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Resumo

Este relatdrio resultou de um estagio profissionalizante realizado no laboratério de
Enologia da empresa Global Wines S.A., no ambito do Mestrado em Engenharia Alimentar da
Escola Superior Agraria de Coimbra. O trabalho realizado teve como objetivos, além de
adquirir conhecimentos sobre o controlo da qualidade de vinhos, com a execu¢do de métodos
laboratoriais fisico-quimicos e microbioldgicos, avaliar analitica e microbiologicamente
vinagretes inovadores, elaborados com esferas de alginato de célcio (um subproduto da
producdo de vinhos espumantes), e compara-los com amostras comerciais de vinagretes. Com
a amostragem de seis tipos de vinagretes de formulacGes distintas, e trés vinagretes comerciais
diferentes, utilizou-se a metodologia descrita no “Compéndio dos Métodos Internacionais para
Analises de Vinagres”, elaborado pela International Organisation of Vine and Wine (OIV) e
também a metodologia interna da empresa para a analise microbioldgica. Foi possivel notar a
importancia do controlo da qualidade dos vinhos e das amostras de vinagretes em estudo.
Constatou-se que duas das seis amostras elaboradas apresentaram presenga de microrganismos,
enguanto as comerciais ndo apresentaram contaminacdo microbioldgica. Das analises quimicas,
concluiu-se que os resultados divergem da literatura existente sobre o0s vinagretes,
demonstrando que as formulacGes dos vinagretes carecem de ajustes futuros na sua acidez total
e no pH, para garantir estabilidade e seguranca alimentar destes produtos. O trabalho realizado
constitui uma oportunidade de contribuir para uma estratégia de sustentabilidade da empresa,
uma vez que, a reutilizacdo de subprodutos de vinificacdo é muito desejavel para reduzir o

volume de residuos do processo produtivo numa adega.

Palavras-chave: Vinhos espumantes, leveduras encapsuladas, esferas de alginato de calcio,
sustentabilidade, vinagretes.
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Abstract

This report resulted from a professional internship conducted at the Enology laboratory
of Global Wines S.A., within the scope of the Master’s degree in Food Engineering at the
Coimbra Agriculture School in Coimbra. The work carried out aimed not only to acquire
knowledge about wine quality control through physical-chemical and microbiological
laboratory methods but also to analytically and microbiologically evaluate innovative
vinaigrettes made with calcium alginate beads (a byproduct of sparkling wine production) and
compare them with commercial vinaigrette samples. By sampling six different vinaigrette
formulations and three distinct commercial vinaigrettes, we employed the methodology
described in the “Compendium of International Methods for Vinegar Analysis,” developed by
the International Organisation of Vine and Wine (OIV), as well as the company’s internal
methodology for microbiological analysis. It was evident that wine quality control and the
vinaigrette samples were of paramount importance. Two out of the six prepared samples
showed the presence of microorganisms, while the commercial ones remained free from
microbiological contamination. Regarding chemical analyses, the results diverged from
existing literature on vinaigrettes, highlighting the need for future adjustments in their total
acidity and pH to ensure stability and food safety. This work represents an opportunity to
contribute to the company’s sustainability strategy, as reusing winemaking byproducts is highly

desirable for reducing waste volume in the winery production process.

Keywords: Sparkling wines, encapsulated yeasts, calcium alginate beads, sustainability,

vinaigrettes.
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1. Introducéao
1.1 Caracterizacao do estagio e da empresa

O estéagio curricular foi realizado no laboratdrio de Enologia da empresa Global Wines
S.A., em Carregal do Sal. A sua duracéo foi de, aproximadamente, 1000 horas e decorreu no
ambito do Mestrado em Engenharia Alimentar da Escola Superior Agréaria de Coimbra, do
Instituto Politécnico de Coimbra. A empresa situa-se na regido demarcada pelo rio a que nomeia
a maior parte de sua producao — o rio Dao. Foi fundada em 1990 e é atualmente uma das maiores
produtoras de vinhos de Portugal e a maior produtora na regido do D&o. Esta presente em mais
de 40 paises, e comercializa vinhos provenientes das regifes da Bairrada, Alentejo, Douro e
Vinhos Verdes. Trata-se de uma empresa localizada no concelho de Carregal do Sal, distrito de
Viseu e atualmente possui um portfolio variado com producdo de vinhos comuns tranquilos
(brancos, rosés e tintos), vinhos licorosos, vinhos espumantes e aguardente vinica (Global
Wines S.A., 2024a).

Ainda que a sua atividade principal seja a producdo, o engarrafamento e a
comercializacdo de vinhos, a empresa também atua no sector do enoturismo com 0s Seus
espacos vitivinicolas detentores de vastas quintas além de contar com o setor gastronémico nos
seus trés restaurantes: Paco dos Cunhas (Santar, Nelas), Quinta do Encontro (Anadia) e Quinta
de Cabriz (Carregal do Sal). Com um volume anual de producdo de aproximadamente
7.300.000 garrafas, a Global Wines S.A. tem vindo a alcancar alguns prémios com as marcas
19|90 Premium Wines (Casa de Santar, Vinha do Contador, Quinta do Encontro e Saturno),
Cabriz (Cabriz Colheita Selecionada Tinto, sendo considerado “o Dao mais vendido do
mundo”), além de outras marcas como, por exemplo, Xadrez, Vinha Maria, Cortello, Herdade
Monte da Cal, Berco do Infante, Astrolabium e Grilos (Global Wines S.A., 2024a) (Figura 1).
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Figura 1: Algumas das marcas de vinhos da Global Wines S.A.

Dentro do leque de prémios conquistados, podemos destacar a medalha de prata para o
Cabriz Reserva Branco e Casa de Santar Branco e Tinto no concurso International Wine &
Spirit Competition 2023 (Figura 2), a medalha de prata para o Saturno Reserva Branco e Vinha
de Saturno Branco no concurso Decanter World Wine Awards 2023 e 0 “Melhor da Regido —
Dao” no concurso Vinum — Best of Portugal 2024 para o Casa de Santar Tinto. A empresa
produz ainda vinhos fora da Europa, no Brasil em Pernambuco, onde a marca Rio Sol tem vindo
a ganhar notoriedade internacional através de exportacfes para os Estados Unidos e através da
Nam Kwong Wines & Spirits, uma empresa parceira na comercializagdo dos vinhos da Global
Wines S.A. na China, que tem permitido também ampliar as suas vendas no mercado asiatico
(Global Wines S.A., 2024a).

ARAGONEZ

ENCRUZADO ENCRUZADO

TOURIGA
NACIONAL

ALFROCHEIRO

CABRIZ VINHA DOS

RESERVA CASA DE SANTAR
BRANCO . COLHEITA 9%0':55 BRANCO .
WHITE . BLANC TINTO 750 ml

750 ml

Figura 2: Vinhos premiados no Concurso "International Wine & Spirit Competition 2023"
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A nivel organizacional, a empresa possui equipas bem definidas e com formacoes
diversas para as suas areas de atuagdo. O foco da Global Wines S.A. centra-se na qualidade dos
seus produtos, possuindo certificaces de qualidade e seguranca alimentar como a IFS Food e
ISO 9001. O controlo de qualidade dos seus produtos e processos tem como base 0s principios
de um plano de HACCP - Hazard Analysis Critical Control Point (Anélise de Perigos e Pontos
Criticos de Controlo), que exige monitorizacdes diérias dos pontos de controlo e dos pontos
criticos de controlo desde 0 momento de rece¢do das uvas até ao engarrafamento constando no
Manual de Seguranca Alimentar (Global Wines S.A., 2024b).

1.2 Regides vitivinicolas de Portugal

Apds alguns anos a tentar estabelecer um panorama das regides vitivinicolas em
Portugal, em 1755, Marqués de Pombal, ministro do rei a data, estabeleceu uma fronteira em
torno do Douro e, entre 1908 e 1979, a maioria dos vinhos portugueses ainda ndo possuia
identificacdo regional para a sua comercializacdo. Apenas em 1986, quando Portugal aderiu a
Comunidade Econdmica Europeia (antecessora a Unido Europeia), foi-lhe dada a ordem para
modificar alguns costumes e elaborou-se assim, uma forma de denominagdo hierarquica

segundo as categorias regionais e classificacdo vitivinicola (Mayson, 2003).

Para a classificacdo de um vinho a ser comercializado numa regido conforme a
“Denominacdo de Origem Controlada (DOC)”, é necessario que os produtores pertencam a
determinada regido, com tradicdo e caracteristicas semelhantes, classificadas pela geografia e
pelos fatores naturais. Baseado na diferenciacdo dos solos e das condi¢bes climaticas, foi
possivel proceder a classificacdo das regides demarcadas vitivinicolas de Portugal, de norte a
sul do pais, incluindo as ilhas, e que sofreu algumas modificacdes até chegar a classificacdo
atual conforme o Instituto da Vinha e do Vinho (IVV) ilustra (Figura 3) (IVV, 2022b).
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Figura 3: Regides vitivinicolas de Portugal (Anuario 2022, IVV).

Cada regido possui a sua propria Comissdo Regional, escolhida entre os produtores de
uvas e os fabricantes de vinhos (Mayson, 2003). Os IGP (Indicacdo Geogréafica Protegida) sao
vinhos pertencentes a uma regido especifica, tal como os DOC, possuem regras para serem
controlados, no entanto, ndo possuem Comissdo Regional e podem ser produzidos com pelo
menos 85% das uvas derivadas dessa regido, podendo ser rotulados como “Vinho Regional”.
Ainda existe a denominagao “Vinho” ou “Vinho de mesa”, o qual ndo se encaixa nos primeiros
parametros de classificacdo, embora também apresente exigéncias de qualidade que permitam

a sua comercializacéo (I1VV, 2022b).

