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Resumo

Vinho (do latim vinum, que tanto pode significar "vinho" como "videira") é,

genericamente, uma bebida alcodlica produzida por fermentacao do sumo de uva.

Na Unido Europeia, o vinho é legalmente definido como sendo um produto
obtido através da fermentacédo parcial ou total de uvas frescas, inteiras ou esmagadas,
ou de mostos. A constituicdo quimica das uvas permite que estas fermentem, sem que
Ihes sejam adicionados acucares, acidos, enzimas ou outros nutrientes. A fermentacéo
das uvas é feita por varios tipos de leveduras, gue consomem 0s agucares presentes
na fruta, transformando-os em alcool. Durante a sua producao, e em diferentes etapas,
o vinho pode sofrer diversos tratamentos, consoante o que se pretende obter. Alguns
desses tratamentos sdo a extragdo de cor, a desgaseificacdo ou ainda o0 seu

envelhecimento.

O uso dos ultrassons é um campo de pesquisa que se encontra em crescimento,
e que, cada vez mais, esta a ser implementado na indUstria alimentar, tanto para analise
como para modificacdo de produtos da mesma. Os ultrassons sdo ondas acusticas
inaudiveis, que cobrem uma faixa de frequéncias desde os 20 kHz até aos 2 MHz. Este
vasto campo de frequéncias oferece uma grande variedade de aplicagbes cuja

exploracéo constitui a base do desenvolvimento das aplicacdes de ultrassom.

Assim, este trabalho, desenvolvido ao longo de dezasseis meses, pretende
analisar a viabilidade do uso de técnicas de ultrassons associadas a desgaseificacdo do
vinho bem como a sua influéncia nas leveduras durante a fermentacédo, servindo
também para dar resposta as questdes atuais da industria enolégica. Como tal, os

principais objetivos séo:

e estudo da influéncia do uso de ultrassons durante o processo de
fermentagdo, como possivel substituicdo de processos quimicos e
fisicos;

e avaliacdo do melhor tempo de aplicacdo dos ultrassons nas amostras,
para se obter uma maior desgaseificacao;

e otimizacdo da temperatura;

e otimizac&o do volume de amostra usada nos ensaios de ultrassons.

Como referido anteriormente, com o objetivo de responder as exigéncias do
mercado, a TRATIVI, empresa Portuguesa especializada em tecnologia vinicola, decidiu
iniciar um estudo associado a aplicagcdo de ultrassons na produgéo dos vinhos, com a

finalidade de verificar se seria possivel melhorar algumas partes do processo produtivo.
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Como tal, o estudo baseou-se na avaliacdo da utilizacdo de ultrassons como um meio
para a desgaseificagdo do vinho e ainda na avaliagdo da sua influéncia nas leveduras,
durante a fermentacdo. Foram conduzidos varios testes, com diferentes tempos de

aplicacdo, e sempre com a mesma frequéncia (20 kHz).

Em primeiro lugar, foi realizada uma analise ao vinho em causa (vinho espumante),
de forma a conhecer as suas caracteristicas para este estudo. Comecgando por
responder aos desafios colocados pela empresa, procurou-se estudar a influéncia dos
ultrassons no decorrer de uma fermentagao. Para tal, foram realizadas fermentacgoes,
com uma matriz, a qual designou-se como Matriz Branca. Numa segunda abordagem
estudou-se o efeito dos ultrassons na desgaseificacdo do vinho, para diferentes
temperaturas iniciais da amostra, usando um volume constante de 50 mL. Finalmente
analisou-se o efeito dos ultrassons, na desgaseificagdo do vinho, em fungéo do volume
da amostra. Estes ensaios foram realizados para quatro volumes (25, 50, 75 e 100 mL).
Para cada um destes volumes foram utilizadas cinco temperaturas iniciais diferentes
(10, 14, 16, 18 e 20 graus Celsius). O nivel de desgaseificagéo esta associado, em todos

0s casos, a diferenca entre os valores inicial e final de CO, nas amostras.

Apos a realizagcdo do estudo em questdo e analisando os resultados obtidos,

conclui-se que:

o efetivamente, os ultrassons apresentam-se como destrutivos para a
levedura, provocando a autdlise desta;

e 0s valores obtidos de percentagens de redugao, do inicio para o final da
fermentacgao (30%), séo promissores e revelam que é possivel de se acelerar
0 processo de batonnage;

e as amostras apresentavam uma maior estabilidade usando-se um tempo de
aplicacao de trés minutos;

¢ 0 ponto maximo de desgaseificagdo ocorre quase sempre proximo de uma

temperatura inicial de 16°C;

a medida que se aumenta o volume de amostra, a desgaseificagao diminui.

Palavras-Chave: Battonage, Desgaseificacao, Vinho, Ultrassons
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Abstract

Wine (from Latin vinum, which can mean both "wine" and "vine") is generally an alcoholic

beverage produced by fermentation of grape juice.

In the European Union, wine is legally defined as a product obtained by the partial or
total fermentation of fresh whole or crushed grapes or must. The chemical constitution
of grapes allows them to ferment without adding sugars, acids, enzymes or other
nutrients. The fermentation of grapes is made by various types of yeast, which consume
the sugars present in the fruit, turning them into alcohol. During its production, and in
different stages, the wine can undergo various treatments, depending on what is

intended. Some of these treatments are color extraction, degassing or aging.

The use of ultrasound is a growing field of research, which is increasingly being
implemented in the food industry for both analysis and modification of its products.
Ultrasound is an inaudible acoustic wave that covers a frequency range from 20 kHz to
2 MHz. This wide range of frequencies offers a wide variety of applications whose
exploitation forms the basis of the development of ultrasound applications.

Thus, this work, developed over sixteen months, aims to analyze the feasibility of using
ultrasound techniques associated with wine degassing as well as their influence on yeast
during fermentation, also serving to answer the current issues of the wine industry. As

such, the main objectives are:

« study of the influence of the use of ultrasound during the fermentation process, as a

possible substitution of chemical and physical processes;

« evaluation of the best ultrasound application time in the samples, to obtain a higher

degassing;
 temperature optimization;
* optimization of sample volume used in ultrasound assays.

As mentioned above, in order to respond to market demands, TRATIVI, a Portuguese
company specialized in wine technology, decided to initiate a study associated with the
application of ultrasound in the production of wines, in order to verify if some parts of the
wine could be improved. productive process. As such, the study was based on the
evaluation of the use of ultrasound as a means for degassing the wine and on the
evaluation of its influence on yeast during fermentation. Several tests were conducted,

with different application times, and always with the same frequency (20 kHz).

Vi
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Firstly, an analysis was made of the wine concerned (sparkling wine) in order to know its
characteristics for this study. Starting by responding to the challenges posed by the
company, we sought to study the influence of ultrasound in the course of a fermentation.
For this, fermentations were performed with a matrix, which was designated as White
Matrix. In a second approach, the effect of ultrasound on degassing of wine at different
initial sample temperatures was studied using a constant volume of 50 mL. Finally, the
effect of ultrasound on wine degassing as a function of sample volume was analyzed.
These assays were performed for four volumes (25, 50, 75 and 100 mL). For each of
these volumes five different initial temperatures (10, 14, 16, 18 and 20 degrees Celsius)
were used. The degassing level is associated in all cases with the difference between

the initial and final CO, values in the samples.

After conducting the study in question and analyzing the results obtained, it is concluded
that:

« effectively, ultrasound is destructive to yeast, causing yeast autolysis;

« the values obtained from reduction percentages from the beginning to the end of the
fermentation (30%) are promising and show that it is possible to accelerate the batching

process;
» samples were more stable using an application time of three minutes;

* the maximum degassing point almost always occurs near an initial temperature of 16°C;
* as sample volume increases, degassing decreases.

Keywords: Battonage, Degassing, Wine, Ultrasound
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Capitulo 1

Introducao
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1. Introducao

Neste capitulo é feito o enquadramento desta tese de mestrado, apresentando-se os
objetivos principais. Sera feita uma breve introdu¢do ao tema em estudo, que levou a
elaboracdo desta dissertacdo, bem como uma pequena apresentacdo da introducdo a
empresa parceira deste projeto e finalmente sera descrita a estrutura do documento. Ira ser
feito também um enquadramento relacionado com o ambito da realizacdo da presente
dissertacdo, e posteriormente serdo introduzidos quais os objetivos da mesma. Por fim sera

descrita a estrutura do documento.

1.1. Enquadramento do estagio

A realizacdo desta Dissertagdo enquadra-se na unidade curricular de
Dissertacao/Estagio, do 2° ano de Mestrado em Engenharia Quimica, com inicio a 15 de

marco de 2018 e término a 28 de junho de 2019.

A parte experimental do estagio foi realizada nos laboratérios de investigagdo do
Centro de Inovagdo em Engenharia e Tecnologia Industrial (CIETI), no Laboratério de

Tecnologia Quimica e ainda nos Laboratérios de Quimica e Biologia do ISEP.

1.2. Empresa

ATRATIVI € uma empresa Portuguesa, fundada na década de oitenta, do século passado.
O seu fundador, Eng.° Francisco Oliveira, pretendeu, com esta, aproveitar o nicho de mercado
associado a diminuta oferta de solugdes tecnoldgicas associadas a produgao vinicola. A
empresa esta localizada no Norte de Portugal, em Vila Nova de Gaia, especificamente em

Canelas.

A empresa, dada a vasta experiéncia, no sector enoldgico, dos seus colaboradores,
desenvolveu tecnologias avangadas aplicadas a este mercado, sendo detentora, atualmente,
de produtos "state of the art", ou seja, sao produtos que passam pelas etapas mais recentes
no desenvolvimento de um produto, incorporando as mais modernas ideias e recursos. A
TRATIVI esta apta a realizar projeto de adegas “chave na mao” quer no mercado portugués

quer no mercado internacional [1].

1.3. Objetivos

O principal objetivo desta dissertagdo cujo tema & “Aplicacdo dos Ultrassons ao
processo produtivo do vinho” centra-se no estudo da viabilidade do uso de técnicas de

ultrassons associadas a desgaseificagao do vinho, uso de ultrassons de forma a avaliar se
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sera possivel a sua utilizagdo associada a desgaseificagdo do vinho. Este estudo foi realizado

com o principal objetivo de responder a algumas exigéncias do mercado vinicola.
A realizacéo deste estudo teve objetivos especificos:
eestudar a influéncia do uso de ultrassons durante o processo de fermentagao;

sverificar qual o melhor tempo de aplicagao dos ultrassons nas amostras, para se obter

uma maior desgaseificacao;
*otimizar a temperatura de desgaseificacao;
*otimizac&o do volume de amostra.

Assim sendo, foram realizados diferentes ensaios, de forma a tentar inferir de que
forma a utilizagdo dos ultrassons podera ser benéfica, ou nao, durante o processo de

producdo do vinho, usando para este efeito um vinho espumante.

Como objetivos secundarios, a realizagdo da dissertacdo permite aos Estudantes
conhecerem e contactarem com o mercado de trabalho, num dos diferentes ramos da
engenharia quimica, bem como consolidar, ao mesmo tempo que vao aplicando, algumas das

competéncias que tém vindo a ser desenvolvidas ao longo de toda a licenciatura e mestrado.

1.4. Estrutura do documento

A presente dissertagdo de mestrado encontra-se organizada em diferentes capitulos:

O capitulo 1, denominado introducdo, onde é feita uma introdugcdo ao trabalho, um
enquadramento do estudo, os objetivos do mesmo e ainda é apresentada a estrutura do
documento. No Capitulo 2, estado de arte, é feita uma compilagcdo de algumas das aplicagdes
dos ultrassons na industria atual, bem como uma introdug¢ao ao vinho e aos ultrassons, onde
estes sao explorados de forma mais exaustiva. No capitulo 3, descricdo da técnica, sera feita
uma descricdo das técnicas usadas, das metodologias de estudo, das determinagbes
efetuadas e ainda do planeamento do estudo experimental. O capitulo 4 é focado na
demonstragao e discussao dos resultados obtidos. Seguidamente, no capitulo 5 apresentam-

se as conclusdes e os trabalhos futuros, seguindo-se a bibliografia.
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Capitulo 2

Estado de Arte
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2. Estado de arte

Estima-se que os ultrassons tenham sido desenvolvidos durante a Segunda Guerra
Mundial. Os ultrassons, mesmo quando usados numa frequéncia muito alta ndo sao nocivos
ao homem, uma vez que n&o se propagam bem no ar, sendo a sua frequéncia absorvida pelas
moléculas dos gases que o formam. No entanto, quando usados em baixa intensidade, podem
fornecer informagdes e ainda melhorar a estrutura biolégica do individuo. J&4 quando usados

em alta frequéncia, sdo empregues em corpos solidos e liquidos [2].

Atualmente, e tentando atender as exigéncias do mercado industrial, € cada vez maior o
cuidado por parte das industrias em desenvolver tecnologias inovadoras que além de
apresentarem baixo custo, sejam também capazes de promover um maior rendimento,
eficacia e eficiéncia no processo industrial sem, no entanto, ferir o meio ambiente. Os
ultrassons sdo uma dessas técnicas [3]. Cada vez mais esta técnica é usada em diferentes

areas da industria tais como:

e extracdo de subprodutos do cha verde (Ex. Catequinas, Teaflavinas) [3]
e extracdo de subprodutos das uvas
e extracdo de subprodutos de folhas de plantas [4]

e industria Aeronautica [5]

conservacao de alimentos [6]

Os ultrassons sao ainda usados com outros fins, como para a medicina, fisioterapia e

ainda estética.

2.1. Vinho

Desde tempos longinquos que o vinho desempenha um papel de relevo em quase
todas as civilizagcbes. Genericamente, € uma bebida alcodlica produzida através da
fermentagdo do sumo de uva. Na Unido Europeia, o vinho é legalmente definido como sendo
o produto obtido exclusivamente por fermentagao parcial ou total de uvas frescas, inteiras ou

esmagadas, ou de mostos [7].

A forma como as uvas apresentam a sua composigao, permite que estas fermentem
sem que lhes sejam adicionados agucares, acidos, enzimas ou outros tipos de nutrientes.

Dependendo do tipo de vinho, pode utilizar-se uma imensa variedade de uvas e de leveduras.
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2.1.1. Breve Historia

O vinho tem grande importancia histérica, pois o seu aparecimento, em tempos remotos,
tornou-o um produto que acompanhou grande parte da evolugdo econémica e sociocultural

de varias civilizagdes ocidentais e orientais.

O vinho possui uma longinqua importancia historica e religiosa. Cada cultura conta a
histéria do seu surgimento de forma diferente. Os cristdos, afiangam que foi Noé quem plantou
uma vinha e com ele produziu o primeiro vinho do mundo. Ja os gregos consideraram a bebida
uma dadiva dos deuses. Nas Hititas, babilénicas, sumérias, as historias foram adaptadas de

acordo com a tradigéo e crenga do povo.

Do ponto de vista historico, a sua origem precisa é impossivel de afirmar, pois considera-
se que o vinho nasceu antes da escrita. Os endlogos dizem que a bebida surgiu por acaso,
talvez por um punhado de uvas amassadas esquecidas num recipiente, que sofreram
posteriormente os efeitos da fermentacao. O cultivo das videiras, para a producéo do vinho,
so6 foi possivel aguando da sedentarizacdo dos ndmades. Existem referéncias que indicam a
Geodrgia como o local onde provavelmente se produziu vinho pela primeira vez, uma vez que

foram encontradas neste local grainhas datadas entre 8000 a.C. e 5000 a.C. [8].

Relativamente ao seu aparecimento na Europa, tera ocorrido ha aproximadamente 6500
anos, nas atuais Bulgaria ou Grécia, tendo-se tornado muito comum na Grécia e Roma antigas
[7] [9]. Atualmente, o vinho é produzido no mundo inteiro, e a sua producédo passa por um

rigido controle de qualidade, que vai desde o cultivo da uva até ao consumidor.

