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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito combinado de trés diferentes clarificantes
enologicos (carvao, bentonite e PVPP) sobre a cinética fermentativa de dois mostos
destinados a elaboracdo de vinho base para espumante, utilizando o delineamento
simplex centroid. Os parametros cinéticos foram obtidos matematicamente a partir da
equagao dos cinco parametros logisticos (5PL), modelada pela produgdo de gas
carbdnico (CO2) em fungado do tempo. A aplicagdo combinada dos trés clarificantes
contribui positivamente para a melhora da cinética fermentativa, diminuindo o tempo
de fase de laténcia (fase lag) e aumentando a taxa maxima de produgéo de CO2 (Vmax).
A producdo maxima de CO2 ndo apresentou diferenga entre os tratamentos e, o tempo
em que ocorre a Vmax foi apenas afetado pela bentonite. As propor¢gdes otimizadas
dos clarificantes foram semelhantes para os dois mostos, sendo que, para ambos, a
presenca de 50 % de carvdao na mistura proporcionou melhora na cinética
fermentativa.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the combined effect of three different
oenological clarifiers (charcoal, bentonite and PVPP) on the fermentative kinetics of
two musts for making base wine for sparkling, using the simplex centroid design. The
kinetic parameters were obtained mathematically from the equation of the five logistic
parameters (5PL), modeled by the production of carbon dioxide (CO>) as a function of
time. The combined application of the three agents positively contributes to the
improvement of fermentative kinetics, decreasing lag phase time and increasing the
maximum CO2 production rate (Vmax). The maximum CO2 production showed no
difference between treatments and the time in which Vmax occurs was only affected by
bentonite. The optimized proportions of the additives were similar for both musts, and
for both, the presence of 50 % charcoal in the mixture provided an improvement in the
fermentation kinetics.

Palavras-chave: 5PL. Vimax. Parametros cinéticos. Carvao. PVPP.

Keywords: 5PL. Vmax. Kinetic parameters. Charcoal. PVPP.
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1. INTRODUCAO

Em 2018 a producao de vinhos espumantes no Rio Grande do Sul foi superior
a 11 milhdes de litros (UVIBRA, 2019), sendo que maior parte desta produgéo ocorre
na Serra Gaucha. Isto deve-se a regido apresentar uma potencialidade para
elaboragcdo de espumantes de qualidade, especialmente pela alta altitude e
localizagdo geografica que fazem a regido apresentar caracteristicas climaticas que
resultam em uma maturacdo das uvas adequada para este fim, com menor teor de
acucares e alta acidez (MENEGUZZO, 2014).

As uvas destinadas para elaboracéo do vinho base para espumante possuem
caracteristicas de maturagcao diferenciadas, sendo que o mosto extraido destas
apresenta baixo pH (2,9 - 3,2), alta acidez e um teor de solidos soluveis (°Brix) em
torno de 18 a 20 % (ZOECKLEIN, 1998; KEMP et al., 2015). A obtengao do mosto,
envolve a prensagem direta (com engace) destas uvas, proporcionando uma
modificagdo da composicdo do mesmo ao longo do processo, influindo na
concentracdo de componentes toxicos para a levedura, como residuos de produtos
fitossanitarios e polifendis, que afetam negativamente o decorrer da fermentagao
(CASTRO-SOBRINO et al., 2019; KOSEL et al.,, 2019; RESTREPO et al., 2019;
RUSSO et al., 2019) e a prensagem resulta em fracbes de mostos com diferentes
composicdes e caracteristicas fisico-quimicas (JEGOU et al., 2017; KERSLAKE et al.,
2018). Além disso, a clarificacdo deste mosto diminui a concentragao de vitaminas e
nutrientes, empobrecendo o meio e aumentando o estresse da levedura no momento
da fermentacao (JACKSON, 2014; SCHMIDT e HENSCHKE, 2015; DUC et al., 2017).

Na enologia moderna € atual objetivo a procura por praticas adequadas que
evitem problemas durante o processo de transformacdo do mosto em vinho base,
como uso de aditivos enoldgicos (KEMP et al., 2015). Uma das alternativas recentes
para remocdo destes compostos toxicos presentes no mosto é a adicdo de
clarificantes que permanegam no meio durante a fermentagdo, como carvao ativado,
bentonite e a polivinilpolipirrolidona [PVPP] (NICOLINI et al., 2016; NICOLINI et al.,
2017; DOULIA et al., 2017).