A regido do Dédo (Figura 4), a qual também possui sua comissdo denominada

~

“Comissdo Vitivinicola Regional do Dao” (C.V.R. D&o), € cortada pelos rios Ddo, Mondego e
Alva, € conhecida pelo seu potencial para produzir vinhos tintos de alta qualidade. O terroir do
Déo caracterizado por solos graniticos e um clima continental com amplitudes térmicas

ESCOLA SUPERIOR AGRARIA DE COIMBRA

INSTITUTO POLITECNICO DE COIMBRA 4



Controlo da qualidade de vinho e de vinagretes formulados para valorizar um subproduto da producdo de vinhos

espumantes.

significativas, confere aos vinhos uma complexidade influenciada pelas serras que cercam a

regido, a serra da Estrela, Caramulo, Nave, A¢or e Bugaco (Silva, 2008).
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Figura 4: Regido Demarcada do Déo (Silva, 2008).

Apesar dos desafios historicos enfrentados devido a estrutura socioecondmica
complicada da regido, como a filoxera e a intervencdo do governo a partir de 1990, houve um
renascimento na producao de vinhos de classe mundial. Com a liberdade das cooperativas e 0s
investimentos de melhoria nas vinhas e adegas, a regido do Dao tem vindo a ter um aumento
na qualidade dos seus vinhos. Além disso, os vinhos brancos do D&o, especialmente 0s
elaborados com a casta Encruzado, estdo a ganhar reconhecimento pela sua qualidade
excecional. Com as melhorias na producdo e envelhecimento dos vinhos, o D&o esta a

consolidar a sua reputacdo como uma regido produtora de vinhos de exceléncia (Mayson, 2003).

Ainda que as demarcacOes das regides vitivinicolas tenham sido estabelecidas com a
juncéo de Portugal a Unido Europeia, como citado anteriormente, em setembro de 1908, a
regido Demarcada do Dao foi formalmente estabelecida, sendo a primeira regido de vinhos néo

licorosos regulamentada em Portugal (C.V.R. Déo, 2021).

Segundo os ultimos levantamentos, as Terras do D&ao apresentam uma producgéo
declarada por regido vitivinicola, em volume, num total de 280.000 hL (IVV, 2024). O tempo
de estagio minimo para vinhos de Denominagdo de Origem Protegida (DOP) nessa regido € de
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8 meses para tintos e 9 meses em garrafa para espumantes (IVV, 2022b). Relativamente as
castas da regido do D&o, existem as castas tintas e brancas (Figura 5).
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Figura 5: Castas das uvas tintas e brancas da regido do D&o, segundo o Anuario 2022 do
Instituto da Vinha e do Vinho.

1.3 A empresa e a sustentabilidade

De acordo com a World Conservation Union, a sustentabilidade € definida como “a
melhoria da qualidade de vida com as capacidades naturais dos ecossistemas” (Adams, 2019).
Ban Ki-moon, Secretario-Geral das Nac¢Ges Unidas, a data do langcamento dos 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Figura 6), afirmou que as empresas desempenham um
papel crucial na realizacdo desses objetivos. Ele apelou ainda a que avaliem os seus impactos,

estabelecam metas ambiciosas e comuniquem os resultados de forma transparente.
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Estrangeiros, 2017).

A Global Wines S.A encontra-se em processo de certificacdo de acordo com o
Referencial Nacional de Certificacdo de Sustentabilidade do Sector promovido pelo Instituto
da Vinha e do Vinho - IVV, (IVV, 2022a) e tem procurado desenvolver uma abordagem
sustentavel que respeita 0 meio ambiente. Este compromisso é evidente na preservacao das suas
vinhas, mantendo as tradic¢@es vitivinicolas das regides de producéo, valorizando e incentivando
os produtores locais. Assim, promove-se a economia circular e a economia local dos pequenos

produtores das regides do D&o, Bairrada e Alentejo, minimizando a pegada ecoldgica.

A empresa langou-se também na producdo e comercializacdo de vinhos biolégicos,
visando um nicho de mercado mais consciente das questdes ambientais. Estes vinhos sdo
produzidos a partir de uvas sem herbicidas sintéticos, pesticidas ou outros tratamentos quimicos
(DGADR, 2012). Exemplos destes produtos sdo o Cabriz Bioldgico Tinto e o Cabriz Bioldgico
Branco (Global Wines S.A., 2024a), que seguem praticas de agricultura natural, priorizando o

ambiente e a sustentabilidade.

Desde 2003, a empresa possui um Nucleo de Investigacdo Aplicada, dedicado ao
desenvolvimento do sector vitivinicola e a otimizacdo dos seus processos internos (Global

Wines S.A., 2024a). Um dos principais desafios é garantir uma produgdo sustentavel e uma
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gestdo eficiente dos residuos, uma vez que o processo de producdo de um vinho, gera uma
quantidade significativa de residuos e subprodutos (Sousa et al., 2017).

Em 2023, a producdo mundial de vinho ultrapassou os 240 milhGes de hectolitros (hL),
e Portugal contribuiu com aproximadamente 7,5 milhdes de hL, dos quais mais de 90.000 hL
foram de vinho espumante. De acordo com o IVV, 0s paises europeus continuam a liderar a
producdo mundial de vinho, seguidos por alguns paises da América que tém ganho destaque
nos ultimos anos. Portugal ocupa a 10 posicdo e apresenta um crescimento constante da
producdo nos altimos cinco anos (IVV, 2024) (figura 7). Estes nimeros evidenciam a
importancia de adotar uma necessidade de conduzir a producéo sob principios e valores mais

sustentaveis ao nivel do panorama social, econémico e ambiental.
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Figura 7: Producdo mundial de vinho em 2023 em volume (milhdes/ hL) — (adaptado de 1VV,
2024).

Volume - milhdes/ hL

A Global Wines S.A. produziu, em 2023, cerca de 388.670 garrafas de vinho espumante,
0 que corresponde a, aproximadamente, 505 kg de leveduras encapsuladas utilizadas (ProElif,
Proenol). Em Portugal, muitas adegas utilizam as leveduras encapsuladas, tornando-se essencial
o desenvolvimento de estratégias para reaproveitar as esferas de alginato de célcio enquanto
subproduto da etapa de dégorgement do vinho espumante. Neste contexto, e em colaboragéo
com a Escola Superior Agraria de Coimbra, o Instituto Superior de Agronomia, a Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa e a Adega de Cantanhede, foi iniciado
este trabalho preliminar focado no controlo da qualidade analitica e microbioldgica de
formulacdes de molho vinagrete constituidas por esferas de alginato de calcio.
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1.4 Objetivos do estagio

Este trabalho teve como objetivo principal adquirir conhecimentos sobre o controlo da
qualidade dos vinhos, boas préticas laboratoriais, parametros analiticos e métodos laboratoriais
(fisico-quimicos e microbiol6gicos). Em colaboracdo com a equipa de Enologia, pretendeu-se
realizar andlises didrias em concordancia com o Plano de Controlo e Analise da empresa,

abrangendo todos os processos produtivos do vinho.

Com base nas metodologias aplicadas diariamente no laboratdrio, foi também objetivo
avaliar quimica e microbiologicamente vinagretes elaborados com esferas de alginato de célcio,
um subproduto da producédo de vinhos espumantes, e compara-los com vinagretes comerciais.
Assim, atraves de tal proposta, objetivou-se uma forma de contributo da empresa para a

sustentabilidade e 0 meio ambiente.
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2. Ovinho

Segundo o Regulamento (CE) n° 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho,
classifica-se por vinho a “bebida produzida apenas por fermentacdo alcodlica, total ou parcial,
de uvas frescas, esmagadas ou ndo, ou de mostos de uvas”. N&o deve possuir um teor alcodlico
inferior a 8,5% vol. e superior a 15% vol. (exceto para os vinhos produzidos com denominacéo

de origem protegida sem enriquecimento) (European Union, 2013).

Além do alcool etilico, agua e glicerol, os componentes mais destacaveis nos vinhos,
temos a presenca de agucares, acidos organicos, sais minerais, compostos fenolicos, pigmentos,
substancias nitrogenadas, pectinas, compostos volateis e aromaticos (ésteres, aldeidos e

cetonas), vitaminas, anidrido sulfuroso, entre outros (Moraes & Locatelli, 2010).

Da classificacdo dos vinhos quanto ao seu tipo, temos os vinhos tranquilos (brancos,
rosés e tintos), os espumantes e os fortificados, além do vinho verde (branco, rosé e tinto).
Segundo a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE), o processo de
diferenciacdo dos mesmos, que é dado pela sua elaboracdo: enquanto os vinhos brancos podem
ser produzidos a partir de uvas brancas ou tintas (sem maceracao), os tintos utilizam apenas
uvas tintas tintureiras. Ja os rosés podem ser através de vinho tinto ou branco, dependendo do

tempo de contacto com a pelicula da uva no processo de vinificacdo (ASAE, 2016).

Dentro dos microrganismos envolvidos na fermentacdo do mosto de uvas, a
Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais utilizada. Esta estirpe apresenta propriedades
variadas e que podem influenciar na velocidade de fermentacdo e na quantidade de produtos
formados secundariamente ao longo da fermentacdo alcodlica. Possui a capacidade de
fermentar moléculas simples de aglcar e quando presente num ambiente com dissacarideos,
cresce mais lentamente. A sua utilizacdo gera interesse pela producdo de enzimas que degradam
proteinas presentes no mosto e pelo seu potencial de fermentacéo do acucar (Ribéreau-Gayon
et al., 2006).

A S. cerevisiae atua preferencialmente em pH ligeiramente baixos e, em valores de pH
demasiados baixos, torna-se inviavel a sua agdo. A sua curva de crescimento (Figura 8) divide-
se em fase lag ou laténcia (baixo crescimento celular), fase log (multiplicagdo celular maior e
mais rapida), fase estacionéria (equilibrio entre a multiplicacdo e morte das células) e a fase de

declinio (niveis de morte celular superiores a multiplicacdo celular) (Held, 2010).
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Figura 8: Curva de crescimento caracteristica da Saccharomyces cerevisiae (Held, 2010).

