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CULTURAS PURAS NA FABRICACAO DE VINHOS*
Pure Yeast Cultures in Wine Making

Carlos Eugenio Daudt**

RESUMO

Mostos foram fermentados industrialmente com culturas puras de Saccharo-
myces cerevdisdiae Montrachet. Descricao do recipiente para reproducdo de celulas
de leveduras (pé de cuba) assim como o método e quantidades adicionadas sio for-.
necidas. Os vinhos obtidos foram comparados em alguns aspectos com os  vinhos
produzidos por leveduras selvagens, como € normal até hoje na maioria de nossas
cantinas. Aspectos comparados foram assepsia e rendimento de fermentacao; tambem
qualidade de vinhos obtidos com e sem cultura pura foram analisados por teste de
preferéncia sem preocupacdo de analise senscrial mais profunda. Este & um traba-
Tho muito mais pratico do que cientifico e o objetivo foi provar que culturas
puras de leveduras, quando usadas nas quantidades exatas, nao sofrem competicao
de leveduras selvagens como era proposto até entao.

SUMMARY

Fermentation with Sacch. cerev.siae Montrachet was done with musts in a
industry scale. Description of the tank used as starter plus the method and

yeast quantities used are given. Wines produced were compared in some aspects
with wines produced in the same winery by the traditional method-useduntil today
by the majority of our wineries-with wild yeast fermentation. Compared were

cleanlines of fermentation ethanol yield and also 'wine quality; no sensory
analysis, however, was done to measure quality. This work was more of pratical
sense than scientific and the aim was to proove that using pure yeasts in the
right amount there would be no competition by wild yeasts as it was believed some

time ago.

INTRODUCAQ

0 uso de leveduras selecionadas (culturas puras) € comum na fabricacdo de
vinhos, na maioria dos paises. Esta pratica, quando usada devidamente, produz uma
fermentacdo que inicia rapidamente, procede de um modo reqular e termina num es-
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paco de tempo relativamente mais curto. Ocorre também uma maior utilizacdo do a-

cucar o qual assegura uma preservacao melhor do produto e um aumento na producao
de alcool.

A maioria dos técnicos concorda que a fermentacao deva ser conduzida fe
maneira a favorecer as leveduras do mosto; mas nem todos concordam sobre os me-
todos a serem utilizados para conseguir este resultado. Alguns enologistas (13,
22) afirmam que vinhos finos podem ser obtidos inoculando mostos comuns com le-
veddras provenientes de regides onde os melhores vinhos sao produzidos.  Embora
uma cepa particular de levedura possa ter alguma qualidade inerente que produza
determinado flavor, nao & correto pensar por exemploque umvinho fino de Bordeaux
possa ser feito fermentando simplesmente mosto derivado de Barbera com Ievedurés
provenientes de Bordeaux, assim tambem como se um vinho Burgundy de alta quali-
dade pudesse ser feito a partir de uva Isabel ou Concord. Entretanto, as levedu-
ras de superficie utilizados em cervejaria produzem um flavor de cereal em mos-
tos de uvas, enquanto as leveduras de vinhos produzem um flavor vinhoso ou de
fruta mesmo no mosto de malte adocicado. As varias cepas de Saccharomyces cere-
visiae var. ellipsoideus diferem na quantidade e tipo de flavores vinhosos de-
sejaveis que elas produzem, na velocidade e eficiéncia da fermenta¢do, na velo-
cidade da decantacdo apos a fermentacao, na tendéncia a formacdao de espuma e as-
sim por diante. WINDISCH (25) revisou a literatura até 1906 e concluiu que 0
carater varietal de um mosto n3o pode ser trocado pelo simples uso de uma deter-
minada levedura; acrescentou, entretanto, que vinhos de frutas pareceram ter um
melhor carater de vinho quando sdo utilizadas leveduras de vinhos, e que 0s mi-
crorganismos de uma certa regiao poderiam dar um carater levemente similar  aos
vinhos desta regido quando usados para fermentar mostos de outras regices. En-
tretanto afirmou que o valor de uma levedura pura esta na producao de uma  fer-
mentacio limpa e asséptica. Do mesmo modo, FORNACHON (14) concluiu que ndo se
deve esperar muito de leveduras puras e que uma cultura pura por si s0 nao pro-
duzira um vinho de alta qualidade a partir de uvas de ma qualidade.