O carvao é utilizado na producao de vinhos e destilados deste o inicio do século
passado, sendo empregado principalmente pela sua caracteristica adsorvente
(SINGLETON e DRAPER, 1962). E aplicado em diversos processos industriais, como
na remoc&o de compostos toxicos presentes em aguas e gases (SILVA et al., 2011).
Diversas pesquisas vém focando na seguranga alimentar do vinho e no poder de
remogao de residuos de agrotéxicos, como fungicidas e inseticidas, demonstrando
qgue o carvao remove uma série de compostos indesejaveis (RUEDIGER et al., 2004;
FERNANDEZ et al., 2005; OLIVA et al., 2007; SEN et al., 2012; NICOLINI et al., 2016;
DOULIA, et al., 2017; DOULIA, et al., 2018). Além disto, estudos indicaram sua
capacidade de remover inibidores da atividade fermentativa das leveduras, como os
acidos acético e férmico, e o furfural (MARTON et al., 2006; KIM et al., 2013). Quando
utilizado em doses baixas (50 mg L"), ndo afeta negativamente a qualidade sensorial
do vinho, entretanto, auxilia na desintoxicacdo do meio, removendo compostos que
inibem as leveduras, favorecendo uma atividade fermentativa mais rapida e
equilibrada (NOGUEROL-PATO et al., 2016; NICOLINI et al., 2017).

A bentonite, nome comercial de um mineral de argila natural, possui como
principal componente a montmorilonita. Seu uso € universalmente aceito para a
adsor¢cao de proteinas em vinhos (BLADE e BOULTON, 1988) e varios outros
constituintes catidnicos soluveis, principalmente devido a agdo dessas argilas de troca
idbnica. Além disso, outras fungbes da industria sdo estudadas, como seu potencial
para obter nano-compostos poliméricos (PAIVA et al., 2012). Togores (2018) atribui
destaque a bentonite pela sua acdo adsorvente de compostos inibidores da
fermentacgao, além disso, Vincenzi et al. (2015) observaram decréscimo nos teores de
acidos graxos, como o dodecandico e decandico. Estudos recentes em vinho branco
indicam este agente como responsavel pela redugdo do teor de 10 pesticidas,
resultando em uma média de cerca de 8 % de remocgao sobre as 23 moléculas
estudadas (DOULIA et al., 2017).

A polivinilpolipirrolidona, PVPP, € um polimero de vinilpirrolidona, de alto peso
molecular (cerca de 1.000.000) e insolGvel em agua. E um agente de acabamento
sintético que tende a formar ligacbes com polifendis monoméricos e pequenos
(DONOVAN et al., 1999). O uso de PVPP é sempre acompanhado pela diminuigao
dos niveis de polifendis totais, acidos fendlicos, procianidinas, catequina, polifendis e

complexos proteicos. Seu mecanismo de adsor¢cao de polifendis € semelhante ao



mecanismo de floculacdo da gelatina e do tanino, com formagédo de ligagdes de
hidrogénio entre os grupos fendlicos e oxigénio do grupo amina do anel pirrolidona
(TOGORES, 2018). Sims et al. (1995), afirmam que o PVPP normalmente atua por
ligacdo a compostos fendlicos com menor peso molecular. Doulia et al. (2017)
atribuem a este clarificante a acdo desintoxicante de uma série de pesticidas,
resultando em uma remogao de 17,3 % dos pesticidas estudados com uma aplicagéo
de 200 mg L.

Alguns estudos ja observaram que existe uma melhora no processo
fermentativo das leveduras quando carvao ativado e bentonite estdo presentes no
mosto (WEISS e BISSON, 2002; POCOCK et al., 2011; NICOLINI et al., 2017), no
entanto, estas pesquisas néo tinham por objetivo de estudar este efeito. Desta forma,
apesar de varios trabalhos envolvendo estes aditivos, até o momento nao ha estudos
publicados avaliando o efeito destes trés agentes, combinados ou isolados, sobre a

cinética fermentativa de mosto de uvas.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes
clarificantes enoldgicos, isolados ou combinados, sobre a cinética fermentativa de dois
mostos, destinados a elaboragao de vinho base para espumante. Além disso, o estudo
buscou otimizar uma proporgao de clarificantes que melhore a atividade fermentativa

das leveduras.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. RECEBIMENTO DAS UVAS

A uva, da variedade Merlot (Vitis vinifera), utilizada para o experimento foi
proveniente da Estacdo Experimental do IFRS - Campus Bento Goncalves
(29°03'33.8"S 51°34'40.2"W, 530m), cujos tratamentos fitossanitarios sdo controlados
e conhecidos, conforme Tabela 1. Optou-se por utilizar a variedade Merlot pela
adaptacao ao clima e solo da Serra Gaucha, representando significativa parcela das
uvas viniferas processadas na regido (MELLO e MACHADO, 2017).