Em condigdes de stress, utiliza a via de producdo de glicerol, o qual age como um
protetor para que a levedura ndo sofra morte celular e se mantenha integra. Estas leveduras séo
de grande interesse na industria alimentar e, principalmente na producdo de vinhos, uma vez
gue, em condi¢Ges normais, influenciam o teor alcodlico final das bebidas e podem ser

utilizadas na producao do gas carbdnico desejado nos vinhos espumantes (Morais et al., 2014).

2.1 Producdo de vinhos tranquilos

Os vinhos tranquilos passam por diversos processos até ao seu engarrafamento (Figura
9). A primeira etapa de qualquer vinho é a vindima e em todos 0s processos de producdo as
uvas utilizadas influenciardo diretamente o sabor, a cor e até mesmo a sensacdo de boca de cada
vinho. Um vinho tinto utiliza uvas mais escuras e mais espessas, que resultam num sabor mais
encorpado e complexo. Ja para a elaboragdo de um vinho branco, recorre-se a uvas de polpa
mais clara, resultando num sabor mais leve e fresco. Durante o processo de producéo, no caso
de um vinho tinto, apds a colheita das uvas, a pelicula da uva permanece em contato com o
mosto durante a fermentacdo. Esse contato prolongado € o responsavel pela cor intensa do vinho
tinto. No caso do vinho branco, a casca é removida antes da fermentacédo alcoolica, resultando
num vinho com tonalidade mais clara e menos encorpada (Pinto, 2022). A cor de um vinho rosé
é alcancada através do contacto da pelicula das uvas tintas com o0 mosto. Os pigmentos da casta
da uva dao a cor a um vinho rosé e o tempo de maceragdo ou a intensidade da prensagem

determina a cor mais ou menos rosada.
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Figura 9: Fluxograma genérico de producdo de vinhos tranquilos (brancos, rosés e tintos) -
(adaptado de Cardoso, 2019).

2.2 Producéo de vinhos espumantes

Segundo o Regulamento (UE) n? 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, o
vinho espumante é “o produto obtido pela primeira ou segunda fermentacdo alcodlica de uvas
frescas, mosto de uvas ou vinhos; que liberta quando se procede a abertura do recipiente,
didxido de carbono proveniente exclusivamente da fermentagdo; quando conservado a
temperatura de 20 °C em recipientes fechados, apresenta uma sobrepressédo, devida ao didxido
de carbono em solucdo, ndo inferior a 3 bar”; e é preparado a partir de vinho de base cujo titulo
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alcoométrico total ndo seja inferior a 8,5% vol. No caso de vinhos espumantes de qualidade, o
vinho base ndo pode ultrapassar os 9% vol., dado o seu efeito negativo no crescimento das
leveduras (European Union, 2013) (Cardoso, 2019).

No processo de producdo de um vinho espumante ocorrem duas fermentacfes: uma
primeira para obtencao do vinho base (fermentagdo alcodlica) e uma segunda fermentacéao para
a formacédo de CO, que, como mencionado anteriormente, caracteriza um vinho espumante. Os
diferentes métodos que existem para a producédo de vinho espumante apenas diferem na forma
como se realiza a segunda fermentacdo. O método tradicional, classico ou champanhés, o qual
h& uma segunda fermentacdo em garrafa, 0 método de cuba fechada (ou Charmat), onde a
segunda fermentacdo ocorre em recipientes de grandes dimensdes com aquecimentos e
arrefecimentos como meio de estabilizacdo pelo frio e, por fim, o método de transferéncia ou
continuo, caracterizado pela segunda fermentacdo em recipientes grandes e ligados entre si, de
forma continua, onde o vinho ndo permanece por menos de 18 dias e onde a fermentagdo ocorre

sob pressdo constante (Caliari et al., 2013). Na Global Wines S.A., utiliza-se 0 método classico.

Na producdo de um vinho espumante (Figura 10), a semelhanca de um vinho tranquilo,
procede-se a producdo de um vinho (rosé ou branco): vindima, desengace/esmagamento,
prensagem, clarificacdo, fermentacdo alcodlica e/ou malolética, estabilizacdo e filtragdo,
engarrafamento e adicdo do licor de tiragem, seguido de estagio com a segunda fermentagéo
(entrada das leveduras encapsuladas), saida das borras (juntamente com as leveduras

encapsuladas), adicao do licor de expedi¢cdo no dégorgement, rolhagem e rotulagem.
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Figura 10: Fluxograma genérico da producédo de vinho espumante pelo método cléssico
(adaptado de Guedes, 2021).

A vindima deve ser precedida por um rigoroso controlo de maturagao durante o qual se
analisam parametros como o teor alcodlico provavel, acidez total e pH. O teor alcodlico

provavel devera situar-se entre 10% vol. e 11% vol., uma vez que o vinho base sofrera uma
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outra fermentacdo que acresce em cerca de 1,2% vol. a 1,5% vol. o grau alcoolico. A acidez
total deve ter entre 7 e 9 g/L e o pH ndo devera ser superior a 3,20 para garantir as condi¢es
ideais para o0 estagio sobre borras, uma vez que, na segunda fermentacdo o vinho perde acidez.
E, ainda, importante, assegurar que as uvas estdo isentas de Botrytis cinerea, um fungo que
afeta a qualidade da espuma e perdas ao nivel do aroma e altera¢6es na cor do vinho devido ao
fendmeno de acastanhamento (Nicolau, 2011).

O desengace consiste na separacdo do engaco do mosto, grainhas e peliculas e o
esmagamento diz respeito ao rebentamento dos bagos para libertacdo da polpa. A prensagem
tem como objetivo a separacdo do mosto das partes sélidas (engaco, peliculas, grainhas) e
devera ser o mais suave possivel para evitar a extracdo de proteinas e da enzima polifenol
oxidase responsavel pela oxidacdo dos compostos fenolicos que provoca o escurecimento dos
vinhos (Cardoso, 2019). Apos a extracdo do mosto, é necessario a clarificacdo, para retirada de
sedimentos e residuos solidos que possam existir no mosto a fermentar, uma vez que 0s mesmos
originam em consequéncia, um vinho com aromas pouco elegantes. Para isto, existem varios

métodos de clarificacdo: sedimentacdo, centrifugacao, flotacdo e filtracdo (Guedes, 2021).

Segue-se a fermentacdo alcodlica, processo pelo qual as leveduras metabolizam a
glucose (CsH1206) € a frutose (CsH1206) presente nas uvas, formando o piruvato que é
convertido em etanol (C2HsOH), com libertacdo de didxido de carbono (CO>) (Figura 11).
Durante a fermentacdo malolatica ocorre a metabolizacdo de acido L-malico em acido L-latico
por enzimas de bactérias laticas dos géneros Lactobacillus, Pediococcus e Oenococcus
(Curvelo-Garcia & Barros, 2015).
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Figura 11: Fermentacéo alcodlica (Zamora, 2009).

A estabilidade de um vinho diz sobre a capacidade deste se manter limpido ao longo do
tempo e a instabilidade, sobre a turbidez, que pode resultar da instabilidade proteica e/ou da
instabilidade tartarica. A primeira ocorre da precipitacdo de proteinas presentes nas uvas e
denomina-se casse proteica. J& a instabilidade tartarica € proveniente da precipitacdo de sais de

bitartarato de potassio e/ou tartarato neutro de calcio (Guedes, 2021).

Apbs o processo de obtencdo do vinho base espumante, é necessario que ele sofra uma
segunda fermentacao que, no método classico, ocorre dentro da garrafa. Para isto é necessario
um licor de tiragem que serd utilizado no engarrafamento, seguido de estagio, remuagem,
dégorgement, atesto, rolhagem e rotulagem. As caracteristicas do licor de tiragem sao definidas
em funcdo das caracteristicas finais pretendidas. No entanto, na sua composicao deve conter,
invariavelmente, acucar (sacarose) que é metabolizado pelas leveduras com a producdo de
etanol e didxido de carbono. Contém, também, aditivos para estimular o crescimento das
leveduras (sendo 0os mais comuns os sais de amdnia e a tiamina) e um adjuvante (como por
exemplo a bentonite) para facilitar a deposi¢éo das leveduras durante a remuagem, no caso de
serem utilizadas leveduras livres. Uma alternativa as leveduras livres sdo as leveduras

imobilizadas/encapsuladas, que neste caso dispensam a etapa da remuagem (Guedes, 2021).
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Antes do engarrafamento, é importante filtrar o vinho, para melhorar a sua limpidez,
eliminar microrganismos e prosseguir com o engarrafamento onde sédo adicionadas as leveduras
de forma automatica a cada uma das garrafas. Apds o enchimento, a garrafa é fechada com um
obturador e uma cépsula temporaria. O tempo de fermentacao € de, aproximadamente, um més,
variando em funcdo da temperatura (temperaturas mais altas aceleram o0 processo e
temperaturas mais baixas retardam). O ideal é manter um intervalo entre os 10 °C e 20 °C.
Durante o estagio sobre as leveduras, ocorre a autolise, que se caracteriza pela morte de células
e libertacdo de componentes citoplasmaticos e da parede celular devido a acdo de enzimas
hidroliticas, enriquecendo o vinho a nivel sensorial. As borras acumuladas no gargalo, resultado
das leveduras sedimentadas da segunda fermentacdo em garrafa, sdo eliminadas na
descapsulacéo das garrafas na fase de dégorgement. O licor de expedicéo trata-se de um blend
elaborado pelos endlogos, que determina as caracteristicas do produto final, corrige o volume
das garrafas e permite definir a classificacdo de actcares de um vinho espumante podendo ainda
ajudar a definir a cor de um vinho espumante (Figura 12) (Guedes, 2021).

Bruto Natural Extra - Bruto Bruto Extra - Seco Seco Meio - Seco Doce
<3¢/l 0-6g/L <12¢g/L. 12-17 g/L. 17 -32 g/ 32-50¢g/1 > 50 g/l

Figura 12: Classificacdo de acucares nos vinhos espumantes em Portugal (Reg. (CE) n°
607/2009).
O engarrafamento de um vinho espumante termina com a colocagdo de uma rolha de
cortica caracteristica de espumante um muselet devido a sobrepressdo da garrafa e colocacéo

da respetiva rotulagem.