A fermentacdo com uma Unica cépa selecionadade levedura de mosto (Saccharo-
myces cerevisige var. ellipsoideus) em comparagao com fermentacoes realizadas
com flora misturada, vem ha longo tempo interessando os enologistas europeus. RE-
NAUD (22) afirmou que vinhos de qualidade poderiam ser feitos somente com a flo-
ra natural mixta das uvas. Ele achou que o uso de Teveduras selecionadas tende a
produzir vinhos de flavor uniforme sem aquelas diferencas sutis tao apreciadas
pelos “"connoisseurs”. Entretanto, os vinhos comuns sao aprimorados quando  suas
fermentacoes sio efetivadas com leveduras selecionadas e de boa qualidade.

A producdo de compostos aromaticos pelos fermentos foi enfatizada por
SUOMALAINEN & NYKANEN (24). Estes autores fermentaram um meio artificial e iden-
tificaram os componentes odoriferos usando cromatografia gasosa. Houve uma gran-
de similaridade nos compostos identificados, em comparacao com aqueles  achados
em conhaques e em wiskys (o primeiro, produto da destilacao de vinhos).

Existe a possibilidade que as diferencas na qualidade dos vinhos prove-

nientes de uvas proximas uma as outras sejam devidas a diferentes cepas de mi-
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crorganismos.

DAUDT & OUGH (10) estudaram a formacao dos compostos odoriferos, esteres
acetatos, em vinhos obtidos a partir de duas variedades de uvas fermentadas adi-
ferentes temperaturas com tres microrganismos diferentes e na presenca e ausén-
cia de anidrido sulfuroso. Concluiram que a cepa de levedura influiu na formacao
destes esteres assim como o anidrido sulfurogoe a variedade de uva utilizada. Pa-
ra quantificar estes esteres os mesmos autores (9) tiveram que desenvolver um
novo método em cromatografia gasosa que possibilitou a eliminacdo do pico de e-
tanol.

FORNACHON (14) preferiu o uso de uma so cépa de levedura como pé-de-cuba,
mas chamou a atencao que ele deve ser cuidadosamente preparado e usado propria-
mente para se obter os melhores resultados.

RANKINE & LLOYD (21) demonstraram que o uso de 2% de uma cultura pura de
microrganismos, como pé de cuba, dominou a fermentacao em mostos virgens ou em
mostos com o bagaco. Entretanto, este dominio foi muito major nos mostos sem o
bagaco. Explicaram que os vinhos obtidos com as culturas puras foram significa-
tivamente melhores que os vinhos obtidos sem as culturas, sem no entanto apre-
sentar dados sensoriais.

RANKINE (20) sumarizou os dados obtidos num periodo de 20 anos na Austra-
lia sobre a importancia da variedade e cepa de microrganismos usadas sobre a com-
posicao e qualidade dos vinhos produzidos. Foram investigadas mais de 20 cultu-
ras individuais de microrganismos, tanto em fermentacado de laboratorio como em
fermentacoes em cantina piloto. Os aspectos fisicos das fermentacfes estudadas
incluiram contagem de celulas, floculacao e clarificacao e potencial de oxi-re-
duc@o. Os estudos fisiologicos e metabolicos incluiram resisténcia ao anidrido
sulfuroso e outros inibidores e metabolismo, incluindo a producao de etanol e al-
coois superiores, decomposicdo do acido malico, producdo de gas sulfidricoe for-

macao de compostos bissulfiticos. A dominancia de fermentos em culturas mixtas e
influéncia dos fermentos no aroma e flavor também foram estudadas. Afirmou que,
alem das vantagens mais Obvias do uso de leveduras selecionadas (um rapidoe pre-
visivel inicio de fermentacdo, uma fermentacdo completa, sem problemas, e ausén-
cia de aromas e flavores indesejaveis), elas podem tambem influenciar diretamen-
te o flavor e controlar a reducao da acidez durante a fermentacao.

Os dois principais acucares das uvas, e que representam cerca de 99% dos
aclcares totais em viniferas, sao glicose e frutose. Na uva verde predomina gl1i-
cose, na supermadura predomina frutose; no entanto, na uva madura os dois acuca-
res encontram-se mais ou menos em quantidades iguais. Como a uva "deve" ser co-
Thida madura ha um fato que merece consideracdo. Frutose & muito mais doce que
qlicose, aproximadamente 1,5 vezes. Durante a fermentacao alcoolica a glicose
normalmente fermenta mais rapidamente que a frutose. Por outro lado, sao conhe-
cidas varias cepas de leveduras que fermentam frutose mais rapido. A relacdo gli-
cose-frutose pode ser modificada pela adicao de mosto em fermentacdo, sacarose ou
suco concentrado, os quais produzem um vinho com mais extrato e com menos gosto
doce. 0 uso de leveduras selecionadas (dependendo da cepa utilizada) pode produ-
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Zir um vinho mais doce a partir de um mesmo contelido inicial de acucar total.
MESTRE & JANE (16) concluiram que culturas puras de microorganismos produ-

ziram mais alcool e fermentaram os acucares mais rapida e completamente que oS

fermentos nativos das uvas. Entretanto, os vinhos produzidoé por fermentos puros

nao apresentaram o flavor caracteristico de sua regiao de origem. Novamente, po-

rém, os dados sensoriais apresentados foram insuficientes.

