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O vinho, ndo sendo um bem essencial, acaba por se categorizar num alimento
premium, do qual é exigido um elevado padrdo de qualidade por parte do
consumidor. A necessidade de atender as exigéncias do consumidor e de
entregar produtos de qualidade cada vez melhor, leva a Global Wines a ter um
forte investimento no setor de inovacdo e qualidade. Um dos pontos mais
criticos em todo o processo de vinificacdo é o engarrafamento. Este é o
estagio de transicdo entre o produtor e o consumidor e existem inUmeros
fatores que podem acabar por reduzir a qualidade do produto. Um dos fatores
de risco € a presenga de microrganismos de alteracdo. Embora sejam
essenciais para a sua producéo, no produto final, este ndo podem existir, pois
podem acabar por reduzir a qualidade sensorial do vinho. A remocdo dos
microrganismos pode ser efetuada utilizando diversos mecanismos, tanto
fisicos como quimicos e muitas vezes sao até mesmo aplicados mais do que
um. Este estudo teve por objetivo a introducdo ao contexto empresarial e a
otimizagdo do processo de engarrafamento. Neste trabalho serd avaliada e
otimizada a velocidade de enchimento com vista a obtencdo de uma
estabilizacdo microbiolégica e parametros fisico-quimicos e sensoriais do
vinho, apropriados. Avaliou-se ainda a pasteurizacéo flash e a filtragcdo como
técnicas de estabilizacdo microbiolégica com o intuito de avaliar e comparar a
sua eficiéncia e os seus efeitos na evolugcdo das propriedades fisico-quimicas
e sensoriais durante o estadgio em garrafa. Estudaram-se os efeitos destas
técnicas em amostras de vinho tinto, rosé e branco. Para as amostras de vinho
tinto aplicou-se o método de somers, o0 método da metil-celulose precipitavel e
o CIELab de modo a determinar as caracteristicas fisico-quimicas ao longo do
tempo, para estas amostras avaliou-se ainda a presenca de bolores,
leveduras, bactérias e de Brettanomyces e fez-se uma prova sensorial
descritiva. Para as amostras de vinho rosé fizeram-se as mesmas andlises a
excecao do método da metil-celulose precipitavel. Para o vinho branco apenas
se aplicou o ClELab, as andlises microbiol6gicas e a prova sensorial. No
tempo de estudo avaliado ndo se registaram diferengas significativas na
evolucdo dos paradmetros fisico-quimicos entre amostras. No final do estudo as
Unicas diferencas colorimétricas encontradas foram no vinho rosé apés 140
dias entre a amostra testemunha e a amostra pasteurizada com enchimento a
frio e a amostra filtrada. A nivel microbioldgico ambas as técnicas aplicadas
demonstraram ser eficientes. Ja a nivel sensorial ndo foram detetadas quais
quer diferencas significativas entre as amostras. Estes resultados permitiram
concluir que a velocidade de enchimento de vinho tinto pasteurizado nédo
apresenta influencia sobre as propriedades qualitativas do vinho, o que permite
a empresa em questdo ter uma producdo superior sem afetar o produto final.
Quanto aos ensaios comparativos entre as diferentes técnicas de estabilizacéo
microbiolégica, também néo se encontram diferencas significativas entre as
amostras. Isto permite concluir que a empresa tanto pode aplicar a
pasteurizacdo como a filtracdo que ndo ird afetar a qualidade do vinho.
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Wine is classified as a premium product, so the consumer expects a high-
quality product. The need to meet the consumer demands and the will to
always deliver the best product leads Global Wines to have a strong investment
in the innovation and quality sectors. One of the critical points in all the steps of
winemaking is bottling. This is the last step of the process and stands out by
being the transition stage between the producer and the consumer, where
numerous factors can end up reducing the wine quality. The presence of wine
spoilage microorganisms in the end product is one of them. Although they are
essential for the wine production, in the final product, they cannot exist, as they
may end up reducing the sensorial quality. The removal of microorganisms can
be carried out using several mechanisms, both physical and chemical, and
often more than one is applied. This work aims to introduce the industrial
environment and to optimize the bottling process of Global Wines. In this work,
will be evaluated and optimized different microbiological stabilization methods
to obtain a microbiological stabilization and appropriate physical, chemical and
sensory parameters of red, rosé and white wine. For the red wine samples, the
Somers meth od, the precipitable methylcellulose method and CIELab were
applied in order to determine the physical-chemical characteristics over time.
For these samples, it was also evaluated the presence of molds, yeast bacteria
and Brettanomyces. The sensorial analysis of these samples was made by a
descriptive test. For the rosé wine samples, the same analyses were
performed, except for the precipitable methylcellulose method. For white wine,
only CIELab, microbiological analyses and sensory tests were applied. In this
study there were no significant differences in the evolution of physical-chemical
parameters between samples. At the end of this study, the only differences
found were colorimetric and were found in samples treated with pasteurization
and filtrated samples against samples with no microbial stabilization of rosé
wines after 140 days. The microbiological analysis showed that for these
samples both techniques were effective and the sensorial evaluation didn’t find
any differences between samples. These results allowed to conclude that the
filling speed of pasteurized red wine does not influence the qualitative
properties of the wine, which allows an high production without affecting the
final product. As for the comparative tests between different microbiological
stabilization techniques, there are also no significant differences between the
samples. This allows us to conclude that the company can apply both
pasteurization or filtration without decreasing the wine quality.
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Enquadramento
O presente trabalho foi realizado sob estagio na Global Wines, no ambito do

mestrado em Biotecnologia da Universidade de Aveiro. O estdgio foi realizado nas
instalagdes da Global Wines, que se encontra na regido demarcada do Ddo em Carregal do
Sal, distrito de Viseu. A referida empresa foi fundada em 1990 sob o nome de Déo Sul e
atualmente é ndo sé a empresa de vinhos lider no Dao, bem como ja se estendeu para as
regides do Alentejo, Bairrada, Douro, Estremadura, dos vinhos verdes e até mesmo para o
Brasil.

A empresa engloba todos os estigios da vinificacdo, desde a vinha até ao
engarrafamento. O presente estagio debrucar-se-a principalmente sobre esta Gltima etapa,
mais concretamente sobre os processos de estabilizacdo microbiologica anteriores ao
enchimento. Complementarmente ao trabalho envolvendo a estabilizagcdo microbioldgica,

também serdo analisados aspetos relacionados com a higienizacao das instalagdes.

1. Revisdo bibliografica
1.1. Importancia econémica da industria vitivinicola

A histéria do vinho segue em paralelo com a da Humanidade ha milhares de anos
(Barth, 2007; Ashenfelter et al., 2018) A sua importancia cultural, social e econémica é
inigualavel e por tal motivo sempre foi considerada uma bebida de eleicdo (Anderson e
Pinilla, 2018; Campbell e Guibert, 2007; Jenster e Jenster, 1993).

A economia em volta da industria vitivinicola sofreu grandes altera¢cdes no Gltimo
século devido a globalizacdo do vinho (Pinilla e Kym, 2018). Anteriormente a este
fendmeno, a Europa representou um papel pivotal na producdo de vinhos, durante varios
séculos, podendo ser destacados paises como a Franga, a Itdlia, a Espanha e Portugal
(Campbell e Guibert, 2007; Pinilla e Kym, 2018). Durante a globalizacdo desta industria, a
concorréncia destes produtores tradicionais aumentou devido a crescente producdo em
paises como o Chile, a Australia, a Argentina, os Estados Unidos da América e Africa do
Sul, e ainda pela redugdo do consumo dentro dos tradicionais paises produtores (Bisson et

al., 2002; Campbell e Guibert, 2007). Atualmente, embora mais competitiva, esta industria



ainda é fundamental para o crescimento econémico de varios paises europeus, contribuindo
tanto para a taxa de emprego, bem como para o capital obtido pelos mesmos (Stupino et
al., 2019).

Em 2018, a producdo global de uvas foi de 77,8 milhdes de toneladas, dos quais 57%
foram utilizados como matéria prima para a producéao de vinho. No total, foram produzidos
292 milhdes de hectolitros de vinho. Na Figura 1 encontram-se os 15 principais produtores
de vinho em 2018 e as variagcdes das suas producdes desde 2014. De acordo com esta
tabela, verifica-se que na industria vitivinicola, Portugal aparece como um grande produtor
de vinho, com uma producdo de 6,1 milhGes de hectolitros em 2018. Portugal é também
um dos principais paises consumidores de vinho, sendo que desde 2014 o seu consumo
vem aumentando gradualmente, estando neste momento nos 5,5 milhdes de hectolitros. No
que toca a importacdes e exportacdes, Portugal também se encontra nos topos. Contudo
tem vindo a diminuir as importacbes e a aumentar as exportacdes. No ano de 2018
verificou-se que a importagdo de vinho rondou os 1,9 milhdes de hectolitros e a exportagéo
cerca de 3,0 milhdes de hectolitros (OIV ,2019).
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Figura 1. Variacdo da producdo de vinho de 2014 a 2018, nos principais paises produtores (Adaptado de
01V,2019)



1.2. Composicao do vinho

1.2.1. Composi¢ao quimica
O vinho, de forma muito simplificada, é uma bebida resultante da fermentacéo

alcoolica total ou parcial da uva (Robertson, 2005; OIV ,2020). Contudo, estd muito longe
de ser assim tdo simples. Quimicamente, o vinho é bastante complexo. Embora seja
predominantemente composto por agua e etanol (representando cerca de 97% do conteido
total da bebida), este possui mais de 500 compostos (Ali et al., 2010; Waterhouse et al.,
2016). Entre os quais se encontram acucares, alcoois, acidos organicos, minerais,
compostos fenolicos e azotados (Ali et al., 2010; Ribereau-Gayon et al., 2006).

A 4gua, sendo o principal constituinte do vinho, desempenha um papel essencial nas
caracteristicas do mesmo. Este componente € crucial para varias rea¢fes quimicas que
decorrem ao longo da vinificacdo, desde o cultivo da vinha até ao envelhecimento do
vinho. Além disso, apenas compostos que sejam solUveis ou parcialmente sollveis em
agua tém um papel significativo no vinho (Ronald S. Jackson, 2014). A agua tem a
capacidade de formar ligacGes intermoleculares de hidrogénio, e consequentemente
influencia a solubilidade dos outros compostos e a tensdo superficial da agua. Certos
compostos essenciais para as caracteristicas organoléticas do vinho sdo hidrofébicos e, por
essa razdo tendem a ser pouco sollveis em &gua. E a miscibilidade da 4gua com o etanol
que atenua estas caracteristicas, permitindo a solubilidade de compostos apolares.
(Waterhouse et al., 2016).

De todos os alcoois presentes no vinho, o etanol representa a maior fatia em termos
percentuais (Aquarone et al., 2001; Ronald S. Jackson, 2014). Como visto anteriormente,
0 etanol age como um co-solvente. Contudo, este alcool é também essencial para o
envelhecimento, estabilidade e propriedades organoléticas do vinho (Ronald S. Jackson,
2014). A origem deste composto no vinho estd associada & fermentacdo alcoodlica
(Aquarone et al., 2001; Mander and Liu, 2010; Ronald S. Jackson, 2014). O teor em alcool
no final da fermentacgéo alcoolica esta dependente da quantidade de agucares fermentaveis
presentes no mosto, da temperatura a que ocorre a fermentacdo e do tipo de levedura.

Alcoois compostos por mais de dois 4tomos de carbono, denominados de alcoois



superiores, também sdo constituintes do vinho e geralmente representam cerca de 50% dos
constituintes responsaveis pelo aroma do vinho. Entre estes &lcoois encontram-se o 2-
metil-1- propanol, o 2-metil-1-butanol, o 3 metil-1-butanol, o 3- metilsufanil-1-propanol e
o 2-feniletanol. Estes alcoois, bem como o etanol, sdo originados principalmente durante a
fermentacdo alcoolica e a sua concentragdo depende da presenca de oxigénio e de
particulas em suspensdo no mosto, bem como da temperatura durante a fermentagdo
(Jackson, 2014; Waterhouse et al., 2016).

Os acucares sdo de extrema importancia para o vinho. Estes sdo originarios das uvas,
constituindo cerca de 20% do seu conteudo, estando diretamente dependentes da casta, da
maturacgdo do fruto e do clima. Os agUcares presentes em maior percentagem, nas uvas, sao
a glucose e a frutose. (Aquarone et al., 2001; Ronald S. Jackson, 2014). Estes dois
acucares encontram-se geralmente em concentracdes muito semelhantes, contudo em
estagios de maturacdo mais avancados ha uma maior concentracdo de frutose. O contelido
em acucar é importante durante a fermentagdo, mais concretamente para 0 metabolismo e
crescimento das leveduras. Para além da sua importancia na fermentacdo, os acuUcares,
mais concretamente os aclcares ndo fermentados, concedem a dogura aos vinhos. O sabor
do vinho é ainda influenciado pela metabolizacdo dos aclcares em esteres, aldeidos e
alcoois superiores (Ronald S. Jackson, 2014) .

Os é&cidos organicos presentes no vinho podem ser derivados do fruto, do
metabolismo da microbiota existente durante a vinificacdo ou podem ainda ter uma origem
exogena (Butnariu e Butu, 2019; Waterhouse et al., 2016). A sua principal funcéo no vinho
é a regulacdo do pH do mesmo, isto porque este € um fator que afeta o sabor do vinho, em
concreto a sua acidez, e a estabilidade, tanto quimica como microbioldgica. Os principais
acidos organicos encontrados no vinho sdo o &cido tartarico, malico, citrico, latico,
succinico e acético (Mander and Liu, 2010; Ronald S. Jackson, 2014; Waterhouse et al.,
2016).

O é&cido tartarico € o &cido com maior percentagem no vinho. Este acido influéncia
bastante o pH do vinho, pelo que é considerado o principal acido utilizado para aumentar o
pH dos vinhos (Aquarone et al., 2001; Ronald S. Jackson, 2014). Contudo, caso esteja
presente em concentragdes muito elevadas pode provocar a precipitacdo de
hidrogenotartarato de potassio (IVDP, 2008). O seu uso como regulador de acidez esta

legislado podendo apenas serem aplicados 4 g/L (The International Organisation of Vine



and Wine, 2020). O &cido malico representa perto de 50% da acidez total do mosto e do
vinho. A sua concentracdo é indicadora do estdgio de maturacdo da uva, uma vez que vai
diminuindo a medida que a uva vai amadurecendo. Este &cido pode originar etanol através
da sua fermentacdo por leveduras, ou entdo pode ser metabolizado por bactérias laticas,
dando origem a acido latico e CO- (Butnariu e Butu, 2019). O &cido citrico é utilizado para
tratar a turvacao do vinho provocada pelo elevado teor de ferro. Este &cido é degradado por
bactérias malolaticas, originando produtos que incrementam a acidez volatil (Aquarone et
al., 2001).

Em concentragGes menores encontram-se os acidos latico, succinico e acético. Todos
sdo subprodutos da fermentacdo alcodlica. Destes, o0 acido acético é de extrema
importancia pois pode ser indicador de deterioracdo por bactérias laticas ou acéticas
(Waterhouse et al., 2016) .

Os minerais presentes no vinho podem ter diversas origens, porém a maioria provém
da prépria uva. O proprio material utilizado para a vinificacdo pode ser a fonte destes
materiais, contudo a crescente utilizacdo de materiais de aco inoxidavel e de plastico
alimentar promoveram a reducdo desta transmissdo. A maior parte dos minerais resultam
de sais de potéassio metélico, contudo sais de sédio, ferro, cobre, aluminio, magnésio e
calcio também contribuem para a concentra¢do de minerais dissolvidos no vinho (Andrew
L Waterhouse et al., 2016). A principal acdo dos minerais ocorre sobre a qualidade do
vinho, sendo esta acdo dependente dos minerais em questdo (Butnariu e Butu, 2019).

Os compostos fenolicos englobam todos 0s compostos que possuem grupos hidroxilo
ligados a anéis aromaticos (Waterhouse et al., 2016). Estes sdo de extrema importancia
para o vinho, nomeadamente para a sua qualidade e caracteristicas organoléticas
(Aquarone et al.,, 2001; Das et al.,, 2007; Ronald S. Jackson, 2014). Estes possuem
atividade antimicrobiana, antioxidante e coagulante de proteinas (Aquarone et al., 2001;
Butnariu e Butu, 2019). Podem ser originarios do fruto ou da fermentagédo por leveduras,
contudo, deste dltimo em quantidades vestigiais (Ronald S. Jackson, 2014). Os compostos
fenolicos subdividem-se em flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides sdo aqueles que
mais estdo envolvidos na qualidade do vinho, e dentro destes encontramos os flavondis,
antocianinas e flavandis. (Waterhouse et al., 2016). As antocianinas sdo corantes

vermelhos, podem ser encontradas quer nas uvas, quer nos vinhos e a sua concentragdo em



vinhos novos depende da variedade, do estddio de maturidade da uva e do método
vitivinicola selecionado (Aquarone et al., 2001; Butnariu e Butu, 2019).

Os compostos azotados sdo na sua maioria aminoacidos, polipéptidos e proteinas.
Embora pouco influenciem o sabor do vinho, sdo bastante importantes como nutrientes
para as bactérias e leveduras (Aquarone et al., 2001). As proteinas tém ainda outro impacto
no vinho, embora ndo estejam presentes em quantidades suficientes para afetar o sabor, as
proteinas desnaturam com calor, acabando por provocar turvacdo dos vinhos.
Consequentemente esta turvacdo afeta a qualidade do vinho e por este motivo é necessario

o controlo dessas proteinas (Andrew Leo. Waterhouse et al., 2016).

1.2.2. Composicdo microbioldgica
O vinho é um meio bastante seletivo no que toca a microrganismos. O pH baixo, o

etanol e a deplecdo dos nutrientes ao longo da sua producao, reduzem significativamente o
ndmero de bactérias e leveduras capazes de proliferar (E. Bartowsky, 2017; Fugelsang,
1997b). Contudo, a producdo de vinho é bastante dependente deste microrganismos, uma
vez que depende de uma série de reacdes bioquimicas levadas a cabo por estes (Bartowsky,
2017; Moreno-Arribas e Polo, 2005). A microbiota do vinho é principalmente composta
por leveduras e bactérias e as suas funcdes prendem-se essencialmente na conversao dos
acucares da uva em alcool e na producdo de caracteristicas organoléticas desejadas
(Bartowsky, 2009).

De todos 0s microrganismos existentes no vinho, os mais importantes na producao
do vinho sdo as leveduras (Fugelsang e Edwards, 2007; Santiago et al., 2011). Estes
microrganismos levam a cabo a fermentacdo alcodlica, permitindo a conversdo de agucares
em etanol (Bartowsky, 2017). Para além disto, o seu metabolismo tem ainda um grande
impacto quer no sabor, quer no aroma do produto final (Romano et al., 2003). As
leveduras utilizadas na produgéo de vinho surgem essencialmente a partir de quatro
origens: podem ja estar presentes no fruto: podem estar presentes na adega e
posteriormente contaminar o0 mosto e o vinho; podem surgir a partir de insetos vetores
como drosoéfilas e abelhas; ou, podem ser diretamente inoculadas através do uso de
leveduras secas ativas (Bisson e Joseph, 2009).

As bactérias laticas e acéticas sdo os dois grupos de bactérias com maior importancia

significante na vinificacdo. As bactérias laticas, sdo responsaveis pela fermentagédo



malolatica. Estas bactérias podem metabolizar acido L-malico e agucar, por fermentacéo
homolética ou heterolatica, sendo que no primeiro tipo de fermentacdo o Unico produto
obtido é o &cido latico, enquanto que na segunda fermentacdo obtém-se acido latico,
etanol/acetato e CO, (Bisson e Joseph, 2009; Fugelsang e Edwards, 2007). A fermentagéo
maloldlica, conduzida por estas bactérias, oferece estabilidade microbioldgica e reduz a
acidez do vinho ( Bartowsky, 2017). Quanto as bactérias acéticas, estas sdo vistas como
prejudiciais para a producdo de vinho, uma vez que oxidam o etanol para formar acido

acetico (Fugelsang e Edwards, 2007).