Tabela 1 - Praticas de manejo adotadas na variedade Merlot préximas a data de colheita.
Tempo antes da
colheita (dias)

Pratica de Manejo

Poda Seca 150

Poda verde 120

Aplicagdo de Metalaxyl-M + Mancozebe (3 Kg Ha™) 60
Aplicagdo de Mancozebe + Cimoxanil (3.5 Kg Ha™") 45
Aplicagdo de Sulfato de Cobre (10 L Ha™) 30
Aplicagdo de Tebuconazol (1 L Ha™) 30
Aplicagao de Bacillus amyloliquefaciens (1 L Ha™) 10

2.2. PRENSAGEM DAS UVAS

ApOs o recebimento das uvas, a massa de 400 Kg de uvas Merlot foi
acondicionada em prensa pneumatica modelo PPA9 (Enoveneta, Piazzola sul Brenta,
Italia) e prensadas sobre ciclo de pressdo e tombamentos controlados, representados

no quadro abaixo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Ciclo de prensagem, pressao e tombamento, programado e executado na prensa
pneumatica.

Pressao Numero de Tempo

Ciclo (bar) tombamentos (minutos)
1 0,0 o e
2 0,4 3 2,5
3 0,6 3 3,3
4 1,6 3 3,3
5 1,8 3 3,3
6 2,0 6 6,7

A separacdo dos mostos deu-se a partir do controle de volume de mosto
extraido, com base na revisao bibliografica efetuada (ZOECKLEIN, 1998; KEMP et al.,
2015) e por meio do acompanhamento das porcentagens de mosto extraidas. De
acordo com Zoecklein (1998), a primeira fragdo da prensagem (5 %) contém poeira e
residuos, e é frequentemente oxidada como resultado de impactos durante a colheita
e transporte, desta forma, para este estudo os primeiros 20 L foram separados e

descartados, restando duas fragdes obtidas (Tabela 3).

Tabela 3 - FragGes de mosto obtidas apés ciclos de prensagem.

Ordem de Presséao Volume Volume Volume Rendimento (%)
Prensagem (bar) Inicial (L) Final (L) Obtido (L) °
1° (Cuvée) 1,12 20 210 190 52,5

2° (Taille) 2,00 211 250 40 62,5

Rendimento (%) = Volume Final/ massa de uva (400Kg).
2.3. TRATAMENTOS PRE FERMENTATIVOS

A clarificagao do mosto antes da fermentacéo é outro ponto chave do processo,
sendo uma pratica recorrente com o objetivo de retirar compostos fendlicos do meio,
que oxidados podem alterar drasticamente a coloracdo e a qualidade do produto
resultante (RIZZON et al., 2000).

Para a realizacdo do experimento foram coletados 30 L de cada fracéo
completamente homogénea, em seguida fez-se a adigao de didéxido de enxofre (SO2)
na dose de 0,05 g L-'. Na sequéncia foi realizada a adigdo de enzima pectolitica
Zimopec PML (Perdomini, San Martino Buon Albergo, Italia) na dose de 3 mL hL"' e
apos clarificagédo por 12 h a 8 °C, com auxilio de 1,5 g L' de Sol de Silica Spindasol
BK (AEB Group, Brescia, Italia) seguido de 15 mL hL! de Gelatina Gelsol (AEB Group,

Brescia, Italia).
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As caracteristicas fisico-quimicas dos mostos utilizados no experimento séo
apresentadas na tabela 4. O pH foi determinado com o equipamento multiparametro
Edge (Hanna Instruments, Cluj-Napoca, Roménia). A determinacdo da acidez total
(em g L de acido tartarico) foi realizada de acordo com a legislagao brasileira vigente
(Brasil, 2005). O conteudo de solidos soluveis totais (°Brix) foi determinado com
refratdbmetro PAL-1 (Atago Brasil, Ribeirao Preto, Brasil). A determinagao do conteudo
de acgucares redutores (g L") foi realizada de acordo com a metodologia de Lane-
Eynon (Brasil, 2005). A turbidez do mosto foi diretamente mensurada através de um
turbidimetro nefelométrico (model HI 98703-02, Hanna Instruments, Cluj-Napoca,
Roménia), sendo que o equipamento foi previamente calibrado com solugdes padroes
de formazina. A turbidez esta expressa em NTU (Nephelometric Turbidity Units,
Unidade Nefelométrica de Turbidez). O indice de polifendis totais (IPT) foi
determinado através da leitura direta da absorbéncia (280 nm) através do
espectrofotbmetro, modelo T92+ (PG Instruments, Lutterworth, Reino Unido)
utilizando-se de uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho 6tico, conforme
metodologia da OIV (2009). Os indices colorimétricos foram mensurados através da
leitura direta da absorbancia (420 nm e 520 nm) através do espectrofotdmetro, modelo
T92+ (PG Instruments, Lutterworth, Reino Unido) utilizando-se de uma cubeta de
quartzo com 10 mm de caminho 6tico. As analises foram realizadas apos 24 horas da

clarificacdo do mosto.

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas das diferentes fragées obtidas. ?
Acucares

~ Acidez oDt Turbidez
Fracao pH total (g L) Brix re?gu[ar)es (NTU) IPT 420nm 520nm
1°(Cuvée) 3,18 645 194 1885 558 624 0,146 0,113
2° (Taille) 3,54 4,02 19,4 187,3 7,22 14,59 0,375 0,423

@ Média dos valores obtidos de trés repeticoes.