2.1.2. Producgao

Vinho (do latim vinum, que tanto pode significar "vinho" como "videira") € uma bebida
alcodlica resultante da fermentacdo do mosto de uvas, conseguida por intermédio de
microrganismos (leveduras), os quais transformam o agucar do sumo em alcool, diéxido de

carbono e ainda uma série de outros produtos secundarios, em quantidades variadas.

O processo de producao do vinho pode ter mais ou menos etapas, dependendo do estilo
de vinho que se deseja obter e, também, da filosofia de cada produtor. O processo genérico

de produgéo do vinho encontra-se esquematizado na Figura 1 [10].
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Figura 1-Etapas do processo produgao de vinho.

Colheita

Denomina-se vindima a operacao da colheita de uva para a vinificagdo. O momento
da colheita depende de varios fatores, sendo os mais importantes, o estado sanitario e o grau
de maturacao das uvas que ira depender do tipo de vinho que sera produzido. Para que as
uvas cheguem ao local de fabrico sds e maduras devem-se ter alguns cuidados,
nomeadamente, no transporte. Este deve ser rapido e deve-se evitar o esmagamento das

uvas, o que levaria a sua oxidagao e maceragao [11].

De modo a garantir que o mosto néo entra antecipadamente em fermentagéao, as uvas
devem ser processadas no momento em que chegam ao lagar. Um dos aspetos mais
importantes a considerar é o grau de maturagdo das uvas. Nos Ultimos dias de
amadurecimento, o bago de uva sofre um aumento da quantidade de agucares e uma redugao
dos acidos. Ao mesmo tempo que se selecionam os bagos bons dos podres ou secos, devem-
se retirar as folhas, os ramos e outros materiais indesejaveis a produ¢do de um vinho de

qualidade.
Rececao

Nesta etapa € importante que sejam mantidas as condigbes higiénicas adequadas
quer nos tanques, quer em todo o material usado no processo de fabrico e ainda nos

vasilhames para armazenamento do vinho [11].
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Desengace/ Esmagamento

O desengace tem por objetivo separar o engago dos bagos, antes de entrarem no
reator/tanque onde decorrera a fermentacao, visto que estes conferem ao vinho um sabor
desagradavel. O engaco provoca ainda alteragbes na temperatura de fermentacao e na acidez

do mosto.

A etapa de esmagamento consiste no processo de trituragdo de uvas, resultando na
libertagdo de mosto pela rutura das peliculas, pois sem esta operacao, a fermentagcdo nao

teria inicio [11].
Prensagem

E uma operagdo que consiste na extracdo do mosto/sumo das uvas, sendo
indispensavel ao processo de vinificagdo. Esta, é feita através de uma prensa, que esmaga
as uvas com o objetivo de retirar todo o liquido que se encontra nos bagos, utilizando o minimo
de forca possivel, para se obter uma extracdo suave e eficiente. Neste processo obtém-se o

bagaco prensado [11].
Flotacao

A flotacdo é uma técnica de separacdo que, a par da decantagao, utiliza a diferenga
de densidade especifica entre os liquidos e os sélidos para os separar. Na decantacao, a
fracao soélida tem uma densidade especifica superior a da fragcao liquida. No caso da flotagcao,
a situacao é oposta. Esta condi¢cao é obtida através da dissolugdo de um gas (ar, oxigénio,
azoto), que adere a superficie das particulas sélidas, formando complexos gas-sélidos mais

leves do que a fracao liquida, que podem ser separados por flotagcio.

A flotacdo pode ser continua ou descontinua, mas em ambos 0s casos, em
comparagao com o processo de decantac&o apresenta algumas vantagens, entre as quais se

destacam:

» acelerar o tempo de clarificagdo do mosto, permitindo assim uma melhor rotacdo dos

depdsitos e cubas;
« diminuir a necessidade de refrigeragao, relativamente ao processo de decantagao;

* a possibilidade de se obterem mostos muito limpidos e, por consequéncia, vinhos com notas

frutadas muito intensas, gragas ao uso adequado de coadjuvantes de clarificagao
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Fermentacgcao alcodlica

Designa-se por fermentacao alcodlica o fendmeno que transforma o mosto em vinho,
0 que corresponde essencialmente a reagao dos acucares, com libertacdo de CO.. Este
processo inicia-se apdés o esmagamento das uvas. Afermentacao é provocada por fermentos
— as leveduras. Estas sdo muito abundantes nas uvas, na época da vindima e encontram-se

espalhadas sobre a pelicula da uva, no engaco e por toda a vinha.

A temperatura 6tima para que ocorra a fermentagdo deve manter-se perto dos 25°C.
Quando a temperatura é superior a 33°C, o desenvolvimento das bactérias torna-se mais
eminente, competitivo e rapido, o que leva ao decréscimo da atividade das leveduras e a

deterioracéo do vinho [11].
Clarificagao

A clarificagao é a operagdo que tem como objetivo eliminar as substancias em
suspensédo e outras em dissolugdo existente nos vinhos, para os tornar limpidos e cristalinos.
Um vinho turvo n&o deixa apreciar a cor e pode apresentar um mau sabor, devido a sensagao

que as particulas sélidas deixam na lingua.

Béatonnage

Batonnage é um termo francés que significa 0 mexer ou agitar das borras em depésito,
no fundo de um determinado recipiente. Esta agitacdo coloca novamente em suspensao as
borras, que, ricas em aminoacidos e com um relativo poder redutivo, irdo melhorar o gosto e
textura do vinho. Este processo pode-se prolongar de 4 a 12 meses, onde o vinho se mantém
em contacto com as borras. Como referido, através desta técnica, os vinhos tornam-se mais

estaveis face a oxidacao e resulta num produto final mais untuoso, robusto e harmonioso [12].

Atualmente existe outro processo (batonnage forgada) que substitui o processo
tradicional. Consiste na jungdo de um processo térmico com um processo de agitagcéo, o que
acelera o processo. Contudo, apresenta uma enorme desvantagem: a decomposi¢ao das
carateristicas do vinho. A TRATIVI recorre a esta etapa do processo, contudo a batonnage é

opcional.
Filtragcao

E a operacdo mecanica por meio da qual um vinho turvo, é passado através de filtros
porosos, e se separa das particulas que estdo em suspensao. A filtragdo substitui, ou

completa, a agao das trasfegas.

10
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Engarrafamento

Nenhum vinho deve ser bebido imediatamente apds ter sido engarrafado. Este deve
ser deixado repousar de um a trés meses dependendo do tipo de vinho. O engarrafamento,
por mais cuidadoso que seja, causa uma perturbacao no vinho. Determinados vinhos passam
por um envelhecimento adicional em garrafa, mais ou menos longo, antes de serem

comercializados.

Afinalidade da rolha de cortica é garantir o suprimento de ar na quantidade exata para
que o vinho envelhega no ritmo certo. A cor das garrafas deve ser preferencialmente escura,
de modo a impedir que a incidéncia de luz possa exercer uma acado negativa sobre a

estabilidade do vinho.

2.2. Tipos de Vinho
Vinho “Colheita Tardia”

Designa-se por vinho de colheita tardia, um vinho que é feito através de uvas vindimadas
mais tarde do que o habitual, ultra-maduras, quase transformadas em uvas-passas na videira.
Todos estes vinhos dependem do tipo de amadurecimento, para ter o teor de agucar elevado

caracteristico [13].
Vinho Espumante

E considerado espumante todo o vinho que sofra uma segunda fermentacéo alcodlica e
cujo dioxido de carbono é naturalmente contido no recipiente. Quando a segunda fermentacao
se da na garrafa, € denominado por método tradicional. Quando a segunda fermentacao se
da noutros recipientes fechados, € denominado método Charmat. Quando a fermentacao se
efetua através da passagem do vinho por diferentes tanques (onde o vinho fermenta e

envelhece), € chamado de método continuo [13].
Vinho Tinto

Os vinhos tintos sado produzidos a partir de variedades de uvas tintas, com maceracao.
Dependendo do estagio que apresentam, podem ser tintos para consumo enquanto ainda séo

vinhos jovens ou tintos de guarda.

A variedade de cores do vinho tinto alterna entre o vermelho vivo (rubi) ou vermelho
purpura, e o alaranjado (cor tijolo). Os vermelhos vivo e purpura, normalmente sdo cores
tipicas de vinhos jovens. A medida que vao envelhecendo, os vinhos vao perdendo matéria

corante e a nova cor apresenta-se com tonalidades atijoladas [13].

11
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Vinho Rosé

Produzidos a partir de uvas tintas, podem ser produzidos de duas formas: a partir de uma
maceracao ligeira de uvas tintas, que depois seguem o processo de vinificagdo em bica-aberta
(tipico dos vinhos brancos, e que consiste na vinificagdo do mosto sem as peliculas), ou,

através da mistura entre vinho branco e tinto.

No que respeita as diferentes cores que estes podem apresentar, comegam no rosa-palido
e depois seguem-se o rosa-peonia, cereja, framboesa, morango, rosa-velho, rosa-alaranjado,

damasco e salmao.

Quanto aos aromas, um vinho rosé quer-se aromatico. Devem ser consumidos enquanto

jovens (1 a 2 anos) e servidos ligeiramente frescos, entre 10°C e 13° C.
Vinho Branco

Os vinhos brancos sao, na sua maioria, produzidos a partir de uvas brancas. Podem ainda
ser obtidos a partir de uvas tintas, desde que as peliculas ndo entrem em contacto com o
mosto. No que respeita a cor, pode variar entre o amarelo esverdeado e o amarelo dourado.
Quanto mais jovem for o vinho, mais clara sera a sua cor. Os tons amarelados, como o
amarelo palha, e o amarelo dourado aplicam-se aos vinhos brancos ja com uma certa idade,

ou, caso nao seja este o motivo, pode ser indicativo de que o vinho esta oxidado [13].

Assim sendo, pode ter-se brancos para consumir jovens, e que devem ser consumidos a
uma temperatura entre os 8° e os 10°C. Os brancos de guarda tém intensidade aromatica e
boa complexidade, apresentando nesses casos, uma cor dourada e aromas tostados e de

fruta tropical. Devem ser servidos a uma temperatura que ronde os 12°C a 14°C.
Vinho Licoroso

Os vinhos fortificados, ou licorosos, sao aqueles cuja fermentagao alcodlica € interrompida
pela adicdo de aguardente vinica, numa dada altura da fermentacdo. De acordo com o
momento da interrup¢do, e da uva utilizada, permanecera mais ou menos doce. O grau
alcodlico final dos vinhos fortificados fica entre os 19% e o0s 22% vol. Sdo exemplo de vinhos
licorosos, produzidos em Portugal: o vinho do Porto, da Madeira, de Carcavelos, Moscatel de

Setubal e Moscatel do Douro [13].

2.3. Caso de Estudo

O estudo realizado no decorrer desta dissertagdo de mestrado, foi focado para
amostras de vinho espumante, nomeadamente o VEQ “Casa Senhorial do Reguengo”

ilustrado na Figura 2. Neste caso, usou-se como base de estudo amostras de VEQ, uma vez

12
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que na data de inicio da dissertagdo (15 de marg¢o de 2018), a empresa ndo tinha em sua
posse vinho acabado de fermentar com diéxido de carbono residual resultante da
fermentagcdo. Como tal, e de forma a tentar recriar as condigdes de um vinho acabado de
fermentar, usou-se vinho espumante. Esta escolha relaciona-se com o facto de o VEQ em
estudo, apresentar um elevado teor de diéxido de carbono dissolvido naturalmente (o que
reduz as probabilidades de erro nas determinacgdes, associadas a injecao artificial de CO2 nos
vinhos). Outro dos motivos pela qual foi usado VEQ e n&o vinho acabado de fermentar, tera
sido o facto de assim ser possivel de se manter as caracteristicas das amostras ao longo do
desenvolvimento da dissertagao, o que nao seria possivel se fosse usado vinho acabado de
fermentar. Uma vez que este trabalho esta direcionado para determinagcées em vinho

espumante, é importante fazer um enquadramento legal.

De acordo com o0 n° 5 do anexo Il do Regulamento (CE) n® 491/2009 [14], entende-se
por Vinho Espumante de Qualidade (VEQ) o produto que é obtido apés primeira, ou segunda,
fermentacao alcodlica de uvas frescas, de mosto de uvas, ou de vinho, que liberta, quando se
procede a abertura do recipiente, didoxido de carbono proveniente exclusivamente da
fermentacdo e que apresenta, quando conservado a temperatura de 20°C, em recipientes
fechados, uma sobrepresséo, devida ao didxido de carbono em solugéo, igual ou superior a
3,5 bar.

A Casa Senhorial do Reguengo, localizada em Celorico de Basto, € uma quinta do tipo
familiar com atividades na agricultura e turismo de habitagdo. Produz exclusivamente
espumante a partir de uvas de vinho verde da regido. A sua produg&o anual ronda as trinta e

cinco mil garrafas.
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Figura 2-Vinho Espumante de Qualidade “Casa Senhorial do Reguengo” utilizado no decorrer dos ensaios.

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

O processo de producdo deste tipo de vinho, assemelha-se ao processo comum,

possuindo mais algumas etapas, como sera descrito nos paragrafos seguintes.

A Figura 3 ilustra o processo genérico de produgao do vinho espumante.

Figura 3-Etapas do processo de produgéo de vinho espumante [17].

Utilizacao de
) . produtos
Colheita —> Prensagem Inertizacé@o enologicos antes
da fermentacao
|
\/
Choque térmico |—> Clarlrlelc;aSg;go do Inolc;lillggg(r)acs:om Fermentagéo
|
\/
Envelhecimento
Preparacéo para S Fermentac@o em em garrafa sobre
espumantizacao Engarrafamento garrafa deposito de
leveduras
|
/
Remuage —> Dégorgement
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Inertizagao

Os mostos brancos destinados a elaboragcdo de vinho base para espumante sao
extremamente sensiveis a oxidagdo, com consequéncias terriveis para o produto final. Assim,
a inertizacao € crucial, uma vez que a quantidade de antioxidante que € possivel utilizar é

muito reduzida [11].

A partir do momento em que se da o esmagamento e o mosto entra em contacto com
o ar, deve-se garantir que a atmosfera que o rodeia contém o minimo de oxigénio possivel.
Para tal, tenta-se substituir o ar desta atmosfera envolvente por um gas que evite oxidagoes
(o mais utilizado é dioxido de carbono). A partir do momento em que a fermentagdo comeca

a produzir CO,, o mosto passa a estar protegido da oxidagao.
Utilizacdo de produtos enolégicos antes da fermentagao

Esta etapa é utilizada para evitar oxidacbes, bem como o desenvolvimento de
microrganismos. No caso da obtencédo de vinhos base para espumante, o teor de sulfatos
adicionado deve ser relativamente baixo, de modo a ndo comprometer a atividade das

leveduras empregues na segunda fermentacao [11].
Choque Térmico

Consiste em baixar a temperatura do mosto, apds a prensagem, para os valores
desejados, evitando assim que as enzimas oxidativas e os microrganismos entrem em

funcionamento, de modo a facilitar o processo de clarificacao.
Preparacao para espumantizacao

Esta etapa subdivide-se em quatro fases:

Lotacao

A lotagédo é o segredo dos produtores de Champagne que todos os anos guardam
alguns vinhos com elevado potencial de evolugdo — os chamados "Vins de Réserve" —
conservando-os normalmente sobre borras finas durante 2 a 3 anos. Esta guarda permite-
Ihes, em lotagcdo, manter o estilo préprio da "casa", bem como contornar as variagbes de

colheita para colheita.
Colagem

Processo que permite clarificar o vinho através da remocéao de sélidos em suspensao.
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Refrigeracao

Consiste em baixar a temperatura do vinho até muito préximo do seu ponto de

congelacéo.