1.2.3.  Microrganismos de deterioragao

Uma das principais preocupacdes, ao longo de todo o processo de vinificacdo, é a
deterioracdo do vinho com base microbioldgica, j& que coloca em causa a qualidade do
produto final (Ubeda e Briones, 1999). A deterioracdo pode ser causada quer por
leveduras, quer por bactérias (Ubeda e Briones, 1999). Ja no que respeita as fontes destas
deterioracOes, estas podem dever-se a insetos, a pelicula da uva e a todo o material que
esteja em contacto direto com o vinho nos seus Vvarios estagios de producéo (van Wyk e
Silva, 2019).

O conceito de microrganismos de deterioracdo ndo engloba s6 0os microrganismos
que apenas tém um efeito negativo, mas todos aqueles que tém o potencial de o fazer, sob
determinadas condi¢6es (Boulton et al., 1999). Leveduras e bactérias com importancia para
as fermentacdes podem ser prejudiciais para o vinho (van Wyk e Silva, 2019). A prdpria
deterioracdo de vinhos ndo se prende apenas a presenca de determinado composto, uma
vez que depende da concentracdo do mesmo e do tipo de vinho ( Bartowsky, 2009;
Boulton et al., 1999). Na tabela 2 sdo visiveis algumas leveduras com potencial prejudicial

para o vinho.



Tabela 1. Leveduras envolvidas na deterioracdo do vinho (adaptado de: Campaniello e Sinigaglia,
2017)

Leveduras
Saccharomyces cerevisiae Pode provocar re-fermentacéo de aclcares residuais.
Schizosaccharomyces O seu crescimento no vinho engarrafado gera sedimentos no fundo
pombe da garrafa
Brettanomyces A Brettanomyces bruxellensis gera compostos volateis
bruxellensis/ Dekkera provocadores de um aroma ndo desejavel.
bruxellensis
Zygosaccharomyces (Z. Séo especies osmofilicas, produzem turvacdo e sedimentos no
bailii, vinho. Sdo resistentes aos conservantes e a elevada concentracdo de
Z. bisporus, Z. rouxii e etanol.
Z. florentinus)
Candida sp., Estas leveduras oxidam etanol e produzem ésteres, acetaldeido e
Debaryomyce sp., compostos volateis
Hanseniaspora sp., Hansenula anomala cresce como se fosse uma camada de biofilme
Hansenula sp., e produz altos teores de acetato de etilo e acetato de isopentilo.
Kloeckera sp., Pichia sp., Metschnikowia pulcherrima cresce como se fosse uma camada de
Metschnikowia sp., biofilme e produz altos teores de acetato de etilo e acetaldeido.
Saccharomycodes sp., Saccharomycodes ludwigii produz elevadas concentracdes de
Torulaspora sp. acetaldeido. E extremamente tolerante ao etanol e resistente a SO, e

sorbato de potéassio.

As bactérias laticas, bem como as leveduras, embora possam ter efeitos benéficos no
vinho, também se podem apresentar prejudiciais para 0 mesmo. Estes microrganismos
podem atenuar a cor, formar aminas biogénicas e produzir aromas desagradaveis. Na tabela
2 € possivel ver as principais bactérias laticas prejudiciais ao vinho e o seu efeito no

mesmo.

Tabela 2 - Defeitos provocados por bactérias lacticas (adaptado de: Delanoe et al., 2005)

Agente responsavel Caracteristicas do vinho Substancias produzidas
Acido  lactico/  &cido
acético/ CO2

Gosto amargo/ matéria corante Acido pirtvico / &cido

Género Lactobacillus Aroma azedo/deposito

Género Lactobacillus

alterada acetico
. Consisténcia oleosa/ desequilibrio Envelope  mucilaginoso
Pediococcus damnosus
no paladar de dextrases
Manitol/ acido acetico/
Género Lactobacillus Sabor &cido e adocicado acido piravico/ acido
lactico



As bactérias acéticas, como dito anteriormente, estdo associadas a deterioragdo do
vinho. Estas bactérias sdo bastante ubiquas e produzem acido acético a partir de glucose.
Os trés géneros mais encontrados nas uvas e no vinho sdo Gluconacetobacter,
Gluconobacter e Acetobacter. As espécies pertencentes ao género Acetobacter sao
geralmente isoladas no vinho, por possuirem uma melhor tolerancia ao etanol, j& as
espécies pertencentes ao Gluconacetobacter sdo isoladas no mosto, devido a sua
preferéncia por meios acucarados. Estas bactérias sdo prejudiciais para 0 vinho
essencialmente por trés dos seus metabolitos, o acido acético, o acetato de etilo e o
acetaldeido. O acido acético confere um aroma avinagrado e sabor &cido ao vinho, o
acetaldeido reduz as propriedades antimicrobianas do SO. e dependendo da sua
concentracdo podera ter um efeito positivo ou negativo no aroma do vinho, e o acetato de
etilo confere-lhe um aroma intenso, semelhante a verniz para as unhas (Campaniello e
Sinigaglia, 2017).

1.3. Estabilizacdo microbioldgica de vinhos engarrafados

No mercado atual, o consumidor procura produtos alimentares que sejam 0 mais
naturais possivel, isto €, com um baixo grau de processamento, e esperam que €esses
mesmos produtos sejam microbiologicamente seguros (Santos et al., 2012). A presenca de
microrganismos de alteracdo pode afetar a qualidade do produto final (Cosme et al., 2017,
Matias et al., 2016). O ponto critico, no qual a presenca destes microrganismos é
principalmente indesejada, é no vinho engarrafado (Garcia-Rios et al., 2018). De modo a
controlar estes microrganismos, a industria vitivinicola recorre tanto a tratamentos fisicos
como quimicos (Campaniello e Sinigaglia, 2017; Costa et al., 2008; Fugelsang, 1997;
Garcia-Rios et al., 2018).

1.3.1. Tratamentos quimicos

1.3.1.1. Tratamento com diéxido de enxofre

O dioxido de enxofre, vulgarmente conhecido por sulfuroso, € um aditivo
amplamente conhecido na industria alimentar (Fugelsang, 1997b). Na industria vitivinicola
é o principal aditivo utilizado para controlar o crescimento microbiano, devido a sua

atividade antioxidante e antimicrobiana (Cosme et al., 2017; Escott et al., 2017; Fugelsang,



1997; Santos et al., 2012). Para além destas propriedades, o didxido de enxofre melhora as
propriedades organoléticas do vinho, na medida em que se associa com o &cido piravico e
0 acetaldeido (substancias com aroma e sabor intenso) (Giacosa et al., 2019), auxilia a
extracdo de compostos fendlicos da pelicula da uva (van Wyk e Silva, 2019) e ainda tem
uma pequena acao de clarificagdo. Este composto pode ser aplicado sob diferentes formas.
A forma mais antiga e ainda muito utilizada para desinfetar as barricas, é através da sua
combustdo. Atualmente, a forma de aplicacdo mais usada € na forma liquida. Esta forma
permite maior seguranca, dispersdo e gestdo do que na forma gasosa. Para além destas, o
dioxido de enxofre pode ainda ser aplicado em forma de sais (Giacosa et al., 2019). O
dioxido de enxofre existe na forma livre e na forma combinada. A forma livre esta presente
no vinho sob as formas: sulfito (SOs%) bissulfito (HSO3") e molecular (H2SOs). Esta Gltima
¢ a mais ativa, pelo que é capaz de penetrar as células por difusdo simples ou transporte
ativo e, uma vez dentro da célula, liga-se aos mais diversos constituintes afetando diversos
sistemas enzimaticos. O balanco entre a fracdo livre e a fracdo combinada é dependente do
pH e das moléculas que se ligam ao SO, (Guerrero & Cantos-Villar, 2015). A fracéo
combinada estd associada a alguns compostos presentes no vinho, como por exemplo
acetaldeidos, &cidos cetonicos e aglcares (Ribereau-Gayon et al., 2006). Na forma HSO3 0
dioxido de enxofre comporta-se como um nucleofilo, que tem a habilidade de se ligar com
a forma catiénica flavilium das antocianinas, provocando uma descoloracdo deste
pigmento (Waterhouse et al., 2016).

Apesar do didxido de enxofre apresentar bastantes vantagens, o seu uso tem sido
cada vez menor. O principal motivo para a diminuicdo da sua utilizacdo esta relacionado
com os efeitos adversos no ser humano, uma vez que este composto pode provocar reagoes
alérgicas, asma, dor abdominal, dores de cabeca e bronco-constricdo. Atualmente devido a
este risco, a unido Europeia permite que os vinhos tintos secos (vinhos tintos com uma
percentagem de acucares inferior a 4g/L) tenham no maximo 150 mg/L e 0s vinhos
brancos 200mg/L (van Wyk e Silva, 2019). A utilizacdo excessiva deste composto pode
ainda afetar as caracteristicas organoléticas do vinho, reduzindo a qualidade do mesmo
(Guerrero e Cantos-Villar, 2015).
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1.3.1.2. Tratamento com &cido ascérbico

A vitamina C é um constituinte da uva, porém apresenta-se em pequenas
quantidades. Este &cido enddgeno da uva, vai-se degradando nos primeiros arejamentos
durante a fermentagdo. O &cido ascoOrbico exdgeno tem sempre que ser aplicado em
conjunto com SO. A sua oxidacdo gera acido desidroascorbico ou peroxido de hidrogénio.
Este ultimo é gerado na presenca de grandes quantidade de oxigénio, dai a importancia de
usar em conjunto com didxido de enxofre, uma vez que, o perdxido de hidrogénio pode
oxidar determinados componentes do vinho, provocando a deterioracdo do mesmo (Célia
et al., 2012; Ribereau-Gayon et al., 2006). A reacdo de oxigenacdo do acido ascorbico a
acido desidroascérbico gera dois eletrdes, que conferem a atividade redutora do acido
ascorbico. Esta particularidade permite a protecdo do vinho contra a precipitacdo de ferro
(Ribereau-Gayon et al., 2006). O &cido ascoOrbico também desempenha um papel
antioxidante (Barril et al., 2016). Este consome oxigénio através de uma reacdo catalisada
por ferro ou cobre, contudo o seu efeito apenas é substancial se a quantidade de oxigénio
for pouca. O efeito antioxidante do &cido ascorbico combina com o do SO,. O do SO- é
estavel, contudo ndo tem um efeito imediato e o do &cido ascérbico é quase instantaneo,
contudo ndo aguenta com um arejamento constante (Ribereau-Gayon et al., 2006). O uso
de &cido ascorbico nos vinhos tem ainda uma Gltima vantagem, uma vez que este composto

confere um aroma mais fresco, menos oxidado e menos maduro (Morozova et al., 2015).

1.3.1.3. Tratamento com &cido sérbico

O acido sorbico é um &cido fraco, cuja baixa toxicidade permite que seja usado como
conservante do vinho. Outra das vantagens, € que o pH normal do vinho (entre 3 e 4) €
ideal para a atividade deste acido (Steiner et al., 2010). O seu efeito antimicrobiano é
contrério ao SO, isto é, a sua atividade como antifungico € superior a sua atividade
antibacteriana, sendo que esta ultima é pouco significante. Por este mesmo motivo, 0 uso
do &cido sorbico deve ser para complementar o dioxido de enxofre e ndo substitui-lo
(Ribereau-Gayon et al., 2006). Outras das desvantagens € o facto da sua eficiéncia ser
comprometida caso a concentracdo de leveduras ou bactérias seja elevada. Estes
microrganismos tém a capacidade de metabolizar este composto, alias algumas bactérias

malolaticas ao metabolizarem este acido dao origem a compostos como o 2-etoxihexa-3,5-
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dieno que provocam um mau aroma, semelhante a geranio (Crowell e Guymon, 1975;
Steiner et al., 2010).

1.3.1.4. Tratamento com dimetildicarbonato (DMDC)

O DMDC é uma outra alternativa quimica para a estabilizacdo microbioldgica que,
ndo acrescenta aroma ou sabor caracteristico do vinho (Nieto-Rojo et al., 2015). Este
composto é geralmente utilizado aquando do engarrafamento e é essencialmente utilizado
para controlar leveduras, uma vez que, ndo afeta significativamente as bactérias laticas e
aceticas (Costa et al., 2008). O processo de inibicao inicia-se com a degradacdo do DMDC
em metanol e dioxido de carbono. Em seguida, da-se a penetracdo da parede celular do
microrganismo e a degradagdo das enzimas, nomeadamente a &lcool desidrogenase e o
gliceraldeido-3 fosfato (Nieto-Rojo et al., 2015; Santos et al., 2012). A sua eficécia esta
dependente da temperatura, do pH, do teor de etanol do meio e do numero de células e
estirpes de microrganismos existentes (Costa et al., 2008; Santos et al., 2012). A sua
utilizacdo, contudo, é ainda dependente do uso de SO, pois ndo é capaz de proteger o
vinho contra oxidacGes. Para além disto, é ainda necessario ter em atengdo a converséao de

DMDC em metanol, uma vez que este é toxico (Ribereau-Gayon et al., 2006).

1.3.1.5. Tratamento com lisozima

A lisozima é uma enzima ubiqua na natureza, estando presente em animais, plantas,
bacteriofagos e bactérias. Comercialmente, esta enzima € isolada a partir da clara do ovo.
Esta enzima atua através da hidrolisacdo da parede celular e é especialmente eficaz em
bactérias de gram-positivo. Mais concretamente, esta enzima quebra as ligacfes p-1,4 entre
0 acido N-acetilmurémico e a N-acetilglicosamina, componentes dos peptidoglicanos, que,
por sua vez, estdo presentes na parede celular. Embora os peptidoglicanos estejam
presentes tanto na parede celular das bactérias gram-positivas como das gram-negativas, a
sua eficacia é superior nas primeiras. Isto deve-se a quantidade, ao cross-linking e a
espessura dos peptidoglicanos ser superior nas bactérias gram-positivo (Liburdi et al.,
2014).

O uso desta enzima nos vinhos prende-se muito ao controlo das bactérias laticas.
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Durante a vinificagdo, a lisozima pode ser utilizada na ocorréncia de fermentagoes
alcodlicas comprometidas, para impedir a fermentagdo malolatica nos vinhos brancos,
atrasar o desenvolvimento das bactérias laticas nos vinhos tintos durante a fermentagéo
malolatica e para a estabilizacdo microbioldgica apds a fermentacdo malolatica (Ribereau-
Gayon et al., 2006). Contudo, embora a utilizagdo de lisozima permita reduzir a quantidade
de SO utilizada, esta ndo substitui por completo o seu uso. Esta enzima ndo tem as
propriedades antimicrobianas ndo especificas, ndo possui propriedades antioxidantes, nem
protege ou melhora o sabor do vinho como o SO. Alem disso, a sua utilizagdo é posta em

causa devido a sua atividade alergénica (Liburdi et al., 2014).

1.3.2. Tratamentos fisicos

1.3.2.1. Pasteurizacao

A pasteurizacdo é um método de estabilizacdo microbioldgica frequentemente

utilizada na induastria das bebidas. O método consiste num tratamento de calor, que inibe
ou elimina varios microrganismos (Malletroit et al., 1991). No vinho, a maioria dos
microrganismos existentes sdo termossensiveis. Deste modo, temperaturas amenas serdo
suficientes para garantir a estabilidade microbiol6gica. Contudo, a maioria dos produtores
sente-se relutante ao usar este meétodo devido a suposta alteracdo das qualidades
organoléticas do vinho (Malfeito-Ferreira, 2014).
Existem diferentes técnicas de pasteurizacdo. O processo de pasteurizagdo comum, baseia-
se no aquecimento do vinho num permutador de calor, onde o vinho passa em contra-
corrente com agua a 60 ou 65 °C. Um método menos prejudicial para as caracteristicas
organoléticas do vinho é a pasteurizacdo flash. Neste método o vinho é aquecido durante
alguns segundos num permutador, onde a agua passa a 90 °C. Como complemento a estas
técnicas, 0 vinho pode ainda ser engarrafado a quente. Nesta técnica o vinho é aquecido até
a temperatura minima para eliminar leveduras (45-50 °C) e é depois engarrafado,
esterilizando tanto a garrafa como a rolha no momento do engarrafamento por contacto
com o vinho quente (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

O aquecimento prolongado do vinho pode afetar as qualidades organoléticas deste,
de forma similar ao envelhecimento natural. Ha uma formacdo de compostos que geram

aromas, na presenca de ar, que confere um sabor ‘amadeirado’. O calor permite ainda
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desnaturar enzimas, mais concretamente oxidases, inibindo assim as reagdes catalisadas
por estas enzimas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Em termos econdmicos, esta técnica é madura o suficiente para que o seu design e
custos em geral fossem aperfeicoados e diminuidos. Em comparagdo com 0S campos
elétricos pulsados e o processamento de alta pressdo, esta técnica € mais econdmica
(Sampedro et al., 2014).

1.3.2.2.  Campos elétricos pulsados (PEF), descargas elétricas de alta voltagem
(HVED)

Estes dois métodos fisicos utilizam a corrente elétrica como meio de estabilizacao
microbiologica. O PEF é uma técnica rapida, de baixo consumo energético e alta
eficiéncia, que permite inativar microrganismos a temperatura ambiente, afetando
minimamente a qualidade do alimento. Esta técnica baseia-se na aplicacdo de campos
elétricos de elevada intensidade sob a forma de pulsos de curta duracdo, entre dois
elétrodos (Cosme et al., 2017; Santos et al., 2012; van Wyk e Silva, 2019; van Wyk et al.,
2019). O HVED também se baseia no mesmo conceito, contudo forma arcos elétricos entre
elétrodos planos ou pontiagudos e a intensidade do campo elétrico é superior, permitindo
até a fragmentacédo de particulas sélidas (Delsart et al., 2016). Ambos 0s métodos assentam
no principio que, aquando da aplicacdo de um campo elétrico externo origina-se uma
diferenca de potencial ao longo da membrana celular. Esta diferenca de potencial por sua
vez leva a permeabilizacdo da membrana celular e a abertura de poros ao longo da mesma,
permitindo a perda de fluidos intracelulares (Cosme et al., 2017; Santos et al., 2012; van
Wyk et al., 2019; Yang et al., 2016).

A intensidade do campo elétrico necessaria para inativar 0s microrganismos depende
do tamanho e da forma da célula. Células maiores sdo mais afetadas pelo campo elétrico, o
que significa que, no vinho, as leveduras sdo mais suscetiveis a este método do que as
bactérias. Células com forma esférica requerem menor intensidade elétrica do que células
em forma de bastonete, isto pode ser explicado pelo facto destas ultimas se colocarem em
direcdo paralela ao campo elétrico (Delsart et al., 2016; van Wyk e Silva, 2019). A
eficiéncia destes métodos é ainda afetada pela temperatura e pela quantidade de etanol
existente no meio. O campo elétrico é mais eficaz em meios com temperaturas mais altas e

com teor de alcool mais elevado (Yang et al., 2016).
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Segundo Abca e Akdemir Evrendilek (2014), a submisséo de vinho tinto a pulsos de
31 kV/cm a cada 3 ps a uma temperatura de 40 °C ndo gera qualquer efeito no contetido
fenolico, na cor e na atividade antioxidante do mesmo. Ja a aplicacdo de 100 pulsos com a
mesma intensidade elétrica afeta um pouco a concentragdo de taninos, o indice de
compostos fendlicos e a intensidade de cor. Delsart et al (2016), ap6s o tratamento de
vinhos tintos com HVDE e PEF, observaram um aumento dos agucares, efeito este com
menor intensidade no ultimo. Estes autores também observaram uma diminuicdo da
concentracdo de antocianinas apoés a aplicacao de HVED.