Ha pouca evidéncia conclusiva de que a fermentacdo com flora natural pode
estar envolvida na producdo de vinhos finos. A possibilidade de controlar os fla-
vores Usando especies diferentes de Saccharomyces cerevisiae atraiu a atencao de
CASTELLI (3). Ele achou que Saccharomyces nosed, encontrado em larga escala em
vinhos italianos, pode fermentar mostos e produzir vinhos com mais de 10% de eta-
nol, produzir pequenas quantidades de acidos volateis sem formar acetilmetilcar-
binol e ser mais desejavel que cepas de Saccharomyces cerevisiae var. eflipsodideus.

Um possivel interesse para o uso de culturas de fermentos selecionados
mixtos foi estimulado pela descoberta da habilidade que Schizosaccharomyces pombe
tem para fermentar acido malico. RIBEREAU-GAYON & PEYNAUD (23), PEYNAUD & SUDRAUD
(19) tentaram utilizar esta habilidade do Schizosaccharomyces pombe. E um proce-
dimento Util, principalmente quando os mostos tem um excessivo teor de acido ma-
lico; entretanto este microorganismo fermenta vagarosamente e requer altas tem-
peraturas. Tentativa para obter produtos de fus3o entre Saccharomyces cenrevisiae
e Schizosacchanomyces pombe foi tentado por CARRAU et alii (2). Mais estudos com
cepas selecionadas deste microorganismo sdo necessarios.

DAUDT & OUGH (11) acharam as maiores guantidades de dlcoois isobutilico e
amilico (iso e ativo) nos vinhos obtidos de mostos fermentados entre 23° e 25°C,
temperaturas nas quais o crescimento de microorganismos viaveis € maximo. A cepa
de levedura tambem teve influéncia sobre a quantidade absoluta de alcoois  supe-
riores. Por outro lado, o Elcbol propitico foi produzido em maior quantidade nas
temperaturas de fermentacao mais baixas e mais altas que as mencionadas (menos
aue 20°C e mais que 27°C). Os autores tentaram explicar este fato, mostrando que
quando a reproducdo de microorganismos ocorre em grande quantidade, tal como a
fermentacdo a medias (altas) temperaturas, ha uma grande demanda para a producao
de aminoacidos a partir de esqueletos de carbono e uma grande quantidade de al-
coois superiores & produzida em detrimento do n-propanol formado em pequenissimas
quantidades nesta oportunidade. MNas temperaturas extremas, o inverso ocorrera, ou
seja, baixas quantidades de dlcoois superiores e altas de n-propanol.

Quando varias cepas de leveduras alcoolicas nativas do Rio Grande do Sul
foram comparadas com Saccharomyces cerevisiae Montrachet por DAUDT & ALMEIDA (4)
em fermentacao em escala laboratorial foi verificado que o mosto fermentado  por
Saccharomyces cenevisiae Montrachet teve menor tempo relative de fermentacao e
que o vinho oriundo deste mosto mostrou maior rendimento alcoolico, menor acidez
volatil e clarificou mais depressa do que os outros vinhos. Estes outros  vinhos
foram oriundos de fermentacoes com microorganismos selecionados previamente  por
DAUDT & BRUM (5) em mostos industriais das cantinas do Rio Grande do Sul.

Apesar do uso de leveduras selecionadas ser pratica comum na elaboracao de
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vinhos, no Rio Grande do Sul, seu uso correto nunca foi tentado ate 1974-1975-

1976 data em que este trabalho foi realizado. Este trabalho nao foi publicado an-
tes por varias razdes e s0O est3 sendo publicado agora por insistentes pedidos de
amigos. No entanto, seus resultados ja sao conhecidos de muitos e como fruto di-
reto ou indireto de comunicacoes pessoais ou conferéncias, hoje varias industrias
ja utilizam corretamente o pe de cuba. So concordamos em escreve-lo para que ou-
tras inqistrias que nao tiveram acesso a estas informacoes, possam usufruir des-
tas que contribuiram e contribuem, em parte, para a melhoria dos nossos vinhos.

