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Resumo

Na indastria vinicola existem uma série de parametros que devem ser
monitorizados e controlados, de forma a garantir a qualidade dos vinhos. Algumas das
preocupacdes atuais sdo a presenca de fenois volateis (4-etilfenol e 4-etilguaiacol) que
originam aromas a “couro” ou “suor de cavalo”, bem como a existéncia de acidez
volétil elevada.

No caso dos fenois volateis, a presenca destes esta associada a atividade das
leveduras Brettanomyces/Dekkera, uma vez que 0s vinhos onde surgem permanecem
durante um longo periodo de tempo sem sofrerem clarificacdo, filtragbes ou
tratamentos, mantendo assim elevadas concentracdes de aromas, pigmentos e coloides.
Estes vinhos com uma elevada estrutura e concentracdo, aliadas a valores de pH
elevados e baixos valores de SO, molecular sdo propicios ao desenvolvimento
microbiano. Além disso, 0 seu estagio em barricas de madeira, de higienizacdo dificil e
elevado aporte de oxigénio, facilita também o crescimento microbiano.

Relativamente a acidez volatil (devido ao 4cido acético) quando atinge certos
limites, confere ao vinho um sabor acre ou azedo e um aroma indesejavel a vinagre, o
que faz com que o vinho seja impréprio para consumo. O &cido acético pode ser
formado ainda antes da fermentacdo alcodlica nas uvas infetadas com Botrytis cinerea,
ou por leveduras de contaminacdo durante a fermentacdo alcodlica e ainda pelas
bactérias acéticas durante o estagio do vinho.

Com o objetivo de reduzir os fenois volateis e a acidez volatil aplica-se nos
vinhos a técnica de nanofiltracdo a qual é acoplada permuta de resinas fendlicas e
anionicas.

A eliminacdo do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol foi conseguida pelo processo de
Nanofiltracdo acoplado a resinas fenolicas. No entanto, ndo se conseguiu a reducao
desejada relativamente a acidez volatil qguando as membranas de nanofiltracdo foram
utilizadas com resinas anionicas.

O processo de osmose inversa acoplado a resinas anidnicas revelou-se eficaz na

reducdo da acidez volatil.

Palavras-chave: vinhos, fendis volateis, acidez volatil, Brettanomyces/Dekkera,
barricas de carvalho, &cido acético, nanofiltracdo, permuta de resinas anidnicas e
fenolicas.
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Abstract

In the wine industry there are a number of parameters should be monitored and
controlled in order to guarantee the quality of the wines. Some of the current concerns is
the presence of volatile phenols (4-etilfenol and 4-etilgualicol) originating aromas of
"leather” or "horse sweat", as well as the existence of high volatile acidity.

In the case of volatile phenols, the presence of these is associated with the
activity of the yeast Brettanomyces/Dekkera, since the wines where they appear remain
for a longer period of time without suffering clarification or filtration treatments, thus
maintaining high concentration of flavors, pigments and colloids. These wines with an
elevated structure and concentrations, combined with high pH values and low values of
molecular SO, are conducive to microbial growth. In addition, the stage in wooden
barrels, which cleaning is very difficult and high oxygen supply, also facilitate
microbial growth.

Regarding the volatile acidity (due to acetic acid) when it reaches certain limits,
it gives the wine an acrid or sour flavor and an undesirable aroma of vinegar, which
make the wine is unfit for consumption. The acetic acid can be formed even before the
alcoholic fermentation in grapes infected with Brotrytis cinerea, or yeast contamination
during fermentation by acetic bacteria and also during the stage or wine.

In order to reduce the volatile phenols and volatile acidity in wine the technique
of nanofiltration, coupled with exchange of anionic and phenolic resins is applied.

The elimination of the 4-ethylphenol and 4-etilguaiacol was accomplished by
nanofiltration process coupled with phenolic resins. However, could not be reduced to
the desired relatively volatile acidity when nanofiltration membranes were used with
anionic resins.

The process of reverse osmosis coupled to anionic resins has proved effective in

the reduction of volatile acidity.

Keywords: wine, volatile phenols, volatile acidity, Brettanomyces / Dekkera, oak
barrels, acetic acid, nanofiltration, anionic exchange resins and phenolic.
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1. Introducéo

1.1 Enquadramento e objetivos do presente trabalho
Existe uma preocupacdo elevada, cada vez mais, por parte do consumidor

relativamente a qualidade dos produtos que consome e neste caso 0 vinho ndo é
excecdo. Tal facto obriga a que os produtores sejam cada vez mais exigentes com a
qualidade do produto desde as matérias-primas até a sua producdo final, pois a
qualidade do produto é sem duvida um fator fundamental na sua comercializag&o.

Na inddstria vinicola subsistem uma série de parametros que devem ser
monitorizados ou controlados, de forma a garantir a qualidade dos vinhos. Uma das
preocupacdes atuais é a presenca de fenois volateis (4-etilfenol e 4-etilgualicol) que
originam aromas a “couro” ou “suor de cavalo”, bem como uma acidez volatil elevada.

No caso dos fendis volateis, a presenca destes esta associada a atividade das
leveduras Brettanomyces/Dekkera, que afetam mais os vinhos considerados de maior
qualidade. Resumindo-se ao facto de estes permanecerem durante um longo de tempo
sem sofrerem clarificagdes, filtragbes ou tratamentos mantendo assim elevadas
concentrag0es de aromas, pigmentos e coloides. Estes vinhos com uma elevada
estrutura e concentracdo, aliadas a valores de pH elevados e baixos valores de SO,
molecular sdo propicios ao desenvolvimento microbiano. Além disso, 0 seu estagio em
barricas de madeira, de higienizacdo dificil e elevado aporte de oxigenio, facilita
também o crescimento microbiano.

Relativamente a acidez volatil (proveniente do acido acético) quando atinge
certos limites, confere ao vinho um sabor acre ou azedo e um aroma indesejavel a
vinagre, o que faz com que o vinho seja imprdprio para consumo. O &cido acético pode
ser formado ainda antes da fermentacdo alcodlica nas uvas infetadas com Botrytis
cinerea, ou por leveduras de contaminacdo durante a fermentacdo alcoolica e ainda
pelas bactérias acéticas durante o estagio do vinho.

A prevencao é a forma de combater estes problemas, quer seja efetuando testes
periddicos nos vinhos, quer controlando as uvas a recepcao e, no futuro, otimizando
técnicas de higienizacdo. Contudo, nem sempre as técnicas de prevencdo da
contaminacdo, do controlo do crescimento ou da eliminacdo de microrganismos nos

vinhos se mostram eficientes.



Deste modo, é importante estudar meétodos/processos que reduzam estes
problemas indesejaveis de maneira a recuperar a qualidade de exceléncia do produto

necessaria a sua comercializagéo.



1.2 Presenca de fenois volateis nos vinhos

1.2.1 Principais compostos e impacto sensorial
Os fendis volateis, vinil-fendis e etil-fenodis, podem ser produzidos através da

atividade microbioldgica, dando origem a aromas estranhos, facilmente detetados nos
vinhos. O 4-etilfenol (4-EP), 4-vinilguaiacol, 4-vinifenol e 4-etilguaiacol (4-EG) séo os
que possuem maior destaque. Elevadas concentragdes destes compostos, nomeadamente
0 4-etilfenol, sdo associadas a aromas desagradaveis descritos como fendlicos,
medicinais ou animais (“couro”, “suor de cavalo”, “animal”, “cavalarica”, etc)
(Chatonnet et al., 1990). J4 0 4-vinilfenol ¢é descrito como aroma a “farmacéutico” e
“guache” (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Por fim temos 0 4-vinilguaiacol (“cravinho”) e
0 4-etilguaiacol (“fumado”), que apresentam aromas menos desagradaveis e por isso
estdo sempre associados ao 4-vinifenol e 4-etilfenol.

Os vinhos brancos tém concentracdes varidveis de vinilfenois, estando os
etilfendis geralmente ausentes. O limite de percepcdo olfativa (concentragdo a partir da
qual o aroma global do vinho € prejudicado) nestes vinhos, considerando a proporcédo
1/1 de 4-vinilfenol/4-vinilguaiacol, é de 725 ug/L (Chatonnet et al., 1990). No caso dos
vinhos tintos, estes contém concentracdes baixas de vinilfendis e concentracdes
variaveis de etilfendis, sendo o seu limite de percepcdo olfativa de 425 pg/L numa
proporcao de 10/1 de 4-etilfenol/4-etilguaiacol (Chatonnet et al., 1992, Chatonnet et al.,
1993).

E de realcar que o tipo de casta também afeta os limites da percepcdo olfativa,
bem como a qualidade aromética de cada vinho.

1.2.2 A origem dos fendis volateis
Os vinilfenois, em vinhos brancos, resultam da descarboxilacdo enzimatica de

dois acidos cindmicos do mosto (&cido p-cumarico e acido ferrdlico), originando o 4-
vinifenol e o 4-etilgualicol. Esta descarboxilacdo ocorre por meio da enzima cinamato
descarboxilase (CD) da Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo alcodlica
(Fig.1.1). A concentracdo de vinilfendis nos vinhos brancos depende do conteddo de

acidos fendlicos e da atividade da CD (Ribéreau-Gayon et al., 2006).



A baixa concentracdo de vinilfenois nos vinhos tintos deve-se essencialmente a
inibicdo da enzima cinamato descarboxilase por certos compostos fendlicos das uvas.
(Chatonnet et al., 1989, 1993).

OH OH
R CO, R
Odorless phenols Odoriferous volatile phenols
TH (I_l H
CH CH,
Hydroxycinnamic acids in |
graphes COOH Vinyl-phenols in wine
R = H p-coumaric acid [C innamate decarboxylase} R = H vinyl-4-phenol

R = OCH, ferulic acid R = OCH; vinyl-4-guaiacol

Figura 1.1: Reacéo de descarboxila¢do dos acidos fendlicos do mosto pela S. cerevisiae durante a
fermentagdo alcodlica (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Relativamente aos etilfendis, raramente se formam durante a fermentacdo
alcoolica. A formacdo destes compostos € frequente durante o estadgio dos vinhos
(vinhos tintos), principalmente quando armazenados em barricas e durante meses mais
quentes (0 aumento da temperatura favorece o desenvolvimento microbiano). O
aumento de etilfendis pode ainda manifestar-se em garrafa, podendo haver dentro do
mesmo lote garrafas com ou sem estes compostos (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
Frequentemente tem ocorrido a formacao deste composto entre a fermentacao alcoolica
e a fermentacdo malolactica, periodo em que a falta de SO, (diéxido de enxofre ou
anidrido sulfuroso) e as técnicas de microoxigenacdo aceleram a sua formacdo. A
fermentagdo malolactica é outro periodo vulneravel para a contaminacdo, pois esta
associada a baixos niveis de anidrido sulfuroso livre na presenca de agucar residual
(Oelofse et al., 2008). Os etilfendis sdo mais comuns em vinhos tintos do que em
brancos, em grande parte devido a eficacia do SO, a pH baixo (Loureiro e Malfeito-
Ferreira, 2006). Além disso, 0s vinhos tintos possuem uma acidez baixa, elevado teor de
polifendis e estagio em barricas, 0 que favorece a contaminacdo por Brettanomyces. Os
vinhos brancos ndo parecem ter o caracter aromatico Brettanomyces devido a auséncia
de compostos precursores (Chatonnet et al., 1992).

Tanto a Brettanomyces, como a forma esporulante Dekkera sdo capazes de
produzir o 4-EP e 0 4-EG a partir dos acidos hidroxicindmicos p-cumarico e ferrulico
das uvas, devido a acdo de duas enzimas: hidroxicinamato descarboxilase e vinilfenol

reductase. A primeira descarboxila os &cidos hifroxicindmicos no derivado vinil
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correspondente (4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol), na segunda reacdo a vinilfenol reductase
reduz o grupo vinil no correspondente composto etil, dando origem ao 4-EP e 4-EG
(Heresztyn, 1986a; Edin et al., 1998; Dias et al., 2003a; Chatonnet et al., 1992a e b,
1993c, 1995) (Fig.1.2).