O grande problema associado a estes métodos € a libertacdo de metais dos elétrodos
utilizados. Como o elétrodo entra em contacto direto com os alimentos, a sua corrosdo
pode levar a um aumento desses mesmos metais no alimento (van Wyk et al., 2019; Yang
et al., 2016). Segundo Evrendilek e colaboradores (2004), apds o tratamento de cerveja
com PEF, houve um aumento significativo da concentracdo de ferro, crémio, zinco e
manganés.

O custo da tecnologia PEF depende essencialmente do custo capital e do consumo de
energia. Num estudo de andlise de custos entre as tecnologias HPP, PEF e tratamento
térmico observou-se que esta tecnologia é mais rentavel que a HPP contudo mais cara do

que a pasteurizagdo (Sampedro et al., 2014).

1.3.2.3. Radiacéo ultravioleta

A gama de radiacdo ultravioleta utilizada para estabilizacdo microbiol6gica pode ser
entre os comprimentos de onda 320-400 nm (UV-A), entre os 280-320 nm (UV-B) e entre
200-280 nm (UV-C). Na inddstria alimentar a radiacdo que mais é empregue é a UV-C
uma vez que esta ndo afeta os parametros de qualidade do vinho (van Wyk e Silva, 2019)

A base deste método assenta no rearranjo dos acidos nucleicos da microbiota,
inibindo a reproducdo e outras funcgdes celulares dos mesmos. A eficicia da técnica esta
dependente da absorvancia, da densidade, da cor, dos sélidos dissolvidos e suspensos do
alimento (Fredericks et al., 2011; van Wyk e Silva, 2019). Para além disso, a eficacia ¢
ainda dependente do microrganismo em questdo, da espécie, da estirpe e do estagio de

crescimento (Fredericks et al., 2011).
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1.3.2.4. Ultrassons

O uso da sonificacdo € outra das técnicas usadas para a estabilizacdo microbiologica.
Esta tem ainda a capacidade de acelerar o processo de envelhecimento (Luki¢ et al., 2019).
O espetro do ultrassom utilizado pode ser dividido em trés categorias: ultrassom de
diagnostico, que varia entre 1 e 10 MHz, ultrassom de alta frequéncia, que varia entre 100
KHz e 1 MHz e ultrassom de baixa frequéncia, variando de 20 a 100 KHz. Esta Gltima
categoria é capaz de gerar pequenas bolhas que ao rebentarem originam um efeito de
cavitacdo, radicais livres (Gracin et al., 2016; Santos et al., 2012; van Wyk e Silva, 2019),
ondas de choque, tensbes de corte, e zonas de elevada temperatura e pressao (van Wyk e
Silva, 2019). Os microrganismos sdo inativados devido ao colapso da membrana celular
provocado pelas tensGes de corte e pelos radicais livres, que atacam e podem conduzir a
lise celular.

A eficacia deste método é dependente do tamanho, da forma das células e da espécie
de microrganismo (Gracin et al., 2016). O uso de ultrassons demonstra-se promissor, como
agente antimicrobiano, contudo esta técnica pode também ser usada para acelerar o
processo de envelhecimento, uma vez que proporciona alterages no vinho semelhantes as
do envelhecimento natural (van Wyk e Silva, 2019). Esta técnica, em estudos anteriores,

demonstrou afetar o sabor, 0 aroma (Luo et al., 2012) e a cor (Zhang e Wang, 2017).

1.3.2.5. Processamento de alta pressdo (HPP) e homogeneizacéo de alta presséo
(HPH)

O processamento de alta pressdo é um método que permite inativar microrganismos
em alimentos, a partir da aplicacdo de altas pressdes (100 a 600 MPa) (van Wyk e Silva,
2019) de forma instantanea e uniforme (Santos et al., 2012), afetando pouco as qualidades
sensoriais do vinho (Santos et al., 2015). A inibicdo microbioldgica é conseguida através
da disrupcdo da membrana celular e da desnaturacdo proteica, levando a perda de fluidos
intracelulares (Santos et al., 2012; van Wyk e Silva, 2019). Este efeito inibitério é
influenciado pela temperatura, pressao, tempo de atuacdo e tamanho das células (van Wyk
e Silva, 2019) .

O efeito desta técnica sobre a qualidade do vinho ja foi estudada por Santos et al
(2015) e Buzrul (2012). Buzrul (2012) observou que pressdes entre os 200 e os 500 MPa
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de 1 a 20 minutos ndo provocavam alteragdes significativas nas qualidades sensoriais. J&
presses superiores (650 MPa), durante periodos superiores de tempo (1 a 2 horas),
alteravam o teor em compostos fendlicos e a intensidade da cor. Mok e colaboradores
(2006), observaram que a 350 MPa durante 10 minutos, o tratamento de vinho tinto com
HPP n&o provocava efeitos quer no sabor, quer no aroma do mesmo. Os grandes entraves a
esta tecnologia sdo o facto de apenas operar em batch e o facto do investimento inicial ser
muito elevado (van Wyk e Silva, 2017).

A homogeneizacdo a altas pressfes varia da HPP pois funciona como um sistema
continuo que, ndo depende apenas da pressdo para inativar 0os microrganismos. Outros
mecanismos fisicos como tensdo de corte, turbuléncia e fendmenos de cavitacdo participam
no processo de inativacao. Todos estes fendmenos conduzem a permeabilizacéo das células
e disrupcdo da estrutura celular. (Comuzzo e Calligaris, 2019).

O custo do HPP depende essencialmente do custo capital, da mé&o de obra e da
energia. Segundo (Sampedro et al., 2014) esta tecnologia, no geral ¢ mais dispendiosa do

que a pasteurizacdo e o PEF.

1.3.2.6. Filtracdo

A filtracdo é um processo fisico, no qual ha uma retencdo de particulas, em
suspensdo numa solucdo liquida, apds a passagem através de uma barreira (filtro). Os
filtros possuem poros e dependendo do seu tamanho, tanto podem remover particulas com
diametros superiores a 100 pm, como moléculas e ides com didmetros inferiores a 10 pm.
Assim, é compreensivel que a filtragdo possa ter diferentes propositos dependendo do
tamanho dos poros do filtro (Jackson, 2014). Uma dessas funcdes é a reducdo do nimero
de microrganismos presentes no vinho (Duarte et al., 2017; Fugelsang e Edwards, 2007).
Os filtros utilizados para este trabalho s&o classificados como filtros de microfiltragdo, isto
é, possuem poros que variam entre 0,1 e 1 um de didmetro (Fugelsang e Edwards, 2007;
Jackson, 2014). O tamanho standart para a estabilizacdo microbioldgica € de 0,45 um,
tamanhos inferiores podem dificultar o fluxo de determinados vinhos, o que o torna
demasiado lento para ser viavel. Ja tamanhos superiores ndo garantem a retencdo de
bacterias (Fugelsang e Edwards, 2007).

Os processos de filtragdo em si podem ser classificados em filtragdo de fluxo

perpendicular e filtracdo de cross-flow. O método classico envolve o primeiro tipo de
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filtracdo e pode ainda ser subdividido em filtracdo de profundidade e filtracdo estéril. A
filtracdo estéril € o método de filtracdo perpendicular utilizado para a remocdo de
microrganismos, uma vez que a filtracdo de profundidade ndo é capaz de os remover. A
filtracdo cross-flow difere da perpendicular na medida em que a primeira tem um fluxo
tangencial & membrana, o que permite a remocao das particulas retidas na mesma. Ja na
filtracdo perpendicular hd uma maior probabilidade de os poros ficarem obstruidos, pois as
particulas que ndo atravessam a membrana ficam retidos nesta. Na Figura 2 é possivel
observar os dois tipos de filtracdo. Embora a filtracdo microbiologica possa ser feita por
filtracdo cross-flow, esta deve ser evitada, uma vez que, ndo existe nenhum teste
semelhante ao teste de integridade feito na filtracdo perpendicular estéril. Teste este, que
permite averiguar a integridade das membranas e a eficacia da filtracdo (Fugelsang e
Edwards, 2007).
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Figura 2 - Comparac&o entre filtragdo de fluxo perpendicular e filtragdo tangencial (Adaptado de:
Fugelsang e Edwards, 2007)

Uma das grandes preocupacdes da utilizacdo desta técnica prende-se na possibilidade
desta afetar as caracteristicas sensoriais do vinho (Duarte et al., 2017; McRae et al., 2017;
Canas et al., 2011). Principalmente na filtragdo dos vinhos tintos hd uma grande
possibilidade de ocorrer colmatacgdo do filtro, que por sua vez pode levar a uma reducgéo do
contetdo em macromoléculas no vinho filtrado. A colmatagem deve-se a interagdes entre
macromoléculas do vinho, nomeadamente polissacarideos e compostos fendlicos, e a
superficie da membrana (McRae et al., 2017). Para além do teor em macromoléculas, a

filtracdo também ja foi associada a alteragdes da cor e do teor de outros compostos
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associados as caracteristicas organoléticas do vinho. Contudo, essas alteracbes ndo
provocam necessariamente alteraces nas propriedades sensoriais do vinho (Buffon et al.,
2014). Ja Canas et al., (2011), McRae et al.,, (2017) ndo observaram alteracGes

significativas nas propriedades organoléticas do vinho apds a filtracéao.

1.4. Mecanismos de envelhecimento em garrafa

O vinho, distintivamente de outros produtos alimentares, pode sofrer alteracdes
sensorialmente agradaveis no decurso do seu envelhecimento (Ugliano, 2013). O
envelhecimento em garrafa comeca desde o engarrafamento do vinho e sé termina no seu
consumo (Cassino et al., 2019). Todo este processo pode levar semanas ou até mesmo
décadas (Agriopoulou e Stamatelopoulou, 2017). Durante o processo de envelhecimento o
vinho vai evoluindo em termos de cor, sabor e aroma. A velocidade destas evolugdes é
variavel, dependendo da composicdo inicial do vinho e das condi¢bes de armazenamento
do mesmo (Cassino et al., 2019). Essencialmente, durante este processo, 0 vinho pode
passar por trés fases. Na primeira fase o vinho encontra-se em maturagéo, podendo surgir
flutuacBes na sua qualidade. Na segunda fase atinje o seu pico de qualidade e, por altimo,
na terceira ocorre um declinio das suas propriedades organoléticas (P. Ribéreau-Gayon et
al., 2006).

1.4.1.  Impacto do envelhecimento na cor
A cor do vinho é um dos principais determinantes de qualidade (Jackson, 2014). A

sua intensidade permite inferir sobre a sua extracdo e a sua estrutura, ja a sua tonalidade €
indicativa do envelhecimento e grau de oxidacdo do vinho (Kennedy, 2010; Jackson,
2014).

1.4.1.1. A cor nos vinhos tintos
A cor do vinho tinto é extremamente dependente do teor em antocianinas (Jackson,

2016). Estas sdo provenientes da uva, principlamente na pelicula contudo em castas
tintureiras estas tambem se encontram na polpa (Sacchi et al., 2005).

As antocianinas, dependendo do pH, podem encontrar-se em diferentes formas de
equilibrio, visiveis na Figura 3. O pH do vinho (3-4) favorece principalmente a forma

pseudo-base carbinol, a qual é incolor, e em seguida a forma de catido flavilium, a qual
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possui uma coloracdo avermelhada (Kennedy, 2010; Waterhouse et al., 2016). A
percentagem relativa de cada forma tem uma grande influéncia na cor do vinho
(Waterhouse et al., 2016).
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Figura 3- Formas de equilibrio das antocianinas (Adaptada de Waterhouse et al., 2016)

A cor dos vinhos é também influenciada por fenédmenos intermoleculares como a
copigmentacdo. Este fendmeno contribui entre 30 a 50% para a cor dos vinhos novos
(Bimpilas et al., 2016). A copigmentacdo em vinhos consiste na formacdo de complexos
entre antocianinas monomeéricas e moléculas denominadas de cofatores. Esta associacdo
permite a establizagdo da cor na medida em que os complexos formados devem-se a
interacOes hidrofdbicas, originando uma estrutura em forma de camada (Figura 4), que
impede a hidratacdo dos catides flavilium e consequente formagdo de formas incolores
(Bimpilas et al., 2016; Kennedy, 2010; Waterhouse et al., 2016).
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Figura 4-Complexo de copigmentacdo (Kennedy, 2010)

Anteriormente ao envelhecimento a cor do vinho tinto tem uma tonalidade vermelha-
purpura e com o passar do tempo esta vai mudando para uma tonalidade mais vermelha
alaranjada (Jackson, 2014; Waterhouse et al., 2016). A tonalidade altera-se a medida que
0s complexos de copigmentacao se quebram, se originam novos pigmentos e a medida que
as antocianinas e as proantocianinas se vao polimerizando em complexos antocianina-
tanino (complexos A-T) e complexos tanino-tanino (Jackson, 2014), dando origem a
pigmentos mais estaveis (Waterhouse et al., 2016).

As reacdes de polimerizacdo iniciam-se ap06s a fermentacdo e, durante o
envelhecimento em garrafa, podem ocorrer segundo dois mecanismos distintos:
condensacéo entre antocianinas e taninos, a qual origina complexos A-T, e condensagéo
direta de taninos (Waterhouse et al., 2016).

O mecanismo de polimerizacdo que mais parece ter impacto, na estabiliza¢do da cor
durante o envelhecimento, € a polimerizagdo direta dos taninos, uma vez que, embora seja
lenta, esta reacdo é continua (Jackson, 2014). Esta reacdo da-se de forma espontanea no
vinho, a temperatura ambiente, e deve-se a ligagdes interflavanicas entre os carbonos C4-
C8 ou C4-C6 (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

As reagOes de condensacédo entre antocianinas e taninos ocorrem entre a forma catido
flavilium das antocianinas, que atuam como eletrofilos, e os flavanois, que, por possuirem
os carbonos C6 e C8 parcialmente carregados negativamente, atuam como nucleoéfilos.
Este primeiro passo da origem a um complexo intermediario, um flaveno incolor, que por
oxidacdo d& novamente originem a forma flavilium e esta, por sua vez e por desidratacéo,

da origem a um catido xantilium ( laranja avermelhado) (Fulcrand et al., 2006)
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de (Fulcrand et al., 2006)

A polimerizagdo pode ainda ser influenciada pela peroxidacdo de compostos di-
hidroxifenolicos, mais precisamente de o-difendis. A peroxidacdo da origem a diquinonas
que, por sua vez, polimerizam a o-difendis oligoméricos. Estas reacdes podem-se repetir,
dando origem a compostos fendlicos poliméricos oxidados progressivamente maiores e
com uma pigmentacdo amarelada. Por fim, polifendis sem cor ou polifendis amarelados
podem ser formados pela ligacdo entre catequinas e outros grupos fendlicos catalizados
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pelo &cido glicolitico que, por sua vez é originado a partir da oxidagdo do &cido tartarico
(Jackson, 2014).

1.4.1.2.  Acor nos vinho brancos
A cor dos vinhos brancos deve-se a combinacdo entre a composicdo da polpa,

principalmente em compostos fendlicos, e as condi¢des a que estes sdo expostos ao longo
da vinificagdo. Apenas se tem em conta a composi¢do da polpa porque a pelicula e as
grainhas sao removidas antes da fermentacdo. Quanto menor o tempo de contacto entre a
polpa e a pelicula/grainha, menor é a tonalidade amarelada do vinho (Kennedy, 2010).

Os principais compostos fenodlicos em vinhos brancos sdo 0s é&cidos
hidroxicindmicos, como o &cido p-cumarico, o acido cafeico, o &cido ferdlico e o acido
sinapinico. E a oxidacdo destes compostos fendlicos que origina a tonalidade amarelada
dos vinhos brancos e que provoca o escurecimento do mesmo durante o envelhecimento.
Numa fase inicial do processo de vinificacdo este processo de oxidacdo € mediado por uma
enzima, a polifenoloxidase da uva (PPO) (Kennedy, 2010), contudo apos a fermentacdo a
oxidacdo ndo é mediada por enzimas, mas sim originada por oxidacdo quimica dos
polifendis (Recamales et al., 2006). Na Figura 6 é passivel a observacdo do primeiro
mecanismo de oxidagdo mencionado em cima. Neste mecanismo, a oxidagdo dos
compostos fenolicos da origem a quinonas, que por sua vez sao capazes de se condensar
com outros compostos, quer fendlicos, quer ndo fendlicos, e dar origem a pigmentos
amarelos. Este processo pode ser atenuado devido as glutationas que reagem com as
quinonas e ddo origem a complexos incolores. Contudo, mesmo este complexo pode
originar pigmentos amarelos. O complexo incolor pode ser oxidado por lacases e mais
tarde dar origem a pigmentos amarelos (Kennedy, 2010; Li et al., 2008).
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Figura 6- Esquematizacdo da formacao de compostos coloridos em vinhos brancos (Adaptada
de Waterhouse et al., 2016)

Apos a fermentagdo, o mecanismo de escurecimento por oxidagdo deixa de ser

mediado pela PPO e a oxidagédo segue uma via nao enzimatica, catalisada por metais como
o0 cobre e o ferro (Kennedy, 2010; Li et al., 2008).
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1.4.2.  Alteragdes do sabor e do aroma
A apreciacdo organolética do vinho, & parte da questdo visual, deve-se a interagdes

entre 0 aroma e a sensacgdes gustativas. As sensacOes gustativas englobam quer o sabor,
quer as sensacOes tateis que um vinho gera (Rapp e Mandery, 1986). Posto isto, 0
envelhecimento em garrafa pouco afeta o sabor do vinho. Contudo, referente as sensacdes
tateis, hd uma perda na adstringéncia devido a alteragdes de reatividade e precipitacdo das
proantocianinas e antocianinas durante a sua polimerizagdo. Numa fase inicial do
envelhecimento poderd também ocorrer um pico de adstringéncia devido a maior
capacidade de ligacdo com proteinas presentes na boca que os taninos de grande e médio
tamanho possuem. Este fendmeno tende a diminuir a medida que os taninos véo
precipitando (Jackson, 2014).

Os aromas do vinho podem ser classificados como primarios secundarios e terciarios,
dependendo da sua origem. Os aromas primarios sdo também denominados de varietais.
Estes aromas sdo exclusivos de algumas castas (Baumes, 2009) e devem-se a compostos
como monoterpenos e norisoprendides que se encontram em concentracdes superiores
(Fischer, 2007). J& o aroma secundario deve-se a aromas desenvolvidos durante a
fermentacdo e os classificados como terciarios derivam do estagio, quer em contacto com
madeira, quer em garrafa (Rapp e Mandery, 1986).

O vinho ao longo do armazenamento em garrafa vai perdendo os seus aromas
frutados, isto deve-se essencialmente a perda de compostos volateis (Linsenmeier et al.,
2010). Um dos principais compostos que afeta a fragancia do vinho sdo os ésteres, estes
formam-se principalmente durante as fermentagdes (Jackson, 2016; Jackson, 2014). Estes
compostos podem tanto diminuir como aumentar ao longo do envelhecimento, uma vez
que estes tendem para um equilibrio para com os seus contituintes, isto é alc6ois e acidos
(Zoecklein et al., 1999). O acetato e esteres etilicos de acidos gordos de cadeia linear,
ésteres produzidos pelo metabolismo microbiano durante as fermentacGes, estdo presentes
em quantidades bem acima do valor de equilibrio, em vinhos novos e por isso durante o
envelhecimento s@o hidrolisados até a sua concentragdo atingir o valor de equilibrio
(Jackson, 2016; Jackson, 2014; Linsenmeier et al., 2010). Alguns ésteres como etil-lactato,
etil-acetato, dietil-malato, dietil-succinato e etil-monosuccinato podem ainda aumentar a

sua concentragdo, durante o envelhecimento, através de reacOes de esterificagdo
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(Linsenmeier et al., 2010).

