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Resumo

Este relatorio é fruto do trabalho desenvolvido no estagio realizado no laboratorio
de Enologia da Global Wines S.A., empresa vitivinicola da regidao do Dao localizada
em Carregal do Sal, de 3 de janeiro a 30 de junho de 2023, no a&mbito do Mestrado em
Engenharia Alimentar da Escola Superior Agraria de Coimbra, pertencente ao Instituto
Politécnico de Coimbra.

O principal objetivo deste estagio foi garantir a efichAcia dos métodos analiticos
microbioldgicos implementados no processo de producédo de vinhos engarrafados com
vista a correta monitoriza¢éo dos processos e otimizacdo dos mesmos.

Como tal, pretendeu-se adquirir conhecimentos tedricos e praticos no ambito da
rotina diaria de analises fisico-quimicas e microbioldgicas do laboratério da Global
Wines S.A., comprovar a eficacia dos varios processos de estabilizagdo microbiolégica
no decorrer do processo de producdo dos vinhos tranquilos e espumantes,
nomeadamente na etapa de tiragem, bem como controlar o processo de higienizacdo
em adega, através de analises microbioldgicas e testes de bioluminescéncia.

Os resultados obtidos no trabalho desenvolvido permitiram reconhecer a
importancia da existéncia de uma etapa de estabilizacdo microbiolégica no processo
de producéo de vinhos tranquilos e vinhos espumantes, com o objetivo de reduzir e/ou
eliminar a presenca de microrganismos nos vinhos engarrafados e ndo comprometer a
segunda fermentacdo em garrafa, no caso dos vinhos espumantes. Para além disso, o
controlo efetuado a nivel da higienizacdo em adega foi essencial para o trabalho diario
dos colaboradores da empresa, ao identificar as zonas criticas passiveis de maior
presenca microbiana e, como tal, de atencdo redobrada aquando da ocorréncia da

higienizacdo dos depdsitos e equipamento de filtracdo em adega.

Palavras-Chave: qualidade e segurancga alimentar; produgdo de vinhos; andlises
fisico-quimicas e microbiolégicas



Controlo microbiolégico na produgéo de vinhos: estudo de caso numa adega da regido Demarcada do D&ao

Abstract

This report is the result of the work carried out during the internship conducted at

the Enology laboratory of Global Wines S.A., a winery located in the Dao region in

Carregal do Sal, from January 3rd to June 30th, 2023, as part of the Master's program

in Food Engineering at the Agrarian School of Coimbra, affiliated with the Polytechnic

Institute of Coimbra.

The main objective of this internship was to ensure the effectiveness of

microbiological analytical methods implemented in the production process of bottled

wines, aiming for proper process monitoring and optimization.

As such, the goal was to acquire theoretical and practical knowledge within the

scope of the daily routine of physical-chemical and microbiological analyses at the

Global Wines S.A. laboratory. This included proving the effectiveness of various

microbiological stabilization processes during the production of still and sparkling

wines, especially during the tirage stage. Additionally, it involved controlling the

hygienization process in the winery through microbiological analyses and

bioluminescence tests.

The results obtained in the developed work allowed to recognize the importance of

having a microbiological stabilization stage in the production process of still and

sparkling wines. This stage aims to reduce and/or eliminate the presence of

microorganisms in bottled wines and avoid compromising the second fermentation in

the case of sparkling wines. Furthermore, the control of hygienization in the winery was

crucial for the daily work of the company's employees. It helped identify critical areas

susceptible to higher microbial presence, requiring increased attention during

hygienization of tanks and filtration equipment in the winery.

Keywords: food quality and safety; wine production; physico-chemical and

microbiological analyses
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1. Introducéo

1.1. Breve descricdo do local de estagio

O estégio curricular, no ambito da unidade curricular de Estagio, do Mestrado em
Engenharia Alimentar da Escola Superior Agraria de Coimbra foi realizado no
laboratério de Enologia da empresa Global Wines S.A., durante o periodo de 3 de
janeiro a 30 de junho de 2023, com a duracdo aproximada de 1000 horas, tendo como
tema de estagio “Controlo microbiolégico na producédo de vinhos: estudo de caso

numa adega da regido Demarcada do D&o”.

A Global Wines S.A., fundada em 1990 (na altura, com a designag¢do Dao Sul),
encontra-se localizada no concelho de Carregal do Sal (Figura 1), em plena Regido
Demarcada do Dao (DOC Dao), sendo actualmente a maior empresa produtora de
vinhos tranquilos da regido do D&o, com uma estimativa de 7.000.000 de garrafas
engarrafadas e comercializadas por ano. Encontra-se presente nos dias de hoje em 5

continentes e em mais de 40 paises (Global Wines, 2023).

v

GLOBALWINES |

PORTUGAL 19|90

Figura 1 — Sede da Global Wines S.A., localizada no concelho de Carregal do Sal, em plena Regido
Demarcada do Déo (DOC Dao) e respetivo log6tipo da empresa.

Com vinhas em varias regifes do pais, a Global Wines S.A. apresenta um vasto
portefélio de marcas reconhecidas e premiadas a nivel nacional e internacional, com
comercializagdo de uma gama diversificada de vinhos tranquilos (tintos, brancos e
rosés), bem como vinhos espumantes, vinhos licorosos (Cabriz Impar e Moscatel), um
vinho colheita tardia (Outono de Santar) e uma aguardante vinica velha (Aguardente
Vinha do Contador).

O ex-libris da empresa é sem duvida nenhuma a marca Cabriz (lider de vendas da
regido do D&o), contudo Casa de Santar, Paco dos Cunhas, Grilos (vinhos DOC Dé&o),
Quinta do Encontro (DOC Bairrada), Herdade Monte da Cal (DOC Alentejo), Vinha
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Maria (DOC Douro, DOC Vinho Verde, DOC Déao, IGP Lisboa e DOC Alentejo) e
Astrolabium (DOC Vinho Verde e DOC Dao) sdo também marcas da Global Wines
bastante apreciadas pelo mercado. De destacar também a marca Vinhos Rio Sol, com
vinhos produzidos a partir das castas de uva da vinicola Rio Sol (Pernambuco, Brasil)
e pertencente também & Global Wines (Figura 2).

Figura 2 — Localizac8do geografica das varias regides vinicolas que d&o origem as marcas da Global
Wines, reconhecidas a nivel internacional (adaptado de Global Wines, 2023).

Para além da producdo e comercializacdo de vinhos e espumantes, a empresa
apostou nos ultimos anos na vertente de enoturismo, com visitas guiadas as adegas
do grupo, provas de vinhos bem como a aposta na gastronomia regional, com 0s
restaurantes Quinta de Cabriz (em Carregal do Sal), Paco dos Cunhas (em Santar, no
concelho de Nelas) e Quinta do Encontro (no concelho da Anadia, na regido da
Bairrada).

A Global Wines tem como principal politica a valorizagdo da qualidade do vinho
produzido, procurando levar sempre em consideracéo as tendéncias do mercado e do
sector e a opinido e preferéncias dos seus clientes e principais consumidores, de
forma a garantir a qualidade e seguranca alimentar do produto final, controlando todo
o processo produtivo desde “a uva até a garrafa”.

Para a concretizacdo deste pressuposto, a Global Wines aposta na procura
continua de melhorias a nivel tecnoldgico e organizacional, sempre com o objetivo de
garantir a adequagdo dos seus produtos ao mercado e tendo em conta a
sustentabilidade e seguranca do seu processo (Global Wines S.A., 2021a).

O Regulamento (CE) n°®852/2004, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29
de abril de 2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios estipula, no seu artigo 5°,
gue todos os operadores do sector alimentar devem criar, aplicar e manter um

processo ou processos permanentes baseados nos 7 principios do HACCP. Tendo
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como ponto de partida a legislacdo e garantindo a qualidade e seguranca alimentar
dos seus produtos, a Global Wines tem implementado no processo de produgdo um
plano HACCP robusto e bem definido, com a monitorizagdo constante e diaria dos
varios pontos criticos de controlo (PCC’s) do processo, bem como as respetivas
andlises fisico-quimicas associadas ao controlo desses mesmos pontos criticos
(Global Wines S.A., 2021b).

Procurando a melhoria de qualidade continua, a empresa encontra-se neste
momento certificada para a ISO 9001 bem como para a IFS Food, em todo o processo
de producdo dos vinhos e espumantes, desde a adega a linha de engarrafamento,
para além de apostar na inovacdo e desenvolvimento dos seus produtos e marcas,
tendo sido a primeira empresa do sector agroalimentar a implementar um NITEC
(Ndcleo de Investigacdo e Desenvolvimento Tecnolégico em Empresas), no ano de
2003 (19]90 Premium Wines, 2023).

1.2. Regido Demarcada do Déo

Com a sua criacao a remontar ao inicio do século XX (18 de setembro de 1908), a
Regido Demarcada do Dao foi a primeira regido do pais a produzir vinhos nao
licorosos a ser demarcada e regulamentada (CVR Déao, 2023a).

Situada na zona da Beira Alta, no centro norte de Portugal, a Regido Demarcada
do Dao é cortada pelos rios Dao, Mondego e Alva e circundada por um conjunto de
serras (Serra do Caramulo, Nave, Acor, Bucaco e Estrela), que desempenham um
papel de protecéo para esta regido das massas humidas do litoral e dos fortes ventos
continentais, contribuindo assim para a obtencdo de vinhos de qualidade, devido as
condicbes geograficas favoraveis (CVR Dao, 2023c).

De acordo com a Portaria n.° 246/2014, a Regido Demarcada do Dao divide-se em
7 sub-regides (Figura 3), ocupando uma area total de cerca de 376.000 hectares (IVV,
2021b):

1. Sub-regido de Alva (concelhos de Oliveira do Hospital, Tabua e Arganil);

2. Sub-regido de Besteiros (concelhos de Mortagua, Santa Comba Déao e
Tondela);

Sub-regido de Castendo (concelhos de Penalva do Castelo e Satéao);
Sub-regido da Serra da Estrela (concelhos de Gouveia e Seia);
Sub-regido de Silgueiros (concelho de Viseu)

Sub-regido de Terras de Azurara (concelho de Mangualde);

N o g ko

Sub-regido de Terras de Senhorim (concelhos de Carregal do Sal e Nelas),

onde se localiza a empresa Global Wines S.A.
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Figura 3— Localizacdo geogréfica da Regido Demarcada do Dao e respetivas sub-regifes (adaptado de

(Cipriano, sem data).

Algumas caracteristicas do solo como a alta taxa de infiltracdo, a baixa retencéo
de agua, o pH acido do solo e terreno essencialmente granitico contribuem para as
boas condicdes de pratica de viticultura nesta regido. O clima na regido do Dao sofre
simultaneamente a influéncia vinda do Oceano Atlantico e do Interior do pais, por isso
0s invernos sao frios e chuvosos enquanto os verdes sao quentes e secos (CVR Dao,
2023c).

Aos vinhos produzidos na regido é atribuida a designacdo de Denominacdo de
Origem Controlada (DOC) — DOC Déo (Figura 4). Esta designacao € normalmente
atribuida a vinhos de uma determinada regido geograficamente delimitada e
condicionada a um conjunto de regras especificas da legislacdo, como as
caracteristicas do solo, tempo de estagio do vinho, as préaticas de vinificacdo, o teor

alcodlico e as castas recomendadas.

- @
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|, O

Figura 4 — Selo de garantia de vinho DOC Dao, ap0s certificagdo atribuida pela Comisséo Vitivinicola

Regional do D&o (de acordo com o Decreto-Lei n°94/2012)

Como tal, para producdo de vinhos na Regido do D&o (DOC Dao) as castas

recomendadas dividem-se em castas tintas e castas brancas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Castas recomendadas na Regiéo Demarcada do Dao (CVR Déo, 2023b), A negrito, as castas

mais cultivadas na regido, tendo em conta a area total de vinha plantada na regido do Dao (IVV, 2021b)

Castas tintas

Castas brancas

(1,2%), Alicante-Bouchet, Alvarelh&o / Brancelho,

Bastardo / Graciosa, Camarate, Casteldo,

Cornifesto, Monvedro, Moreto, Mourisco, Pilongo,
Tinta-Carvalha, Touriga-Fémea, Tinto-Cao

Jaen / Mencia (22,6%), Touriga Nacional | Encruzado (4,9%), Bical / Borrado das Moscas
(21,9%), Aragonez / Tinta-Roriz / Tempranillo | (3,8%), Malvasia-Fina (2,9%), Ferndo Pires /
(18%), Alfrocheiro / Tinta Bastarda (6,2%), | Maria Gomes (1,6%), Alicante-Branco, Arinto /
Baga (4,5%), Rufete / Tinta-Pinheira (3,6%), | Perdernd, Arinto-do-Interior, Barcelo, Branda,
Trincadeira / Tinta Amarela / Trincadeira-Preta | Cerceal-Branco, Douradinha, Gouveio, Luzidio,

Malvasia-Rei, Moscatel-Galego-Branco / Muscat-
a-Petits-Grains, Rabo-de-Ovelha, Semillon, Siria /
Roupeiro / Cédega, Tamarez / Molinha, Verdial-
Branco, Terrantez, Uva-Céo

Em termos de producao anual de vinho na regido, na ultima campanha de 2022-
2023 foram produzidos cerca de 280.000 hl de vinho (4,08% da producéo total de
vinho no pais), dos quais cerca de 226 mil dizem respeito a producéo de vinhos tintos
elou rosés (Figura 5). Verificam-se alteracdes significativas ao longo dos anos na
producdo total anual de vinho, muito devido a alteracdo frequente das condicdes
Otimas para vinificacdo, quer em termos climaticos, econdmicos ou de condi¢cdes do
solo (IVV, 2021a).
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Figura 5 — Evolucéo da producéo de vinho (em hl) na Regido Demarcada do Dao, entre 2015 e 2023 (IVV,
2021a).
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2. Objetivos do estagio

Subordinado ao tema “Controlo microbiolégico na producdo de vinhos: estudo de
caso numa adega da regido Demarcada do D&o”, o principal objetivo deste estagio foi
garantir a eficacia dos métodos analiticos microbiol6gicos implementados no processo
de producdo de vinhos engarrafados com vista a correta monitorizagdo dos processos
e otimizacdo dos mesmos.

Nesse sentido, numa fase inicial do estagio, pretendeu-se adquirir e aplicar
conhecimentos tedricos e praticos no ambito da rotina diaria de analises fisico-
guimicas e microbiolégicas do laboratério da Global Wines S.A., realizadas de acordo
com o Plano de Controlo e Andlise em vigor na empresa, no sentido de auxiliar o
departamento de Enologia e Producédo, mais concretamente a equipa do laboratério de
Enologia da Global Wines S.A.

Com o intuito de comprovar a eficacia dos varios processos de estabilizacdo
microbiolégica no decorrer do processo de producao dos vinhos, comparou-se
resultados microbioldégicos de amostras obtidas antes e apos a etapa de filtracdo por
membranas e/ou tratamento térmico (engarrafamento a quente) no processo de
producao de vinhos brancos, rosés e tintos.

O periodo de estagio coincidiu com a etapa de tiragem que decorreu entre
fevereiro e marco de 2023, relativa ao processo de producdo de vinhos espumantes.
Agindo de acordo com o que se encontra referenciado no Plano de Controlo e Analise
da empresa, procedeu-se ao controlo microbiolégico desta etapa.

A higienizacdo na industria alimentar é imprescindivel para a manutencdo da
qualidade e seguranca alimentar do produto final, impedindo contaminacfes
desnecesséarias. Na industria vinicola isso ndo é excepcdo. Para possibilitar a
otimizacao do processo de higienizacdo implementado na empresa Global Wines S.A.,
foram realizadas analises microbiolégicas e testes experimentais com recurso a
métodos de bioluminescéncia (detecdo de residuos de ATP) apds a higienizacdo de
depodsitos em adega e apos a higienizacdo dos equipamentos de filtragéo utilizados no

processo (filtro de terras).



Controlo microbiolégico na produgéo de vinhos: estudo de caso numa adega da regido Demarcada do D&ao

3. O vinho

Desde os primdrdios da humanidade, o vinho tem vindo a desempenhar um papel
de relevo em quase todas as civilizacdes, havendo registos da sua producédo e
consumo nas civilizagbes egipcia, grega e romana (Alpuim, 1997; Johnson, 1989).

Produzido a partir de uvas provenientes de castas de Vitis vinifera L., o vinho faz
parte da vida social e cultural das sociedades até aos tempos atuais (ASAE, 2016).
Sao também cientificamente reconhecidas as propriedades benéficas para a saude do
organismo humano do consumo moderado de vinho (Tomera, 1999).

De acordo com a legislacdo em vigor (Regulamento (CE) N° 1308/2013, do
Parlamento Europeu e do Conselho), pode definir-se vinho como “o produto obtido
exclusivamente por fermentacdo alcodlica, total ou parcial, de uvas frescas,
esmagadas ou ndo, ou de mostos de uvas”.

O vinho é o resultado de um processo bioquimico complexo, que comeca na
vindima, continua até a fermentacao alcodlica e malolatica (no caso de vinhos tintos),
estagio e culmina no seu engarrafamento, sendo um produto natural, fruto de reacdes
bioquimicas, que se iniciam durante a maturacdo da uva e se estendem até ao
engarrafamento (Romano, 2003).

Todos o0s vinhos tém de estar em conformidade com os varios parametros
analiticos, estabelecidos na legislacdo europeia e portuguesa e disponiveis para
consulta pelo Instituto da Vinha e do Vinho, I.P. (IVV) e pela Organizacao Internacional
da Vinha e do Vinho (OIV).

Segundo ultimos dados divulgados pela OIV, a producdo mundial de vinho em
2022 situou-se em 258 milhGes de hectolitros (Figura 6), sendo 6,8 milhdes de
hectolitros (2,6% da producdo mundial e décimo pais no ranking mundial) respeitantes

a producéo de vinho em Portugal.
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Figura 6 - Evolugdo da producao mundial de vinho (excluidos sumos e mostos) (OlV, 2023)
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No que toca ao consumo desta bebida alcodlica, houve um pequeno decréscimo
no ano passado (-1%), com uma estimativa de 232 milhdes de hectolitros de vinho
consumidos a nivel mundial (Figura 7). Este decréscimo deveu-se em parte ao
aumento dos precos de producéo e distribuicdo de produtos alimentares, associado a
crise energética e guerra na Ucrania. No nosso pais, em 2022, a estimativa de
consumo de vinho foi de 6,0 milhdes de hectolitros, correspondente a 3% do consumo
mundial, ocupando a décima posi¢do no ranking mundial e o sétimo lugar no ranking

europeu, atras de paises como o Reino Unido, Italia, Franca ou Alemanha (OIV, 2023).

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 20015 2016 2007 2018 2019 2020 2021 2022
Prav.  Prel

Figura 7 - Evolug&o do consumo mundial de vinho (OIV, 2023)

Na generalidade, os vinhos podem ser classificados como tranquilos (vinho tinto,
branco e rosé), licorosos (vinho do Porto, vinho Madeira e moscatel) e espumantes
naturais, gaseificados e frisantes. Os vinhos licorosos, generosos ou fortificados séo
obtidos quando a fermentacdo alcodlica é interrompida pela adicdo de aguardente ou
alcool vinico, sendo que ficard mais ou menos doce dependendo do momento de
interrupcao ou da uva que se esta a utilizar na producéo do licoroso.

No nosso pais, existe um tipo de vinho especifico que devido a sua elevada

acidez pode ser considerado pertencente a uma categoria a parte - Vinho Verde

(produzido a partir de uvas tintas ou brancas) (ASAE, 2016).

3.1. Composicéo fisico-quimica do vinho

A composicéo fisico-quimica do vinho difere da composig&o fisico-quimica do
mosto e/ou da uva, devido as alteragbes bioquimicas ocorridas nos processos de
fermentagdo. No mosto, por exemplo, a glucose e a frutose (Figura 8) s&o os agucares
fermentesciveis mais presentes, sendo posteriormente utilizados pelas leveduras para
realizar a fermentacdo alcodlica, transformando o agucar disponivel em etanol (cerca
de 90% do acucar fermentescivel), com libertacdo de dioxido de carbono (Alpuim,
1997).