A enzima responsavel pela primeira reagdo, a hidroxicinamato descarboxilase,
encontra-se presente num grande nimero de bactérias, fungos e leveduras, enquanto que
0 passo de reducdo, estd apenas presente nas espécies Dekkera bruxellensis, Dekkera
anomala, Pichia guillermondii, Candida versatilis, Candida haléfila e Candida
mannitofaciens (Chatonnet et al., 1995; Chatonnet et al., 1997; Dias et al., 2003a; Edin
et al., 1995; Suezawa,1995).

O OH
Z z
HYDROXYCINNAMATE VINYLPHENOL
DECARBOXILASE REDUCTASE
— —_—
CH.O CH,O CH,0
OH OH OH
Ferulic acid 4-vinylguaiacol 4-ethylguaiacol
O OH
Z z
HYDROXYCINNAMATE VINYLPHENOL
DECARBOXILASE REDUCTASE
OH OH OH
p-coumaric acid 4-vinylphenol 4-gthylphenol

gé%l;r)a 1.2: Formacdo dos etilfendis a partir dos seus percussores hidroxicinamicos (Suarez et al.,

Inicialmente considerava-se que a presenca de etilfendis nos vinhos devia-se as
bactérias lacticas. De facto, estas bactérias conseguem produzir quantidades elevadas de
etilfendis, no entanto nas condi¢des enoldgicas produzem apenas pequenas quantidades,
quando comparadas com as Brettannomyces (ou Dekkera). Outras leveduras presentes
nos vinhos, como a Pichia spp, Torulaspora spp, Zygosasaccharomyces spp e
Saccharomyces cerevisiai podem produzir 4-vinilfenol, mas nao reduzi-lo a 4-etilfenol
devido a auséncia da vinilfenol fenol reductase (Dias et a.l, 2003).

A relagcdo entre elevadas concentragbes de 4-EP e a atividade de
Brettannomyces/Dekkera foi muito estudada desde 1990 (Chatonnet et al., 1995, 1997;
Cullere et al., 2004; Kelly, 2003; Suares-Lepe, 2001; Fugelsang e Zoecklein, 2003;

Parish et al., 2003), particularmente em vinhos tintos por serem mais ricos em



percursores cinamicos e pelo facto da atividade da hidroxicinamato descarboxilase da
Brettannomyces/Dekkera ndo ser afetada pelos compostos fendlicos (Chatonnet et al.,
1992).

As leveduras Brettannomyces/Dekkera sdo ainda produtoras de &cido acético
(Freer et al., 2000, 2003; Suares-Lepe e Inigo, 2004), e de tetrahidropirinas causadoras
do aroma a “rato” (Heresztyn, 1986). Em condi¢des favoraveis, podem ainda hidrolisar
antocianinas, libertando a glicose e desestabilizando a aglicona (Mansfield et al., 2002).
Esta pode ser a razdo pela qual o vinho contaminado por Brettannomyces/ Dekkera tem

uma cor indesejada.



1.3 Caracterizacdo de Brettannomyces/Dekkera

1.3.1 Espécies, ecologia e condicdes de crescimento
A levedura Brettannomyces é descrita como sendo a forma assexuada e ndo

esporulante da Dekkera (forma sexuada esporulante), no entanto as duas denominagoes
sdo usadas mutuamente. Atualmente, existem 5 espécies pertencentes ao género
Brettannomyces/Dekkera: B. anomalus, B. bruxellensis, B. custersianus, B.
naardenensis e B. nanus (Kurtzman e Fell, 2000), sendo que apenas as primeiras duas
tém sido associadas aos vinhos. Ambos os géneros (Brettannomyces/Dekkera) podem
crescer durante o estagio dos vinhos tintos ou ap6s o seu engarrafamento. Estas
leveduras por norma estdo ausentes durante a fermentagcdo alcoodlica. D. bruxellensis
demonstra um crescimento relativamente baixo quando comparada com outras
leveduras com S. cerevisiae ou Z. bailii (Rodrigues et al., 200la). Esta é uma
caracteristica bem conhecida dos géneros Brettannomyces/Dekkera (Deak e Beuchat,
1996), que explica o longo periodo de incubagdo necessério para o seu isolamento em
meio de cultura (Rodrigues et al., 2001b). Contudo, a D. bruxellensis sobrevive durante
a fermentacéo alcoolica, mesmo que em pequenas quantidades, podendo atuar no final
desta (Dias et a.l, 2003b). Este facto pode explicar a presenca ocasional de etilfenois
nos vinhos ap6s a fermentagdo alcodlica (Rodrigues et al., 2001b) e realca a
importancia do correto acompanhamento das vinhas e da sua vindima. Alguns estudos
ja demonstraram a presenca destas leveduras nas uvas (Pretorius, 2000), assim como em
armazéns de vinho (Peynaud e Domercq, 1956) e também em depoésitos, bombas e
outros equipamentos dificeis de esterilizar (Fugelsang, 1998).

Durante a fermentagdo alcodlica séo criadas condi¢des de anaerobiose que ndo
sdo favoraveis ao crescimento de Brettannomyces/Dekkera — o chamado “Custer Effect”
(Efeito Pasteur negativo). Scheffers e Wikén (1969) introduziram este conceito e foram
0s primeiros a usa-lo como critério taxonémico. Apesar da passagem da aerobiose para
anaerobiose atrasar o crescimento de Brettannomyces, esta € uma situacdo reversivel,
quer pela adicdo de oxigénio ou adicao de aceitadores de electrdes, como é o caso dos
compostos carbonilo (Wikén, 1967). O efeito positivo da adi¢do de oxigénio explica o
facto de a microoxigenacdo favorecer o crescimento destas leveduras, quando usada
durante a fermentagdo ou estigio dos vinhos (Louvaud-Funel, 1999), assim como o

favorecimento de desenvolvimento durante os estdgios em barricas (condigdes



naturalmente oxidativas) ou com as trasfegas (Malfeito-Ferreira et al., 2001). Em
condigdes de anaerobiose estrita, nos vinhos secos, € ainda possivel que estas leveduras
se desenvolvam e produzam quantidades importantes de etilfendis, degradando apenas
pequenas quantidades de acucares residuais (glucose, frutose, arabinose e trealose). Para
que a quantidade de etilfendis ultrapasse o seu limite de detecdo olfativo é apenas
necessario o consumo de 300 mg/L de acgucares residuais por parte destas leveduras
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

O armazenamento dos vinhos a baixas temperaturas atrasa ou inibe o
crescimento de Brettannomyces/Dekkera (maior suscetividade ao desenvolvimento nos
meses mais quentes) (Chatonnet et a.l, 1993b).

A formacdo de etilfendis depende da presenca de percursores e é proporcional ao
tamanho da populacdo Brettannomyces/Dekkera, As diferentes espécies existentes
também tém diferentes capacidades de produzir etilfendis. Esta capacidade é
influenciada pela concentracdo de etanol (maior a 12% v/v do que a 14% v/v) e pela
temperatura (maior producio a 18°C do que a 13°C). A presenca de aclcares residuais e
ao pH do vinho é atribuida uma importancia menor (Gerbeaux et al., 2002).

As especies mais comuns nos vinhos apresentam uma boa eficiéncia de
conversao do acido p-cumarico em 4-EP (Heresztyn, 1986a; Fugelsang e Zoecklein,
2003).

1.3.2 Detecao de Brettannomyces/Dekkera nos vinhos
Perdas econdmicas significativas podem resultar da contaminacgéo de vinhos por

Brettannomyces/Dekkera, pelo que é importante a sua vigilancia e controlo. Métodos
moleculares j& foram estudados e descritos para a detecdo e identificacdo de
Brettannomyces/Dekkera nos vinhos, tais como: o desenvolvimento do método de PCR
utilizando um fragmento de DNA genomico isolado de uma estirpe de Dekkera (Ibeas et
al., 1996), o desenvolvimento de um metodo de fluorescéncia de hibridacdo in situ,
tendo como alvo uma sequéncia especifica do RNA ribossomico de D. bruxellensis
(hibridacdo RNA-FISH) (Stender et al., 2001, 2002), e o desenvolvimento de um
método de identificacdo de Brettannomyces/Dekkera baseado no polimorfismo da
regido espacadora transcrita do RNA ribossomico (Egli e Henick-kling, 2001; Esteve-
Zarzoso et al., 1999). Procedimentos baseados na anélise da composi¢do quimica, como
por exemplo de &cidos gordos, também tém sido aplicados na diferenciacdo destas



leveduras (Rozes et al., 1992; Sancho et al., 2000; Malfeito-Ferreira et al., 1997). A
maioria das empresas nao usa estes métodos devido ao elevado nivel de sofisticacdo
laboratorial e a necessidade de pessoal especializado.

Rodrigues et al. (2001) desenvolveram um meio sélido seletivo e diferencial,
capaz de recuperar Brettannomyces/Dekkera do vinho e ambientes relacionados, dando
assim um passo importante no desenvolvimento de métodos mais simples para a
detecdo destes organismos.

A detecdo de fendis volateis pode ser feita por cromatografia gasosa (GC)
(Bertrand, 1981). Outros autores estudaram ainda métodos como: uso de padrbes
marcados com deutério, 4-etilfenol-ds, (Rayne e Eggers, 2007); microextrac¢do liquido-
liquido dispersiva seguida de detecdo por cromatografia gasosa- espectrometria de
massa (Farifia et al., 2007); microextracdo em fase sélida (SPME) (Pizarro et al., 2007)
e detecdo por cromatografia gasosa- espectrometria de massa associada a olfactometria
(GC/MSJolfactometry) (Cullere et al., 2004), onde as substancias volateis sdo separadas
através de uma coluna capilar, identificadas pela espectrometria de massa e a

intensidade e qualidade dos compostos separados € avaliada por um provador.



1.4 Controlo das leveduras Brettannomyces/Dekkera nos vinhos
O endlogo tem ao seu dispor uma série de medidas a fim de precaver a atividade

microbioldgica e contaminagdo dos vinhos. Estas medidas envolvem o uso de agentes
inibitérios ou letais, como tratamentos quimicos ou tratamentos térmicos. Outras
técnicas como clarificacdo ou filtragdo servem para diminuir ou eliminar a presenca de
possiveis contaminacGes por Brettannomyces/Dekkera. Todas estas medidas devem ser
acompanhadas por rigorosos processos de limpeza, a fim de prevenir a colonizacdo das
superficies da adega bem como dos seus equipamentos. Além disso ha que ter em conta
que o proprio vinho ndo apresenta um ambiente favoravel ao crescimento
microbiologico (Malfeito-Ferreira, 2010). As caracteristicas intrinsecas de cada vinho
determinam a eficiéncia das medidas de controlo aplicadas. Por exemplo, um vinho com
baixo teor em nutrientes torna-se menos suscetivel de ser alvo de contaminagdes assim
como o elevado teor em etanol aumenta a sua robustez. Com efeito oposto, pode ser
adicionado oxigenio para promover o envelhecimento de vinhos, 0 que é um
procedimento que pode estimular o crescimento de leveduras. Além disso, um grande
obstaculo enfrentado pela industria de vinhos € a necessidade de diminuir o uso de
dioxido de enxofre, devido a sua associacdo a alergias em humanos. Este composto esta
sujeito a um rigoroso controlo do limite legal (Malfeito-Ferreira, 2010).

A Brettannomyces pode ser encontrada quer em uvas, quer nos equipamentos da
adega ou ainda durante o seu estagio em barricas de madeira, pelo que o primeiro passo
para a sua prevencdo consiste na aplicacdo de medidas de higienizagdo constante e
eficiente de toda a adega durante todo o ano (Laureano et al., 2004). Durante o periodo
da vindima € fundamental higienizar os equipamentos a uso (tegdes, esmagadores/
desengacadores, bombas, mangueiras, etc), evitando a propagacdo dos microrganismos
que vém da vinha (Boulton et al., 1996).