Filtracao

E o processo pelo qual se garante a clarificacdo extrema dos vinhos.
Fermentagcao em garrafa

Apés engarrafamento, as garrafas sdo capsuladas com a vulgar capsula de coroa e
colocadas na horizontal. Escolhe-se o periodo mais frio do ano, geralmente janeiro, para que
a fermentagdo se prolongue por cerca de um a dois meses, sob uma temperatura
relativamente baixa, entre 10°C a 12°C. Estas condi¢cdes garantem uma fermentagao lenta e

regular, muito importante para a qualidade do produto final [11].
Remuage

Remuage, palavra em francés, que designa a operagdo que consiste em girar as
garrafas, colocadas de cabeca para baixo de forma a decantar os sedimentos da fermentacao

do champanhe e dos espumantes, para que fiquem perto da rolha [11].

Aproximando-se a altura de colocar o espumante no mercado, € necessario garantir
que o depdsito das leveduras € integralmente removido. Para tal, tradicionalmente as garrafas
eram colocadas em "pupitres” onde eram rodadas e progressivamente colocadas na posi¢cao
vertical com o gargalo para baixo, para que o depdsito se fosse aproximando do topo do

gargalo, num processo que poderia demorar mais de um més. A Figura 4 ilustra o exposto.

Figura 4-Imagem ilustrativa da técnica de remuage, usado no método de champanoise (método tradicional para a
producao de champanhe e espumante).
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Atualmente, este processo realiza-se em "giro paletes" com uma duragdo de
aproximadamente oito dias. As “giro paletes” simulam a "remuage” & moda antiga, mas

permitem que se poupe tempo, espag¢o e mao-de-obra preciosos [11].
Dégorgement

Com o depdsito totalmente arrastado para o fundo do gargalo, ha que realizar o
"dégorgement”, que consiste em retirar simultaneamente a capsula e o depédsito num
movimento sé. Antigamente, este processo era feito manualmente “a la volée". Atualmente,
utiliza-se apenas o método de congelacéo, através do qual se congela a parte superior do
gargalo, onde esta depositado todo o sedimento, que depois de congelado, é expulso com a
abertura da capsula, ficando o espumante livre do depésito e pronto a ser atestado e rolhado
[11].

Apoés o "dégorgement”, a garrafa de espumante perdeu algum o seu volume sendo
necessario atesta-la. Por norma, é geralmente utilizado um "licor de expedi¢ao" para realizar
o atesto. Este licor contém acgucar e a sua dose permite produzir espumantes que vao desde

o Extra-Bruto, Bruto, Meio-Seco, até ao Doce [11].

2.4. Ultrassons

O ultrassom é uma onda mecanica produzida pelo movimento oscilatério das
particulas de um meio. Por ser uma forma de energia mecénica tem como principais
propriedades a reflexao, a adsorcido e a dispersdo, precisando de um meio fisico para se
propagar, tais como sélidos, liquidos ou gases [15]. Os ultrassons dividlem-se em duas
categorias dependendo da sua frequéncia e intensidade. As aplicagfes de baixa intensidade
séo aquelas em que as ondas séo utilizadas para obter informacdes sobre o meio em que se
propagam. Este tipo de aplica¢des, ndo produz alteragdes no mesmo, sendo uma importante
ferramenta em ensaios nao destrutivos. Usam, normalmente, frequéncias de 2 a 20 MHz com
intensidades inferiores a 1 W.cm. Ja as aplicacGes de alta intensidade sdo aquelas que tém

por objetivo produzir efeitos permanentes no meio, utilizando este tipo de energia.

As ondas ultrassénicas de alta energia, situam-se entre os 20 e os 100 kHz. A poténcia
associada varia entre os 10 e os 1000 W.cm, possuindo assim um nivel energético capaz de

romper ligagdes intermoleculares.

Os ultrassons sao produzidos a partir de um transdutor, que converte a energia elétrica
em energia mecanica sonora em frequéncias ultrassonicas. Os sistemas de aplicagéo de

ultrassom mais utilizados sdo os banhos e as sondas.
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Os parametros fundamentais que caracterizam as ondas de ultrassom sado a
velocidade (c), o comprimento de onda (1), a frequéncia (f), a amplitude (A) e a intensidade (I)
[16]. A velocidade (c), € a velocidade de propagag¢do de um som num meio e esta relacionada

com o comprimento de onda e a frequéncia:

c=Af (1)

A velocidade de propagacao depende das propriedades fisicas do meio, através do
qual as ondas se propagam. Para sélidos e liquidos, a velocidade esta relacionada com a

densidade (p) e o médulo de elasticidade (K):
c= |- (2)

No caso dos gases, a relagdo inclui a pressao (P), o calor especifico a pressao

constante (Cp) e ainda o calor especifico a volume constante (Cv):

Cp*P
Cvxp

3)

A utilizacio do ultrassom em tecnologia de alimentos tem evoluido muito com o passar
dos anos, pois € uma técnica que tem apresentado efeitos benéficos no processamento, na
preservacdo, na diminuicdo dos tempos de processamento, na reducdo dos custos de
operagao e manutencdo, na melhoria dos atributos de qualidade e na redugdo de agentes

patogénicos [17].

Os ultrassons sao conhecidos por apresentarem um efeito consideravel em variados
processos na industria alimentar. Acredita-se que os processos alimentares realizados sob a
acgao de ultrassons, sejam afetados em parte por fendbmenos de cavitagao e pelo aumento da
transferéncia de massa. Processos como congelamento, corte, secagem, revestimento,
branqueamento, esterilizagdo e extracdo foram aplicados eficientemente na industria

alimentar [18].

As vantagens do uso de ultrassons para o processamento de alimentos incluem: uma
mistura mais eficaz, transferéncia de energia e de massa mais rapida, gradientes térmicos e
de concentracdo reduzidos, extracao seletiva, tamanho reduzido do equipamento, resposta
mais rapida ao controle de extragdo do processo, aumento da producado e eliminagdo de

etapas do processo.

Por exemplo, tratamentos térmicos como a pasteurizagao e a esterilizagao, sdo dos

métodos mais empregues para destruir microrganismos e enzimas nos alimentos.
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No entanto, a sua eficacia depende da temperatura e do tempo de tratamento, o que
leva a perda de nutrientes, ao desenvolvimento de sabores e cores indesejaveis, e ainda a
deterioragéo das propriedades organoléticas dos alimentos. Assim sendo, e de forma a tentar
reduzir estes impactos negativos, novas tecnologias estdo a ser estudadas, tendo vindo a
ganhar um enorme interesse por parte das industrias. O uso de ultrassons, em diversos
processos da industria, € um desses novos métodos. Embora a sua aplicagdo no
processamento de alimentos seja relativamente recente, ficou provado que ondas
ultrassdnicas de alta intensidade podem romper células e desnaturar enzimas, e que mesmo
os ultrassons de baixa intensidade poderdao ser capazes de modificar o metabolismo das

células [18].

Desta forma, a utilizagdo dos ultrassons na tecnologia de alimentos para
processamento, preservacgao e extracdo € uma abordagem inovadora e realga os sistemas de

tecnologias emergentes.

Os ultrassons oferecem vantagens em termos de produtividade, rendimento e
seletividade, apresentando melhor tempo de processamento, melhor qualidade, riscos

quimicos e fisicos reduzidos, além de ser ecologicamente viavel.

No decorrer deste estudo, foi utilizado o sistema de ultrassons “Ultrasonic
Homogenizers HD 2070/HD 2200” cuja frequéncia é constante e de 20 KHz. Este

equipamento é constituido por um gerador de energia elétrica, um conversor e uma sonda.

2.4.1. Efeitos dos ultrassons

Os ultrassons possuem efeitos fisicos e quimicos que dependem da frequéncia e da

intensidade de aplicacio, sendo a sua maioria resultante do fendmeno de cavitagao [19] [20].
Os efeitos fisicos dos ultrassons (cavitagao) [2] resumem-se a:

¢ aumento da turbuléncia do meio sobre o qual atuam através da formagao de bolhas
que diminuem de tamanho, seguido da expanséao e implosdo, levando ao colapso
das bolhas;

¢ mudancgas quimicas;

e aumento de pressao;

e temperatura [20].

O aumento da pressao produzido pelo colapso das bolhas durante a cavitagéo resulta na

propagacao das ondas de choque, causando severas turbuléncias. A energia gerada com o
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colapso das bolhas é convertida em calor, levando a um aumento gradual da temperatura do

meio.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

No presente capitulo serdo descritas as técnicas, métodos e atividades desenvolvidas, a

metodologia de estudo e as determinacgdes efetuadas ao vinho espumante.

Por fim sera descrito o planeamento do estudo experimental, em fungio dos objetivos

propostos.

3.1. Técnicas de analise

Durante a realizagéo desta dissertacao de mestrado foram utilizadas as seguintes técnicas de

analise:

¢ Método titulométrico
o Meétodo potenciométrico

e Método de Neubauer
Os parametros analisados foram:

e Acidez Total

e Dibxido de Enxofre Livre e Total
e pH

e Dioxido de Carbono

e Contagem de Células Vivas

Dos parametros analisados, a Acidez Total, o SO; Livre, o SO, Total e o CO,, foram
determinados pelo método titulométrico. Neste procedimento é medido o volume de um
reagente (de concentragao conhecida), designado por solugéo padrao (titulante). Esta solugao
reage com o analito (0 que se esta a analisar), a qual chamamos de titulado. Sabe-se que a
reagao chegou ao fim, quando ocorre o ponto de viragem, que corresponde ao ponto onde a
quantidade de titulante adicionada equivale exatamente a quantidade de analito. Para a

realizagao deste procedimento, utilizam-se matrazes, suportes universais e buretas.

A determinacao do pH foi realizada através do método potenciométrico. Neste, € medida
a diferenca de potencial entre o elétrodo de medicéo e o elétrodo de referéncia, obtendo-se

assim o pH da solugéo em estudo.

Por fim, a contagem de células vivas foi realizada ao microscoépio, utilizando o Método de
Neubauer. Neste, é usada uma lamina grossa de uso microscopico, e de formato retangular,
com uma depressao no centro, utilizada para fazer contagem de células por unidade de

volume de uma suspensao.
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3.2. Metodologia de estudo

Tal como mencionado no ponto anterior, o principal objetivo deste estudo foi a verificagao

da influéncia dos ultrassons durante o processo de producgao de vinho.

O estudo inicial baseou-se na analise da influéncia dos ultrassons durante a fermentagao
do vinho. Para tal foram realizados ensaios usando uma Matriz Branca
(levedura+agua+acucar), sendo assim simulada uma fermentag&o que duraria um maximo de
trés semanas. Ao longo do tempo em que a fermentagdo decorre, sera necessario avaliar a

evolugcdo da mesma, ou seja, efetuar-se-a uma contagem de células.

Numa segunda fase do estudo, avaliar-se-a a influéncia dos ultrassons no produto final,
onde se determinara quais as consequéncias da aplicacdo de ultrassons nas amostras
(desgaseificacao). Assim, é necessaria uma prévia analise fisico-quimica ao produto final de
forma a conhecer-se as suas caracteristicas, tais como acidez total, acidez volatil, pH e

anidrido sulfuroso livre. No final é feita uma analise e discussdo de resultados obtidos.

3.3. Determinacgoes efetuadas as amostras de vinho e da Matriz

Branca

De forma a verificar a composi¢cao do Vinho em estudo, foram realizadas um conjunto
de analises, para garantir que os parametros analisados se encontram dentro dos valores

rotulados na garrafa, bem como dentro dos valores legislados [14] [21].

Posteriormente realizaram-se as contagens de células vivas presentes na matriz

branca.

3.1.1. Acidez Total

A acidez total do vinho é a soma dos acidos titulaveis quando se leva o pH do vinho
até 7 através da adicdo de uma solucao alcalina titulada. O diéxido de carbono ndo esta

incluido na acidez total [22].

Para a determinagao da acidez total é efetuada uma titulacdo na presenca de azul de
bromo timol, como indicador do fim da reagéo, por comparagao com um padrao de cor. Este

procedimento encontra-se descrito em anexo (Anexo |).

Segundo o Regulamento (CE) n° 491/2009 o teor de acidez total, expresso em acido
tartarico, ndo deve ser inferior a 3,5 gramas por litro, 0 que equivale a 46,6 miliequivalentes

por litro de vinho.
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3.1.2. Anidrido Sulfuroso Livre

O anidrido sulfuroso (SO2) é visto como um precioso auxiliar na vinificagdo por

apresentar um conjunto de propriedades, tais como:

e Acéo dissolvente, que intensifica a maceracao;

¢ Acéo antioxidante, que protege alguns dos constituintes dos mostos e dos vinhos
que sao facilmente oxidaveis;

¢ Acéo anti diastasica, que se traduz numa inibicado e/ou destruicdo de algumas das
enzimas presentes como a tirosinase e a lacase;

e Acéo antisséptica, que o torna um bom conservante de mostos e de vinhos.

A determinacgao analitica é realizada através de uma titulagdo, com uma solugéo de iodo
a 4 g/L. Ao SOz livre descrito no procedimento experimental do Anexo Il, acresce a titulagao
iodométrica, apés a hidrélise alcalina ao SO, total, que € o conjunto do SO- livre e SO,
combinado, representando assim a totalidade das formas de diéxido de enxofre existentes

nos vinhos.

O principal objetivo da realizacdo desta analise &, antes de mais, constatar se as
quantidades presentes no vinho se encontram dentro dos limites maximos legais, uma vez
que quantidades elevadas de diéxido de enxofre traduzem-se em efeitos adversos de ordem

organolética e toxicoldgica.

Segundo o Regulamento (CE) n° 606/2009, comissao de 10 de julho, os limites maximos
de SO, total estabelecidos ndo podem exceder, no momento da sua colocagdo no mercado,

para consumo humano direto, os seguintes valores:
¢ 185 mg/L no caso de todas as categorias de VEQ, Vinho Espumante de Qualidade;

¢ 235 mg/L no caso dos outros vinhos espumantes.

3.1.3. pH

O pH corresponde a concentragdo de ides de hidrogénio dissolvidos, neste caso no vinho,
representando assim a acidez real do vinho. Este parametro, é analisado através de uma

sonda que indica diretamente o valor de pH lido no vinho (ver Anexo ).

A importancia desta determinagéo esta associada ao fato de o pH possuir uma elevada
relevancia na estabilidade de um vinho. Um vinho que apresente um valor de pH superior a

3,50 significa que este apresenta uma certa fragilidade, havendo uma maior probabilidade
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para o desenvolvimento de germes. Ja nos vinhos tintos, um pH baixo pode perturbar as

bactérias responsaveis pela fermentacdo malolactica [22].

3.1.4. Dioéxido de Carbono

Um espumante € um vinho com um nivel significativo de CO,, fazendo-o borbulhar
quando servido. O diéxido de carbono resulta de fermentagao natural, seja ela feita dentro da

garrafa (Método champenoise) ou fora dela (Método Charmat).

E importante salientar que existem diferentes categorias de vinhos efervescentes,
classificando-se, entre outros, pela sobrepressao presente no vinho. O CO2 pode advir
naturalmente e na sua totalidade de uma segunda fermentagdo ou ser parcialmente
adicionado. AFigura 5 apresenta a montagem laboratorial associada a medida da quantidade,

em gramas por litro, de CO..

Esta é realizada através de uma titulacdo. E através desta determinacéo que se estuda
qual a influéncia da exposi¢cao aos ultrassons na desgaseificacdo do vinho. Esta encontra-se
descrita detalhadamente no Anexo IV. Segundo o Regulamento (CE) n® 491/2009, Anexo Il —
4, para vinhos espumantes, os niveis de sobrepressao devido ao CO» devem ser superiores

ou iguais a 3,5 bar.

Figura 5- Titulagdo da amostra para a determinagao de COs-.
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3.1.5.Contagem de células em camara de Neubauer

Uma das formas mais comuns de se obter uma estimativa do numero de células é
através da contagem ao microscopio, utilizando-se uma Camara de Neubauer, também

conhecida como Hemocitometro ou Cédmara de Contagem.