2.4. CLARIFICANTES ENOLOGICOS

Para realizar a avaliagdo das combinagdes foram utilizados os seguintes
produtos: Carvao ativado (nome comercial: Deodal, fornecido pela empresa AEB
Group, Brescia, Italia) em forma de pé fino (densidade: 0,25 - 0,35 Kg L") contendo
umidade inferior a 12 % e um teor de metais pesados inferior a 2 mg Kg-'; Bentonite
(nome comercial: Bentogran, fornecido pela empresa AEB Group, Brescia, Italia), na

forma de pé (densidade: 0,9 - 1,0 Kg L") contendo um teor de umidade inferior a 10
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%; Polivinilpolipirrolidona [PVPP] (nome comercial: Divergan F, fornecido pela
empresa BASF SA, Lampertheim, Alemanha) em forma de pé fino, contendo um teor

de umidade inferior a 5 % e um teor de metais pesados inferior a 10 mg Kg-'.

2.5. TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS

A levedura foi inoculada sobre o volume total de mosto, utilizou-se a dose de
0,25 g L' de levedura comercial enologica Saccharomyces cerevisiae vr. cerevisiae
(Zymaflore X5, Laffort, Gallargues le Montueux, Franca), hidratada e aclimatada por
15 minutos com agua destilada a 37 °C, conforme ficha técnica. A adicdo dos
clarificantes foi realizada na sequéncia, sendo que cada tratamento, em triplicata, foi

realizado em recipientes contendo 0,2 L de mosto.

2.6. PARAMETROS CINETICOS

A fermentagédo foi conduzida em fermentadores de 0,4 L a 17 °C durante
aproximadamente 280 h. A cinética da fermentacao foi monitorada pela liberagao de
CO, (LOPEZ et al., 2004; RENAULT, 2010; PELTIER et al., 2018; NGUELA et al.,
2019). O acompanhamento foi mensurado através da perda de massa dos
fermentadores a cada 8 horas. As fermentacbes foram consideradas concluidas
quando a taxa de produgdo de CO; era menor que 0,05 g L' h"'. Os dados da cinética
fermentativa tiveram seu ajuste sigmoidal n&o linear de acordo com a regressao
logistica de cinco parametros (5PL), apresentados abaixo na Eq. (1) (GOTTSCHALK
e DUNN, 2005). As constantes (a, b, ¢, d e g) foram estimadas usando o utilitario

solver do software Microsoft Excel®.

y=d+ —(a — )
= NG (1)
(+ @)
A partir da modelagem matematica foi possivel determinar diferentes
parametros cinéticos: Tempo da fase de laténcia para producao de CO2 [Tempo de
Fase Lag] (h), taxa maxima de produgéo de CO2 [Vmax] (g L-'h""), o tempo em que

ocorre @ Vmax (Ty, ), em horas, € 0 Ymax (produgdo maxima de CO), em g L

(ALBERTIN et al., 2013). As equagbes para cada parametro foram obtidas e
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calculadas por meio de metodologia semelhante a descrita por Zwietering et al. (1990)
e Longhi et al. (2017).

2.7. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O desenvolvimento de uma formulagéo envolvendo mais de dois componentes
requer algumas especificidades experimentais (CORNELL, 2011). O delineamento
experimental da mistura simplex centroid foi utilizado para avaliar o comportamento
das misturas formadas por carvao ativado, bentonite e PVPP, adicionados ao mosto
antes da fermentagédo. O delineamento para trés componentes foi composto por 7
tratamentos, com trés repeticdes no ponto central e trés repeticdes nos demais pontos
(vértices e laterais). Como tratamento controle, um tratamento adicional foi realizado
em triplicata, onde o mosto passou por todos os processos similares, no entanto, sem

receber nenhum agente clarificante.

Os limites superiores, doses maximas para cada aditivo nas misturas, foram
estabelecidos por meio de uma revisdo bibliografica (DOULIA et al., 2017; NICOLINI
et al., 2016; TOGORES, 2018) e testes preliminares, onde foram estabelecidas doses
maximas de 0,050 g L', 0,3 g L' e 0,3 g L para carvdo ativado, bentonite e
polivinilpolipirrolidona (PVPP), respectivamente. As propor¢gdes em cada formulagao,
expressas em concentragdes reais e em pseudocomponentes (BRUNS et al., 2006),

sao apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Matriz do delineamento experimental simplex centréide com os pseudocomponentes
e as concentracdes reais para mistura de trés clarificantes.