E comum a utilizacgdo de dioxido de enxofre (SO,) como agente anti-
microbiano para inibi¢do do crescimento de Brettannomyces/Dekkera (Chatonnet et al.,
2003b). Estes autores demonstraram que a quantidade de etilfendis produzida, num
mesmo vinho, decresce segundo o aumento da concentracio de SO,. E recomendada a
utilizacdo de concentragdes entre 0,5 e 0,8 mg/L de SO, molecular (Fugensang e
Edwards, 2007; Henick-Kling et al., 2000), o qual depende do pH do vinho (ex.: 30
mg/L de SO, livre origina 0,4 mg/L SO, molecular a pH 3.7 e 0,8 mg/L a pH 3.4)
(Suaréz et al., 2007). Ao longo do tempo, estes valores sdo dificeis de manter em

barricas devido ao seu ambiente oxidativo. Por exemplo, um vinho tinto com pH 3.65, e
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com doses iniciais de SO, livre de 15, 25, 30 e 35 mg/L, ao fim de quatro meses de
estagio em barrica, viu a concentracao de SO, livre a diminuir para 6, 11, 10 e 15 mg/L,
respetivamente (Chatonnet et al., 1993). Segundo du Toit (2005), a deterioracdo pode
ser minimizada através do uso eficaz de SO, e reduzindo a quantidade de oxigénio
disponivel durante todo o processo de producdo, especialmente nas trasfegas (passagem
do vinho de um barril para outro durante o estagio do mesmo).

O Dimetil dicarbonato (DMDC), comercialmente conhecido por Velcorin
(Scott Laboratories, Petaluma, Califérnia), € um conservante recentemente aprovado na
Unido Europeia (UE). Apenas € permitido pela UE a aplicacdo de 200 mg/L de DMDC
no engarrafamento de vinhos com mais de 5 g/ILde aclcar, no caso dos EUA pode
ainda ser utilizado durante o armazenamento de vinho em quantidades regulares até ao
nivel méximo de 200mg/L (Fulgensang e Edwards, 2007). Delfini et al. (2002)
verificaram anteriormente que a dose de 400 mg/L ndo inibia completamente o
crescimento neste caso de B. anomalus. O DMDC tem sido ainda estudado em
combinagdo com o SO,, de forma a entender a atividade sinergética entre eles e a baixar
a quantidade de SO, necessaria (Divol et al., 2005). Foi demostrado que com 50 mg/L
de DMDC e 25 mg/L de SO, livre consegue-se o controlo microbiolégico.

Foi igualmente mostrado que o quitosano (polissacarideo derivado da quitina)
possui um efeito seletivo sobre Brettannomyces, provocando um atraso na sua fase
latente em culturas mistas com Saccaromyces cerevisiae (Gomez-Rivas et al., 2004).
Segundo Kiskd et al. (2005) a B. bruxellensis ndo consegue crescer na presenca de 3-6
g/L deste composto, enquanto o desenvolvimento de S. cerevisiae ndo é afetado. A
aplicacédo de 0,05-0,1% de quitosano é conhecida por atrasar a deterioragdo de alimentos
por leveduras a 25 °C.

O éacido sorbico é utilizado como antifungico e a sua agdo incide sobre as
leveduras fermentativas classicas, sendo pouco eficaz contra leveduras de deterioracéo
como Zigosaccharomyces e Brettannomyces/Dekkera (Fulgelsang, 1996). O &cido
benzoico e o &cido fumarico também tém atividade antifungica, podendo ser usados
contra Brettannomyces/Dekkera. Contudo, a sua acao néo é seletiva e 0 seu uso nédo esta
autorizado em enologia. Antioxidantes como o acido ascorbico podem ser utilizados
para reduzir a presenca de oxigénio durante a maturacdo (estagio dos vinhos),
prevenindo assim a formacao etilfendis (Suaréz et al., 2007).

Gerbeaux et al. (2000) referem ainda que é possivel inibir a atividade de

Brettannomyces/Dekkera através do estdgio dos vinhos a baixas temperaturas, baixo
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pH, baixas concentragdes de oxigénio e teores alcodlicos elevados. No entanto, estagios
de vinhos mais intensos d@o origem a vinhos com mais corpo, estrutura, cor e aroma.

Filtracdo, clarificacdo com proteinas e aplicacdo de pressdes elevadas séo
ainda outras técnicas eficientes na reducdo ou eliminacdo de Brettannomyces/Dekkera.
Calderon et al. (2004) afirma que para a filtracdo ser eficaz deve-se utilizar membranas
com um tamanho de poro inferior a 0.45 pum, o que pode provocar a deterioracdo da
estrutura coloidal do vinho e reduzir a intensidade da sua cor. Além disso, as formas
latentes, de células alongadas Brettannomyces podem ser aptas a passar através de um
filtro de 0.45 um. A aplicacdo de altas pressfes para a conservacdo microbioldgica tem
sido eficaz em derivados lacticos, sumos de fruta, etc. Relativamente a enologia a sua
utilizacdo tem sido pouco estudada. No entanto, Puig et al. (2003) demostraram que a
aplicacdo de uma presséo de cerca de 400-500 MPa, durante 5-15min, a temperaturas
entre 5-20°C, pode reduzir até mais de 99% das populacdes de algumas leveduras
(incluindo B. bruxellensis) e de bactérias lacticas e acéticas em vinhos.

Murat e Dumeau (2003) mostraram que a clarificacdo dos vinhos com proteinas
(caseina, clara de ovo, etc.) pode reduzir 40 a 2000 vezes as populacdes de
Brettannomyces por floculagdo. Quanto maior a quantidade de agentes clarificadores
utilizados, maior é a reducdo da populacdo inicial de Brettannomyces/Dekkera, contudo
uns sao mais eficazes que outros.

Segundo  Malfeito-Ferreira  (2005) foram  encontradas células de
Brettannomyces/Dekkera no interior das aduelas das barricas até uma profundidade de 8
mm, o que dificulta a eliminacdo destes organismos. Alguns procedimentos de
higienizacdo foram testados por Malfeito-Ferreira (2005) com o objetivo de esterilizar
barricas contaminadas com estas leveduras, nomeadamente:

a) Passagem por agua fria, seguida de trés passagens com agua quente (70°C);

b) O mesmo que a), sendo que posteriormente se encheu a barrica com uma

solucdo aquosa de SO, (200 mg/L, pH=3) e armazenou-se durante um més;

c) Passagem com &gua fria, seguida de enchimento da barrica com agua quente

90°C durante 10 min;

d) Passagem com é&gua fria, seguida por uma passagem com agua quente (70°C) e

vapor (10min).

Segundo o autor, o procedimento mais eficiente foi o d). Este ainda recomenda
que todas as barricas contaminadas sejam isoladas das outras durante a trasfega do

vinho e desinfecao.
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A esterilizagdo com ozono pode ser uma alternativa para abordagens
tradicionais de controlo microbiano, para todas as formas microbioldgicas: fungos,
bactérias, virus e esporos (Kladre et al., 2001). Varias aplicacbes para o ozono foram
testadas em diferentes fases de vinificacdo, nomeadamente, na reducdo da deterioracao
na microflora nas uvas, barris e depdsitos e ainda como alternativa a agentes de vapor
ou quimicos durante o processo de higienizacdao no engarrafamento, garrafas, barris, etc
(Guillen et al., 2010). Guzzon et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de
definir a aplicacdo e possiveis riscos associados ao uso do ozono como agente de
higienizacdo em adegas. Considerando que o risco de maior contaminagdo microbiana
ocorre durante o envelhecimento do vinho em barris, o0 estudo centrou-se assim sobre a
eficacia do ozono no combate os microrganismos indesejaveis que deterioram o vinho e
que se adaptaram bem ao ambiente do barril e sobre o impacto do ozono sobre fenois
simples.

Embora alguns autores considerem que as barricas usadas favorecem a
contaminacdo de Brettannomyces/Dekkera- devido a dificil eliminacdo das leveduras
dos poros da madeira (Chatonnet et al., 1999) - outros defendem que as barricas novas
favorecem a manutencdo das populagfes numerosas de Brettannomyces/Dekkera
(Louvaud-Funel e Rebauf, 2005) — devido a uma maior contribuicdo de oxigénio e de
acucares (glucose resultante da degradacdo da celobiose formada durante a tosta de
madeira).

Couto et al. (2005) estudaram a inativacdo de populagbes de
Brettannomyces/Dekkera no vinho através de tratamentos térmicos. Verificaram que
ocorre uma significativa inativacdo térmica das leveduras estudadas (D. bruxellensis
PYCC 4801; D. anomala PYCC 5153 e Dekkera/Brettannomyces 093) a partir dos 35
°C. Apuraram que estas leveduras sdo muito mais sensiveis a inativacdo térmica em
vinhos do que em solucdo tampéo. Esta sensibilidade ¢é atribuida ao etanol, podendo
ainda ser potenciada pelo conteudo fendlico dos vinhos, em particular o acido ferrdlico.
No entanto, os produtores de vinho estdo geralmente relutantes em usar tratamentos
térmicos, devido a efeitos prejudiciais no vinho de qualidade organoléptica e
longevidade.

Ugart et al. (2005) usaram a osmose reversa e a adsorcdo (através da utilizagdo
de uma resina hidrofdbica) para tentar reduzir a quantidade de etilfendis em vinhos. Os
vinhos submetidos a este tratamento sofreram uma significativa reducdo na

concentracdo de 4-etil-fenol e 4-etilguaiacol (até aos 77%). N&o se observou perda de
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cor, taninos, corpo (glicerol e diois) ou etanol, mas foi observada uma redugéo na
concentracdo de outros compostos aromaticos (acidos, esteres, alcoois).

Um novo sistema utilizando um campo de pulsao elétrica (Pulsed Electric Field-
PEF) desenvolvido por Puertolas et al. (2009) permitiu a reducdo de 99,9% da
deterioracdo do mosto e do vinho especialmente no controlo da contaminagdo
microbiologica por Dekkera e Lactobacillus. A PEF é uma tecnologia emergente, ndo
térmica para a pasteurizacdo ou esterilizacdo de liquidos homogéneos de modo a reduzir
a contaminacgdo microbiana (Santos et al., 2012). Segundo Puertolas et al. (2009) a PEF
pode ser aplicada em ambos 0s mostos de uvas e vinhos acabados, contudo revela que o
tratamento é geralmente mais eficaz quando usado depois da fermentacdo. A utilizacédo
deste método néo revela alteracGes de cor e aromas.

J& a utilizacdo na vinificacdo de baixa corrente elétrica (Low Electric Current-
LEC) pode impedir o crescimento de leveduras indesejaveis como
Brettannomyces/Dekkera, mas provoca perda de organizacao celular traduzindo-se em
mudancas evidentes de cor e aroma (Lustrato et al., 2010). A corrente € geralmente
aplicada no produto a menos de 200 mA durante um periodo de dias a varios meses.

A tecnologia de ultrassons de alta potencia (High-power ultrasonic- HPU) tem
sido utilizada ao longo da ultima década para a pasteurizacdo, esterilizagdo e inativacao
de alimentos (O"Donnell et al., 2010). Na inddstria do vinho, esta técnica é utilizada
para limpeza de tartaro dos barris e mais recentemente para a inativagdo de
microrganismos (Schmid et al., 2011). Schmid et al. (2011) demonstraram que um
tratamento de 10 minutos em barris de carvalho eliminou efetivamente toda a populacao
de B. bruxellensis.

Recentemente, a eficacia da tecnologia de micro-ondas, que é um tratamento
curto (1 min repetido 3 vezes) com base na utilizagdo de uma sequéncia de impulsos do
gerador de alta frequéncia (3000 W), foi testado em barris de carvalho, a fim de
remover os microrganismos em profundidade (8mm dentro das aduelas dos barris). O
tratamento ndo afetou a qualidade quimica da madeira, apesar de ter um efeito nas
populacbes microbianas em cerca de 35-67% da B. bruxellensis (Gonzalez- Arenzana et
al., 2013).