Ate entdo havia por parte dos tecnicos locais a firme conviccdo de que
uma cultura pura sofreria sempre a competicdo das leveduras selvagens encontradas
na casca da uva. Este trabalho completado em 1975 demonstrou como & possivel ga-
rantir a fermentacao de culturas puras dentro das industrias com total possibi-
lidade de exito; foi demonstrado tambem a maneira correta de adicionar o pé de
cuba baseado em 3 anos de aplicacao em laboratorio e 2 anos de industria. Esta
parte do trabalho e mais pratica que cientifica.

MATERIAL E METODOS

Amostras de mosto em diferentes estagios de fermentagao foram colhidas em
1974 nas principais cantinas de Bento Goncalves, Caxias do Sul e numa cantina de
Jaguari. Estas amostras foram colhidas em frascos esterilizados, colocadas rapi-
damente em gelo e trazidas para Santa Maria. No Departamento de Tecnologia e Ci-
encia dos Alimentos da Universidade Federal de Santa Maria foram semeadasempla-
cas de Petri para observar a flora e tentar selecionar variedades de leveduras
naturais, responsaveis pela fermentacao alcoolica em cantinas do Rio Grande do
Sul. Trabalhos especificos sobre as variedades selecionadas, comportamento bio-
quimico, conteldo das placas, bem como comportamentos sobre o mosto, foram publi-
cados por DAUDT & BRUM (5) e DAUDT & OLIVEIRA (4). Estas variedades foram sele-
cionadas, principalmente por sua velocidade de fermentacao e decantacdo, forma-
cao de produtos secundarios e qualidade do produto final.

Apos estes experimentos, os mostos foram fermentados em escala laborato-
rial e piloto, usando Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus cepa Montrachet
obtido da Universal Yeast Co. Milwaukee, Wisconsin, USA. Mostos utilizados foram
da variedade hibrida Goethe cultivadas em Jaguari. A sequir foram fermentados
dentro da industria. Certos parametros foram seguidos paraa escolhada industria:
proximidade de Santa Maria, necessidade de auxilio e, de preferéencia, que fosse
uma cooperativa. A Cooperativa Agraria Sao José Ltda., de Jaguari, RS, cedeu suas
instalacoes tradicionais para a realizacao do experimento em 1975. O pé de cuba
foi iniciado no Departamento de Tecnologia e Ciencia dos Alimentos da UFSM e uma
vez pronto foi levado para Jaguari. Na industria, as uvas apos esmagadas sofre-
ram adicao de 80-140 ppm de SOZ(dependendo do estado sanitario das mesmas) e apos
uma hora sofreram a adicao de 1% de pe de cuba. Uma pipa de 10.000 litros foi
utilizada para o experimento. Os vinhos obtidos foram analisados periodicamente.
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Em 1976 repetiu-se o experimento s0 que o pe de cuba foi feito na propria
industria utilizando recipientes de aco inox especialmente construidos para a
multiplicacdo (ver Resultados e Discuss@ao); ao inves de uma pipa como no ano
anterior, desta vez todas as uvas brancas (Goethe) foram separadas das cascas e
fermentadas com culturas puras. 0 microrganismo utilizado foi o mesmo citado an-
teriormente e a percentagem de adicao, bem como a quantidade de 502 adicionado
foram idénticas. Semeaduras em placas idénticas as realizadas em 1974 para  ob-
servacio da flora foram repetidas em 1975 e 1976 com amostras provenientes  das
pipas semeadas com culturas puras.