A Camara de Neubauer € uma lamina grossa de uso microscopico, com formato
retangular e normalmente de vidro, com uma depressdo no centro, utilizada para fazer
contagem de células por unidade de volume de uma suspensao. A Figura 6 representa uma

imagem ilustrativa de uma camara de Neubauer.

Esta é constituida por duas camaras, ao centro, uma por baixo da outra, sobre as
quais é colocada a laminula para a leitura no microscépio. No centro destas camaras ha
varias linhas perpendiculares com marcacbes em quadrantes. Observando-se ao
microscopio, percebe-se que existem trés tipos de quadrantes denominados A, B e C, de
medidas conhecidas, que juntos formam um quadrado maior. Estes quadrantes s&o usados
para fazer as contagens e assim determinar a concentracédo de células num determinado
volume de fluido, para poder calcular a concentragcao de células no liquido global (do qual

foi tirado a amostra analisada).

Camara

Laminula

Figura 6-lmagem ilustrativa de uma Camara de Neubauer [23].

Os procedimentos para contagem de células, bem como para a preparag¢ao da matriz
branca encontram-se nos Anexos V e VI. AFigura 7 ilustra o exposto (representagéo e imagem

real, vista ao microscopio, associada a um destes processos).
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Figura 7-Representacao e vista ao microscépio da camara de Neubauer, dividida em 9 quadrantes [23].

3.4. Planeamento do estudo experimental, em funcao dos

objetivos de estudo

Em primeiro lugar, realizou-se uma analise ao espumante em causa, de forma a conhecer
as suas caracteristicas, nomeadamente, a acidez total (g/L), diéxido de enxofre livre e total
(mg/L) e pH.

Numa primeira fase do estudo, e comegando por responder aos desafios colocados pela
empresa, procurou-se clarificar quais seriam as influéncias dos ultrassons no decorrer de uma
fermentagdo. Assim sendo, ao longo de quatro meses foram realizadas trés fermentacoes,
usando uma matriz - Matriz Branca. Esta consiste numa solugao composta por agua, levedura
e acucar invertido. Destas fermentagbes apenas se pode aproveitar uma, porque duas delas

foram contaminadas.

Numa segunda fase, determinou-se o efeito dos ultrassons na desgaseificagéo do vinho.
Numa primeira, etapa estudou-se a aplicacao de ultrassons, em fungcao da temperatura inicial
da amostra, para um volume de amostra de 50 mL. Finalmente, analisou-se o efeito dos
ultrassons, em fungdo do volume da amostra. Estes ensaios foram realizados para quatro
volumes diferentes (25, 50, 75 e 100 mL). Para cada um destes volumes foram utilizadas cinco

temperaturas iniciais diferentes (10, 14, 16, 18 e 20 °C).
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O nivel de desgaseificagdo estd associado, em todos os casos, a diferenca entre os
valores inicial e final de CO2 nas amostras. Os resultados obtidos, podem ser vistos nas

tabelas apresentadas nos Anexos VI e VI, respetivamente.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4. Resultados e Discussao

Ao longo deste capitulo, serdo apresentados todos os resultados, relativamente as

duas fases do projeto, desenvolvidas ao longo da dissertacdo, nomeadamente:
Fase 1
o Estudo da influéncia dos ultrassons no processo de fermentacéo.
Fase 2

e Etapa 1: Avaliacdo do tempo 6timo de aplicacao dos ultrassons no processo de
desgaseificagao;

e Etapa 2: Estudo da influéncia da temperatura inicial da amostra, no processo
de desgaseificagao;

o FEtapa 3: Estudo da influéncia do volume de amostra no processo de

desgaseificacao.

Serao ainda apresentados os resultados das analises fisico-quimicas feitas ao vinho

espumante.

4.1. Estudo da influéncia dos ultrassons durante a fermentacao

Apresentam-se seguidamente os resultados experimentais obtidos, ao longo do
processo de fermentacdo e no seu final. Nesta fase foi estudada a influéncia do uso de
ultrassons no decorrer de uma fermentacdo. Para tal foram realizados ensaios usando uma

matriz (levedura+agua+acucar), simulando assim uma fermentagao.

O ensaio de fermentacido teve uma duragao de aproximadamente 3 semanas, e 0s
resultados experimentais, que se referem a contagem do numero de células, encontram-se

representados nas tabelas 1, 2 e 3.
A contagem de células foi feita em trés momentos:

¢ no dia em que a levedura foi inoculada;
e no primeiro dia de fermentacéo;

e no ultimo dia de fermentacao.

Em estudo estiveram tempos de aplicagdo de ultrassons de um, dois e trés minutos.
Para os dois primeiros momentos (inoculagao da levedura e primeiro dia de fermentagao)
usou-se um tempo de aplicagdo de um minuto. Para o ultimo dia de fermentagdo usaram-se

trés tempos: um, dois e trés minutos.
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Na determinagao do tempo 6timo de aplicagao de ultrassons, foram testados um, dois,
trés, cinco, dez e vinte minutos de ultrassons. Os resultados dos ensaios revelaram-se pouco

satisfatérios para tempos de aplicagado superiores a trés minutos, uma vez que:

e as amostras sobreaqueciam demasiado, atingindo temperaturas perto dos
65°C (podendo também ocorrer evaporagéo da amostra);

e quanto maior o tempo de aplicagdo, maior seria a perda da amostra uma vez
que os ultrassons provocam borbulhagao;

e 0 tempo de aplicagdo sendo superior a trés minutos, as amostras demoravam

mais tempo até estabilizarem (sem espuma, temperatura ambiente).

Como tal, os ensaios cujo tempo de aplicagao de ultrassons foi superior a trés minutos
foram descartados. Em simultaneo realizaram-se ensaios para o vinho espumante (produto
final), seguindo a mesma metodologia, e a conclusao foi semelhante. Concluiu-se entao que
o melhor tempo de aplicagao dos ultrassons, para estes ensaios, seria o de trés minutos, uma
vez que para este tempo as amostras apresentavam-se mais estaveis com pouco borbulhar

e espuma reduzida.

Como se pode verificar na Tabela 1, no dia de inoculagdo da levedura e antes da
aplicacéo dos ultrassons, a amostra continha 192.500 células vivas/mL. Apds a aplicacao de
um minuto de ultrassons na amostra, estas foram reduzidas para 103.750 células vivas/mL o
que significa que ocorreu lise celular, correspondente a uma percentagem de reducdo de

células vivas de 46,1%.
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Tabela 1- NUumero de células vivas da matriz branca, antes e apos a aplicagdo de Ultrassons (tempo de aplicagdo
de 1 minuto.) e percentagem de redugéo, no dia de inoculagéo da levedura.

N° quadrado Células Vivas s/ = Células Vivas % reducéo
u.s. apos 1
minuto U.S.

1 21 2 90,5

2 16 4 75,0

3 11 10 9,1

4 17 15 11,8

5 11 11 0,00

6 20 18 10,0

7 11 9 18,2

8 15 8 46,7

9 22 14 36,4

10 27 5 81,5

11 23 4 82,6

12 26 21 19,2

13 19 9 52,6

14 18 15 16,7

15 22 10 54,6

16 29 11 62,1
Total CV 308 166 46,1
Total CV/mL 192500 103750 46,1

Comparando os resultados da tabela 1 com os da tabela 2 observa-se que a
percentagem de redugido de células vivas, apos a aplicagdo de ultrassons, aumentou de
46,1% para 64,5%. Verifica-se também que um dia apés a inoculacao (1° dia de fermentagao)
o0 numero de células vivas é de 301.250, o que corresponde a um aumento de cerca de 56%,
relativamente ao dia de inoculacdo de levedura onde o numero de células inoculadas é
192.500. Uma vez que no processo de fermentacao a levedura se multiplica transformando o
agucar da matriz branca em diéxido de carbono, é de esperar que, feita a contagem de células,
esta apresente um valor mais elevado relativamente ao numero de células vivas inoculadas
na matriz branca (192.500). Apés a aplicagdo de 1 minuto de ultrassons, verifica-se uma

reducao de 64,5%, o que representa 106.875 células vivas/mL.
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Tabela 2- Numero de células vivas da matriz branca, antes e apés a aplicacdo de Ultrassons (tempo de aplicagao
de 1 minuto.) e percentagem de redugao, no primeiro dia da fermentagao.

N° Células Células Vivas ap6s 1 % reducdo
guadrado Vivas s/ minuto de U.S.
U.S.
1 25 2 92,0
2 30 4 86,7
3 33 10 69,7
4 23 15 34,8
5 34 11 67,7
6 27 18 33,3
7 43 14 67.4
8 32 8 75,0
9 28 14 50,0
10 26 5 80,8
11 31 4 87,1
12 28 21 25,0
13 21 9 57,1
14 27 15 44,4
15 28 10 64,3
16 46 11 76,1
Total CV 482 171 64,5
Total CV/mL 301250 106875 64,5

Os resultados presentes na tabela 3 correspondem a contagem de células vivas, antes
da aplicacdo de ultrassons, e depois da aplicagdo destes com tempos de um minuto, dois
minutos e trés minutos, em trés amostras, apds a fermentacao. Neste caso, subentende-se o

final da fermentacéo trés semanas apds o inicio da mesma.

Analisando a tabela 3, verifica-se que a contagem feita antes da aplicagédo dos
ultrassons conduz a um total de 201875 células vivas/mL. Comparando com a contagem feita
no primeiro dia de fermentacgéao (Tabela 2), esta apresenta uma redugéo de aproximadamente
33% em células vivas. Isto acontece porque, como se sabe, a priori, durante uma fermentacao,
a levedura cresce e multiplica-se, a medida que se vai alimentando dos agucares da solugao,
libertando CO2. Como é de esperar, ha um pico onde se atinge um maior nimero de células

vivas na solucao (fase “log” ou exponencial).
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Tabela 3- Numero de células vivas da matriz branca, antes e ap6s a aplicagao de Ultrassons (tempos de

aplicagéo de 1, 2 e 3 minutos.) e percentagem de redugéo, no ultimo dia da fermentacéao.

N° quadrado

PR e
BhBoom~wouaswnrk

B
AW

15
16

Total CV
Total CV/mL

Células Células
Vivas s/ U.S. Vivas apo6s
1 minuto de

U.S.
29 25
11 22
30 25
24 22
16 22
28 24
20 33
13 23
14 28
26 22
18 27
16 37
18 34
26 20
18 18
16 28
323 410

201875 256250

Células Vivas Células Vivas

apos 2
minutos de
U.S.
8
13
16
27
23
10
6
13
9
18
11
13
25
14
14
9
229
143125

apos 3
minutos de
U.S.
14
22
9
17
15
22
11
16
34
13
17
25
21
19
13
26
294
183750

Apods este maximo, alguma da levedura comecga a sofrer lise, tendo tendéncia a

diminuir o numero de células vivas na mesma (fase estacionaria e fase de morte). Assim sendo

€ de esperar que para o primeiro dia de fermentacao o numero de células vivas, antes de ser

aplicado ultrassons, seja maior do que quando a levedura foi inoculada. A Figura 8 ilustra o

exposto.

Log [N° de Células Vidveis)

Fases do Crescimento Microbiano

Fase Estacionaria

Fase de Morte

Tempo

Figura 8- Figura representativa das quatro fases do crescimento microbiano [24].

Apds uma incidéncia de um minuto de ultrassons, verificou-se que o numero total de

células vivas/mL é maior (256250) que o numero de células vivas/mL na contagem efetuada
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a amostra antes da aplicagdo de ultrassons (201875), o que nos mostra que os resultados

nao estio coerentes.

Relativamente ao numero de células vivas na amostra apos aplicagdo de dois minutos
de ultrassons (143125) e comparando com a amostra sem ultrassons (201875), verificou-se

que este decréscimo corresponde a uma reducao de 29%.

Apds se submeter a amostra a trés minutos de ultrassons, verificou-se que o numero

de células vivas/mL é de 183750, o que representa uma redugao de 9%.

Seria de esperar que a medida que se aumentasse os tempos de aplicagdo de
ultrassons, o numero total de células vivas/mL diminuisse. Os resultados apresentados nao
se encontram coerentes com o esperado. Dois dos motivos possiveis para tal ter acontecido
sdo a eventual ocorréncia de migracao de células na leitura em cadmara de Neubauer (ou
residuos na prépria cAmara) e um outro estara relacionado com a leitura da contagem de

células.

Posteriormente, e na tentativa de se reduzir o tempo dos ensaios de fermentacao
(aumentado assim o numero de ensaios), realizou-se um conjunto de ensaios cuja media dos

resultados se apresentam na tabela 4.

A levedura foi inoculada e hidratada durante duas horas. Apés hidratagcao procedeu-se
a aplicacao de ultrassons, para um tempo de 3 minutos. Ou seja, em comparagao com a
Matriz Branca - solugdo de agua, levedura e agucar - nestes ensaios trabalhou-se apenas

com levedura hidratada (levedura+agua).

Analisando a tabela 4, verifica-se que apds o uso dos ultrassons o numero total de
células vivas é menor, o que pode ser provocado pela lise celular, ou seja, hd uma quebra da
parede celular da levedura. Assim sendo, de cada vez que os ultrassons sao aplicados, a
percentagem de células vivas diminuiu, consequentemente a percentagem de reducdo de
células vivas aumenta. Assim, neste primeiro ensaio, e com um tempo de aplicacéo de trés
minutos, a percentagem de redugao foi de 33%. Inicialmente a amostra apresenta-se com

521875 células vivas/mL passando para 348125 células vivas/mL apés o uso dos ultrassons.
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Tabela 4- Resultados obtidos para a contagem de células da levedura inoculada e hidratada durante 2h, antes e
apos a aplicagao de Ultrassons (tempo de aplicagdo de 3 minutos).

Células Vivas

N° quadrado Célt;‘I/aLsJ.\S/?vas m;:zf:s3de % Redugéo
u.s.
1 56 37 32,7
2 54 38 30,8
3 53 40 25,2
4 54 39 27,0
5 52 38 27,2
6 55 38 30,7
10 55 37 31,3
8 55 37 33,0
9 56 37 33,0
10 54 38 30,1
11 55 37 32,6
12 55 36 34,4
13 55 40 27,5
14 57 37 34,7
15 55 38 31,7
16 53 38 28,0
Total CV 873 605 30,7
Total CV/mL 545208 377917
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4.2. Analises fisico-quimicas ao vinho espumante

Na tabela 5, apresentam-se os resultados obtidos relativamente as analises fisico-

quimicos feitas ao vinho espumante em estudo, antes da aplicagdo dos ultrassons.

Tabela 5- Resultados relativos a acidez total (g/L), anidrido livre e total (g/L) e pH, para as amostras de vinho
antes da aplicagdo de 3 minutos de Ultrassons.

Amostra Acidez SO;Livre SO Total pH
Total (g/L) (mg/L) (mgl/L)
A1 4,25 21,8 183,1 3,49
A2 3,98 34,9 178,8 3,51
A3 4,08 21,9 180,2 3,55
A4 4,25 26,2 181,7 3,52
A5 4,13 26,2 184,6 3,50
A6 4,23 30,5 183,1 3,52

Na tabela 6, encontram-se os resultados das mesmas analises, mas apos aplicagao de

ultrassons na amostra.

Tabela 6- Resultados relativos a acidez total (g/L), anidrido livre e total (g/L) e pH, para as amostras de vinho
depois da aplicagao de 3 minutos de Ultrassons.

Amostra Acidez SO;Livre = SO Total pH
Total (g/L) (mg/L) (mg/L)

A1 4,25 21,8 184,6 3,46
A2 3,75 34,9 177,3 3,44
A3 3,83 21,9 183,1 3,50
A4 4,25 26,2 181,7 3,78
A5 4,25 26,2 183,1 3,40
A6 4,28 30,5 184,6 3,49

Analisando os resultados presentes na tabela 5, quanto a acidez total, verifica-se que

os valores estdo compreendidos entre as 3,98 g/L e as 4,25 g/L. Quanto aos valores de SO
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livre e total, os valores minimos e maximos sao, respetivamente de 21,8 e 178,8 mg/L e de
34,9 e 184,6 mg/L. Os valores de pH situam-se entre 3,49 e 3,55.