A empresa Enartis propde uma gama de produtos enoldgicos de mais alta
qualidade e fiabilidade. Em 2008, entre outros agentes clarificantes ja existentes, lancou
0o FENOL FREE, um coadjuvante a base de carvdo para o tratamento de vinhos

contaminados com Brettanomyces. Este coadjuvante ndo apresenta efeitos colaterais
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negativos sobre a estrutura e, mesmo a baixa dose utilizada (5-20 g/hL), elimina os
fenois volateis produzidos pela Brettanomyces/Dekkera, reestabelecendo uma adequada
limpeza olfativa. Pode ser usado como tratamento corretivo ou preventivo no caso do
pré-engarrafamento. Este clarificante corretivo ndo tem efeito ao nivel da estabilizagdo
microbioldgica do vinho, pelo que ndo atua eliminando as células de Brettanomyces/

Dekkera, mas sim aos fenois volateis por elas produzidos.
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1.5 Acidez volatil nos vinhos

A qualidade do vinho depende de muitos fatores, um dos quais a acidez volatil.
A acidez volatil, expressa em g/L de &cido acético, pode conferir ao vinho um sabor
acido ou azedo ou um aroma indesejavel a vinagre quando se encontra acima de certos
limites, tornando o vinho impréprio para consumo, traduzindo-se assim em perdas
econdmicas para o produtor (Bely et al. 2003). Segundo a legislacdo europeia (OIV,
2009) o limite maximo aceitavel para a acidez volatil na maioria dos vinhos é de 1,2 g/L
de &cido acético. O limiar do aroma para o acido acético depende da variedade de
vinhos. Ribéreau-Gayon et al. (2006) afirma que é apenas necessario uma concentracdo
de 0,90 g/L de acido acético para produzir um sabor azedo perceptivel no vinho, embora
ndo cause um odor forte. Para a industria enoldgica torna-se importante a remogéo do
acido acético dos vinhos a fim de colmatar a qualidade desejada.

A formacdo do &cido acético ocorre em qualquer momento da producdo do
vinho. Pode ser produzido antes da fermentacao alcodlica por deterioracdo microbiana
das uvas infetadas com Botrytis cinerea, durante a fermentacdo alcodlica pelas
leveduras de contaminacdo ou em ambiente hiperosmético, durante a fermentacdo
malolactica pelas bactérias hetrofermentativas ou apds a fermentacdo como produto de
bactérias de acido acético (Boulton et al., 1996). O teor elevado em acido acético pode
resultar da atividade metabdlica das bactérias do &cido acético. Em alguns casos pode
ocorrer producdo de &cido acético mesmo apds o engarrafamento do vinho. A produgéo
de acido acético pode resultar na formagdo de compostos volateis desagradaveis, tal
como o acetato de etilo que provoca um aroma indesejavel (Moreno-Arribas e Polo,
2005). Quando ha o rompimento da pele da baga da uva, causado pela infecdo (Botrytis
cinerea), as bactérias podem atingir o interior da baga. Geralmente as espécies
Gluconobacter ocorrem em uvas, mas espécies de Acetobacter podem encontrar-se na
superficie da uva, usando o etanol como fonte de carbono (Du Toit., 2002).

Leveduras do vinho também podem produzir acido acético, para equilibrar o
equilibrio redox em resposta ao stress hiperosmdtico causado por elevadas
concentragBes de acucar, que se pode revelar grave no elevado Brix (> 35°Brix) no
mosto de uvas e em vinhos feitos a partir de uvas infetadas com Botrytis (Erasmus et
al., 2004). Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2006) a producéo do &cido acético também
é favorecida pela anaerobiose, valores de pH abaixo de 3.1 ou acima de 4.0 e pelo

mosto de uvas excessivamente clarificado.
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Na industria vinicola tém sido propostos varios processos para reduzir os niveis

de &cido acético. Segundo Vilela-Moura et al. (2011) existem trés métodos:

a) Loteamento de vinhos (mistura de um vinho com elevada acidez volatil e
outro com baixa acidez volatil. Este método pode levar a reducdo da
qualidade do vinho);

b) Osmose reversa (OR) e Nanofiltracdo (NF) (processo que acarreta um
maior custo econémico);

c) Remocéo de acido acético através de refermentacéao (utilizando estirpes de

leveduras);

O loteamento de vinhos pressupde a estabilizacdo microbioldgica do vinho
anteriormente a sua mistura com vinhos de baixo teor de acidez volatil (baixo teor de
acido acético). O vinho resultante pode ter um valor comercialmente reduzido. O vinho
azedo pode ainda ser vendido para fins de destilacdo para obtencdo do etanol, sendo
também uma medida associada a perdas econdmicas. A OR e a NF sdo processos
alternativos de desacidificacdo dos vinhos azedos que requerem equipamentos
sofisticados, por isso para quem 0s possui € uma mais-valia para a obtencdo de um
produto final de qualidade. Estas técnicas (OR e NF) produzem um permeado rico em
acido acético, o qual é seguidamente tratado por permuta idnica para remover o acido
(Boulton et al., 1996). Vinovation, uma empresa californiana, propde acoplamento OR
e resinas de permuta anionica, em que o permeado da OR (contendo principalmente
agua, etanol, e acido acético) é acoplado com uma resina de permuta de iGes para a
remocdo da acidez volatil. O permeado tratado € entdo combinado com o retido. A
empresa VA Filtration propde uma combinacdo de NF e a adsorcao seletiva de acido
acético. Uma terceira abordagem consiste na combinacdo de duas fases de OR, onde o
acido do primeiro permeado é neutralizado passando a forma de sal e, em seguida,
retido pela segunda fase de membrana OR (Massot et al., 2008).

A refermentacdo consiste na mistura de vinho acido com mosto fresco de uvas
esmagadas e inoculacdo de leveduras em crescimento oxidativo que podem utilizar o
acido acético como fonte de carbono (Vilela-Moura et al., 2008). Esta pratica no entanto
torna o vinho propenso a contaminacdo e pode ter um impacto negativo sobre o vinho.
Assim, em vez de remover o &cido acético a partir do vinho, novas estratégias estdo
direcionadas na reducéo da formacéo de &cido acético durante a fermentacéo (Luo et al.,

2013). Uma destas estratégias é a utilizacdo de misturas de Saccharomyces e estirpes
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ndo Saccharomyces em fermentacdes. Estirpes de Toruloaspora delbrueckii e Candida
zemplinina foram combinadas com Saccharomyces cerevisiae, obtendo-se uma reducéo
de 50-53% da acidez volatil (Bely et al., 2008; Renaul et al., 2009; Rantsiou et al.,
2012). Recentemente, Cordente et al. (2013) utilizaram uma abordagem de uma
mutagénese classica para isolar estirpes ceruleninas resistentes a partir de um fermento
de vinho comercial diploide que produz menos &cido acético durante a fermentacdo do
vinho.

Em 2008, Vilela-Moura et al. demonstraram a reducdo da acidez volatil de
vinhos por estirpes de leveduras selecionadas, onde concluiram que a estirpe de
Saccharomyces cerevisiae S26 pode diminuir a acidez volatil dos vinhos acidos que
apresentam uma acidez volatil superior a 1,44 g/L de &cido acético, sem ter qualquer
impacto negativo sobre o aroma do vinho.

A imobilizacdo de células por retencdo em esferas tem tido um impacto
crescente desde a década de 1980, resultando num grande numero de aplicacGes
industriais, nomeadamente, na industria vinicola. Em comparacdo com as suspensoes de
cultura de células, esta técnica oferece a vantagem de utilizacao de células e prote¢éo de
células imobilizadas a partir de substancias inibidoras no meio fermentativo (Riley et
al., 1999). Vilela et al. (2013) mostraram que as células de levedura imobilizadas em
esferas de alginato-quitosano podem ser utilizadas para corrigir a acidez volatil
excessiva e, por conseguinte, melhorar a qualidade global dos vinhos de uma forma
barata, simples e eficiente. Este método também foi eficaz na remogéo de acido acético
na presenca de altas concentragdes de glucose, o que sugere que também pode ser

utilizada para reducéo.
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1.6 Nanofiltracéo

A Nanofiltracdo (NF) é uma tecnologia de separacdo de membrana
impulsionada por pressdo usada para separar os ides de uma solucdo. As membranas de
NF foram estudadas e ficaram disponiveis a partir de 1980. Esta tecnologia utiliza
membranas microporosas, com dimensdes de poros que variam entre 0,001 a 0,01u. A
nanofiltracdo esta intimamente relacionada com RO dado que ambas as tecnologias sdo
utilizadas para separar ides a partir de solucbes. No entanto, as membranas de NF
permitem que mais iGes passem através delas do que uma membrana de RO. Por causa
da rejeicdo mais baixa de solidos dissolvidos, 0 aumento da pressdo osmotica ndo é tdo
significativo com o sistema de NF como é com a RO, sendo assim, a NF opera a uma

pressdo mais baixa que RO (Kucera, 2010).

Tabela 1.1: Rejeicdo de ides por membranas de NF e RO (adaptado de Jane Kucera, 2010).

Espécie Rejeiciao NF (%) Rejeicio RO (%)
Calcio 75-98 93-99
Magnésio 70-98 93-98
Sédio 45-95 92-98
Cloreto 1-95 92-98
Sulfato 95-99 96-99
Bicarbonato 40-95 85-95
Fluoreto 25-95 92-95
Silica 5-95 90-98
Total de sdlidos 65-95 90-98

dissolvidos

Neste método da-se a passagem de um solvente (&dgua) através de uma
membrana semipermedavel, contra o gradiente de concentracdo, por aplicacdo de uma
pressdo superior a pressdo osmatica, na solucdo de maior concentragdo (vinho),
forgando a agua a atravessar a membrana na qual os sais ficam retidos. Considera-se por
retentado, o fluxo de vinho que é retido na membrana e por permeado, o fluxo dos

componentes de baixo peso molecular que passam através da membrana.
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Figura 1.3: Esquema simplificado da obtencdo do permeado e do retentado.

As membranas de NF sdo classificadas pelo corte (separacdo) do peso
molecular, molecular weight cut-off (MWCO), este refere-se ao soluto de menor peso
molecular que fica retido pela membrana em cerca de 90%.

Consideram-se quatro 0s processos de membrana: Osmose Inversa (RO),
Nanofiltracdo (NF), Ultrafiltracdo (UF) e por ultimo Microfiltracdo (MF). A Osmose
Inversa é o processo com o tamanho de poro mais apertado possivel em membranas de
separacdo liquido/liquido. A agua é, em principio, 0 Unico material que passa através
desta membrana e todo o material dissolvido e suspenso é rejeitado. A verdadeira
Nanofiltracdo rejeita apenas ides com mais do que uma carga negativa (sulfato, fosfato),
enguanto passam iGes com carga Unica. A NF também rejeita materiais dissolvidos nédo
carregados, carregados positivamente e ides de acordo com o tamanho e a forma da
molécula em questdo. A rejeicdo do NaCl varia entre 0-50%, dependendo da
concentracdo da alimentacdo. A Ultrafiltracdo (UF) € um processo em que 0S
compostos de alto peso molecular (HMWC), tais como proteinas, e os soélidos em
suspensao sao rejeitados, enquanto todos os compostos de baixo peso molecular
(LMWC) passam através da membrana livremente. Por ultimo, a Microfiltracdo (MF)
€ 0 processo em que apenas 0s solidos suspensos sdo rejeitados (Wagner e Eng, 2001).
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Figura 1.4: Classificagdo dos processos de filtracdo (Osmonics, Inc. 1996).

Escolhendo o tipo de filtracdo e a o tipo de membrana mais adequado, consegue-

se separar varias moléculas do vinho de acordo com o seu peso molecular. Encontra-se

na tabela 1.2 os pesos moleculares de alguns dos constituintes do vinho:

Tabela 1.2: Peso molecular de alguns constituintes do vinho, adaptado de Memstar, Wine membrane Tecnology.

Componentes do vinho Peso molecular (Da)
Agua 18
Dioxido de carbono 44
Acetaldeido 44
Etanol 46
Acido acético 60
Acetato de etilo 88
Acido lactico 90
Acido malico 134
Acido tartarico 150
Fenois volateis 120 a 150
Glucose/Frutose 180
Flavonoides >300
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Pela definichio do MWCO é de esperar que exista uma maior retencdo na
membrana de constituintes como os compostos fendlicos, uma vez que apresentam um
peso molecular superior ao MWCO da membrana de NF (cerca de 100Da). Os que
apresentam valores proximos do MWCO da membrana de NF, como é o caso dos
acidos, é de esperar que parte deles fiquem retidos e outros permeiem. No caso da agua

e 0 do etanol deverdo apresentar percentagens de permeacao elevadas.

1.6.1 Tipos de membranas
Os tipos de membranas existentes classificam-se de acordo com a sua

porosidade, indice de rejeicdo ao cloreto de sodio (essencial para a dessalinizacdo da
agua salgada) e o material de construcdo. As membranas podem ser produzidas em
poliamida (PA), difluoreto de polivinilideno (PVDF), politetrafluoretileno (PTFE),
polietersulfona (mais comum), entre outros.