2.2.1 Leveduras encapsuladas na producéo de vinhos espumantes

A imobilizacdo celular diz respeito ao confinamento das células sem alterar a atividade
desejada, permitindo poder trabalhar com densidades maiores e melhor eficiéncia nos

processos. Algumas das matrizes para a imobilizag&o séo o alginato (polissacarideo proveniente
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de algas marrons), quitosana, alcool polivinilico entre outras. Dessa forma, pode-se ainda
eliminar algumas etapas do processo como o isolamento, a filtracdo e ainda a remocéo de
microrganismos. Dentro das formas de imobilizacdo, considera-se a interacdo entre a matriz e
0 agente imobilizante, podendo existir interacdes via ligacbes idnicas, covalentes ou de
adsorcdo em superficie, sendo a imobilizacdo por ligacBes covalentes a mais estavel e mais
forte. Ainda podem ser encapsuladas em membranas, matriz porosa ou por floculagéo
(Kovaleski et al., 2020). O método de encapsulacdo por matriz porosa da-se através de uma
solucéo de alginato de sédio e uma suspensédo celular, que irdo gotejar em cloreto de célcio,
formando as esferas de alginato de calcio (Portugal et al., 2003). Esta forma de encapsulamento
é comumente a mais utilizada no processo de tiragem de espumantes, com maior acessibilidade,

menor custo e menor toxicidade (Goncalves & Rodrigues, 2020).

A utilizacdo das leveduras encapsuladas na producao de vinhos espumantes permite que
0 vinho se mantenha sempre limpido, eliminando assim a necessidade de adjuvantes no
processo. Estas esferas ndo comprometem a permeabilidade, permitindo a entrada de agucar e
de nutrientes para que as leveduras continuem o seu processo metabolico, enriquecendo o vinho
(Proenol - ProElif, 2024).

O encapsulamento beneficia as empresas ao reduzir a necessidade de mé&o-de-obra,
eliminando a etapa de remuagem e a preparacao do inéculo, e, principalmente, proporcionando
mais espaco na cave ao dispensar movimentacOes desnecessarias. Sensorialmente, 0s vinhos
espumantes que utilizam as leveduras encapsuladas em alginato de célcio podem apresentar, na
sua maioria, maior complexidade de aromas e um melhor aspeto em termos de estabilidade da

espuma, limpidez e bolhas (Costeira, 2021).

2.3 A microbiologia dos vinhos e microrganismos de alteracéo

Relativamente a microbiologia dos vinhos, pode ocorrer alteracGes pela presenca de
fungos filamentosos (os quais produzem metabdlitos que interferem no crescimento das
leveduras ao longo da fermentagéo alcoodlica e sdo capazes de se desenvolver em superficies
como madeira ou rolhas), bactérias lacticas, acéticas ou de certas leveduras. E de extrema
importancia monitorizar todos estes microrganismos (Tabela 1) ao longo da cadeia produtiva
de um vinho, uma vez que podem alterar o produto final. A presenca de fungos filamentosos

pode ter uma proliferacdo descontrolada antes da vindima ocasionando podriddes. As bactérias
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acéticas podem ser detetadas em ambientes ricos em agucar e com acidez mais elevada. As
bactérias lacticas sdo importantes e de interesse nesse tipo de industria, uma vez que na
fermentacdo malolatica sdo responsaveis pela reducéo da acidez total em vinhos tintos jovens
e proporcionam também maior estabilidade e melhores aromas e sabores (Nicolau, 2011).
Algumas espécies de leveduras dos géneros Candida, Hansenula e Pichia podem estar
presentes durante o envelhecimento dos vinhos com a presenga de oxigénio formando um filme

sobre 0 mesmo e deteriorando-o (chamadas “leveduras de véu”) (Nicolau, 2011).

Tabela 1: Microrganismos que podem causar alteragdes no vinho (Nicolau, 2011).

Fungos Filamentosos Bactérias Acéticas Leveduras
Aspergillus spp. Acetobacter spp. Kloeckera apiculata spp.
Botrytis spp. Acidomonas spp. Candida spp.
Penicillium spp. Gluconobacter spp. Cryptococcus spp.
Phytophthora spp. Gluconoacetobacter spp. Debaryomyces spp.
Moniliella spp. Gluconacetobacter spp. Hansenula spp.
Clodosporium spp. Hansenii spp. Issatchenkia spp.
Alternaria spp. Kluyveromyves spp.
Geosmithia spp. Pichia metscnikowia spp.
Verticilium spp. Rhodotorula spp.
Dekkera spp.

Brettanomyces spp.

As leveduras podem ser nativas ou indigenas, isto €, ja coabitantes desde a vinha e
adega, ou selvagens e estas entram em competicdo com as LSA (leveduras secas ativas,
enologicamente inoculadas no vinho para promover a fermentacdo alcodlica). Ainda que a
Saccharomyces cerevisiae seja uma levedura benéfica, ha a necessidade de monitorizar
frequentemente as condi¢fes de higienizagdo da adega para evitar o aparecimento de

contaminagdes microbiologicas.

A Dekkera spp. ou Brettanomyces spp. (forma esporulada e forma ndo esporulada,
respetivamente), é a levedura mais prejudicial em ambiente de adega. E uma levedura
proveniente da vinha e o seu crescimento é influenciando por processos de higienizacao

ineficientes, condi¢des de humidade elevada, podendo ser encontrada em vinhos em estagio em
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madeira pela maior disponibilidade de nutrientes (as barricas de madeira mais velhas s&o mais
favoraveis ao desenvolvimento dessa levedura devido a baixa porosidade) e apresenta ainda
resisténcia elevada ao dioxido de enxofre, utilizado na protecdo do vinho em adega. A
Brettanomyces spp. desenvolve uma enzima chamada beta-galactosidase e que degrada o
dissacarideo celobiose produzindo glucose. As borras e os precipitados de tartarato dentro das
barricas podem formar uma barreira que influencia no seu desenvolvimento e dai a grande
importancia de uma boa higienizacdo em adega. O caracter “Brett” dos vinhos € a designacéo
utilizada para descrever o defeito aromatico que alguns vinhos adquirem devido ao
aparecimento de fendis volateis durante a producdo e mesmo apos o engarrafamento e que
conferem um aroma desagradavel descrito como aroma a suor a cavalo, fendlico ou a

medicamento (Nicolau, 2011).

2.4 O vinagre e o vinho

Segundo o Decreto — Lei n°® 174/2007 de 8 de maio, do Ministério da Agricultura, do
Desenvolvimento Rural e das Pescas, 0 vinagre € um produto obtido unicamente a partir do
processo bioldgico por dupla fermentacdo — alcodlica e acética — de origem agricola. Existem
diversos tipos de vinagres como os provenientes de vinhos, de frutas e bagas, de sidra, de alcool,
de cereais, de malte, entre outros (Ministério da agricultura do desenvolvimento rural e das
pescas, 2007).

Por "vinagre de vinho™ entende-se o produto obtido exclusivamente por fermentacao
acética do vinho. A microbiota existente no vinagre é na sua maioria bactérias acéticas, aerobias
estritas. Apesar da sua utilizacéo para oxidar o lcool em acido acético, é preciso tomar atencéo
para que a reacdo nao continue a oxidar &cido acético em gas carbonico e agua, podendo

contribuir com a deterioracdo do alimento em questéo (Dias, 2017).

A partir do vinagre, podemos confecionar outros produtos alimentares como 0s
vinagretes, que sdo resultado de uma emulséo fria da combinacdo de vinagre e/ou outro &cido,

oleo, 4gua e outros ingredientes (Laranjeira et al., 2013).

Emulsdes frias sdo formadas pela combinagdo mecénica de dois ou mais liquidos que,
originalmente, ndo se misturariam. Neste processo, as particulas de gordura sdo quebradas,

permitindo a sua integracdo ao outro liquido. Dependendo da estabilidade desta combinagéo,
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as emulsBes podem ser classificadas como temporéarias (vinagretes), semipermanentes

(geralmente servidas quente) e permanentes (maioneses) (Estevéo, 2019).

A constituicdo de um vinagrete corresponde a uma proporgao genérica de 3 partes de
6leo (como azeite, 6leo de soja ou outros tipos) para 1 parte de &cido (como vinagres de vinho,
vinagre de frutas e suco de lim&o) e o restante composto por ingredientes aromatizantes (como
mostarda, cebolinho e ervas, entre outros). Apesar de a sua composi¢do ser maioritariamente
o0leo, a designacéo do vinagrete é geralmente dada pelo tipo de acido ou condimento principal
utilizado (Estevao, 2019).

Geralmente, a preparacdo dos vinagretes inicia-se com a rececdo e pesagem dos
ingredientes, seguida pela elaboracdo da mistura, emulsificagdo e armazenamento em frascos
esterilizados (Guiné, 2016). Para este estudo, foram adicionalmente preparadas infusGes
aromaticas para intensificar o sabor e introduzidas esferas de alginato de calcio no final da
preparacdo, de acordo com a figura 13. A todas as formulacgdes foram adicionadas 4 g de esferas
de alginato de célcio/100 mL com o intuito de promover texturas diferentes e melhorar as

caracteristicas de palatabilidade.

Recegaoe
pesagem dos
ingredientes

Preparagao das
infusdes
aromaticas

Emulsificagao e
homogeneizagao
dos ingredientes

Armazenamento
em frascos
esterilizados

Introdugao das
esferas de alginato
e homogeneizacgao

NPl N N P N

Figura 13: Esquema genérico de preparacao de vinagretes.
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3. Amostragem e Metodologia

3.1 Amostragem no controlo da qualidade dos vinhos

A amostragem necessaria para a realizacdo de todas as andlises foi realizada conforme
0 plano de amostragem definido no Plano de Controlo e Analise (PCA) (Global Wines S.A.,
2024d). O PCA abrange a monitorizagdo ao longo de todas as etapas do processo, desde a uva
até a garrafa, incluindo a frequéncia das analises, os parametros analiticos, as responsabilidades,

as acgdes corretivas e 0s documentos de registo.