Pseudocomponentes Concentragdes Reais (g L)

o
'® X X X X X X
._%3 Ponto Car\:éo Bent;nite PV;P Car\léo Bent;nite PV;P
1 Vértice 1 1,0 0,0 0,0 0,050 0,000 0,000
2 Veértice 2 0,0 1,0 0,0 0,000 0,300 0,000
3  Veértice 3 0,0 0,0 1,0 0,000 0,000 0,300
4  Lateral 1 0,5 0,5 0,0 0,025 0,150 0,000
5 Lateral 2 0,0 0,5 0,5 0,000 0,150 0,150
6 Lateral 3 0,5 0,0 0,5 0,025 0,000 0,150
7 Central 0,33 0,33 0,33 0,0167 0,100 0,100
8 Controle 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

X1 — Carvao ativado. Xz — Bentonite. Xz — Polivinilpolipirrolidona. X1+X2+X3=1 ou 100 %.

O software Statistica 9.0 [StatSoft. Inc., Tulsa, EUA] (2009) foi utilizado no
planejamento das misturas e na analise dos dados obtidos experimentalmente. Neste
trabalho, carvao ativado, bentonite e PVPP foram representados pelas variaveis de
entrada, para o sistema em estudo, designado por X4, X2 e X3, respectivamente. A
Figura 1 mostra o projeto experimental de 3 componentes simplex centroid, em que
os sete circulos representam as misturas de carvao/bentonite/PVPP preparadas para
obter uma superficie de resposta apropriada, usando a expressdo do modelo cubico
especial (CORNELL, 2011), mostrado na Eq. (2). Neste trabalho o delineamento
experimental de misturas foi adotado para obter as proporgdes ideais dos aditivos para

otimizar o processo de fermentagéo.

Os modelos matematicos ajustados a cada resposta foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia (p <0,05) e o coeficiente de
determinacgao ajustado (R? ajustado). O teste de Tukey foi utilizado para determinar
diferencas significativas entre os grupos analisados. As diferencas foram

consideradas significativas com p <0,05.

y= Zq:ﬁixi + qu:ﬁijxixj+z Z Zﬁijkxixjxk (2)
i=1

i<j i<j<k
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Figura 1 - Delineamento experimental simplex centroid para 3 compostos. PVPP —

Polivinilpolipirrolidona.

PVPP
0.00¢1.00

1.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Carvao Bentonite
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3. RESULTADOS
3.1. TESTE DE MEDIAS E ANALISE DO AJUSTE DO MODELO

A importancia do desenvolvimento de metodologias de predicdo envolvendo
processos industriais tem sido relatada por diversos autores (Silva et al., 2007; Silva
et al., 2011; Longhi et al., 2017; Peltier et al., 2018). O presente trabalho permitiu a
avaliagcao de parametros cinéticos que possuem relevancia para modelagem, predicéo
e otimizacdo da fermentacdo alcdolica, sendo que os resultados para os mostos,

Cuvée e Talille, sao apresentados na tabela 6.

O tempo em que ocorre a taxa maxima fermentativa (Ty, _ ) foi apenas alterado
pela presenga de bentonite no meio. No mosto Cuvée, exceto no ponto central, todos
os outros tratamentos contendo bentonite promoveram um atraso para ocorrero Ty,__,
enquanto no mosto Taille, somente a bentonite isolada apresentou diferenca

significativa dos demais, elevando-o.

Para ambos os mostos, a maxima produg¢ao de CO2 (Ymax) ndo foi afetada por
nenhum tratamento (clarificante), desta forma, ndo houve diferengas estatisticas do

tratamento controle.

A partir das observacdes estatisticas da tabela 6 foram consideradas apenas
as variaveis respostas: tempo de fase Lag e a maxima taxa fermentativa (Vmax) para
a analise da mistura. Estes parametros apresentaram diferengas significativas entre
os diferentes tratamentos e o controle, ao contrario da produgdo maxima de CO: e da

Ty, due nao apresentaram diferengas ou apenas um componente mostrou-se

diferente dos demais tratamentos.
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Tabela 6 - Resultados para parametros cinéticos no mosto Cuvée e Taille.

Mosto Cuvée Taille

Riienes FZ:;“E;’gd(‘i,) Vma (@L7 0" Ty, (h) Yrmax (g L) FZ::’{’:;(‘;) Vimax (g L h) Ty, () Yimax (g L)
X1 Carvao 17.34 £ 048d 0.885+0.005a 84.97+0.04e 89.77+1.17a 14.41+0.28de 1.003 +0.008 ab 7514 +4.69bcd 89.76 £0.18 a
X2 Bentonite 30.78+0.65a 0.790+0.010b 11594 +0.99a 88.76+0.35a 24.09+0.26a 0.866+0.014de 104.06 +4.71a 8948 +1.23 a
X3 PVPP 20.05+0.35¢c 0.825+0.011b 94.28+298cd 88.11+0.59a 10.93+0.31f 0.881+0.009d 68.68 £ 3.23 d 89.87 £0.20 a
X12 2424 +0.16b 0.810+0.014b 102.77 +2.22b 89.30+0.76a 1558+ 0.21c 0.959 + 0.023bc 82.89 + 5.35 bc 90.01 £0.39 a