As membranas tém ainda duas configuracGes estruturais possiveis: simétrica e
assimétrica. As primeiras sdo formadas por um material homogéneo, com estrutura de
poro uniforme e sem camada de separacdo de topo densa e portanto tem dois lados da
camada filtrante idénticos. As assimeétricas por sua vez apresentam uma separagdo muito
fina, possuem uma construcdo granulada, onde a estrutura dos poros vai diminuindo da

zona de alimentacdo para a zona do filtro (Khulbe et al., 2008).

1.6.2 Geometria dos modulos
As membranas, como ja referido anteriormente, podem ser fabricadas a partir de

varios materiais e geometrias. Existem quatro tipos de geometrias distintas: tubulares,
planos ou de placas, enrolados em espiral e compostos por fibras ocas. A configuracéo

em espiral é a mais utilizada em enologia.

e Modulos tubulares
Os modulos tubulares sdo formados a partir de varias membranas tubulares. As
membranas tubulares sdo formadas a partir da deposicdo de um filme sobre a superficie
interna de um tubo poroso. A utilizacdo de modulos de membranas tubulares s6 é

justificada quando ha a necessidade de condi¢fes de escoamemnto bem controladas ou
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quando a alimentacdo possui compostos suspensos capazes de danificar a superficie da
membrana (Baker, 2004).
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- Microorganisms

Tubular Membrane Configuration

Figura 1.5: Esquema de uma membrana com modulos tubulares (Koch membranes).

e Modulos de Planos ou placas
As membranas planas formam uma configuragdo do tipo “plate and frame”, ou
seja, sdo dispostas paralelemente, separadas por espacadores e suportes porosos. Os
espacadores garantem o canal de escoamento e condi¢Oes adequadas para transferéncia
de massa. O suporte € utilizado para garantir a resisténcias das membranas quando estas

sdo submetidas a diferencas de pressdes elevadas (Baker, 2004).

e Moddulos em espiral
Estes sdo formados por um conjunto de placas e quadros enrolados a volta de um
tubo central e por espagadores. A superficie lateral do tubo tem perfurac@es distribuidas
paralela e axialmente ao longo deste, onde se inserem as membranas. Entre cada
membrana encontra-se uma rede que impede o contacto entre elas. Neste caso, o fluxo
circula tangencialmente enquanto o permeado vai ser recolhido num tubo central
(Baker, 2004).
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Figura 1.6: Esquema de uma membrana com médulos em espiral (Koch membranes).

e Modulos de fibras ocas

Sdo formados por fibras existentes num invélucro, para permitir que o fluxo
circule axialmente no seu interior. O permeado €, neste caso, recolhido entre as fibras e
o invélucro. Estes modulos apresentam elevada densidade de empacotamento devido ao
didmetro dos tubos ser reduzido. As membranas sdo auto suportadas, reduzindo assim o

custo de producdo.
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Figura 1.7: Esquema de uma membrana com médulos de fibra oca (Koch membranes).
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1.6.3 Aplicacdes em enologia
A aplicacdo de técnicas de nanofiltragdo ou de osmose inversa ao vinho esta

maioritariamente relacionada com a concentra¢do do vinho, aumento do teor de aglcar
do mosto ou na desalcoolizagdo do vinho.

Com o objetivo de ter um vinho com mais grau alcodlico, utiliza-se a
nanofiltracdo para aumentar o teor de aclcares no mosto e assim apds a fermentacao
alcodlica obtém-se um vinho com um grau alcoodlico superior.

Com o intuito de reduzir a acidez volatil nos vinhos, faz-se a combinacdo da
nanofiltracdo ou osmose inversa com resinas de permuta anionica. Neste processo, 0
permeado obtido (que contém o &cido acético) € tratado com resinas anidnicas fracas,
para remocao do acido acético, e de seguida reincorporado ao vinho inicial.

O gosto a rolha (TCA-2,4,6-tricloroanisol) e o “suor de cavalo” (4-etilfenol)
podem ser reduzidos pela combinagdo da nanofiltragdo com colunas de carvao
desodorizante, sendo por fim reincorporado ao vinho inicial.

A remocéo do acido malico no mosto também ¢ possivel através de duas fases
de nanofiltracdo. Na primeira consegue-se um permeado com &gua, acido tartérico,
acido malico e vestigios de outros componentes do mosto. O permeado é novamente
nanofiltrado para que o malato de potassio fique retido na membrana. Este permeado €
reincorporado no mosto, reduzindo o teor de acido malico presente no mosto.

A desalcoolizacdo baseia-se na separacdo da agua e do alcool, por osmose
inversa, a partir do vinho, onde o permeado obtido é destilado e posteriormente

reintroduzido no vinho a tratar, baixando o teor alcoolico.
A nanofiltragdo produz caudais superiores comparativamente com a osmose

inversa. A nanofiltracdo torna assim o processo mais rapido, aumentando o caudal do

permeado, o que leva a uma redugéo dos custos.

25



1.7 Permuta lonica

1.7.1 Funcionamento da permuta idnica
A permuta ionica € realizadaa utilizando resinas de polimeros insollveis,

ativadas com varios grupos funcionais. O material polimerizado é normalmente baseado
numa mistura de estireno e vinil benzeno. O radical ativo da permuta cationica é
geralmente acido sulfénico (SO3H) (acido carboxilico também pode ser utilizado) e no
caso da permuta anionica o radical ativo € constituido por um amonio quaternario ou sal

de amina terciario (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

R—-SO3 ,H* Cation exchange (strong acids)
/CH':\ e

i 0
Vi
R—C . H* Cation exchange (weak acids)
N o-

R,—~CH;-N*--CH;,OH-  Anion exchange (strong bases)

CH 2 \CH CH,
R,
CH;
|
R—CH,—NH*, OH™ Anion exchange (weak bases)
MP ek ]
= CH,

Figura 1.8: Composicdo da resina permutadora de iGes. Varios grupos funcionais introduzidos num material
polimerizado (MP, quatro unidades de estireno e uma unidade de vinil benzeno) para facilitar diferentes reacoes
(Weinand e Dedardel, 1994).

A figura 1.8 mostra os dois tipos de permutador: permutador de troca cationica,
descrita como a acidificagdo se a resina liberta ides H* e permutadores de troca

anionica, o que pode levar a desacidificacdo se a resina liberta i6es OH".

¢ A facilidade de permuta aumenta com a valéncia do permutador de iGes:
K" <Ca*" <AI*". Isto significa que os ides divalentes presentes no vinho, como é o caso
do calcio e magnésio, sdo fixados na resina preferencialmente comparando com ides
monovalentes de s6dio e potassio.

e Se dois iGes possuem a mesma valéncia, a facilidade da permuta aumenta
com o numero atémico. Potassio € fixado preferencialmente ao sédio.

¢ No caso dos metais pesados presentes no vinho, a capacidade de fixacdo
na resina depende da estabilidade (constante de dissociacdo) do novo complexo

formado pelo metal pesado e do permutador.
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As resinas sdo definidas pela sua capacidade ou pela quantidade total de ides que
podem ser mobilizados por unidade de massa do permutador. A utilizacdo de resinas na
producéo de vinho deve atender a varios critérios: resisténcia mecéanica, insolubilidade
total no vinho ¢ a auséncia de “off-flavors”. Estas resinas também devem ter a
capacidade de regeneracdo varias vezes. Para além da sua capacidade de permuta ionica,
as resinas possuem uma estrutura microporosa, que lhe confere propriedades de
absorcdo. Isto € muito Util na inddstria agroalimentar, especialmente na eliminacéo de

fendis condensados (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.7.2 Aplicacdes na producéo de vinho.
Desde a década de 1950 que se tentava desenvolver aplicacfes enoldgicas para

permutadores de i6es. No entanto, estas técnicas, na altura, foram rejeitadas pela Franca
e CEE, por recomendacédo da OIV (Office Internation de la Vigne et du Vin).
Houve, no entanto a necessidade de fazer distingéo entre:

e Permutador de catides, que sejam susceptiveis de melhorar a estabilidade
tartarica através da remocdo de K* e Ca®*, acidificacdo do vinho pela adicdo de H e,
eventualmente evitar casse férrica pela remocao de Fe*.

e Permutador de anifes, o que torna possivel a redugdo da acidez volétil
através da adicdo de OH, ou ainda para reduzir certos acidos especificos (tartarico ou

acido acético). Ha, no entanto, um risco de maiores alteragcdes no sabor e composicéo.

Recentemente sugeriu-se a utilizacdo de permuta anidnica na reducdo da acidez
voléatil (Oenovation Internacional Inc., USA). O vinho é tratado por osmose inversa para
remover algum dos constituintes: agua, alcool, &cido acético. A fracdo correspondente é
passada através de uma resina de permuta anionica para eliminar o acido acético e, em
seguida, com o retentado de vinho restante. Esta técnica torna-se muito eficaz, apenas
uma parte do vinho passa atraves da resina de permuta anionica, fazendo com que nao

haja diferencas organolépticas significativas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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1.7.3 Implementacéo pratica das resinas de troca iénica
Ribéreau-Gayon et al. (2006) sugeriram um procedimento para a utilizacdo de

resinas de troca iénica. Numa primeira fase procede-se a lavagem da coluna com é&gua,
seguida pelo segundo passo, a regeneracdo da coluna com cerca de 10 vezes o volume

da resina, utilizando:

a) 2-4% de H,SO, OU 2-10% de HCI (ciclo acido);
b) Solugédo de NaCl a 10% (ciclo se sddio) ou
c) Solucdo de MgCl, a 2,5% (ciclo de magnésio).

Para aléem da sua capacidade de troca idnica, as resinas podem absorver
polifendis e outros polimeros que afetam as suas capacidades de troca. As substancias
estranhas fixadas sobre a resina, sdo eliminadas por tratamento com hipoclorito de
sodio. A coluna tem de ser enxaguada de novo, utilizando um volume de &gua
representando 10 vezes o volume da coluna. O sistema &, posteriormente pronto para o
tratamento do vinho. O vinho flui através da coluna de resina com um caudal na ordem
de 10 vezes o volume da resina por hora. No final do ciclo a resina deve ser enxaguada

com um volume de agua igual a 5-10 vezes o volume da resina e novamente regenerada.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Escolha do Vinho

Inicialmente pretendia-se realizar este estudo com diversos vinhos para

posterior comparagéo, contudo atualmente apenas existe na Falua-Sociedade de Vinhos

SA um vinho com 4-etilfenol, apesar da acidez volatil ndo ser tdo elevada como

desejado. Sendo assim este estudo foi realizado num vinho tinto Tejo de 2013, com a

casta Touriga Nacional.

Tabela 2.3: Analises fisico-quimicas realizada ao Vinho tinto inicial.

Tejo 2013

Grau alcoélico (%) 13
Acidez Volatil (ac. Acético/L) 0,39
Acidez Total (ac. Tartarico/L) 5,33
pH 3,66

SO; livre (mg/L) 49

SO; total (mg/L) 105

Densidade corrigida 993,15

Extrato seco (g/L) 30,7
Intensidade Corante (IC) 10,9
indice de Polifenéis Totais (IPT) 79,9
Antocianinas (mg/L) 560
Taninos (mg/L) 3793

2.2 Escolha das Membranas de Nanofiltracéo

As membranas utilizadas foram 4040-XN45-TSF da TriSep e a “O” da Vaslin-

Bucher.

A XN45 é uma membrana de nanofiltracdo de poliamida com piperazina com
40" (1016 mm) de comprimento, 4" (101 mm) didametro, e 0,75" (19,1 mm) de didametro
do tubo para o permeado e com um MWCO de cerca de 500 Da. A sua rejeicdo nominal

€ 10-30% para NaCl e superior a 90% para sacarose € MgSO,.
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Utiliza-se esta membrana com o intuito de desmineralizagdo de solutos

organicos, processamento de corantes e separacdes organicas.

Tabela 2.4: Resumo das caracteristicas da membrana 4040-XN45-TSF.