Controlo microbiolégico na produgéo de vinhos: estudo de caso numa adega da regido Demarcada do D&ao

H 0O
\ Z A CH,0H B
C
=0
H—1—O0OH
HO—t—H
HO——H
H—1—=0H
H—1——=0H
s e © 1
He=—r—0H
CH,0H
CH,OH

Figura 8 — Principais aglcares presentes na uva e no mosto e passiveis de sofrerem fermentagao
alcodlica. A glucose (A) € uma aldo-hexose e a frutose (B) é uma ceto-hexose (Alpuim, 1997).

Sendo assim, o etanol é, depois da agua, o constituinte maioritario do vinho, dos
mais de 600 compostos quimicos que compdem a sua composicdo quimica (Alpuim,
1997) (Figura 9). O teor de etanol varia entre 9% e 17%vol. nos vinhos tranquilos e é

normalmente superior a 17%vol. nos vinhos licorosos.
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Figura 9 — Principais componentes do vinho (adaptado de Nemzer et al., 2021)

O terceiro composto em abundancia no vinho é o glicerol, que se forma durante a
fermentagdo alcoodlica (produto secundario mais presente). A sua concentragdo no
vinho varia entre 6 e 15 g/L, sendo também um bom fator de qualidade, ao ser
responsavel por conferir macieza ao vinho.

Durante a fermentagcdo alcoodlica, sdo também produzidos alguns compostos
secundarios, que se encontrardo posteriormente no vinho em menores concentragdes
gue o etanol (principal produto das reacdes quimicas no decorrer da atividade das
leveduras) como é o caso dos acidos succinico, acético e pirtvico, o acetaldeido e os

polialcoois (Alpuim, 1997).
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A concentrac@o de &cido tartarico, acido malico e acido latico também varia da
uva e mosto para o vinho obtido a partir destes. O &cido tartarico € o principal acido
presente (2 a 5 g/L), com a sua concentracido a expressar a acidez total do vinho. E
um &cido forte, resistente & acéo de bactérias e sO se encontra naturalmente presente
na uva e no vinho. Por outro lado, o 4cido malico, abundante na uva ndo madura,
apresenta uma concentracdo decrescente da uva e mosto para o vinho, devido a
maturacdo da uva, a degradacdo deste acido pelas leveduras na fermentacéo
alcodlica (transformacgéo de acido malico em piravico) e a utilizacdo do mesmo pelas
bactérias laticas numa possivel fermentacdo malolatica, dando origem ao acido latico
(acido nao presente inicialmente na uva).

Regista-se também a presenca de alguns ibes importantes para a composicao
quimica do vinho: os catides potassio (K*) (0,5 a 2,0 g/L), célcio (Ca?"), magnésio
(Mg?") (50 a 150 mg/L) e sodio (Na*) (cerca de 10 mg/L) e os anides sulfito (SO3z%),
bissulfito (HSOg3), carbonato (CO3z%), bicarbonato (HCO3), fosfato (PO.*, 20-160 mg/L
em brancos e 50 a 300 mg/L em tintos), sulfato (SO4?, 150 a 300 mg/L) e o cloreto (CI
, 50 mg/L). Em pequenas concentracfes, denota-se a presenca dos ides litio (Li*),
ferro (Fe®") e cobre (Cu?*).

Os compostos fendlicos (antocianinas, flavonas, acidos fendlicos e taninos) e os
polifendis sdo também uma parte importante da composicdo quimica, sendo

responsaveis pela cor do vinho (Alpuim, 1997).

3.2. O processo de vinificacao

3.2.1. Producéao de vinhos tranquilos

O processo de producdo de vinhos tranquilos é descrito de seguida tendo por
base o fluxograma de vinhos tranquilos comum a vinhos brancos, rosés e tintos,
verificado in loco na empresa Global Wines S.A. pela equipa de HACCP e
documentado no Manual de Seguranca Alimentar da empresa (Global Wines S.A.,
2021b) (Figura 10, Figura 11).

A vinificagdo, quer em brancos quer em tintos, inicia-se com a vindima (em
meados de setembro e outubro). ApGs esta ocorrer, a uva é enviada para as adegas
da empresa, identificada e pesada segundo a sua origem (casta e estado
fitossanitario) e local e data da colheita (dia, hora), com respetivo registo dos dados
obtidos (Figura 10 - 1).
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Figura 10 — Fluxograma de produc¢éo de vinhos tranquilos (brancos, rosés e tintos) na empresa Global
Wines S.A., com as etapas que decorrem na zona da adega (Etapas 1-11) (adaptado de (Global Wines
S.A., 2021b)).

De seguida da-se inicio ao processo de desengace, que consiste na separagéo do
engaco (parte lenhosa dos bagos), com consequente esmagamento da uva, com
libertacdo do respetivo sumo contido na polpa e dispersdo das leveduras indigenas e

enzimas no mosto, recorrendo a um desengacgador/esmagador (Figura 10 — 2).
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Se a fermentagéo alcodlica ndo ocorrer na presenca de massas (na producdo da
maior parte dos vinhos brancos, por exemplo), é necessério inicialmente proceder a
prensagem do mosto, seguindo-se o seu arrefecimento, sedimentacdo e clarificacdo
(Figura 10 — 3,4). Os compostos mais pesados acabam, por acao da gravidade apos
algum tempo, por sedimentar e ficar depositados no fundo do depésito/cuba onde se
encontram, levando a existéncia de duas fases distintas: as borras no fundo do
deposito (retiradas no fim da etapa) e a parte mais liquida do mosto, na superficie do
depdsito e acima das borras, que seguira para fermentacao.

De referir que 0 mosto é sulfitado (com a adicdo de SO;) até ser fermentado
(Figura 10 — 1,2), para inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis e garantir
gue as leveduras envolvidas no processo de fermentacéo séo as desejaveis.

No caso de vinhos tintos, a fermentacdo alcodlica (Figura 10 — 5) ocorre na
presenca de massas. Para poder efetuar-se uma fermentacdo controlada, adicionam-
se leveduras secas ativas (da espécie Saccharomyces cerevisiae) e nutrientes
(nomeadamente, compostos azotados), que permitam garantir o metabolismo das
leveduras durante todo o processo fermentativo. Este processo € controlado pela
equipa da adega, com a constante medicdo da temperatura e da massa volumica do
mosto.

Dando por terminada a fermentacdo alcodlica, o vinho branco é transferido para
uma cuba de inox ou barrica, onde estard em estagio até ser dada a ordem para
engarrafamento ou loteamento (Figura 10 — 9), sendo frequentemente sulfitado, com o
objetivo de estabilizar o vinho e evitar a perda de qualidade.

Na producédo de vinhos tintos, é necessario proceder inicialmente a desencuba
(Figura 10 — 6), retirando as borras decorrentes da fermentacao alcodlica ocorrida, ao
gual se segue uma prensagem (Figura 10 — 7), de forma a retirar totalmente todas as
particulas sélidas resultantes das etapas anteriores (bagaco), que poderdo ser
utilizadas para producédo de aguardante bagaceira, recorrendo a sua destilagdo.
Promove-se a ocorréncia da fermentacdo malolatica (Figura 10 — 8), com a adi¢éo de
bactérias laticas (Oenococcus oeni) e nutrientes (sob a forma de azoto). Esta etapa
permite tornar o vinho mais macio, visto que o 4cido malico apresenta um carater mais
acido gue o acido latico. O vinho tinto esta assim pronto para seguir para estagio, quer
em cubas inox ou em barricas de madeira, dependendo do perfil de vinho pretendido
(Figura 10 — 9).

O vinho é periodicamente sulfitado, sendo realizada uma amostragem mensal,
para efeitos de analise e prova sensorial, de forma a controlar a sua qualidade fisico-
guimica e organolética ao longo do tempo, até ser loteado (Figura 10 — 10), tendo em

conta as ordens de trabalho definidas pela equipa de Enologia.
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Apbs aprovacao para engarrafamento de um determinado lote de vinho, por parte
do endlogo responsavel da adega, procede-se a uma primeira filtracdo em adega
recorrendo a um filtro de terras (Figura 10 — 11). Na maioria das vezes sao usadas
terras diatomaceas que formam uma camada filtrante, onde ficam retidas as particulas

sélidas do vinho, promovendo uma maior limpidez do mesmo e reducdo da sua

turbidez.
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Figura 11 — Fluxograma de produc¢éo de vinhos tranquilos (brancos, rosés e tintos) na empresa Global
Wines S.A., com as etapas que decorrem na zona de engarrafamento (Etapas 12-21) (adaptado de
(Global Wines S.A., 2021b)).

Antes da etapa de engarrafamento, sdo adicionados produtos enoldgicos ao
vinho, de acordo com uma ordem de trabalho interna especifica para cada perfil de
vinho. A intervencédo da equipa do laboratoério nesta fase é essencial, ao realizar todas
as andlises fisico-qguimicas solicitadas antes do engarrafamento (Figura 11 - 12).

Segue-se uma segunda filtracdo, neste caso, recorrendo a um filtro de placas ou
modulos (Figura 11 — 13), com o objetivo de clarificar o vinho a engarrafar (reduzindo a

sua turbidez a um valor abaixo de 5 NTU).
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Antes de proceder ao engarrafamento do vinho, € necessario garantir a sua
estabilidade microbiol6gica. Como tal, recorre-se a uma pasteurizagdo no caso de
engarrafamento de vinhos tintos ou faz-se passar os restantes vinhos a engarrafar por
um filtro de membranas (Figura 11 — 14), com 0 objetivo de reter o microbioma
existente e impedir a ocorréncia de alterac6es organoléticas no produto final, o que
levaria a uma perda da qualidade do mesmo.

Por fim, da-se inicio ao engarrafamento com uma filtragéo pré-enchedora (Figura
11 — 17), enchimento, rolhagem na rolhadora (quer com rolha ou com screw-cap,
dependendo da ordem de trabalho definida pelo cliente para o vinho a engarrafar) e
posterior secagem das garrafas numa secadora (Figura 11 — 18,19).

O processo de producgéo termina com a rotulagem, capsulagem e embalamento
das garrafas engarrafadas, com a marcacdo do lote via laser (Figura 11 — 20),
seguindo as mesmas para 0 armazém, onde ficardo armazenadas até a sua possivel

expedicdo para o mercado (Figura 11 — 21).

Foram definidos ao longo do processo de produgédo de vinhos tranquilos, pela

equipa de Seguranca Alimentar da empresa, trés pontos criticos de controlo:

1) PCC N°1 - Preparacao para Engarrafamento (Figura 11 — 12):

Perigo: Excesso de SO?;
Monitorizagdo: Determinacéo do SO, total, através de analises laboratoriais, confrontando com os
limites legais em vigor;
Responsavel pelo Controlo: Equipa de Enologia (laboratério)

10 SO; é considerado um alergénio pela Organizagdo Mundial de Salde, estando legislado os limites
méximos permitidos de SO, a adicionar a um alimento ou bebida. A legislacdo obriga também a referéncia
da sua utilizagdo na rotulagem do produto, com a designagao “Contém sulfitos”.

2) PCC N°2 — Enxaguamento (Figura 11 — 17)

Perigo: Presenca de vidros partidos derivados da quebra de garrafas na despaletiza¢do ou durante o
manuseamento das paletes;
Monitorizagéo: Inspecao visual das paletes de garrafas a rececéo e antes de entrar na linha;
Responsavel pelo Controlo: Equipa de Producéo (Linha de engarrafamento)

3) PCC N°3 — Engarrafamento e Rolhagem (Figura 11 — 17)

Perigo: Presenca de vidros no interior da garrafa por quebra de garrafas durante o engarrafamento e
rolhagem;
Monitorizagéo: Inspecéo visual a garrafa a engarrafar e rolhar;
Responsavel pelo Controlo: Equipa de Producao (Linha de engarrafamento)
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3.2.2. Producgdao de vinho espumante

Segundo o Regulamento (UE) n°1308/2013, o vinho espumante de qualidade é
definido como o “produto obtido por primeira ou segunda fermentacdo alcoodlica de
uvas frescas, de mosto de uvas, ou de vinho, que liberta, quando se procede a
abertura do recipiente, di6xido de carbono proveniente exclusivamente da
fermentacdo, e que apresenta, quando conservado a temperatura de 20°C em
recipientes fechados, uma sobrepressao, devida ao dioxido de carbono em solucao,
igual ou superior a 3,5 bar”.

O processo de producdo de vinho espumante na empresa Global Wines S.A.
(Figura 12) é realizado segundo o método tradicional (ou champanhés) que se traduz
pela ocorréncia da segunda fermentacédo alcodlica em garrafa.

Para a obtencdo de um bom vinho espumante é indispensavel a selecdo, por
parte do endlogo responsavel, de um vinho base de excelente qualidade (Figura 12 —
1), tendo como referéncia as suas carateristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e
sensoriais (Liger-Belair et al., 2012).

O vinho base pode ser definido do ponto de vista legal como o “mosto de uvas, 0
vinho ou a mistura de mostos de uvas e/ou vinhos com diferentes caracteristicas,
destinados a preparacdo de um tipo determinado de vinho espumante” (Regulamento
(UE) n°1308/2013) e cuijo titulo alcoométrico volumico adquirido minimo devera ser de
9 %vol. (Portaria N° 238-A/2011).

Ha que garantir que este vinho apresente uma baixa concentracdo de SO, (SO
total inferior ou igual a 100 mg/L) uma vez que este composto é inibidor de atividade
microbiana, indispensavel na producdo de espumante. E também importante que este

apresente uma boa estabilidade proteica e tartarica.
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Figura 12 — Fluxograma de producao de vinhos espumantes na empresa Global Wines S.A. (adaptado de
(Global Wines S.A., 2021b)).
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Ap0s a selecdo do vinho base, procede-se a preparacéo para a tiragem (Figura 12
— 2,3). Esta difere no tipo de leveduras a utilizar: tiragem com recurso a leveduras

encapsuladas ou tiragem com recurso a leveduras livres (Figura 13).

Leveduras
Numemes@
Adjuvantes
A l le
Nutrientes

Leveduras
Encapsuladas

@

Figura 13 — Processo de producéo de vinho espumante: A — Tiragem com leveduras livres; B — Tiragem

com leveduras encapsuladas (Centeno, 2014).”

Quando a etapa de tiragem ocorre com leveduras encapsuladas (Figura 13 — B) é
adicionado, inicialmente ao vinho base, o licor de tiragem (Figura 12 — 2). Este licor, de
grande importancia no arranque e no sucesso da segunda fermentacdo e do futuro
vinho espumante, é frequentemente composto por vinho base, com adicdo de
sacarose, com a quantidade necessaria para a pressao e teor alcodélico pretendido, e
alguns nutrientes, nomeadamente compostos azotados e vitaminas (tiamina a 0,3
mg/L e fosfato de aménio), permitindo assim as condi¢cdes necessarios para a futura
fermentacdo em garrafa.

E necessario proceder posteriormente a estabilizacdo microbioldgica do vinho
base (Figura 12 — 4), no filtro de membranas de porosidade 0,45um, com o objetivo de
assegurar a auséncia de qualquer microrganismo que pudesse colocar em causa 0
sucesso da segunda fermentacéo, levada a cabo pelas leveduras adicionadas nesta
etapa (leveduras encapsuladas numa “capsula” de alginato). Para além disto,
pretende-se evitar a turvacdo do vinho durante a fermentacdo alcodlica em garrafa
(Proenol, 2020).

Apoés a estabilizagcdo microbiologica, seguida de uma filtracdo pré-enchedora
(Figura 12 — 5), o vinho base é adicionado as garrafas previamente enxaguadas
(Figura 12 — 6,7,8), com posterior inoculacdo de leveduras encapsuladas (Figura 12 —

9), introduzidas diretamente na garrafa através da utilizacdo de uma doseadora sendo
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deste modo eliminada a etapa de preparacédo do inéculo. Para além disto recorrer a
leveduras encapsuladas evita a necessidade de recorrer a etapa de remoagem, Vvisto
gue a inversdo da garrafa é suficiente para que em poucos segundos as esferas
sedimentem no gargalo (Proenol, 2020).

No caso da etapa de tiragem ocorrer com leveduras livres (Figura 13 — A), é
adicionado ao vinho base, para além do licor de tiragem acima referido, uma
determinada quantidade de leveduras livres previamente hidratadas (normalmente
estirpes de Sacharomyces cerevisiae) (Figura 12 — 3), de acordo com uma ordem
técnica definida para a obtencdo de vinhos espumantes de qualidade com
carateristicas particulares, sendo posteriormente realizado o respetivo enchimento em
garrafas previamente enxaguadas (Figura 12 — 7,8).

Ter em atencdo que toda a linha de enchimento, na etapa de tiragem, devera ser
previamente submetida a uma higienizacdo rigorosa para evitar qualquer tipo de
contaminacdes que ponham em causa 0 sucesso do processo.

Apo6s o enchimento e/ou introducdo das leveduras encapsuladas, as garrafas sédo
devidamente seladas com um obturador de plastico e uma cépsula de metal, com
capacidade para suportar a futura pressdo exercida na garrafa, bem como evitar
perdas de CO; (Figura 12 — 10).

As garrafas seguem de seguida para estagio em cave (Figura 12 — 11), que pode
durar entre varios meses a alguns anos, dependendo das carateristicas do vinho
espumante de qualidade a produzir. Estas sdo colocadas na horizontal para garantir
uma grande superficie de contacto entre as leveduras e o0 vinho, aumentando assim a
eficacia da segunda fermentacéo.

Ao longo do tempo em que decorre a segunda fermentacdo em garrafa € feito um
controlo rigoroso, por parte da equipa da adega, da temperatura da cave, bem como
da sobrepressdo com recurso a um afrometro de capsula. O contributo do laboratério
nesta fase é imprescindivel, através da realizacéo de analises fisico-quimicas aquando
do fim da segunda fermentagdo, bem como no momento imediatamente anterior ao
dégorgement.

Antes de proceder a fase de dégorgement, as garrafas sdo colocadas em pupitres
(estruturas de madeira em forma triangular), no caso de uma remoagem manual, ou
em giropaletes (remoagem mecanica) (Figura 12 — 12). Este processo consiste na
rotacdo lenta e invertida da garrafa, com o objetivo de os sedimentos contidos
(residuos da segunda fermentagéo) irem descendo progressivamente para o gargalo e
ai se acumularem para facilitar a etapa seguinte.

As garrafas seguem enté@o para a zona de engarrafamento para dar inicio a etapa

de dégorgement (Figura 12 — 13). O gargalo da garrafa é inicialmente congelado,
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formando um cubo de gelo que, sob o efeito da pressao interna na garrafa, leva a
expulsdo conjunta da capsula, do obturador de plastico e do depdsito de leveduras. E
importante que esta etapa seja realizada a baixas temperaturas, para evitar a perda
excessiva do dioxido de carbono dissolvido no liquido.

A adicéo do licor de expedicdo, composto normalmente por vinho de espumante
base com aclcares (sob a forma de sacarose), € uma das etapas cruciais apos o
degorgement. A garrafa de espumante perdeu entretanto algum do seu volume com a
remocédo das leveduras e residuos da segunda fermentacdo e € necessario colmatar
esta diferenca. Para além disto, o licor de expedicéo, através da quantidade de acucar
presente, tem a funcdo de estabelecer o grau de docura do vinho espumante

pretendido, determinando assim a sua classificagéo (Figura 14):

Y A (] Y/ Y Y/ Y Y
BRUTO EXTRA BRUTO EXTRA SECO MEIO DOCE
NATURAL BRUTO SECO SECO
<3g/lL <6g/lL <12g/L 12-17 g/iL 17-32 g/L 32-50 g/L +50 g/L

Figura 14 — Classificagéo dos vinhos espumantes, tendo em conta o teor de agUcares (adaptado de Reg.
(CE) n° 607/2009, Anexo XIV - Parte A)

Por fim e, ap8s o atesto com o licor de expedicdo, a garrafa € rolhada, adiciona-se
0 muselet (Figura 12 — 13), é lavada e secada (Figura 12 — 14) e procede-se a sua
posterior rotulagem, capsulagem (com cpsula de aluminio) e embalamento (Figura 12
—15).

