 3.1. Como foi referido no subcapitulo 2.5.1 existe a producdo de acido
sulfurico devido a combinacdo entre o perdxido de hidrogénio e o didxido de enxofre. Para comprovar

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

De forma a ter uma percecéo da acidez foram realizadas medicoes do pH e da acidez total. A acidez total
foi determinada por titulacdo com indicador de Azul Bromotimol (Anexo 1). Foram feitas medicdes da
concentracdo de SO, Total e Livre e apos o valor da concentracdo de SO, total atingir o pretendido (o
mais préximo de O quanto possivel) foi feita uma validacdo microbiologica. Embora o objetivo da adicao
de H,0, tenha sido o de anular a acao do SO,, esta referido na literatura que o peréxido de hidrogénio
tem um efeito nocivo nos microrganismos. Tendo em conta esse facto procedeu-se a validacado, que teve
como finalidade verificar a existéncia de microrganismos viaveis no referido mosto. Assim caso o
resultado fosse positivo para a presenca, nao seria necessario inocular artificialmente o mosto, caso

contrario seria necessario recorrer a leveduras secas ativas. O mosto com H,0, foi inoculado em placas
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de Petri na Universidade do Minho (Anexo 2). Nesse mosto, apds a validacdo microbiologica, foi feita
uma inoculacdo de leveduras usadas habitualmente para a fermentacdo dos mostos da empresa. Foi
realizada uma quantificacdo microbiologica através da camara de Neubauer (Anexo 3). O mosto em
questdo foi exposto a radiacéo ultravioleta, apos a qual se realizou uma nova contagem celular, com o
objetivo de determinar a eficacia do tratamento. Para estudar a eficacia da radiacao ultravioleta, foi
decidido estudar a variacdo do tempo de retencdo através da variacdo do caudal e o seu efeito na

diminuicao da carga microbiana.

3.1. Estudo da aplicacao do perdxido de hidrogénio
Neste projeto pretendeu-se averiguar a aplicabilidade do perdxido de hidrogénio (H.O,). A remocéo do
SO, é conseguida pela adicdo de perdxido de hidrogénio. Para aferir a quantidade a adicionar ao mosto,

seguiu-se o seguinte método:

Mediu-se a concentracao de SO, total (valor a ser removido) com o aparelho Sulfimatic. Este
aparelho permite medir a concentracdo de SO, Livre e Total, sendo a fracdo combinada a
subtracdo da parte Livre da Total (Anexo 4);

i.  Calculou-se a quantidade de SO, total a remover (Anexo 5).

De forma a acompanhar a evolucao da concentracao de SO,, foram feitas medicdes da concentracao
total e livre de SO,, 30 min apds a adicao de peroxido de hidrogénio e no dia seguinte, antes de uma

nova adicao.

3.2. Inoculacao do mosto

De forma a ter uma carga microbiana presente no mosto, para posteriormente submeter & radiacao
ultravioleta, este foi inoculado com leveduras. Para tal foi necessario fazer a reidratacdo da levedura
habitualmente usada (KB.-12) em agua tépida. No mosto foi adicionado fosfato de amdnio, que é um
nutriente para leveduras e também Biovitamine®, que contem de forma a fornecer mais nutrientes as
leveduras. A adicao destes componentes esta relacionado com a quantidade de mosto a fermentar, tendo
cada fornecedor a indicacdo dessas mesmas quantidades.

As inoculacdes foram acompanhadas com a amostragem diaria na qual se mediu a densidade e
temperatura (Anexo 6). Utilizou-se o procedimento OIV-MA-AS2-01B:R2009. Inicialmente deve-se colocar
0 mosto numa proveta de 500 mL, seguidamente deve ler-se a densidade. Apds retirar o densimetro

colocar o termometro e registar a temperatura. Caso a temperatura ndo seja 20 °C proceder as
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respetivas correcdes presentes na tabela para correcoes de densidade no mosto (ver Delanoé et af,

1984).

3.3. Contagem Celular

Para fazer a amostragem antes e depois do tratamento com radiacdo UV, foi efetuada uma ligeira
agitacdo do bidao, recolha de 5 mL a meia altura do bidao. Retiraram-se 2 mL para fazer a diluicao,
sendo que nos casos em que nao se realizou diluicao retirou-se na mesma 2 mL para manter constante
0 método de amostragem. Retiraram-se 0,2 mL dessa suspensao para juntar a 0,2 mL de solucéo azul-

de-metileno a 200 mg/L.

3.4. Processamento através de radiacao ultravioleta

O aparelho usado (Figura. 11, A) tem uma forma cilindrica, com uma cabeca na qual se conecta uma
lampada de raios ultravioleta que fica no interior do recipiente azul, permitindo assim desinfetar ou
esterilizar liquidos como a agua. Retirou-se as seguintes informacdes do aparelho de tratamento de

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

Verificou-se de facto que este aparelho é usado para desinfetar agua, comercializado pela Pura™, tendo
as seguintes carateristicas (Anderson, 1990; Pure Water Products, 2015): Peso: 7,3 kg; Dimensoes:
63,5 cmx14,0 cmx14,0 cm; Caudal: até 30 L/min; Lampada: 1 lampada de 22 W, com comprimento

de onda de 254 nm.

.-------l.q,

Figura 11: A- Aparelho de ultravioleta (Retirado de Pure Water Products). B-
Recipiente de rececao 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 rececdo do mosto antes de entrar no aparelho de
ultravioleta, tendo um volume de 16 L. Como é possivel 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, 0 mosto era armazenado no bidao de 20 L.

Numa primeira fase procedeu-se a marcacao do regulador para conseguir ter uma forma de controlar

melhor o caudal (Figura 12). Como o mostrador nao indicava qualquer pressado (ndo estava funcional),

nado foi possivel determinar a pressdo que realmente estava a ser usada no recipiente.

A

Figura 12: Regulador e torneira.
Por esse motivo foi feito um estudo do caudal, ou seja, manobrando o regulador e a torneira para
diferentes posicoes, varia-se o caudal, sem assim alterar a pressao no compressor. Com esta marcacao
foi possivel medir o caudal movimentando o regulador de forma a ter 1,5 voltas; 1,75 voltas e 2 voltas.

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

" A | lj-_)o_,Scm &)Scm
1 T 1 i
e K | _L L_l L

: A l L

2

= 0,5cm 0,5cm
Y \ - x4 PN

Figura 13: Desenho técnico da vista superior da torneira. A- posicdo O; B- posicdo 1; C- posicao 2; D- posicédo 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 0 tempo de retencao.

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 radiacao ultravioleta e o seu armazenamento no

bidao.

Figura 14: Esquema utilizado para as experiéncias com a radiacao ultravioleta.

3.5. Estrutura das experiéncias

A organizacao utilizada para a realizacao das experiéncias pode ser descrita pelo esquema da Figura 15.
A experiéncia 1 foi feita com o regulador a 1,5 voltas e a torneira na posicao 3, ou seja, totalmente aberto.