Os terpenos sdo outra familia de componentes que afetam o aroma do vinho,
principalmente de vinhos originarios da variedade Moscatel (Linsenmeier et al., 2010).
Alguns dos compostos que compoém este grupo sédo o linalol, geraniol e diendiol-1. Estes
durante o envelhecimento oxidam, resultando na perda de aroma varietal ( Jackson, 2014).

Os compostos norisoprendides oferem determinados aromas caracteristicos de vinhos
envelhecidos. O 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN), composto resultante da
degradacéo de carotenoides € um bom exemplo disso, uma vez que, este, confere 0 aroma a
petroleo caracteristico de determinados vinhos (Linsenmeier et al., 2010).

Os aldeidos sdo outro grupo de compostos que alteram o aroma do vinho (Culleré et
al., 2007). Deste grupo, o mais notavel € o acetaldeido. Este forma-se a partir da oxidacdo
do etanol e, no vinho, reduz o aroma através de reacGes de oxiacdo. Em baixas
concentrag0es este composto aumenta o sabor frutado do vinho, contudo elevadas
concentragfes do mesmo conferem, ao vinho, um aroma de noz e em casos extremos um
aroma a maga putrida (Jackson, 2014; Linsenmeier et al., 2010; Waterhouse et al., 2016).
Contudo, este composto tem pouco impacto no aroma em condicoes normais de
armazenamento (Silva Ferreira et al., 2002; Culleré et al., 2007). Outro aldeido capaz de
afetar o aroma é o (E)-2-nonenal. Este Gltimo proporciona um aroma a madeira, sendo este
um aroma indesejado (Linsenmeier et al., 2010).

Os compostos fendlicos volateis também se alteram ao longo do envelhecimento.
Estes compostos sdo originarios do metabolismo microbiano e da hidrolise de fenois
derivados da maturagdo em madeira de carvalho (Linsenmeier et al., 2010). Ao longo do
envelhecimento em garrafa os fendis volateis vdo-se convertendo em fendis ndo volateis.
(Jackson, 2014). Os compostos fenolicos volateis, dependendo do composto em questao,
podem provocar aromas semelhantes a fumo, baunilha,couro, pimenta e produtos

medicinais (Waterhouse et al., 2016).

1.5. Engarrafamento

O engarrafamento é o utimo passo na producao do vinho (Basso et al., 2018) . Este é
um processo de extrema importancia e tem associados varios riscos podendo colocar em

causa todo o processo de producdo (Strobl, 2019). O engarrafamento envolve
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essencialmente quatro passos, entre eles o enxaguamento, o enchimento e o rolhamento
(Basso et al., 2018; Strobl, 2019). Na Figura 7 é visivel este processo de forma mais
detalhada.
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Reolhador
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Capsulador Capsulas
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Empacotador de cartdo

Figura 7 - Processo de engarrafamento da Global wines

Durante o processo de engarrafamento e anteriormente ao enchimento propriamente
dito, as garrafas sdo enxaguadas por dentro. Em grandes linhas de enchimento este
processo é executado por uma enxaguadora que agarra a garrafa, através de pincas, e
inverte-a de modo a permitir que a agua escorra na totalidade. O passo seguinte numa linha
é 0 enchimento. Geralmente nas enchedoras o vinho passa por gravidade para as garrafas e
estas podem possuir um sistema de vacuo, que permite regular o nivel de enchimento.
Apo6s o enchimento a garrafa é fechada na rolhadora e as garrafas seguem para a

capsuladora ou podem ser primeiramente armazenadas, como produto semi-acabado, para,
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mais tarde, continuar o processo. No fim as garrafas sdo embaladas (Strobl, 2019).

Sendo o engarrafamento o Ultimo passo entre a producdo e 0 consumo, este possui
varios riscos que podem potencialmente afetar o consumidor, quer estejamos a falar em
seguranca ou qualidade alimentar. Relativamente a qualidade alimentar, o principal risco €
microbioldgico. O vinho pronto a ser engarrafado, por si sd, ja evita a contaminacdo de
varias especies de alteracdo, uma vez que possui um pH baixo e um teor alcéolico alto e
para complementar o baixo contacto com oxigénio durante o enchimento também reduz a
probabilidade de contaminacdo (Strobl, 2019). Como visto anteriormente existem diversos
métodos de inibicdo microbioldgica, contudo, para evitar uma recontaminacao, todos os
locais em contacto com o vinho, durante o enchimento, devem ser higienizados (Marriott e
Gravani, 2006).

ContaminacOes também tém que ser tidas em conta nesta fase do processo. Os
contaminantes fisicos provém principalmente de particulas de vidro, que podem entrar nas
garrafas quando alguma garrafa parte. Este é o maior risco em termos de seguranca
alimentar, durante este processo. Contudo, poeiras e outros objetos podem contaminar as
garrafas (Strobl, 2019).

Os produtos usados durante a higienizagdo sdo potenciais fontes de contaminacéo.
Os produtos mais usadas sdo desinfetantes, acidos e substancias causticas.

1.6. Higienizacéo

Como visto anteriormente, durante o processo de vinificacdo ha um grande cuidado
na inativacdo de microorganismos indesejaveis, jA que estes podem deteriorar as
propriedades organoléticas do vinho (Seiter, 1984). Embora se usem 0s mais diversos
métodos de inativacdo destes, ha sempre a possibilidade de recontaminarem o vinho,
através de contaminagdes cruzadas. Deste modo, ha que assegurar boas praticas de higiene.
O conceito de higiene subdivide-se em limpeza e desinfecdo. O primeiro consiste na
remocdo de detritos e material tanto mineral como orgénico e o segundo pressupde a
reducdo da populacdo microbiana viavel para niveis aceitaveis (Fugelsang, 1997,
Zoecklein et al., 1995; Duarte et al., 2011). Para além disto, a desinfe¢do ainda permite

eliminar zonas de potencial crescimento microbiano (Marriott e Gravani, 2006).
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A necessidade de desinfecdo embora seja superior na zona de engarrafamento, esta é
necessaria ao longo de todo o processo de vinificagdo, até mesmo na produgdo agricola
(Marriott e Gravani, 2006). Os principais focos de contaminagfes sdo a matéria-prima, a
fonte de agua e ar, os recipientes de engarrafamento, pragas, material que entra em
contacto com o vinho/mosto, estado do equipamento, instalagdes e as pessoas que entram
em contacto direto com o produto. Existindo tantas fontes potencialmente prejudiciais para
a qualidade do vinho é necessario possuir procedimentos de higienizacdo claros, instruir as
pessoas intervenientes na vinificacdo, ter atitudes corretas perante o processo de
higienizacdo e possuir um programa de monotorizacdo de contaminacdes (Seiter, 1984).

Para a limpeza inicial sdo utilizados detergentes, estes tém por objetico dispersar e
dissolver detritos (Fugelsang, 1997; Seiter, 1984). Os principais detergentes utilizados sdo
compostos alcalinos, como por exemplo KOH e NaOH. Estes para além de efeito
detergente, também possuem um efeito microbiano. Um dos grandes problemas é que
alguns dos compostos alcalinos sdo corrosivos até mesmo para equipamentos de acgo
inoxidavel, caso a concentracdo limite recomendada seja ultrapassada. Em varias
formulacBes de detergentes sdo adicionados agentes quelantes e surfatantes. O primeiro
premite o sequestro de calcio e magnésio e previnem a sua precipitacdo. Ja os surfatantes
sdo utilizados para reduzir a tensdo superficial entre o detergente e a superficie.
FormulacGes especificas podem ainda conter &cidos, estes permitem reduzir os depdsitos
minerais, contudo sao corrosivos até mesmo para aco inoxidavel (Fugelsang, 1997).

A desinfecdo pode ser atingida quer por vapor de agua, quer pelo uso de compostos
quimicos. Os compostos quimicos mais utilizados sdo compostos de amonio quaternario e
formulagdes com cloro, iodo ou &cidos (Seiter, 1984; Weise et al., 1988) . Os primeiros
atuam através da disrupcdo das membranas celulares. As solucdes de desinfecdo que
contém iodo sdo geralmente denominadas iodoforas e possuem também surfatantes. O
principio ativo destas formulac6es é o iodo molecular (I2) e por esse motivo atuam melhor
quando com pH entre os 4 e 5. SolucBes baseadas em cloro sdo um poderoso agente
antimicrobiano e oxidante que, possuem como principio ativo o acido hipocloridrico
(HOCI) (Duarte et al., 2011). Quantos as formula¢des acidas, um bom exemplo de um
acido utlizado em operacdes de desinfecdo é o acido peracétio (PAA). Este acido é
comercializado em misturas compostas por acido acetico, acido peracético, peroxido de

hidrogénio e agua. O PAA é um &cido com atividade antimicrobiana muito elevada, tendo
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atividade mesmo em pequenas concentracGes. Acredita-se que o modo de agdo deste
composto seja através da libertacdo de espécies reativas de oxigénio, que provocam a
oxidacdo de ligacbes de enxofre e dissulfeto de proteinas, enzimas e outros metabolitos
(Kitis, 2004).

Na utilizacdo de qualquer formulacgdo de sanitizacdo deve sempre haver precaucao
pois podem provocar corrosao dos equipamentos e pode pér em causa a salde das pessoas
intervenientes (Fugelsang, 1997). No uso de qualquer quimico deve-se ter em conta 0s
riscos ecoldgicos, a producdo de aromas, corrosdo e a facilidade de enxaguamento e

remocao dos mesmos (Duarte et al., 2011).

1.7.  Controlo de qualidade dos vinhos

Como visto anteriormente o vinho é um alimento quimicamente complexo. Os
processos e alteracBes a que estd sujeito podem interferir diretamente na sua qualidade.
Deste modo, a OIV possui um conjunto de métodos que permitem a analise de
determinados parametros fisico-quimicos, tais como o teor alcoolico, acidez volatil, acidez
total, pH e anidrido sulfuroso, que em conjunto com a analise sensorial permitem aferir
sobre a qualidade e evolugdo dos vinhos ao longo do seu processo de producdo e
envelhecimento.

O teor alcodlico é considerado por muito consumidores um fator de qualidade no
vinho. Alias, o tipo de vinho varia consoante o seu contetido em alcool. Este composto tem
ainda propriedades desinfetantes, algo bastante valorizado aquando do envelhecimento. O
seu valor tem de ser controlado ao longo do tempo, uma vez que pode ser indicador de
alteracdes do vinho (por exemplo, por fermentacdo de acuUcares que ndo tenham sido
consumidos durante a fermentacdo alcodlica). Além disso, € um pardmetro legal que tem
de constar na rotulagem do vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

A acidez volatil é também um fator bastante importante a ter em conta. O principal
composto envolvido neste pardmetro € o acido acético, resultante essencialmente da
atividade de bactérias acéticas. A presenca de acido acético esta legislada e a sua evolugdo
ao longo do tempo pode ser indicadora de um problema de conservagdo do vinho (P.
Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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A acidez total é o aglomerado de todos os acidos constituintes do vinho, quer sejam
organicos ou inorganicos. Os valores normais de acidez total é de 5-8g/L e 6-9g/L em
vinhos tintos e brancos, respetivamente. A acidez total deve ser analisada pois este
parametro contribui para caracterizacdo do vinho e é facilmente relacionavel com a anélise
sensorial (Waterhouse et al., 2016)

O pH do vinho varia normalmente entre 3 e 4. Um pH proximo de 3 influencia a
estabilidade microbioldgica, diminuindo o ndmero de organismos capazes de se
desenvolver e ainda tem um efeito positivo na atividade antissética do SO». (Ribéreau-
Gayon et al., 2006)

Como referido anteriormente o dioxido de enxofre é regularmente utilizado ao
longo do processo de producdo de vinho. Devido principalmente a sua atividade
antimicrobiana e antioxidante (Cosme et al., 2017; Escott et al., 2017; Fugelsang, 1997;
Santos et al., 2012) Contudo a sua concentracdo € estritamente regulada pois pode
provocar reagdes alérgicas e intolerancias alimentares. Na Unido Europeia os vinhos
apenas podem conter no maximo 150 mg/L, no caso dos vinhos tintos e 200 mg/L nos
vinhos brancos (Regulamento EU n.° 606/2009).

Extrato seco refere-se ao conjunto de compostos ndo volateis existentes no vinho.
Este é um parametro legal que varia consoante o teor alco6lico, a concentracdo de agucares
e a acidez volatil e pode ser utilizado como indicador da qualidade da uva e da vinificacdo
(Rizzon e Miele, 1996).

Uma concentracdo de acucares redutores assegura uma maior estabilizacdo
microbioldgica (Waterhouse et al., 2016).

A turbidez é analisada pois pode ser indicadora de alteracGes na estabilidade

proteica, fenodlica, tartarica e microbioldgica ( Ribéreau-Gayon et al., 2006)
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2. Objetivos

A Global wines, empresa na qual este estudo se realizou, € uma empresa produtora de
vinhos com um forte desejo de entregar produtos de elevada qualidade aos seus clientes e
consumidores. Deste modo a empresa tem e procura investir cada vez mais no setor de
inovacéo e qualidade de modo a ndo s6 melhorar os seus produtos, mas também reduzir 0s
custos de producédo. Assim os objetivos do presente trabalho séo:

Primeiramente procurou-se a integracdo em contexto empresarial. Nesta fase foi
essencial o desenvolvimento de certas competéncias como o trabalho em equipa, a
organizacdo e a comunicacao. Nesta fase pretendeu-se também desenvolver conhecimento
sobre a producdo de vinho e sobre métodos laboratoriais, quer 0s necessarios para o
presente estudo, quer para 0s métodos necessarios no dia a dia de um laboratério
especializado na area de enologia.

Para o estudo em si, pretendeu-se primeiramente compreender se a velocidade de
enchimento de vinho tinto influenciaria de tal modo o tempo de exposicdo a pasteurizagdo
flash, que poria em causa a qualidade do produto final. Por qualidade refiro-me as suas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. Embora ndo espectavel neste estudo também se
avaliou-se se haveria ou ndo impacto na estabilizacdo microbioldgica. Esta comparacao de
velocidades tem por objetivo estudar a possibilidade de aumentar a producdo sem afetar a
qualidade do produto.

Neste trabalho também se comparou a eficiéncia de técnicas de estabilizacdo
microbioldgica, mais concretamente da pasteurizacdo flash e da filtracdo, em vinho tinto,
rosé e branco. Em complementaridade também se avaliou a evolucdo dos compostos
fendlicos por meios de analises fisico-quimicas durante 105, 104, 69 dias o vinho rosé,
branco e tinto, respetivamente. Avaliaram-se ainda as diferencas sensoriais, através de
provas sensoriais, entre amostras dos diferentes vinhos. Estes ensaios tém por objetivo
determinar a possibilidade de utilizar diferentes métodos de estabilizacdo microbioldgica
sem afetar a qualidade do vinho. Isto permitira a empresa determinar a possibilidade de
utilizacdo da técnica (pasteurizacdo flash ou filtragdo) que desejar, tendo em vista um

aumento de producdo ou uma reducéo de custos associados.
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3. Metodologia

3.1. Recolha de amostras

Para o presente estudo, recolheram-se as amostras em quatro ensaios distintos,
todos com o objetivo de recolher amostras expostas a diferentes metodologias de
estabilizacdo microbioldgica. Em trés dos ensaios recolheram-se amostras quer expostas a
filtracdo, quer a pasteurizagdo flash (90 °C) variando apenas, entre cada ensaio, o tipo de
vinho, sendo que num dos ensaios recolheram-se amostras de vinho branco (VB), noutro
de rosé (VR) e no outro de vinho tinto (VT). No ensaio restante testaram-se diferentes
velocidades de enchimento de forma a averiguar o seu impacto na estabilizacdo
microbioldgica. Os esquemas dos ensaios encontram-se nas Figuras 7,8,9 e 10.

No primeiro ensaio (Figura 7) exp0s-se vinho tinto a variagdes de temperatura de
pasteurizacdo provocadas pela alteracdo da velocidade de enchimento da linha de
producdo. Testaram-se trés velocidades diferentes (3000, 3800 e 4500 garrafas/hora) e em
cada velocidade recolheram-se 250 garrafas. Todo o ensaio foi realizado com a linha de
enchimento em permanente funcionamento e a troca de modalidade efetuou-se pelo
aumento da velocidade da linha. Em cada modalidade, a linha de producdo trabalhou
durante uma hora e, durante esse periodo, a cada dez minutos observaram-se as
temperaturas em diferentes pontos. Recolheram-se as amostras 10 minutos ap6s o primeiro
ciclo de medi¢bes de cada modalidade. Recolheram-se ainda 40 litros de vinho né&o
pasteurizado e mais tarde engarrafou-se este vinho manualmente, filtrando-o primeiro com
filtro de 0,65 pum.
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Esquema do Ensaio

Fejeitar os primeiros 20 minutos de garrafas apés o inicio de uma nova modalidade

Amostra T
Vinho Tinto
(antes de pasteurizar)
50 garrafas

Amostra A Amostra B Ameostra C
3000 garrafas’hora 3800 garrafas/hora 4500 garrafas‘hora
250 garrafass 250 garrafas 250 garrafas

Pontos a controlar 0 mrin 10 myin 20 myin 30 min 40 min 50 mein &0 min
Fisor do pasteurizador (L) x x X X X x
Salda do pasteurizador (*C) X X X X X X
Fisor do BIF (°C x x i X x i
Saida do BIB (C) X x X X x X
Garrafa apds enchimente % % x X x x

)
Rettrar amosiras b

Figura 8: Esquema do ensaio no qual se variou a velocidade de enchimento da linha de producéo.

O design dos ensaios nos quais se recolheram amostras de vinho branco e de vinho
rosé é muito semelhante. Recolheram-se 250 amostras de trés modalidades diferentes,
vinho filtrado por filtro com poros de 0,45 um e vinho pasteurizado com enchimento a frio
e a quente. As amostras de cada modalidade recolheram-se dez minutos apds a medigéo da
temperatura em diferentes pontos. No final de cada modalidade mediram-se novamente as
temperaturas nos mesmo locais. Em cada ensaio recolheu-se ainda vinho (40 L) sem

qualquer tipo de estabilizacdo, sendo este depois engarrafado de forma manual.
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Esquema do Ensaio

Rejeitar os primeiros 20 minutos de garrafas apos o inicio de uma nova modalidade

Amostra Tyg

VB
(sem estabilizagdo
microbiologica)
50 garrafas
Amostra D Amostra E A
VB Pasteurizado com VB Pasteurizado com e
enchimento a frio enchimento a quente ;;% med(;
250 garrafass 250 garrafas e
Visor do Satda do Visor do Salda do Garrafa apds Satda do
pasteurizador (°C) pastewrizador (°C) BIB (°C) BIB(°C) enchimento (°C) filtro (°C)
0 |D X x X X x
E x x X x x
F x X
10 | D X x X % x
E X x X X
F X

Figura 9: Esquema do ensaio no qual se retiraram amostras de vinho branco exposto a diferentes
metodologias de estabilizagdo microbiologica pré-engarrafamento.
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Rejeitar os primeiros 20 minutos de garrafas apds o inicio de uma nova modalidade

£
3
<
:
=4

Visor do
pasteurizador (°C)

X

X

G
H
I
G
H
I

Amostra G

VE. Pasteurizado com
enchimento a frio
2350 garrafas

Satda do

X

X

pasteurizador (°C)

Amostra Tyg
VR
(sem estabilizacio
microbiologica)

Visor de Salda do
BIB°C) BIB("C)
x x
x x
x x
x x

Amostra I
VR Filtrado
250 parrafas

Garrafa apds Salda do
enchimento ("C)  filtro ("C)
x
x
x x
x
X

Figura 10: Esquema do ensaio no qual se retiraram amostras de vinho rosé exposto a diferentes
metodologias de estabilizagdo microbioldgica pré-engarrafamento.