As andlises diarias incluem o transporte de vinho entre adegas internas, a compra de
vinho, a monitorizacdo analitica do granel proprio armazenado em barricas e depdsitos, a
certificacdo de vinho, o controlo do processo de higienizacdo e o acompanhamento do
engarrafamento. A importancia do laboratorio é evidente nas andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas realizadas, garantindo a qualidade de todos os processos e a conformidade face

a legislacdo em vigor.

3.2 Metodologia no controlo da qualidade dos vinhos
3.2.1 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas, para além de contribuem para a formacédo de uma primeira
impressdo geral dos vinhos, reportam aspetos importantes (cor, estrutura e qualidade) e
possiveis alteracdes causadas por agentes microbiolégicos ou pela utilizacdo de praticas e de

produtos enoldgicos inadequados.

Alguns dos parametros analiticos na matriz vinho séo: teor alcodlico volumétrico
(TAV), acidez volatil (AV), acidez total (AT), massa volumica (MV), extrato seco total (ES),

pH, acucares redutores (AR) e sulfuroso livre e total.

A metodologia oficial utilizada para a realizacdo destes parametros é baseada nos
métodos de andlises da Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (O1V). Contudo, no
laboratdrio da Global Wines S.A., as analises podem ser também executadas recorrendo a
métodos instrumentais como a espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR).
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A espectroscopia infravermelha (IR) baseia-se no principio de que a maioria das
moléculas absorvem luz na regido infravermelha do espectro eletromagnético, convertendo-a
numa vibracdo molecular. Esta absorcdo € caracteristica da natureza das ligaces quimicas
presentes na amostra e € medida em funcéo do comprimento de onda. A luz passa através de
um interferometro, é direcionada para a amostra e o resultado surge como um espectro que pode
ser utilizado para identificar amostras orgénicas e inorgénicas (Leite, 2008). Através da
integracdo dos espectros por Transformada de Fourier e recorrendo a uma reta de calibracdo
definida com vinho padrdo, é possivel determinar com exatiddo a concentracdo dos varios
compostos que caracterizam o vinho, obtendo através de uma Unica metodologia, todos 0s

parametros fisico-quimicos que qualificam este produto.

3.2.1.1 Teor Alcodlico Volumétrico (OIV-MA-AS312-01)

O método oficial recorre a destilacdo, determinando o alcool contido numa amostra de
vinho que é neutralizada para evitar a passagem dos acidos volateis (carbonico, sulfuroso e
acetico) ao destilado. Pela incorporacdo de dgua desionizada, faz-se chegar ao mesmo volume
de amostra e determina-se o grau alcodlico da solucdo hidroalcodlica por areometria

(alcoolémetro). Considera-se vinho um resultado de TAV > 9% Vol.

3.2.1.2 Acidez Volatil (OIV-MA-AS313-02)

E determinada pela titulag&o do destilado dos &cidos gordos pertencentes a série acética,
fazendo-se a correcdo do dioxido de enxofre, uma vez que a acidez deste também é destilada.
No chapinador do Cazenave-Ferré é colocado 10 mL do vinho, este é colocado no Erlenmeyer
gue contém 250 mL de agua desionizada. Coloca-se no topo do chapinador um gerador de
vapor, liga-se a manta de aquecimento e ap6s comegar a ferver, coloca-se o taco no chapinador
e liga-se a &gua para arrefecer o destilado. A destilacdo ocorre por arrastamento de vapor de

agua, sequida da retificacdo e condensacao.

Apds 100 mL de destilado obtido, desliga-se a manta de aguecimento, retira-se o taco e
0 gerador de vapor. O destilado esta pronto a ser titulado, sendo a primeira titulacéo referente
a acidez volatil e a segunda ao sulfuroso livre. Na primeira titulacdo o indicador utilizado é a
fenolftaleina, 4/5 gotas, e é titulado com NaOH de 0,1 M. A segunda titulacéo, para correcdo
do sulfuroso, é feita com o mesmo destilado, e sendo acidificado o meio com acido sulfurico a
Y4, e 0 indicador é o cozimento de amido (2 mL), sendo titulado com iodo de 0,03125N.
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Para o processamento de resultados, é necessario registar 0s volumes gastos de cada
titulante e estes sdo processados em Excel dando assim a Acidez Volatil Corrigida (AVC),
expressa em g H2SO4/L. O limite legal deste parametro para os vinhos brancos e rosés ¢ < 1,08

g/L ¢ para os vinhos tintos ¢ < 1,2 g/L.

3.2.1.3 Acidez Total (OIV-MA-AS313-01)

E determinada por titulacdo dos acidos titulaveis que com a adicdo de uma solucéo
alcalina se eleva o pH do vinho a 7,00. Sendo entdo determinada a soma de todos os acidos

organicos e inorganicos e quer estejam no estado livre ou combinado.

Num Erlenmeyer sdo colocados 10 mL de amostra, a este adiciona-se 30 mL de agua
desionizada e 1 mL indicador de Azul de Bromotimol, ficando assim a solugdo com uma cor
de tijolo. O titulante é 0 NaOH de 0,1 M, este é adicionado a solugdo até que a cor desta mude
para um azul-esverdeado, sendo este o ponto de equivaléncia e dando término a titulacdo. O
resultado é determinado através do volume gasto de titulante (V), expressando-se o resultado
em g/L de acido tartarico (AT=Vx0,75). O limite minimo legal deste pardmetro é > 3,5 g/L de

acido tartarico.

3.2.1.4 Massa Volumica (O1V-MA-AS2-01) e Extrato Seco Total (OlIV-MA-AS2-03B)

Massa VolUmica é o quociente entre a massa de um determinado volume de vinho ou
mosto a 20° C e esse volume. O extrato seco total é o conjunto de todas as substancias que ndo
se volatilizam, em condicdes fisicas tais que, 0s componentes desse extrato sofram o minimo

de alteracdo.

A MV determina-se por areometria, introduzindo aproximadamente 250 mL de vinho
numa proveta, mede-se a temperatura com um termémetro calibrado e regista-se, retira-se o
termometro e coloca-se 0 aredbmetro em rotacdo e de modo a ndo bater no fundo da proveta, e

a leitura deste faz-se por cima do menisco e quando o areémetro estiver estabilizado.

O extrato seco total determina-se ap0s a analise de Teor Alcoolico Volumétrico, Acidez
Volatil e Massa Volumica. Os resultados sdo processados através de uma Tabela de Excel em
que é pedido MV expressa em g/ mL, T° C (° C), AVC (g/L) e TAV, dando os resultados de
MV corrigida a 20° C, T° C corrigida e Extrato Seco Total expresso em g/L.
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3.2.1.5 pH (OIV-MA-AS313-15)

O pH é determinado por potenciometria pela diferenca de potencial que se estabelece
entre dois elétrodos de natureza diferente, mergulhados no meio: um elétrodo tem um potencial
ligado ao pH do meio, o outro elétrodo tem um potencial fixo e conhecido. O pH é uma escala
numérica adimensional utilizada para especificar a acidez ou basicidade de uma solucao
aquosa, de acordo com o descrito no Regulamento (CEE) N° 2676/90, (Comissdo das

Comunidades Europeias, 1990).

3.2.1.6 Acucares Redutores (OlV-AS311-01B)

Segundo o OIV entende-se por agucares redutores o conjunto de agucares com fungédo
aldeica e cetonica que lhes confere o poder redutor sobre uma solugdo cupro-alcalina. Os
valores apresentados, ajudam somente a definir a tipicidade do vinho, em doce ou seco (bruto),
dependendo da quantidade de agUcares existentes nas amostras. Na Global Wines S.A, recorre-

se a um analisador enzimatico (Y15, Biosystems) para determinacao deste parametro.

3.2.1.7 Diéxido de Enxofre Livre e Total (adaptado de OIV-MA-AS323-04B)

O sulfuroso (SO3) é determinado pela oxidacdo com uma solug&o titulada de iodo, na
presenca de cozimento de amido. Este parametro é o primeiro a ser analisado numa amostra,
pois € altamente volatil. O SO Livre (SO2L) é titulado apds a acidificacdo do meio, ja 0 SO
Total (SO2T) primeiramente é necessario hidrolisar o SO, combinado em meio alcalino e,

posteriormente procede-se igual ao Livre.

Para determinar o SO,L, num Erlenmeyer colocam-se 50 mL de amostra, adiciona-se 5
mL de &cido sulfarico e 2 mL de cozimento de amido. Titula-se com uma solucdo de lodo de
0,03125 N até que a amostra apresente uma cor roxa que permaneca durante 5 segundos. Para
0 SO.T, é utilizada a mesma técnica, sendo que é adicionado primeiramente 20 mL de
Hidroxido de Potéssio (KOH) de 0,1 M, deixando reagir durante 15 minutos. Depois, adiciona-
se 10 mL de acido sulfdrico e cozimento de amido, procedendo de acordo com o descrito

anteriormente. O calculo usado para as duas titulagdes é SO2> = Volume x 20 (mg/L).

O SO ¢ considerado um alergenio pela legislacdo europeia (Parlamento Europeu &
Conselho da Unido Europeia, 2011), que exige a rotulagem nos alimentos, estando legislados

os limites méaximos da sua aplicagdo, segundo a Tabela 2.
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Tabela 2: Concentragdes limites legais de SO nos vinhos (Comissao Europeia, 2019).