A experiéncia 2 manteve o caudal apenas se alterando as condi¢coes do mosto, no qual se procedeu a
uma diluicao 1/10, para testar o efeito da diminuicao da absorvancia na eficacia do processo. Sendo a
absorvancia a capacidade dos materiais absorverem uma determinada radiacao numa frequéncia
especifica, ao fazer a sua medicdo, verifica-se que quando aumenta a absorvancia aumenta a
concentracdo celular. Sabendo esta informacao é possivel afirmar que ao fazer a diluicdo a concentracéo
celular ¢ inferior e por isso tera uma turvacao também inferior. A medicdo da absorvancia foi feita com

recurso ao espectrofotometro, a 254 nm e 520 nm.
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Quanto a experiéncia 3 o regulador foi colocado na posicao para 2 voltas, mantendo-se a posicdo 3 na

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

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

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

da experiéncia 1. Cada experiéncia teve apenas uma réplica.

Vs

Experiéncia 1

® Regulador a 1,5 voltas e torneira na posicao 3

\/

Experiéncia 2

\/

* Regulador a 1,5 voltas e torneira na posicao 3~
e *diluicdo 1/10 do mosto

Experiéncia 3

» Regulador a 2 voltas e torneira na posicao 3

Experiéncia 4

® Dupla passagem regulador a 2 voltas e torneira
na posi¢ao 3

Experiéncia 5

e Tripla passagem regulador a 2 voltas e torneira
na posicao 3

Experiéncia 6

* Dupla passagem regulador a 1,5 voltas e torneira
na posicao 3

Figura 15: Esquematica da estrutura das experiéncias realizadas.
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4. Resultados e discussao

4.1. Laboratorio de microbiologia
Para a montagem de um laboratério de microbiologia deve-se comecar por fazer uma listagem de
materiais que sdo necessario. Deste forma, € possivel comparar com o0s materiais existentes e ver quais

sa0 0s materiais ou reagentes que sao necessarios comprar.

4.1.1 Listagem dos materiais necessarios

De forma a conseguir realizar o ensaio microbiolégico e fazendo parte dos objetivos iniciais, foi feito um
estudo de forma a aferir os principais materiais e equipamentos necessarios, bem como um estudo de
mercado para a montagem de um laboratorio de microbiologia. Obteve-se precos dos referidos materiais

e equipamentos.

Sabendo que a contagem de células pode ser feita por inoculacdo em placas de Petri ou por visualizacao
a0 microscopio, 0s equipamentos/materiais/reagentes considerados como sendo relevantes para a
implementacao de um laboratério de microbiologia, tendo em conta algumas indicacées segundo

OIV (2013), s&o:

Autoclave; Camara de Neubauer;

Estufa; Conta-gotas;

Espectrofotometro; Pipetas;

Microscopio; Bicos de Bunsen ou lamparinas;
Balanca; Espalhador;

Frigorifico; Corante azul-de-metileno;

Micropipeta (e respetivas pontas); Agua peptonada;

Placas de Petri. Meio para leveduras: YPD;

Tubos de cultura; Meio para bactérias: 7omato Juice Agar,

YV V.V V V V VYV VYV V V
YV V.V V V ¥V VYV V V V

Frascos de tampa azul; Agua desionizada;

4.1.2. Listagem dos materiais existentes

Para evitar gastos desnecessario foi feito um inventario de materiais e equipamentos passiveis ser usados

neste tipo de experiencias:

v Microscopio;

37



Preservacao de mostos de uvas brancas: alternativas ao dioxido de enxofre

NS N N N N T N N N N NN

4.1.3.

Balanca;

Laminas: 4 packs de 50 laminas;

Lamelas: 4 packs de 100 lamelas (22 mm*22 mm); 2 packs de 100 lamelas (20 mm*20 mm);
Tubos de ensaio com tampas metalicas: 8;

Tubos de ensaio (de diametro superior e sem tampa): 40;
Estufa (temperatura maxima 200 °C);

Forno (temperatura maxima 60 °C);

Frascos de tampa azul (500 mL);

Conta-gotas;

Pipetas (desde 1 mL até 50 mL);

Frigorifico;

Espectrofotémetro (UV-Vis);

Agua desionizada.

Listagem dos materiais a requerer

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

adquirir fica:
o Autoclave;
o Micropipeta (e respetivas pontas);
o Camara 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 Agua peptonada;
o Meio para leveduras: YPD;
o Meio para bactérias: 7omato Juice Agar,
o Placas de Petri.
4.1.4. Qrcamento

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

laboratoriais (Anexo 7), dos quais a estimativa mais barata ¢ apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1: Somatdrio dos materiais necessarios, indicando o fornecedor, preco (A e quantidade

Produto Fornecedor P/€ Quantidade
Meio YPD A 44,00 500 g
Meio Tomato Juice Agar | E 234,00 500 g
Agua 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 2bg
Camara de Neubauer C 47,00 1
Autoclave B 1 872,00 1(12L)
Espalhador Fabrico préprio 0,00 1
Total 2 417,35

*Os precos indicados ndo sdo na sua totalidade com o valor acrescido do IVA.

Nao incluindo também os custos dos portes de envio.

A existéncia de 2 meios nesta lista deve-se ao facto de que o 7omato Juice Agar ser um meio especifico
para bactérias, mais concretamente para bactérias acidas lacticas e o meio YPD ser um meio especifico
para leveduras. A soma de todos os materiais, ndo incluindo IVA em alguns casos e nao contanto com

0s custos de transporte ronda os 2417 €.

4.1.5. Materiais adquiridos

Destes materiais e reagentes foi possivel adquirir a camara de Neubauer, o corante azul-de-metileno e

0s componentes para fazer o meio YPD e a agua peptonada.

No entanto, por falta de tempo e devido a empresa estar a atravessar uma mudanca na sua estrutura
interna, com novos mercados e uma constante procura para satisfazer todos os seus clientes, nao foi
possivel realizar a parte da compra, instalacdo e uso dos materiais em causa. Usufruiu-se apenas da
camara de Neubauer, possibilitando assim um estudo da inativacado de leveduras pela radiacéao

ultravioleta através de contagem microscopica.
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4.2. Estudo da aplicabilidade do H,0, na anulacao do SO,

A matéria-prima deveria ser mosto “fresco” mas como o estagio ocorreu muito apos as vindimas, ndo
foi possivel usar mosto considerado fresco. Como foi dito anteriormente no capitulo 3, procedeu-se
inicialmente a dessulfitacdo do mosto. Para o efeito usou-se peroxido de hidrogénio e mediu-se a
concentracdo de dioxido de enxofre livre, combinado e total, sendo os resultados desses ensaios

apresentados pelas Figuras 16, 17 e 18.