No quarto ensaio, Figura 10, recolheram-se amostras de vinho tinto. Neste ensaio

recolheram-se 3 tipos de amostra diferentes. Numa das modalidades recolheram-se 250

garrafas de vinho filtrado num filtro com porosidade de 0,65 um. Noutra recolheram-se

250 garrafas de vinho pasteurizado a 90 °C e com enchimento a quente. Recolheram-se

ainda 40 litros de vinho sem estabilizagdo microbiologica e engarrafaram-se 50 garrafas

manualmente, filtrando o mesmo primeiramente com filtro com porosidade de 0,65 pm.
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Ezquema do Ensaio

Eejeitar oz primeiros 20 minutos de garrafas apds o indcio de uma nova modalidade

Amostra Ty
VT
(zem estabilizacio
microbiologica)
50 garrafas

L
3
3

Amostra J
VT Pasteurizado com
enchimento a quente
250 garrafas

Amostira K

VT Filtrado (0,65nm)
230 garrafas

Fisor do Saida do Fsorde Saidade Garrgfa apés Saida do
pasteurEador ("C)  pasteurizador ("C) BIB (°C) BIB("C) enchimewfo ("C)  filtro (°C)
0|17 X X X X X
K X X
F{ X X X X X
K X X

Figura 11: Esquema do ensaio no qual se retiraram amostras de vinho tinto exposto a diferentes
metodologias de estabilizagdo microbiologica pré-engarrafamento.

Armazenaram-se todas as amostras em condicdes semelhantes, num local com

pouca iluminacdo e a temperatura ambiente.

3.2. Analises

Apds cada ensaio fizeram-se, ainda na mesma semana, analises fisico-quimicas e
microbioldgicas as amostras. Estas analises e a analise sensorial fizeram-se novamente
uma semana apdés as primeiras analises. A partir dai as analises fisico-quimicas e
microbioldgicas fizeram-se mensalmente e a analise sensorial de dois em dois meses. As

analises feitas a cada amostra encontram-se expostas na tabela 3.

37



Tabela 3: Analises realizadas em cada amostra.

[

Amostras  Andlise S0; Twrbidezr CIELab Somers Taninos Microbiologia Sen

=~
<

I
EE

HEDE O

x

x

K X X x X x X X

Legenda: Amostra T- testemunha do teste comparativo de velocidades de enchimento; Amostra A- Vinho
engarrafado com enchimento a 3500 garrafas/hora; Amostra B- Vinho engarrafado com enchimento a 4000
garrafas/hora; Vinho engarrafado com enchimento a 4500 garrafas/hora; Tve- testemunha de ensaio em vinho
brando; Amostra D- vinho branco pasteurizado com enchimento a frio; Amostra E- vinho branco
pasteurizado com enchimento a quente; Amostra F- vinho branco filtrado; Amostra Tygr — testemunha do
ensaio em vinho rosé; Amostra G- vinho rose pasteurizado com enchimento a frio; Amostra H- vinho rosé
pasteurizado com enchimento a quente; Amostra |- vinho rosé filtrado; Tyr- testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho tinto; Amostra J- vinho tinto
pasteurizado; Amostra K- vinho tinto filtrado.

T R I R R R TR
R T R I R R T T
R I R R R
R B R I B R R R R R )
R R I I R R R TR
T T R R T T T T T

E -

3.2.1 Parametros fisico-quimicos gerais
Pardmetros fisico-quimicos como o teor alcodlico (TA), a acidez volatil (AV), os

acucares totais (AT), o pH, a massa volumica (MV), o extrato seco (ES), o &cido latico
(LA), o acido malico e os agucares redutores (AR) determinaram-se através da técnica de
espetrometria de infravermelhos por transformado de Fourier (FTIR). Aplicou-se esta
técnica atraves do uso do sistema Bacchus. Este sistema possui 4 componentes: amostrador
automatico M.S.U., espectrometro Nicolet 380 FT-IR (Thermo Electron Corpuration),
modulo automatico eletrénico com funcéo peltier e computador com o programa Bacchus
Acquisition. O amostrador permite a colocacdo das amostras desejadas. O modulo
automatico eletronico permite o fluxo das amostras entre 0 amostrador e o FTIR. O FTIR
permite a determinacdo dos parametros acima referidos atraves da irradiacdo no espetro do

infravermelho e visivel.
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3.2.2 Didxido de enxofre livre (SO2L) e total (SO2T)
Determinou-se 0 SO»L por titulagdo iodometrica direta. Adicionou-se a 50 ml de

vinho, num erlenmeyer, 5 ml de acido sulfdrico (H2SO4) 0,25M e 3 ml de cozimento de
amido a 0,5¢9/100 ml. Efetuou-se a titulacdo por adigdo de solucdo de iodo a 0,03125 N até
haver uma alteragdo da cor. Obteve-se o teor de enxofre livre através da multiplicacdo do
volume titulado por 20.

O teor de SO,T obteve-se por titulacdo iodométrica ap6s oxidacdo do SOL por
hidrolise alcalina. A 50 ml da amostra adicionaram-se 10 ml de hidroxido de potassio e
aguardou-se 15 minutos. Adicionou-se 10 ml de acido sulfurico 0,25M e 3 ml de
cozimento de amido a 0,59/100 ml. Em seguida titulou-se com I, a 0,03125 N até se
observar uma viragem na cor da solucdo. Obteve-se o teor de enxofre total através da

multiplicacdo do volume titulado por 20.

3.2.3 Medicéo da Turbidez e do pH
A turbidez obteve-se através da utilizacdo de um turbidimetro Lovibond, TB300

IR. Para cada amostra leu-se a turbidez duas vezes, no modo leitura da média, existente no
equipamento.

O pH obteve-se através da leitura de duas réplicas de cada amostra através de um
potenciometro Hach, senslON ™",

3.2.4 Andlise dos compostos fenolicos

3.2.4.1. Método de Somers (analise dos compostos fendlicos)
Utilizou-se o0 método de somers (Chris Somers & Evans, 1977) para quantificar, em

vinhos tintos e rosés, o indice de fendis totais, a intensidade de cor, a tonalidade, os
pigmentos poliméricos, o indice de polimerizagdo, as antocianinas totais e coradas, 0s
pigmentos totais e o indice de ionizagdo. Leram-se as absorvancias a 420, 520 e 620 nm de
modo a calcular a intensidade de cor, a tonalidade e os pigmentos polimericos. Para
determinar o indice de polimerizagdo, as antocianinas totais e coradas, 0s pigmentos totais

e o indice de ionizacdo leram-se as absorvancias a 520 apo6s a acidificacdo do meio com
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acido cloridrico (HCL) (1:100) para vinhos tintos, (1/10) para vinhos rosé. Em seguida
leram-se as absorvancias a 520 nm apos a adi¢do em excesso de SO». J& o indice de fenois
totais, tanto para vinho tinto como rosé, calculou-se pela leitura das absorvancias a 280
nm, sendo necessario, porem, uma diluicdo de 100 vezes em amostras de vinho tinto.

Os célculos necessarios para a obtencdo dos pardmetros em cima referidos

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Formulas necessarias para calcular o indice de fendis totais, a intensidade de cor, a tonalidade, o0s
pigmentos poliméricos, o indice de polimerizacdo, as antocianinas totais e coradas, 0s pigmentos totais e o
indice de ioniza¢do em vinhos tintos e rosés.

Vinho tinto Vinho rosé
Indice de fendis totais A280 x 100 A280
Intensidade de cor (A420+A520+A620) x 10 A420+A520+A620
Tonalidade A420 -+ A520 A420 + A520
Pigmentos poliméricos A520s502 x 10 A520s02
Indice de A520502 x 10 100 A520 — A520s502
- AS20HCL x 101 AS20HCl x 1,11
polimerizagdo (%)
Antocianinas coradas A520 — A520s02 A520 — A520s02
Antocianinas totais (A520HcL x 101) x A520s02 (A520HCL x 1,11) x A520s02
Pigmentos totais A520ncL x 101 A520nc x 1,11
‘ndi ionizacd Antocianinas coradas Antocianinas coradas
Indice de ionizacdo il S 100 i 100
Antocianinas totais Antocianinas totais

3.2.4.2 Método da metil-celulose precipitavel (MCP)
Utilizou-se este método de forma a quantificar os taninos presentes nas amostras de

vinho tinto. O método baseia-se nas interacGes criadas entre a metil-celulose, que se
comporta como um polimero, e 0s taninos, o0 que origina complexos insolUveis e que
acabam por precipitar.

Para cada amostra prepararam-se duas solucées, em duplicado, uma com a adi¢ao
de metil-celulose (Sigma Life Science) e a outra sem (amostra controlo). Para as amostras

controlo adicionaram-se 2 ml de uma solucéo saturada de sulfato de aménio a 0,25 ml de
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vinho e em seguida adicionaram-se ainda 7,75 ml de agua. Homogeneizou-se o preparado
e deixou-se a repousar por 10 minutos a temperatura ambiente.

As solucbes com metil-celulose, também foram preparadas em duplicado. Em cada
solucdo adicionaram-se 3 ml de metil-celulose a 0,25 ml de vinho. Em seguida
homogeneizou-se e deixou-se repousar entre dois a trés minutos. ApoOs este periodo
adicionaram-se 2 ml de uma solucdo saturada de sulfato de amonio e 4,75 ml de agua.
Voltou-se a homogeneizar e a deixar repousar, desta vez durante 10 minutos.

Centrifugaram-se todas as amostras durante 5 minutos a 4000 rpm e leu-se a
absorvancia a 280 nm. Para a quantificacdo propriamente dita usou-se a seguinte formula:
A280 (taninos) = A280 (controlo) — A280 (amostra com metil-celulose).

De modo a calcular o teor de taninos em miliequivalentes de epicatequina realizou-
se uma curva de calibracdo com cinco solucdes de epicatequina (Sigma Life Science) a
diferentes concentracGes. Para cada concentracdo fizeram-se trés leituras. O grafico da reta
de calibracdo pode ser consultado no capitulo 6.4.

3.2.4.3 Determinacao das caracteristicas cromaticas
Para medir e quantificar a cor utilizou-se o sistema CIELab. Este sistema assenta na

premissa de que a cor do vinho pode ser descrita segundo trés atributos, a tonalidade, a
intensidade e a cromaticidade. Este sistema transforma estes atributos num sistema de
coordenadas cartesianas retangulares, o que traduz com grande precisdo a sensibilidade
humana em relacéo a cor.

A luminosidade, representada por L, indica a transmitdncia, sendo esta
inversamente varidvel a densidade da cor. Os seus valores encontram-se entre o intervalo:
0 (opacidade total) — 100 (completamente transparente). Ja a tonalidade, representada por
a*, corresponde a variacdo entre a cor vermelha (+a*) e a cor verde (-a*) e cromaticidade,
b*, corresponde a variacdo entre a cor amarela (+b*) e a cor (-b*).

Determinaram-se as coordenadas do espaco CIELab através da leitura das
absorvancia entre os 400 e os 700nm.

Com os resultados obtidos pelo CIELab avaliou-se a existéncia de varia¢fes, na cor
entre amostras, visualmente significantes através do (AE). Este parametro é calculado a
partir da seguinte equagdo: (AL + Aa™? + Ab™?) %° Onde, AL"= L (amostra 1) — L~
(amostra2); Aa’= a” (amostral) —a" (amostra 2); Ab"= b" (amostral) — b" (amostra 2).
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3.2.5 Anélise microbiolégica
A analise da estabilizacdo microbioldgica dos vinhos realizou-se pela inoculagéo,

em duplicado, de placas com meio especifico para bactérias (WL Diferencial Medium,)
para bolores e leveduras (WL Nutrient agar) e em especifico para as leveduras
Brettanomyces (Brettanomyces agar). Em seguida incubaram-se as amostras a 35 °C
durante 2 dias, isto para bolores, leveduras e bactérias. Para Brettanomyces incubou-se a 25

°C durante 8 dias.

3.2.6 Andlise sensorial
A analise sensorial realizou-se através de testes descritivos, de dois em dois meses,

por um painel de 5 provadores. Nestas anélises avaliaram-se pardmetros relacionados com
a cor (intensidade da cor, violeta, vermelho, castanho e limpidez para vinhos tintos e rosés;
intensidade da cor, citrico, palha, castanho e limpidez para vinhos brancos) com o aroma
(frutado, floral, balsdmico, especiarias, empireumatico, sulfurado, vegetal, intensidade,
equilibrio para o vinho tinto; frutado, floral, especiarias, sulfurado, vegetal, intensidade e
equilibrio para vinhos brancos e rosés) e com o sabor (corpo, adstringéncia. Amargo,
acidez, doce, persisténcia e equilibrio para vinhos tintos; corpo, amargo, acidez, doce,
persisténcia e equilibrio para vinhos brancos e rosés). A cada elemento do painel entregou-
se uma folha de prova com os parametros anteriores a fim de os avaliar de acordo com uma

escalade 1a 10.

3.2.7 - Andlise estatistica

Procedeu-se a anélise dos dados com o auxilio do programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS). Aplicou-se a andlise estatistica aos resultados obtidos na
quantificacdo dos compostos fenolicos e na analise sensorial. De modo a avaliar a
significancia das diferengas entre amostras verificou-se primeiro se as amostras dentro de
cada ensaio seguiam uma distribuicdo normal. Dependo da sua distribuicdo aplicou-se a
analise descritiva de variancia (ANOVA) (distribuicdo normal) e para as variaveis que néo

seguiam uma distribuicdo normal aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Determinou-se a significancia estatistica segundo o p-value, sendo que para p-values

inferiores a 0,05 considerou-se haverem diferencas significativas entre amostras.

4. Resultados e Discussao

No seguinte capitulo encontram-se expostos os resultados das anélises fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais realizadas as amostras de vinho tinto, rose e branco.
Inicialmente sdo expostos os resultados da caracterizacdo sumaria de todos os vinhos. Os
resultados das andlises aos compostos fenolicos e a cor, as analises microbioldgicas e as
andlises sensoriais serdo expostas posteriormente. Uma vez que o objetivo do presente
estudo € avaliar os efeitos das metodologias de estabilizacdo microbioldgica nos diferentes
tipos de vinhos dividiram-se 0s restantes resultados em quatro partes. Assim,
primeiramente serdo expostos os resultados referentes ao ensaio no qual se aplicaram
diferentes velocidades de enchimento de vinho tinto sucedendo-se 0 ensaio comparativo
entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinhos tintos. Apds os resultados
obtidos para vinhos tinto, encontram-se os resultados para vinho rosé e por fim os

resultados para vinho branco.

4.1. Caracterizacgédo dos vinhos

Com o intuito de obter uma caracterizagdo sumarias dos vinhos, foram analisados
0s seguintes parametros: teor alcodlico, a acidez volétil, a acidez total, o pH, a massa
volimica, o extrato seco, o teor em acucares redutores, a turbidez e o teor em didxido de
enxofre livre e total foram analisados de modo a obter uma caracterizacdo sumaria dos
vinhos utilizados. Os resultados obtidos para estes parametros encontram-se nas Tabelas
5,6 e 7 enas Figuras 12, 13 e 14.

A caracterizacdo sumaria é essencial para a caracterizacdo qualitativa global do
vinho. Estas analises retratam ndo s6 as propriedades organoléticas, mas também séo

indicadoras de estabilidade microbioldgica do vinho.
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Tabela 5: Caracterizagdo sumaria do vinho tinto utilizado no estudo

Parametros analisados Resultados

Teor alcoolico (%v/v) 13.0 13.0
Acidez total (g/L) 5.3 5.4
Ph 3,72 3,72

Massa Volimica (g/mL) 0.9949 0.9949
Extrato seco (g/L) 35.2 35.2
Acucares redutores (g/L) 6.9 6.9
Turbidez (NTU's) 3.37 3.37

Tabela 6: Caracterizagdo sumaria do vinho rosé utilizado ao longo do estudo

Parametros analisados Resultados

Teor alcoolico (%v/v) 12.5 125
Acidez total (g/L) 5.7 5.6
Ph 3,36 3,36

Massa Volumica (g/mL) 0.9912 0.9914
Extrato seco (g/L) 24.2 24.8
Acucares redutores (g/L) 4.9 4.9
Turbidez (NTU's) 0.83 0.75

Tabela 7: Caracterizagdo sumaéria do vinho branco utilizado durante o estudo

Parametros analisados Resultados
Teor alcoolico (%v/v) 12.5 125
Acidez total (g/L) 5.6 5.6
Ph 3,35 3,36
Massa Volamica (g/mL) 0.9904 0.9904
Extrato seco (g/L) 222 222
Acucares redutores (g/L) 3.0 3.0
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Turbidez (NTU's) 0.67 0.61

A acidez volatil é composta pelos &cidos pertencentes a série acética, podendo estes
encontrarem-se no estado livre e em forma de sais (OIV, 2019) . A maior percentagem
destes acidos € ocupada pelo acido acético, este por sua vez, no vinho, € originado durante
as fermentacOes alcodlica e malolatica (Instituto dos vinhos do Douro e Porto, 2018).
Concentracfes elevadas podem provocar efeitos organoléticos negativos, isto é, podem
atribuir um carécter azedo ao vinho. Por este motivo a acidez volatil encontra-se
regulamentada, ndo podendo exceder os 1,2 g/L salvo raras exce¢des de vinhos com

regulamentacéo particular (O1V, 2015)

Nas amostras de vinho estudadas no presente trabalho ndo sdo observaveis
diferencas significativas entre amostras do mesmo ensaio (p>0,05). No ensaio comparativo
entre velocidades de enchimento em vinho tinto (Figura 12a) para além de ndo se
encontrarem diferencas significativas entre as amostras, também ndo se observam grandes
variacdes de acidez volatil ao longo de cento e cinquenta dias. Neste ensaio as amostras, a
excecdo da amostra A, tiveram um pico de acidez volatil na primeira semana e nos meses

seguintes os valores desta foram-se aproximando dos valores iniciais.

No segundo ensaio com vinho tinto (ensaio comparativo entre metodologias de
estabilizacdo microbioldgica), Figura 12b, também ndo sdo visiveis diferencas
significativas entre amostras. Neste ensaio, registou-se um ligeiro aumento (0,02 g/L -
amostra Tvt2; 0,04 g/L- amostra J; 0,03 g/L- amostra K) da acidez volatil nos primeiros
trinta e um dias de estagio em garrafa. Apos sessenta e nove dias, observou-se um segundo

aumento dos valores nas amostras T e K.

Nas amostras de vinho rosé e branco (Figura 12c e 12d, respetivamente) observou-
se um comportamento semelhante em ambas até aos setenta e quatro e setenta e cinco dias,
respetivamente. Em nenhum destes dois tipos de vinho se observou diferencas
significativas entre amostras. Ja ap6s cento e cinco dias observou-se um declinio da acidez
volatil nas amostras de vinho rosé, ja nas amostras de vinho branco, ap6s cento e quatro

dias, a acidez volatil manteve-se constante. As grandes variagbes da acidez volatil
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possivelmente dever-se-80 a erros de anélise. A acidez volatil tende a manter-se estavel
caso 0 vinho n&o se encontre contaminado com microrganismos de alteragéo.
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Figura 12: Quantificagdo da acidez volatil, das amostras de vinho tinto, envolvidas no estudo comparativo entre
diferentes velocidades de enchimento (a) e das amostras envolvidas no estudo comparativo entre técnicas de
estabilizacdo microbiolégica (b), rosé (c) e de vinho branco (d).

