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RESUMO - O processo de correcao de agucares em mosto visa elevar o teor alcoolico dos
vinhos produzidos. A sacarose comumente adicionada precisa ser hidrolisada pela enzima
invertase secretada pela levedura Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo.
Porém, durante o processo, 0 meio sofre alteracBes pelo aumento da concentracdo de
alcool, temperatura e acidez, além da presenca de sulfitos adicionados. Este trabalho teve
por objetivo caracterizar o quanto a atividade da enzima invertase é alterada por
modificacdes nestas variaveis. Como resultados observou-se que a diminuicao do pH foi o
principal fator que fez decair a atividade enziméatica, mesmo as condi¢des de concentragdo
de etanol e temperatura ideais. Quando comparadas estas duas variaveis, observa-se que
ndo ha perdas consideraveis da atividade na temperatura 6tima da invertase e que a menor
atividade observada em temperaturas menores somente ocorre quando 0 meio possui
concentracédo de etanol mais elevada. A adicéo de sulfito ndo se mostrou significativa.

1. INTRODUCAO

O vinho é a bebida resultante exclusivamente da fermentagdo completa ou parcial da uva fresca.
Sua composicao e complexa, possuindo agucares, alcoois variados (dentre os quais o alcool etilico é o
principal, com até 20% dependendo do tipo de vinho desejado), agua, diferentes acidos livres ou
combinados (responsaveis pela acidez fixa e volatil). As condi¢Bes climaticas da safra viticola
exercem influéncia preponderante nas caracteristicas da uva e, consequentemente, na composi¢do do
vinho. Assim, existe uma influéncia do clima nas concentrac@es de agucar e de acidos organicos, no
teor de compostos volateis e de compostos fenolicos da uva, varidveis que determinam a estrutura e a
cor dos vinhos, importantes fatores para sua qualidade (Rizzon e Miele, 2006).

Em safras onde a maturacdo das uvas ndo alcancga nivel satisfatério, especialmente devido as
condicBes climaticas, é comumente realizado o processo de chaptalizacdo, pratica enologica que
consiste em corrigir o teor de aglcar no mosto para aumentar a graduacgéo alcoolica do vinho em no

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos i



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

méaximo 3% (v/v) estabelecida pela legislacdo brasileira (Brasil, 2004). O teor alcodlico dos vinhos
produzido durante o processo fermentativo estd diretamente vinculado ao teor de acucares
fermentesciveis existentes na uva a ser vinificada.

A fermentacdo alcodlica é a transformacdo anaerdbica de agUcares, sobretudo glucose e frutose,
em etanol e didxido de carbono. No entanto, este € um processo muito mais complexo. Ao mesmo
tempo em que esta reacdo se processa, uma série de outros processos biogquimicos, quimicos e fisico-
guimicas ocorrem, tornando possivel a transformacdo do mosto de uva em vinho. Além de etanol,
varios outros compostos sdo produzidos durante toda a fermentacdo alcodlica, tais como alcoois
superiores, ésteres de glicerol, acido succinico, diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol. Ao mesmo tempo,
alguns outros compostos do mosto também séo convertidos pelo metabolismo das leveduras. Sem a
producdo dessas outras substancias, o vinho teria pouco interesse organoléptico (Zamora, 2009).
Embora o processo possa ser realizado pelas leveduras nativas (autctones) presentes na uva, para
garantia e uniformidade na fermentacéo alcodlica utiliza-se levedura selecionada, disponivel na forma
de levedura seca ativa (Rizzon e Dall’Agnol, 2007).

A levedura mais utilizada na vinificacdo € a Saccharomyces cerevisiae, uma das principais
produtoras da enzima invertase (-D-frutofuranosidase frutohidrolase E.C.3.2.1.26), identificada de
duas diferentes formas: a glicosilada que esta localizada no espaco periplasma e encontra-se associada
a parede celular da levedura e, outra que ndo é glicosilada e esta concentrada no citoplasma (Zarate e
Belda, 1996). A atividade invertase da levedura esta relacionada com a invertase do periplasma que
hidrolisa a sacarose produzindo uma mistura equimolar de glicose e frutose. Esta enzima tem sido
empregada para melhorar a utilizacdo de certos substratos tais como nos processos de fermentagédo
alcodlica (Takeshige e Ouchi, 1995).