As garrafas seguem entdo para o armazém, onde ficardo armazenadas até a sua

ordem de expedicdo para o cliente (Figura 12 — 16).

O processo de produgdo de vinhos espumantes na empresa Global Wines S.A.
tem em comum com o processo de producgdo de vinhos tranquilos os pontos criticos
de controlo, no que toca a Seguranca Alimentar, ja referenciados no capitulo 3.2.1.
Como tal, serdo somente aqui referidas as etapas em que estes ocorrem no processo
de producéo de espumantes:

a) PCC1 - Estagio Vinho Base (Figura 12 — 1) e Dégorgement (Figura 12 — 13);

b) PCC2 - Enxaguamento (Figura 12 — 7) na etapa de tiragem;

¢) PCC3 - Engarrafamento e Capsulagem (Figura 12 — 8,9,10) na etapa de

tiragem e Dégorgement e Rolhagem (Figura 12 — 13).
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4. A microbiologia ao servi¢co da producao de vinhos

4.1. Fermentacdao alcodlica e malolatica

A fermentacado alcodlica € a etapa decisiva para a transformacdo do mosto em
vinho. E nesta etapa que a atividade das leveduras atinge o seu pico, ao converterem
0s acucares fermentesciveis (glucose e frutose) em etanol, com libertacdo de gas
carbonico (Jackson, 2008; Lambrechts & Pretorius, 2000; Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003; Zamora, 2009). A reacdo quimica envolvida neste processo fermentativo pode
ser descrita como:

CsHy,0 = 2 C,HsOH + 2 CO,

(com producédo de energia sob a forma de 2 moléculas de ATP)

A fermentacéo alcodlica (Figura 15) pode ser dividida em trés etapas principais,

tendo em conta as reacdes quimicas ocorridas e os produtos da reacao obtidos:

I) Glicodlise — Nesta etapa, uma molécula de hexose (glucose ou frutose) forma
duas moléculas de &cido pirdvico ou piruvato. Da-se a reducdo para NADH do

aceitador de eletrdes NAD*, com a formacao de 2 moléculas de ATP.

I) Descarboxilagcdo - O piruvato é inicialmente convertido em acetaldeido, um

composto intermédio, pela enzima piruvato descarboxilase, levando a libertacdo de

dioxido de carbono.

I11) Regeneracdo do NAD” - O acetaldeido é convertido em etanol, que juntamente

com o dioxido de carbono, sdo subprodutos da fermentacéo alcodlica. Durante esta
etapa, ocorre a oxidacdo do NADH a NAD?*, que transfere os seus eletrbes ao
acetaldeido, recorrendo a enzima alcool desidrogenase ndo havendo formacédo de

gualquer molécula de ATP.
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Figura 15 — Etapas da fermentagdo alcodlica, processo em que se converte a glucose em etanol
(adaptado de Cardoso, 2019).

Na fermentacdo alcodlica, a fase inicial € dominada por uma vasta gama de
leveduras indigenas (nomeadamente Kloeckera, Hanseniospora e Candida) e com
baixa capacidade fermentativa e cujo crescimento € limitado pela concentracdo de
etanol e diéxido de enxofre no mosto. Com o decorrer da fermentacéo e o aumento do
teor em etanol, o crescimento destas estirpes diminui, tornando-se Saccharomyces
cerevisiae a espécie dominante (Cardoso, 2019; Romano, 2003).

A nivel industrial, € também Saccharomyces cerevisiae a levedura de elei¢cdo a
ser inoculada para desencadear a fermentacdo, devido as suas carateristicas
particulares como a resisténcia a elevadas concentracdes de aclUcares e capacidade
de fermentar a quase totalidade dos acucares que compdem o mosto, a resisténcia a
elevadas concentracfes de SO,, a resisténcia a baixos valores de pH e a resisténcia a
elevados teores de etanol, tendo capacidade de produzir etanol até 17%vol.

A fermentacdo alcodlica, que decorre normalmente entre 3 a 30 dias
(Ribéreau-Gayon et al., 2005) depende da temperatura do mosto, do teor de acucares
fermentesciveis disponiveis e do teor de oxigénio e azoto disponivel para as leveduras
(Cardoso, 2019). Como tal, esta € controlada sistematicamente, através da medi¢édo
da massa voliumica do mosto e da temperatura a que esta a decorrer o processo
fermentativo.

Apos a fermentacao alcoodlica terminar e, no caso de vinhos tintos, € desejavel a
ocorréncia da fermentacdo malolatica (Arnink & Henick-Kling, 2005).

Neste processo fermentativo, levado a cabo pelas bactérias laticas
(nomeadamente pela estirpe dominante Oenococcus oeni), ocorre a conversdo do
acido malico (um acido mais forte) presente no vinho em acido latico, através de uma

descarboxilacdo promovida pela enzima malolatica, com libertacdo de didxido de
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carbono (Figura 16) (Costantini et al., 2009). O objetivo principal deste tipo de
fermentacgdo é contribuir para a desacidificagédo biolégica do vinho, com a reducédo da
sua acidez titulavel e aumento do pH bem como promover alteragdes sensoriais no
mesmo, nomeadamente com a producdo de diacetilo, responsavel pelo carater
amanteigado dos vinhos e do desenvolvimento de aromas frutados em detrimento dos
herbaceos (Alpuim, 1997; Bartowsky, 2017; Ribéreau-Gayon et al., 2005).

Temperaturas inferiores a 18 °C provocam um atraso na fermentacdo malolatica e
pH abaixo de 3,2 e valores elevados de SO, exercem agéo inibidora no processo
(Cardoso, 2019).

Oenococcus oeni

ACIDO MALICO } ACIDO LATICO + €CO;
CaHg05 Enzima Malolatica (CsHq0s)

Figura 16 — Fermentagdo malolatica, realizada por bactérias do acido latico (adaptado de Costello, 2005).

Contudo, é necessério proceder ao controlo da fermentacdo malolatica, visto que
ocorrendo de forma espontanea, pode levar ao aumento da acidez volatil, através da
producdo de uma pequena quantidade de &cido acético a partir da decomposicao do
acido citrico, ao consumo de acucares residuais e a formacao de alguns metabolitos
indesejaveis.

A Oenococcus oeni (Figura 16) é a bactéria do &acido latico normalmente
selecionada pelos enélogos para promover esta fermentacdo a nivel industrial, devido
a sua elevada tolerancia a ambientes com baixo pH (<3,5), elevadas concentracdes de

etanol e a temperaturas mais baixas (homeadamente inferiores a 12°C).

4.2. O papel das leveduras na producé&o de vinhos

Os principais microrganismos envolvidos na producédo de vinho séo as leveduras,
de que se destaca a espécie Saccharomyces cerevisiae, bactérias do acido latico
(BAL), bactérias do acido acético (BAA) e alguns bolores (Van Wyk & Silva, 2019).

Na induastria enoldgica, € muito dificil tracar uma linha de distingdo entre a

atividade benéfica da fermentagcdo por parte destes microrganismos e a atuagdo das
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leveduras de contaminacao, responsaveis por alteracdes organoléticas e quimicas nos
vinhos.

De facto, de todos os microrganismos passiveis de alterar as carateristicas
organoléticas e sensoriais nos vinhos engarrafados, as leveduras sdo as mais
importantes, devido a sua enorme capacidade em se adaptarem a ambientes
extremos, sobrevivendo facilmente em alimentos com elevada acidez e com grandes
concentracdes de etanol, como é o caso dos vinhos (Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003).

As leveduras de contaminacdo (Figura 17) podem subdividir-se em leveduras
adventicias ou inocentes, que surgem esporadicamente no vinho, ndo tendo a
capacidade de crescimento e as leveduras de alteracdo (as mais preocupantes) que
crescem facilmente no produto em questdo, provocando alteragbes nha sua
constituicdo e nas suas caracteristicas organoléticas (Loureiro & Malfeito-Ferreira,
2003).

As leveduras de deterioracdo (Tabela 2) podem dividir-se entre leveduras sensu
lacto, ou seja, as espécies capazes de alterar as caracteristicas organoléticas do
vinho, independentemente da sua resisténcia aos processos tecnolégicos de
estabilizacdo e aos varios tipos de conservantes usados na industria e as leveduras
sensu stricto (as mais perigosas das leveduras de alteracdo) e que dispdem de

mecanismos de grande resisténcia a condicbes ambientais de stress, podendo mesmo

afetar vinhos que foram processados e engarrafados de acordo com as boas préticas

Leveduras sensu lacto

de fabrico (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

Leveduras de 8
contaminacao Leveduras sensu stricto

Figura 17 — Distin¢do entre os varios tipos de leveduras de contaminacdo no vinho (Loureiro & Malfeito-
Ferreira, 2003)

E imperativo monitorizar os varios microrganismos de alterac&o ao longo de todas
as etapas do processo de vinificagdo, tendo em conta que a deterioracdo do vinho
pode ocorrer antes ou depois da fermentacdo, nomeadamente nas etapas de
vinificacdo, estagio, engarrafamento e envelhecimento de vinhos (Tabela 2) (Arnink &
Henick-Kling, 2005; Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).
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Tabela 2 - Leveduras de alteracdo mais presentes no vinho (adaptado de Malfeito-Ferreira & Loureiro,

1995)

ESPECIES

PROBLEMA/COMPOSTO

OCORRENCIA

Espécies oxidativas

Pichia anomala

Véu; aroma (acetato de etilo)

Vinificagdo e armazenamento

Pichia menbranifaciens

Véu; aroma (ésteres)

Vinificagdo e armazenamento

Candida sp. Véu; aroma (ésteres) Armazenamento
Espécies fermentativas

Kloeckera apiculata Aroma (ésteres) Vinificacdo
Hanseniaspora uvarum Aroma (ésteres) Vinificacdo

Saccharomycodes

ludwigii

Escurecimento; Aroma

(acetaldeido)

Vinificagdo, armazenamento

e engarrafamento

Zygosaccharomyces sp.

Sedimentos; escurecimento;

refermentacao

Armazenamento e

engarrafamento

Torulaspora delbrueckii

Sedimentos; escurecimento;

refermentacao

Armazenamento e

engarrafamento

Schizosaccharomycodes
pombe

Aroma,; perda de acidez fixa;

aumento da acidez volatil

Vinificacdo e estagio

A Brettanomyces bruxellensis (Figura 18) (ou na sua forma esporulada, Dekkera
bruxellensis) € uma levedura unicelular oxidativa, pertencente ao filo Ascomycota,
sendo considerada a levedura de deterioracdo mais preocupante em vinhos tintos,
nomeadamente naqueles envelhecidos em barricas de madeira ou originarios de uva
de fraca qualidade, podendo estar presente na vinha, na superficie das uvas e mosto,
bem como por toda a adega e mais frequentemente na agua e solo (Schifferdecker et
al., 2014; Wedral et al., 2010). Devido ao seu potencial deteriorativo, pode provocar
perdas econdémicas na ordem das centenas de milhares de euros (Loureiro & Malfeito-
Ferreira, 2003; Malfeito-Ferreira, 2011; Wedral et al., 2010).

Com crescimento lento e capaz de persistir no vinho por longos periodos de
tempo, a Brettanomyces bruxellensis (da familia Cyptococcaceae) é responsavel pela
producédo de fenois volateis, nomeadamente 4-etil fenol (4-EP), 4-etilguaiacol (4-EG) e
4-etil catecol (4-EC) (Figura 19). Estes compostos, quando em quantidades elevadas
(superiores a 620 ug/L no caso de 4-EP ou a 426 pg/L para uma mistura 10:1 de 4-
EP:4-EG), contribuem para a detecdo de aromas fendlicos nos vinhos, designados de
carater Brett, associado ao odor carateristico de “suor de cavalo”, sangue e estrebaria
(Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003; Malfeito-Ferreira, 2019; Rodrigues et al., 2001;
Wedral et al., 2010).
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Figura 18 — A: Observacao de células de Brettanomyces através de microscopia com contraste de fase
(1.000X) (Fugelsang & Edwards, 2010); B: Aspeto tipico de colénias de Brettanomyces spp., inoculadas
em meio de cultura seletivo para detecdo de Brettanomyces spp. (Tubia et al., 2018).

Na presenca desta levedura, formam-se também outros metabolitos como o &cido
acético (resultante da oxidacédo do etanol), levando ao consequente aumento do teor
de acidez volatil e tetrahidropiridinas (associado ao descritor “cheiro a urina de rato”),
provocando alteracbes organoléticas indesejaveis e irreversiveis nos vinhos

armazenados, em estagio ou ja engarrafados (Fleet, 2003; Rodrigues et al., 2001).
OH

Q
= #
HIDROXICINAMATO VINIL-FENOL
DESCARBOXILASE REDUTASE
CH,O CH,0 CH,0
OH OH OH
Acido ferrilico 4-vinil-guaiacol a-etil-guaiacol
fe] OH
# —
HIDROXICINAMATO VINIL-FENOL
DESCARBOXILASE REDUTASE
OH OH OH
Acido p-coumirico 4-vinil-fenol 4-etil-fenol

Figura 19 - Formacéo de 4-etil-guaiacol e 4-etil-fenol a partir dos seus precursores hidroxicindmicos,
presentes no mosto (adaptado de Suérez et al., 2007)

E recomendado o controlo de Brettanomyces spp. nos vinhos durante a fase de
envelhecimento e ho momento em que ocorre o engarrafamento. Durante a fase de
envelhecimento ou estagio, a andlise microbioldgica ndo requer a completa eliminacéo
da levedura, procurando apenas assegurar que o nivel de contaminacdo é reduzido,
de forma a evitar que a concentragdo de fendis volateis atinja valores detetados
organoleticamente. J& no engarrafamento, o principal objetivo prende-se com a
eliminacdo total da levedura, sendo que apenas uma célula viavel por garrafa pode
contribuir para a posterior deterioragdo do vinho engarrafado (Malfeito-Ferreira, 2018,
2019).
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4.3. Doencas no vinho causadas por microrganismos

O vinho é um produto suscetivel de sofrer alteracdo por parte de microrganismos,
podendo modificar-se pelo efeito de fenémenos fisico-quimicos, de que pode resultar a
formacao de peliculas, turvacao, formacao de depdsitos e producao de gas em vinhos
engarrafados, assim como o desenvolvimento de aromas ndo caracteristicos ao longo
dos processos de vinificacdo e armazenamento (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003;
Ribéreau-Gayon, 1989).

De entre as principais alteracdes causadas por leveduras distinguem-se a flor do
vinho, a refermentagdo ou o desenvolvimento de leveduras de contaminagdo
(Cardoso, 2019).

A flor do vinho ocorre normalmente quando se deixa o vinho em contacto com o ar
e em casos de incorreta sulfitacdo, sendo caraterizada pela presenca de uma pelicula
na superficie do vinho — “véu” esbranquicado — que vai ganhando espessura e acaba
por também se prender nas paredes da garrafa e/ou depdsito. Esta pelicula é
constituida por leveduras da espécie Candida vini, que metabolizam o etanol,
produzindo acetaldeido, substancia responsavel pela alteracdo organolética verificada.
A doenca é facilmente evitada com o atesto regular e correta sulfitacdo dos depdsitos
(Cardoso, 2019; Cardoso et al., 2005)

Como ja referido, a levedura S. cerevisiae participa ativamente na fermentacao
alcodlica. Contudo, pode também causar refermentacdo em vinhos engarrafados,
principalmente quando estes apresentam uma quantidade de acuUcares residuais
superior a 2 g/L (Gomes, 2009). Esta alteracdo, que se manifesta com a producéo de
diéxido de carbono e a ocorréncia de turvacao, deriva da permanéncia de algumas
leveduras fermentativas ativas, do género Saccharomyces spp. (S. cerevisiae e S.
ludwigii) ou a espécie Zygosaccharomyces bailii, mesmo apds o engarrafamento
(Kunkee & Bisson, 1993).

A formacéo de biofilmes na superficie do vinho acontece, normalmente, durante o
seu armazenamento em barricas, depdsitos e garrafas com excessiva camada de ar,
sendo as leveduras dos géneros Hansenula, Kloeckera, Pichia, Metchikowia e
Debaryomyces, as responsaveis por este tipo de alteracdo (Kunkee & Bisson, 1993).

As bactérias podem também estar envolvidas em algumas das doengas mais
manifestadas em vinhos. Das patologias de origem bacteriana destacam-se o pico
aceético (ou azedia), a volta, a doenga do amargor, a doenca do pico lactico e a doencga
da gordura (Cardoso et al., 2005).

A doenca do pico acético, ou habitualmente designada por azedia, é causada por

bactérias acéticas (sobretudo Acetobacter spp.), suscetiveis ao etanol, pelo que a
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doenca ocorre normalmente em vinhos com um teor alcodlico mais baixo (Cardoso,
2019). E caracterizada pelo desenvolvimento de um aroma azedo (gosto carateristico
de vinagre, devido a presenca do composto acetato de etilo), fruto da ocorréncia da
fermentacdo acética (transformacdo do etanol por oxidagcdo em &cido acético) e
levando ao aumento da acidez volatil. A esta doenca est4d também associada uma
diminuicdo da cor do vinho e a formacdo de uma pelicula superficial branca-
acinzentada (Cardoso, 2019).

A doenca da volta, provocada essencialmente por bactérias laticas do género
Lactobacillus, manifesta-se pela diminuicdo da acidez titulavel e aumento do pH e
acidez volatil, devido a degradacdo do acido tartarico, produzindo-se diéxido de
carbono, acido acético e acido succinico (Cardoso, 2019). As manifestacdes fisicas no
vinho passam pelo aparecimento de nuvens ténues, com o aspeto de algodao, que se
movem lentamente no vinho. Pode também levar a producao de gas, que pode mesmo
projetar as rolhas, ao surgimento de um aroma desagradavel e a alteracédo da cor dos
vinhos, que se tornam acinzentados, no caso dos tintos, e verde-acastanhados, no
caso dos brancos (Navarre, 1997).

A doenca do pico lactico, causada por bactérias laticas, nomeadamente do género
Lactobacillus, manifesta-se em condi¢cGes de temperatura e de pH elevados, quando
existem nos vinhos agucares residuais (hexoses e pentoses) que servem de substrato
as bactérias, levando a producdo de &cido acético, acido latico, CO, e etanol. E
frequentemente associada a uma turvacéo do vinho (Cardoso, 2019).

A doenca do amargor, causada por bactérias laticas Pediococcus parvulus,
Lactobacillus cellobiosus e Leuconostoc mesenteroides, esta associada a vinhos
engarrafados tintos velhos, pouco acidos, com baixo teor alcodlico e algum teor em
taninos. E caraterizada sensorialmente por um sabor amargo pronunciado, alguma
libertacdo de gas e perda de cor do vinho. Em termos quimicos, ocorre a degradacao
do glicerol, levando a formacdo de &cido acético, acido lactico, didéxido de carbono,
agua e alguns metabolitos secundarios, como a acroleina, responsavel pelo sabor
amargo carateristico (Gomes, 2009).

A doenca da gordura, causada pelas bactérias Oenococcus oeni ou Pediococcus
cerevisiae, traduz uma condigcdo particular em que, paralelamente a degradacéo do
acido malico, h4& um aumento da viscosidade do vinho, causado pela agregacdo de
moléculas de glucose num polissacarideo, criando-se uma espécie de rede, onde se
encontram as bactérias lacticas responsaveis pela doencga. Ocorre sobretudo em
vinhos brancos com baixo teor alcodlico e pH elevado, embora também ocorra em
vinhos tintos. Nao h4 alteragBes conhecidas a nivel organolético e quimico, mantendo-

se inalterados a cor, aroma e 0s niveis de acidez volatil do vinho (Gomes, 2009).

27



Controlo microbiolégico na produgéo de vinhos: estudo de caso numa adega da regido Demarcada do D&ao

5. Estabilizac&o microbiolégica dos vinhos

A estabilidade microbioldgica nos vinhos é uma preocupagdo constante e sempre
presente na rotina diaria da industria da producéo vinicola.