Xa3 23.93+0.57b 0.806+0.011b 102.08+3.95bc 88.05+1.18a 17.61+0.09b 0.933+0.005c¢ 86.71£3.79b 90.40 £0.37 a

X13 17.11+£0.35d 0.882+0.019a 84.84+25e 89.47 £0.32a 13.48+0.45e 0.975+0.015bc 73.14 +4.34 cd 89.49+0.24 a

X123 2050+ 0.40c 0.893+0.004a 92.38+1.44de 89.65+0.27a 1451+0.07d 1.030+£0.010a 77.75+2.30bcd 89.99+0.75a
Controle 16.75+0.57d 0.753+0.021c 86.81+4.87de 88.84+0.36a 10.94+0.62f 0.830+0.035e 7767 £7.03bcd 90.71+£0.38a

Os resultados estao apresentados pela média (n=3); + = DP; valores com letras diferentes (colunas) sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey,

com (p <0,05).
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As respostas experimentais obtidas e baseadas nas variaveis independentes
estdo registradas na Tabela 7. Os experimentos foram conduzidos em ftriplicata e
demonstraram que, em quase todos os casos, ha boa concordancia entre as
repeticoes. Todas as variaveis independentes e de resposta foram testadas para os
modelos linear, quadratico e cubico especial. O coeficiente de determinagéo, R?, e o
teste F (ANOVA) foram utilizados para verificar a qualidade dos modelos. O modelo
cubico especial foi identificado como o modelo mais adequado. Os altos coeficientes
de determinacgéo (R?) e de R? ajustado indicam que os modelos se ajustam bem aos
dados experimentais. Além disso, os modelos podem ser usados para fins preditivos

para as variaveis respostas.

De acordo com a anadlise de variancia, para ambos os mostos, os modelos
ajustados para a variavel resposta tempo de fase Lag explicam 99 % da variagao.
Para a Vmax, 0s modelos ajustados para os mostos Cuvée e Taille explicam 93 % e 95
% da variagao, respectivamente.

Tabela 7 - Modelos, R?, R? ajustado e valores de probabilidade para os modelos finais

reduzidos (proporg¢ao do componente) da taxa maxima de fermentagao (Vmax) € tempo de fase
de laténcia para dois mostos (Cuvée e Taille).

F , R?
Mosto Resposta Modelo F calculado tabulado R ajustado o]
Cuvée  lempode Special 10,0250 88616 09932 09903 0,006
fase Lag Cubic
Cuvée Vimex Special 51,3818 8,8616  0,0489 09271  <0,001
Cubic
Taile ~ \empode Special 13,9780 8,8616 0,968 0,955 0,002
fase Lag Cubic
Taille Vimax Special 39,6751 8,8616  0,9650 09500  <0,001
Cubic

R?= (soma dos quadrados da regress&o) / (soma total dos quadrados); R? ajustado = (quadrado
médio total - quadrado médio do residuo) / quadrado médio total; F calculado = (quadrado médio da
regressao) / (quadrado médio do residuo); F tabulado = valor tabulado considerando os graus de
liberdade de regresséao e de residuo a 1 % de significancia; p = significAncia do modelo ajustado.

3.2. INTERPRETAGCAO DOS GRAFICOS DE CONTORNO

A variagao do tempo de fase lag e da maxima taxa fermentativa (Vmax) na
presengca de diferentes misturas de clarificantes é mostrada em gréficos
bidimensionais da area do contorno ternario para os mostos Cuvée (Figura 2) e Taille
(Figura 3). Estas duas figuras também apresentam os graficos de dispersdo que
representam os valores experimentais obtidos e previstos pelo modelo. Esta € uma
técnica grafica para avaliar se os dados sdo normalmente distribuidos ou ndo. O
residual é a diferenga entre o valor observado e o previsto da regressao. Se os pontos

da parcela sdo vistos mais proximos da linha reta, entdo os dados sdo normalmente
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distribuidos (HASAN et al., 2009; DIAS et al., 2015). Observou-se que nas duas
fragcbes de mosto os pontos experimentais foram razoavelmente alinhados sugerindo
a distribuicdo normal, sendo que os residuos foram encontrados aleatoriamente

dispersos ao redor de zero, o que significa que os erros tém uma variancia constante

O tempo de fase de laténcia para o mosto cuvée (Figura 2) é afetado
negativamente pelo aumento de bentonite na mistura, elevando-o. Em contrapartida,
a presenga de carvao (= 50 %) é responsavel por uma significativa redugdo deste
tempo. Para este mosto, a taxa maxima fermentativa (Vmax) possui uma maior
elevagdo na presencga de carvao na mistura. Na figura 2, é possivel visualizar que a
mistura dos trés clarificantes resulta na maior taxa maxima fermentativa, ou seja, dos
7 ensaios realizados o ponto central resulta na maior Vmax. Além disso, é possivel
identificar que a presenga de bentonite em maiores quantidades (>50 %) resulta em

uma reducao dessa taxa.