CSOZ,totaI /(mg/L)

1400 -

N

1200 1295,00 Adicao de
0,3Lde
1000 Peroxido de
Hidrogénio
800
Adicao de
600 1,8 Lde

Peréxidode L— 220,00

Hidrogénio - - 30,00
200 180,00 | \-

0 1 2 3 4 5

400

Numero de amostra

= 1° ensaio 2° ensaio

Figura 16: Variacao da concentracao de SO, Total (Cyo) NO processo de remocao pelo H,0,.

Foram feitos 2 ensaios para reduzir a presenca de valores provenientes de erros de utilizacao do

aparelho. Sendo o volume de mosto 1000 L.

Como é possivel verificar pelas Figuras 13, 14 e 15 houve uma diminuicdo muito acentuada da
concentracdo de dioxido de enxofre logo apds a primeira adicdo. Esta situacdo deve-se ao facto de ser
uma quantidade consideravelmente maior que a segunda e por haver uma procura constante pelo
equilibrio estequiométrico na solucao, provocando assim uma reacao entre o peréxido de hidrogénio € o

dioxido de enxofre.
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As amostras 2 e 4 foram feitas 30 min apos a adicao de H,O,, permitindo assim perceber como decorre

a reacao na proximidade a adicao de H,0..

Coopomnsso/ (ME/ L)
e 500
700 703,00 Adicéo de
600 0,3 Lde
- Peroxido de
Adicgo de Hidrogénio
400 1,8 Lde
300 Peroxido de
Hidrogénio
200
100
0
0 1 2 3 4 5

Numero de amostra

—¥—1°ensaio —@—2° ensaio

Figura 17 Variagdo da concentracao de SO, Combinado (Csoscompinado)-

Olhando para a Figura 16, observando o valor da amostra 3 que foi feita no dia seguinte a primeira
adicao é pertinente concluir que houve um aumento que se torna desprezavel devido a possiveis erros
de leitura do aparelho e do utilizador, pois se considerarmos o 1° ensaio, a concentracdo mantem-se

constante.

CSOZ,I\vre /(mg/ I—)

700

592,00
600 Adicao de 0,3 L
500 de Perdxido de

400 Adicéo de Hidrogénio
1,8 Lde
300 | Peroxido de

200 Hidrogénio

150
V

0

Numero de amostra

—>—1°ensaio —@—2° ensaio

Figura 18: Variacao da concentracao de SO, Livre (Csozjie/-
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Olhando agora para as Figuras 17 e 18, que dizem respeito a variacdo da concentracdo de SO,
Combinado e Livre, respetivamente, pode-se visualizar que a amostra 3 nao vai de encontro ao que esta
previsto na literatura, pois ocorre um aumento da concentracdo de SO, Combinado. O previsto seria
haver uma diminuicdo, pois ocorre libertacdo, dando origem a SO, na forma Livre, na tentativa de atingir

novo equilibrio. Neste caso ocorre a combinacao de SO, livre, para tentar atingir o equilibrio.

Como foi referido anteriormente a adicao de peroxido de hidrogénio ao dioxido de enxofre forma em
termos estequiométricos, acido sulfurico. Por este motivo fez-se um acompanhamento da acidez com a

medicao do pH e da acidez (AT.....), expressa como acido tartarico, apresentada na Figura 19.

AT itart / (8/L)

H
P™ g5 3,45

3,4

8,4 7N o
/ 8,4 335
3,38
()
3,3
8,3 / 8,33

Adicaode 1,8 L 0 325
82 | deperoxidode / 52 .5
hidrogénio '
Adicdode 0,3 L 3,15
81 de Perdxido de
Hidrogénio 3,1
8 3,05
3,08
3
7.9 7,88 2.94 2,08
T 2,95
7,8 2,9
0 1 2 3 4 5
Numero de amostra
==0==Acidez Total M==pH

Figura 19: Evolucéo da acidez Total (AT7.....) € do pH para os ensaios de remog¢éo do SO, com H,0..

Como se pode ser pelo grafico da Figura 16 existe um aumento da acidez (corroborada pela diminuicao
do pH), levando a crer que existe de facto a producdo de acido sulfurico devido & combinacdo entre o
perdxido de hidrogénio e o diéxido de enxofre. Foi pedido simultaneamente a um laboratorio particular
que fizesse essa mesma analise dos sulfatos pelo método AOAC 955.26, sendo o resultado expresso no

Anexo 8.
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Estes resultados do laboratério independente indicam uma concentracdo de sulfatos iguais a 0,6 g,
expressos como K,SO,, sendo o limite legal indicado pela portaria n.° 334/94 de 31 de maio, inferior a
2 g/L. Com esta informacao pode-se especular, dizendo que ocorre de facto formacao de acido sulfurico,

mas nao ocorre numa quantidade suficiente para que ponha em risco a saude do consumidor.

4.3. Validacao microbiolégica

Apds os testes iniciais com o peroxido de hidrogénio, averiguou-se a presenca de microrganismos no
mosto. Como se pode ver pela Figura 20, apenas uma placa de Petri, sem diluicdo apresentou uma
colonia. Neste sentido foi considerado que apds a adicao de H,0, o mosto fica livre de microrganismos,
por um lado devido a formacao de acido sulfurico, por outro lado devido aos poderes bactericidas do
H.0,, ou mesmo devido ao efeito do SO,. Por esse motivo decidiu-se proceder a inoculacdo de mosto
com leveduras comerciais, para conseguir estudar o efeito da radiacdo ultravioleta nesses

microrganismaos.

Figura 20: Placa de Petri, inoculada com mosto, sem
diluicao.

4.4, Estudo dos caudais

Ao iniciar o estudo dos caudais permitidos pelo aparelho verificou-se que a pressdo do compressor que
fazia o liqguido movimentar-se era de 200 kPa (2 bar). Ao longo da tubagem podem existir perdas, e visto
que o mostrador no recipiente nao indicava qualquer pressao foi feito um estudo do caudal. Verificou-se
entao que o liquido s6 fluia com o regulador no minimo com 1,5 voltas e que apés 2 voltas ndo se notava
incremento no caudal. De forma a determinar os caudais, fez-se variar a posicdo do regulador, sendo os

resultados exprimidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Tabela dos resultados do caudal (Q) e tempo de retencao hidraulica (t) para 1,5 voltas, 1,75 voltas e 2 voltas e
para as respetivas 3 posicoes relevantes

Posica 4 ki
osicao 1021/ S
Posicao 1 0,5 3200,0
1,5 Posicao 2 1,0 1600,0
voltas | o sicio 3 1,0 1600,0
Posicao 1 1,3 1230,8
1,75 Posicéo 2 1,2 1333,3
voltas
Posicéo 3 1,3 1230,8
Posicao 1 3,1 516,1
2 voltas | Posicéo 2 34 470,6
Posicéo 3 3,0 533,3

Como é possivel verificar pela Tabela 2, na maioria dos casos as variacoes entre as diferentes posicoes
da torneira eram pequenas, exceto para o caso de 1,5 voltas. Por esse motivo para os ensaios
microbioldgicos optou-se por usar sempre a torneira na posicao 3, para no caso de 1,5 voltas nao ter
um tempo de retencdo demasiado longo, evitando ficar quase um dia de trabalho para conseguir fazer a

experiéncia, facilitando assim a coordenacao das atividades.