Em adega, é importante considerar o risco de contaminagdo durante a etapa de
estagio de vinhos em depdsitos ou barricas de madeira. Quando o estagio decorre em
barricas, onde, por circunstancia da complexidade do equipamento (natureza porosa
da madeira), a higienizacdo torna-se mais dificil de ser bem-sucedida, ha
frequentemente o aumento da microbiota do vinho, com o aparecimento de espécies
de leveduras como Saccharomyces e Brettanomyces e de bactérias como
Acetobacter, Oenococcus e Pediococcus, e que, caso ndo sejam eliminadas, podem
levar a deterioracao do vinho (Malfeito-Ferreira, 2011).

O engarrafamento € outro ponto critico na industria vitivinicola, sendo que, quando
inadequado, pode introduzir oxigénio no vinho. Face as condigdes aerbbias
disponibilizadas, este passa a ser um meio propicio para o crescimento exponencial
de leveduras no vinho engarrafado (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003; Malfeito-
Ferreira, 2011).

Sendo assim e tendo como objetivo principal a garantia da qualidade organolética
do vinho que chega aos consumidores, sdo aplicados, durante o processo de
producdo, tratamentos térmicos, quimicos e/ou fisicos com vista a estabilidade

microbioldgica dos vinhos produzidos (Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

5.1. Processo de higienizacao

A aplicacdo de boas préaticas de higiene ao longo do processo de producdo é um
requisito indispensavel para a obtencéo de vinhos de excelente qualidade (Bartolo &
Rosa, 2014). Para além de ser uma obrigatoriedade legal (Regulamento (CE)
n°852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de abril de 2004, relativo a
higiene dos géneros alimenticios), ajuda a evitar o crescimento microbiano no vinho
com a reducdo de possiveis contaminagfes cruzadas, bem como a ocorréncia de
possiveis alteracbes organoléticas, garantindo a satisfacdo do cliente, bem como a
gualidade final do produto (Rosa, 2008).

O processo de higienizagdo, que visa a protecdo da saude pela eliminacdo de
residuos, sujidades e possiveis microrganismos contaminantes, compreende
habitualmente uma série de etapas, nomeadamente limpeza e consequente
desinfecdo, imprescindiveis para o sucesso do processo (Figura 20). A eficacia e

sucesso da higienizacéo esta dependente de varios fatores tais como a temperatura, a
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concentracao e tempo de contacto dos agentes quimicos utilizados e a presenca ou
auséncia de acdo mecanica (Cardoso, 2019).

Limpeza/ o
Enxaguamento inicial Aplicagéo de
Remocdo de residuos detergente,

solidos ou liquidos, seguido de
normalmente  por acio enxaguamento

mecanica.
Enxaguamento final
Controlo da eficacia de . Remocdo de um agente quimico por acéo de
enxaguamento arrastamento de agua. O enxaguamento final

deve ser sempre efetuado com agua potavel.

Figura 20 — Conjunto de etapas a cumprir de modo a se conseguir uma boa higienizac¢éo (Béartolo & Rosa,
2014).

Para além dos residuos habituais (organicos e inorganicos) e corretamente
eliminados numa eficiente higienizacdo (Figura 21), os biofilmes, comunidades de
microrganismos fortemente ligadas as superficies e de muito dificil remocao,
continuam a ser um dos maiores problemas a ter em conta na industria dos vinhos,
sendo bastante resistentes aos agentes desinfetantes comparando com 0s

microrganismos em suspensao (Bartolo & Rosa, 2014).

Sujidade inorgéanica

i) Residuos minerais de elevada dureza com origem nas uvas e engaco e/ou agua de
enxaguamento

Sujidade orgéanica
i) Residuos das uvas (engaco, borras e pigmentos)
if) Microflora associada (bactérias, leveduras e bolores)

i) Proteinas e produtos de decomposicdo de proteinas precipitadas, combinadas com
taninos.

Figura 21 — Tipos de sujidade a eliminar no processo de higienizacéo (Bartolo & Rosa, 2014).

Um parametro a ter em conta na higienizagdo da adega é a qualidade da agua de
enxaguamento, visto que esta tem de estar isenta de microrganismos patogénicos e
de deterioragcdo do vinho e ndo apresentar sabores ou cheiros estranhos. Como tal,
devem ser realizadas frequentemente analises fisico-quimicas e microbiologicas a
agua utilizada no processo, nomeadamente a concentracdo de calcio e/ou magnésio,
visto que uma agua com dureza elevada pode interferir com a eficiéncia dos
detergentes utilizados na higienizacdo ou a presenca de bactérias coliformes, valor

esse que ndo devera ultrapassar as 50 UFC/100ml de amostra. Na Global Wines S.A.
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este controlo € realizado trimestralmente, sob a responsabilidade da equipa de
Qualidade.

Na higienizagdo em adega, € comum o uso de varios tipos de detergentes e
desinfetantes, tendo em conta o tipo de sujidade a eliminar e material a higienizar, o
impacto ambiental na sua utilizagdo, a natureza da agua de enxaguamento e o modo
de aplicacdo (Bartolo & Rosa, 2014).

No plano de higienizacdo da empresa Global Wines S.A. é sugerida a utilizagéo
de trés agentes quimicos distintos — um detergente caustico (Proenol, 2019c), um
detergente desinfetante alcalino clorado (Proenol, 2019b) e um desinfetante a base de
acido peracético a 5% (Proenol, 2019a) - dependendo do equipamento ou local a
higienizar (Anexo 1).

E necessario apos o processo de higienizacdo de equipamentos e superficies,
garantir que os mesmos se encontram isentos dos agentes quimicos utilizados na sua
higienizacdo. Para tal, realiza-se um controlo da eficacia de todo o processo,
primeiramente com a verificacdo de auséncia de um determinado agente quimico
previamente utilizado no processo de higienizacdo (Bartolo & Rosa, 2014), através de
indicadores especificos e por fim, uma verificacdo da eficacia da etapa de limpeza,
recorrendo a tiras de pH ou solucdo de etanol a 70% vol. (Global Wines S.A., 2022).

De realcar a utilizacédo paralela de uma espuma alcalina, de elevado contetdo em
cloro (Hypofoam), nas limpezas diarias e/ou semanais realizadas em adega e na zona
de pré-engarrafamento, nomeadamente na limpeza realizada aos exteriores dos
depdsitos (Global Wines S.A., 2022).

5.2. Aplicacédo de conservantes

O dioxido de enxofre (SO2) € um aditivo usado em varias industrias alimentares e
estd especialmente indicado para ser utilizado em alimentos de baixo pH, como sumos
de frutos e bebidas. Sendo assim, desempenha um papel imprescindivel na industria
enolodgica, ao ser um dos principais conservantes aplicados na producgéo de vinhos e
espumantes, apesar dos seus inconvenientes de origem organolética e toxicoldgica.

Vulgarmente designado como anidrido sulfuroso, o SO, apresenta propriedades
Gnicas que o tornam um conservante do vinho e/ou mosto por exceléncia (Cardoso,
2019; Jackowetz & Ordufia, 2012) (Figura 22).
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Intensificacéo da etapa de maceracéo, ao atuar nas partes solidas

Acdo do cacho, promovendo a extrac&o dos constituintes das células
dissolvente vegetais, que contribuem para atribuir 0 aroma carateristico do
vinho.

0 S0z contribui positivamente para o blogueamento dos sistemas

Acio enzimaticos oxidativos, visto ser um composto facilmente
antioxidante oxidado. Sendo assim € um protetor por exceléncia dos
constituintes facilmente oxidaveis dos mostos e dos vinhos, como

05 polifenois.
Acdo Contribui para a inibiggo ou destruicéo de algumas enzimas, tais
antidiastica como a tirosinase e a lacase, em que o processo térmico néo é

suficiente para a sua destruicdo.

E uma das propriedades mais relevantes, visto o dioxido de
Agao enxofre apresentar um alto poder antibacteriano e efeito seletivo
antissética contra as leveduras indesejaveis.

Figura 22 — Propriedades da aplicacdo do dioxido de enxofre na producdo de vinhos (adaptado de
Cardoso, 2019).

Apos a adicdo de SO, a um mosto ou vinho, este pode-se encontrar presente
livremente (SO livre), sob a forma de SO, molecular (responsavel pela componente
antisséptica deste composto) ou como ido bissulfito (HSO3, resultante da reacdo do
SO, molecular com a agua). Contudo, uma parte consideravel de anidrido sulfuroso
adicionado acaba por se combinar com outros compostos (SO, combinado). Sendo
assim, a totalidade de SO, existente hum mosto ou vinho (SO; total) acaba por ser o
somatério destas duas fracdes (Cardoso, 2019).

O SO é normalmente utilizado na industria alimentar sob a forma de anidrido
sulfuroso puro (com recurso a botijas de gas e a um sulfitbmetro), através da adicao
de metabissulfito de potassio ou bissulfito de potassio ou recorrendo a uma solucao
sulfurosa em agua.

Ha registos na literatura da utilizacdo com sucesso de radiacao ultravioleta como
alternativa direta a aplicacdo de SO, como estabilizante microbiolégico em mostos e
vinhos, contudo esta técnica ainda é pouco utilizada na indastria (Alves et al., 2017).

Outro dos conservantes mais utilizados na industria enolégica e com propriedades
antimicrobianas reconhecidas é o DMDC - dicarbonato de dimetilo (Figura 23). Tem a
vantagem de nédo levar a alteragdes organoléticas no vinho, ao contrario do SO.. E
utilizado normalmente com o objetivo de obter a estabilidade microbiolégica de vinhos
engarrafados, contendo acUcares fermentesciveis durante um longo periodo de tempo,
evitar o desenvolvimento de leveduras indesejaveis e bactérias laticas e bloquear a

fermentagéo de vinhos doces (Cardoso, 2019).
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7 0
HBC\O/C\O/C\O/

Figura 23 — Estrutura quimica do DMDC (dicarbonato de dimetilo) (Cardoso, 2019).

CHs,

N

A sua utilizacdo, uma alternativa a reducdo cada vez maior da utilizacdo de
anidrido sulfuroso como principal tratamento quimico de estabilidade microbiol6gica
em vinhos, é permitida, na Unido Europeia, até uma dose maxima cumulativa de 200
mg/L, considerada letal para diversos microrganismos, nomeadamente leveduras dos
géneros Saccharomyces, Zygosaccharomyces e Brettanomyces (Costa et al., 2008) e
impedindo a reproducdo das bactérias acéticas (Acetobacter) e bactérias laticas
(Lactobacillus), mantendo-as num estado vegetativo (Cardoso, 2019). A sua eficiéncia
nestes microrganismos vai depender da estirpe, da concentragéo inicial de colénias,
temperatura, percentagem em etanol e pH do vinho (Threlfall & Morris, 2002).

Segundo o Regulamento (CE) N° 643/2006, a sua adicdo devera ocorrer pouco
antes do engarrafamento e o tratamento sé podera ser aplicado a vinhos com teor de
acucares superior a 5 g/L.

Com alguma frequéncia, sdo também aplicados pela industria do vinho outros
conservantes tais como o acido sorbico (sob a forma de sorbato de potassio), com
propriedades antimicrobianas e fungistaticas (Cardoso, 2019).

Mais recentemente, novas investigacdes no nosso pais tém sido feitas no sentido
de descobrir alternativas aos conservantes quimicos mais sustentaveis e naturais
acima referidos, destacando-se os trabalhos efetuados com recurso a flor de
castanheiro (Castanea sativa) e um filme a base de quitosana, com origem no

exosqueleto de crustaceos (Ferreira et al., 2020; Silva et al., 2013).

5.3. Pasteurizacéo

Apesar de fermentagfes controladas, de uma higienizacdo bem-sucedida ou de
aplicacdo de conservantes, os tratamentos através da temperatura, nomeadamente a
pasteurizacdo, continua a ser um dos métodos mais eficazes em eliminar os
microrganismos indesejados e, como tal, contribuir para a estabilizagdo microbiologica
e conservagao organolética do vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2005).

Existem quatro aplicagbes técnicas diferentes relacionados com o tratamento
térmico do vinho: a pasteurizagdo, a pasteurizagéo flash, a pasteurizagdo em garrafa
(tunel) e o engarrafamento a quente (termolizacéo) (Ezequiel, 2010).

A pasteurizagdo (Figura 24 — A) compreende a passagem do vinho por um

permutador de serpentina, com agua em contracorrente a 60-65°C durante cerca de 1
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minuto (estabulacé@o). De seguida, o vinho é arrefecido a temperatura ambiente na
saida do permutador, com uma contracorrente de vinho frio, possibilitando uma
poupanca energética do processo (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Na pasteurizacao flash (Figura 24 — B), o vinho é submetido a um aquecimento de
curta duracao a altas temperaturas (95°C durante cerca de 2-6 segundos), ap6s o qual
é refrigerado rapidamente com recurso a um permutador, até atingir novamente a
temperatura ambiente. Este método tem a vantagem de, sendo mais rapido, poder
permitir uma menor afetacdo das caracteristicas organoléticas do vinho (Ribéreau-
Gayon et al., 2006).

Na pasteurizacdo em garrafa (tunel) (Figura 24 — C), o tratamento do vinho é
realizado quando este ja se encontra engarrafado. As garrafas entram numa espécie
de tunel, onde sdo aquecidas até cerca de 55-60°C por imersdo em agua quente,
arrefecendo posteriormente a temperatura ambiente (Flanzy, 1998). Tem a
desvantagem de poder levar ao dilatamento do vinho e consequente rebentamento da
rolha, mesmo sendo um dos tratamentos térmicos a oferecer uma maior seguranca em
termos microbiolégicos.

O engarrafamento a quente, designado por termolizacdo (Figura 24 — D) é a
técnica de tratamento térmico mais usada no engarrafamento de vinhos tintos na
empresa Global Wines S.A. O principio desta técnica consiste no aquecimento
repentino do vinho a uma temperatura relativamente moderada a quente (50-55°C ou
90°C), permitindo a elimina¢cdo do maior nimero de microrganismos indesejaveis, num
processo muito idéntico a pasteurizacdo flash. Contudo, neste tratamento térmico, o
vinho é engarrafado ainda quente, arrefecendo depois a temperatura ambiente dentro
da garrafa, permitindo assim esterilizar tanto o vidro da garrafa como a rolha (Flanzy,
1998). Tem a grande vantagem de ndo provocar grandes altera¢cbes nos vinhos
engarrafados.

Embora sejam métodos bastantes eficazes na estabilizacdo dos vinhos, ainda ha
guem tenha algumas reservas na sua utilizagdo, com o argumento de que possa

causar alteragGes organoléticas no produto final.
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Figura 24 — Gréficos tempo-temperatura dos varios tratamentos térmicos aplicados nos vinhos: A —
pasteurizagdo; B — pasteurizagdo flash; C — pasteurizagcdo em garrafa (tinel); D — engarrafamento a

guente (termolizag&o) (Flanzy, 1998)

5.4. Filtragcéo

Entende-se por filtracdo a eliminacdo de uma fase sdlida em suspensdo numa
fase liquida, por passagem através de uma superficie porosa, que constitui o suporte
filtrante, destinado a reter as particulas sélidas. Este processo garante mais uma vez a
estabilidade microbioldgica do vinho engarrafado, impedindo o crescimento microbiano
através da eliminacdo das bactérias e leveduras indesejaveis (filtracdo esterilizante)
(Rayess et al., 2011; Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003), para além de contribuir para
a diminuicdo da turbidez (filtracdo clarificante), garantindo um vinho mais limpido e
livre de particulas em suspenséo (Cardoso et al., 2005).

Existem diversos tipos de filtragdo, ao servico da enologia, nomeadamente
filtrac@o por terras, filtragdo por placas ou moédulos, filtragdo tangencial e filtrag&o por
membrana, bem como trés tipos de camadas filtrantes: terras de diatomaceas, perlite
e celulose. A escolha da filtracdo adequada a determinada etapa do processo de
producdo de vinhos vai depender das particulas que se quer remover ou eliminar,
podendo tratar-se de macroparticulas como areias, detritos minerais e organicos até
as particulas mais pequenas como microrganismos (Cardoso, 2019; Lidon & Silvestre,
2008).
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Numa fase inicial do processo, o vinho pode sofrer uma filtrag&o clarificante com
recurso a terras de diatoméceas, com o objetivo de remover as particulas de maiores
dimensdes existentes neste, permitindo assim a diminui¢cdo da sua turbidez. Na Global
Wines S.A. este tipo de filtragdo ocorre na zona da adega, com recurso a um filtro de
terras (Figura 25).

™

Figura 25 - Equipamento de filtrag&o do vinho utilizado na empresa Global Wines S.A.: A — Filtro de terras;
B — Filtro de placas; C — filtro de membranas.

Posteriormente o vinho é submetido a uma filtracdo por placas de celulose
clarificantes, de porosidade 0,60 — 0,80 um ou por placas de celulose esterilizantes de
porosidade 0,40 — 0,50 um (Figura 25 — B). O objetivo, para além de diminuir ainda
mais a turbidez do vinho (abaixo dos 5 NTU), é garantir o inicio da estabilizacédo
microbioldgica do mesmo, impedindo a colmatacéo posterior do filtro de membranas, o
gue poderia acarretar altos custos monetarios e atrasos nos planeamentos de
producdo. Esta filtracdo pode ocorrer tanto na zona de adega - filtracdo mais
clarificante - ou na zona de pré-engarrafamento, com objetivos mais esterilizantes.

A filtracdo por membrana (esterilizante) é um processo efetuado imediatamente
antes da etapa de engarrafamento, de forma a evitar a deterioracdo de vinhos pelo
desenvolvimento de microrganismos ainda presentes em Suspensao no mMesmo
(Butzke, 2010). A porosidade da membrana (0,65 um ou 0,45 um) deve ser escolhida
considerando a menor dimensao do microrganismo que se pretende reter. Na empresa
Global Wines S.A. é utilizado um filtro de membranas (Figura 25 - C) com cartuchos de
celulose de porosidade 0,45 um, antes do engarrafamento de vinhos brancos e roseés,
bem como na passagem do vinho base antes de ocorrer a etapa de tiragem no
processo de producdo de vinhos espumantes. Deve sempre proceder-se a
determinacgéo do indice de colmatagem (IC) do filtro de membranas, sendo desejavel
gque o vinho entre na linha de engarrafamento com o IC mais baixo possivel,
promovendo assim uma maior longevidade dos cartuchos de celulose da membrana
(Cardoso, 2019).
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5.5. Clarificagéo e centrifugacao

s

A clarificacdo é um processo que tem como objetivo principal o aumento da
limpidez do vinho, através da eliminacdo de impurezas que se encontrem em
suspensédo, através da sua coagulacao e formacao de particulas mais densas que
acabam por sedimentar.

Em enologia, um dos processos clarificantes mais utilizados é a colagem (Figura
26). Esta técnica consiste na adicao de substancias proteicas (colas) ao vinho que irdo
flocular e precipitar, arrastando consigo as particulas em suspensdo que causam a
turbidez do mesmo (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Os produtos enoldgicos mais
utilizados atualmente neste processo séo a gelatina, a caseina, a albumina do ovo, a
albumina do sangue, a cola de peixe, as bentonites, a silica (dioxido de silicio), os
taninos enoldégicos, colas de origem vegetal e a goma arabica (Cardoso, 2019).

7. %A

Vinho com
particulas em
SUspensao

Adicdo de agente
clarificante (cola)

Sedimentacdo das
colas e particulas

Figura 26 — Processo de colagem, uma técnica de clarificacdo aplicada na produgdo de vinhos (adaptado

de Jiménez-Martinez et al., 2018)

Esta técnica, muito utilizada na producéo de vinhos brancos, para além de permitir
obter a estabilidade da limpidez (estabilidade da matéria corante e prevencdo da
casse férrica), contribui positivamente para uma posterior etapa de filtracao clarificante
e esterilizante, aumentando assim 0 sucesso nha promocdo da estabilidade
microbioldgica do vinho.