Para o mosto Taille, o comportamento dos clarificantes sobre a atividade
fermentativa deste mosto foi diferente do encontrado para o Cuvée (Figure 3). No
entanto, assim como no Cuvée, o aumento da presenca de bentonite na mistura tem
por resultado um maior tempo de fase de laténcia. Para este parametro, uma maior
concentracdo de PVPP é responsavel por menores tempos. Quanto a Vmax, a
presencga de bentonite resulta em uma redugédo na taxa. Assim como no cuvée, no
diagrama € possivel observar uma maior taxa quando ha a presenga dos trés

clarificantes.
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Figura 2 - Graficos de contorno da mistura e graficos de dispersao ajustados dos valores
experimentais e previstos para o Tempo da Fase Lag (horas) (a) e a taxa maxima de
fermentagio (g L' h') (b) no mosto Cuvée, em funcao de efeitos significativos de interagio

(p<0,05).
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Figura 3 - Graficos de contorno da mistura e graficos de dispersao ajustados dos valores
experimentais e previstos para o Tempo da Fase Lag (horas) (a) e a taxa maxima de
fermentacio (g L™ h') (b) no mosto Taille, em fungio de efeitos significativos de interacio

(p<0,05).
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3.3.  ANALISE DE REGRESSAO DO MODELO

Conforme mostrado na Tabela 8, os termos das equacdes de regressao
previstas representam os modelos com os fatores significativos (modelo final
reduzido) para o tempo de fase lag e a Vmax dos mostos Cuvée e Taille,

respectivamente.

Para o tempo de fase Lag, o termo cubico (ponto central) resultou no maior
efeito desejavel para ambos os mostos, ou seja, a combinacgao dos trés clarificantes
€ a que resulta no menor tempo de fase de laténcia. Para o mosto cuvée as
combinacgdes de Carvao com PVPP e de Bentonite com PVPP também resultam em
um efeito favoravel sobre o tempo de fase Lag, o maior termo positivo é resultado da
variavel independente X2 (Bentonite). No mosto Taille, além do termo cubico, apenas
a combinagao de Carvao com Bentonite resulta em um termo negativo, ou seja, estes

tratamentos reduzem o tempo de fase de laténcia.
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Para ambos os mostos o termo cubico, composto pela mistura de Carvao,
Bentonite e PVPP foi o que resultou no maior termo positivo da variavel resposta taxa
maxima de fermentagéo. Ou seja, existe um efeito sinérgico no qual a mistura dos trés
clarificantes resulta na maior taxa. Para o mosto cuvée, o termo quadratico da mistura
de Carvao e Bentonite (significativo) resulta em um efeito antagénico, reduzindo a taxa
fermentativa. Para o mosto Taille, todos os termos foram significativos e positivos

(efeito sinérgico) sobre a taxa maxima fermentativa.

Tabela 8 - Coeficientes de regressao dos modelos ajustados para Vmax € Tempo de fase Lag
dos mostos Cuvée e Taille na adigdo de uma mistura contendo carvao vegetal, bentonite e
PVPP.

Mosto: Cuvée Taille
Tempo

Tempo de Fase

Termo/ Resposta: izga(ﬁ;* Vimax (g L h7) Lag (h) Vmax (g L™ h)
B1 (X4 - Carvao) 17,3359** 0,88464** 14,40645** 1,003372*
B2 (X2 - Bentonite) 30,7765** 0,78986** 24,09031* 0,865516**
B3 (X3 - PVPP) 20,0501** 0,82502** 10,92912** 0,880926**
B2 0,7506 -0,10896** -14,68360** 0,097568*
B 23 -5,9292** -0,00522 0,41383 0,241045**
B3 -6,3443** 0,10717** 3,24885** 0,131943**
B1z23 -25,3093* 1,62524** -19,91674** 1,643149*

Y = B1X1 + B2Xz + B3Xs + B12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3 + B123X1X2Xs; *Coeficientes significativos (p<0,05).
**Coeficientes significativos (p<0.01).

3.4. OTIMIZACAO DA MISTURA

Para melhor avaliar a importancia da adigdo combinada dos trés clarificantes,
a relacao entre os aditivos foi otimizada para que a mistura minimizasse o tempo da
fase de laténcia e maximizasse a Vmax para cada mosto. Assim, observou-se que uma
proporgao de 50 % de carvao ativo, 12,5 % de bentonita e 37,5 % de PVPP é a que
apresenta os melhores resultados para a atividade fermentativa do mosto Cuvée
(Figura 4a). Para a fermentagdo do mosto Taille, a propor¢ao de 50 % de carvao ativo,
21,43 % de bentonite e 28,57 % de PVPP é a que apresenta melhores efeitos sobre

os parametros estudados (Figura 4b).