As enzimas trabalham de forma maxima em valores especificos de pH, temperaturas e
concentracfes de substrato. Assim como toda a enzima, a invertase estd sujeita a inibicdo pela
alteracdo dos componentes do meio. Apresentam pH étimo de 4,0 a 5,5, sendo inativadas em meios
com pH superior a 6,0 e inferior a 3,0. As invertases apresentam temperaturas otimas de 55°C para
solucBes diluidas de sacarose e de 65°C a 70°C para solugcdes com concentragdo superior a 10%
(Koblitz, 2010). A concentracdo de alcool durante a fermentacdo também exerce papel fundamental
na atividade enzimatica. Sendo assim, quanto maior a concentragdo do produto, menor serd a
atividade enzimatica, uma vez que a diminuicdo da concentracdo do substrato passa a ser
significativa, a reacdo prosseguira com velocidades cada vez menores, até que todo o substrato seja
transformado em produto (Marzzoco e Torres, 2007).

A substancia mais util para proteger o vinho contra oxidagdes € o dioxido de enxofre (SO,)
apresentando caracteristicas antissépticas, antioxidantes e inibidoras de enzimas oxidativas (Ribéreau-
Gayon et al., 2006). A forma mais comum de utilizagdo deste composto sdo o0s sais, principalmente
metabissulfito de potassio, que apresenta como caracteristicas a a¢do solubilizante, acdo antioxidasica
e acdo coagulante (Giovannini e Manfroi, 2009). A quantidade de metabissulfito de potéssio a ser
adicionada ao mosto, logo apds o esmagamento da uva, depende de sua qualidade, mas de 8 a 12g/hL
de mosto sdo suficientes para garantir um efeito anti-séptico contra as bactérias acéticas, laticas e
leveduras indesejaveis. Entretanto, doses muito altas, retardam a fermentacéo alcoolica, causam odor
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desagradavel e podem afetar a satde do consumidor (Rizzon & Dall”Agnol, 2007).

Com base no exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi determinar a influencia das varidveis pH,
temperatura e concentracao de alcool e de SO, sobre a atividade da enzima invertase oriunda de uma
levedura enoldgica comercial Saccharomyces cerevisiae.

2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Frutas e Hortaligas da Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas-RS. A enzima foi extraida de uma levedura enoldgica comercial Saccharomyces
cerevisiae através de agitacdo em meio alcalino (pH 9,0) por 24h e posterior centrifugacao
(5.000rpm) por 5 minutos. As proteinas foram quantificadas segundo a metodologia de Biureto,
utilizando o soro albumina bovina (BSA) como padré&o.

A atividade da invertase foi determinada através da quantificacdo da glicose produzida pela
acdo da invertase com o reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico. Para determinar o efeito combinado dos
fatores pH, temperatura, presenca de dioxido de enxofre e concentracdo de etanol, de modo a simular
caracteristicas do mosto durante o processo de vinificacdo, foi utilizado delineamento com
planejamento composto central para 4 fatores, conforme as codificacbes da matriz mostradas na
Tabela 1, onde X1, X2, X3 e X4 correspondem as variaveis pH, etanol, concentracdo de SO, e
temperatura. O ponto central (ensaio 25) foi replicado seis vezes e os demais pontos foram replicados
duas vezes. O meio reacional consistiu de 1 mL do extrato enziméatico, 1 mL de solucdo de sacarose
0,2 M, e 1 mL de solugbes com diferentes concentraces de pH, etanol e metabissulfito de sddio,
conforme a matriz experimental exposta na Tabela 2, totalizando 5 mL. As reagdes ocorreram durante
10 minutos, tempo em que as amostras permaneceram nas temperaturas indicadas na matriz
experimental. Apos, os acucares redutores formados reagiram com 1 mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico
durante 5 minutos, as amostras foram diluidas e sua absorbancia foi lida a 490 nm (Miller, 1959). A
glicose foi utilizada como padrdo e uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzimas que libera 1 pmol de agucar redutor por minuto nas condic¢Ges de ensaio.