A centrifugacdo é também muito utilizada na remocgdo das particulas em
suspensdo no vinho. O principal objetivo desta técnica é acelerar a sedimentacdo das
particulas, fazendo uso da forga centrifuga, gerada por rotagéo (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Contudo, embora seja uma excelente técnica para obter um bom nivel de
clarificacdo do vinho, a centrifugacdo apresenta uma eficacia bastante limitada na
eliminacdo microbioldgica, sendo apenas capaz de eliminar alguns microrganismos em

suspenséo (Lidon & Silvestre, 2008).
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6. Controlo da qualidade no processo de producéao de vinhos

6.1. Analises microbioldgicas

No laboratério da empresa Global Wines S.A., sao realizadas rotineiramente
andlises microbiolégicas com vista ao controlo microbiolégico dos vinhos
engarrafados.

Este controlo microbiolégico pode ser indicativo e qualitativo, ou seja, unicamente
com o intuito de detetar a presenca de microrganismos, ou ser quantitativo, pela
contagem dos microrganismos presentes (Ribéreau-Gayon et al., 2005).

Na Global Wines S.A. recorre-se ao método de filtracdo por membrana para
pesquisa de microrganismos viaveis. O objetivo deste método € pesquisar a presenca
de microrganismos aerébios (leveduras e bolores), que possam estar presentes no
produto final, com recurso a meios de cultura gerais e seletivos.

O método de filtracdo por membrana (Figura 27) baseia-se na filtracdo de um
volume de amostra conhecido (100mL), mediante pressdo negativa (vacuo), através
de uma membrana com porosidade especifica (0,45 pm), que retém os
microrganismos na sua superficie. A membrana é posteriormente inoculada numa
caixa de Petri contendo meio de cultura apropriado que, por capilaridade, vai difundir
para a membrana entrando em contacto com os microrganismos. Apds um periodo de
incubacdo em condi¢cBes de aerobiose, a temperatura controlada, desenvolvem-se
colonias que podem ser contadas como UFC/ mL (Eaton & American Public Health
Association, 2006; Fugelsang & Edwards, 2010). Este método € usado em amostras
com numero reduzido de microrganismos, limitado a analise de amostras limpidas,
sem sélidos em suspensdo, no controlo microbiolégico de vinhos engarrafados, sendo
um método comum e de baixo custo.

Este procedimento (Anexo IV) e manipulacdo do material e equipamentos séo
realizados em ambiente o mais asséptico possivel, em camara de fluxo laminar,

devidamente desinfetada com recurso a luz ultravioleta.

Incubacdo Crescimento
durante 24- de coldnias
48 horas tipicas

Filtracdo do vinho através InoculacBo do filtro de
do filtro de membrana membrana no meio de cultura

Figura 27 — Método de filtracdo por membrana, usado na detecéo e quantificacdo de microrganismos

h |

presentes em vinhos engarrafados (adaptado de Fugelsang & Edwards, 2010).
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Na Global Wines S.A., recorre-se a dois meios de cultura diferentes, tendo em
conta o tipo de microrganismos a detetar e quantificar:
i) para detegéo de bolores e leveduras, usa-se o meio de cultura WLN Nutrient
Agar (Anexo Ill). Com este meio de cultura, a temperatura e tempo de incubacéo é de
35 + 2°C, durante 18-48 horas. O meio apresenta cor azul a verde-azulado.
ii) para detecdo de Brettanomyces spp., usa-se o meio de cultura Brettanomyces
Agar (Anexo II). Com este meio de cultura seletivo, a temperatura e tempo de
incubacéo é de 25°C + 2°C, durante 7 dias, devido ao crescimento lento carateristico

desta levedura. O meio apresenta aparéncia azul-turquesa.

A pesquisa de Brettanomyces spp. e bolores e leveduras é efetuada em véarias
etapas do processo de producéo, tendo em conta o definido no Plano de Controlo e
Analise em vigor na empresa, ou sempre que se justificar:

i) Estagio/Loteamento (Figura 10 - 10), na produgé@o de vinhos tintos, efetua-se
pesquisa de Brettanomyces spp.;

i) Apdés engarrafamento de vinhos tintos, efetua-se pesquisa de bolores e
leveduras e Brettanomyces spp.;

iii) Apés engarrafamento de vinhos brancos e rosés, efetua-se pesquisa de
bolores e leveduras;

iv) Na etapa de Tiragem (Figura 12 — 2,4,7,8,9), efetua-se pesquisa de bolores e

leveduras.

Os resultados sao apresentados em unidades formadoras de colénias (UFC) por

100 mL (volume filtrado por cada amostra de vinho).

Nao existem atualmente limites legais (OIV efou Unido Europeia) relativamente
aos parametros microbiolégicos em vinhos, visto estes serem raramente contaminados
por microrganismos patogénicos. Contudo, e de forma a promover a qualidade
maxima dos seus produtos, a Global Wines S.A. definiu, a nivel interno, <100 UFC/100
mL de amostra de vinho, no caso de vinhos tranquilos com <4 g/L de teor de agUcares
redutores e <50 UFC/100 mL de amostra de vinho, no caso de vinhos tranquilos com

24 g/L de teor de agucares redutores.
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6.2. Analises fisico-quimicas

Para além dos parametros analiticos microbiolégicos, s&o determinados,
diariamente e ao longo do processo de producao alguns parametros fisicos e quimicos
gue permitem verificar e controlar a qualidade dos vinhos engarrafados.

Alguns dos parametros mais usuais no dia-a-dia do laboratério da Global Wines
S.A. sdo descritos de seguida, tendo em conta que a colaboracgéo diaria na realizagcao
deste tipo de andlises também fez parte do decorrer do estagio.

A maioria dos parametros fisico-quimicos de um vinho (acidez volatil, acidez total,
massa volumica, extrato seco, pH, teor alcodlico, acucares) podem ser realizados de
uma forma célere e automatica (analise sumaria do vinho), recorrendo a métodos
instrumentais como o analisador FTIR (Figura 28 - A). Este equipamento recorre a
potencialidade da Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier.

O funcionamento da espectroscopia por FTIR pode ser resumido nos seguintes
passos: € gerado um sinal, interferograma, pelo interferébmetro. Este interferograma é
o sinal que o detetor de infravermelhos recebe em funcéo da diferenca entre os dois
raios do interferometro. Contudo, este sinal € um grafico intensidade vs tempo, pelo
gue é necessario recorrer a uma operacao matematica denominada Transformada de
Fourier, de maneira a transformar este grafico num gréfico intensidade vs frequéncia,
produzindo um espectro virtualmente idéntico ao que é produzido recorrendo aos
espectrometros habituais. O espectro é entdo obtido ao aplicar a transformada de
Fourier ao interferograma (Perkins, 1986).

Outros parametros como o teor de agucares, cobre, ferro e acido citrico s&o
também determinados de forma instrumental, recorrendo a um analisador enzimatico
BioSystems Y15 (Figura 28 - B), que permite obter resultados de uma forma mais
célere comparativamente com 0s métodos analiticos oficiais definidos no Compendium

Internacional de métodos de analise da OIV.

Figura 28 — Equipamento para analises sumarias do vinho em uso no laboratério da Global Wines S.A.
A: analisador FTIR; B — analisador enzimatico BioSystems Y15.
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6.2.1. SO, Livre e Total

O dioxido de enxofre livre (ou anidrido sulfuroso livre) de uma bebida alcodlica ou
espirituosa encontra-se normalmente sob as formas de H.SO3;, HSO3 e SO3%.

A determinacdo do diéxido de enxofre livre é realizada através de uma titulagdo
iodométrica direta com deducdo das outras substancias oxidaveis pelo iodo (usando
como &cido o acido sulfurico e como indicador cozimento de amido), segundo a norma
portuguesa relativa a este parametro analitico (NP-2220).

A determinacao do teor de di6xido de enxofre total (também conhecida por método
rapido de Ripper), consiste na titulagdo iodométrica em meio acido, apés dupla
hidrélise alcalina na amostra cujo SO; livre foi oxidado (Curvelo-Garcia, 1988) (NP-
2220).

O teor de dioxido de enxofre livre ou total, expresso em miligramas de SO, por
litro, é dado por:

S0, Livre ouTotal =V * 20,

sendo V = o volume, em mL, da solucéo de iodo gasto na titulagéo.

No laboratério da Global Wines S.A. a determinagéo do diéxido de enxofre livre e
total pode ser efetuada com o auxilio de uma bureta de titulacdo ou
instrumentalmente, recorrendo a um titulador automatico Titromatic 1S SO, da marca
Crison Instruments. Contudo, o método oficial (também conhecido por método de Paul
e legislado pela Unido Europeia) é também realizado no laboratério.

Segundo a legislacdo (Regulamento (CE) n°606/2009, alterado pelo Regulamento
(UE) n°934/2019), o limite maximo do teor de diéxido de enxofre total no vinho é de
200 mg/L em vinhos brancos e rosés e 150 mg/L em vinhos tintos. Em vinhos com
mais de 5 g/L de frutose + glucose, o limite aumenta para 250 mg/L para vinhos
brancos e rosés e 200 mg/L para vinhos tintos. Por outro lado, e tratando-se de vinhos
bioldgicos, o limite € de 150 mg/L em vinhos brancos e rosés e de 100 mg/L para

vinhos tintos. No caso dos vinhos espumantes, o limite maximo de SO é de 185 mg/L.

6.2.2. Acidez total

Entende-se por acidez total de uma bebida alcodlica ou espirituosa a acidez
titulavel a pH 7, ndo sendo compreendida a devida ao acido carbénico e ao diéxido de
enxofre livre e combinado (Curvelo-Garcia, 1988). E necessario entdio determinar e
descontar os teores relativos a estes acidos, devido ao emprego do SO, como

conservante, bem como da dissolugdo do CO- decorrente da fermentagéo alcodlica,
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que levam, involuntariamente, a um ligeiro aumento da acidez total e volatil (Alpuim,
1997).

A acidez total pode também ser conhecida, junto da comunidade enolégica, como
a soma da acidez fixa com a acidez volatil.

Resumidamente, o processo consiste numa neutralizacdo dos acidos presentes no
vinho por solugéo alcalina (hidroxido de sédio 0,1N), utilizando o azul de bromotimol
como indicador. A titulagcdo decorre até a amostra apresentar uma cor azul-
esverdeada (NP-2139).

A acidez total de um mosto e/ou vinho, expressa na quantidade de &cido tartarico
por dm?, é dada pelo célculo de:

AT =V % 0,75 (Equacéo 1),
Sendo V = o volume, em mL, da solucdo de hidréxido de sodio gasto na
titulacéo.

Segundo a legislacdo (Regulamento (CE) n°491/2009), o limite minimo do teor de

acidez total no vinho é de 3,5g/L, expresso em acido tartarico.

6.2.3. Teor alcodlico

Entende-se por teor alcodlico em volume (ou grau alcodlico volumétrico) de um
vinho o nimero de cm?® de etanol contidos em 100 cm?® desse vinho, sendo estes dois
volumes medidos a temperatura de 20°C.

No laboratério da Global Wines, este parametro é determinado recorrendo a um
ebuliometro (Figura 29 - A), que permite determinar, de forma direta o teor alcodlico de
vinhos e espumantes. A determinacdo da temperatura de ebulicdo do vinho,
intermédia entre a 4gua (100°C, sob uma pressédo de 760 mm de mercurio) e a do
etanol (78,4°C, sob uma pressdo de 760 mm de mercurio), estd diretamente
relacionada e dependente do respetivo teor alcodlico em volume (Curvelo-Garcia,
1988).

O principio de funcionamento do ebulibmetro esta dependente da pressdo
atmosférica. Como tal, &€ necessario proceder a uma determinacgéo inicial do ponto de
ebulicdo da agua, servindo esta temperatura de referéncia ao utilizar o disco para
ebuliometro (Figura 29 - B) (a temperatura da agua calculada sera correspondente ao
ponto 0 dos graus alcodlicos no disco).

Posteriormente, calcula-se a temperatura de ebulicdo da amostra do vinho. Com o
registo desta temperatura, € possivel determinar o teor alcodlico da amostra, ao
verificar o grau alcodlico relativo a temperatura de ebulicdo da amostra, lido na escala

do disco para ebulibmetro.
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Figura 29 — Ebuliémetro elétrico GAB (A) com respetivo disco (B) para determinagdo do teor alcodlico, em
uso no Laboratério da Global Wines S.A.

Os resultados obtidos séo apresentados em percentagem de volume (% vol.).

No laboratério de Enologia da Global Wines S.A. é também realizado o método
oficial reconhecido pela OIV para determinacdo do teor alcodlico de um vinho, que
consiste numa destilacdo simples da amostra alcalinizada e determinacdo do teor
alcodlico do destilado por areometria.

Os limites legais, definidos pelo Regulamento (CE) n°491/2009, para o titulo
alcoométrico volimico adquirido é de > 9%vol. no vinho tranquilo, > 15%vol. e <

22%vol. no vinho licoroso e > 9,5%vol. para o vinho espumante.

6.2.4. Acidez volatil

Entende-se por acidez volatil de uma bebida alcodlica ou espirituosa a parte dos
acidos gordos da série acética que nelas se encontra, quer no estado livre quer na
forma de sais (Curvelo-Garcia, 1988).

O processo, tendo em conta a norma portuguesa (NP-2140), consiste na
separacdo dos acidos volateis por arrastamento numa corrente de vapor de agua,
seguida de retificacdo, condensacéo e titulacdo com fenolftaleina, com o cuidado de
evitar a presengca de CO, no destilado. Este processo faz-se com recurso a um
aparelho de destilagdo (acidimetro) Cazenave-Ferré (Figura 30). Por iodometria,
determina-se o SO arrastado, juntamente com os &cidos volateis, o que permite
determinar a acidez volatil corrigida.

A acidez volatil € expressa em g/L em &cido acético, o acido volatil mais presente
no vinho. O teor em acido acético é indicativo do “estado de saude” do vinho bem de
possiveis problemas que tenham ocorrido na sua produgéo, dai a extrema importancia

da realizagdo desta andlise (Alpuim, 1997).
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Segundo a legislacdo (Regulamento (CE) n°606/2009), um vinho pode apresentar
até um teor maximo de 18 meq/L (1,08 g/L) de acido acético nos vinhos brancos e
rosados e até 20 meg/L (1,2 g/L) nos vinhos tintos.

5 QA

Figura 30 — Aparelho de destilagdo Cazenave-Ferré, para determinacédo da acidez volatil em vinhos, em
uso no laboratério da Global Wines S.A.

6.2.5. Massa volumica e Extrato seco (a 20°C)

A massa volimica é o quociente entre a massa de um determinado volume de
vinho ou mosto a 20°C e esse volume. Exprime-se em gramas por mililitro e o seu
simbolo é p?*C. Por outro lado, designa-se por extrato seco total de um vinho o
conjunto de todas as substancias que nao se volatilizam, em condices fisicas tais que
0S componentes desse extrato sofram o minimo de alteracéo (lland, 2004).

A massa volumica é determinada na amostra com recurso a um aredmetro
calibrado e por medicéo da temperatura da amostra, corrigida posteriormente a 20°C.

Este parametro analitico encontra-se legislado no Regulamento n°2676/90, que

determina os métodos de andlise comunitarios aplicaveis no sector do vinho.

6.2.6. Determinacéao do pH

Pode definir-se pH (ou acidez real) a “disponibilidade atual” (concentragéo) de
ides H" no vinho.

Trata-se de um método potenciométrico, baseado na determinacdo da
diferenca de potencial dada por um elétrodo combinado (elétrodo de referéncia, com
potencial fixo e conhecido e elétrodo de medida, com um potencial que é uma funcéo
definida do pH do vinho) imerso no meio em andlise (Curvelo-Garcia, 1988)
(Regulamento (CEE) n°2676/90).
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Normalmente o vinho apresenta um valor de pH &cido, variando entre cerca de
2,8 e 3,8 (Alpuim, 1997), sendo que este valor pode variar ao longo da producgéo do
mesmo, quer nas etapas fermentativas quer na etapa de conservacao.
O pH do vinho é um parametro analitico muito importante, uma vez que
influencia a estabilidade microbiana e a resisténcia a oxidacdo durante a vinificacéo,
assim como controla muitos dos processos quimicos que acabam por influenciar as
carateristicas sensoriais presentes no vinho (Alpuim, 1997; Butzke, 2010).
No laboratério de Enologia da Global Wines S.A. o valor de pH de determinada
amostra é medido recorrendo a um potenciémetro Hach Sension+pH3 (Figura 31 -A).

o
o
b

695

foleol®
ECC
ICEC

Figura 31 — A: Potenciometro Hach Sension+pH3 para determinagdo do pH em vinho; B — Turbidimetro
HI83749 (Hanna Instruments) para determinag&o da turbidez em vinho.

6.2.7. Turbidez

A turbidez é uma medida que permite determinar o grau de sélidos suspensos no
vinho, indicando o seu estado de clarificacédo.
Este parametro analitico € determinado recorrendo a utilizacdo de um turbidimetro

gue mede o desvio da luz provocado pelas particulas em suspensao apos a passagem
de um feixe de luz numa célula de vidro transparente. Quanto maior o valor da
turbidez, mais particulas sélidas se encontram em suspenséo (lland et al., 2004).
A unidade de turbidez é NTU (Nephelometric Turbidity Units — unidades
nefelométricas de turbidez).
No laboratério de Enologia da Global Wines S.A. este parametro analitico é
determinado recorrendo a um turbidimetro HI83749, da marca Hanna (FIGURA 31 - B)

e tendo por base o método oficial descrito pela OIV (OIV-MA-AS2-08).
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7. Aplicacdo de métodos de anélise microbioldgica
a) Analise microbioldgica de controlo de engarrafamento de vinhos

Ao longo do processo de producdo de vinhos tranquilos, encontram-se
implementadas algumas etapas com vista a estabilizagdo microbiolégica: no caso de
vinhos brancos e rosés a filtragcao esterilizante por membrana e o tratamento térmico
(engarrafamento a quente) no caso de vinhos tintos.

Como ja referido no ponto 6.1., na empresa Global Wines S.A. € realizado o
controlo microbiolégico dos vinhos tranquilos engarrafados, com a pesquisa e
contagem de leveduras e bolores (UFC/100 ml de amostra).

Com o objetivo de validar os métodos utilizados na estabilizacdo microbiolégica
dos vinhos tranquilos engarrafados na empresa, foram recolhidas, ao longo do periodo
de estagio, 26 amostras de vinhos (9 vinhos brancos, 2 vinhos rosés e 15 vinhos
tintos) antes de serem submetidos a uma filtracdo por membrana, no caso dos vinhos
brancos e rosés, ou serem pasteurizados, no caso do vinho tinto.

O controlo microbiolégico desses mesmos vinhos ja engarrafados, e realizado de
acordo com o Plano de Controlo e Analise da empresa (referido em 6.1.) foi registado,
para possivel comparacdo entre amostras em fases diferentes do processo de
producdo. Tendo em conta que o objetivo principal dos métodos de estabilizacdo
microbiolégica em vinhos é eliminar os microrganismos presentes em suspensao,
considerou-se neste estudo somente a detecdo de bolores e leveduras nas amostras
recolhidas, embora tenha sido efetuada a respetiva contagem das colénias presentes
(em UFC/100 ml) nas placas inoculadas, estando os dados recolhidos compilados no
Anexo V. Na tabela 3, sdo apresentados os resultados obtidos neste estudo:

Tabela 3 — Resultados da amostragem antes e ap0s a estabilizagdo microbiolégica dos vinhos tranquilos
na Global Wines S.A.

Antes da Apoés a
estabilizacdo microhiolégica estahilizacdo microbioldgica
Presencat Auséncia? Presencal Auséncia?
Vinho Tinto 15/15 (100%) 0/15 0/15 15/15 (100%)
Vinho Rosé 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%)
Vinho Branco 9/9 (100%) 0/9 2/9 (22,2%) 719 (77,8%)

1Presenca de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
2Auséncia de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN

Da observacédo dos resultados obtidos, verifica-se que, de uma forma geral, os
tratamentos (filtracdo e térmicos) de estabilidade microbiolégica foram eficientes na
reducéo e eliminacdo dos microrganismos presentes em suspensdo. Isto é facilmente
percetivel nas amostras referentes aos vinhos engarrafados, com o decréscimo no

numero de colonias presentes nas placas inoculadas.
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Foram detetadas algumas colénias nas amostras de vinho branco engarrafado.
Contudo, tendo em conta a contagem dos microrganismos efetuada aquando da
observacao das placas inoculadas (Anexo V e Figura 32 - B), é percetivel a reducao
nas colénias presentes antes e apdés a passagem pelo fitro de membranas. A
contagem das coldnias encontra-se também abaixo dos limites méaximos para o0s
parametros microbiolégicos definidos a nivel interno na empresa (referidos em 6.1.)
pelo que nédo é relevante numa possivel perda da qualidade alimentar do produto final.