Esses dados revelam que, para melhorar um conjunto de parametros cinéticos
fermentativos, a mistura dos trés agentes clarificantes tem resultados superiores ao

uso de um agente isolado ou a combinacédo de apenas dois deles.
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Figura 4 - Graficos obtidos através da metodologia de Derringer e Suich (1980).
Otimizagao das condi¢oes de mistura dos clarificantes para maximizar a Vmax e minimizar o
Tempo de Fase Lag dos mostos Cuvée (a) e Taille (b).
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4. DISCUSSOES

As leveduras desejadas para elaborac&o de vinho devem possuir uma série de
caracteristicas, entre elas, a rapida e completa degradagéo de agucares em etanol e
CO,, a fim de fornecer metabdlitos e compostos aromaticos que impactam
positivamente sobre qualidade sensorial do produto, além disso, compostos
indesejaveis ndo devem ser produzidos (PRETORIUS, 2000; DEQUIN, 2001).

Até o momento, nenhum estudo teve por objetivo avaliar os parametros
cinéticos em um mosto na presencga de carvao, bentonite e PVPP. Desta forma, até o
presente momento o efeito destes clarificantes sobre cada etapa da fermentacao
alcoolica é desconhecido. No entanto, alguns estudos utilizando destes aditivos
puderam observar alteracées na fermentagcdo. Como é o caso dos estudos de Weiss
e Bisson (2002) e Pocock et al. (2011), nos quais relataram uma tendéncia em
fermentagdes mais aceleradas na presenca de bentonite nos mostos, este
comportamento relatado vai de acordo com os resultados encontrados para a Vmax.
Entretanto, Lira et al. (2013) ndo encontraram diferengas significativas para a

fermentacdao com bentonite.

Os resultados encontrados para o efeito benéfico do carvao sobre a
fermentagdo eram esperados pelos autores, uma vez que estudos recentes indicam
para uma melhora no término da fermentagao na presenca de baixas doses de carvao
em um mosto contendo fungicidas. Estes estudos puderam mensurar a redugéo
significativa da quantidade de agucares residuais e o teor de acidez volatil produzida
(NICOLINI et al., 2016), entretanto, este trabalho n&o utilizou de metodologias

especificas para avaliar o comportamento da cinética fermentativa.

Quanto ao efeito benéfico do PVPP sobre o tempo de fase Lag do mosto Taille,
a presencga de polifendis em maior quantidade neste mosto (PATEL et al., 2010) e a
afinidade do PVPP para combinar e remover estes compostos (DONOVAN et al.,
1999) pode ser uma explicagdo para este fendbmeno. Além disso, estudos recentes

indicam para uma significativa redugcéo nos valores de Vmax (60 a 80 %) na presenca
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de polifenéis em mosto de uva (NGUELA et al., 2019), a agdo conhecida do PVPP

frente a este composto pode justificar a melhora deste parametro.

A otimizagdo de uma formulagdo que minimize o tempo de laténcia da
leveduras € de grande valia para a vinificagdo de vinhos base para espumantes, uma
vez que uma curta duracdo esta correlacionada a estabilidade microbiolégica,
garantindo que nenhum outro microrganismo se desenvolva anteriormente a levedura
desejada, além disso, trabalhos indicaram para uma maior produgao de glicerol estar

correlacionada com um maior tempo de laténcia (PELTIER et al., 2018).

Da mesma forma, existe um forte interesse em obter taxas maximas
fermentativas mais elevadas, o que significa em uma mais rapida degradacéo de
agucares, desta forma, assegurando a inibicdo de outros microrganismos presentes
no meio, estes que podem resultar em caracteristicas indesejaveis ao produto
(MARSIT e DEQUIN, 2015).
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5. CONCLUSOES

A produgado maxima de CO2 ndo é afetada pelos clarificantes. O tempo em que
ocorre a taxa maxima é apenas afetado em ambos os mostos pela bentonite. Todos
os clarificantes aumentaram o tempo de fase de laténcia, sendo que a bentonite
resultou no maior tempo. A taxa maxima fermentativa (CO2) é elevada por todos os
clarificantes, com exceg¢ao da bentonite no mosto Taille. A combinagdo da modelagem
cinética e do delineamento especifico para misturas (simplex centroid) foi valiosa para
avaliar o efeito combinado dos clarificantes sobre a atividade fermentativa dos mostos
e proporcionou como resposta a importancia da combinacdo de trés diferentes
aditivos. Desta forma, um sinergismo para a taxa maxima, e um antagonismo para o
tempo de fase lag, é resultante quando misturados os trés agentes. Sendo que, a
proporcao envolvendo aproximadamente 50 % de carvao resulta em uma melhora na

cinética fermentativa de ambos os mostos.
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