Tabela 1 - Codificacdo das variaveis reacionais e planejamento do experimento

oH [EtOH]  [SO,]  Temperatura

Codigo (% viv) (ppm) (°C)

de Nivel X1 X2 X3 X4
-2 2,5 8,0 0 10,0
-1 3,0 10,0 75 20,0
0 3,5 12,0 150 30,0
1 4,0 14,0 225 40,0
2 4,5 16,0 300 50,0
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Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental com as varidveis codificadas, naturais, resposta
(Ya) e nimero de repeti¢des dos ensaios (Nb)

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis naturais Ya Nb
X1 X2 X3 X4 X1 X2 X3 X4

1 -100 -100 -100 -100 30 10,0 750 20,0 382,9
2 -100 -100 -100 100 30 1000 750 400 537,7
3 -1,00 -1,00 100 -100 30 10,0 2250 20,0 391,9
4 -1,00 -1,00 1,00 100 30 10,0 2250 400 501,8
5 -100 100 -100 -100 30 140 750 200 122,6
6 -100 100 -100 1,00 30 140 750 400 311,1
7 -1,00 1,00 1,00 -100 3,0 140 2250 20,0 255,0
8 -1,00 1,00 1,00 100 30 140 2250 400 349,2
9 100 -100 -100 -100 40 100 750 200 771,0
10 100 -100 -100 100 40 100 750 400 730,7

11 1,00 -1,00 1,00 -100 40 100 2250 20,0 712,7
12 1,00 -1,00 1,00 100 40 10,0 2250 400 537,7
13 100 100 -100 -100 40 140 750 200 562,4
14 100 100 -100 1,00 40 140 750 400 665,6
15 1,00 1,00 1,00 -100 40 140 2250 20,0 564,6
16 1,00 1,00 1,00 1,00 40 140 2250 400 670,1
17 -200 000 000 000 25 120 150,0 30,0 416,5
18 200 000 000 000 45 120 1500 30,0 1098,6
19 0,00 -200 000 000 35 8,0 150,0 30,0 614,0
20 0,00 200 000 000 35 160 1500 30,0 4726
21 0,00 000 -200 000 35 120 0,0 30,0 531,0
22 0,00 000 200 000 35 120 3000 300 555,6
23 000 000 000 -200 35 120 1500 10,0 331,3
24 0,00 000 000 200 35 120 1500 50,0 629,7
25 000 000 000 000 35 120 1500 30,0 578,1
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2, além do delineamento do experimento, tém-se os resultados para a medida da
atividade de invertase (Ya), onde o ponto 18 foi aquele que apresentou maior atividade, de 1098,6
pumol de glicose/minuto. Em relacdo ao ponto central, este se diferenciou pelo pH do meio, o que
demonstra que entre os parametros testados, este apresenta diferencgas significativas de atividade
enzimatica entre os pontos (Figura 1d), onde o pH 6timo foi de 4,5 e abaixo deste ponto a atividade
diminuiu. As concentragdes de dioxido de enxofre testadas ndo alteraram a atividade de invertase,
conforme pode ser visto na Figura 1a. Uma vez que o maximo de SO, total em qualquer tipo de
vinho, segundo a legislacao brasileira, € de 35 mg/100 mL (Brasil, 2004), a concentracdo de 300 ppm,
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préxima ao limite permitido, ndo interfere no processo de utilizacdo dos aglUcares do mosto pelas
enzimas. Segundo Giovannini e Manfroi (2009) as doses de SO, empregadas comumente durante a
vinificacdo situam-se entre 30 e 150 ppm, sendo que entre os principais fatores envolvidos nesta
tomada de decisdo estdo o grau de maturacao da uva (relacionada a sua riqueza em agucar e acidez) e
0 estado sanitario das mesmas, bem como a temperatura do mosto no momento da adicao.

A faixa de temperatura 6tima para a enzima situou-se entre 30 e 50°C, sendo que em uma
concentracdo de etanol abaixo de 12% (v/v) ndo se notou diferenca significativa para a atividade
enzimatica (Figuras 1b e 1c).
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Figura 1 - Grafico de médias, maximos e minimos do tipo Box e Whiskers para a atividade de
invertase de levedura enoldgica comercial para efeito individual da concentracao de
metabissulfito (SO,) (a), da temperatura (b), da concentracéo de alcool (c) e do pH do meio (d).

Na analise de superficie de resposta observou-se que em uma faixa de pH abaixo de 4 ha a
diminuicdo da atividade enzimatica, principalmente em concentragdes superiores a 12% (v/v) de
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alcool no meio (Figura 2a). Temperaturas de aproximadamente 35°C mostraram-se Gtimas para a
atuacdo enzimatica. A presenca de alta concentragdo de &cidos, e, por conseguinte pH baixo (menor
do que 3,4), revelou-se o fator que promoveu maior reducdo na atividade em temperaturas abaixo de
20°C, conforme Figura 2b. Em faixas de pH proximas a 4, 0s ensaios mostraram maior estabilidade da
atividade enzimatica frente a reducdo das temperaturas.