Relativamente as amostras de vinho tinto (um exemplo na Figura 32 - A), conclui-
se que o engarrafamento a quente é um método bastante eficaz na eliminacao de
microrganismos indesejaveis na produc¢édo de vinhos, indo de encontro ao referenciado
na literatura (e referido em 5.3.) e ao histérico de analises efetuadas na empresa, com
a totalidade das amostras de vinho engarrafado a ndo registarem a presenca de
coldnias de leveduras e bolores contaminantes.

Ao comparar os resultados obtidos para as amostras de vinho branco e vinho
tinto, pode tirar-se algumas conclusdes quanto a eficacia dos métodos de
estabilizacdo microbiolégica em vigor para cada tipo de vinho. De facto, o
engarrafamento a quente nos vinhos tintos que, permite a eliminacdo de todos os
microrganismos em suspensao, € mais eficiente que o tratamento fisico — filtracdo em
membrana — aplicado aos vinhos rosés e brancos. Na filtracdo em membrana nédo é
promovida a eliminacdo dos microrganismos, mas sim a reten¢cdo dos mesmos na
membrana filtrante, sendo possivel a permeabilidade a microrganismos de tamanho
inferior & porosidade da membrana (0,45 um).

No que toca ao vinho rosé, ndo se pode tirar qualquer tipo de ilacdes
relativamente aos resultados obtidos, devido a pequena amostragem (apenas 2

amostras) recolhida para este tipo de vinho.

Antes do — . Antes da passage
engarraf; mento Vinho Tinto peh?f/iﬁro dg\n\l - Vinho Branco
a quente ‘ engarrafado L engarrafado
\ /

membranas

B

A

Figura 32 — Observacao visual das placas inoculadas com as amostras em estudo, recorrendo ao método
de andlise microbioldgica de filtracdo em membrana. As amostras foram recolhidas antes e apds a
estabilizagdo microbioldgica, com vista a pesquisa de bolores e leveduras: A — amostra de vinho tinto; B —
amostra de vinho branco.
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b) Andlise microbiolégica na etapa de tiragem na producdo de vinhos
espumantes

A tiragem é uma etapa essencial para garantir o sucesso da segunda fermentacéo
em garrafa, na producao de vinhos espumantes segundo o método classico.

O periodo em que decorreu este estagio coincidiu com a etapa de tiragem na
empresa Global Wines S.A., realizada entre fevereiro e marco de 2023.

O trabalho efetuado, no ambito deste estagio, focou-se no controlo da
higienizacédo da linha de tiragem, um pequeno estudo sobre a qualidade microbioldgica
do ar/ambiente da enchedora, bem como o controlo microbiolégico em varios pontos
da linha de tiragem, de acordo com o Plano de Controlo e Analise em vigor na
empresa.

Tal como referido em 3.2.2., é necessario garantir, diariamente e antes de iniciar a
producéo, que toda a linha de enchimento e enxaguamento se encontra devidamente
higienizada.

Para tal, foi efetuado o controlo do processo de higienizacdo de toda a linha de
tiragem, antes da mesma arrancar, através da dete¢do de moléculas de adenosina
trifosfato (ATP), molécula energética presente em todas as células animais, vegetais,
bem como em leveduras e bolores, com recurso a uma zaragatoa de superficies

UltraSnap e um luminémetro (Ensure Touch, da Hygiena) (Figura 33 - A).

douvsoi Il Bl —

Luciferase Adenosina Trifosfato (ATP) Emissdo de Luz

A B
Figura 33 — Controlo da higienizacdo com recurso & bioluminescéncia A — Equipamento: Zaragatoa
UltraSnap e Lumindmetro Ensure Touch (Hygiena); B: Representa¢do esquemética da reagdo quimica
entre a molécula de ATP e a enzima luciferase, através da emisséo de luz que ser4 lida pelo luminémetro.

Este método tem por base o conhecimento de que todos os residuos de matéria
organica presentes nas superficies contém ATP, assim como qualquer contaminagao
microbiana existente e que ao efetuar uma higienizagdo adequada, a percentagem de
ATP deveria reduzir consideravelmente. Ao recolher a amostra e colocando-a em
contacto com o reagente luciferase existente na parte liquida do kit, vai ser emitida

uma luz que é diretamente proporcional & quantidade de ATP presente na amostra
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(Figura 33 - B). O luminémetro é utilizado posteriormente para ler a luz gerada na
reacdo anterior. O resultado é expresso em unidades relativas de luz — RLU.

A interpretagdo dos resultados tem em conta os limites padronizados definidos
pelo préprio equipamento, baseando-se em estudos anteriores sobre esta temética
(Tabela 4). Ter em conta que quanto mais alto o valor de RLU, maior sera a presenca
de ATP e, portanto, mais suja estara a superficie e uma maior percentagem de

microrganismos podera se encontrar presente na mesma.

Tabela 4 - Limites de aprovagdo e reprovacdo, da leitura de RLU pelo luminémetro Ensure Touch
(Hygiena), recorrendo a Zaragatoa UltraSnap.

0-20 RLU Aprovado. A superficie é considerada limpa.

21-59 RLU Atencdao. A superficie ndo esta adequadamente limpa.

_ Reprovado. A superficie é considerada suja.

Foi controlada a higienizacéo diaria da linha de tiragem, com a realizag&o do teste

ATP com zaragatoa UltraSnap em dois pontos distintos da enchedora: um bico de
enchimento e o interior da enchedora (ap6s desmontagem de um dos bicos de
enchimento). Apés aprovacao no teste, € dada luz verde para o enchimento do vinho
base, a adicdo das leveduras encapsuladas e a capsulagem.

Da observacao da tabela (Tabela 5) e das leituras diarias (Anexo VI) relativas ao
controlo da higienizacéo da linha de tiragem durante 22 dias de producéo, denota-se
gue a higienizacdo por parte dos operadores de engarrafamento foi bem-sucedida em
20 dias de tiragem, com os resultados positivos a demonstrarem que as superficies se
encontravam devidamente limpas, possibilitando assim o normal funcionamento da
linha.

Tabela 5 — Controlo da higienizacéo da linha de tiragem, com recurso ao teste de ATP em zaragatoa

UltraSnap e respetiva leitura de RLU em luminémetro Ensure Touch. A tiragem decorreu durante 22 dias
de producéo (03.02.2023 a 09.03.2023).

0-20 RLU 21-59 RLU
Bico da enchedora 21*/22 0/22 1*/22
Interior da enchedora 21*/22 0/22 1*/22

*>60 RLU (Reprovado) em dias diferentes para o bico e o interior da enchedora.

Contudo, em 2 dias de tiragem, verificou-se uma leitura ndo conforme (>60 RLU)
no teste de ATP efetuado a um dos bicos e ao interior da enchedora, respetivamente.
Este resultado permitiu concluir, de imediato, que a enchedora ndo se encontrava
devidamente higienizada. Em conjunto com a equipa de Produc¢éo, decidiu-se, como
medida corretiva, a necessidade de proceder a uma nova passagem de agua de

enxaguamento até o resultado se encontrar dentro dos padrdes de aprovagédo (<20
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RLU). ApoOs duas passagens de agua de enxaguamento, atingiu-se os resultados
esperados, dando-se entdo luz verde ao normal funcionamento da linha de tiragem.
Fica assim comprovado a necessidade de efetuar um controlo rigoroso da
higienizacdo na linha de enchimento antes do arranque, com o objetivo de reduzir ao
maximo as possiveis contaminacdes microbianas no vinho base, com origem numa
ma higienizagcdo ou numa higienizagdo incompleta do equipamento de enchimento,

evitando assim colocar em causa o sucesso da segunda fermenta¢édo em garrafa.

Por solicitagdo da equipa da Qualidade da empresa Global Wines S.A., foi
também realizado um pequeno estudo ao ambiente/ar dentro da enchedora, com o
objetivo de averiguar a eficacia do sistema de esterilizagcdo do ar existente no
equipamento, responsavel por garantir um ambiente assético no processo de
enchimento na etapa de tiragem.

Colocaram-se placas de exposicdo (com meio de cultura WLN Agar para detecéo
de bolores e leveduras), em duplicado, num lugar estratégico dentro do equipamento
de enchimento, no momento do arranque da linha. Apés 15-30 minutos as placas
foram recolhidas e incubadas a 35°C, durante 18-48 horas, periodo apds o qual se
contabilizou e registou as possiveis colénias de leveduras e fungos presentes nas
placas expostas (Anexo VI).

Analisando os resultados obtidos (Tabela 6), verificou-se a manutencdo de um
ambiente assético durante a maior parte do periodo de estudo, correspondente a 18
dias de producao desta linha, através da observacdo da auséncia de contaminacdes
em 16 das 18 placas inoculadas (88,9%), bem como nas placas em duplicado, com 15
placas das 18 (83,3%) a nao registarem crescimento microbiano.

E comum encontrar em suspensdo no ar varios agentes biologicos, tais como
parasitas, bactérias, leveduras, fungos e virus (Oliveira et al., 2020). Tendo isto em
mente, é de extrema importancia garantir que o ambiente em que decorre 0
enchimento do vinho base e a posterior adigdo de leveduras encapsuladas € o mais
assético possivel, de forma a evitar qualquer contaminacgdo indesejavel, tornando-se
necessario o controlo regular do ambiente em que decorre a etapa de tiragem.

Tabela 6 — Resultados do estudo ao ambiente/ar da enchedora na etapa de tiragem da producgdo de
vinhos espumantes na Global Wines S.A., recorrendo a placas de exposicao.

Placas de exposicdo no ambiente/ar da enchedora

Presencal Auséncia?
Placa 1 2/18 (11,1%) 16/18 (88,9%)
Placa 2 (duplicado) 3/18 (16,6%) 15/18 (83,3%)

1Presenca de colénias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
2Auséncia de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
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De acordo com o Plano de Controlo e Andlise da empresa Global Wines S.A., a
etapa de tiragem é controlada do ponto de vista microbiol6gico, com a recolha de

amostras em varios pontos do processo (Figura 34):

Encapsuladas gl G F
i .

Estabilizagio
microbiolégica em
filtro de membranas

Enchimento com vinho Adigdo de leveduras
Lavagem das garrafas Capsulagem
base encapsuladas

A )
“:ﬂf Antes do filtro de membranas — arranque

‘?}{ Saida do filtro de membranas — arranque
‘ﬁf’ Garrafa enxaguada — arranque

).

‘}f_’}g" Vinho base sem leveduras — arranque

A .
‘f’ Vinho base com leveduras — arranque e de 2 em 2 horas

Figura 34 — Plano de controlo e analise microbioldgica para a etapa de tiragem no processo de produgao
de espumantes na empresa Global Wines S.A., com referéncia aos pontos de recolha das amostras.

A recolha de amostras nestes pontos estratégicos da linha permite controlar e
descartar possiveis contaminacées com origem no vinho base, numa ma higienizacao
das garrafas ou da enchedora. Permite também, caso se verifiquem contaminacdes
microbianas, tomar medidas corretivas, que possam reduzir o insucesso na segunda
fermentacdo em garrafa e diminuir o risco de possiveis perdas econdémicas no
processo de producao de espumantes.

O controlo microbiolégico da linha de tiragem, durante os 22 dias de producéo
(Anexo VI; Tabela 7) permite concluir que a etapa de tiragem decorreu sem grandes
problemas do ponto de vista microbiolégico, com a auséncia de contaminacdes ao
longo do processo.

Tabela 7 — Resultados do controlo microbiol6gico da etapa de tiragem do processo de producéo de
espumantes na Global Wines S.A., recorrendo ao método de andlise microbioldgica de filtragdo em

membrana.
Controlo microbioldgico da linha de tiragem

Presencal Auséncia?
Antes do filtro de membranas (Figura H-1) 18/22 (81,8%) 4/22 (18,2%)
Apds o filtro de membranas (Figura H-2) 0/22 22/22 (100%)
Garrafa Enxaguada (Figura H-3) 0/22 22/22 (100%)
Vinho base sem leveduras (Figura H-4) 0/22 22/22 (100%)
Vinho base com leveduras — Arranque (Figura H-5) 0/22 22/22 (100%)
Vinho base com leveduras - 2h (Figura H-5) 0/22 22/22 (100%)
Vinho base com leveduras - 4h (Figura H-5) 0/19 19/19 (100%)
Vinho base com leveduras - 6h (Figura H-5) 0/4 4/4 (100%)

IPresenca de colénias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
2Auséncia de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
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E de destacar a presenca de contaminagdes microbianas (presenca de leveduras)
no vinho base antes de ser submetido a uma estabilizacdo microbiolégica, recorrendo
a um filtro de membranas esterilizante. Verificando-se a inexisténcia de crescimento
microbiano nas placas inoculadas com o vinho base apds a passagem no filtro, é
comprovada a extrema importancia de incluir uma etapa de estabilizacdo
microbiol6gica antes de adicionar as leveduras encapsuladas, para impedir o
crescimento de leveduras indesejaveis e garantir que somente as leveduras que se

adicionaram serao as responsaveis por garantir a segunda fermentagcéo em garrafa.

c) Controlo microbiolégico do processo de higienizacéo

No ambito deste estagio, foi também realizado um controlo microbiolégico ao
processo de higienizacdo a nivel das operacdes de adega, nomeadamente aos
depdsitos de estagio de vinho, bem como ao equipamento de filtracao de terras. Este
estudo decorreu de janeiro a abril de 2023.

Numa parte inicial, o processo da higienizacdo em adega foi acompanhado e
controlado, através da recolha de amostras por esfregaco com zaragatoa de
superficies, ideal para a recuperagdo de maior parte dos microrganismos
contaminantes de superficies. A zaragatoa em causa, apos esfregaco, foi mergulhada
num tubo contendo 10 ml de neutralizante, posteriormente diluidos em 100 ml de agua
autoclavada e filtrados segundo o método de analise microbiol6gico de filtracdo em
membrana, descrito no capitulo 6.1. As placas com meio de cultura WLN, para
detecdo de bolores e leveduras, foram incubadas, em duplicado para cada amostra,
durante 18-48 horas a 35°C, sendo posteriormente observadas e registados os
resultados obtidos.

Foram recolhidas amostras em quatro pontos estratégicos dos depdsitos de
estagio de vinho (Figura 35), imediatamente apos o processo de higienizacéo levado a

cabo pelos operadores de adega.

i

Figura 35 — Pontos de recolha de amostras, por esfregagco com zaragatoa de superficies, para controlo
microbioldgico do processo de higienizagcdo em adega: A — escala graduada; B — provadeira; C — interior
do depoésito; D — torneira do deposito.
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Mais uma vez o objetivo de uma boa higienizacéo é eliminar os microrganismos
presentes na superficie higienizada. Sendo assim, procedeu-se a pesquisa dos
mesmos nas placas inoculadas (Tabela 8) (a contagem dos microrganismos em

UFC/100 ml encontra-se descrita no Anexo VII).
Tabela 8 — Resultados do controlo microbiolégico do processo de higienizagcdo em operacdes de adega

na empresa Global Wines S.A., recorrendo ao método de andlise microbiolégica de filtracdo em

membrana.

Controlo microbiolégico do processo de
higienizacéo

Janeiro 2023 Fevereiro-Margo 2023
Presenca®’  Auséncia®? Presenga®’  Auséncia?
3/4 1/4 6/11 5/11
. (75%) (54,5%)
Provadeira 3/4 14 6/11 5/11
(75%) (54,5%)
2/4 2/4 8/11 3/11
(50%) (72,7%)
Escala graduada 204 2/4 6/10 4110
(50%) (60%)
2/4 2/4 3/11 8/11
Interior do (50%) (27,3%)
depésito 2/4 2/4 3/11 8/11
(50%) (27,3%)
1/4 3/4 4/11 7/11
Torneira do (25%) (36,4%)
deposito 1/4 3/4 3/11 8/11
(25%) (27,3%)

1Presenca de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
2Auséncia de colonias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN

Da analise geral dos resultados obtidos (Tabela 8), verificou-se uma presenca de
contaminacbes microbianas em mais de metade das amostras com origem nha
provadeira e na escala graduada dos depdsitos, comparativamente com as amostras
com origem no interior e na torneira do deposito.

A provadeira e a escala graduada sdo zonas criticas dos depdsitos, de dificil
higienizacdo e onde facilmente se acumulam residuos de vinho e restos de matéria
organica. Como tal, devem ser alvo de atencdo maxima aquando da sua limpeza e
desinfecgéo.

Na figura 36 é apresentado um exemplo das placas inoculadas respeitantes a um
dos depésitos higienizados da adega da Global Wines S.A., onde é notério o
crescimento microbiano nas placas inoculadas com amostras com origem na

provadeira e na escala graduada do depésito.
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Figura 36 — Observacéo visual das placas inoculadas com as amostras em estudo, recorrendo ao método
de andlise microbioldgica de filtragdo em membrana. As amostras foram recolhidas através de esfregago

com zaragatoa de superficies, apos a higienizagdo dos depositos da adega.

O proposito maior de controlar a higienizacdo em adega, no ambito deste
estagio, foi precisamente dar suporte a equipa de enologia e adega, nomeadamente
na tomada de decisdes, com o intuito de proporcionar higienizacbes cada vez mais
completas e bem-sucedidas, garantindo assim diminuir a0 maximo o risco de
contaminacdes cruzadas.

Como tal, os resultados obtidos nesta primeira parte do estudo foram
constantemente monitorizados, com o objetivo de proceder a medidas corretivas no
processo de higienizacdo ao longo do tempo. Algumas das medidas postas em pratica
foram:

v" Desmontagem e desinfecdo manual do equipamento da provadeira e
escala graduada, tendo em conta serem locais criticos e de acumulagéo
de matéria organica;

v' A utilizacdo de um escovilhdo como auxiliar da higienizagdo da
provadeira e da escala graduada;

v' Utilizacdo de um detergente &acido (a base de acido peracético), com
maior capacidade bioacida, comparativamente com a utilizagdo de um

detergente caustico ou detergente desinfetante alcalino.

Numa segunda fase do estudo, foi efetuado o controlo da higienizacéo, ja apés a
tomada de decisdes e implementacdo de medidas corretivas. Contudo, em vez de
recorrer a recolha de amostras por esfregaco com zaragatoa de superficies com vista
a analise microbioldgica, optou-se pela realizacdo de um teste ATP em zaragatoa
UltraSnap e respetiva leitura de RLU num luminémetro (Tabela 9; Anexo VII), tal como
ja havia sido efetuado para o controlo da higienizacdo da linha de tiragem no processo
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de producado de vinhos espumantes. Este método alternativo permite resultados mais
rapidos e a tomada de decisGes no imediato.

Tabela 9 — Controlo da higienizagdo da linha de tiragem, com recurso ao teste de ATP em zaragatoa

UltraSnap e respetiva leitura de RLU em luminémetro Ensure Touch.

Controlo do processo de higienizacéo
dos depdsitos da adega — Teste de
ATP-bioluminescéncia

0-20 RLU 21-59 RLU

. 14/16 2/16 0/16
Provadeira (87,5%) (12,5%)

Escala graduada 6/16 4/16 6/16
(37,5%) (25%) (37,5%)

Interior do 16/16 0/16 0/16

depésito (100%)

“Boca” da 13/16 2/16 1/16

mangueira (81,25%) (12,5%) (6,25%)

Ap6s as medidas corretivas, e através da analise pelo método de
bioluminescéncia, continua a ser notério a possivel presenca de contaminacdes
microbioldgicas na escala graduada dos depdsitos da adega higienizados, devido aos
elevados valores de RLU (>60) na escala em 6 dos 16 depdsitos higienizados. Os
valores obtidos por este método estdo em concordancia com o0s resultados
observados pelo método de analise microbioldgica, com a escala graduada a ser o
local com maior possibilidade de contamina¢des microbiolégicas, mesmo apds ocorrer
0 processo de higienizacao.