Tipo de membrana

XN45 membrana de poliamida

Configuracao Em espiral
Area ativa da membrana (mz2) 7,9
MWCO (Da) 500
Fluxo permeado (m3/dia) 7
Rejeicdo média de sal (%) 95
Rejeicao minima de sal (%) 92
Pressao recomendada (bar) 3al4
Pressio maxima (bar) 41
Temperatura de trabalho (2C) 2a45
Gama de pH 2a11
Fluxo de alimentacdo maxima (m3/h) 4,5
Turbidez maxima 1NTU
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2.3 Ensaio de Resinas

Foram testadas duas resinas diferentes, a Amberlite® XAD4, um adsorvente

polimérico e a Amberlite™ IRA92 de poliestireno do tipo macroporosa (ficha técnica

no anexo 1 e 2, respetivamente).

Tabela 2.5: Caracteristicas Fisico-quimicas das resinas.

Designacao Amberlite XAD4 Amberlite IRA92
Matriz Macroreticular Estireno- Poliestireno macroporosa
DVB gel
Tipo de resina Fortemente acida Base fraca
Forma idnica H* H*

Grupos funcionais

Amina secundaria

Forma fisica e aparéncia

Pérolas brancas transltcidas

Pérolas esféricas cor de

marfim
Capacidade de troca total >1.60
(eq/L)
Retenc¢io de humidade (%) 54 a 60 40a50
Temperatura maxima de 150 90
operacao (2C)
Taxa de fluxo (BV/h) 5-30
Gama de pH 0al4
Porosidade (mL/mL) >0.50
Tamanho médio harmoénico 0.49-0.69 0.580-0.780
(mm)
Area de superficie (m2/g) >750
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2.3.1 Condig0es do ensaio laboratorial 1- membranas

4040-XN45-TSF
Conceberam-se seis colunas de teste, com uma altura de 40 cm e 2 cm de

didmetro interno, preenchidas com 50 ml da respetiva resina. Por cada resina

realizaram-se trés repeticoes.

Figura 2.9: Colunas de ensaio da resina fen6lica (XAD4, a esquerda) e anionica (IRA92 a direita).

As resinas foram previamente hidratadas com agua em dez vezes o seu volume
(10 bv), durante 24 horas. De seguida, procedeu-se a regeneracao das colunas com um
volume dez vezes superior, de uma solugdo de HCI 0.1N (diluicdo 1:10) no caso da
Amberlite XAD4 e uma solucdo de NaOH 2N no caso da Amberlite IRA92 durante 12
horas. Por ultimo foram lavadas com &gua destilada de modo a controlar o pH,
garantindo que a solucdo tenha sito totalmente removida de modo a assegurar as

condig0es originais.

Foi utilizada como solucdo o permeado (solu¢do hidro-alcodlica) retirado do
processo de Nanofiltracdo, num total de 9000 mL por resina, que se fez correr pelas
colunas durante as seis horas de ensaio (hum total de 18000 mL no final). Para esta
parte do processo foi utilizado o equipamento OSMOTOP 300 da Vaslin Bucher,
distribuido pela Somavil (Alenquer), com 8 membranas TriSep, 4040-Xn45-TSF de

nanofiltracéo.
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O caudal das colunas foi corrigido para 10 bv/h, ou seja, 500 mL/h, e as

amostras recolhidas de hora a hora, durante as seis horas seguintes (60 bv).

2.3.2 Condicg0es do ensaio laboratorial 2- membranas “0”
Mantiveram-se as condi¢Ges do ensaio 1 com a excegcdo de que apenas foi

utilizado a resina Amberlite™ IRA92 e as 8 membranas TriSep, 4040 Xn45 TSF foram
substituidas por 8 membranas “O”. Assim no final apenas um total de 9000 mL (pelas 3
réplicas da resina).

Figura 2.10: Colunas do ensaio da resina Amberlite™
IRA92.

Ambos o0s ensaios (1 e 2) foram colhidas amostras do vinho testemunha, do
permeado, do retentado, do vinho final (jun¢do do testemunha + permeado + retentado)
e de ambas as resinas (amostra de hora a hora de cada réplica), para analise suméria
(Teor Alcoolico, Acidez Total, Acidez Volatil, pH, Extrato Seco, Sulfuroso Livre e
Total), analise da Intensidade Corante (IC), indice de Polifendis Totais (IPT),

Antocianinas e Taninos.

Foram ainda recolhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do
retentado, do vinho final, da juncdo de cada hora do triplicado da resina Amberlite®
XAD4 para analise do 4-etilfenol e 4-etilgualicol. Estas analises foram efetuadas pelo
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CIATE- Universidade Catolica Portuguesa- Escola Superior de Biotecnologia por falta

do respetivo equipamento (cromatografia gasosa).

2.4 nsaio Industrial — Fundamento teorico

Né&o foi possivel realizar os Ensaios a escala Industrial devido a problemas de

logistica (atraso na chegada do equipamento).

Seria utilizado o equipamento OSMOTOP 300, da Vaslin Bucher, com as 8
membranas Trisep, 4040-XN45-TSF de nanofiltracdo e as 8 membranas “O”, ao qual
seria acoplado uma coluna de 75 litros de resina anionica e num segundo ensaio 75
litros de resina fendlica. Os ensaios seriam efetuados novamente em triplicado como
nos ensaios laboratoriais.

A nanofiltracdo funcionaria a 30 bar de pressdo, com um caudal de permeado
de 500L/h, equivalente a 10 bv/h.

N
N

Depésito de :> filtracdo Permeado
vinho Vinho \

/N

Retentadn
Perm
€ado permy tado

Figura 2.11: Esquema Geral do Ensaio Industrial.

Seriam novamente colhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do
retentado, do vinho final (jungédo do testemunha + permeado + retentado) e de ambas as
resinas (amostra de hora a hora de cada réplica), para analise sumaria (Teor Alcodlico,
Acidez Total, Acidez Volatil, pH, Extrato Seco, Sulfuroso Livre e Total), analise da
Intensidade Corante (IC), indice de Polifendis Totais (IPT), Antocianinas e Taninos.

Também seriam colhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do retentado, do
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vinho final, da jungdo de cada hora do triplicado da resina Amberlite® XAD4 para
analise do 4-etilfenol e 4-etilgualicol. Estas analises também realizadas no exterior do

laboratorio da Falua-Sociedade de vinhos, SA.

2.5 Determinacdes analiticas — Analises Fisico-quimicas

As andlises foram realizadas no laboratério do grupo Jodo Portugal Ramos, na

Falua- Sociedade de Vinhos, SA, em Almeirim.

2.5.1 Teor Alcodlico
O teor alcodlico foi determinado por ebuliometria. Este método baseia-se na

determinacdo da temperatura de ebulicdo do vinho (intermédia entre a da &gua e a do
etanol, a uma pressdo de latm) diretamente relacionada e dependente do respetivo teor
alcodlico em volume. A temperatura de ebulicdo da amostra é convertida em teor

alcodlico em volume, com o auxilio do disco de conversdo (NP 2143, 1987).

Figura 2.12: Ebuliémetro utilizado para determinagao do teor alcodlico.

2.5.2 Acidez Volatil
A acidez volatil é determinada por destilacdo em Casenave-Ferré, seguindo o

protocolo interno do controlo de qualidade da Falua- Sociedade de Vinhos, SA. Os

acidos volateis sdo arrastados por uma corrente de vapor de agua, seguidos de
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retificacdo, condensacéo e titulagdo, utilizando como indicador a fenolftaleina (Delanoe
et al., 1997), (NP-2140, 1987).

Depois de obtido o destilado, procede-se a duas titulagdes sendo o resultado
obtido através da seguinte férmula (1) em que vle v2 sdo o volume de titulado da

primeira e segunda titulagdo, respetivamente:

Acidez Volatil (9-3°140 AL/ 1y _ 0.6 5 (11 — (v2 % 0,1))

)

Figura 2.13: Cazenave-Ferré utilizado para determinacéo da acidez volatil.

2.5.3 Acidez Total
A determinacdo da acidez total consiste numa titulacdo &cido-base. Este método

baseia-se na neutralizacdo dos &cidos através de uma solucdo alcalina, na presenca do
indicador azul de bromotimol (NP-2139, 1985).

Figura 2.14: Determinagdo da acidez total por titulagdo com NaOH 0.1M. 36



Depois de titulado segue-se o seguinte calculo (2), em que v é o volume do

titulado:

Acidez Total (g. acido taTtaTlCO/L) =vXx0,75

(2)

2.5.4 pH
Entende-se por pH ou acidez real a disponibilidade de ides H* no vinho. A

determinacédo do pH é feito pelo método potenciométrico (pH Meter GLP 21, Crison),
tem como fundamento tedrico a determinacdo da diferenca de potencial entre um

elétrodo de referéncia com o potencial conhecido e um elétrodo de medida.

2.5.5 SO, livre
O doseamento do SO, livre é titulado no lodomatic, da Dujardin-Salleron.

Consiste na titulagdo iodometrica direta em meio acido com deducdo das outras
substancias oxidaveis (NP-2220, 1987). Adiciona-se 5 mL de H,SO, a amostra a

analisar e titula-se no lodomatic com KiOs.

Figura 2.15: Doseamento do SO, livre pelo lodomatic.

2.5.6 So, Total
O sulfuroso total é a juncdo do sulfuroso livre com o combinado

(acetaldeido, acidos cetonicos, acucares e derivados, etc). Quantifica-se também pelo
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iodomatic mas com um passo a mais no procedimento. Adiciona-se 4 mL de NaOH 2N,
deixa-se a repousar durante 10 min, depois dito adiciona-se entdo os 5mL de H,SO,4 e

titula-se mo lodomatic.

2.5.7 Densidade Corrigida
A determinacdo da densidade corrigida € feita por aerometria com a correcdo da

massa volimica para uma temperatura de 20 °C (NP-2142,1986).

2.5.8 Extrato Seco
O extrato seco corresponde as substancias ndo volateis do vinho, medidas em

determinadas condic¢Bes que o submetem o0 menos possivel a alteragbes (Delanoe et al.,
1997).
Apo6s determinacdo da densidade da amostra procede-se a conversdo em Extrato

Seco por meio de tabelas auxiliares.

2.5.9 Intensidade corante (IC)
A IC é quantificada pelo método espectrofotométrico, no qual sdo lidas as

densidades oticas a 420, 520 e 620 nm.
Depois da leitura procede-se ao célculo da Intensidade Corante (3):

Indice de cor (IC) = DO(280) + DO(320) + DO(520)

(3)

2.5.10 Indice de Polifendis Totais (IPT"s)
Os IPT’s sdo também calculados por espectrofotometria, com a leitura efetuada

a 280 nm, com a seguinte férmula (4):

indice polifenéis totais (IPT) = factor de diluigio (100) x DO(280)

(4)
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2.5.11 Antocianinas
As antocianinas foram calculadas pelo método proposto por Puissant-Ledn

(Blouin J. Tecniques d"analyses des modtes et des vins. Ed.Dujardin Salleron, Paris.
1992), segundo a formula (5):

Antocianas ("9/;) = 100 x (22,76 x DO (520))

(%)

2.5.12 Taninos
Tal como as antocianinas, os taninos foram calculados segundo o método

proposto por Puissant-Leon (Blouin J. Tecniques d’analyses des modtes et des vins.
Ed.Dujardin Salleron, Paris. 1992), aplicando a formula seguinte (6):

Taninos (""9/,) = 100 x 76 x (D0O(280) — 0,6 X DO(520) — 0,4 x (D0O(320) — 0,2 x DO(520)))
L

(6)

Figura 2.16: Espectrofotometro utilizado (Labda 25, UV/VIS Spetrometer; Perkin Elmer).
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3. Resultados e Discussao

e Fenois volateis
A tabela 3.6 mostra 0 comportamento da membrana através dos resultados do

Vinho original, Permeado e Retentado. Verifica-se que temos uma boa permeagdo da
membrana. O 4-etilfenol foi praticamente todo Permeado, ndo havendo diferencas
significativas na sua concentracdo entre o vinho original e o Permeado, traduzindo a boa
eficacia desta membrana.

Relativamente ao resultado do 4-etilguaiacol a membrana ndo possuiu um
comportamento tdo bom contudo suspeita-se de um erro de analise no Permeado, uma
vez que, no Retentado a quantidade de 4-etilguaiacol mantém-se igual a do vinho
original.