Analisando os resultados presentes na tabela 6, quanto a acidez total, verifica-se que
os valores estdo compreendidos entre as 3,75 g/L e as 4,28 g/L. Quanto aos valores de SO
livre e total, os valores minimos e maximos sao, respetivamente de 21,8 e 177,3 mg/L e de
34,9 e 184,6 mg/L. Os valores de pH situam-se entre 3,40 e 3,78.

A tabela 7 apresenta os valores médios de acidez total, SO livre e total e pH. Da
analise da mesma pode concluir-se que estes valores ndo sao afetados pela aplicagao dos

ultrassons o que € positivo ja que nao altera estas caracteristicas do vinho.

Tabela 7- Resultados relativos a acidez total (g/L), anidrido livre e total (g/L) e pH médios, para as amostras de
vinho antes e ap6s a aplicagéo de 3 minutos de Ultrassons.

Acidez Total (g/L) SO:Livre (mg/L)  SO;Total (mg/L) pH

Amostra s/ U.S. 4,15 26,92 181,92 3,562

Amostra ¢/ U.S. 4,10 26,92 182,40 3,51

4.3. Tempo de aplicacao ideal dos ultrassons nas amostras de vinho

espumante

De modo a poder realizar-se o estudo da influéncia da temperatura inicial da amostra,
bem como do seu volume, no processo de desgaseificagdo é necessario realizar um estudo
prévio relativo ao tempo de aplicacdo. Para a determinacdo de qual o tempo 6timo de
aplicacdo de ultrassons, foram testados um, dois, trés, cinco, dez e vinte minutos de
ultrassons. Os resultados dos ensaios revelaram-se pouco satisfatérios para tempos de

aplicagao superiores a trés minutos. O volume da amostra utilizado foi de 50 mL.

Concluiu-se que o melhor tempo de aplicacao, para estes ensaios, seria o de trés
minutos, uma vez que para este tempo as amostras apresentavam-se mais estaveis com

pouco borbulhar e espuma reduzida. As Figuras 9, 10 e 11 ilustram o exposto.
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Figura 11- Amostra de vinho aplicando 3 minutos de ultrassons.

De facto, como se pode verificar, através da analise das Figuras 9, 10 e 11 é para o
tempo de trés minutos que a amostra se apresenta mais estavel e com menor formacao de
espuma. Uma vez que, para a escolha do tempo de aplicagdo, um dos critérios seria a
estabilidade da amostra, face ao tempo que esta permaneceria nos ultrassons, o tempo

escolhido foi o de trés minutos.

4.4. Estudo da influéncia da temperatura inicial da amostra no

processo de desgaseificagao

Estando definido o tempo de aplicagado do ultrassom nas amostras, foram realizados

ensaios para testar o efeito da variagao da temperatura inicial da amostra na desgaseificagao.
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Uma vez que um dos efeitos secundarios do uso prolongado do ultrassom € o
sobreaquecimento da ponta do mesmo, para além do registo do nivel de desgaseificacao,
registou-se ainda a temperatura final da amostra. Isto porque a sujei¢ado do vinho a elevadas

temperaturas pode ter consequéncias indesejaveis.

Para o mesmo tipo de vinho espumante realizaram-se ensaios para cinco
temperaturas iniciais: aproximadamente 10°C, 14°C, 16°C, 18°C e 20°C. Os resultados
obtidos encontram-se nas Figuras 12, 13, 14 e 15. As tabelas, com os resultados, que deram

origem aos graficos das Figuras 12 a 15, encontram-se em anexo (Anexo VI).

Iniciando a analise de resultados com a Figura 12 observa-se que, para um volume de

25 mL de amostra, o 6timo da desgaseificagdo da-se para a temperatura de 16°C (29,7%).

% vs Ti para V=25 mL

40,0

% Desgaseificacdo
= N N w w
a1 o al o al
© © o o o
[ ]
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[ ]
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o
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9 11 13 15 17 19 21 23
Temperatura inicial (°C)

Figura 12- Percentagem de desgaseificagado versus temperatura inicial das amostras. Volume de 25 mL.

A Figura 13 ilustra os resultados obtidos para um volume de 50 mL. Da mesma
retiramos que, para este volume de amostra, a variagao da diferenga da percentagem de CO-
possui um comportamento oscilatério semelhante ao obtido anteriormente. Neste caso, o

ponto maximo de desgaseificagao foi para a temperatura de 20°C (51%).

A percentagem de desgaseificagao € mais baixa para as temperaturas de 14°C e 18°C
(33%), sendo que para as restantes temperaturas a percentagem encontra-se abaixo do 6timo
(51%) de desgaseificagdo, mas superiores as percentagens obtidas nas temperaturas de
14°C e 18°C.

40



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO @ TRATIVI i\s‘e | QiR

60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

% Desgaseificacao

11

% vs Ti para V=50 mL

13 15 17 19 21 23
Temperatura inicial (°C)

Figura 13- Percentagem de desgaseificagao versus temperatura inicial das amostras. Volume de 50 mL.

A Figura 14, apresenta os resultados obtidos para um volume de 75 mL. Observa-se

que aumentado Ti aumenta também, gradualmente, a percentagem de desgaseificacao das

amostras. O valor maximo de desgaseificacio para este volume da-se, novamente, para uma

temperatura de 16°C (34,3%).

40,0
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25,0
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% Desgaseificacao
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% vs Ti para V=75 mL
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Figura 14- Percentagem de desgaseificagdo versus temperatura inicial das amostras. Volume de 75 mL.
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A percentagem de desgaseificagdo é mais baixa para a temperatura de 10°C (17,4%)

e 14°C (22,2%), sendo que a temperatura que mais se aproximo do 6timo é a de 20°C.

Finalmente, para um volume de amostra de 100 mL, a medida que a Ti aumenta ocorre
um aumento da percentagem de desgaseificacdo, das amostras. Para uma temperatura de
16°C, a percentagem de desgaseificacdo € maxima (33,3%), como se verifica através da

analise da Figura 15.

% vs Ti para V=100 mL
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Figura 15- Percentagem de desgaseificagdo versus temperatura inicial das amostras. Volume de 100 mL

A percentagem de desgaseificagdo € mais baixa para as temperaturas de 10°C
(20,4%) e 18°C (19,9%), sendo que para as restantes temperaturas a percentagem encontra-

se afastada do 6timo (34,3%) de desgaseificagdo, exceto a temperatura de 20°C (30,9%).

AFigura 16 apresenta um grafico de dispersao associado aos resultados apresentados

anteriormente.

Como pode observar-se o comportamento da desgaseificagdo em fungédo da
temperatura é bastante semelhante para todos os ensaios realizados com um pico situado

perto dos 16°C, a exceg¢ao do ensaio para 50 mL.
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% Desgaseificacdo vs Ti para Vam= 25, 50, 75 e 100 mL
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% Desgaseificacao

8 10 12 14 16 18 20 22

Temperatura Inicial (°C)

Figura 16- Percentagem de desgaseificagdo versus temperatura inicial das amostras. Volume de 25,50,75 e
100 mL.

Dado que a aplicagao de ultrassons produz um aquecimento das amostras, o que pode
ter consequéncias indesejaveis, para o vinho, apresentam-se de seguida, nas Figuras 17, 18,

19 e 20 os registos da temperatura final da amostra.

Fazendo uma analise ao grafico da Figura 17, para um volume de amostra de 25 mL,
verifica-se que para os varios valores de Ti, o valor de Tf é semelhante. Assim, para uma Ti
igual a 10°C, o valor da Tf é de 50°C, e para uma Ti de 20°C, a Tf correspondente é de 52°C.
Para os 18°C, a temperatura final foi mais baixa que as restantes, apresentando um valor de
43,8°C.
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Tf vs Ti para V=25 mL
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Figura 17-Temperatura final versus temperatura inicial das amostras. V=25 mL.

Efetuando a analise do grafico da Figura 18, para um volume de amostra de 50 mL,
verifica-se que a tendéncia é de a Tf aumentar consoante o aumento da Ti, a excec¢ao de uma
temperatura, que apresenta um valor mais baixo. Assim a temperatura final aumenta desde o

valor de 23°C até 40,4°C baixando para 38,7°C para a temperatura inicial mais elevada.

Tf vs Ti para V=50 mL

W w s b
S g o O
®
[ ]

[

N
(6]

Temperatura Final (°C)
w6 a3

o

8 10 12 14 16 18 20 22
Temperatura inicial (°C) ® Tfvs Tipara V=50..

Figura 18- Temperatura final versus temperatura inicial das amostras. V=50 mL.

Analisando o grafico da Figura 19, para um volume de amostra de 75 mL, verifica-se
que quando a Ti aumenta de 10°C para 13°C, a Tf diminui, ao contrario do que se passa com
as restantes Ti. Para uma Ti igual a 10°C, o valor da Tf é de 30°C, e para uma Ti de 13°C, a

Tf correspondente é de 27°C. A partir de uma Ti igual a 16°C, as Tf aumentam a medida que
a Ti aumenta também.
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Tf vs Ti para V=75 mL

~ 35

£ 30 ° ¢ ¢

= ) [ ]

© 25

=

= 20

c

5 15

© 10

[}

Q.

S

(&}

= 8 10 12 14 16 18 20 22
Temperatura inicial (°C) ®Tfvs Tipara V=75 mL

Figura 19- Temperatura final versus temperatura inicial das amostras. V=75 mL.

Efetuando a analise do grafico da Figura 20, para um volume de amostra de 100 mL,
verifica-se que a tendéncia é de a Tf aumentar consoante o aumento da Ti. Para uma Ti igual

a 10°C, o valor da Tf é de 23°C. Para uma Ti igual a 20°C o seu valor correspondente de Tf é
de 30°C.

Tf vs Ti para 100 mL

NN W W
o 1 o O
®

=
g O

Temperatura final (°C)
o o

8 10 12 14 16 18 20 22

Temperatura inicial (°C) ® Tfvs Ti para 100 mL

Figura 20- Temperatura final versus temperatura inicial das amostras. V=100 mL.

Da andlise das figuras 17 a 20 pode concluir-se que para volumes de amostra
inferiores a 50 mL a temperatura final da amostra é elevada (cerca de 50°C). No entanto para

os restantes volumes (50, 75 e 100 mL) a temperatura final decresce exponencialmente
apresentando valores médios de, respetivamente, 33, 30 e 27°C.
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4.5. Estudo da influéncia do volume de amostra no processo de

desgaseificacao

Apods a definicdo do tempo de aplicacdo do ultrassom nas amostras, e avaliada qual a
influéncia das variagcdes de temperatura, foram realizados ensaios para verificar o efeito do
volume de amostra na desgaseificacdo da mesma. Sendo que estes ensaios sao realizados
a escala laboratorial, os mesmos irdo ajudar a prever se algo semelhante ira decorrer em
escala industrial. Para o mesmo tipo de vinho espumante realizaram-se ensaios para quatro
volumes de amostra: 25 mL, 50 mL, 75 mL, e 100 mL. Os resultados obtidos encontram-se
nos graficos das Figuras 21, 22, 23, 24. e 25. As tabelas, com os resultados, que deram

origem aos graficos das Figuras 21 a 25, encontram-se em anexo (Anexo VII).

% Desgaseificacao vs Volume Ti= 10°C

40,0
35,0 ®
30,0
25,0
20,0 ®
15,0 .
10,0

0 25 50 75 100 125

Volume da amostra (mL)

®% vs Volume

% Desgaseificacdo

Figura 21-Grafico da percentagem de desgaseificagdo versus o volume de amostra (mL), para Ti= 10°C.

% Desgaseificacéo vs Volume Ti= 14°C
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Figura 22- Grafico da percentagem de desgaseificacdo versus o volume de amostra (mL), para Ti= 14°C.
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% desgaseificagcdo vs V (mL) para Ti=16°C
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Figura 23-Grafico da percentagem de desgaseificagao versus o volume de amostra (mL), para Ti= 16°C.

% desgaseificacéo vs V (mL) para Ti=18°C
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Figura 24-Grafico da percentagem de desgaseificagao versus o volume de amostra (mL), para Ti= 18°C.

% desgaseificacéo vs V (mL) para Ti=20°C
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Figura 25-Grafico da percentagem de desgaseificagao versus o volume de amostra (mL), para Ti= 20°C.

47



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO @ TRATIVI I1Se P ensennariao poro

Observando os graficos das Figuras 21 a 25, para Ti de 10°C, 14°C, 16°C, 18°C e
20°C, verifica-se que passando dos 25 mL de amostra para os 50 mL, ha um aumento da
desgaseificagdo. E de relembrar que a otimizagéo do tempo de aplicagdo dos ultrassons na
amostra foi feita para 50 mL. A medida que se aumenta o volume de amostra, a
desgaseificagdo diminui. Estes resultados podem dever-se ao facto de o tempo de aplicacéo
ter sido otimizado para 50 mL. Assim, para volumes menores este tempo € suficiente para a
desgaseificagdo da amostra, mas para volumes superiores a 50 mL deveria utilizar-se um

tempo de aplicagao superior.
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Capitulo 5

Conclusoes
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5. Conclusoes

Neste trabalho, o principal objetivo foi a verificagdo da influéncia dos ultrassons durante o

processo da producio de vinho, bem com no produto final.

O estudo inicial baseou-se na analise da influéncia que os ultrassons teriam durante a
fermentacéo do vinho. Assim, realizaram-se ensaios usando uma Matriz Branca. Tal permitiu
simular uma fermentacdo que duraria um maximo de trés semanas. O volume de liquido
colocado a fermentar foi de 3L, sendo que as amostras recolhidas para analise foram todas
de 50 mL. Neste caso, realizou-se um estudo para trés diferentes tempos de aplicacao de

ultrassons: 1, 2 e 3 minutos.

Com a realizagao destes ensaios foi possivel concluir que efetivamente os ultrassons
apresentam-se como destrutivos para a levedura, provocando a sua lise celular, o que faz
com que esta morra. De facto, uma das conclusées que se podem retirar através da analise
dos resultados € que o uso de ultrassons, seja em que tempo for, reduz significativamente o
numero total de células vivas. Seria de esperar que quanto maior fosse o tempo de aplicacao,
menor seria o0 numero de células vivas totais. Tal ndo se verificou nos resultados obtidos.
Como causas possiveis, para tal ter acontecido, aponta-se a ocorréncia de migragao de
células na leitura em camara de Neubauer (ou residuos na propria cAmara) ou erro de leitura

na contagem das mesmas.

Como o principal objetivo do estudo nesta fase seria concluir se os ultrassons poderiam,
ou nédo, ser usados durante a fermentacgao, a conclusao retirada € que nao se podem usar,
pelo menos numa escala tdo pequena como esta. Uma vez que as percentagens de redugao
das células vivas/mL rondam os 30% (valor promissor mas, no entanto, reduzido), conclui-se
que efetivamente os ultrassons ndo poderao ser usados como meio para interromper uma
fermentacdo. No entanto, poderdo ser usados como meio de aceleragao do processo de
béatonnage. Como tal, se for possivel a aceleragcado deste processo, como vantagens teremos
a diminuigdo de custos por otimizag&o da logistica do processo de produgao, a diminuicdo do
tempo de operacao unitario, provavelmente poder-se-a evitar que o vinho sofra alteragdes na
sua composi¢ao, (0 que aconteceria usando por exemplo, uma béatonnage forgada) com a

adocao de medidas de controlo de temperatura no processo.

Seguidamente ao estudo da fermentagéo, procedeu-se a realizacdo de ensaios para
contagem de células. Para tal usou-se uma levedura que hidratou durante duas horas (sem
dar inicio a fermentagao). Conclui-se que, mais uma vez, a aplicagao dos ultrassons reduz o

numero total de células vivas presentes naquele meio.
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Numa segunda fase do estudo, avaliou-se a influéncia dos ultrassons no produto final, ou

seja, num VEQ Rosé Bruto. Esta fase encontra-se dividida em 3 diferentes etapas.