Vinhos Tranquilos com <5 g/L  Vinhos Tintos SO, <150 mg/L
de acUcares (Glucose + Frutose) Vinhos Brancos e Rosés SO, <200 mg/L
Vinhos Tranquilos com >5 g/L  Vinhos Tintos SO, <200 mg/L
de acucares (Glucose + Frutose) Vinhos Brancos e Rosés SO, <250 mg/L
Vinhos Bioldgicos Vinhos Tintos SO, <100 mg/L
Vinhos Brancos e Rosés SO, <150 mg/L
Outros vinhos Vinhos Licorosos SO <150 mg/L
Vinhos Espumantes S0, <185 mg/L
Vinhos Colheita Tardia S0, <400 mg/L

3.2.2  Analises microbioldgicas

O método de filtracdo por membrana para pesquisa de microrganismos viaveis € o
método implementado e tem como objetivo quantificar microrganismos aerébios (leveduras e
bolores). Baseia-se na filtracdo do vinho, utilizando vacuo, através de uma membrana com
porosidade especifica (0,45 um), que retém os microrganismos na sua superficie. A membrana
é posteriormente inoculada numa caixa de Petri contendo meio de cultura e, por capilaridade,
difunde para a membrana entrando em contacto com 0s microrganismos. Apos incubagdo com
tempo e temperaturas especificos para cada tipo de microrganismo de interesse, procede-se a
contagem das colonias que podem estar presentes e expressa-se em Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) por 100 mL de solucao.

Este procedimento exige condi¢cdes de assepsia na manipulacdo do material e
equipamentos e a manipulagdo ocorre sempre no interior de uma camara de fluxo laminar,
devidamente desinfetada com recurso de uma luz ultravioleta e encontra-se descrito nos
Métodos Internos da empresa (Global Wines S.A., 2024c).

Na Global Wines S.A., recorre-se a dois meios de cultura, tendo em conta o tipo de

microrganismos:

i) bolores e leveduras, usa-se 0 meio de cultura Agar Nutriente WLN, com o tempo de

incubacdo dos microrganismos a 35 + 2°C entre 18 - 48 horas (Condalab, 2019a) — Anexo A.
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i) Brettanomyces spp., usa-se 0 meio de cultura Brettanomyces Agar, com 0 tempo de
incubacdo dos microrganismos a 25°C * 2°C por 7 dias (Condalab, 2019b) — Anexo B.

Atualmente, ndo existem limites legais estabelecidos para o0s parametros
microbioldgicos em vinhos. Contudo, o PCA da Global Wines S. A. define o limite para
quantificacdo de bolores e leveduras <100 UFC/100 mL no caso de vinhos tranquilos com < 4
g/L de teor de agucares redutores € <50 UFC/100 mL para vinhos tranquilos com > 4 g/L de

teor de acucares redutores.

3.3 Amostragem no controlo da qualidade de vinagretes

A amostragem para este trabalho abrangeu um total de seis amostras de vinagrete
elaboradas, identificadas como: 463, 501, V1, V2, V3 e V4.

As seis amostras apresentam diferentes composicGes, de acordo com a Tabela 3. O
conceito gastrondmico em que se baseiam nédo é apresentado neste trabalho uma vez que sera
descrito em trabalho subsequente a ser apresentado no ambito da tese de mestrado em Ciéncias
Gastronémicas do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa, em fase de

desenvolvimento.
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Tabela 3: Composicdo das diferentes amostras de vinagretes elaboradas.

Ingredientes 463 501 V1 V2 V3 V4
Agua X X X X X X
Oleo de girassol X X X X X X
Vinagre de vinho branco X X
Vinagre de arroz X X X X
Molho de mostarda X X X X X X
Goma Xantana X X X X X X
Salicornia X X X
Sal fino X X X
Azeite extra virgem X X X X
Alga Alface do mar X X X
Hortela X
Piripiri X
Cogumelo shitake X
Kombu X X
Alga Dulse X
Paprika X
Wakame X X
Louro X
Percebes X
Nori tostada X

Para efeito de analise comparativa, procedeu-se a analise de amostras comerciais de
vinagretes (VC1, VC2 e VC3) selecionadas aleatoriamente no mercado nacional (Figura 14 e
Tabela 4).
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Figura 14: Amostras de diferentes tipos de molho vinagrete comercial VC1, VC2 e VC3,
respetivamente.

Tabela 4. Composicdo das diferentes amostras de vinagretes comerciais, segundo rotulagem
propria das marcas.

VC1
agua, 6leo de colza, vinagre
de vinho, azeite virgem extra,
mostarda, vinagre de alcool,
sal, regulador de acidez (4cido
citrico), conservante
metabissulfito de potassio,
acucar, sal, sumo de liméo
concentrado, estabilizadores
(alginato de sodio, goma
Xantana), conservante (sorbato
de potassio), corante (beta-

VC2
agua, vinagre de vinho, éleo
de colza, agUcar, sal,
estabilizadores (alginato de
sodio, goma xantana),
plantas aromaticas, pimento
vermelho, conservante
(sorbato de potassio),
antioxidante (extrato de
alecrim), especiaria, corante
(betacaroteno), extrato de
alho, extrato de cebola.

VC3
agua, aceto balsamico di
modena IGP (vinagre de
vinho, concentrado de uva),
vinagre de vinho tinto,
azeite virgem extra,
concentrado de sumo de
magc4, sal, acucar, corante
(caramelo simples),
espessante (goma xantana),
aroma natural de macé
verde, conservante (sorbato

caroteno), antioxidante
(extractos de alecrim),
especiarias.

de potassio), edulcorante
(glicosideos de esteviol),
antioxidante (extratos de

alecrim).

3.4 Metodologia no controlo da qualidade de vinagretes
3.4.1 Anaélises fisico-quimicas

Em conformidade ao artigo 7° do Decreto-Lei n® 174/2007 e baseado na “Determinagao
dos métodos de andlises aplicaveis no sector do vinho”, proveniente do Regulamento (CEE) n°
2676/90 (Comisséo das Comunidades Europeias, 1990), a metodologia oficial utilizada para a
realizagdo das analises nas amostras de vinagretes foi o “Compéndio dos Métodos
Internacionais para Analises de Vinagres”, elaborado pela OIV (Ministério da Agricultura do

Desenvolvimento Rural e das Pescas, 2007).
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De acordo com a metodologia disponivel no laboratorio da Global Wines S.A., apenas
foram determinados os parametros: pH, acidez total e cloreto de sodio.

3.4.1.1 Determinagdo do pH (OIV-MA-AS313-15)

A semelhanca da determinagio do pH do vinho, recorreu-se ao potenciometro Hach

Sension® pH3 e determinou-se o pH das amostras (Figura 15).

Figura 15: Potenciometro para determinacdo do pH de amostras aquosas.

3.4.1.2 Determinacdo da acidez total (OIV-MA-VI-01: R2018)

A titulacdo de determinacdo da acidez total é igual para vinhos e vinagres (figura 16),

a excecao do célculo final, sendo este (AT=Vx3), expressa em g de acido acético/L de solucdo.

Figura 16: Determinacéo da acidez total por titulacéo.

3.4.1.3 Determinacdo de teor de cloreto de sodio (NaCl) (OIV-MA-VI-11: R2000)

Uma vez que algumas das amostras continham na sua composigéo salicornia (planta
haléfita) como substituto do sal fino, determinou-se o teor de cloreto de sddio. Esta

determinacdo consiste numa titulagcdo potenciométrica de iGes Cl- com uma solucdo de nitrato
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de prata como solucgdo titulante. A reagdo ocorre em meio &cido ap6s medicdo do ponto
potencial de equivaléncia.

3.4.2 Anélises microbioldgicas

A semelhanca da analise quimica, a componente microbioldgica dos vinagretes foi
avaliada de acordo com a metodologia e meios de cultura disponiveis no laboratdrio de enologia
da Global Wines S.A. Uma vez que a empresa tem implementada a analise microbioldgica para
quantificacdo de bolores e leveduras (Meio de cultura WLN) na matriz vinho, recorreu-se a este
meio de cultura para avaliar a possivel contaminacdo das amostras de vinagrete por estes

microrganismos.

Devido a constituicdo acida do vinagrete, recorreu-se também ao meio de cultura WL
Differential Agar - ANEXO C, para quantificacdo de bactérias acéticas que, embora ndo esteja
contemplado no plano de controlo e analise da empresa, € um meio que se encontra disponivel
para analises pontuais. Este meio de cultura difere do meio de bolores e leveduras pela presenca

do antibidtico cicloheximida, que o torna um meio seletivo.

Embora o método de filtracdo por membrana 0,45 pm seja a técnica implementada na
analise de vinhos, para a analise de vinagretes, recorreu-se ao método de espalhamento em placa

devido a consisténcia pastosa das amostras com um volume de 100 pL por amostra.

Com o intuito de prever o tempo de vida util de prateleira dos vinagretes elaborados,
todas as amostras foram avaliadas sensorialmente ao fim de um periodo de 30 dias em repouso

a temperatura ambiente.

Em paralelo com o controlo microbioldgico dos vinagretes, foi ainda realizado um
ensaio de avaliacdo da viabilidade das leveduras encapsuladas, ndo sendo este um fator
condicionante para a preparagdo dos vinagretes. Para esse fim, foram recuperadas leveduras da

etapa do dégorgement na empresa.

Baseado na NP-1829 (1982), onde consta a preparacdo de amostras para analise
microbiologica em géneros alimenticios, pesou-se 10 g de leveduras encapsuladas,
homogeneizou-se em 90 mL de uma solugdo tampao esterilizada e inoculou-se 100 uL desta

solugéo no meio de cultura WLN.
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4. Resultados e discussao

4.1 Controlo da qualidade de vinhos

Todos os resultados das andlises fisico-quimicas e microbiologicas realizadas na matriz
vinho, encontraram-se conformes e de acordo com o Plano de Controlo e Andlise e a legislago

em vigor.

4.2 Controlo da qualidade de vinagretes
4.2.1 Analise quimica

Os valores médios de pH, acidez total e teor de cloreto de sddio das amostras de molho

vinagrete estdo ilustrados na Tabela 5.