Relativamente & permuta das resinas fenolicas todas as réplicas viram 0s seus
valores de 4-etil-fenol e 4-etilguaiacol reduzidos a zero. Demonstra-se assim, que todo o
4-etilfenol e 4-etilguaiacol presente no Permeado (solucdo hidro-alcoodlica que passou
pela permuta) foram fixados na resina. As resinas funcionaram com eficacia na

eliminagdo do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol.

Tabela 3.6:Resultados dos Fendis Volateis presentes no vinho a analise obtidos através da Cromatografia Gasosa.

4-etilfenol 4-etilguaiacol
Vinho original 0,59 0,21
Permeado 0,54 0,15
Retentado 0,54 0,21
XAD4 R1 0 0
XAD4 R2 0 0
XADA4R3 0 0

Analisou-se o comportamento da resina pela sua Taxa de Retencédo durante as 6
horas de trabalho.

Para calcular a Taxa de Retencdo (Equacdo 7) recorreu-se ao Indice de
Polifendis Totais (IPT) como relacéo direta de todos fenois do meio. Para tal utilizou-se
o valor médio do IPT das trés réplicas em cada hora de permuta, em relagdo ao valor de

IPT original no Permeado.
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No Anexo 4 encontra-se tabelado o valor do Indice de Polifenéis Totais obtido
durante o tempo de permeacdo em cada resina. A média das trés réplicas corresponde a

respectiva Taxa de retengéo.

. média do IPT por hora
Taxa de Retencdo (%) =| 1 — ( ) * 100

valor de IPT do permeado

(7)

A figura 3.17 representa a capacidade de retencdo da resina fendlica (XAD4) no
decorrer das 6 horas de trabalho. Pode-se observar que inicialmente tem-se uma
retencdo de cerca de 83%, o que se traduz numa correta fixacdo na coluna. A partir da
segunda hora até a quinta hora ha um pequeno decréscimo de 70% para 63%. Enquanto
a partir da quinta hora ha uma descida acentuada para cerca de 50 % de capacidade de
retencdo, este valor diz-nos que a coluna ja ndo consegue manter uma capacidade de
fixacdo favoravel. Neste caso para continuar a utilizar a coluna a partir da quinta hora

teriamos de fazer uma nova regeneragao da coluna.

Capacidade de reteng¢ao da resina fendlica
ao longo das 6 horas de trabalho

85%

50% AN

45%
40% T T T T T 1

o
8 80% N\
S 75% \
17 \
< 70% N~—
©
65%
§ coo N\
w 60%
‘E 55% \ =9 de retenc¢do
S
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o
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Figura 3.17: Capacidade de retencéo da resina fenolica (XAD4) ao longo das 6 horas de trabalho.
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e Acidez volatil

No fim da realizag¢&o do ensaio 1 procedeu-se as analises sumarias das amostras,
das quais resultaram os valores apresentados na tabela 7. Ao fazer uma primeira anélise
aos resultados reparou-se que as membranas 4040-XN45-TSF utilizadas na
nanofiltracdo tiveram uma elevada permeacdo de acido tartarico e de acido acético.

Da utilizacdo destas membranas obtém-se um permeado rico em &acido acético,
mas também rico em acido tartarico. A desacidificacdo deste permeado, para além de
rapidamente saturar as resinas anionicas, vai provocar uma excessiva desacidificacdo do
proprio vinho, em contraponto a pretendida reducéo seletiva de &cido acético.

Como o presente estudo tinha também como objetivo reduzir apenas a acidez
volatil substituiu-se as membranas 4040-XN45-TSF pelas membranas “O”.

Com a utilizagdo das membranas “O” originou-Se 0 ensaio 2 para verificar se
haveria melhorias nos resultados, pela permeacdo seletiva do acido acético e retencdo

do 4cido tartarico.

Tabela 3.7: Resultados das analises sumarias relativamente a acidez volatil nas amostras com a utilizacdo da
membrana de nanofiltrag&o.

Membranas 4040-XN45-TSF
Gr’ag Cgilgiizl Acidez Total 502 SO, Extrato
Amostra alcodlico e (9ac. \ pH livre Total seco
@) | e | rensneddm?) (mg) | (mgl) | (@
Vinho Inicial 13 0,39 5,33 3,66 49 105 30,7
Permeado 12,2 0,35 2,85 3,88 23 26 12,1
Retentado 12,3 0,35 577 3,63 54 87 32,8
IRA92 R1 11,8 0,24 0,67 4,95 15 10 9,3
IRA92 R2 11,8 0,23 0,57 3,94 15 15 9
IRA92 R3 11,8 0,23 0,51 4,92 13 15 12,6

As membranas “O” utilizadas, sio membranas de osmose inversa. Tal como no
ensaio 1, neste ensaio procedeu-se do mesmo modo. Contudo estas membranas retiram

alguma cor ao vinho o que por consequéncia da alguma cor & solucdo hidro-alcoolica.
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Tabela 3.8:Resultados das analises sumarias relativamente & acidez volatil nas amostras com a utilizagdo da
membrana de osmose inversa.

Membranas “0”

Grau Cgilgfizl Acidez Total SO, SO, Extrato
Amostra alcodlico (gac (géc. pH livre Total seco
(%) Acéti?:o/dm3) Tartarico/dm®) (mg/l) (mg/l) (gl
Vinho Inicial 13 0,41 54 3,62 26 97 31,8
Permeado 9,2 0,26 0,9 4,39 20 15 4,9
Retentado 13 0,36 54 3,64 61 84 31,5
IRA92 R1 8,9 0,12 0,4 7,14 18 10 4.4
IRA92 R2 8,9 0,07 0,3 7,14 13 15 3,6
IRA92 R3 8,9 0,54 0,3 7,49 20 15 3,1

A membrana de nanofiltracdo apresenta uma permeacéo de 0,35 gsc.aceticd/dm® no
entanto também permeia 2,9 gicartarics/dM°. Ao passar 0 permeado nas resinas estas vao
ficar saturadas com &cido tartarico acabando por deixar passar grande quantidade da
acidez volatil. Sendo assim, no final teria uma reducédo da acidez total e ndo da acidez
volatil como pretendido. Enquanto na utilizacdo da membrana de osmose inversa, temos
uma capacidade de retengdo elevada para o &cido tartarico, passando maioritariamente
acido acético que é depois eliminado na permuta de resinas aniénicas. Assim sendo,
neste estudo a membrana de osmose inversa seria a selecionada para a reducdo da

acidez volatil, apresentando uma menor desacidificagdo do vinho.

Tabela 3.9: Selegdo da membrana a utilizar para a reducao da acidez volatil através da observagdo do comportamento
da membrana.

Observacdo do Comportamento das Membranas

Acidez Volatil (gsc. Acidez Total (g
Acético/d m3) Tarta'rico/d m3)
Original 0,41 5,4
Nanofiltracéo 0,35 2,9
Osmose Inversa 0,26 0,9

Para calcular a Taxa de Retencdo (Equacdo 8) no caso da acidez volatil

recorreu-se ao valor da acidez volatil (AV). Para tal utilizou-se o valor médio da AV das

trés réplicas em cada hora de permuta, em relacdo ao valor da AV original no

Permeado.
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. média da acidez volatil por hora
Taxa de Retencdo (%) =| 1 — ( _ — ) * 100
valor da acidez volatil do permeado

(8)
No Anexo 4 encontra-se tabelado o valor da acidez volatil obtido durante o

tempo de permeacéo em cada resina. A média das trés réplicas corresponde a respectiva

Taxa de retencéo.

Relativamente a capacidade de retencdo da resina aniénica (IRA92) pode ser
observada através da figura 3.18. A resina tem uma capacidade de fixag&o inicial de
cerca de 69%. Da primeira até a terceira hora verifica-se um decréscimo de 12% (56%).
A partir da quarta hora a capacidade de retencdo desce até aos 32%, uma taxa de
retencdo ndo desejavel uma vez que nestas condicdes a resina ndo se encontra a
trabalhar nas condigdes desejadas (capacidade de fixacdo da resina inferior a 50%, o
rendimento da coluna ja ndo é favoravel). Assim para a utilizacdo desta resina mantendo
estas condicOes de trabalho seria necessario efetuar a regeneracédo da coluna a partir da

quarta hora de trabalho.

Capacidade de retencao da resina
anionica ao longo das 6 horas de trabalho
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O 20%
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[-%

10%
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Figura 3.18: Capacidade de retencéo da resina anionica (IRA92) ao longo das 6 horas de trabalho.
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4. Conclusoes

O estudo com as membranas de nanofiltracdo 4040-XN45-TSF da TriSep
acopladas a resina fenolica Amberlite® XAD4 revelou-se bastante eficaz na eliminacao
do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. A resina tem uma capacidade de fixacgéo inicial de cerca
de 85% com uma duracdo laboral de cinco horas antes de necessitar uma nova

regeneracdo uma vez que a partir da quinta hora a resina encontra-se saturada.

Contudo, para a remocao da acidez volétil, as membranas de nanofiltragdo 4040-
XN45-TSF da TriSep com a resina aniénica Amberlite™ IRA92 ndo funcionaram como
desejado uma vez que estas membranas tém uma boa afinidade para o acido tartarico e

acido acético.

Com a aplicagdo das membranas de osmose inversa “O” acopladas a resina
aniénica Amberlite™ IRA92 verificou-se que seriam mais adequadas para a reducéo da
acidez volatil comparativamente com as membranas de Nanofiltragdo. Contudo, esta
resina apenas tem uma capacidade de retencéo inicial de 68% e a partir da quarta hora

de trabalho ja necessita de uma regeneracdo da coluna.

Apesar de a Nanofiltragdo ser um processo mais caro e de maiores custos de
investimento que apenas a utilizacdo direta de uma permuta quer anionica ou fendlica,
tem a vantagem de separar 0 vinho em duas fases e permitir uma remocao mais seletiva,
logo com menor impacto na matriz do vinho. Para além disso, € um equipamento
bastante versatil que pode ser utilizado em processos de estabilizacdo tartarica,
desalcoolizacdo, remocdo de off-flavours, entre outros.

Futuramente seria importante estudar este processo de nanofiltragdo com
aplicacdo de resinas anidnicas diferentes, a fim de selecionar uma com uma maior
capacidade de fixagdo do acido acético com o objetivo de reduzir os valores da acidez

volatil.

Devido aos bons resultados apresentados neste estudo para a remocéo do 4-etil-
fenol e 4-etilguaiacol seria de todo interesse numa fase posterior aplicar este processo a

escala industrial e avaliar o potencial beneficio organoléptico.
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Seria ainda relevante a aplicacdo deste processo em estudos para remover o
tricloroanisol (2,4,6-tricloroanisol, TCA), responsavel pelo gosto a rolha, e outros fenois

volateis.

Este estudo é de grande relevancia em anos de grandes chuvas, onde existe uma
grande quantidade de uvas podres em consequéncia de contaminacdes por
Brettanomyces/Dekkera. A Falua-Sociedade de vinhos, SA tem como principio a
producéo de vinhos de grande qualidade e de renome, como tal, a minima contaminacao

existente tem de ser eliminada a fim de ndo haver propagacéo.

A contaminacdo existente ou a propagacdo que dai advenha levaria a que o
prejuizo fosse de grande impacto para a Empresa. Uma vez que, a pequena quantidade
de cada casta se traduz em grandes vinhos aveludados e de qualidade. A nivel sensorial
existiriam alteraces drasticas que levariam a ndo comercializacdo deste vinho, e por

consequéncia perdas economicas.

E ainda importante realcar que este método permite a remocdo seletiva dos
constituintes dos vinhos de qualidade atraveés de pequenos ajustes de membranas ou

resinas.
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6. Anexo 1

3

PRODUCT DATA SHEET

AMBERLITE XAD4 is a polymeric adsorbent,
supplied as white insoluble beads. It is a non
ionic crosslinked polymer which derives its
adsorptive  properties from its patented
macroreticular structure (containing both a
continuous polymer phase and a continuous pore
phase), high surface area. and the aromatic
nature of its surface (Figure 1). This structure
gives AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent

fencCico

excellent physical, chemical and thermal stability.
AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent can be
used through repeated cycles, in column or batch
modes, to adsorb hydrophobic molecules from
polar solvents or volatile organic compounds from
vapor streams. Its characteristic pore size
distribution makes AMBERLITE XAD4 an
excellent choice for the adsorption of organic
substances of relatively low molecular weight.