A primeira etapa, serviu para se otimizar o tempo de aplicagdo dos ultrassons na amostra.
Assim sendo, foram realizados ensaios para volumes de amostra de 50 mL e uma temperatura
inicial de 20°C, usando-se tempos de aplicagcdo compreendidos entre um e trés minutos. Apds
analise visual dos resultados, concluiu-se que as amostras apresentavam uma maior

estabilidade usando-se um tempo de aplicagcao de trés minutos.

Na segunda etapa, estudou-se qual seria a influéncia da temperatura inicial da

amostra, no processo de desgaseificacao.

Analisando os resultados obtidos, pode concluir-se que para um volume de 25, 75 e
100 mL de amostra, o 6timo da desgaseificagdo da-se a uma temperatura de 16° C, com

valores de 29,7%, 34,3% e 33,3%, respetivamente.

Para um volume de amostra de 50 mL, quanto maior for a Ti, a diferenga da
percentagem de CO. tem tendéncia a diminuir ligeiramente. Neste caso, o 6timo de

desgaseificacéo deu-se para uma temperatura de 20°C (51,4%).

Nos volumes de amostra de 75 e 100 mL, aumentado a Ti aumenta também,

gradualmente, a percentagem de desgaseificagdo das amostras.

Globalmente, da analise da Figura 16, pode dizer-se que o ponto maximo de

desgaseificagdo ocorre maioritariamente para uma temperatura inicial de 16° C.

Fazendo uma analise aos resultados obtidos para Tf vs Ti, para um volume de amostra

de 25 mL, verifica-se que para todos os valores de Ti, a tendéncia sera de Tf ser semelhante.

Num volume de amostra de 50 mL, verifica-se que a tendéncia é de a Tf aumentar
consoante o aumento da Ti, a excec¢ao de duas temperaturas, que apresentam valores mais

baixos.

Para um volume de amostra de 75 mL, verifica-se que para valores de Ti
compreendidos entre os 10°C e os 13°C, a Tf diminui, comparativamente as restantes Ti. A

partir de uma Ti igual a 16°C, as Tf aumentam a medida que a Ti aumenta também.

Quando o volume de amostra é de 100 mL, verifica-se que a tendéncia é de a Tf

aumentar consoante o aumento da Ti.
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Desta fase do estudo conclui-se ainda que a temperatura final decresce para os
volumes de 25, 50, 75 e 100 mL, apresentando valores médios de, respetivamente, 49, 33,
30 e 27°C.

Apods definido o tempo de aplicacdo do ultrassom nas amostras, e avaliada qual a
influéncia das variagbes de temperatura, para a terceira, e ultima, etapa fez-se um estudo de
forma a inferir, se 0 volume de amostra iria ter influéncia na desgaseificagdo da mesma. O

estudo foi feito para 4 volumes de amostra diferentes: 25 mL, 50 mL, 75mL e 100 mL.

Analisando os resultados obtidos, para Ti de 10°C, 14°C, 16°C, 18°C e 20°C, verifica-
se que passando dos 25 mL de amostra para os 50 mL, ha um aumento da desgaseificacao.
E de salientar que a otimizacdo do tempo de aplicagdo dos ultrassons na amostra foi feita
para 50 mL. A medida que aumentamos o volume de amostra, a desgaseificacdo diminui, o
que pode dever-se ao facto de como o tempo foi otimizado para 50 mL, para volumes menores
este é suficiente para desgaseificar a amostra, mas para volumes superiores a 50 mL, ndo o

sera.

Como concluséo geral, é possivel a desgaseificacdo do vinho através da utilizacdo de
ultrassons. Verifica-se uma redugéo na percentagem de CO- (aproximadamente 30%), o que
torna o processo de colocacédo do vinho no mercado mais rapido, do que se se usasse 0

método tradicional para libertacdo de CO; nele contido.
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5.1. Trabalhos futuros

Como trabalhos futuros seria interessante determinar quais os tempos 6étimos de
aplicagao para os diferentes volumes utilizados nos ensaios. Seria de igual forma interessante
um estudo relacionado com o envelhecimento do vinho, bem como a extracdo de cor do

mesmo.

Medicao da libertacado de etanol, durante o decorrer das fermentagdes, sendo possivel

através deste a verificacdo da atividade da levedura.
Utilizagdo de um contador de células automatico, como por exemplo o Luna Il YF.

Efetuar uma analise econdmica, realizando-se uma analise de custos para a

verificagao de, se a uma escala piloto/industrial, compensara este tipo de estudo.

A utilizacao de diferentes frequéncias e intensidades ultrassénicas seria também um

ponto interessante de analise.

A realizagdo de um estudo, utilizando-se os métodos tradicionais durante o processo
de producéo de vinho (exemplo, Battonage tradicional), sendo assim possivel de se efetuar a

comparagao com o estudo em causa (uso de técnicas de ultrassons).

Finalmente, para ensaios com diferentes volumes e diferentes tempos 6timos de
aplicagdo, poderao levar a determinacdo da influéncia conjunta destes dois parametros:

Temperatura inicial e Volume da amostra.

53



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO @ TRATIVI i\s‘e |

54



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO @ TRATIVI I1Se P ensennariao poro

Bibliografia

[1] “Maquinas e Acessorios para Enologia/Empresa: TRATIVI,” [Online]. Available:
(http://trativi.com/pt). [Acedido em 21 Abril 2018].

[2] A. Santos, D. Lourencgo, S. Ferreira, N. Pita e A. Cabete, “Ondas de ultrassons,” Escola

Superior Agraria de Coimbra, Coimbra, 2010.

[3] R. dos Santos Oliveira, J. da Silva Rocha e C. e. a. Eduardo Baréo, “Brazilian Journal of
Research,” Aplicacdo de processo ultrassom na extra¢ao de catequinas dos residuos de
cha verde, 2016.

[4] L. Dos Santos Sousa, “Extracao e Purificacdo de Compostos Fendlicos presentes nas

folhas de Camelia Sinensis,” Uberlandia, 2016.

[5] A. e. a. Castro Alves Ferreira Filho, APLICACAO DO ENSAIO DE ULTRASSOM NA
INDUSTRIA AERONAUTICA, 2014.

[6] R.Isabel Nogueira, “Uso de ultrassom na conservagao de alimentos,” 2010.

[7] “Clube Vinhos Portugueses,” 23 Abril 2018. [Online]. Available:

https://www.clubevinhosportugueses.pt/uncategorized/historia-do-vinho/.

[8] “Histéria do  Vinho,” Wikipedia, @ Outubro  2016. [Online].  Available:
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hist%C3%B3ria_do_vinho#cite_ref-:0_1-1. [Acedido em 11
Novembro 2019].

[9] “Infoescola,” [Online]. Available: https://www.infoescola.com/curiosidades/historia-do-
vinho/. [Acedido em 23 Abril 2018].

[10] Infovini, “Infovini,” INEGI/Mercatura, [Online]. Available:

http://www.infovini.com/classic/pagina.php?codPagina=23&codEsquema=1.  [Acedido
em 15 Maio 2018].

55



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO @ TRATIVI I1Se P ensennariao poro

[11] V. S. Sogrape, 2019. [Online]. Available:

https://www.sograpevinhos.com/enciclopedia/guia_vinho/vinificacao/espumantes.

[12] “AZ3  Oeno  Enologia Viva,” AZ3 Oeno S.L., [Online]. Available:
https://www.az3oeno.pt/processos/brancos-e-rosados/batonage/. [Acedido em 8 10
2019].

[13] Infovini, “Infovini Beta - O portal do Vinho Portugués,” INEGI/Mercatura, 2009. [Online].
Available: http://www.infovini.com/pagina.php?codNode=18009.

[14] C. d. U. Europeia, “Jornal Oficial da Unido Europeia,” Regulamentos, 25 Maio 2009.
[15] T. P. M. Mason, “Ultrasound in Food Processing,” 2005.

[16] wikipedia,  “Ultrassonografia,” 17 Dezembro 2017. [Online].  Available:
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ultrassonografia. [Acedido em 11 Novembro 2019].

[17] “Industrial applications of high power ultrasonics in the food, beverage and wine industry,”
Bates, D. ; Patista, A. , 2008.

[18] R. N. S. A. M. A. F.-T. A. A.-V. M. Chemat F., “Ultrasound assisted extraction of food and
natural products. Mechanisms, techniques, combinations, protocols and applications. A

review.,” 2017.

[19] H. —. U. Technology, “Sonication of Wine — Innovative Applications of Ultrasound in
Wineries,” Hielscher — Ultrasound Technology , 1999-2019. [Online]. Available:
https://www.hielscher.com/sonication-of-wine-innovative-applications-of-ultrasound-in-

wineries.htm. [Acedido em 5 Margo 2019].

[20] Z. I1zadifar, P. Babyn e D. Chapman, Mechanical and Biological Effects of Ultrasound: A
Review of Present Knowledge, vol. 43, pp. 1085-1104, Junho 2017.

[21] J. O. d. U. Europeia, “REGULAMENTO (CE) N.o 606/2009 DA COMISSAO de 10 de
Julho de 2009,” REGULAMENTOS, 10 Julho 2009.

[22] A. Curvelo Garcia, Controlo da qualidade em Enologia, 2017 .

56



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO ©TRATIVI IsSe I] Engenharia o Ports

[23] D. Ursula Mehnert, “Culturas celulares e a sua aplicagao,” Sao Paulo, Brasil.

[24] A. Tessarollo, A. de Oliveira Coiradas, L. Rodrigues Teixeira, M. Kostecki e T. Miura, “Wiki
AlA 13-17, [Online]. Available: https://aia1317.fandom.com/pt-

br/wiki/Crescimento_bacteriano_e_meios_de_cultura.

[25] T. Mason, J. Lorimer e L. Paniwnyk, The uses of ultrasound in food technology -

Ultrasonics Sonochemistry, vol. lll, pp. 253-260, 1996.

57



FRANCISCA BAIA-BAIA MOREIRA DE SOUSA ARAUJO

Anexos

Anexo |

Determinacao da Acidez Total
Reagentes

- Solugao N/10 de hidréxido de sodio (NaOH)
- Azul de bromotimol 4g/L
Equipamento/Material

- Erlenmeyer de 300 mL

- Bureta Digital

- Pipetas de 1 e 10 mL

Modo Operatoério

@TRATIVI isep

- Pipetar 30,00 mL de agua fervida para um matraz. Adicionar 10,00 mL da amostra;

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

- Pipetar cerca de 1 mL de azul bromotimol e titular com a solucdo de NaOH até a obtengao

de uma cor azul esverdeada;

- Seja V em mL, o volume de solugédo de NaOH gasto.

Expressao de Resultados

A acidez total expressa em gramas de acido tartarico por litro, sera:

AT= 0,075*Vg NAOH

A acidez total, expressa em miliequivalentes por litro, sera:

AT=1 O*Vg NAOH
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Anexo Il

Determinagcao do Anidrino Sulforoso Livre e Total
Reagentes

- Acido sulfarico (H2S0s), solugéo a ¥4 (V/v);

- Solugdo de amido a 5 g/L;

- Solugado de iodo a 4 g/L;

Equipamento/Material

- Erlenmeyer de 500 mL;

- Bureta Digital;

- Pipeta de 50 mL.

Modo Operatorio

- Anidrido Sulfuroso Livre E Total (SO: livre e SO, Total)

Para um Erlenmeyer de 500 mL, pipetar 50 mL da amostra e adicionar 5 mL de H>SO, e cerca
de 2 mL de solugdo de amido. Titular imediatamente com a solugao de iodo até que se observe

uma coloracgao azul-arroxeado, sendo V em ml o volume de iodo utilizado.
Expressao de Resultados

A solugao-padrao de iodo deve ter uma concentragao igual a 0,02 N (0,01 M ou 2,538 g/l).

Uma vez que o iodo reage com o SO2 numa proporgao de 1:1 entdo 1 equivalente de iodo

(253,8 g) reage com 1 equivalente de SO (64 g) e, portanto:
2,538 g de iodo<>0,64 g de SO

2,538 g/lde iodo<0,64 g/l de
SO,

2,538 g/ldeiodo <0,64 mg/mi
de SO,

logo, a quantidade (massa) de anidrido sulfuroso que reage por ml de solugéo de iodo
adicionada é igual a 0,64 mg. O valor da concentragao de anidrido sulfuroso livre €, entéo,

dado através da seguinte férmula:
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Cso2 =V x 0,64 x 40 mg/L

O que corresponde a LQ = Cso2 = V x 25,6 segundo a Noma Portuguesa NP
2220/1987.

C — Concentragéo de SO2 em mg/I
V — Volume da solucéo de iodo 0,02 N gasta na titulagéo (em ml)
0,64 — Massa de SO; que reage com 1 ml de solu¢do de iodo 0,02 N (em mg)

40 - Fator utilizado para calcular a quantidade total de SO, existente por litro

de vinho

Os resultados sdao normalmente expressos em mg/l, arredondados as unidades. Como no
nosso caso a solucao de iodo apresenta uma concentracao de 4 g/L = 0,032 mol/L, temos

entdo que:
4 gdeiodo< 1,09 gde SO,
4 g/ldeiodo<=>1,09 g/l de SO,

4 g/ldeiodo < 1,09 mg/mlde
SO,

Logo, C =V x 1,09 x 40 mg/L
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Anexo Il

Determinag¢ao do pH
Equipamento, Material e Reagentes
- Elétrodo;

- Agitador magnético;

- Barra magnética;

- Gobelé 50 mL;

- Solugao padrao pH 4;

- Solugao padrao pH 7;

Modo operatério:

Calibracao

@TRATIVI isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

1) Calibrar o elétrodo com as solug¢des padrao pH 4 e pH 7, seguindo as instrugbes dadas

pelo fornecedor;

Nota: A calibracido deve ser realizada diariamente.

Leitura do pH da amostra

1) Ligar o equipamento (medidor de pH);

2) Limpar convenientemente o elétrodo com agua desionizada e secar;

3) Colocar o gobelé com a solugdo a analisar. Introduzir a barra magnética (para agitagao da

solugéo);
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Anexo IV
Determinacao do Dioxido de Carbono
Equipamento, Material e Reagentes

-Placa de Agitacao;

-Medidor de pH;

-Solugao de hidroxido de sodio, 0,1 M;
-Solucéao de acido sulfurico, 0,05 M;
-Solucédo de anidrase carbodnica, 1 g/L;
-Matrazes 250 mL;

-Pipetas Volumétricas;

-Pipetas de Pasteur;

-Gobelés.

Modo Operatoério

1) Para as amostras:

¢ Marque o nivel de vinho na garrafa e deixar esfriar até se iniciar o congelamento;

o Retirar do frio e deixar a garrafa aquecer ligeiramente, agitando até que os cristais de
gelo desaparecam;

e Remova a tampa rapidamente e coloque 45 a 50 mL de vinho num gobelé para
titulagdo em branco. O volume exato removido, v mL, é determinado pela leitura num
baldo volumétrico, a temperatura ambiente;

o Imediatamente apds a remogao da amostra em branco, adicionar 20 mL da solucéo
de hidréxido de sédio para uma garrafa de 750 mL;

e Deixe o vinho atingir a temperatura ambiente;

e Colocar 30 mL de agua destilada fervida e duas gotas da solu¢ao de anidrase
carbbnica num matraz de 250 mL. Adicionar 10 mL de vinho alcalinizado;

¢ Colocar o matraz no agitador magnético, ligando a agitacdo moderadamente;

e Titular com a solugao de acido sulfurico, 0,05 M, lentamente até o pH atingir 8,6.
Observe a leitura da bureta.

e Continuar até que o pH atinja 4,0. Seja n mL o volume adicionado entre pH 8.6 e 4.0.
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2) Para o ensaio em branco:

e Remover CO; do v mL de vinho colocado de lado para a titulagdo em branco por
agitacdo numa placa durante trés minutos.

e Remover 10 mL de vinho descarbonatado e adicionar a 30 mL de agua destilada
fervida, adicionar duas a trés gotas de solugao de hidréxido de sédio, 50%, para
fazer o pH subir para 10 a 11. Em seguida, seguir o procedimento acima

mencionado. Seja n' mL o volume de acido sulfurico adicionado, 0,05 M.