Tabela 5: VValores medios dos pardmetros analiticos das 9 amostras de vinagrete (média + desvio

padrdo, n= 3).
Amostras pH Acidez total (g de &cido  Teor de Cloreto de Sodio
(X + DP) acético/ L de solucéo) (9/L de Na* em NaCl)
(X £ DP e %) (X +DP)
463 3,46 £ 0,01 6,1+ 0,06 107,64 £ 0,15
0,61%
501 3,51+0,01 5,9+ 0,06 83,22 £0,13
0,59%
V1 3,85+0,02 4,1+0,06 292,22 £ 0,15
0,41%
V2 3,70+ 0,01 6,2 + 0,06 292,57 £ 0,15
0,62%
V3 3,46 £ 0,01 5,3+ 0,06 83,20 £ 0,12
0,53%
V4 3,88 £0,01 4,6 £0,12 157,31 £0,15
0,46%
VC1 2,99 £ 0,02 16,3+0,12 ND
1,63%
VC2 3,36 £ 0,03 13,1+ 0,35 ND
1,31%
VC3 3,34 £0,02 19,8+ 0,90 ND
1,98%

ND — ndo determinado
]
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As amostras V1 e V4 foram as que apresentaram valores de pH superiores e acidez total
mais baixas. De acordo com Laranjeira et al. (2013), o pH ideal para um vinagrete deve ser
inferior a 3,5 e a acidez total deve ser superior a 3,6% em termos de gramas de acido acético
por litro de solucdo. Quando os valores estdo dentro desses parametros, a amostra de vinagrete
é considerada microbiologicamente estavel. Ao analisar os valores de pH apresentados
anteriormente, observa-se que 0s vinagretes comerciais sao 0s que apresentam os intervalos de
pH mais baixos no geral e apenas duas amostras elaboradas apresentam pH inferior a 3,5,

estando ainda muito préximas do limite.

Relativamente a acidez total, nenhuma das amostras apresentou uma acidez total
superior a 3,6%, o que significa que todas podem estar sujeitas a acdo de microrganismos que

afetam a qualidade alimentar.

Relativamente a analise de cloreto de sédio, realizou-se uma comparacdo da presenca
de i6es de Na* com base na quantidade de gramas de iGes de CI- por litro de solugdo. Uma vez
que apenas as amostras 463, 501 e V1 continham salicérnia na sua composicao, ndo se verificou
uma reducdo do teor de Na* nessas amostras face as restantes. Estes resultados demonstraram

que a utilizacdo da salicornia ndo atingiu o objetivo inicial na elaboracdo dos vinagretes.

4.2.2 Anélise microbioldgica

Numa primeira fase, foi necessario definir o volume de amostra a inocular. Para esse
fim, foram testados diferentes volumes (100 uL, 200 pL, 500 pL e 1000 pL) no meio de cultura
WLN. Apos o periodo de incubacdo, as placas foram avaliadas visualmente e determinou-se o
volume ideal (100 pL), descartando os volumes em que as amostras apresentaram consisténcia
liquida (Figura 17). Este ensaio apenas foi realizado para as amostras 463 e 501 uma vez que

foram as primeiras amostras a estarem disponiveis para proceder ao controlo analitico.
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Figura 17: Inoculacdo (n=1) de diferentes volumes (100uL, 200uL, 500uL e 1000 pL) no
meio WLN das amostras 463 (superior) e 501 (inferior).

Para validar o volume de amostra de 100 pL, testou-se uma nova amostra por vinagrete
(n=1) no meio WLN (Figura 18) e no meio WL Differential (Figura 19). Os resultados obtidos
evidenciaram a auséncia de contaminagdo em ambos 0s meios de cultura nas duas amostras de
molho vinagrete. Por auséncia de volume suficiente de amostra, ndo foi possivel realizar os

ensaios em triplicado.

Figura 18: Amostras 463 e 501 de vinagrete inoculadas em meio de cultura WLN.

Figura 19: Amostras 463 e 501 de vinagrete inoculadas em meio de cultura WL Differential.
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Posteriormente, procedeu-se ao controlo microbiolégico das restantes quatro
formulagdes elaboradas em ambos os meios de cultura. Todas estas anélises foram realizadas

em triplicado (Figura 20 e Figura 21).

Figura 21: Amostras V1, V2, V3 e V4 de vinagrete em meio de cultura WL Differential.

Relativamente ao meio de cultura WLN, verificou-se o crescimento de leveduras apenas
nas amostras V1 e V4 em todas as placas. A formulacdo V1 apresentou uma contagem média
de 5 UFC/100 pL e a formulagdo V4 uma média de 8 UFC/100 pL. No meio de cultura WL
Differential, apenas a formulacdo V1 apresentou contaminacdo nas trés placas de cultivo, em
média 2 UFC/100 mL. A semelhanca das amostras 463 e 501, a amostra V1 que também
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continha salicérnia na sua constituicdo, mostrou-se com um resultado contraditério face as
anteriores, apresentando contaminagdo em ambos os meios de cultura. Possivelmente, a causa
do crescimento microbioldgico verificado nas duas amostras teve origem na preparacdo dos

vinagretes.

Os resultados dos vinagretes comerciais foram satisfatérios com auséncia de
crescimento para todas as amostras (n=3) em ambos 0s meios de cultura, podendo ser um dos

pontos a ressaltar a seguranca alimentar dos produtos comerciais (Figura 22 e Figura 23).

Figura 22: Amostras comerciais de vinagrete (VC1, VC2 e VC3) inoculadas em meio de
cultura WLN.

Figura 23: Amostras comerciais de vinagrete (VC1, VC2 e VC3) inoculadas em meio de
cultura WL Differential.
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Das anélises de determinagdo da vida Util de prateleira, foi analisado o aspeto visual e
olfativo. Foi possivel observar alteragdo da cor em todas as amostras para uma tonalidade mais
clara e com turvacdo. Olfativamente, reportaram um odor desagradavel, semelhante a um

produto rancificado, indicativo de amostra deteriorada (Figuras 24 e 25).
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Figura 24: Amostras de vinagretes (501 e 463, respetivamente) expostas a temperatura

ambiente durante um periodo de 30 dias.

Figura 25: Amostras de vinagretes (V1, V2, V3 e V4, respetivamente) expostas a temperatura

ambiente durante um periodo de 30 dias.

Relativamente ao ensaio de avaliacdo da viabilidade das leveduras encapsuladas, ndo se
observou crescimento microbiano apés o periodo de incubacdo, constatando a inviabilidade das
leveduras encapsuladas apés a segunda fermentacdo em garrafa. Este era o resultado esperado
uma vez que se objetivou utilizar as esferas de alginato de calcio ap6s a sua utilizagéo

tecnoldgica na producdo de vinho espumante (Figura 26).
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Figura 26: Inoculacdo de leveduras encapsuladas ap6s segunda fermentacdo em meio de
cultura WLN.
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5. Conclusao e sugestdes

Este estagio proporcionou-me uma visdo abrangente do setor vitivinicola e reforcou a
importancia do rigor analitico na produgdo de vinhos. Apesar do acompanhamento criterioso,
é necessario reforcar continuamente a formagdo da equipa, atualizando conhecimentos e

explorando novas metodologias disponiveis no mercado.

Relativamente ao controlo analitico das formulacdes dos vinagretes, foi um trabalho
bastante desafiante devido a escassez de bibliografia existente e a auséncia de legislacdo
especifica. Alguns dos valores de referéncia foram obtidos a partir de artigos de revisdo
bibliogréafica ou regulamentac&o alimentar de vinagres. Analiticamente, a determinacéo do teor
de cloreto de sodio, apresentou algumas limitacdes relacionadas com o elevado consumo de
reagente nas titulacGes. Seria recomendavel explorar outras formas de determinacdo como, por
exemplo, um teste rapido com gamas de valores aproximados de teor de cloreto de sodio.
Realca-se ainda o facto de que essa metodologia ndo esta disponivel na Global Wines S.A.

Conclui-se que sera necessario um maior cuidado na sele¢cdo de matérias-primas e na
manipulacdo durante a producdo dos vinagretes, de forma a evitar contaminacao
microbioldgica. O presente trabalho também permitiu constatar que serd necessaria a
reformulacéo dos vinagretes, no sentido de diminuir o seu pH e incrementar os valores de acidez
total, permitindo um resultado final de pH < 3,5 e acidez total > 3,6%, para assegurar 0 aumento

da sua estabilidade microbioldgica e consequente extensdo do tempo de vida util de prateleira.

Esta otimizacdo das formulacfes sera crucial para garantir a seguranca alimentar e
viabilizar a entrada dos vinagretes no mercado, promovendo assim, uma solucdo gastronémica

sustentavel e contribuindo para economia circular numa empresa que produz vinho espumante.
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ANEXO A - Ficha técnica do meio de cultura Agar Nutriente WL para detecdo de
bolores e leveduras da marca Condalab.

A Condalab

Agar Nutriente WL Cat. 1086

Para la determinacion de flora microbiana en procesos de fermentacién y fabricacion de cerveza

Informacién practica

Aplicaciones Categorias
Recuento selectivo Microorganismos de la industria cervecera y

Industria: Alimentacion / Bebidas alcohdlicas / Fermentacion

Principios y usos

Agar Nutriente WL, basado en la formulacion de Green y Grey, se recomienda para el control de fermentaciones industriales, particularmente la
fabricacion de cerveza. Con un pH de 5,5 se pueden hacer recuentos verdaderos de levaduras de cerveza. Con un pH de 6.5 el medio es ideal para
levadura de panaderia y alcohol destilado.

La triptona proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. La dextrosa es el carbohidrato fermentable que
proporciona carbono y energia. El extracto de levadura es una fuente de vitaminas, particularmente del grupo B. El fosfato monopotasico es el tampon.
Los cloruros de potasio, calcio y fémico proporcionan iones esenciales para el equilibrio osmético. Los sulfatos de magnesio y manganeso son fuentes
de cationes divalentes. El verde de bromocresol es el indicador de pH. El agar bacteriolégico es el agente solidificante.conteos

Férmula en g/L

Agar ) 15 Verde de bromocresol 0,022
Clomro calcico 0,125 Dexirosa 50
Clorurg férrico 0,0025 Sulfato m Bsico 0,125
Sulfato de i 0,0025 Fosfato monopotasico 0,55
Clomurno potasico 0425 Triptona 5
Extracto de levadura 4

Preparacion

Suspender 75 gramos de medio en un liro de agua destilada. Mezclar bien y disolver calentando con agitacion frecuente. Hervir durante un minuto
hasta disolver por completo. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 45-50 °C, mezclar bien y dispensar en platos.