Decidiu-se mudar apenas o regulador de 1,5 voltas para 2 voltas, pois o tempo de retencdo de 1,5 voltas
era proximo de 1,75, nao havendo por isso uma boa distribuicao quanto aos tempos de retencao, o que

permitiu estudar os "extremos".

4.5. Quantificacao microbiolégica

Esta parte do trabalho teve como objetivo principal o estudo da radiacéo ultravioleta na carga microbiana
presente no mosto. Como apds adicionar peroxido de hidrogénio ao mosto foi aferido que nao existiam
microrganismos viaveis, efetuou-se inoculacdes, das quais se retirou amostras e se fez passar pela

radiacao ultravioleta.

Para estudar a eficacia variou-se o caudal e consequentemente o tempo de retencdo. Assim para a

experiéncia 1, o caudal calculado foi de 10 mL/s e o tempo de retencdo foi de 1600 s. Este caudal e
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tempo de retencao foram iguais para experiéncia 2. Quanto a experiéncia 3, o caudal foi de 30 mL/s e
o tempo de retencao foi 533,3 s. Como na experiéncia 4 foi feita uma dupla passagem pelo aparelho de
UV com o caudal da experiéncia 3, o tempo de retencdo é dobro (1066,6 s). Da mesma forma para a
experiéncia 5 em que foi feita uma tripla passagem pelo aparelho de UV com o caudal da experiéncia 3,
o tempo de retencéo é o triplo (1599,9 s). Por fim, na experiéncia 6 foi efetuada uma dupla passagem
pelo aparelho UV com o caudal da experiéncia 1, sendo o tempo de retencédo o dobro dessa experiéncia

(3200 s).

A experiéncia 2 teve como objetivo verificar se uma menor turvacao se traduz numa maior eficacia. Foi

feita a medicao da absorvancia a 254 nm e 520 nm, sendo os valores visiveis na Tabela 3.

Tabela 3: Tabela que demonstra os valores de absorvancia média de dois ensaios a 254 nm e 520 nm (Abs,..) de acordo com
o comprimento de onda (A) usado na lampada UV da experiéncia 2

Diluicao A/nm Abs, Abs, AbSyeq
1/1 254 1,147 o 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 possivel ver pela Tabela 3 existe uma diminuicao na absorvancia com o aumento do fator de

diluicdo, o que seria espectavel pois ao diluir a concentracao celular é inferior.

O grafico da Figura 21 permite visualizar o decréscimo da carga microbiana com a aplicacao da radiacéo
ultravioleta. Este grafico foi construido através do calculo da concentracao celular, usando a contagem

feita na cdmara de Neubauer (Anexo 9).

A experiéncia 1 serviu como ponto de referéncia, por isso usou-se o caudal com o valor mais pequeno,
ou seja, com o tempo de retencao maior. Assim foi possivel comparar as outras experiéncias e saber

qual a melhor em termos de eliminacao da carga microbiana.
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Figura 21: Evolucédo da concentracao celular (M no estudo do efeito dos raios UV.

Através da concentracao celular inicial e final, foi possivel calcular a diferenca, entre a populacao de
leveduras antes e apds o tratamento com radiacdo ultravioleta, sendo assim possivel comparar em

termos de eficacia.

( N\
Experiéncia 1
|\
«1,26E+10 - 2,38E+09= 1,02E+10

( N\
Experiéncia 2
|\
«2,21E+10 - 1,948E+09= 2,75E+10

( N\
Experiéncia 3
|\
«8,13E+09 - 5,88E+09= 2,25E+09

( N\
Experiéncia 4
|\
«3,78E+10 - 2,65E+10= 1,13E+10

( N\
Experiéncia 5
|\
*1,11E+10 - 7,63E+09= 3,50E+09

( N\
Experiéncia 6
|\
«1,39E+10 - 1,06E+09= 1,29E+10

Tendo em conta que a diferenca, ou seja, a eficacia da experiéncia 2 é superior a da experiéncia 3, mas
inferior as das experiéncias 1,4, 5 e 6 isso quer dizer que o facto de se ter diluido o mosto de forma que
ficasse menos turvo nao teve o efeito esperado. No caso particular da experiéncia 2, uma diminuicdo da

turvacdo nao resultou num aumento da eficacia, pois apenas foi mais eficaz que a experiéncia 3 onde se
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usou o caudal com maior valor neste estudo. E sendo que se utilizou o mesmo caudal que na
experiéncia 1 o decréscimo deveria ser tanto ou menor que o da referida experiéncia. Tal ndo se verificou,
pressupondo-se que sera devido a propria diluicdo, que de alguma forma tera diminuido a eficacia da

radiacao ultravioleta.

Em relacdo a experiéncia 3, onde se usou o regulador com 2 voltas, relevou-se ir de encontro ao
esperado. Ao ter um caudal superior, 0 tempo de retencao diminui, ou seja, o tempo de contacto das
células com a radiacao ultravioleta € inferior as outras experiéncias. Por ter um tempo de retencao menor

seria espectavel que a eficacia fosse menor, o que se comprova pelos dados experimentais.

A experiéncia 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 experiéncia 3, com 1,5 voltas. Com esse
aumento do tempo de contacto, a penetracao da radiacao UV sera maior e por isso é espectavel que a

eficacia seja maior.

Relativamente a experiéncia 5 esta ndo deu os resultados que eram esperados pois ao fazer 3 passagens
deveria dar uma diminuicdo maior do que se verificou na experiéncia 4 onde se fez duas passagens.
Uma das possiveis explicacdes foi a variacdo do caudal ao longo do processo. Isto aconteceu pois é
usado ar comprimido para forcar o liquido para sair do recipiente e entrar no aparelho UV. No entanto
nas instalacdes fabris existem varias maquinas que usam ar comprimido em diferentes tempos e isto

pode ter feito com que a emissao de ar para o recipiente nao tenha sido constante.

O resultado da experiéncia 6 foi de acordo com o esperado teoricamente, pois houve um decréscimo
maior relativamente a todas as outras experiéncias. No entanto, era previsto ser um decréscimo mais
acentuado em relacdo a experiéncia 1. Tal ndo se verificou, possivelmente pelas carateristicas do
aparelho, que ao ter alguma turvacao perde eficacia e como a contagem desta experiéncia foi superior a
da experiéncia 1, isso pode ter inviabilizado uma aplicacao mais eficaz, pois tal como sugerido por Rizzotti
et al. (2015), a quantidade celular pode influenciar a eficacia do processo. Também o método de

contagem nao foi o0 mais adequado, pois € feita uma sobre estimativa da concentracéo celular.