Expressao dos resultados

1 mL de &cido sulfurico, 0,05 M, corresponde a 4,4 mg de CO,. Esvaziar a garrafa de vinho
alcalinizado e determinar com um volume inicial de 1 mL de vinho, perfazendo até a marca
com agua, digamos V mL. A quantidade de CO, em gramas por litro de vinho é dada pela

seguinte formula:

LV —v+20

0,44*(n-n’)

A percentagem de redugao, absoluta, foi calculada através da seguinte expressao:

CO2 inicial—CO02 final,
100
CO2 inicial
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Anexo V
Contagem de células em camara de neubauer

Preparacdo da cAmara de Neubauer

Lavar a camara de Neubauer agua. Secar e depois lava-se com alcool a 70 % e em seguida

seca-se com o papel. Recorre-se ao mesmo procedimento para a lamela.

Observacédo importante: Deve-se sempre lavar a camara e a lamela apos cada leitura,

para se efetuar novas leituras ou quando se for guardéa-las.

Depois, passa-se saliva com o dedo nas duas laterais das camaras para facilitar a fixacao
da lamela. Em seguida deve-se fixar a lamela sobre a camara, pressionando levemente com
os polegares a lamela, fazendo pequenos movimentos para cima e para baixo até a sua

fixacao.

Obs: Para se certificar que a lamela esta devidamente fixa na camara, inclina-se esta
deixando-a verticalmente alinhada a bancada de trabalho; se néo cair € porque esta bem

fixa.

Colocacao da amostra para contagem na Camara de Neubauer

Com uma pipeta de Pasteur, deposita-se a amostra cuidadosamente entre a cAmara e a
laminula tendo cuidado de forma a preencher totalmente o volume da camara, mas sem

deixar vazar e/ou cair amostra sobre a laminula.

ApoOs a colocacdo da amostra na camara aguarda-se um momento para que haja a
sedimentacgédo das células e procede-se a contagem ao microscopio. Geralmente é mais facil

de visualizar as leveduras com a objetiva de 40 X.
Obs: Caso seja necessario, pode-se melhorar a visualizacéo das células utilizando algumas

gotas de corantes como o cristal violeta ou azul de metileno na dgua a ser utilizada na

diluicdo da amostra em andlise.
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Para leveduras e bactérias, a melhor escolha para trabalhar sdo os quadrantes “A”, sendo
gue a contagem € viavel, ou seja, a contagem é facilitada quando ha de 8 - 20 células em
cada um dos 16 quadrados deste quadrante.

Leitura e Determinac&o da concentragdo de células na Camara de Neubauer

Para leveduras é aconselhavel utilizar os quadrantes “A” da camara de Neubauer. Vimos
que existem 4 quadrantes “A” iguais na cAmara e pode-se optar por fazer a contagem em
qualquer um deles. Uma maior precisdo pode-se obter contando todas as areas “A” na

camara e depois tira-se a média.

Para efetuar a contagem e células vivas, vem que:

= Soma das CV dos 16 quadrantes *Fd
16

CV/mL
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Anexo V

Preparacao da Matriz Branca

Materiais:

- Reator

- Gobele100 ml

- Balanga

- Vareta

- Leveduras liofilizadas — Saccaromyces Cerevisae
- Nutriente de fermentacéao

- Matriz de mosto: Solugéo de agucar invertido a 202Brix => 193 g agucar/L
Procedimento:

- Agua a entre 38°C e 40°C;

- Dispersar as leveduras liofilizadas na lamina de agua, com cuidado para n&o formar grumos

e existir o maximo de area de levedura em contacto com a agua;
- Aguardar 20-30 minutos;

- Misturar a solugao de agucar invertido na agua para reduzir a temperatura em 10°C => para
28°C;

- Inocular na matriz de mosto no reator.

Segundo este protocolo as leveduras irdo hidratar e iniciar o processo de multiplicagéo
e fermentagao. De forma a que a matriz branca seja a mais aproximada do processo de vinho,
devem permitir-se que as leveduras efetuem a fermentacido da solugado de acgucar invertido
até ao fim, processo esse que pode demorar uma a duas semanas dependendo da

temperatura de controlo de fermentagao (recomendado controlo a 17°C).
A hidratagao e inoculagao de leveduras é efetuada segundo os seguintes parametros:
- Inoculagao: 30 gr leveduras / Hectolitro de mosto.

- Hidratagao: hidratar as leveduras em 10 vezes o seu peso em agua.
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Anexo VI

Ensaios para o estudo da influéncia da temperatura inicial da amostra no

processo de desgaseificagao

Tabela 8- Resultados relativos ao calculo do n’ (diferenga de volumes), no ensaio em branco.

Vi,b Vi V2 pHi pH1 pH2 Vgl V2 n'
(mt)  (mL)  (mL)

0,3 8,9 15,3 12,05 8,59 4,07 8,6 15,3 6,7

Tabela 9- Resultados do volume de amostra (mL), temperatura inicial e final (°C), diferenca

de temperaturas e tempo de aplicacdo (minutos), para o calculo do COzinicial.

Volume Ti (2C) Tf (2C) DeltaT ta(min)
(mL)
50 20,3 27,5 7,2 3
50 20,3 27,5 7,2 3
50 20,3 27,5 7,2 3

Tabela 10- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificagao inicial (na garrafa). Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da

titulagao), pH2 (23fase da titulagéo).

Vi,b il V2 pH,i pH,1 pH,2
0,5 8,5 35,7 10,12 8,64 4,04
0,4 8,6 35,8 10,1 8,39 4

0,5 8,6 35,8 10,11 8,58 4,02
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Tabela 11- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 20°C, para a

determinagdo do CO:inicial na garrafa, em amostras com um volume de 50 mL.

Ensaio V1 V2 n
1 8 35,7 27,7
2 8,2 35,8 27,6
3 8,1 35,8 27,7

6,7
6,7

6,7

Vgarrafa  Vamostra
700 50
700 50
700 50

Média

CO; inicial
(s/L)
9,524
9,479
9,524

9,509

% CO>

0,952
0,948
0,952

0,951

Tabela 12-Resultados do volume de amostra (mL), temperatura inicial e final (°C), diferenca

de temperaturas e tempo de aplicacdo (minutos).

Volume
(mL)
50
50
50
50
50
50
50
50

Ti
(¢C)
10,1
10,1
10,1
10,1
10,1
10,1
10,1
10,1

T
(¢C)
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5
22,5

DeltaT

12,4
12,4
12,4
12,4
12,4
12,4
12,4
12,4

ta

(min)

w w w w w w w w
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Tabela 13-Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificacdo. Valores de pH inical, pH1 (12 fase da titulagdo), pH2

(2%fase da titulacdo).

Vi,b Vi V2 pH,i pH,1 pH,2
0,3 10,7 30,8 10,02 8,6 4,04
0,4 10,9 31,2 10,48 8,6 4
0 11 30,9 10,41 8,59 4,03
0,1 11 30,8 10,15 8,58 4,04
0,4 10,7 31,3 10,36 8,65 4
0,2 10,9 30,9 10,38 8,62 4,01
0,4 10,7 30,9 10,38 8,62 4,01
0,1 10,4 31 10,33 8,58 4,03

Tabela 14-Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 10°C, para a

determinagdo da percentagem da variagdo do CO; nas amostras, com um volume de 50 mL.

Vi V2 n n' Vgarrafa Vamostra CO;inicial CO;(g/L) % % Delta %
(g/L) Cco, CO; o,

10,4 30,8 20,4 6,7 700 50 9,509 6,213 0,621 0,951 0,330
10,5 31,2 20,7 6,7 700 50 9,509 6,350 0,635 0,951 0,316
11 30,9 19,9 6,7 700 50 9,509 5,987 0,599 0,951 0,352
10,9 30,8 19,9 6,7 700 50 9,509 5,987 0,599 0,951 0,352
10,3 31,3 21 6,7 700 50 9,509 6,486 0,649 0,951 0,302
10,7 30,9 20,2 6,7 700 50 9,509 6,123 0,612 0,951 0,339
10,3 30,9 20,6 6,7 700 50 9,509 6,304 0,630 0,951 0,321
10,3 31 20,7 6,7 700 50 9,509 6,350 0,635 0,951 0,316
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Tabela 15- Resultados do volume de amostra (mL), temperatura inicial e final (°C), diferenca

de temperaturas e tempo de aplicagdo (minutos).

Volume
(mL)
50
50
50
50

Ti
(2c)
13,5
13,5
18,4
18,4

T
(¢C)
31,5
31,5
40,4
40,4

DeltaT ta
(min)

18 3

18 3

22 3

22 3

Tabela 16-Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagao da

percentagem de desgaseificacdo. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagdo), pH2

Vi,b V1
0,5 8,6
0,3 8,7
0,8 10,1
0,1 9,3

(2%fase da titulagdo).

V2
29,1
28,9
30,1
29,8

pH,i
10,37
10,35
10,34
10,35

pH,1
8,51
8,5
8,56
8,56

pH,2
4,04
4,02
4,01
4,02

Tabela 17- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 13°C e 18°C, para

a determinagéao da percentagem da variagédo do CO2 nas amostras, com um volume de 50

Vi V2 n n'

8,1 29,1 21 6,7
8,4 28,9 20,5 6,7
9,3 30,1 20,8 6,7
9,2 29,8 20,6 6,7

Vgarrafa Vamostra

700
700
700
700

mL.

50
50
50
50

CO; inicial

(/L)
9,509
9,509
9,509
9,509

CO: (g/L)

6,486
6,259
6,395
6,304

%
CO;
0,649
0,626
0,639
0,630

%
CO:i
0,951
0,951
0,951
0,951
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Delta %
CO;
0,302
0,325
0,311
0,321
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Tabela 18- Resultados do volume de amostra (mL), temperatura inicial e final (°C), diferencga

de temperaturas e tempo de aplicagdo (minutos).

Volume Ti Tf DeltaT ta
(mL) (¢C)  (°Q) (min)
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 324 16,1 3

Tabela 19- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinacgao da
percentagem de desgaseificacdo. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagao), pH2

(2%fase da titulacdo).

Vi,b Vi V2 pH,i pH,1 pH,2
0,5 8,5 26,4 10,12 8,64 4,04
0,4 8,5 25,5 10,1 8,39 4

18,2 26,9 43,2 10,11 8,58 4,02
2,2 8,9 26,1 10,08 8,5 4,04
2,2 26,5 43,9 10,08 8,59 4

2,2 15,7 33,3 10,05 8,61 4,01
2,2 10,1 29,2 11 8,58 4,01
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Tabela 20- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 16°C, para a

determinagao da percentagem da variagdo do CO2 nas amostras, com um volume de 50 mL.

Ensaio Vi V2 n n' Vgarrafa Vamostra CO, CO: (g/L) % % Delta
inicial CO; CO:i %CO;
(s/L)
1 8 26,4 184 6,7 700 50 9,509 5306 0,531 0,951 0,420
2 8,1 25,5 17,4 6,7 700 50 9,509 4,853 0,485 0,951 0,466
3 8,7 43,2 345 6,7 700 50 9,509 12,608 1,261 0,951 -0,310
4 6,7 26,1 194 6,7 700 50 9,509 5760 0,576 0,951 0,375
5 24,3 439 196 6,7 700 50 9,509 5851 0,585 0,951 0,366
6 135 333 198 6,7 700 50 9,509 5941 0,594 0,951 0,357
7 7,9 29,2 21,3 6,7 700 50 9,509 6,622 0,662 0,951 0,289

Nota: Os ensaios 3 e 5 foram excluidos devido a incoeréncia para com os restantes

resultados.

Tabela 21- Resultados do volume de amostra (mL), temperatura inicial e final (°C), diferencga
de temperaturas e tempo de aplicacdo (minutos).

Volume Ti Tf DeltaT ta
(mL) (¢C)  (2Q) (min)
50 20,7 39,9 19,2 3
50 20,7 39,9 19,2 3
50 20,7 39,9 19,2 3
50 20,4 38,7 18,3 3
50 20,4 38,7 18,3 3

Tabela 22- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificagéo. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagao), pH2
(2%fase da titulagdo).

Vi,b Vi V2 pH,i pH,1 pH,2
0,4 10,5 27,1 11,34 8,61 4,02
0,1 10,1 26,8 11,15 8,56 4,05
0,4 10,5 27 11,19 8,6 4,01
0,6 9,7 29,8 10,35 8,62 4,01
0,1 9,1 29,6 10,3 8,58 4,01
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Tabela 23- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 20°C, para a
determinagdo da percentagem da variagdo do CO2 nas amostras, com um volume de 50 mL.

Vi V2
101 271
10 26,8
10,1 27
9,1 29,8
9 29,6
Ti(eC) Tf(2C)
10,1 22,5
13,5 31,5
16,3 23,5
18,4 40,4
20,7 39,9
20,4 38,7

n

17
16,8
16,9
20,7
20,6

n

6,7
6,7
6,7
6,7
6,7

Vgarrafa Vamostra

700
700
700
700
700

50
50
50
50
50

@TRATIVI isep

CO;
inicial
(s/L)
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509

CO; (g/L)

4,671
4,581
4,626
6,350
6,304

%
Co;

0,467
0,458
0,463
0,635
0,630

%
CO,i

0,951
0,951
0,951
0,951
0,951

Tabela 24-Compilagao dos resultados, relativamente aos ensaios realizados para as
temperaturas de 10°C, 13°C, 16°C, 18°C e 20°C, com um volume de amostra de 50 mL.

Vv
(mL)
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

CO; (g/L)

6,213
6,350
5,987
5,987
6,486
6,123
6,304
6,350
6,486
6,259
5,306
4,853
5,760
8,844
6,395
6,304
4,671
4,581
4,626
6,350
6,304

% CO:

0,621
0,635
0,599
0,599
0,649
0,612
0,630
0,635
0,649
0,626
0,531
0,485
0,576
0,884
0,639
0,630
0,467
0,458
0,463
0,635
0,630

Média

%CO;
0,622

0,637

0,619

0,635

0,463

0,633

CO;i (g/ L)

9,509

9,509

9,509

9,509

9,509

9,509

% CO; i

0,951

0,951

0,951

0,951

0,951

0,951

Delta %

CO;
0,328

0,314

0,332

0,316

0,463

0,318

Nota: Foram excluidos dos resultados, os resultados relativos a temperatura de 20,7°C.
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Delta
% CO,

0,484

0,493

0,488
0,316
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Tabela 25- Resultados das temperaturas iniciais das amostras, das temperaturas finais, e da
percentagem da variagdo de CO, para amostras com um volume de 25 mL.

Ti
10,9
13,9
16,2
18,1
20,3

Tf
50,3
50,3

51
43,8
51,8

V mL
25
25
25
25
25

Média % dCO,
0,22
0,18
0,28
0,19
0,24

Tabela 26- Resultados das temperaturas iniciais das amostras, das temperaturas finais, e da
percentagem da variagdo de CO, para amostras com um volume de 50 mL.

Ti
10,1
13,5
16,3
18,4
20,4

Tf
22,5
31,5
23,5
40,4
38,7

V mL
50
50
50
50
50

Média % dCO,
0,328
0,314
0,332
0,316
0,318

Tabela 27- Resultados das temperaturas iniciais das amostras, das temperaturas finais, e da
percentagem da variagdo de CO para amostras com um volume de 75 mL.

Ti
9,8
13,1
15,9
18,5
20,7

T
30,2
27,4
28,3
32,2
33,2

V mL
75
75
75
75
75

Média % dCO;
0,17
0,21
0,33
0,27
0,32

Tabela 28- Resultados das temperaturas iniciais das amostras, das temperaturas finais, e da
percentagem da variagdo de CO, para amostras com um volume de 100 mL.