* BV (Bed Volume) = 1 m3 solution per m? resin

©2003 Rohm and Haas Company

PROPERTIES

Matrix Macroreticular crosslinked aromatic polymer

Physical form White translucent beads

Moisture holding capacity ""! 5410 60 %

Shipping weight 680 g/L

Specific gravity, 1.01to 1.03

Particle size

Harmonic mean size 0.49-0.69 mm

Uniformity coefficient <20

.Fines content "! <0.350 mm : 5.0 % max

Coarse beads > 1.18 mm : 5.0 % max.

Maximum reversible swelling see Table 1

Surface area >750 m?/g

Porosity %! >0.50 ml/ml

" Contractual value

121 Values based on statistical quality control (SQC)

Test methods are available on request

SUGGESTED OPERATING CONDITIONS

pH range 0-14

Maximum temperature limit 150°C

Minimum bed depth. 75 cm

Flow rate
Loading 2to 16 BV*/h
Displa 1to4BV/h
Regeneration 1to 4BV/h
Rinse 2to 16 BV/h
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PROPERTIES (CONTD.)

Figure 1 : Chemical structure of
AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent

Figure 2 : Pore distribution of
AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent
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Table 1: Percent swelling of Amberlite XAD4 polymeric adsorbent in various solvents (Water: Solvent)

Solvent % Increase from
as-received volume
Methanol 20
2-propanol 20
Acetone 20
p-Xylene (via methanol) 25

PRETREATMENT

AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent is shipped
as a water wet product imbibed with sodium chloride
(NaCl) and sodium carbonate (NapCOg3) salts to
retard bacterial growth. These salts must be washed
from the adsorbent prior to use and it is suggested
that this be achieved by washing with water at a linear
flowrate of 5-10 m/h until the required level is

©2003 Rohm and Haas Company

achieved. In some sensitive applications, residual
monomeric or oligomeric compounds may be
required to be removed from the adsorbent. A
regeneration with the proposed regenerant is also
recommended prior to beginning the first service
cycle. If the regenerant is an alcohol, it must be
displaced with water prior to beginning the first
loading cycle.
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APPLICATIONS

Removal of organic pollutants from aqueous
wastes, ground water, and vapor streams.

Removal of organic compounds from aqueous
process streams and polar solvents.

Recovery / recycle of phenolic and aromatic
compounds.

Removal of chlorinated solvents, herbicides, and
pesticides from aqueous streams.

Recovery of organic compounds  in
environmental and clinical analyis for
subsequent identification.

REGENERANTS / ELUTING AGENTS

Water miscible organic solvents (methanol,
ethanol, acetone, isopropanol, etc.) for
hydrophobic compounds.

Pure solvents for regenerating resin fouled by
oils and antifoams.

Dilute bases (0.1 - 0.5% NaOH) for eluting
weakly acidic compounds.

Strong bases (2-4% NaOH) for regenerating
resins fouled with proteins, peptides.

Dilute acids (0.1 - 0.5% HCI) for weakly basic

compounds.

~Dilute oxidising agents ( < 0.5%) such as
peroxide to enhance the removal of protein
fouling.
Buffer elution for pH sensitive compounds
Water where adsorption is from an ionic solution.
Hot nitrogen or steam for volatile materials.

FDA CLEARANCE

AMBERLITE XAD4 polymeric adsorbent has
clearance under FDA Food Additive Regulation
21 CFR 173.65 - Divinylbenzene Copolymer. The
product may be used for the removal of organic
substances from aqueous foods under the
prescribed conditions outlined in 21CFR173.65.

©2003 Rohm and Haas Company

HYDRAULIC CHARACTERISTICS

Figure 4 shows the bed expansion of AMBERLITE
XAD4 as a function of backwash flow rate and water
temperature. Figure 5 shows the pressure drop for
AMBERLITE XAD4 as a function of service flow rate
and water temperature. Pressure drop data are valid
at the start of the service run with a clear water and a
correctly classified bed.

Figure 4 : Bed Expansion
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Material Safety Data Sheets We recommend that you obtain copies of our MSDS from your
local Rohm and Haas technical representative before using our

Material Safety Data Sheets (MSDS) are available for all products in your facilities. We also suggest that you contact
Amberlite polymeric adsorbents. These sheets contain your suppliers of other materials recommended for use with
pertinent information that you may need to protect your our products for appropriate health and safety precautions
employees and customers against any known health or safety before using them.

hazards associated with our products. 3

Rohm and Haas/lon Exchange Resins - Philadelphia, PA - Tel. (800) RH AMBER - Fax: (1)-215-409-4534
Rohm and Haas/lon Exchange Resins - 75579 Paris Cedex 12 - Tel. (33) 140 0250 00 - Fax : 143452819

WEB SITE: http://www.advancedbiosciences

HARSEL

AMBERLITE is a trademark of Rohm and Haas Company, Philadelphia, USA.

lon exchange resins and polymeri cmhumasp'mmd.cmby-prm:mm the manufacturing process. The user must determine the extent to which organic
bproduasmbermmedlamypmhﬁmem techniques to assure that the appropriate level of purity is achieved for that use. The user must ensure
mﬂmmuwmmqmmmrmmmmwwmmmmnmmHaCunpmym
not recommend its ion exchange resins MManasmmqu(wmmqummmnm
technical repr muwkwhmﬂmmamAwbmbmmgmm mmmﬁmwmammﬂmmmdﬁ'mm

Rohm and Haas Company makes no wananties either Wunﬂdslﬂﬂmdwﬂmdhdﬂaaﬂe@sﬂeﬁﬂmﬁﬂq upon Rohm and Haas

mmdumWemﬂl}mmmmmh muﬂ,dmwmmamﬂmwhwmwmmamm
Mmdwmwdlmndmdmmmmmmmmmmdw not be

lhemealarp:mmmvdalmdmmmuammummmmwmummwmcaw S&qmammﬁnymhmw

handling methods for our products are available on request.
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7. Anexo 2

-

ROHM:HRARS

PRODUCT DATA SHEET

AMBERLITE™ IRA92

| lon Exchange Resins

Acicnace.

Industrial Grade Weak Base Anion Exchanger

AMBERLITE IRA92 resin is a high capacity

polystyrene, weak base anion exchanger. This resin
is highly efticient for the uptake of strong acids (e.g.
HCI, H,SO,) when following a strong acid cation
exchanger in the H form. Its macroporous structure

PROPERTIES

Physical form
Matrix
Functional group
lonic form as shipped

Total exchange capacity .

Moisture holding capacity L
Shipping weight
Specific gravity ___

Particle size
Uniformity coefficient
Harmonic mean size,
<0.355 mm "'

Maximum reversible swelling __
.
Contrarctial value

Test methods available wpan vequest

SUGGESTED OPERATING CONDITIONS

Maximun operating temperature

Service tlow rate

Regeneration
Regencrants
Level (g/1)
Concentration (%)
Miniimum contact ime
Slow rinse
Fast rinse

# | BV (Bed Volume )= | m? solution per m> resin

ensurcs excellent adsorption and  desorption ol

organic matter. It has an oustanding mechanical
and osmotic stability. making it suitable for the
trecatment  of  solution  with ~ high  ionic
concentrations.

Ivory-coloured spherical beads
Macroporous polystyrene
Secondary amine : at least 80 %
Iree Base (FB)

2 1.60 eq/1. (FB form)

40 to 50 % (KB form)

660 g/L

1.035 10 1.065 (FB form)

<18
0.580 to 0.780 mm
3 % max

FB — CI': 25 %

90°C. (FB form)
510 30 BV#/h

NaOH NH4 Na,COy4
10080 401080  60to 130
2106 2103 5108

30 minutes
2 BV at regeneration flow rate
410 8 BV at service flow rate

008 Rom~ and Haas Compary | PDS 0516 4 Feb 08 |12
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APPLICATIONS
The high total capacity of AMBERLITE IRA92 resin

makes it particularly suitable for the removal of

strong anions from solutions with relatively high
dissolved solids ; its regeneration efficiency is close
to the theoretical output. A high operating capacity
is obtained from AMBERLITE IRA92 resin under
conditions where a high TDS water is treated at a
moderate  specific  flow  rate. The combined

adsorption  efticiency and  physical = stability of
AMBERLITE IRA92 resin make it the product of

choice tor demineralisation of sugar juices.

On account of its owustanding characteristics
AMBERLITE TRA92 resin is used in the following
special applications :

*  De-acidification of formol,

*  Purification of alcaloids,

*  Demineralisation of gelatine, lactose, glucose,

*  Recovery of chromates from cooling circuits,

*  Recvcling of rinse water in electroplating
workshop.

FOOD PROCESSING

Rohm and Haas manufactures special resins for
food processing and drinking water applications. As
governmental regulations vary from country to
country, it is recommended that potential users
contact their Duolite representative to assess the
best choice of resin and optimum operating
conditions.

All our products are manufactured in 1SO 9001 certified facilities.

Rohm and Haas/lor Exchange Resns - Philade phia, PA - Te. (800) RI 1 AMBER - Fax: (215) 409-4534
Rohm ard | lazs/lon Exchange Resrs - 75579 Pars Cedex 12 - Tei (33) 1 40 0250 00 - Fax: | 4345 28 19
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8. Anexo 3

PRODUCT SPECIFICATION

RIS S 4" XN45 Nanofiltration Element Series

CORPORATION

Permeate flow Average Salt Minimum Salit
Model GPD (m3/day)* Rejection (%) Rejection (%)
4040- 2,000 (7.0) 95.00 92.00
XN45-
TSF

Performance is based on the following test conditions: 2,000.0 ppm MgS0O4, 110.0 psi, 25°C, 15% recovery, pH 8.0, 30 minutes operation.

OPERATIONAL AND DESIGN DA

Membrane TYPRissssssussswssnasesssuvssssvssumnsassssss XN45 Polyamide Advanced Nanofiltration Membrane
Configuration.......oceveevieiiee e Spiral Wound, Fiberglass Cuter Wrap
Active Membrane Ar€a......cccoevveeeeeeiiineennnn 85 ft? (7.9 m?)

Recommended Applied Pressure... 40 - 200 psi (3 - 14 bar)

Maximum Applied Pressure............... 600 psi (41 bar)

Recommended Operating Temperature........ 35-113°F (2 - 45°C)

Feedwater pH Range.............ccooveeiiercnnnnn Chiorine 2 - i1 continuous

TOIGTANGE. . conogivmsnsmmnmm s Maximum 0.5 ppm nominal, 1.0 ppm max
Feed FIOWeicssssssmmmmsensinnensonans Minimum 20 GPM (4.5 m3/hr)

Brine Flow/Permeate Flow Ratio.... Maximum 5:1

SDI ( 18 Minltes) s Maximum 5.0

TUMDIAIY ... 1 NTU

Element Weight : 15(7)
Length (A): 40.0 (1,016) Diameter (B): 4.0 (101) Permeate Tube (C): 0.75(19.1)
Units in pounds and inches, units in paranthesis in kilograms and millimetes.

Mechanical Configuration: Fiimtec Style Core Tube

Feed Spacer: 0.031" thick diamond spacer

* Permeate flow is clean water flux at standard conditions above. Not applicable for all feedwater conditions. Individual element's permeate flow may vary +/- 15%.

Engineered Membrane

SOLUTIONS
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9. Anexo4

indice de Polifenois Totais - Resina Fendlica (XADA4)

R1 R2 R3 Média % Retencdo
Hora 1l 1,0 0,8 1,0 0,9 82%
Hora 2 1,5 1,5 1,8 1,6 70%
Hora 3 1,4 2,0 1,8 1,7 67%
Hora 4 1,4 2,2 1,9 1,8 65%
Hora 5 1,7 2,5 1,8 2,0 63%
Hora 6 3,8 2,5 1,8 2,7 49%

Acidez volatil (gsc. acstic/dm®) - Resina Anidnica (IRA92)

R1 R2 R3 Meédia % Retencao
Hora 1 0,13 0,09 0,03 0,08 68%
Hora 2 0,12 0,08 0,11 0,10 60%
Hora 3 0,11 0,11 0,12 0,11 56%
Hora 4 0.15 0,12 0,16 0,14 45%
Hora 5 0,15 0,13 0,17 0,15 42%
Hora 6 0,17 0,17 0,19 0,18 32%
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