O proprio aparelho ¢ desenhado para tratamento de agua, funcionando melhor com liquidos limpidos
(ao contrario do que a experiéncia 2 indica), ou seja, a fraca diminuicdo em todas a experiéncias pode
ser justificada pelo facto do mosto a fermentar apresentar pouca limpidez. Esta pouca limpidez do mosto
deve-se nao so as suas carateristicas intrinsecas, mas também devido a grande quantidade de leveduras
que estavam no meio. Outro fator a ter em consideracdo é o método de amostragem, o qual pode nédo
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ter sido o melhor e pode ter influenciado a determinacao da eficacia, pois retirar 5 mL de um total de

16 L pode nao ser representativo.

4.6. Calculo da dosagem da radiacao ultravioleta
Usando como referéncia as formulas de calculo usadas (Anexo 10) por Keyser ef al. (2008) é possivel
calcular a intensidade, a dosagem e a dosagem por volume da radiacao ultravioleta usada nos ensaios,

apresentada na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da dosagem por unidade de area (£) e dosagem por volume (£2,) da radiacdo UV para cada
experiéncia

D/ U/ cm?) Dw/ (/L)
Experiéncia 1 12,64 2200,00
Experiéncia 2 12,64 2200,00
Experiéncia 3 4,21 733,33
Experiéncia 4 8,43 733,33
Experiéncia 5 12,64 733,33
Experiéncia 6 25,28 2200,00

Ao seguir a ordem de grandeza da dosagem de cada experiéncia tem-se a eficacia que seria esperada

teoricamente, ou seja:

Experiéncia 1

Experiéncia 6 Experiéncia 5 6D

Experiéncia 4 Experiéncia 3

No entanto o que foi comprovado experimentalmente é que a ordem de eficacia é a seguinte:

Experiéncia 6> Experiéncia 4> Experiéncia 1> Experiéncia 5> Experiéncia 2> Experiencia 3

A comparacao destes dados indica que no caso especifico dos ensaios realizados, uma maior dosagem
nao significa uma maior eficacia na eliminacdo, ao contrario do que é sugerido por Fredericks et a.
(2011) em que uma maior dosagem significa um decréscimo mais acentuado de microrganismos. Esta

ordem difere da indicada pela dosagem, pois foi afetada por varios fatores que em determinadas
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experiéncias possam ter levado a nao penetracdo constante da radiacao ultravioleta, como a variacao de
caudal, que pode de certa forma favorecer a penetracao da radiacdo em determinadas zonas do mosto,
mas desfavorecer noutras. Outro fator pode ser uma possivel diferenca na turbidez em diferentes zonas
do mosto, devido a particulas ou aglomeracdes de leveduras devido ao facto de, para se fazer 2 ou 3
passagens, ter de se transferir o mosto do biddo para o recipiente, ou devido a enorme quantidade
presente no mosto em fermentacao. Esta diferenca na turbidez devido a particulas ou células pode como
indica Rizzotti ef a/ (2015) agir como uma barreira, impedindo a radiacao ultravioleta de penetrar
eficazmente no mosto. Pode ainda ter existido fatores ambientais que podem afetar as préprias leveduras
e modificar a eficacia do processo, sem esquecer ainda a capacidade de S. cerevisiae de produzir
proteinas de resisténcia a radiacao UV, como mecanismo de reparacao interna. Esta capacidade pode
ter um pepel mais importante nas experiéncias 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 possiveis erros no método de amostragem e de
contagem que possam ter influenciado a determinacéo da eficacia, como a possibilidade de as leveduras
se depositarem e a agitacdo ao fazer a amostragem nao ter sido suficiente para as colocar em suspensao,

ou como ja foi referido no subcapitulo 4.4, a quantidade de amostra nao ser representativa.
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos para a dessulfitacdo do mosto, permitem afirmar com clareza que a adicdo de
perdxido de hidrogénio é eficaz e bastante util. No entanto, pode revelar ter alguns problemas, como a
possibilidade de formacado de compostos nocivos para a salde, nomeadamente acido sulfurico. Pelos
resultados apresentados, embora exista um aumento da acidez que corrobora a formacdo de éacido
sulfurico, ndo se verifica uma formacao excessiva (pois a analise aos sulfatos revela que esta dentro dos
limites legais). Contudo, tendo em conta a complexidade do vinho, outros compostos podem ser
formados. E importante acompanhar e verificar se o mosto tratado com peroxido de hidrogénio esta

dentro dos parametros legais.

Os resultados permitem concluir que o tratamento com radiacao ultravioleta de facto elimina leveduras.
Neste caso especifico a eficacia ndo é elevada, pois o aparelho nao é o mais adequado e existiram alguns
fatores atenuantes. A experiéncia com maior eficacia ¢ aquela em que se faz uma dupla passagem com
0 menor caudal, ou seja, com o maior tempo de retencao e a que apresentou menor eficacia foi a
experiéncia em que se fez uma Unica passagem com o maior caudal, ou seja, com o menor tempo de
retencdo. Indica assim que quanto maior for o tempo de contacto, maior sera o efeito da radiacao

ultravioleta e maior sera a eficacia.

No entanto, ao contrario do que é sugerido pela literatura, uma maior dosagem nao significa uma maior
eficacia. Tal como a baixa eficacia, este facto pode ser provocado por varios fatores como a variacdo do
caudal ao longo de determinadas experiéncias, possiveis aglomeracdes de leveduras, o que pode ter
aumentado a turbidez do mosto. O facto de a levedura ser capaz de produzir proteinas que aumentam a
sua resisténcia a radiacao ultravioleta, pode ter um papel importante especialmente nas experiéncias em

que foi feita mais que uma passagem.

Embora ndo se consiga identificar com clareza um fator preponderante para a baixa eficacia, pode-se
afirmar que uma combinacdo de fatores como a elevada turbidez do mosto, juntamente com as
carateristicas do aparelho séo aqueles que mais se destacam para justificar a débil eliminacdo das
células. No entanto, é percetivel que a radiacdo 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 radiacao, para

fazer uma melhor comparacao de resultados e averiguar em qual estado (mosto ou vinho) a radiacao é
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mais eficaz. No caso particular do vinho existem determinados fatores de stress que, como a presenca
de etanol, podem ter um efeito significativo na eficacia da radiacdo UV, pois torna as células mais
suscetiveis ao dano nas membranas. Isto pode ser um fator determinante, visto que este processo foi
aplicado em mosto a fermentar, ou seja, a concentracéo de etanol ndo suficientemente elevada para ter

um efeito na eficacia.

De modo a aumentar a eficacia pode ainda sugerir-se tornar o regime turbulento, por exemplo pela
colocacao de anteparos no espaco onde se encontra o liquido, pois permite um maior tempo de contacto
e uma melhor mistura das particulas, assegurando uma igualdade na exposicao a radiacao ultravioleta.
Pode-se também fazer diminuicdo do espaco entre a lampada e a parede que limita esse mesmo espaco,

reduzindo a espessura do “filme” do liquido, permitindo uma melhor penetracéo da radiacéo ultravioleta.