Ti
10,7
13,7
15,9
18,8
20,1

Tf
22,7
24,3
26,1
29,5
30,1

vV mL
100
100
100
100
100

Média % dCO;
0,19
0,20
0,33
0,19
0,29
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Ensaios para o estudo da influéncia do volume de amostra no processo de

desgaseificacao

Tabela 29-Resultados relativos as temperaturas iniciais, as temperaturas finais, as
diferencas de temperatura e aos tempos de aplicacéo, para amostras com volumes
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Volume

(mL)
25
25
50
50
75
75
100
100

Ti (2C)

10,9
10,9
10,1
10,1
9,8
9,8
10,7
10,7

Tf (2C)

50,3
50,3
22,5
22,5
30,2
30,2
22,7
22,7

DeltaT

39,4
39,4
12,4
12,4
20,4
20,4
12
12

ta (min)

w W w w wwww

Tabela 30- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificacao, para volumes compreendidos entre os 25 mL e os 100

mL. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagcao), pH2 (22fase da titulagcao).

Vi,b
0,9
0,8
0,2
0,4
0,5
0,3
0,5
0,6

Vi
12,5
12,4
10,9
10,7
11,3
10,1
11,5
11,6

V2
34,5
34,3
30,9
30,9
34,3
34,3
34,2
34,5

pH,i
10,72
10,65
10,38
10,38
10,56
10,25
10,45
10,49

pH,1
8,61
8,63
8,62
8,62
8,56
8,6
8,55
8,6

pH,2
4
4,02
4,01
4,01
4,03
4,03
4,03
4,07
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Tabela 31- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 10°C, para a
determinacgao da percentagem da variacdo do CO; nas amostras, com volumes de amostras
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Vi

11,6
11,6
10,7
10,3
10,8
9,8
11
11

V2

34,5
34,3
30,9
30,9
34,3
34,3
34,2
34,5

22,9
22,7
20,2
20,6
23,5
24,5
23,2
23,5

n

6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7

Vgarrafa Vamostra

700
700
700
700
700
700
700
700

25
25
50
50
75
75
100
100

CO, i
(/L)
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509

% CO; i

0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951

co;
(g/L)
7,339

7,249
6,123
6,304
7,629
8,083
7,502
7,638

% CO;

0,734
0,725
0,612
0,630
0,763
0,808
0,750
0,764

Tabela 32- Resultados relativos as temperaturas iniciais, as temperaturas finais, as
diferencas de temperatura e aos tempos de aplicacéo, para amostras com volumes
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Volume

(mL)
25
25
50
50
75
75
100
100

Ti (2C)

13,9
13,9
13,5
13,5
13,1
13,1
13,7
13,7

Tf (2C)

50,3
50,3
31,5
31,5
27,4
27,4
24,3
24,3

DeltaT

36,4
36,4
18
18
14,3
14,3
10,6
10,6

ta (min)

w w w w w w ww

Tabela 33- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagao da
percentagem de desgaseificacao, para volumes compreendidos entre os 25 mL e os 100
mL. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagao), pH2 (23fase da titulagao).

Vi,b
1
0,5
0,5
0,3
0,4
0,2
0,6
0,4

Vi
12
11,1
8,6
8,7
10,9
10,6
10,2
9,9

V2
34,9
34,3
29,1
28,9
33,5
33,4
33,1
32,6

pH,i
10,43
10,35
10,37
10,35
10,36
10,35
10,27
10,32

pH,1
8,59
8,66
8,51
8,5
8,57
8,65
8,62
8,63

pH,2
4,03
4,05
4,04
4,02
4,01
4,05
4,07
4,01

76

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Delta

% CO,
0,217
0,226
0,339
0,321
0,188
0,143
0,201
0,187
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Tabela 34- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 13°C, para a
determinacgao da percentagem da variacdo do CO; nas amostras, com volumes de amostras
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Ensaio V1 V2 n n' Vgarrafa Vamostra CO,i % CO; i CO, % CO, Delta
(g/L) (g/L) % CO,

1 11 349 239 6,7 700 25 9,509 0,951 7,792 0,779 0,172

2 10,6 34,3 237 6,7 700 25 9,509 0,951 7,702 0,770 0,181

3 81 29,1 21 6,7 700 50 9,509 0,951 6,486 0,649 -5,837

4 84 289 205 6,7 700 50 9,509 0,951 6,259 0,626 -5,633

5 10,5 33,5 23 6,7 700 75 9,509 0,951 7,402 0,740 0,211

6 104 334 23 6,7 700 75 9,509 0,951 7,402 0,740 0,211

7 96 33,1 235 6,7 700 100 9,509 0,951 7,638 0,764 0,187

8 95 326 231 6,7 700 100 9,509 0,951 7,457 0,746 0,205

Tabela 35- Resultados relativos as temperaturas iniciais, as temperaturas finais, as
diferencas de temperatura e aos tempos de aplicagcéo, para amostras com volumes
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Volume Ti (2C) Tf (2C) DeltaT ta (min)

(mL)
25 16,2 51 34,8 3
25 16,2 51 34,8 3
50 16,3 32,4 16,1 3
50 16,3 32,4 16,1 3
75 15,9 28,3 12,4 3
75 15,9 28,3 12,4 3
100 15,9 26,1 10,2 3
100 15,9 26,1 10,2 3

Tabela 36- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificacao, para volumes compreendidos entre os 25 mL e os 100
mL. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagdo), pH2 (2%fase da titulagao).

Vi,b Vi V2 pH,i pH,1 pH,2
0,4 10,4 31,5 10,31 8,6 4

0,8 10,6 31,2 10,28 8,64 4,06
0,5 8,5 26,4 10,12 8,64 4,04
2,2 8,9 26,1 10,08 8,5 4,04
0,3 9,9 30 10,37 8,6 4,05
0,4 9,9 30 10,3 8,6 4,04
0,3 9,5 30,1 10,34 8,59 4,01
0,4 9,9 29,9 10,4 8,61 4,06
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Tabela 37-Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 16°C, para a
determinagdo da percentagem da variagdo do CO2 nas amostras, com volumes de amostras
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Ensaio V1 V2 n n' Vgarrafa Vamostra CO.i %CO.i CO; % CO, Delta
(g/L) (g/L) %CO,

1 10 31,5 215 6,7 700 25 9,509 0,951 6,705 0,670 0,280

2 98 31,2 214 67 700 25 9,509 0,951 6,660 0,666 0,285

3 8 264 184 6,7 700 50 9,509 0,951 5,306 0,531 0,420

4 6,7 26,1 194 6,7 700 50 9,509 0,951 5,760 0,576 0,375

5 96 30 204 67 700 75 9,509 0,951 6,221 0,622 0,329

6 95 30 205 67 700 75 9,509 0,951 6,266 0,627 0,324

7 92 301 209 67 700 100 9,509 0,951 6,456 0,646 0,305

8 95 299 204 67 700 100 9,509 0,951 6,229 0,623 0,328

Tabela 38- Resultados relativos as temperaturas iniciais, as temperaturas finais, as
diferencas de temperatura e aos tempos de aplicagcdo, para amostras com volumes
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Volume Ti (2C) Tf (2C) DeltaT ta (min)

(mL)
25 18,1 43,8 25,7 3
25 18,1 43,8 25,7 3
50 18,4 40,4 22 3
50 18,4 40,4 22 3
75 18,5 32,2 13,7 3
75 18,5 32,2 13,7 3
100 18,8 29,5 10,7 3
100 18,5 29,3 10,8 3
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Tabela 39- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificacao, para volumes compreendidos entre os 25 mL e os 100
mL. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagdo), pH2 (23fase da titulagéo).

Vi,b Vi V2 pH,i pH,1 pH,2
7,8 17,1 33,5 10,36 8,64 4
1 10,2 31,9 10,35 8,6 4,05
0,8 10,1 30,1 10,34 8,56 4,01
0,1 9,3 29,8 10,35 8,56 4,02
0,6 10,15 31,3 10,45 8,65 4,03
0,5 10,3 31,3 10,45 8,63 4,02
0,5 11,5 34,5 10,5 8,6 4,07
0,2 11,2 34,4 10,48 8,65 4,03

Tabela 40- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 18°C, para a
determinacgao da percentagem da variagdo do CO; nas amostras, com volumes de amostras
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Ensaio V1 V2 n n' Vgarrafa Vamostra CO;i % CO; i CO, % CO, Delta
(g/L) (g/L) % CO;,

1 93 335 242 6,7 700 25 9,509 0,951 7,928 0,793 0,158

2 92 319 22,7 6,7 700 25 9,509 0,951 7,249 0,725 0,226

3 9,3 30,1 20,8 6,7 700 50 9,509 0,951 6,395 0,639 0,311

4 9,2 29,8 20,6 6,7 700 50 9,509 0,951 6,304 0,630 0,321

5 9,55 31,3 21,75 6,7 700 75 9,509 0,951 6,834 0,683 0,268

6 9,8 31,3 215 6,7 700 75 9,509 0,951 6,720 0,672 0,279

7 11 345 235 6,7 700 100 9,509 0,951 7,638 0,764 0,187

8 11 344 234 6,7 700 100 9,509 0,951 7,593 0,759 0,192

Tabela 41- Resultados relativos as temperaturas iniciais, as temperaturas finais, as
diferencas de temperatura e aos tempos de aplicacéo, para amostras com volumes
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Volume Ti (2C) Tf (2C) DeltaT ta (min)

(mL)
25 20,3 51,8 31,5 3
25 20,3 51,8 31,5 3
50 20,4 38,7 18,3 3
50 20,4 38,7 18,3 3
75 20,7 33,2 12,5 3
75 20,7 33,2 12,5 3
100 20,1 30,1 10 3
100 20,1 30,1 10 3
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Tabela 42- Resultados referentes aos volumes lidos na bureta (mL), para a determinagéo da
percentagem de desgaseificacao, para volumes compreendidos entre os 25 mL e os 100
mL. Valores de pH inicial, pH1 (12 fase da titulagdo), pH2 (23fase da titulagéo).

Vi,b
0,3
0,1
0,4
0,1
0,2
0,2
0,2
0,4

V1
10,2
9,5
10,5
10,1
9,2
9,6
91
9,5

V2
32,5
31,8
27,1
26,8
29,6

30
30,1
30,2

pH,i
10,38
10,36
11,34
11,15
10,35
10,31
10,4
10,41

pH,1
8,63
8,63
8,61
8,56
8,61
8,61
8,61
8,59

pH,2
4,02
3,99
4,02
4,05
4,06
4,06
3,98
4,01

Tabela 43- Resultados obtidos para ensaios realizados a temperatura de 20°C, para a
determinacgao da percentagem da variacdo do CO; nas amostras, com volumes de amostras
compreendidos entre os 25 mL e os 100 mL.

Ensaio

O NOO UV A WNPR

Vi

9,9
9,4
10,1
10
9
9,4
8,9
9,1

V2

32,5
31,8
27,1
26,8
29,6
30
30,1
30,2

22,6
22,4
17
16,8
20,6
20,6
21,2
21,1

n

6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7

Vgarrafa Vamostra

700
700
700
700
700
700
700
700

25
25
50
50
75
75
100
100

CO,i
(s/L)
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509

% CO; i

0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951

(o
(s/L)
7,203
7,113
4,671
4,581
6,312
6,312
6,593
6,547

% CO, Delta

% CO;
0,720 0,231
0,711 0,240
0,467 0,484
0,458 0,493
0,631 0,320
0,631 0,320
0,659 0,292
0,655 0,296

Tabela 44-Compilagéo de resultados para a temperatura inicial da amostra de 10°C, em
fungéo dos diferentes volumes de amostra em estudo, para a determinagéo da percentagem
de variagdo do COx.

Ti (2C)
10,9
10,1
9,8

10,7

Tf
(¢C)
50,3
22,5

30,2

22,7

V (mL)

25

50

75

100

CO, i
(g/L)
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509

co;
(g/L)
7,339
7,249
6,123
6,304
7,629
8,083
7,502
7,638

% CO,

0,734
0,725
0,612
0,630
0,763
0,808
0,750
0,764

% CO; i

0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951

Média
%CO0,
0,729
0,621

0,786

0,757

Delta
%CO,
0,217
0,226
0,339
0,321
0,188
0,143
0,201
0,187

Média %
dCO;
0,222
0,330

0,165

0,194
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Tabela 45- Compilacéo de resultados para a temperatura inicial da amostra de 13°C, em
funcao dos diferentes volumes de amostra em estudo, para a determinacéo da percentagem
de variagao do COx.

Ti(ec) T  V(mL) CO,i €O, %CO, %CO,i Média% Delta%  Média

(2C) (g/L)  (g/V) Co, co, %dCO,

13,9 50,3 25 9,509 7,792 0,779 0,951 0,775 0,172 0,176
9,509 7,702 0,770 0,951 0,181

135 315 50 9,509 0,649 0,649 0,951 0,637 0,302 0,314
9,509 0,626 0,626 0,951 0,325

13,1 274 75 9,509 7,402 0,740 0,951 0,740 0,211 0,211
9,509 7,402 0,740 0,951 0,211

13,7 243 100 9,509 7,638 0,764 0,951 0,755 0,187 0,196
9,509 7,457 0,746 0,951 0,205

Tabela 46- Compilacao de resultados para a temperatura inicial da amostra de 16°C, em
funcao dos diferentes volumes de amostra em estudo, para a determinacéo da percentagem
de variagao do CO-.

Ti (2C) Tf V (mL) COi CO, % CO; % CO; i Média%  Delta % Média

(eC) (g/L) (g/L) CO; CO; %dCO;

16,2 51 25 9,509 6,705 0,670 0,951 0,668 0,280 0,283
9,509 6,660 0,666 0,951 0,285

16,3 32,4 50 9,509 5,306 0,531 0,951 0,553 0,420 0,398
9,509 5,760 0,576 0,951 0,375

15,9 28,3 75 9,509 6,221 0,622 0,951 0,624 0,329 0,327
9,509 6,266 0,627 0,951 0,324

15,9 26,1 100 9,509 6,456 0,646 0,951 0,634 0,305 0,317
9,509 6,229 0,623 0,951 0,328

Tabela 47- Compilagao de resultados para a temperatura inicial da amostra de 18°C, em
fungéo dos diferentes volumes de amostra em estudo, para a determinagéo da percentagem
de variagdo do COx.

Ti (2C) Tf V (mL) CO; i CO, % CO; % CO; i Média% Delta% Média%

(‘—’C) (g/L) (g/L) CO; CO; dCO;

18,1 43,8 25 9,509 7,928 0,793 0,951 0,759 0,158 0,192
9,509 7,249 0,725 0,951 0,226

18,4 40,4 50 9,509 6,395 0,639 0,951 0,635 0,311 0,316
9,509 6,304 0,630 0,951 0,321

18,5 32,2 75 9,509 6,834 0,683 0,951 0,678 0,268 0,273
9,509 6,720 0,672 0,951 0,279

18,8 29,5 100 9,509 7,638 0,764 0,951 0,762 0,187 0,189
9,509 7,593 0,759 0,951 0,192
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Tabela 48- Compilagéo de resultados para a temperatura inicial da amostra de 20°C, em
funcao dos diferentes volumes de amostra em estudo, para a determinacao da percentagem
de variagao do CO».

Ti (2€)
20,3
20,4
20,7

20,1

Tf
(¢C)
51,8
38,7

33,2

30,1

V (mL)
25
50
75

100

CO, i
(s/L)
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509
9,509

(o
(s/L)
7,203
7,113
4,671
4,581
6,312
6,312
6,593
6,547

% CO,

0,720
0,711
0,467
0,458
0,631
0,631
0,659
0,655

% CO, i

0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951
0,951

Média %
CO,
0,716
0,463

0,631

0,657

Delta %
CO;
0,231
0,240
0,484
0,493
0,320
0,320
0,292
0,296

Média
%dCO;
0,235
0,488

0,320

0,294
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