Quanto ao teor em didxido de enxofre total e assumindo a possibilidade de desvio
de até 5ppms, na maioria das andlises realizadas ndo foram detetadas alteracdes
significativas ao longo do tempo (p>0,05). Contudo é observavel uma ligeira diminuigéo
dos seus valores ao longo do tempo, 0 que se encontra de acordo com Jackson, (2008);
Puech et al., (2006). As amostras que mais demonstram esta diminuigdo sdo as amostras
testemunha dos ensaios em vinho tinto, onde se avaliaram as velocidades de enchimento, e
em vinho rosé. A diminuicdo do SO, T durante o periodo apds o engarrafamento é normal.
A formacdo de hidroxi-sulfonatos, reducdo das diquinonas (principalmente em vinhos

tintos), oxidacdo da forma sulfito e claro, embora em pequenas quantidades, a perda por
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evaporacao através da rolha sdo os motivos pelos quais 0 SO>T diminui ao longo do tempo
(Jackson, 2008). No que diz respeito as amostras T e Tyt possuirem uma diminuicdo
superior as restantes amostras dos respetivos ensaios, esta pode ser explicada
possivelmente pelo método de engarrafamento. O engarrafamento destas amostras foi

manual o que acaba por expor as amostras a niveis de oxigenacao superior.
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Figura 13: Quantificagdo do teor em anidrido sulfuroso total, em partes por milh&o (ppm), das amostras de vinho tinto,
envolvidas no estudo comparativo entre diferentes velocidades de enchimento (a) e das amostras envolvidas no estudo
comparativo entre técnicas de estabilizacdo microbioldgica (b), das amostras de vinho rosé (c) e de vinho branco (d).

Através da analise da Figura 14 observamos um comportamento semelhante ao da
Figura 13, isto &, registou-se uma diminuigédo gradual ao longo do estudo. Este fendmeno
deve-se principalmente as suas rea¢cdes com as quinonas, isto €, a redugdo das quinonas ou
a formacéo de complexos incolores com quinonas (Boulton et al., 1999). Neste parametro
também se detetou uma diminuicdo superior nas amostras T e Tvr, sendo estas as amostras

testemunhas do estudo comparativo entre velocidade de enchimento em vinho tinto e as
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amostras do estudo comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica em

vinho rose, contudo estas diferencas ndo chegam a ser significativas. Mais uma vez esta

diferenga podera dever-se a sobre-oxigena¢do provocada durante o enchimento.
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Figura 14: Quantificacdo do teor em anidrido sulfuroso livre, em partes por milhdo (ppm), das amostras de vinho
tinto, envolvidas no estudo comparativo entre diferentes velocidades de enchimento (a) e das amostras envolvidas no
estudo comparativo entre técnicas de estabilizacdo microbioldgica (b), das amostras de vinho rosé (c) e de vinho branco

).

4.2 Ensaio comparativo entre velocidades de enchimento, teste aplicado em vinho

tinto

Neste ensaio recolheram-se amostras de quatro modalidades distintas. Atribuiram-

se as denominagdes: amostra A, B, C e T que correspondem & velocidade de enchimento

de 3500, 4000, 4500 garrafas/hora e amostra testemunha (amostra ndo pasteurizada),

respetivamente. As temperaturas de pasteurizacdo atingidas durante o processo de

estabilizagdo microbioldgica pré-engarrafamento encontram-se na tabela 8.
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Tabela 8: Temperatura atingida pelo vinho tinto em diferentes pontos, desde a pasteurizagao até ao enchimento.
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Atraveés da observacdo da tabela 8 € possivel constatar a existéncia de ligeiras variacdes
de temperatura, no mesmo ponto, em diferentes amostras. E ainda possivel verificar que a
medida que a velocidade de enchimento aumenta, existe uma tendéncia para que as
temperaturas atingidas pelo vinho, desde a pasteurizacdo até ao engarrafamento,

diminuam.

4.2.1. Analise dos compostos fendlicos das amostras referentes ao ensaio comparativo

entre velocidades de enchimento

Em seguida sera apresentada a evolugdo do indice de fendis totais, da intensidade da
cor, da tonalidade, da pigmentacdo polimérica, do indice de polimerizacdo, das
antocianinas coradas e totais e dos pigmentos totais e do teor em taninos ao longo de cento
e cinquenta dias. As Figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21 permitem a comparagdo destes

parametros entre as diferentes amostras utilizadas neste ensaio.

Os indices de fendis totais encontram-se expressos em unidades de absorvancia.
Através da Figura 15 observa-se um desenvolvimento, deste pardmetro, muito semelhante
entre as diferentes amostras, ndo havendo diferencas significativas (p > 0,05). O que se
observa, até aos cento e vinte e quatro dias, sdo periodos alternados de pequenos aumentos
e declinios destes valores. Esta curva de evolucdo assemelha-se bastante a dos taninos,
podendo ser um indicio do motivo principal pelo qual se observaram estas variancias. Ja na
ultima analise observou-se uma quebra desta tendéncia, isto é, registou-se uma continuagao

do aumento observada no més anterior.
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Figura 15: Quantificacdo do indice de fendis totais ao longo de 5 meses de estagio em garrafa das amostras de vinho
tinto envolvidas no ensaio comparativo entre velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio
comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra
B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

Na intensidade de cor (Figura 16) das amostras nota-se uma ligeira diferenca da
amostra testemunha para as restantes, embora ndo seja uma diferenca significativa
(p>0,05). No global é visivel um decréscimo constante deste parametro. Varios estudos
como o de Robinson et al (1966) indicam que a pasteurizacdo tem um efeito negativo na
intensidade de cor, embora neste estudo 0 mesmo ndo seja observavel em quantidades

significativas.

Puech et al., (2006) num estudo onde avaliou a intensidade da cor de vinhos expostos
a diferentes temperaturas de armazenamento durante 36 meses, também observou um

decréscimo da intensidade nos primeiros 3 meses.

Na ultima andlise ja se observa um aumento da intensidade de cor nas amostras
pasteurizadas, 0 que se encontra de acordo com o que Puech et a, (2006) observou. Esta
observacdo em conjugacdo com o0 aumento da tonalidade e do teor em pigmentos
poliméricos verificado no mesmo periodo, podera ser indicativo de que aumento da
intensidade se deva a um aumento da tonalidade amarela, isto é, de um aumento da
absorvancia no comprimento de onda de 420 nm. Este aumento como ja referido podera

dever-se ao aumento dos pigmentos poliméricos.
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Figura 16: Quantificacdo da intensidade de cor, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho envolvidas no
ensaio comparativo entre velocidades de enchimento Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre
velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de
enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

Quanto a tonalidade (Figura 17), mais uma vez, observa-se um padrdo muito
similar entre as amostras, ndo existindo diferencas significativas entre estas (p>0,05).
Como a intensidade de cor, neste parametro observou-se uma pequena diminuicdo dos
valores ao longo dos cento e vinte e quatro dias. Estes resultados vdo contra a tendéncia
observada por Puech et al (2006), o qual observou um aumento da tonalidade ao longo do
tempo. Estes resultados contraditorios poderdo dever-se a pequena extensdo do estudo,
visto que ap6s 0s cento e vinte e quatro dias ja se observou uma quebra da tendéncia, isto

é, observou-se um ligeiro aumento da tonalidade.

O facto de a diminuicdo da tonalidade ser acompanhada por uma diminui¢do da
intensidade de cor podera significar que o decréscimo na intensidade de cor podera néo ser
devido a polimerizagdo das antocianinas. Em concordancia com esta suposi¢do estdo os
resultados obtidos para os pigmentos poliméricos e o indice de polimerizacdo, no qual se

observa o decréscimo destes valores.
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Figura 17: Quantificacdo da tonalidade, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho envolvidas no ensaio
comparativo entre velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre
velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de
enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

Os pigmentos poliméricos (Figura 18) e o indice de polimerizacao (Figura 19) seguem
uma tendéncia semelhante ao longo do estudo. Ao fim de cento e vinte e quatro dias, tanto
0 teor em pigmentos poliméricos como o indice de polimerizacdo possuem valores
inferiores aos iniciais, contudo ndo sdo muito diferentes. Embora neste periodo ja se
observe um pequeno aumento do indice de polimerizacdo nas amostras C e T. Em nenhum
dos casos se observou haver efeito significativo da velocidade de enchimento, isto é, ndo se

registaram diferencas significativas entre amostras.

Segundo Revilla e Gonzalez-Sanjosé (2001) existe evidéncia do aumento dos
pigmentos poliméricos ao longo do tempo, embora o tempo de estagio em garrafa tenha
sido superior ao presente estudo. Estes resultados acabam por suportar o facto da
intensidade da cor e a tonalidade diminuirem, quando o0 que se observa noutros estudos é o
aumento da tonalidade a medida que a intensidade da cor diminui.

Quaglieri et al (2017) também obteve evolugdes negativas do indice de polimerizacdo

enguanto observou decrescimos no teor de antocianinas.
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Figura 18: Quantificacdo dos pigmentos poliméricos, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho
envolvidas no ensaio comparativo entre velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio
comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra
B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).
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Figura 19: Indice de polimerizagdo das amostras de vinho envolvidas no ensaio comparativo entre velocidades de
enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A
(velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora),
amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

A gquantidade de antocianinas coradas (Figura 20a) presentes nas amostras esta
representada em unidades de absorvancia. Nas amostras A, B e C registou-se um
comportamento muito semelhante entre elas, sendo este de alteracbes minimas no teor em
antocianinas coradas. J& na amostra T é visivel uma divergéncia de valores em relacao as

restantes amostras a partir do dia trinta e trés. Contudo esta variacdo ndo chega a ser
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estatisticamente significativa. Burin et al (2011) observou uma diminuigéo deste parametro
ao longo do tempo, o que até ao momento ndo se verificou neste estudo, embora que nos

ultimos dois meses se observe uma leve regressdo do teor em antocianinas coradas.

A Figura 20b permite constatar um comportamento muito semelhante entre as
amostras no que toca a evolucdo do teor em antocianinas totais. Até ao dia trinta e trés é
visivel uma tendéncia para valores entre as 15,2 e 15,6 unidades arbitrarias. Nos dias
seguintes observou-se uma diminui¢do constante dos valores registados. (Monagas et al.,
2006) observou um decréscimo superior no teor das antocianinas totais durante o primeiro
ano de envelhecimento. Ja (Ribéreau-Gayon, 1982) observou uma perda de 50% das
antocianinas totais entre o primeiro ano de envelhecimento em garrafa devido a sua

condensacdo com taninos, fendmenos de degradacdo e transformacéo.

Em termos da totalidade dos pigmentos (Figura 20c) existentes nas amostras, é
visivel uma semelhanca entre todas. E tambem observavel uma variagdo muito pequena

deste parametro ao longo do estudo, em que a tendéncia é para a diminuicdo destes valores.

A observacdo da Figura 20 em conjunto com o grafico da evolugdo do indice de
polimerizacdo (Figura 19) permite supor que este decréscimo ndo se deve a reacdes de
condensacdo e polimerizacdo. Em vez disso, podera dever-se a degradacdo das
antocianinas ou formacdo de novos pigmentos principalmente através da condensacdo
direta e por pontes de etil entre antocianinas e flavanois. A estabilidade das antocianinas e
dos pigmentos totais obervada nos primeiros meses podera dever-se a acdo do SO2, o qual
nestes primeiros meses ainda é significativo. Podera ser este o motivo pelo qual ndo se
observam os mesmos resultados obtidos em estudos mais longos, uma vez que o anidrido

sulfuroso tem tendéncia a diminuir com o tempo e o seu efeito protetor também.
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Figura 20: Quantificagdo do teor de antocianinas totais (a), de antocianinas coradas (b) e pigmentos totais (C), em
unidades de absorvancia, das amostras de vinho envolvidas no ensaio comparativo entre velocidades de enchimento.
Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de

enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C
(velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

O teor de taninos (Figura 21) encontra-se expresso em mg/L equivalentes de
epicatequina. Nesta figura é observavel uma variacdo do teor ao longo dos dias, no qual se
observam diminui¢cbes e aumentos alternados dos valores. Na literatura (Revilla e
Gonzalez-Sanjosé, 2001), observaram uma diminui¢do deste parametro ao longo do tempo,
a medida que os taninos se vao condensando e polimerizando 0 que provoca a sua
precipitacdo.Jd os aumentos poderdo dever-se a quebras da ligagdo C-C nos polimeros,
catalisada pelo meio acido (Edwin, 1980; Fulcrand et al., 2006; Suéarez et al., 2007).
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Figura 21: Quantificagdo de taninos, em mg/L equivalentes de Epicatequina das amostras de vinho de vinho rosé
envolvidas no ensaio comparativo entre velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio
comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora),
amostra B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500
garrafas/hora).

4.2.2 Andlise da cor das amostras referentes ao ensaio comparativo entre velocidades
de enchimento

A cor das amostras foi analisada de modo a averiguar possiveis alteracdes visualmente
percetiveis, recorrendo ao uso do CIELab. Através dos parametros obtidos segundo esta técnica, é

possivel detetar tais alteracdes, estas denominadas de diferenca colorimétricas e representadas por

AE. Os resultados obtidos sdo observaveis na Tabela 9.
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Tabela 9: Diferencas colorimétricas, entre amostras de vinho tinto, obtidas pela técnica de CIELab. Amostra T (amostra
testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500
garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de
4500 garrafas/hora).

AE Dias T A B C
0 0 0.47 1 0.76
6 0 1.66 0.53 0.39
T 33 0 2.09 1.54 1.77
62 0 1.67
125 0
150 0 2.37 2.75 2.49
0 0.47 0 0.56 0.33
6 1.66 0 1.14 1.32
A 33 2.09 0 1.37 0.62
62 1.67 0 1.46 2.09
125 0 0.07 0.32
150 2.37 0 0.42 0.12
0 1.00 0.56 0 0.24
6 0.53 1.14 0 0.19
B 33 1.54 1.37 0 0.76
62 1.46 0 0.64
125 0.07 0 0.26
150 2.75 0.42 0 0.30
0 0.76 0.33 0.24 0
6 0.39 1.32 0.19 0
C 33 1.77 0.62 0.76 0
62 2.09 0.64 0
125 0.32 0.26 0
150 2.49 0.12 0.30 0

Através de uma anélise a tabela 9 podemos observar que apenas existem alteracdes
colorimétricas percetiveis ao olho entre as amostras T e A, Te B e T e C. Ou seja, apenas
se observam diferencas colorimétricas significativas (AE > 3) entre as amostras que
sofreram pasteurizacio e a amostra testemunha. E ainda percetivel que estas diferencas
foram atingidas mais rapidamente entre as amostras T-B e T-C, uma vez que ja eram
significativas ao fim de 62 dias enquanto que a diferenca entre T e A sO se observou ser

significativa ao fim de 125 dias. Na analise realizada em maio observou-se uma regresséo
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das diferengas colorimétricas entre as amostras pasteurizadas e a amostra testemunha, ao

ponto destas diferencas deixarem de ser significativas.

4.2.3 Analise microbioldgica das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

velocidades de enchimento

Tabela 10: Resultados das analises microbiol6gicas obtidas para vinhos tintos, no ensaio comparativo entre velocidades
de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de enchimento), amostra A
(velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de 4000 garrafas/hora), amostra
C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

Amostra Dias Bolores e Leveduras Bactérias Brettanomyces

0
6
33
61
94
130

incontavel
incontavel
incontavel
3
incontavel
incontavel

incontavel
incontavel
incontavel
2
incontavel
incontavel

0

0
6
33
61
94
130
0
6
33
61
94
130
0
6
33
61
94
130

cNeoNeoNoNoNolloNolololoNelloNeoNeNolNoelNolloNololNolNolNo]
ecNeoNololeolelleoleolololololloNoelNelNelololle ol
cNeoNoNoNolNolloNolNololNoNolloNoNoNoNoelNollolNolNolNolNo]

cNeoNololeololloleolololololloNelNelNelolNollolNollolololo]

cNeoNeoNeoleolollololololoNelloNelNelNelNo o)
cNeoNeoNeololollololololoNelloNelNolNelNo o)

Na Tabela 10 podemos observar o numero de colonias, de diferentes
microorganismos, registados, em duplicado, ao longo do estudo. Através da sua anélise é

visivel que apenas existem contaminacgdes de bolores e leveduras nas amostras testemunha.
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Nas restantes amostras ndo sdo observadas quaisquer contaminagdes. Isto permite inferir
que a velocidade de enhimento e, por isso, a temperatura do vinho atingida durante a
pasteurizacdo ndo influencia a eficiéncia da estabilidade microbiologica. Nas amostras T,
mais concretamente na Gltima analise observaram-se seis colonias de bactérias. Estas
provavelmente devem-se a contaminacdo cruzada por parte do analista, uma vez que é um

caso isolado.

4.2.4. Analise sensorial das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

velocidades de enchimento

Os parametros organdleticos dos vinhos representativos das amostras envolvidas
no estudo da velocidade de enchimento foram avaliados em dois momentos diferentes. Em
ambas as analises, os vinhos foram qualificados quanto a cor, ao aroma e ao sabor por um
painel de cinco provadores. Os resultados meédios das duas provas encontram-se

representados nas Figuras 22 e 23.

A primeira andlise realizou-se quinze dias ap0s a recolha das amostras (Figura
22). No que toca a cor, a amostra testemunha destacou-se das restantes apresentando uma
intensidade de cor e uma tonalidade violeta superior as restantes. Esta amostra obteve
ainda uma pontuacdo um pouco superior na tonalidade vermelha. Nos restantes parametros
avaliados, esta amostra ndo demonstrou possuir diferencas em relacdo as restantes. As
amotras pasteurizadas, ou seja, as amostras A, B e C revelaram ser muito semelhantes
entre si pois foram-lhes atribuidas pontua¢fes muito semelhantes, o que é indicativo de que
numa instancia inicial a velocidade de enchimento ndo influencia a cor. Quanto ao aroma,
ndo se verificou grandes diferencas entre amostras. Em todas destacaram-se o0 aroma
frutado e balsdmico , o equilibrio entre os aromas e a intensidade dos mesmos. No sabor

tambeém ndo se detetaram diferengas organoleticas percetiveis entre as amostras.

Nesta andlise inicial é visivel que, de um modo geral, ndo se detetaram
diferengas signicativas entre amostras (p>0,05), o que poderd ser indicador de que a
velocidade de enchimento e as variagcbes de temperatura de pasteurizacdo consequentes
ndo afetam as caracteristicas organdléticas, pelo menos ndo de forma percetivel. Quanto as

variagOes da intensidade de cor da amostra T em relacéo as restantes, este resultado esta de
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acordo com o que foi descrito por (Robinson et al., 1966), os quais observaram uma
reducdo da intensidade da cor em vinhos pasteurizados. Este fendmeno também foi
observado durante as analises fisico-quimicas realizadas neste estudo. Embora a
intensidade obtida por este meio tenha sido observada uma semana antes da analise

sensorial, ja se notava uma ligeira diferenca, como € visivel na Figura 16.

Cor Aroma
Intensidade de cor Frutado
Equilibrio Floral
Limpidez \ Vermelho ﬁ
Intensidade Balsdmicos
Vegetal Especianas
Castanho Violeta
Sulfurados Empirenm ticos
Sabor
Corpo
Equilibrio Adstringéncia
A T
\.
Persisténcia Acidez B
Doce Amargo

Figura 22: PontuagBes médias da primeira analise sensorial para as amostras de vinho tinto, no ensaio comparativo entre
velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de enchimento),
amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de 4000

garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

A segunda analise (Figura 23) foi realizada no segundo més apos a recolha das
amostras. Nesta andlise organolética ja sdo visiveis mais variacbes nas pontuacbes de
varios parametros entre amostras, contudo nao chegam a ser estatisticamente significativas
(p>0,05). Em termos de cor a principal discrepancia de pontuagdes entre amostras é
referente a tonalidade violeta. Neste parametro é observavel que a amostra A foi a que
obteve uma pontuacdo superior, seguida da amostra C e depois a B. Ja a T obteve uma

grande diminuicdo na pontuacdo entre analises.
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Quanto ao aroma, é visivel um aumento do aroma floral e empireumatico em todas
as amostras, isto em relacdo a primeira analise. Observa-se ainda uma diminui¢do do
equilibrio dos aromas em todas as amostras & exce¢do da amostra testemunha. A amostra A
demonstrou uma diferenca de pontuac6es superior no aroma frutado. No que diz respeito
ao aroma, ndo houve grandes variacdes entre analises. As principais varia¢cdes foram com a
amostra C, que obteve uma pontuagdo um pouco mais baixo no parametro da persisténcia e
equilibrio, e com a amostra A que obteve uma pontuacgdo inferior no corpo e um superior

na adstringéncia.