Sugere-se ainda um estudo mais aprofundado em termos microbiolégicos, através da utilizacdo da
inoculacao em placas de Petri, permitindo assim aferir uma estimativa para o tempo de armazenamento

maximo 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 utilizacao da radiacao ultravioleta. Destacam-se o aquecimento 6hmico e os pulsos elétricos. Estes
dois métodos estao a ser cada vez mais utilizados em investigacbes em alimentos, pelo que poderao ser

métodos com bastante informacéo e uma variedade de possibilidades.
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Anexo 1: Medicao da Acidez Total
Para vinhos gaseificados: Previamente ao ensaio, deve ser retirada a maior quantidade possivel de dioxido

de carbono, através da sua agitacao no banho de ultrassons.

Para todos os vinhos: Previamente a qualquer ensaio, a amostra deve ser levada a aproximadamente

20 °C utilizando o banho-maria (Leite, 2015b).

1. Transferir para um baldo cilindrico 30 mL de &gua destilada, 1 mL de solucao de Azul de

Bromotimol e 10 mL de amostra do vinho analisar.

2. Adicionar solucdo 0,1 mol/L de Hidroxido de Sodio, até & obtencdo de uma coloracéo Azul-

Verde.

Expressao da acidez total, expressa como acido tartarico (A7,qigiart):

A Ecidtart

=(nx10)%0.075
g/L

(sendo 770 volume titulado)
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Anexo 2: Validacao microbiolégica

No sentido de perceber a existéncia de microrganismos viaveis, procedeu-se a preparacdo do meio YPD

e de agua peptonada para fazer inoculacdes em placas de Petri.

Para fazer 400 mL de meio YPD foi necessario os reagentes presentes na Tabela A.1.

Tabela A.1: Lista de ingredientes e massas (/) 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 necessario fazer calculos para saber a massa exata a adicionar:

~ 198 g/molx8 g
Meucose™ 78076 a/mol -

Massa molar de glucose monohidrata= 198,16 g/mol
Massa molar de glucose anidra=180,16 g/mol
Agua peptonada: Misturar 1 g de peptona com 1000 mL de agua destilada.

O meio e a agua peptonada foram autoclavados a 121 °C durante 15 min.. Posteriormente verteu-se o
meio para as placas e apds arrefecer fez-se inoculacao de 3 placas de Petri sem diluicao, com diluicao
102, 10 e 10+, deixando-se a incubar durante 3 d, como & possivel ver pela Figura A.1. Ao fim deste

periodo foi investigada a existéncia de colonias.

Diluigdo

] '
/ \ 1 1 1 i
Diluigdo obtida h I ' l
A A
x /\ /\ /\ /\ /\
Inoculacao / / \
J \ \ [\ / \

[ / \ J \

A 4 . 4 . ’ . r .
N 7N 7~ N\ o o N\ 7N NN
{ ( { { ( {
\»»_ __.' ‘\‘7 ,_/' \

77N 7N ram 77N

\ \
— N’ - P ~—

Figura A. 1: Preparacao das diluicdes e inoculacdes (Adaptado de OIV, 2013).

63



Preservacao de mostos de uvas brancas: alternativas ao dioxido de enxofre

Anexo 3: Utilizacao da Camara de Neubauer
A camara de Neubauer (Figura A.2) € uma lamina de vidro especializada, com duas subcamaras, cada
uma esta dividida em 9 reticulos com quadriculos gravados, de area e profundidade conhecidos, que

delimitam volumes precisos da amostra.

o
bt
=t
==
Voo

o

/
L]
[

Figura A. 2: Camara de Neubauer ou Hematocitometro (Adaptado de Diaz, 2015).

O quadriculo central interno esta 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 camara é 0,1 mm, entdo o volume de cada quadradinho do reticulo central é
0,25x10s mmo.

A contagem foi feita antes e apos o tratamento com radiacéo ultravioleta. Em ambas as contagens, as
leveduras foram sujeitas a uma coloracao com azul-de-metileno. Esta coloracdo permite determinar as
células viaveis, ou seja, células que sao capazes de se reproduzir, pois o corante fica preso nas células
sem capacidade de reproducao deixando-as com uma cor azul, enquanto as células com atividade

metabdlica e capacidade de reproducao permanecem incolores.
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Inicialmente procedeu-se a limpeza da camara de Neubauer e da lamela com alcool e 2 min apds a
preparacdo da suspensao de amostragem, usando uma pipeta de Pasteur, despejou-se umas gotas entre
a lamina e a lamela para que toda a lamina ficasse humedecida com a amostra (adaptado de Antonini,
2004). De seguida, procedeu-se & observacdo e contagem, no microscopio, das células que se
encontram nos 4 quadrados maiores do reticulo central, como indicado na Figura A.2. Tendo em conta
o volume e a diluicao da amostra, contando o nimero de células em cada espaco, pode determinar-se

0 numero de microrganismos da amostra.
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Anexo 4: Procedimento para a medicao da concentracao de SO, Livre e Total

Preparacao da amostra:

Para todos os vinhos: previamente a qualquer ensaio, a amostra deve ser levada a aproximadamente

20 °C, utilizando o banho-maria (Leite, 2015a).
Medicao do SO, Livre
1. Introduzir num gobelé 25 mL de vinho e 5 mL de acido sulfurico diluido 1/3;
2. A descida da bureta efetua-se pressionando o botdo “TITRATION” com pressdes sucessivas;

3. O fim da titulacao é assinalado pelo deslocamento brusco da agulho do medidor acima da

gradacao 10, pelo menos durante 5 s;

4. Ler na bureta a quantidade de solucao de titulacao consumida (7); sendo o resultado de

concentracao (0): C/(mg/L)=nx 20.

Medicao do SO, Total
1. Introduzir num gobelé 10 mL de vinho e 2 mL de hidroxido de sodio 2 mol/L;
2. Deixar repousar 5 min e juntar 20 mL de acido sulfurico diluido 1/10;

3. Ler na bureta a quantidade de solucéo de titulacao consumida (77”); sendo o resultado em

CSOgtotaI ,
—_— =n
mg/L

x 50

Deve-se realizar 2 ensaios para excluir possiveis erros do utilizador.
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Anexo 5: Exemplo de calculo para a dessulfitacao do mosto.
Por exemplo se se tem um mosto com 3 L de volume com 300 mg/L de SO, Livre e se quer reduzir

para metade.

300 0
ms0,= () %90 % x3 L=405 mg- 0,405 g

Os 90 % sao utilizados para conferir uma margem de 10 % de seguranca.

Calcular a quantidade correspondente de H.,0,:

34 g/mol

Ch,0,=0,405 gx 54 g/mo

=0,2152 g

e Massa molecular de SO,: 64 g/mol

e Massa molecular de H,0,: 34 g/mol
Passar a massa de perdxido de hidrogénio para volume:

Usando H,0, com 350 g/L, isto significa que por exemplo 35 g em 100 mL (ou 35 %). Ent&o:

0.215 100 mL
X
, g 5

=0,61 mL

Adiciona-se 0,6 mL de peroxido de hidrogénio ao mosto.