Quando comparados os efeitos da concentracdo de etanol e temperatura, observa-se que quanto
maior a concentracdo de etanol no meio, menor a atividade enzimatica e o efeito é pronunciado a
temperaturas baixas; as temperaturas elevadas favorecem a atividade enziméatica mesmo quando a
concentracdo de etanol atinge niveis elevados (16% v/v) (Figura 2c).

SIS
SO SeR % 7
SRS

S
%&ﬁ&e’m

l - 500
Bl - s00

Bl - 5o
W = 400 -0

(@) (b) (©

Figura 2 - Efeito interativo dos pardmetros pH (X1) e concentracdo de alcool (X2) (a), pH (X1)
e temperatura (X4) (b) e concentracao de alcool (X2) e temperatura (X4) (c) sobre a atividade de
invertase obtida de levedura enoldgica comercial utilizando sacarose 0,2 M como substrato.

Segundo Porntaveewat et al. (1990), as condi¢des de atuacdo enzimatica para invertase
purificada de uvas Muscat Bailey A sdo de pH de 2,7-6,4, apresentando atividade 6tima a 3,5 e
demonstrando termo estabilidade. Neste trabalho, demonstrou-se que as condi¢des de pH proximas
de 4,5 foram consideradas mais ideiais, porém o pH de mostos de diferentes cultivares como Merlot,
Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon tende a condicdes acidas logo ap6s o esmagamento da uva, de
aproximadamente 3 a 3,3, chegando a 3,2 — 4 apds a fermentacdo malolactica e estabilizac&o tartérica;
além disso, mostos com pH menos acido possuem maior susceptibilidade a reacGes oxidativas e
bioldgicas (Rizzon et al., 1998).

Nakanishi e Yokotsuka (1990) comentam que invertases obtidas de uvas viniferas apresentam
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alta estabilidade térmica, com temperatura 6tima em torno de 75°C, além de atuarem em diferentes
faixas de pH, altas concentragdes de alcool e de SO,. Morata et al. (2006), em experimentos
utilizando diferentes condigdes de fermentacdo de vinhos tintos para Sacharomyces cerevisiae e
Sacharomyces uvarum, empregaram temperatura de 20 e 30°C, concentra¢do de SO, de 0, 15 ou 30
mg/l e valores de pH de 3,2, 3,7 ou 4,2. As condigdes utilizadas nas fermentacdes abrangem as
condicOes aqui testadas. Na faixa de 20-30°C, a condigdo ideal para atividade da enzima invertase
seria um pH menos &cido (Fig. 3), proximo a condicao de 4,2 testada pelos autores. A 20°C se tem
uma reducdo de aproximadamente 50% da atividade proximo a concentracdo de etanol de 13%,
enguanto que a 30°C ha uma maior resisténcia ao aumento da concentracao alcoolica (Fig. 4). Com
relacdo a concentracdo de SO,, foram testadas aqui condi¢des com quantidades mais elevadas, ndo
ocorrendo diferenca significativa nesta variavel.

Concentracbes de alcool (% v/v) em vinhos provenientes de uvas Cabernet Sauvignon de
diferentes safras apresentaram valores de 9,7 até 12,6 (Rizzon e Miele, 2002) e de vinho de uvas
Isabel, de 8 a 9,5 (Rizzon e Miele, 2006). Tal valor dependeu do potencial alcéolico do mosto, uma
vez que nao foram adicionadas outras fontes de aclUcares. Como com a chaptalizacdo o potencial
alcoolico alcancado é superior, se justifica o estudo de concentracGes maiores sobre a atividade da
enzima. Com relacdo a esta variavel, quando a enzima é parcialmente inibida pela concentracdo
alcdolica, ja foram alcangados valores elevados do componente.

4. CONCLUSAO

As condigdes utilizadas durante a fermentacdo propiciam a atuacdo da enzima invertase sobre
0s acUcares adicionados ao mosto, sendo gque a concentracdo de SO, foi o Unico fator avaliado que
ndo afetou em nenhum nivel o pardmetro testado. O pH 6timo da enzima é mais alto do que o
encontrado normalmente em mostos e, juntamente com o aumento da concentracdo alcoolica que
ocorre durante a fermentacdo, é fator que reduz a atividade enzimatica. A temperatura étima
encontrada foi de 35°C, nédo sendo este um fator limitante para a invertase durante a fermentacao,
especialmente em vinhos tintos.
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