Cor Aroma

Intensidade de cor Frutado

Equilibrio Floral
Limpidez Vermelho . A )
Intensidade ) Balsdmicos
\/ /
Vegetal Especianas
Castanho Violeta Sulfurados Empireumaticos
Sabor
Corpo
Equilibrio Adstringéncia
g—
Persisténcia Acidez
Doce Amargo C

Figura 23: Pontuagbes médias da segunda andlise sensorial para as amostras de vinho tinto, no ensaio comparativo
entre velocidades de enchimento. Amostra T (amostra testemunha do ensaio comparativo entre velocidades de
enchimento), amostra A (velocidade de enchimento de 3500 garrafas/hora), amostra B (velocidade de enchimento de

4000 garrafas/hora), amostra C (velocidade de enchimento de 4500 garrafas/hora).

A partir da analise conjunta dos resultados fisico-quimicos, microbioldgicos e
sensoriais obtidos durante o estudo pode-se concluir que a velocidade de enchimento nédo
afeta de forma significativamente as caracteristicas qualitativas do vinho nem a

estabilizacdo microbiologica é posta em causa. Deste modo pode-se também concluir que,
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para vinhos tintos, a quantidade produzida por hora pode ser maximizada, ndo afetando a
qualidade do produto final.

4.3 Ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho
tinto.

Neste ensaio recolheram-se amostras de vinho tinto apos diferentes tratamentos de
estabilizacdo microbioldgica pré-engarrafamento, mais concretamente amostras que
sofreram filtrag&o ou pasteurizagdo. Durante o ensaio de recolha das amostras, dez minutos
antes e logo apos a recolha, foram medidas as temperaturas do vinho em diferentes pontos

do processo. As temperaturas registadas encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11: Temperaturas de exposi¢do do vinho, desde o processo de pasteurizagdo até ao seu engarrafamento, durante
a recolha das amostras de vinho tinto

Tempo Visor do Saida do Visor do Saida do Saida do
(minutos) pasteurizador pasteurizador deposito deposito deposito
(°C) (°C) pulméo (°C)  pulméo (°C)  pulmao (°C)
0 90 43 48,3 46 47
10 88 43 48,5 46 47

4.3.1. Analise dos compostos fenolicos das amostras referentes ao ensaio comparativo
entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica em vinho tinto.

Em seguida serdo expostas, em formato de grafico, as evolugbes de diferentes
parametros relacionados com os compostos fenolicos em amostras de vinho tinto. Nas
Figuras 24 a 31 conseguimos observar os resultados obtidos apds o engarrafamento.

Os indices de fendis totais no ensaio em vinho tinto (Figura 24) mantiveram-se
mais ou menos constantes, em todas as amostras, durante os sessenta e nove dias. Apenas a
amostra K (filtrada) demonstrou uma ligeira subida na ultima analise, contudo ndo se

observou ser significativa (p>0,05).
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Figura 24: Quantificagdo do indice de fendis totais, em unidades de absorvéncia, das amostras de vinho tinto envolvidas
no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho tinto), amostra J (amostra pasteurizada), amostra
K (amostra filtrada).

Na Figura 25, € possivel observar um ligeiro declinio da intensidade de cor, nas
amostras T e K, ap6s quarenta e um dias de engarrafemento. Ap0Gs sessenta e nove
observou-se 0 contréario, isto é, tanto T como K tiveram um aumento da intensidade de cor,
contudo nao foi o suficiente para atingir os valores registados na segunda analise. Como ja
referido nos resultados do ensaio anterior, Puech et al (2006) registou um comportamento
semelhante nos primeiros trés meses do periodo de envelhecimento em garrafa.
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Figura 25: Quantificacdo da intensidade de cor, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho tinto envolvidas no
ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiologica. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J (amostra pasteurizada), amostra
K (amostra filtrada).
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Quanto ao Figura 26 observou-se um distanciamento entre a tonalidade das
amostras T e K e das amostras J nos primeiros quarenta e um dias. Contudo apds esse
periodo ja se observaram valores mais proximos entre amostras. Estas diferencas nao sao
estatisticamente significativas. As alteracbes ndo parecem estar relacionadas com a
degradacédo/polimerizacdodas antocianinas. Ao invés disso a tonalidade demonstra seguir o
mesmo padrdo que os pigmentos poliméricos. Deste modo a diminuigdo da tonalidade
poderé dever-se a reacdes de quebra de ligagdes entre 0s compostos poliméricos ou entdo
devido & sua precipitacdo. Os pigmentos poliméricos estdo associados a picos de
absorvancia nos 420 nm o que explicaria a diminui¢do no primeiro més. Ja o aumento da
tonalidade no segundo més podera ser explicado por fendbmenos de polimerizacdo que

conferem tons mais amarelados e com isso aumentem a absorvancia nos 420 nm.
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Figura 26: Quantificacdo da tonalidade, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho tinto envolvidas no ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J (amostra pasteurizada),

amostra K (amostra filtrada).

Nas Figuras 27a e 27b, onde se encontram os resultados do indice de polimerizagdo
e 0 teor em pigmentos poliméricos, ndo se registaram diferencas significativas entre as
amostras (p>0,05). Para além disto, ndo se observaram grandes variagdes ao longo dos
sessenta e nove dias, no indice de polimerizagdo nem no teor em pigmentos poliméricos.
Observou-se apenas um pequeno declinio das amostras T e K nos primeiros 41 dias,
seguido de um aumento para valores semelhantes aos iniciais. Estes fendmenos poderdo

ser explicados pela precipitacdo dos pigmentos, o que explica a diminui¢do dos valores, j&
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0 aumento podera dever-se ao mecanimos de condensacgdo e polimerizagdo dos pigmentos
poliméricos. A estabilidade relativa observada, poderd dever-se ao pequeno periodo de
estagio em garrafa estudado.
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Figura 27: Quantificacdo dos pigmentos poliméricos e indice de polimerizagdo das amostras de vinho tinto (a e b,
respetivamente) envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica. Amostra Tvt2
(Amostra testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica em vinho tinto), amostra
J (amostra pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).

Na Figura 28 observa-se uma tendéncia para a dimininuigdo das antocianinas
coradas, contudo as diferengas entre amostras ndo sdo estatisticamente significativas. A
diminuicdo das antocianinas coradas podera dever-se tanto a descoloracdo destas por parte
do anidrido sulfuroso ou devido a polimerizacdo e condensacdo destas, visto que se

observam variac¢des na quantificacdo dos pigmentos poliméricos.
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Figura 28: Quantificacdo do teor em antocianinas coradas, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho tinto
envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiologica. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha
do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J (amostra
pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).
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No teor de antocianinas totais, ndo sdo observaveis quer variacdes significativas
entre as amostras, quer grandes variacdes ao longo dos sessenta e nove dias. Nos primeiros
meses apds o0 engarrafamento o teor em anidrido sulfuroso total permanece elevado e
possivelmente ligado as antocianinas, protengendo-as de sofrerem fendmenos de
degradacéo.
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Figura 29: Quantificacdo do teor em antocianinas totais, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho tinto
envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica. Amostra Tvt2 (Amostra
testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J
(amostra pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).

Na Figura 30 observamos, principalmente nas amostras J e K, uma constancia dos
valores. J& na amostra T observa-se um ligeiro aumento ap6s sessenta e nove dias, o qual
parece estar associado ao aumento das antocianinas totais no mesmo periodo. Contudo a
diferenca entre amostras ndo é significativa. Outra constatacdo curiosa obtida pela analise
da Figura 30, e em comparagdo com a Figura 29, é o facto de que o nimero de unidades de
absorvancia em ambos os graficos é semellhante. Isto € indicador de que nestes vinhos o
principal pigmento presente sdo as antocianinas. Noutro estudo ja mencionado acima
Monagas et al (2006) foi observado uma diminui¢do das antocinaninas totais. Contudo

nesses ensaios foram aplicados tempos de estagio em garrafa superiores.

67



25,00

=z
5 20,00 _
z ; . 5 -
= b
£ 15,00 1 I
[_.
w
2 10,00
3
& 5,00
By

0,00

0 20 40 60 80
Dias
——Tvt ]

Figura 30: Quantificacdo do teor em pigmentos totais, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho tinto
envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica. Amostra Tvt2 (Amostra
testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J (amostra
pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).

Nos taninos (Figura 31) observa-se um grande decréscimo nos primeiros quarenta e
um dias nas amostras J e K. Isto podera dever-se a precipitacdo dos mesmos. Ja na ultima
analise observa-se um aumento, aproximando-se dos valores da amostra testemunha, que
teve uma estabilidade superior no que diz respeito aos taninos. As amostras J e K, isto &,
amostra pasteurizada e filtrada, aparentam um desenvolvimento contrario o observado por
Revilla e Gonzalez-Sanjosé, (2001), o qual verificou um diminui¢do constante deste
parametro ao longo do tempo. Contudo é necessario salientar a pequena duracdo do
estudo. A polimerizacdo direta dos taninos é um processo lento (Jackson, 2014) e o
contraste entre e formacdo de taninos (quebra da ligacdo C-C nos polimeros) e o seu
desaparecimento (formacdo de novos pigmentos e precipitacdo) (Edwin, 1980; Fulcrand et
al., 2006) poderéa levar a estas variagdes.

A amostra K na andlise realizada ap0s quarenta e um dias do engarrafamento
demonstrou um elevado desvio padréo, isto poderd dever-se a um erro de execucgao por
parte do operador, o que podera ter provocado uma leitura inferior a real numa das leituras
obtidas na analise. Este caso teria sido retificado com uma nova analise, que ndo aconteceu

devido a atual situacao de satde publica.
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Figura 31: Quantificacdo de taninos, em mg/L equivalentes de Epicatequina das amostras de vinho de vinho tinto
envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiol6gica. Amostra Tvt2 (Amostra
testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica em vinho tinto), amostra J
(amostra pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).

4.3.2 Andlise da cor das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho tinto.

Os parametros do CIELab foram calculados, para todas as amostras de vinho
utilizadas neste estudo, ao longo de sessenta e nove dias. De modo a averiguar a existéncia
de alteragdes significativas nos parametros cromaticos calcularam-se as diferencas
colorimétricas (AE) entre amostras de cada ensaio. Os resultados obtidos referentes a esta

analise encontram-se na tabela 12.

Tabela 12: Diferencas colorimétricas, entre amostras de vinho tinto recolhidas aquando do ensaio comparativo entre
técnicas de estabilizacdo microbioldgica, obtidas pela técnica de CIELab. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica em vinho tinto), amostra J (amostra pasteurizada),
amostra K (amostra filtrada).

AE Dias Tvt2 J K
Tvt2 0 0 3,6 1,2
41 0 4,1 2.0
69 0 2,3 2,3
J 0 3,6 0 4,8
41 4,1 0 6.0
69 2,3 0 0,10
K 0 1,2 4,8 0
41 2.0 6.0 0
69 2,3 0,10 0
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No ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiologica (Tabela
12) ja séo visiveis diferencas significativas. A amostra que sofreu um tratamento de
pasteurizacdo demonstrou a existéncia de diferencas em relacdo a amostra K e a
testemunha, logo na primeira andlise. J& a amostra que sofreu filtracdo ndo apresenta ainda
diferengas significativas em relacdo a amostra T. Apds quarenta e um dias observou-se
uma regressao nas diferencas colorimétricas entre as amostras T e J, deixando estas de ser

significativas.

4.3.3. Analise microbioldgica das amostras referentes ao ensaio comparativo entre
metodologias de estabilizacdo microbiol6gica em vinho tinto

Tabela 13: Resultados das analises microbioldgicas obtidas para vinhos tintos, no ensaio de comparacao entre técnicas
de estabilizacdo microbioldgica. Amostra Tvt2 (Amostra testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de

estabilizacdo microbioldgica em vinho tinto), amostra J (amostra pasteurizada), amostra K (amostra filtrada).

Amo

stra Dias Bolores e Leveduras Bactérias Brettanomyces
0 incontavel incontavel incontavel incontavel incontavel |nc2r|1tav
vz 44  incontavel incontavel incontavel incontavel incontavel mczrlnav
60 incontavel incontavel 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
J 44 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0
0 2 1 0 0 0 0
K 44 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0

Através da analise da Tabela 13 é visivel que as amostras sem qualquer tipo de
estabilizacdo microbiana pré-engarrafamento apresentam um nudmero incontavel de
colonias de bolores e leveduras, de bactérias e de Brettanomyces, ao longo dos sessenta e
nove dias. Nas amostras pasteurizadas ndo foram detetadas colénias ao longo de todo o
estudo, ja nas amostras que sofreram um tratamento de filtracdo observaram-se algumas
colbnias de bolores e leveduras na analise inicial, contudo nas andlises seguintes ndo foi

detetada a presenca destes microrganismos.
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A analise dos pardmetros fisico-quimicos e microbioldgicos do ensaio comparativo
entre a filtracdo e a pasteurizacdo, como técnicas de estabilizacdo microbioldgica,
permitiram concluir que tanto a eficacia a nivel microbioldgico bem como a qualidade do
vinho ndo afetavam a qualidade do produto final. Neste ensaio ndo foi possivel a realizacéo
de uma prova sensorial, contudo as provas sensoriais apenas poderiam comprovar
sensorialmente diferencas encontradas nos parametros fisico-quimicos. Como ndo foram
detetas alteraces significativas entre amostras a nivel fisico-quimico pode-se concluir que

a nivel sensorial também ndo se encontrariam diferencas.

4.4 Ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolédgica de vinho
rose

Neste ensaio recolheram-se amostras de vinho apds diferentes tratamentos de
estabilizacdo microbioldgica pré-engarrafamento. Recolheram-se amostras de vinho apds
pasteurizacdo com enchimento a frio (Amostra G), amostras de vinho ap0s pasteurizacéo
com enchimento a quente (H), amostras ap6s filtracdo (Amostras 1) e amostras sem
qualquer tipo de estabilizacdo (Amostras Tvr). Durante o ensaio de recolha das amostras,
dez minutos antes e logo apds a recolha, foram medidas as temperaturas do vinho em

diferentes pontos do processo. As temperaturas registadas encontram-se na tabela 14.

Tabela 14: Temperaturas de exposi¢do do vinho, desde o processo de pasteurizacao até ao seu engarrafamento, durante
a recolha das amostras de vinho rosé.

Vinho rosé (enchimento a Vinho rosé
frio) (enchimento a quente)
Tempo (minutos) 0 10 0 10
Visor do pasteurizador (°C) 95 94 84 84
T de saida d(c())g;asteurlzador 60 60 61 61
Visor do BIB (°C) 40.9 40.3 57.6 57.6
T de saida do BIB (°C) 42 41 52 51
Garrafa ap6s enchimento (°C) 27 26 43 43

4.4.1. Analise dos compostos fendélicos das amostras referentes ao ensaio comparativo

entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho rosé

Nos gréaficos seguintes (Figura 32 a 37) encontram-se os resultados obtidos para os

diferentes parametros dos compostos fendlicos avaliados.
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Na Figura 32 vemos que, no que toca ao indice de fendis totais, as amostras T e |
tém valores muito semelhantes ao longo dos cento e quatro dias. E visivel ainda que
embora nos primeiros setenta e quatro dias, as amostras G e H apresentassem valores
superiores, a tendéncia observada € de os valores de cada amostra se aproximarem,
observando-se, até esse periodo um ligeiro declinio, em todas as amostras, em relacdo aos
valores observados na primeira andlise. J& na Gltima anélise observou-se um aumento em

todas as amostras

Na Figura 32 ¢é ainda possivel observar a existéncia de diferencas entre as
diferentes amostras, contudo ndo chegam a ser significativas (p>0,05). As amostras que
sofreram pasteurizacdo apresentaram valores superiores de fendis totais em relagdo as
amostras testemunha e filtradas, principalmente nos primeiros trinta e trés dias de estagio
em garrafa. Contudo é também visivel uma maior estabilidade dos compostos fenélicos nas
amostras T e | (amostras testemunhas e filtradas), ndo significando por isso que a
pasteurizacdo seja mais benéfica do que a filtracdo de vinhos rosé. Na Ultima andlise
observou-se uma aproximacéao dos valores entre as amostras G e |. Além desta observacéo

é ainda possivel constatar um aumento do indice de fendis totais em todas as amostras.
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Figura 32: Quantificagdo do indice de fendis totais, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho rosé envolvidas
no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica. Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho rosé), amostra G (amostra pasteurizada com
enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra | (amostra filtrada).

Na Figura 33, é percetivel uma evolucdo da intensidade de cor muito semelhante

entre todas as amostras, ndo sendo observaveis diferencas significativas entre amostras. E

visivel um ligeiro aumento ap0s a primeira semana seguida de uma aproximacdo dos
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valores iniciais até aos setenta e quatro dias. Segundo Ribéreau-Gayon, (1982) nos vinhos
com concentragfes de taninos insuficientes, o que é o caso dos vinhos rosé, apenas
algumas antocianinas combinam com taninos e como estas sdo instiveis acabam por se
decompor e consequentemente reduzir a cor do vinho e alterar a tonalidade para tons de
amarelo. Este fendmeno possivelmente explica os resultados obtidos na intensidade da cor
e na tonalidade até ao segundo més. Na Ultima andlise registou-se um aumento da
intensidade em todas as amostras. Provavelmente dever-se-a ao aumento dos compostos

poliméricos.

0,18
0,16

0,14

0,12

0,10 I =

0,08 F7T TUm—
0,06

0,04

0,02

0,00

Intensidade de cor (UA)

0 20 40 60 80 100 120

Dias
—@—Tvr G H |

Figura 33: Quantificacdo da intensidade de cor, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho rosé envolvidas no
ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica. Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiol6gica em vinho rosé), amostra G (amostra pasteurizada com
enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra | (amostra filtrada).

Quanto a tonalidade, na Figura 34, observa-se um declinio ap6s a primeira semana.
Estes valores mantém-se durante os primeiros trinta e trés dias, para G, H e I, e logo ap6s
registou-se um ligeiro aumento seguido de um decréscimo dos valores. Em geral, para
estas amostras a tonalidade manteve-se estavel. Quanto a amostra T, observou-se uma
grande queda da tonalidade durante a primeira semana. Nos dias seguintes este
comportamento continuou, contudo esta diferenca de evolugdo das amostras T ndo se
verificou ser significativa (p>0,05) em relacdo as restantes amostras. Os valores menores
da tonalidade nas das amostras T podem dever-se ao método de engarrafamento, visto que,
devido a este, as amostras tiveram uma oxigenacao superior, 0 que consequentemente

poderd ter afetado a quantidade de anidrido sulfuroso livre e total (comprovado pelas
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Figura 13c e 14c). A reducdo da quantidade de SO- limita a sua ac¢do de descoloracdo das
antocianinas coradas, libertando as mesmas. Isto poderd ainda explicar o motivo do

aumento de antocianinas totais no terceiro més nas amostras T.
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Figura 34: Quantificacdo da tonalidade, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho rosé envolvidas no ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica. Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio
comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho rosé), amostra G (amostra pasteurizada com
enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra | (amostra filtrada).