Por outro lado, as medidas postas em pratica pela equipa de adega, parecem ter
sido eficientes no que toca a higienizacao da provadeira. Neste sentido, a equipa da
adega foi aconselhada a continuar a dedicar uma atencdo especial a esta zona do
depdsito, pondo em préticas as medidas acima referidas.

O interior do depo6sito é o local com menos contaminacbes microbianas, nos
resultados de ambos os métodos de analise escolhidos. Estas observacdes fazem
sentido, visto ser o local qgue mais tempo estd em contacto com 0s agentes quimicos e
com a agua de enxaguamento, em comparacdo com os restantes locais de recolha de
amostras, tendo em conta que a higienizacdo decorre num sistema aberto com

recurso a uma bomba de vacuo (clean in place).

A par do controlo da higienizagédo dos depositos da adega, foi também efetuado o
controlo da higienizag&o antes da utilizac&o do filtro de terras.
Neste caso, foram recolhidas amostras em quatro pontos estratégicos do filtro de

terras (Figura 37), imediatamente apds ocorrer a higienizacdo por parte dos
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operadores da adega. A andlise das amostras recolhidas foi efetuada da mesma forma
gue no controlo microbiol6gico da higienizacdo dos depdsitos.

Figura 37 — Pontos de recolha de amostras, por esfregaco com zaragatoa de superficies, para controlo
microbioldgico do processo de higienizacdo no filtro de terras: A — interior do filtro de terras; B — saida de
terras; C — entrada e saida do vinho no filtro de terras.

Da observacdo dos resultados (Tabela 10), verificou-se a presenca de
contaminacdes nas placas com meio de cultura de bolores e leveduras, inoculadas a
partir das amostras respeitantes a entrada e saida do vinho no filtro de terras, bem
como, no interior do proprio filtro.

Tal como ocorrido na higienizacdo dos depdsitos, foram tomadas algumas
medidas corretivas ao longo do estudo, como uma passagem extra de agua de
enxaguamento ou a utilizacdo de um desinfetante acido. Neste caso, as medidas
foram eficientes, com as duas ultimas recolhas (dia 07.03 e 20.03) a ndo registarem

gualquer tipo de contaminacgéo nas placas observadas (Anexo VII).

Tabela 10 — Resultados do controlo microbioloégico do processo de higienizagdo no filtro de terras na
empresa Global Wines S.A., recorrendo ao método de andlise microbioldgica de filtragdo em membrana.

Controlo microbiolégico do processo de higienizagao
—filtro de terras

Presencat Auséncia?
Entrada do vinho no 3/5 (60%) 215
filtro de terras 3/5 (60%) 2/5
Saida do vinho no 215 (40%) 3/5
filtro de terras 2/5 (40%) 3/5
Interior do filtro de 1/5 (20%) 4ls
terras 1/5 (20%) 4/5
Porta inferior (saida de 0 5/5
terras) 0 5/5

1Presenca de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
2Auséncia de coldnias de leveduras e bolores na placa inoculada com meio de cultura WLN
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Foram também colocadas placas de exposi¢cdo, em duplicado, durante cerca de
meia hora junto ao ambiente do filtro de terras, num dos dias de recolha de amostras
para controlo microbiol6gico do processo de higienizacdo (01.03). As placas foram
posteriormente incubadas a 35°C durante 18-48 horas, seguindo-se a sua observacao
para possivel detecdo de bolores e leveduras.

O filtro de terras encontra-se localizado num local de passagem de operadores e
maquinas. Sendo assim, esta pequena amostragem teve como objetivo avaliar a
gualidade do ar/ambiente circundante ao filtro de terras.

Da observacéo das placas incubadas, registou-se a presenca de oito leveduras e
dois bolores na 12 placa e duas leveduras na placa em duplicado (Figura 38). Seria
necessario um estudo mais detalhado e com uma maior amostragem que permitisse
tirar conclus@es relativamente a relacdo entre as contamina¢fes detetadas no controlo

da higienizacao e os resultados observados nas placas de exposicao.

DUPLICADO

Figura 38 — Observacéo visual das placas de exposicdo com meio de cultura WLN para detecdo de
bolores e leveduras, colocadas durante 15 minutos junto ao ambiente do filtro de terras e posteriormente
inoculadas a 35°C durante 48 horas.
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Sugestdes de melhoria

Os resultados obtidos ao longo deste estagio foram de extrema importancia e
contribuicdo para o trabalho diario levado a cabo pela equipa de Enologia e Producéo
e na Global Wines S.A., nomeadamente no que toca a verificacdo dos métodos
microbiolégicos ja implementados no processo, bem como no controlo dos varios
processos de higienizacdo. Com vista a melhoria continua e a otimizag¢éo dos recursos
e processos, sao sugeridas algumas medidas e possiveis estudos a serem
implementados e desenvolvidos na empresa e decorrentes dos resultados alcangcados
neste estagio.

No laboratério da empresa Global Wines S.A, qualquer amostra é analisada,
microbiologicamente, recorrendo a métodos culturais para pesquisa e contagem de
microrganismos, indo de encontro ao descrito no Plano de Controlo e Analise em vigor
na empresa. Embora 0os métodos culturais continuem a ser os mais utilizados em
analise microbiolégica alimentar, estes apresentam algumas desvantagens, como ndo
determinar as estirpes de leveduras e/ou bactérias envolvidas numa determinada
contaminagdo nem permitir detetar col6nias viaveis ndo cultivaveis. Neste sentido, a
auséncia de colbénias de bolores e leveduras em placa, ndo significa que o vinho se
encontra isento de microrganismos, que podem acabar por causar alteracdes
organoléticas ao longo do tempo.

Tendo isto em vista, seria interessante a aplicacdo de métodos mais sofisticados
de pesquisa e contagem de microrganismos, nomeadamente métodos moleculares
(PCR ou citometria de fluxo), que permitisse um estudo mais aprofundado dos bolores,
bactérias e leveduras habitualmente presentes no vinho e espumante produzido na
empresa, assim como, nas superficies e equipamentos (depdsitos) em adega. A
criacdo de uma base de dados da microbiota carateristica dos vinhos Global Wines
S.A. (estirpes mais dominantes e recorrentes) permitiria uma agdo muito mais rapida e
eficiente no caso de uma possivel situagdo de contaminacdo, podendo evitar perdas
econdmicas para a empresa.

Decorrente dos resultados obtidos no controlo da higienizacdo em adega
realizado no ambito deste estagio, sugere-se colocar em prética no Plano de Controlo
e Analise e/ou Plano de Higienizacdo da empresa, a realizacdo de um controlo
microbioldgico periddico a higienizacdo dos depositos destinados a estagio de vinho
em adega, bem como, a utilizagdo de testes de bioluminescéncia pelo menos duas
vezes por semana em depositos higienizados, com vista & monitorizagdo do processo
e, ainda, em depdsitos higienizados destinados a receber alguns vinhos especiais,

nomeadamente vinhos biolégicos e vinhos com intensidade corante elevada.
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Seria também interessante aprofundar o estudo efetuado neste trabalho
relativamente ao controlo da higienizagcdo, mas tendo em conta a aplicacdo de varios
tipos de agentes quimicos detergentes e/ou desinfetantes e o tempo de aplicacédo vs.
percentagem de detergente/desinfetante aplicado, com vista a otimizacdo dos
produtos utilizados e a uma higienizacdo bastante mais eficaz e, se possivel, mais

rapida.
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Conclusao

A empresa Global Wines S.A. tem primado pela exceléncia na qualidade dos
vinhos que produz e comercializa, sempre com a satisfagdo final do consumidor em
primeiro plano. Com este estagio, foi possivel acompanhar o dia a dia dos
profissionais que trabalham nesta casa e verificar, in loco, o trabalho notavel realizado
diariamente e que permite produzir dos melhores vinhos tranquilos e espumantes da
regido vitivinicola do Déo.

A producdo de vinhos tranquilos e espumantes é bastante complexa e morosa,
com Varias etapas no seu processo, nas quais o laboratério da empresa Global Wines
S.A. contribui positivamente ao realizar todas as andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas solicitadas pelas equipas de Enologia e Producdo da empresa. Ao
estar diariamente no laboratério, foi possivel acompanhar este trabalho, auxiliando a
equipa do laboratério em todas as analises solicitadas, percebendo, na primeira
pessoa, o papel imprescindivel do mesmo no sucesso de todo o processo produtivo.

Na empresa Global Wines S.A., encontram-se implementada uma etapa de
estabilizacdo microbiolégica nos vinhos produzidos, nomeadamente antes de proceder
a etapa de engarrafamento. Com o estudo realizado ao longo do periodo de estagio,
foi possivel validar os métodos de analise microbiolégica implementados na empresa,
através da realizacdo de analises microbiolégicas que comprovaram a importancia do
processo de pasteurizacdo e da existéncia de uma filtracdo em membrana para a
reducdo e/ou eliminacdo da maior parte da microbiota existente nos vinhos ja
engarrafados e prontos a serem comercializados. Como tal, 0s objetivos inicialmente
propostos foram cumpridos, no decorrer dos seis meses de estagio ao servico do
laboratorio de enologia da Global Wines S.A.

Foi também possivel acompanhar o processo de producdo de espumantes,
nomeadamente a etapa de tiragem, verificando a importancia da andlise
microbiol6gica no controlo desta etapa, bem como a importancia de uma boa
higienizacdo para o sucesso da futura segunda fermentacdo em garrafa, a ocorrer
durante o estagio na cave da empresa.

Um controlo eficiente da higienizagdo a varios niveis ao longo do processo de
producdo é muito importante para evitar possiveis contaminagfes microbiologicas e
assim evitar perdas econdmicas avultadas, no decorrer de alteragfes indesejaveis nos
vinhos produzidos. Como tal, os resultados do estudo experimental de controlo de
higienizacdo em adega efetuado no decorrer do estagio foram bastante importantes
para a empresa, permitindo tomar algumas medidas corretivas ao longo do mesmo,

gue possibilitaram uma higienizagdo muito mais eficaz e a identificacdo de algumas
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zonas criticas de dificil limpeza e desinfecdo e cuja atencdo devera ser redobrada
aquando da higienizacdo, para tentar evitar um elevado nimero de microrganismos
presentes nestes locais e que possam prejudicar organoleticamente 0s vinhos
produzidos pela empresa.

Em suma, foi um estagio bastante completo, com uma aquisicdo de um vasto
numero de conhecimentos tedricos e praticos relacionados com o controlo de
processos e a producao de vinhos, bem como, o desenvolvimento de varias soft skills,
oriundas do trabalho diario exigente e em equipa, realizado durante seis meses no

laboratério de uma empresa da area alimentar.
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ANEXO |

Tabela | — Detergentes e/ou desinfetantes mais aplicados no processo de higienizacdo (adaptado de
Global Wines S.A., 2022; Proenol, 2019a, 2019b, 2019c).

Quattro Fes vere

DESCRICAO: Detergente desinfetante alcalino clorado, de espuma reduzida para
utilizagdo em aplicagbes CIP (clean in place) e lavagem por spray nas industrias
alimentares, de bebidas e de lacticinios.

VANTAGENS NA SUA UTILIZACAO:

i) Acdo biocida de largo espectro;

ii) Eficacia na remogéo de material orgéanico, incluindo sujidade alimentar, manchas e
aromas estranhos;

i)y Facil enxaguamento, minimizando o consumo de agua;

iv) Custos reduzidos, na utilizagdo de aguas duras.

OPERAGCAO: Descoloragéo alcalino-clorada

LOCAL/EQUIPAMENTOS: Interior de depdésitos, filtro de terras e placas, condutas,
mangueiras e bombas, sempre que se mude de vinhos tintos para vinhos brancos/rosés
ou na presenca de defeitos sensoriais (operagdes em adega)

CONCENTRAGCAO: 2% a temperatura ambiente (ou 2% a 50°C)

CONTROLO: Auséncia de residuos causticos (indicador — fenolftaleina) e residuos

clorados (fita de cloro) na agua de enxaguamento

DESCRIGCAO: Detergente liquido, caustico, com elevadas propriedades anti espuma,
para sujidades dificeis. Garante excelentes resultados de limpeza, a custos reduzidos.
VANTAGENS NA SUA UTILIZAQAO:

i) eficaz na remocéo de uma vasta gama de sujidades organicas e na prevencdo da
formacé&o de depdsitos/incrustacoes;

i) usado numa vasta gama de aplicag¢des incluindo CIP (clean in place)

i) produto resultante de uma mistura Unica que reduz a complexidade de aplicagao.
OPERAGCAO: Desincrustagéo

LOCAL/EQUIPAMENTOS: Interior de depésitos, condutas, mangueiras e bombas,
antes de cada utilizacdo (operacdes em adega), filtro de placas e enchedora
(operagdes de engarrafamento)

CONCENTRACAO: 2% a temperatura ambiente (ou 50°C no caso do pasteurizador)
CONTROLO: Auséncia de residuos causticos na agua de enxaguamento (indicador —

fenolftaleina)

DESCRICAO: Desinfetante oxidante a base de acido peracético, altamente eficaz,
indicado para vérias aplicagdes na indistria alimentar, bebidas e lacticinios
VANTAGENS NA SUA UTILIZACAO:

i) Muito eficaz contra todos os tipos de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos);
i) Facil de enxaguar e sem corantes, garante seguranga em todas as aplicagGes
alimentares;

iif) Baixo impacto ambiental;

iv) Excelentes propriedades desodorizantes e de remog&o de manchas.

OPERACAO: Desinfecéo acida

LOCAL/EQUIPAMENTOS: Operacdes de Engarrafamento (enchedoras, pasteurizador
e filtro de membranas) e Operacdes de Adega (interior dos depdésitos, sempre que se
passe de vinhos tintos para vinhos brancos/rosés ou se verifiquem defeitos sensoriais)
CONCENTRAGCAO: 0,5% & temperatura ambiente (ou 1% na enchedora, depésitos e
filtro de membranas)

CONTROLO: Auséncia de residuos acidos na agua de enxaguamento (fita de acido

peracético)
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ANEXO Il

Tabela Il — Composicdo do meio de cultura Agar Brettanomyces, da empresa Condalab, utilizado na

realizagdo dos métodos de andlise microbiolégicos na empresa Global Wines S.A. (Condalab, 2022)

Agar Brettanomyces (composicdo em g/L)*
Dextrose 10 g/L
Verde de bromocresol 0,022 g/L
Cicloheximida 0,01 g/L
Peptona 5¢g/L
Extrato de levedura 3g/lL
Acido cumarico 0,1g/L
Agar bacteriolégico 20 g/L
Cloranfenicol 0,19g/L
Extrato de malte 3g/L
Tiamina 0,02 g/L
Base nitrogenada de levedura 3g/L

1A dextrose é o hidrato de carbono fermentescivel, proporcionando carbono e energia as leveduras.
Peptona e extrato de malte providenciam azoto, vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais para o
crescimento das leveduras. Extrato de levedura serve de fonte de vitaminas, particularmente do grupo B.
Tiamina é o fator de crescimento. S&do colocados agentes seletivos (antibidticos Cloranfenicol e
cicloheximida) para permitir a recuperagdo exclusiva de Brettanomyces, inibindo o crescimento de
contaminantes comuns em vinhos, como a Saccharomyces cerevisiae (Condalab, 2022).

PREPARACAO DO MEIO:

Suspender 75 gramas de meio de cultura num litro de agua desionizada. Misturar bem
e promover a dissolucdo do meio na solucdo, com aquecimento da mistura e agitacédo
frequente. Deixar ferver um minuto até a dissolugcdo completa. Distribuir o meio de
cultura ainda quente em frascos schott. Posteriormente, deixar arrefecer o meio
esterilizado a temperatura ambiente dentro da cAmara de fluxo laminar e armazenar os
frascos com 0 meio de cultura no frigorifico durante o tempo maximo de um més.
Quando necessério, fundir os meios de cultura e distribuir pelas placas de petri
esterilizadas, deixando solidificar o mesmo antes da sua utilizagdo. Apoés solidificado,

proceder a inoculagdo dos filtros de membrana.
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ANEXO Il

Tabela 1ll — Composicdo do meio de cultura Agar Nutriente WL, da empresa Condalab, utilizado na

realizacéo dos métodos de analise microbioldgicos na empresa Global Wines S.A. (Condalab, 2019)

Agar Nutriente WL (composicdo em g/L)?
Agar bacteriolégico 15 g/L
Cloreto de calcio 0,125 g/L
Cloreto de ferro (ll1) 0,0025 g/L
Sulfato de manganés (ll) 0,0025 g/L
Cloreto de potassio 0,425 g/L
Extrato de levedura 4 g/lL
Verde de bromocresol 0,022 g/L
Dextrose 50 g/L
Sulfato de magnésio 0,125 g/L
Fosfato monopotassico 0,55 g/L
Triptona 5¢g/L

2A triptona fornece azoto, vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais para o crescimento das
leveduras. A dextrose é o hidrato de carbono fermentescivel, proporcionando carbono e energia. Extrato
de levedura serve de fonte de vitaminas, particularmente do grupo B. Fosfato monopotassico é o tampao.
Os cloretos de calcio, ferro e potassio fornecem ides essenciais para o equilibrio osmético. Os sulfatos de
manganés e magnésio sdo fontes de catides divalentes. Verde de bromocresol é o indicador de pH. O
agar bacterioldgico é o agente solidificante do meio (Condalab, 2019)

PREPARACAO DO MEIO:

Suspender 75 gramas de meio de cultura num litro de agua desionizada. Misturar bem
e promover a dissolucdo do meio na solucdo, com aquecimento da mistura e agitacao
frequente. Deixar ferver um minuto até a dissolucdo completa. Esterilizar no autoclave
a 121°C durante 15 minutos, em frascos de schott. Posteriormente, deixar arrefecer o
meio esterilizado a temperatura ambiente dentro da camara de fluxo laminar e
armazenar os frascos com o meio de cultura no frigorifico durante o tempo maximo de
um més.

Quando necessério, fundir os meios de cultura e distribuir pelas placas de petri
esterilizadas, deixando solidificar o mesmo antes da sua utilizagdo. Apoés solidificado,

proceder a inoculagdo dos filtros de membrana.
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ANEXO IV

Procedimento

Método de filtracdo por membrana para pesquisa de microrganismos viaveis

(adaptado de método interno em vigor na empresa Global Wines S.A.)

1) Materiais

Placas de Petri Filtros de Membrana brancos, Copos de filtragdo Pinga em ago inox,
contendo meio de quadriculados e estéreis, de 47 graduados e estéreis, com as extremidades

cultura apropriado mm de didmetro e 0,45 pm de com 47 mm de arredondadas
porosidade didametro
- Caneta acetato; - Saca-rolhas

2) Equipamentos

Sistema de filtrac&o:

= =

)
BN - o

& = )

AN

—

Kitasato de 1L Rampa de filtragdo Suporte porta-filtro, Bomba de  véacuo
individual para membranas de 47 (minimo a 0,5 atm);
mm de didmetro

Bico de Bunsen Cémara de Fluxo Estufa de incubacéo

Laminar (com regulacdo de
temperatura

pretendida)

3) Técnica — Método de Filtragdo por Membrana
1. Ligar as mangueiras do sistema de filtrac@o ao kitasato para filtracdo a vacuo;
2. Proceder a desinfe¢do da bancada da camara de fluxo laminar com etanol a 70%;

3. Colocar sobre a bancada de trabalho os materiais necessarios: Placas de Petri contendo
meio de cultura apropriado. copos de filtragdo estéreis, pinca com as extremidades
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mergulhadas em etanol a 70%, filtros de membrana brancos, quadriculados e estéreis, caneta
acetato e saca-rolhas.