No texto original (Technical Services Group, 2007),.0 célculo é efetuado com o SO, Livre. No entanto, o
pretendido nao 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 adaptacéo: usar no calculo a
quantidade de SO, Total em vez de usar apenas a parte livre. Embora nunca se consiga retirar na

totalidade, pretende-se retirar o maximo possivel.

Exemplo de calculo para a 1? adicao indicada no subcapitulo 4.2:
Volume=1000 L
SO, Total=1325 mg/L

1325ng><9O % =x1000 L=1192,5 g

34 g/mol

1192,5
> 8 64 g/mol

=633,51 g
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100
633,51 gx

mL
. =1810,045 mL

Adicionou-se 1,8 L de H,0..
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Anexo 6: Mapa de controlo de fermentacao
Mapa de controlo de fermentacéo. Parte onde se coloca as informacdes sobre o vinho/mosto que se
pretende controlar. Na Figura A.3 ¢ 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.

Figura A. 3: Informacdes sobre 0 mosto/vinho em fermentacéo.

A Figura A.4 indica 0 acompanhamento da densidade. Permite aferir quando acaba a fermentacao.

Figura A. 4. Acompanhamento da fermentacao.
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Anexo 7: Compilacao de orcamentos requeridos

As Figuras de A.5 a A.12 indicam os orcamentos pedidos a varias empresas. Através destes orcamentos

foi possivel fazer uma compilacao dos precos dos materiais necessarios.

1: Proposta da empresa A para meios de cultura para leveduras.

Assunto: Orcamento

Vimos por este meio informar os precos para os produtos solicitados:

Ref. Artigo Marca Emb. Qtd Preco/emb. Prego total
1546 YPD Agar Condalab 500g 1 44,00 44,00
1194 YM agar Condalab 500g 1 50,00 50,00
29062 Placa Petri 90 x 16,2 mm vent Estéril FL medical pl438c(;s 1cx 43,20 43,20
IVA de 23% nao incluido Total 137,20

Prazo de entrega: Imediato

O valor total da proposta é de 137,20€ acrescido de IVA a taxa em vigor.

Portes: 10,00 para encomendas inferiores a 50,00 (Portugal Continental) 100,00 (llhas).

Pagamento a 30 dias.
Proposta vélida para o ano 2015.

Figura A. 5: Print Screen da proposta da empresa A.
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2: Pesquisa no sife da empresa B por varios materiais e reagentes.

*Nota: nem todos os reagentes pedidos correspondem aos que sao na realidade pretendidos, dai o
recurso a varios orcamentos e mais personalizados para ter essa certeza.

Cesto de Compras

Preferéncias do cesto de compras

p

Endereco de E-|

Faca Login na pagina para visualizar o seu prego e mail: Registo
disponibilidade dos artigos. i
Palavra-passe:
-
Expandir tude / Esconder tudo
Produtos
[F] Malt Extract Broth 1 * 500 g 84666.0500 1*500¢g 1 47,50 € 47,50 €
[F]  veast Extract 1 * 500 g 84601.0500 1*500¢g 1 23,40€ 23,40 €
alt Extract . 1 . 5
E  MaltE 1*500¢g 84618.0500 1*500q9 35,80 € 35,80 €
[F] Glucose anhydrous cell culture grade 1 * 1 kg A0883.1000 1*1kg 1 24 30 € 24,30 €
[F] Bacteriological Agar 1 * 500 g 84609,0500 1*500¢g 1 36,40 € 36,40 €
utoclave Certoclav | unid. - uni ! .

A 1 C clav CV-EL 12L GS 1 * 1 id 481-0076 1 * 1 unid 1 1872,00 € 1872,00€
= rj.‘i::l""il"“‘ variavel UHP, 100 - 1000 L 1 * 1 §13-1493 1* 1 unid 1 217,00€ 217,00 €
= EEg']];I:nli’:PET 100-1000uL UNIV BLUE RACK 1 * 5435001 1* 1.000 1 62,67 € 62,67 €

. . .
E E:::a de Petri, standard, 100x15 mm 1 * 500 391-2002 1 %500 un 1 164,00 € 164,00 €
unid. uni 2 .y )
= EN]JBURNER ALCOHOL COMPLETE 1 * 1 id HERE1082601 1* 1 unid 18,50 € 37,00 €
[E] Tryptone (peptona de caseina) 1 * 500 g 84610.0500 1*500¢g 1 33,20 € 33,20 €

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.

Pos Referéncia Quant. Preco unitario Prego total
Descrigéo
Tipo de embalagem
10 1.59270.0010
M F Azul de metileno (C.1. 52015) Reag. Ph Eur 1*10g 17,64 17,64
20 Item alternativo: 10
el /| 17259 9,85 9,85
3470.0025
Azul de metileno (C152015) p/microscopia
Condi¢des de pagamento: 90 dias s/ desconto
Condigdes de entrega: CIF-Custo Seguro e Frete
Valor da proposta: Total sem I.V.A.:  EUR 17,64
I.LV.A.: 23,0% EUR 4,06
Total com LV.A.:  EUR 21,70
Valor da proposta com alternativas: Total sem .lV.A.:  EUR 9,85
Valor do I.V.A.: EUR 2,27
Total com LV.A.:  EUR 12,12
Redugao do valor com alternativas: EUR 7,79

Processado por computador

Efetue todas as suas compras de material de laboratério através do nosso site: http//www.vwr.com

Figura A. 7: Print Screen da proposta da

empresa B.
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4: Proposta da empresa C para a camara de Neubauer.

Quant. Artigos Valor Unit. Valor Total
1 Camara de Contagem Newbauer Improved com pincas 47.00
ou
1 Camara de Contagem Newbauer Improved sem pingas 32.00

IVA + 23%

Portes de Envio de vossa conta

Validade da Proposta: 30 dias

Prazo de Entrega:lmediato

Com os nossos melhores cumprimentos

Lurdes Martins

Vitrilab Lda

Figura A. 8: Print Screen da proposta da empresa C.
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5: Proposta da empresa C para materiais variados.

Quant. Descrigao Valor Unit. Valor Total
1 Autoclave MED 12 para esterilizagdo, para temperaturas
a 121° C e 134° C, capacidade 12 Litros ref.4001756
SELECTA (Conforme folheto em anexo) 2810,00
1 Frasco de vidro graduado c/tampa azul de rosca 500 mi 2,70
1 Placas de Petri de plastico de 80 mm Cx 500 38,50
1 Micropipeta de volume variavel "Dispen Var" 100-1000 mec
cadigo 5901000 95,00
1 Pontas de 100 - 1000 em Rack de 96 pontas 5,00

IVA+23%

Portes de Envio de vossa conta

Prazo de Entrega: 2 a 3 semanas

Cond. Pagamento; 50% com a encomenda

50% com a entrega

Validade da Proposta: 30 dias

Com o0s nossos melhores cumprimentos

Lurdes Martins

Vitrilab Lda

Figura A. 9. Print Screen da proposta da empresa C.
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6: Proposta da empresa D para varios materiais.