O indice de polimerizacdo e os pigmentos poliméricos das amostras T, G, H e |
(Figura 35a e 36b) sofreu um aumento na primeira semana. Contudo, nos dias seguintes
registou-se um declinio seguido de uma estabilizacdo dos valores, em todas as amostras, 0
que levou a aproximacao do indice inicial. A inexesténcia de taninos propicia tanto o baixo
namero de pigmentos poliméricos existentes bem como a taxa de polimerizacdo. Na Gltima
analise observou-se um aumento, tanto do teor de pigmentos poliméricos como do indice
de polimerizacdo. Numa visdo global, ndo se observaram diferencas significativas, tanto
para o indice de polimerizacdo como para 0 teor de pigmentos pigmentos polimericos,

entre as diferentes amostras.
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Figura 35: Quantificacdo dos pigmentos poliméricos e indice de polimeriza¢do, em unidades de absorvancia, das
amostras de vinho rosé (a e b), respetivamente, envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo
microbiolégica. Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo
microbiolégica em vinho rose), amostra G (amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra H (amostra
pasteurizada com enchimento a quente), amostra | (amostra filtrada).

Através da observacdo da Figura 36a e 36b é percetivel uma variacao alternada dos
valores, observando-se aumentos seguidos de declinios, tanto das antocianinas totais como
das antocianinas coradas, isto nos primeiros setenta e quatro dias. E ainda visivel que o
principal responsavel pelo decréscimo das antocianinas totais sdo as antocianinas coradas.
Estas representam uma percentagem das antocianinas totais e as propor¢des de decréscimo,
observadas nas Figuras 36a e 36b sdo muito semelhantes, a exce¢do das amostras T nas
quais, no dia setenta e quatro se registou um aumento do teor em antocianinas coradas e
uma diminui¢do nas totais. Como referido acima, a falta de taninos provoca uma maior
instabilidade nas antocianinas que acabam por degradar, o que pode explicar a tendéncia de
reducdo das antocianinas totais observada na Figura 36b . Na Gltima analise observou-se
um aumento do teor em antocianinas coradas nas amostras T. Como referido em cima, este
aumento podera dever-se aos niveis menores de SO, registados para esta amostra. E ainda
importante referir que ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas entre as

amostras.
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Figura 36: Quantificacdo do teor em antocianinas coradas e totais (a e b, respetivamente), em unidades de absorvancia,
das amostras de vinho rosé envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica.
Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbiolégica em vinho
rosé), amostra G (amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a
quente), amostra | (amostra filtrada).

Na Figura 37, este representado por unidades de absorvancia, é visivel uma
tendéncia de diminuicdo dos pigmentos totais. Embora os valores difiram um pouco entre
as amostras (p>0,05), a tendéncia de evolugdo é muito semelhante em todas. Estes valores
estdo de acordo com (Ribéreau-Gayon, 1982) o qual afirma que a insuficiéncia de taninos

provoca uma maior instabilidade nas antocianinas.
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Figura 37: Quantificacdo do teor em pigmentos totais, em unidades de absorvancia, das amostras de vinho rosé
envolvidas no ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica. Amostra Tvr (Amostra
testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica em vinho rosé), amostra G
(amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra |
(amostra filtrada).
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4.4.2. Analise da cor das amostras referentes ao ensaio comparativo entre
metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho rosé

Os parametros do CIELab foram calculados, para todas as amostras de vinho rosé
utilizadas neste estudo, ao longo de cento e quatro dias. De modo a averiguar a existéncia
de alteragdes significativas nos pard@metros cromaticos calcularam-se as diferencas
colorimétricas (AE) entre amostras de cada ensaio. Os resultados obtidos referentes a esta

analise encontram-se na tabela 15.

Tabela 15: Diferencas colorimétricas, entre amostras de vinho rosé, obtidas pela técnica de CIELab. Amostra Tvr
(Amostra testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica em vinho rosé), amostra
G (amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra |

(amostra filtrada).

AE Dias TVR G H /
0 0 0.43 0.86 0.17
7 0 0.29 0.59 0.40
IVR 33 0 0.55 0.57 0.66
75 0 0.87 0.60 0.97
104 0 2.82
0 0.43 0 0,44 0,38
7 0,29 0 0,45 0,40
© 33 0.55 0 0,16 0,16
75 0,87 0 0,40 0,13
104 0 0.53 0.14
0 0,86 0,44 0 0,80
7 0,59 0,45 0 0,46
f 33 0,57 0,16 0 0,29
75 0,60 0,40 0 0,52
104 2.82 0.53 0 0.44
0 0,17 0,38 0,80 0
7 0,40 0,23 0,46 0
/ 33 0,66 0,16 0,29 0
75 0,97 0,13 0,52 0
104 0.14 0.44 0

No vinho rose (Tabela 15) ndo sdo detetaveis quaisquer diferencas significativas
(AE <3), entre amostras, noS primeiros setenta e cinco dias. O que indica que até este
periodo nenhuma técnica de estabilizagdo microbiologica provoca alteracGes

colorimétricas visualmente percetiveis. Contudo € visivel um aumento das diferencas, entre
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a maioria das amostras, ao longo do estudo. Ao final de 104 dias ja é visivel uma pequena
diferenca significativa entre as amostras Tvr- G e Tr-I

4.4.3. Analise microbioldgica das amostras referentes ao ensaio comparativo entre
metodologias de estabilizacdo microbiologica em vinho rosé

Tabela 16: Resultados das analises microbioldgicas obtidas para amostras de vinho rosé. Amostra Tvr (Amostra
testemunha do ensaio comparativo entre metodologias de estabilizagdo microbioldgica em vinho rosé), amostra G
(amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra |

(amostra filtrada).

Amostra Dias Bolores e Leveduras Bactérias Brettanomyces
0 incontavel incontavel 0
6 incontavel incontavel
31 incontavel incontavel
74 incontavel incontavel
105 incontavel incontavel
0
6
31
74
105
0
6
31
74
105
0
6
31
74
105
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As andlises microbioldgicas as amostras de vinho rosé (Tabela 16) demonstram que
apenas as amostras sem qualquer tipo de estabilizagdo, amostra TVR, possuem
contaminagdes consistentes de bolores e leveduras ao longo dos cento e cinco dias. Quanto
as restantes, observou-se a presenca de colonias de bolores e leveduras nas amostras
filtradas, amostras I. Contudo, apenas se visualizaram estas colonias na primeira e na
segunda analise, isto € até a primeira semana ap6s o engarrafamento. O desaparecimento
dos bolores e leveduras durante o primeiro més de estagio (trinta e um dias) em garrafa

devera dever-se a a¢do antimicrobiana do SO.. Ainda sobre estas amostras, registou-se a
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presenca de uma coldnia de bactérias na segunda analise, contudo sendo um caso isolado

possivelmente sera uma contaminag&o cruzada.

4.4.4. Andlise sensorial das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho rosé

As amostras de vinho rosé foram ainda avaliadas sensorialmente, trinta e um
dias apds o engarrafamento. De modo a averiguar a existéncia de variagdes organoléticas
entre amostras, 0s vinhos foram avaliados quanto a sua cor, a0 seu aroma e ao seu sabor.
Os resultados médios obtidos pela anélise de cinco provadores encontram-se expostos na

Figura 38.

Nas amostras de vinho rosé ndo sdo percetiveis diferencas significativas
(p>0,05) ao nivel da cor. Em todas as amostras atribuiu-se uma pontuacado de seis valores a
tonalidade vermelha, sendo esta a tonalidade principal. Todas as amostras demonstraram
uma limpidez elevada e uma intensidade de cor intermédia. As principais variaces foram
observadas no aroma, contudo ndo se observaram ser estatisticamente significativas. A
amostra que evidenciou os aromas mais intensificados foi a amostra testemunha, mais
concretamente os aromas frutados e floral e a intensidade geral dos aromas. A amostra
pasteurizada com enchimento a frio demonstrou possuir as menores pontuacdes no que
toca ao aroma frutado e floral, ao equilibrio geral dos aromas e a intensidade dos mesmos.
As amostras H e | (pasteurizada com enchimento a quente e amostra filtrada,
respetivamente) sdo muito semelhantes entre si e sdo as que mais se assemelham a amostra
testemunha. Em termos de sabor, € um vinho com algum equilibrio, possui uma

persisténcia, uma acidez, um corpo e uma docgura intermédia.

Ling et al (2019) ao estudar a evolugdo sensorial de vinho rosé e branco detetou
uma diminuicdo da intensidade do aroma, ao longo de 18 meses. Contudo observou

tambem que esta diminuigdo foi superior para vinhos brancos.
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Figura 38: PontuacGes médias da analise sensorial para as amostras de vinho rosé envolvidas, no ensaio comparativo
entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica. Amostra Tvr (Amostra testemunha do ensaio comparativo entre
metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho rosé), amostra G (amostra pasteurizada com enchimento a frio),
amostra H (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra | (amostra filtrada).

No curto periodo do presente estudo apenas se encontraram diferencas
significativas nas diferencas colorimétricas. Contudo estas diferencas sdo pequenas e esta
presente para amostras pasteurizadas e filtradas. Deste modo pode-se concluir que, para
vinho rosé, a utilizacdo quer da filtracdo, quer da pasteurizacdo poderao ser utilizadas para

a estabilizacdo microbiolodgica pré-engarrafamento.

4.5 Ensaio comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbiolégica de vinho
branco.

Nos vinhos brancos ndo se realizaram as analises aos compostos fendlicos, uma vez
que os compostos fenolicos avaliados neste estudo ndo estdo presentes de todo ou pelo
menos ndo de forma significativa, neste tipo de vinhos. Assim, avaliaram-se apenas as

diferengas colorimétricas, a eficicia da estabilizacdo microbioldgica e as diferencas
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sensoriais entre as amostras. Neste ensaio recolheram-se amostras de trés tipos, amostras

pasteurizadas com enchimento a frio (amostra D), amostras pasteurizadas com enchimento

a quente (amostra E), amostras filtradas (amostra F). Durante cada ensaio de recolha das

amostras, dez minutos antes e logo apds a recolha, foram medidas as temperaturas do

vinho em diferentes pontos do processo. As temperaturas registadas encontram-se na tabela

17.

Tabela 17: Temperaturas de exposi¢do do vinho, desde o processo de pasteurizagdo até ao seu engarrafamento, durante

a recolha das amostras de vinho branco

Vinho Branco
(enchimento a frio)

Tempo (minutos) 0 10

Visor do pasteurizador (°C) 100 100
T de saida d(c())g)asteurlzador 99 29
Visor do BIB (°C) 24.6 24

T de saida do BIB (°C) 24 24
Garrafa apo6s enchimento (°C) 24 24

Vinho branco
(enchimento a quente)

0
91

54

47.7
35
40

10
90

54

47
36
40

45.1. Analise da cor das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho branco

As diferencas colorimétricas (AE) entre as amostras foram obtidas através do

recurso ao CIELab. Os resultados obtidos referentes a esta analise encontram-se na tabela

18.
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Tabela 18: Diferencas colorimétricas, entre amostras de vinho branco, obtidas pela técnica de CIELab. Amostra D
(amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra E (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra F

(amostra filtrada)

AE Dias

0
7

35
75

104

35
75

104

35
75

104

O O O o U

0,12
0,72
0,14
0,26
0,48
0,21
0,39
0,40
0,37
0,47

0,12
0,72
0,14
0,26
0,48

0,32
0,77
0,32
0,19
0,13

0,21
0,39
0,40
0,37
0,47
0,32
0,77
0,32
0,19
0,13

o O O O

Como nas amostras de vinho rose, as amostras de vinho branco (Tabela 18), até ao

momento, ndo demonstraram diferencas colorimétricas significativas entre si. Isto é, por

enguanto ndo existem diferencas visuais percetiveis ao olho humano significativas.
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4.5.2. Analise microbioldgica das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

metodologias de estabilizacdo microbioldgica em vinho branco

Tabela 19: Resultados das andlises microbioldgicas obtidas para amostras de vinho branco. Amostra D (amostra

pasteurizada com enchimento a frio), amostra E (amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra F (amostra

filtrada).

Amostra  Dias
0
D 6
31
73
104
0
6
31
73
104
0
F 6
31
73
104

Bolores e Leveduras

ocNeololoNeolleoNolNelNolollolNollololdv)

O OO OO OO OO O OO oo

O OO OO OO OO0 0O O0OO0OOo

Bactérias

O OO OO OO OO0 0O O0OO0OOo

Brettanomyces
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

A partir da Tabela 19 é visivel a inexisténcia de qualquer colonia de

microrganismos ao longo dos cento e quatro dias, com excecdo da amostra pasteurizada

com enchimento a frio na primeira analise, na qual se registaram 3 e 5 colénias de bolores

e leveduras. Estas coldnias possivelmente desapareceram devido ao efeito antimicrobiano

do SO L.

4.5.3. Andlise sensorial das amostras referentes ao ensaio comparativo entre

metodologias de estabilizagcdo microbiologica em vinho branco

As amostras de vinho branco foram ainda avaliadas sensorialmente, um més apés o

engarrafamento. De modo a averiguar a existéncia de variagdes organoléticas entre

amostras, os vinhos foram avaliados quanto a sua cor, ao seu aroma e ao seu sabor. Os

resultados medios obtidos pela analise de cinco provadores encontram-se expostos na

Figura 39.
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Nas amostras de vinho branco ndo se observaram diferengas significativas (p>0,05) ao
nivel da cor. Todas as amostras demonstraram ter uma cor maioritariamente citrica, com
um alto nivel de limpidez. Ao nivel do aroma, a principal varia¢do foi no aroma sulfurado,
no qual as amostras D e E, ou seja, as amostras pasteurizadas obtiveram uma pontuacao
um pouco superior neste parametro, contudo ndo sdo estatisticamente significativas. No
sabor, as amostras sdo muito semelhantes, a exce¢do da amargura, na qual a amostra
filtrada (F) obteve uma pontuacdo um pouco inferior em relacéo as restantes, contudo esta
diferenca ndo chega a ser estatisticamente significativa (p>0,05). No requisito do sabor, 0
vinho em relacdo ao equilibrio e a persisténcia obteve uma pontuacdo de 7, uma dogura e

um corpo intermédio, uma amargura baixa e uma elevada acidez.

Malletroit et al (1991) num estudo onde avaliou os efeitos da pasteurizagdo na
composicdo, nas propriedades organoléticas e na estabilizagdo microbioldgica recorreu a
testes duo-trio para comparar as caracteristicas sensoriais de vinhos brancos. Neste estudo
ndo se detetaram diferencas significativas entre as amostras pasteurizadas e nao

pasteurizadas.

Ling et al (2019) ao estudar a evolucéo dos perfis sensoriais do vinho branco e rosé
ao longo de dezoito meses observou uma tendéncia de diminuicdo na intensidade
aromatica do vinho branco. Sims et al (1990) ndo observaram diferencas significativa na
intensidade aromatica entre amostras de vinho branco filtrado e ndo filtrado J& Peri et al
(1988)., numa prova sensorial ndo detetou variagdes significativas no corpo e na
adstringéncia entre amostras de vinho filtradas e amostras néo filtradas.
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Cor Aromas

Intensidade de cor Frutado
Equilibrio Floral
Limpidez Citrico
Intenzidade Especiarias
Castanho Palha Vegetal Sulfurados
Sabor
Corpo
Equilibrio Amargo — D
— E
— F
Persisténcia Acidez
Doce

Figura 39: PontuacOes médias da analise sensorial para as amostras de vinho branco, no ensaio comparativo entre
metodologias de estabilizagdo microbiolégica. Amostra D (amostra pasteurizada com enchimento a frio), amostra E
(amostra pasteurizada com enchimento a quente), amostra F (amostra filtrada)

Neste ensaio, igualmente aos referidos acima, pode-se concluir que no periodo
avaliado ambas as técnicas utilizadas ndo afetam a qualidade do vinho.
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5. Conclusao

O presente estudo permitiu ndo s6 comparar os efeitos na qualidade do vinho
provocados pela filtracdo e pasteurizagdo anteriores ao engarrafamento, bem como avaliar
o efeito das diferentes velocidades de enchimento e consequentes variagdes da temperatura
de exposicao do vinho durante a pasteurizacdo. Este estudo apresenta ainda a vantagem de
ndo se cingir a um unico tipo de vinho. Ao invés disso, sdo avaliados os efeitos de
diferentes metodologias de estabilizacdo microbiologica em trés tipos de vinho, isto é,
vinho tinto, rosé e branco. Para além disto, o presente estudo apresenta uma visdo bastante
holistica na avaliacdo dos parametros de qualidade. Neste cruzam-se andlises sensoriais,

fisico-quimicas e microbioldgicas.

Apesar destas vantagens o estudo apresenta algumas limitagdes. Comecando pelo
curto periodo do estudo. Neste estudo, dependendo do ensaio, foi avaliado o estagio em
garrafa ao longo de 150, 69, 105 e 104 dias do vinho tinto (do ensaio comparativo de
velocidade de enchimento), do vinho tinto (do ensaio comparativo entre pasteurizacéo
flash e filtragdo), do vinho rosé e do vinho branco, respetivamente. Outros trabalhos
mencionados realizaram-se em janelas de tempo mais alargadas o que permitiu uma visao
mais clara da evolucgdo. Este curto periodo de tempo pode ainda ndo ser suficiente para
detetar alteracfes que possam surgir mais tarde, o que pode ser significativo do ponto de
vista comercial, uma vez que é espectavel que o vinho demore um ano a chegar até ao
consumidor final. Uma outra desvantagem deste estudo relaciona-se com as provas
sensoriais. Estas foram realizadas apenas com testes descritos, o que ndo permite avaliar de
forma concreta a existéncia de diferencas entre amostras. Deveriam ter sido usados teste
triangulares ou duo-trio, contudo devido ao nimero elevado de provadores necessarios e
ao tempo reduzido do estudo ndo foi possivel a sua aplicagdo. Ainda sobre as provas
sensoriais, estavam previstas mais analises contudo devido a situacdo de salde publica
atual as mesmas nao se puderam realizar, 0 que acabou por permitir apenas uma analise
para as amostras de vinho rosé e branco e ndo permitiu a analise do segundo ensaio com
vinho tinto, isto é, o ensaio comparativo entre diferentes metodologias de estabilizacdo

microbiologica.

Posto tudo isto referido acima e segundo os resultados podem-se retirar algumas

conclusbes. A primeira é que a velocidade de enchimento de vinho pasteurizado nédo
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interfere com a qualidade do vinho. Esta € uma mais valia para a empresa em questdo uma
vez que se confirmou que uma producdo superior ndo interfere com as caracteristicas do
vinho, pelo menos durante o tempo estudado. A segunda conclusdo retirada aplica-se ao
vinho tinto, rosé e branco. Nestes vinhos testaram-se a eficiéncia da estabilizacéo
microbioldgica da pasteurizacao e da filtracdo e os seus efeitos nos parametros qualitativos
do vinho. Os resultados permitiram concluir que ambas as técnicas sdo eficazes e para
além disso nenhuma compromete as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do vinho,

dentro do tempo estudado.

5.1. Trabalho futuro:
Como jéa referido este estudo podera ndo ser representativo de todo o periodo de
vida do vinho como produto final. Deste modo as analises deveriam de decorrer por mais
algum tempo, pelo menos até as amostras completarem um ano, isto porque é este o tempo

de vida espectavel do vinho.

Seria interessante também a aplicacdo de outras técnicas de estabilizacdo
microbiolégica nomeadamente o acido ascérbico com o intuito de reduzir os valores de

anidrido sulfuroso adicionados.
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Ficha de prova descritiva das amostras de vinho rosé envolvidas no ensaio

comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica

6.2.
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Ficha de prova descritiva das amostras de vinho branco envolvidas no ensaio

comparativo entre metodologias de estabilizacdo microbioldgica

6.3.
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6.4. Reta de calibracdo da epicatequina utilizada no meétodo da metil-celuloce
precipitavel.

A reta de calibracdo da epicatequina obteve-se pela leitura da absorvancia a 280 nm de
cinco solucbes a diferentes concentracbes de epicatequina. Para cada concentracdo

realizaram-se trés leituras, das quais se obteve o seguinte gréfico.
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