4. Ligar a camara de fluxo laminar (FAN) e a lampada UV;
5. Ap6s 10 minutos, desligar a lampada UV e ligar a lampada de iluminacéo;
6. Desinfetar o sistema de filtracdo com etanol a 70% e passar agua esterilizada;

7. Com a pinga retirar o filtro em aco inox do porta-filtro, mergulh&-lo na solugcdo de etanol a
70% e passa-lo a chama. Quando esta se extinguir voltar a coloca-lo corretamente no suporte;

8. Identificar as placas de Petri com o lote/dep0sito do produto e data de andlise;

9. Abrir a torneira do gas e ligar o bico de Bunsen, tendo em conta que a chama tem de estar
azulada;

10. Em condi¢Bes de assepsia, colocar no porta-filtro a membrana devidamente centrada com
a face quadriculada voltada para cima;

11. Encaixar o copo de filtrag&do no porta-filtro, sem danificar a membrana;

12. Em condi¢cdes de assepsia, verter cuidadosamente o volume de 100 mL de amostra de
vinho no copo de filtracao;

13. Ligar a bomba de vacuo e proceder a filtragdo da amostra;

14. Retirar o copo de filtracdo do porta-filtro e, em condi¢cdes de assepsia, retira a membrana
com a pincga, previamente esterilizada a chama.

15. Colocar cuidadosamente a membrana, com a superficie quadriculada voltada para cima, ha
placa de Petri, identificada previamente e contendo o meio de cultura correspondente;

16. Pressionar suavemente a membrana com a pinga sobre o meio de cultura de forma que
esta figue completamente em contacto com o meio;

17. Proceder de igual forma nas restantes amostras (a partir do ponto 10.)

18. Colocar as placas de Petri com as membranas na estufa, em posic¢éo invertida, procedendo
a sua incubacgédo a temperatura e tempo necessario para o crescimento de coldnias viaveis;

19. Apés o periodo de incubacdo, detetar a presencga de colonias, proceder a sua contagem e
respetivo registo.
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Amostragem 7a) - Analise microbiol6gica de controlo de engarrafamento de vinhos

ANEXO V

Tabela V — Contagem de microrganismos (UFC/100 ml) nas placas inoculadas com as amostras em

estudo, recorrendo ao método de andlise microbioldgica de filtracdo em membrana.

Data

Antes da

estabilizacdo microbiolégica

Apos a

estabilizacdo microbiolégica

Data Recolha

Data

Analise Tipo de Vinho Amostra UFC/ 100 ml Engarrafamento UFC/ 100 ml
18.01.2023 | Vinho Branco 16.01.2023 Incontavel 17.01.2023 0
18.01.2023 | Vinho Tinto 16.01.2023 Incontavel 18.01.2023 0
20.01.2023| Vinho Tinto 16.01.2023 Incontavel 18.01.2023 0
25.01.2023 | Vinho Branco 24.01.2023 18 leveduras 24.01.2023 0
25.01.2023 | Vinho Branco 25.01.2023 26 leveduras 25.01.2023 3 leveduras
26.01.2023| Vinho Tinto 26.01.2023 Incontavel 26.01.2023 0
30.01.2023 | Vinho Branco 30.01.2023 Incontavel 30.01.2023 0
01.02.2023 | Vinho Branco 31.01.2023 6 leveduras 31.01.2023 0
01.02.2023| Vinho Rosé 01.02.2023 0 01.02.2023 0
14.03.2023 | Vinho Tinto 14.03.2023 Incontavel 14.03.2023 0
22.03.2023 | Vinho Branco 20.03.2023 Incontavel 20.03.2023 7 leveduras
22.03.2023| Vinho Rosé 20.03.2023 12 leveduras 20.03.2023 10 leveduras
22.03.2023| Vinho Tinto 22.03.2023 10 leveduras 21.03.2023 0
22.03.2023| Vinho Tinto 22.03.2023 Incontavel 22.03.2023 0
23.03.2023| Vinho Tinto 23.03.2023 Incontavel 23.03.2023 0
30.03.2023| Vinho Tinto 30.03.2023 Incontavel 30.03.2023 0
11.04.2023 | Vinho Tinto 06.04.2023 1 levedura 06.04.2023 0
11.04.2023 | Vinho Tinto 11.04.2023 Incontavel 11.04.2023 0
26.04.2023| Vinho Tinto 26.04.2023 Incontavel 26.04.2023 0
27.04.2023| Vinho Tinto 27.04.2023 Incontavel 27.04.2023 0
27.04.2023| Vinho Tinto 27.04.2023 <50 leveduras 27.04.2023 0
03.05.2023| Vinho Tinto 28.04.2023 21 leveduras 28.04.2023 7 leveduras
09.05.2023| Vinho Tinto 09.05.2023 Incontavel 09.05.2023 0
09.05.2023 | Vinho Branco 09.05.2023 Incontavel 09.05.2023 0
02.06.2023 | Vinho Branco 01.06.2023 36 leveduras 01.06.2023 0
02.06.2023 | Vinho Branco 01.06.2023 <50 leveduras 02.06.2023 14 leveduras
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ANEXO VI

Amostragem 7b) - Andlise microbiol6gica na etapa de tiragem na producéo de vinhos
espumantes

Tabela VI-1 — Resultados dos testes de zaragatoa UltraSnap realizados no arranque da linha de tiragem,
através da leitura da luz emitida (em RLU) recorrendo a um luminémetro.

Bico da enchedora Interior da enchedora
Data 0-20RLU = 21-59 RLU 0-20RLU = 21-59 RLU -
03.02.2023 X X
06.02.2023 X X
07.02.2023 X X
08.02.2023 X X
09.02.2023 X X
10.02.2023 X X
13.02.2023 X X
14.02.2023 X X
15.02.2023 X X
16.02.2023 X X
17.02.2023'|  x (39 X (29) x (1°) X
22.02.2023 X X
23.02.2023 X X
24.02.2023 X X
28.02.2023 X X
01.03.2023 X X
02.03.2023 X X
03.03.2023 X X
06.03.2023 X X
07.03.20232 X x (39) X (2°) X (1°)
08.03.2023 X X
09.03.2023 X X

11°Teste ATP no Bico deu REPROVADO, posteriormente nova passagem de agua para
higienizar, novo teste a dar ATENCAO, seguido de uma 2° passagem de agua de enxaguamento. Teste
POSITIVO apéds 2 passagens com agua.

21°Teste ATP no interior da enchedora deu REPROVADO, posteriormente nova passagem de
4gua para higienizar, novo teste a dar ATENCAO, seguido de uma 2° passagem de agua de
enxaguamento. Teste POSITIVO apéds 2 passagens com agua.
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Tabela VI-B — Contagem de microrganismos (UFC/100 ml) nas placas de exposi¢do no ambito do estudo
ao ambiente/ar da enchedora na etapa de tiragem da produgdo de vinhos espumantes na Global Wines
S.A.

Placa de Placa de exposicéo
exposicdo 1 2 (duplicado)
Data UFC/ 100 ml UFC/ 100 mi

03.02.2023 1 fungo 1 levedura
06.02.2023 0 0
07.02.2023 0 0
08.02.2023 0 0
09.02.2023 0 0
13.02.2023 0 0
14.02.2023 0 1 fungo
15.02.2023 0 0
16.02.2023 0 0
17.02.2023 0 0
22.02.2023 2 leveduras 2 leveduras
23.02.2023 0 0
24.02.2023 0 0
28.02.2023 0 0
01.03.2023 0 0
03.03.2023 0 0
06.03.2023 0 0
07.03.2023 0 0
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Tabela VI-C — Contagem de microrganismos (UFC/100 ml) nas placas inoculadas com as amostras
recolhidas para controlo microbioldgico da etapa de tiragem, recorrendo ao método de andlise

microbioldgica de filtracdo em membrana.

Legenda: AFM — antes do filtro de membranas; SFM — saida do filtro de membranas; GE — garrafa
enxaguada; VSL — vinho base sem leveduras; VCL — vinho base com leveduras.

AFM SFM GE? VSL VCL VCL VCL VCL
ARRANQUE 2H 4H 6H
Data Analise Contagem em UFC/100ml
03.02.2023 26 0 0 0 0 0 0 -
06.02.2023 2 0 0 0 0 0 0 -
07.02.2023 18 0 0 0 0 0 0 -
08.02.2023 0 0 0 0 0 0 -
09.02.2023 0 0 0 0 0 0 -
10.02.2023 0 0 0 0 0 0 0
13.02.2023 0 0 0 0 0 0 0
14.02.2023 32 0 0 0 0 0 0 -
15.02.2023 19 0 0 0 0 0 0 -
16.02.2023 5 0 0 0 0 0 0 0
17.02.2023 0 0 0 0 0 0 -
22.02.2023 51 0 0 0 0 0 0 -
23.02.2023 0 0 0 0 0 0 -
24.02.2023 0 0 0 0 0 0 -
28.02.2023 8 0 0 0 0 0 0 -
01.03.2023 21 0 0 0 0 0 - -
02.03.2023 0 0 0 0 0 0 0 -
03.03.2023 20 0 0 0 0 0 0 -
06.03.2023 | |NncONTAVEL 0 0 0 0 0 0 -
07.03.2023 2 0 0 0 0 0 0 -
08.03.2023 16 0 0 0 0 0 0 -
09.03.2023 17 0 0 0 0 0 - -

YHiltragdo em membrana de 100ml de &gua autoclavada, colocada a priori no interior da garrafa vazia
enxaguada, em condi¢bes de assepsia.
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ANEXO VII

Amostragem 7c) - Controlo microbioldgico do processo de higienizacao

Tabela VII-A - Contagem de microrganismos (UFC/100 ml) nas placas inoculadas com as amostras

recolhidas para controlo microbiolégico da higienizacéo, recorrendo ao método de analise microbiolégica

de filtracdo em membrana.

Contagem de leveduras

Interior do Depdsito

INterior ourLIcADo

Tomeira da Mangueira

& bolores
AmDDS?rtaag o Deposito e A%?git:n?z;g‘;“ Local Recolha Amostra UFC/A00 mi
Escala 11 bolores/4 leveduras
Escala oupucano 7 bolores/28 leveduras
Provadeira 2 leveduras
23.01.2023 104 i Provialdeira DUFLI'C@D
Interior do Deposito 1 levedura
Interior ourLicano 1 levedura
Tomeira da Mangueira 0
Tomeira ourLicano 0
Escala 9 leveduras
Escala ourucano 10 leveduras
Provadeira
Provadeira curuicano
25.01.2023 3 B Interior do Deposito S
Interior ourLicano 10 leveduras
Tomeira da Mangueira 3 leveduras
Tomeira ourLicano e i T
Escala 0
Escala ourucano 0
Provadeira 0
Provadeira ocupuicano 0
26.01.2023 143 ) Interior do Depdsito 0
Interior ourPLicano 0
Tomeira da Mangueira 0
Tomeira ourLIcADo 0
Escala 0
Escala ourucano 0
Provadeira
Provadeira curLicano -
30.01.2023 163 - 0
0
0
0

Tomeira ourLIcADo

77



Controlo microbiolégico na produgéo de vinhos: estudo de caso numa adega da regido Demarcada do D&ao

Contagem de leveduras

e bolores
Am u[éi‘rt:gem Depésito n° Afﬁglt:m'é:gg:“ Local Recolha Amostra UFC/100 mi
Escala
Escala ouruicano
Provadeira
Provadeira oueLicapo
13.02.2023 104 ) Interior do Depdsito
Interior curLcaDo
Tomeira da Mangueira & leveduras
Torneira curLicanc 7 leveduras
Escala
Escala ouruicano
Quatro Plus Provadeira
(DElElgente czius_tiu:uj Provadeira ourLicano
15.02.2023 39 (D;sﬁlreﬁ:ﬁ?eﬁécggse Interior do Deposito
de acido peracética) Interior curLcano
Tomeira da Mangueira
Tornegira oupLicann
Escala
Escala ouruicano
Provadeira
Divosan TC 26 Provadeira ouruicaco
02032023 1 desil;[fii;irtgeglzlino} Interior do Depdsito
Interior curLcaDo
Tomeira da Mangueira
Tornegira oupLicann
Escala
Escala ouruicano 0
Frovadeira 0
Divosan TC 86 Frovadeira ourLicano 0
0303202 ? desirffdeiatairt?:ﬁ:ealino} Interior do Deposito 0
Interior curLicano 1 levedura
Tomeira da Mangueira 0
Taorneira curLican 0
Escala ]
Escala ourLicaco 0
Provadeira 5 leveduras
Divosan TC 26 Provadeira ouruicaco ]
07.03.2023 159 desiéfiﬂiﬁ?&lino} Interior do Depdsito 1 levedura
Interior curLcaDo 0
Tomeira da Mangueira 0
Tornegira oupLicann 0
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Contagem de leveduras

e bolores
Data P Agente Quimico
Amostragem Deposito n Higienizacio Local Recolha Amosira UFCHO0 mi
Escala
Escala ourLicano
Provadeira ]
Divosan TC 86 Provadeira ourLicano 0
07.03.2023 160 {detergente - —
desinfetante alcalino} Interior do Deposito 0
Interior cupLcano 0
Tomeira da Mangueira ]
Tornegira ourLICADOD 0
Escala
Escala ourLicano
Provadeira
Divosan TC 36 Provadeira ourLicano
08.03.2023 136 (detergente - —
desinfetante alcalino) Interior do Deposito 0
Interior cupLcADo 0
Tomeira da Mangueira 0
Torngira oupLIcADD ]
Escala
FProvadeira
. Provadeira ouruicapo
Divosan TC 86 i _
02.03.2023 158 {detergente Interier do Deposito 0
desinfeiante alcalino) Interior curLcroo 0
Tomeira da Mangueira ]
Torneira ourLicaDn 0
Escala 0
Escala ourLicano ]
Divosan TC 86 Frovadeira 3 leveduras
(detergente -
09.03.2023 155 desinfetante alcalino) | Frovadeira ourucico 6 leveduras
R + Passagem de Interior do Depasito 0
Escovilhdo (na e 3
provadeira e escala) MEMor curLicAe
Tomeira da Mangueira ]
Torngira ourLICADO 0
Escala 0
Escala ourLicano 0
Provadeira ]
Divosan TC 36 Provadeira ourLicano ]
09.03.2023 35 (detergente - —
desinfetante alcalino) Interior do Deposito 0
Interior cupLcanc 0
Tomeira da Mangueira ]
Torngira oupLIcADD ]
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Contagem de leveduras

2 bolores
Data P Agente Quimico
Amostragem Deposito n Higienizaciio Local Recolha Amostra UFC/H00 mi
Escala oupuicapo 20 Leveduras/ 2 Fungo
Provadeira 0
Divosan TC 26 Provadeira ourLicano 1 Fungo
10.03.2023 65 {detergente - —
desinfetante alcaling) Interior do Deposito 0
Interior curLcano 0
Tomeira da Mangueira | g Leveduras/1 Fungo
Taorneira ourLicao 0

Tabela VII-B - Resultados dos testes de zaragatoa UltraSnap realizados no ambito do controlo

microbiolégico do processo de higienizacdo em adega, através da leitura da luz emitida (em RLU)

recorrendo a um luminémetro.

Nota: B#20IRIM - Aprovado; 21-60 RLU — Atencéo; ESBIREM — Reprovado

Data

Agente Quimico

Leitura de luz emitida

Amostragem Deposito n Higienizacio Local Recolha Amosira RLU
Cluatro Flus + Divosan Escala
TC 86 + Escovilhao Provadeira
21.03.2023 a na Provadeira + - —
Escala somente TC Interior do Deposito
86 Tomeira da Mangueira
Cluatro Flus + Divosan Escala
TC 86 + Escovilhdo Provadeira
21.03.2023 5 na Provadeira + - —
Escala somente TC Interior do Deposito
86 Tomeira da Mangueira
Quatro Plus + Divosan Escala
TC &6 + Divosan Activ Provadeira
22.03.2023 T (todo o deposito) + - —
Escovilhido na Interior do Deposito
Provadeira Tomeira da Mangueira
Escala
Divosan TC 86 + Provadeira
22.03.2023 19 Escovilhdao na - —
Provadeira Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Divosan TC 86 + Provadeira
2203.2023 20 Escovilhdao na - —
Provadeira Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Divosan TC 86 + Escala
Divosan Activ (todo o Provadeira
23.03.2023 104 deposito) +

Desmontagem da
Provadeira e Escala

Interior do Deposito

Tomeira da Mangueira
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Leitura de luz emitida

am og?rt:gem Depésito n° Aafglt:ngggg';” Local Recolha Amostra RLU
Escala 44
Quatro Plus + Divosan Provadeira
28.03.2023 138 Activ ;rﬁgﬂ:iilrl:iao na Interior do Depasito
Tomeira da Mangueira
Escala
Divosan TQ-BE + Frovadeira
29.03.2023 15 E;[;g:g::?r; a Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Quatro Plus + Digusan Frovadeira
20.03.2023 113 Activ I;rlii-::;:iilrl:iao na Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Provadeira
06.04.2023 3 Divozan TC-86 Interior do Depbsilo
Tomeira da Mangueira
Escala
M FProvadeira
06.04.2023 93 Quatro |?‘IPIE:S-EE-[:"msan Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Provadeira
06.04 2023 56 Divosan TC-86 Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Provadeira
06.04.2023 2 Divosan TC-86 Interior do Depasito
Tomeira da Mangueira
Escala
Frovadeira
10.04.2023 157 Divosan Activ Inferior 4o Deposilo
Tomeira da Mangueira
Escala
+ M Frovadeira
14.04.2023 18 Quatre Pllﬂ‘fﬁv pivesan Interior do Deposito
Tomeira da Mangueira
Escala
Provadeira
16.04.2023 28 Divosan Activ

Interior do Deposito

Tomeira da Mangueira
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Tabela VII-C - Resultados do controlo microbiolégico do processo de higienizagdo do filtro de terras,

localizado na zona da adega.

Contagem de leveduras
e bolores

Data Agente Quimico

Amostragem Higienizacio Local Recolha Amostra

UFCA00 mi

01.02.2023

Divosan TC-856

Entrada do Vinho

Entrada do Vinho
DUPLICADC

Saida do Vinho

Saida do Vinho
DUPLICADD

Interior do Filtro

Interior do Filtro
DUPLICADC

Saida de Termas

Saida de Termas
DUPLICADD

=2 2 o Q) Sl S

24.02.2023

Divosan TC-26

Entrada do Vinho

3 leveduras

Entrada do Vinho
DUPLICADD

4 leveduras

Saida do Vinho

Saida do Vinho
DUPLICADO

Interior do Filiro

Interior do Filtro
DUPLICADC

Saida de Temas

Saida de Temas
DUPLICADD

0
0
0
0

27.02.2023

Divosan TC-856

Entrada do Vinho

4 leveduras

Entrada do Vinho
DUPLICADC

1 levedura

Saida do Vinho

Saida do Vinho
DUPLICADO

Interior do Filiro

7 leveduras

Interior do Filiro
DUPLICADD

16 leveduras

Saida de Termas

0

Saida de Termas
DUPLICADO

07.03.2023

Divosan Activ

Entrada do Vinho

Entrada do Vinho

DUPLICADC

Saida do Vinho

Saida do Vinho
DUPLICADD

Interior do Filtro

Interior do Filtro
DUPLICADC

Saida de Temas

Saida de Termas
DUPLICADD

L o ) R s ) s ) R s ) o ) s O s Y (|
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Data

Amostragem

Agente Quimico
Higienizacdo

Local Recolha Amosira

Contagem de leveduras
e bolores

UFCH00 mi

20.03.2023

Divosan Activ

Entrada do Vinho

Entrada do Vinho
DUPLICADC

Saida do Vinho

Saida do Vinho
DUPLICADC

Interior do Filiro

Interior do Filiro
DUPLICADD

Saida de Terras

Saida de Terras
DUPLICADCD

ol S ol Ol ol o) O |2

Data

Amaostragem

Agente Quimico
Higienizacio

Local Recolha Amaosira

27.03.2023

Divosan Activ

Entrada do Vinho

Saida do Vinho

Interior do Filiro

Saida de Temas

Leitura da luz emitida
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