Artigo Descricao Qtd Un. Preco Unit. % Desc. % Iva Total

a

043010000002811 AGUA PEPTONADA HI-MEDIA M028 500 GR 1 UN 46.000 EUR 23 46.00 EUR

45/60 DIAS SE DISPONIVEL NA ORIGEM

a

024041432150022 FRASCOS VIDRO BRANCO T/AZUL 00S00ML SIMAX 1 UN 2.800 EUR 23 280 EUR

45/60 DIAS SE DISPONIVEL NA ORIGEM

R 028000001322048 MICROPIPETA DIGITAL VOL.VARIAVEL 100-1000ul PLURIPET II KARTELL 1 UN 74.000 EUR 23 74.00 EUR
IMEDIATO SALVO VENDA
R 028000000094148 PONTA AZUL P/PIPETA 100-1000ul TIPO GILSON, KARTELL (EMB.1000) 1 EMB 6.650 EUR 23 665 EUR

20/30 DIAS SE DISPONIVEL NA ORIGEM
R DESKTOP AUTOCLAVES 4001756 - Med-12. SELECTA 1 2705.000 EUR 23 2705.00 EUR

30/45 DIAS SE DISPOMNIVEL NA ORIGEM

R 000000000000000 PD-PORTES A DEBITAR NA FACTURA 1 UN 8.000 EUR 23 B8.00 EUR
05 PRAZ0S DE ENTREGA SAD INDICATIVOS ESTANDO SUIEITOS A SUA CONFIRMAGAD NO ACTO DE
ENCOMENDA.
Resumo Iva
Total antes desconto 2879.35
Taxa Incidéncia Total Iva Total
Desconto / Linha 0.00
23.00 2,879.35€ 662.25€ 3,541.60€
Desconto / Cliente 0.00
Total Liguido 2879.35
Total de IVA 662.25
Total EUR 3541.60

Figura A. 10: Print Screen da proposta da empresa D.

7: Consulta do preco do 7omato Juice Agar no sife da empresa E.

Tomato Juice Agar

for microbiology

Compra | Documentacdo & Seguranca  Artigos Revisados por Colegas o

Propriedades Disponibilidade e Pregos

&1l Dai 1A R
Related Categories All Dairy Media (alphabetical), Al Food Control Media SKU - Tamanho da Disponibiidade Ere_co Quantidade

(alphabetical), All Solid Media/Agars, Control Media for Fish, Embalagem (EUR)

Dairy Culture Media for Bacteria, 0 Existe a

penas & em estoque (em breve

Mais... 17216-500G havera mais disponivel) - DE 234.00 II' L

grade for microbiology
2

shelflife limited shelf life, expiry date on the label Bulk crders ADICIONAR AO CARRINHO  §
composition agar, 11 giL

casein enzymic hydrolysate, 10 g/L

peptonized milk, 10 g/iL Did you use this product in your Paper? If so click here.
tomato juice (400 ml) solids, 20 g/L &  Setyourinstitution to view full text papers.
final pH 6.1+0.2 (25°C)

Show More (9) »

Figura A. 11: Print screen do site da empresa E.
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8: Consulta do preco do Nutrient Agar no sife da empresa E.

Nutrient agar

for microbiolo

gy

BlPOPULAR DOCUMENTS: DATASHEET (PDF)

Compra Documentacdo & Seguranga  Artigos Revisados por Colegas o

Propriedades

Related Categories

grade
shelf life
pH
suitahility

Figura A. 12

All Foed Control Media (alphabetical), Al Solid Media/Agars,
Bacteria (General Media), Clinical Media, Enterococcus,
Mais...

for microbiology

limited shelf life, expiry date on the label
6.8+0.2 (25 °C)

nonselective for Bacteria (General Media)
nonselective for Enterococcus

nonselective for Escherichia coli and Coliforms

nonselective for Saimonella

. Print screen do site da empresa E.

Disponibilidade e Precos

SKU - Tamanho da . - Pregco
Embalagem Dispenibiidade (EUR) Quantidade
N9405-500G @ Disponivel para enviarno 02.08.15-DE 166,00 EI [ )

Bulk orders?

™ ADICIONAR AO CARRINHO %

Did you use this preduct in your Paper? If so click here.

ﬂ Setyourinstitution to view full text papers.
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Anexo 8: Relatdrio do estudo da concentracao de sulfatos no mosto dessulfitado com
peroxido de hidrogénio

A Figura A.13 representa o relatorio da analise aos sulfatos pedido a um laboratério externo. Como €
possivel verificar, o valor apresentado esta abaixo do limite legal indicado pela portaria n.° 334/94 de

31 de maio, ou seja, é inferior a 2 g/L (expressos como K,SO.).

Figura A. 13: Digitalizacdo do relatério do estudo da concentragéo de sulfatos.
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Anexo 9: Exemplo de calculo de contagem através da camara de Neubauer

1 quadradinho
Profundidade 0,100 mm
Area 0,0025 mm?

Volume 0,100 mmx0,0025 mm?=0,00025 mm?3

1 quadrado=16 quadradinhos
Volume=16x0,00025 mm3=0,004 mm?3

Volume= 4,0x107° L

Tomando o exemplo da contagem antes da aplicacéo da radiacao ultravioleta da experiéncia 1 tem-se:

i Contagem total=201 células

i Média= 222 250,25

! 4

i Entdo, sendo NV a concentracao celular:

50,25 01
Ne————=1,20x10"°L
4,0x10° L
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Anexo 10: Calculo da Intensidade, dosagem e dosagem por volume
Usando os seguintes dados, bem como os calculos dos tempos de retencao e dos caudais, através das
formulas 7, 8, 9 e 10 foi possivel calcular a intensidade de radiacao, a dosagem (£) e a dosagem por

volume (B,).

1
I Dados: :
I Total Uv=22 W i
: h=63,5 cm :
L ]

Area superficial cilindro=2mRh Equacéao 7

_ Total UV Equacao 8
Intensidade= ——
Area superficial

D=IntensidadexTempo de retencéo Equacéo 9
Total UV Equacao 10
™" Caudal

Exemplo de calculo para a experiéncia 6:

Como a area superficial e a poténcia da lampada sdo constantes ao longo das experiéncias, a
Intensidade também é sempre igual em todos os ensaios.

Area superficial cilindro=2m1 x7 cm x63,5 cm=2792,9 cm?

W
=79 X 107*—;

Intensidade=——= >
2792,9 cm? cm

W J
*(2x1600,0) s=25,28 —
cm

Dosagem=0,0079 >
cm

Dosagem _ 22 W _
Nolume —m—zzoo,oo J/L
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