Instrucciones de uso
Inocular e incubar a una temperatura de 30 °C y observar después de 24 - 48 horas.

Ambas formulas WL Nutrient (WLN) y WL Differential (WLD) se usan en conjunto, ya que con WLN Agar las bacterias podrian no ser detectadas a
menos que la cantidad de células de levadura sea muy pequefia. Se debe usar 1 placa WLN y 2 placas WLD.

- La placa WLN Agar se incuba i \ente para el total de en la placa.
- Una de las placas de agar WLD se incuba aerdbicamente para bacterias de acido acético: Flavobacterium, Proteus, bacterias termofilas y otras.
- La segunda placa WLD se incuba dbicamente para la i igacién de bacterias lacticas y especies de Pediococcus.

Todas las placas se incuban, en general, a 25 °C en el caso de la cerveza, y a 30 "C para las levaduras de panaderia y alcohélicas de malta. Las placas
s& incuban durante 2 -10 dias hasta 2 semanas, segin la flora presente. Los recuentos se realizan a intervalos regulares durante este periodo.
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Control de calidad

Solubilidad Apariencia Color del medio deshidratado Color del medio preparado Final pH (25°C)
Sin restos Polvo fino Tostado claro con tono azul Gris-azul 5502

Test microbiologico
Condiciones de incubacion: (30 °C [ 24-48 h)

Microrganismos Especificacion
Escherichia coli ATCC 25822 Crecimiento moderado
Proteus mirabilis ATCC 25933 Crecimiento moderado
Sacharomyces cerevisiae ATCC 9080 Buen crecimienio
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 Crecimiento moderado
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 Buen crecimiento

Almacenamiento

Temp. Min.:2 °C
Temp. Max.:25 °C

Bibliografia
Green, S.R. and P.P. Gray 1950. Paper read at American Society of Brewing Chemist Meeting. Wallerstein Lab. Commun 1 2:43. Green, S.R. and P.P.
Gray 1950. A differential procedure i to bacteriological i igation in brewing. Lab. Commun 13:357

MacFaddin J.D. 1985. media for isolation cultivation-identification-maintenance of medical bacteria, vol. 1. p. 854-856 Willians Wilkins, Baltimore, MD.
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ANEXO B - Ficha técnica do meio de cultura Brettanomyces Agar para detecéo de
Brettanomyces spp. da marca Condalab.

% Condalab

Agar Brettanomyces Cat. 2006

Para el cultivo de Brettanomyces

Informacion practica

Aplicaciones Cat
Enriguecimiento Brettanomyces

Industria: Bebidas alcohdlicas

Principios y usos
#Agar Brettanomyces es un medio utilizado para el cultivo de Brettanomyces de vinos.

Brettanomyces es un género de levadura capaz de crecer en altas concentraciones de alcohol y de azlcares fermentados que no han sido utilizados
por Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion. La presencia de Bretianomyces se asocia con la aparicion de exirafios aromas del vino debido
ala produccion de 4-etil guayacol y 4-etil fenol.

Brettanomyces también se llama Dekkera (nombre dado a especies con reproduccién sexual y, por lo tanto, formacién de esporas por meiosis).
Generalmente se encuentra en vinos tintos en barriles o en almacenamiento a granel, ya que, los acidos necesarios para formar algunos de los aromas
indicativos se exfraen de las pieles de la uva, pero también se han encontrado infecciones en Chardonnay y Sauvignon Blanc.

La dextrosa es el carbohidrato fermentable que proporciona carbono y energia. La peptona y el exiracto de malta proporcionan nitrégeno, vitaminas,
minerales y i para el imiento. El extracto de levadura es fuente de vitaminas, particularmente del grupo B. La tiamina es un
factor de crecimiento. Se agregan agentes selectivos para mejorar la recuperacidn de Breftanomyces a través de la inhibicidn de contaminantes
comunes como Saccharomyces cerevisiae.

Formula en g/L

Dextrosa 10 Agar bacteriolégico 20
Verde de ol 0,022 Cloranfenicol 0.1
Cicloheximida 0,01 Exiracto de malta 3
Peptona 5 Tiamina 0,02
Exiracto de levadura 3 Base nitrogenada de levadura 3
Acido ari 0.1

Preparacién

Suspender 44,2 gramos de medio en un litro de agua destilada. Mezclar bien y disolver por calentamiento con agitacion frecuente. Hervir durante un
minuto hasta disolver por completo. Agregar 16 ml de etanol y mezclar bien. Hervir durante 10 minutos y verter en placas de Pefri. NO AUTOCLAVAR.

Instrucciones de uso

Inocular e incubar a una temperatura de 25-30 °C y observar después de 7 dias

Control de calidad

Solubilidad Aparienci; Color del medio i do Color del medio preparado Final pH (25°C)
Sin restos Polvo fino Beige Verde-azulado 5.320,2

Test microbiologico
Condiciones de incubacion: (25-30 °C / 7 dias)
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Microrganismos Especi i R ion caracteristica

Dekkera anomala ATCC 10562 Buen crecimiento Eit‘arr:t\g%a}clon de |actosa (+), Asimilacion de succinato (+), Asimilacion de
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Crecimiento inhibido

Escherichia coli ATCC 25922 Crecimiento inhibido

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Crecimiento inhibido

Dekkera bruselensis ATCC 36234 Buen crecimiento :;r;;rt\oeti‘:‘aicién de lactosa (-), Asimilacién de succinato (-), Asimilacidn de

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 Crecimiento inhibido

Almacenamiento

Temp. Min.:2 °C
Temp. Max.:25°C

Bibliografia
‘Winemaking update. Brettanomyces / dekkera. Confrol y deteccidn en bodegas.
Wine Mi iologists tical ication and procedure.

Silva, P., Cardoso, and H. Gerds. 2004. Studies on the wine spoilage capacity of Brettanomyces/Dekkera spp. Am. J. Enol. Vitic. 55:
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ANEXO C - Ficha técnica do meio de cultura WL Differential Agar para dete¢do de
Bactérias Acéticas da marca Condalab.

% Condalab

WL Differential Agar Cat. 1026

Selective medium used in the control of industrial fermention ially in brewery

Practical information

T
Categories
Selective enumeration Microorganisms of the brewing industry y
Selective isolation Microorganisms of the brewing industry

Industry: Alcoholic beverages

Principles and uses

WL Differential Agar is a selective medium for the isclation and enumeration of microbial flora used together with WL Nutrient Agar (Cat. 1086) for the
control of the manufacture of beer and other fermentation processes by yeasts. Both media are widely used in the industries of vinegar, bread yeasts,
grape and wine-growing and distilled spirits_ In the production of yeasts for the bakery and distillery indusfries, the pH of the media is adjusted 1o 6 5.

The medium allows the selective multiplication of yeasts in fermentation liquids, which contain a microflora mix consisting of fungi and bacteria. When the
number of yeasts present is relatively small, certain bacteria can also be

Tryptone provides nitrogen, vitamins, minerals and amino acids essential for growth. Dexirose is the fermentable carbohydrate providing carbon and
energy. Yeast exiract is a source of vitamins, particularly of the B-group. Monopotassium phosphate is the buffer. Potassium, Calcium and Fermric
chlorides all provide essential ions for the esmotic balance. Magnesium and Manganese sulfates are sources of divalent cations. Bromocresol purple is
the pH indicator. Bactericlogical agar is the solidifying agent. The addition of 0.004 grams of Cycloheximide converts the WL MNutrient formula into a
differential medium, which inhibits the development of yeasts and molds while permitting the notable proliferation of the bacteria present in the
fermentation liquids and subsequent identification and enumeration

Formula in g/L

Dextrose 50  Bacteriological agar 20
Bromocresol green 0,022 Calcium chloride 0,125
Cycloheximide 0,004 Femic chloride 0,0025
M 1 sulfate 0,125 sulfate 0,0025
Monop ium phosphate 0,55 P ium chloride 0,425
Tryptone 5 Yeast extract 4
Preparation

Suspend B0 grams of the medium in one liter of distilled water. Mix well and dissolve by heating with frequent agitation. Boil for one minute until complets
dissolution. Sterilize in autoclave at 121°C for 15 minutes.

Instructions for use

-Inoculate initial suspension and/or diluted sample.

- Extend the inoculum with a sterile loop on the agar surface_

- Incubate the plates in an inverted position at a temperature of 3522 °C for 24-48 hours.

Time and temperature of incubation are important factors according to the type of yeast. In general, temperatures of 25°C with the beer yeasts and 30°C
with the bread and other alcoholic fermentation yeasts are appropriate. The time of incubation varies from 2 to 7 days and up to 14 days, depending on
the flora found.
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Likewise, the atmosphere chosen for incubating the culture must be appropriate. The bread yeasts are incubated aerobically while the alcoholic
fermentation yeasts are incubated anaercbically and in the presence of CO2.

Quality control

Solubility Appareance Color of the dehydrated medium Color of the prepared medium Final pH (25°C)
wio rests Fine powder Beige with blue tint Blue 55+02

Microbiological test
Incubation conditions: (30 °C [ 24-48 h)

Escherichia coli ATCC 25922 Good growth
Proteus mirabilis ATCC 25833 Good growth
Sacharomyces cerevisiae ATCC 5080 Inhibited growth
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 Good growth
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 Inhibited growth
Storage

Temp. Min.:2 °C
Temp. Max.:25 °C

Bibliography
Green and Grey Wallensiein, Lab. Comm. 13:357. 1850. Green and Grey. Wallenstein, Lab. Comm. 14:169, 1951. Applicable to bacteriological
i igation in brewing in Lab. Commus 13: 357.
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