RESULTADOS E DISCUSSAOD

0Os recipientes de aco inoxidavel utilizados para o pé de cuba industrial
constaram de um recipiente com paredes duplas para passagem do vapor ou de agua
fria Jocalizado na parte superior e de um recipiente simples de inoculagao loca-
lizado na parte inferior {Figura 1). No primeiro, inicialmente, foram colocados
300 1itros de mosto que foram submetidos ao aquecimento a 60-65°C no mosto; quan-
do frio, este mosto foi transportado por gravidade ao segundo recipiente (infe-
rior) onde foram adicionados 150-180 ppm de 302. Uma hora apos a adicao de SO2
foram adicionados 2% (6 litros) de uma cultura pura da cepa Montrachet; 24-48
horas apos esta adicdo o mosto encontrava-se em plena fermentagao - cerca de 1 x
108 células/ml de acordo com DAUDT et alii (6) variando com a temperatura inicial
da fermentacio e ao teor de nitrogénio total existente na uva (7) quer seja em
forma de aminoacidos (15), aminas (12, 18), amonia (17), proteinas, nitratos,
vitaminas (1)-eapto a ser adicionado nas proporcoes de 1-2% {(ou mais) no mosto
total. Exemplificando: dois dias apas a adicao de culturas puras aos 300 1litros
de mosto do pe de cuba, a industria comecou a receber uvas da variedade que de-
sejava fermentar; no primeiro dia de recebimento 2 pipas de 10.000 litros foram
cheias e adicionadas com 80-140 ppm de SDZ‘ Uma hora apds a adicao de 502’ foram
adicionadas em cada pipa 100 litros do pe de cuba em plena fermentacao, restando
portanto 100 1itros no segundo tanque inoxidavel. Ao mesmo tempo que o mosto era
passado do primeiro ao segundo recipiente de aco inoxidavel, nova quantidade de
mosto era levado ao primeiro tanque e submetido ao aquecimento a 60-65°C, de tal
maneira que quando os 200 litros foram retirados para inocular as duas pipas de
10.000 litros nova quantidade de mosto ja estava pronta para ser colocada dopri-
meiro ao segundo recipiente de aco inox. Ao chegar no segundo recipiente, esta
nova quantidade de mosto ja adicionada de 150-180 ppm de 502 encontrava 100 1i-
tros em plena fermentacdo e em cerca de 24 horas ja estava pronta para ser adi-
cionada dentro de pipas maiores e assim por diante. A finalidade da adicao de
150-180 ppm de SO, no pé de cuba & adaptar as leveduras a doses elevadas de ani-
drido sulfuroso. Desta maneira o processo se torna quase continuo e para o  ta-
manho da industria em questdo, os tamanhos dos recipientes de aco inox  foram
mais que suficientes. Se a industria for maior, basta aumentar o tamanho e o nu-
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FIGURA 1. Tanques de aco inox:
A- Tanque superior (500 litros de capacidade ou mais).

a-
b-

C-
d-

aco inox (camisa dupla para permitir aquecimento e esfriamento
do mosto);

entrada de vapor para aquecimento e de agua fria para resfria-
mento;

espaco reservado ao mosto;

valvula que permite passagem do mosto esfriado.

Tanque inferior de aco inox para inoculacdo (capacidade 500 litros

ou
a-

b
c-
d-

mais).
Forma de L ou sepentina de aco inox perfurada para permitir a
passagem de ar comprimido atraves do mosto para areja-lo e es-
timular a velocidade de multiplicacdo de Teveduras (opcional
pois o ar comprimido deve ser completamente limpo);

entrada de ar comprimido;

dispositivo que permita saida de CO

valvula para retirada do pe de cuba.?’
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mero de recipientes; se a meta for inocular tintos e brancos, sao colocados 2
ou mais recipientesna parte inferior. A pureza da fermentacido no segundo recipi-

ente (inferior) e indiscutivel e foi comprovada atraves de semeadura em placas;
no entanto isto era esperado e portanto nao e incomum. 0 que surpreende, entre-
tanto, foi a pureza da fermentacdo industrial ou seja, dentro das pipas maiores
onde o mosto nao foi aquecido previamente, mas sim somente adicionado de SOZ' A-
mostras foram recolhidas do interior das pipas industriais fermentadas com cul-~
tura$ puras e leveduras selvagens, sendo estas ultimas provenientes de Jaguari,
Bento Goncalves e Caxias do Sul. Todas elas foram colhidas em frascos esterili-
zados, guardadas no gelo e depois foram semeadas em meio Agar malte previamente
estratificado. Nas amostras de pipas em fermentacao (varios estagios) com cultu-
ras puras observou-se a pureza da fermentacao pela visualizacdo quase que somen-
te de células do Montrachet. Nas amostras de pipas em fermentacao (varios esta-
gios) pelo processo tradicional sem adicao de leveduras alcoolicas puras, obser-
vou-se celulas de mofos, bolores, Saccharomyces, etc. Evidentemente, algumas fer-
mentacoes industriais naturais (sem adicao de culturas puras) apresentavam-se em
melhores e piores condi¢des. No entanto em muitas destas fermentacGes ate larvas
de Drosophila celaris se desenvolveram nas placas. 0 primeiro ponto foi atingido
pois a assepsia da fermentacdo com culturas puras €& muito maior que a de fermen-
tacio sem culturas puras. Industrialmetne a assepsia de uma fermentacao nao @
muito cogitada, o que € um erro, pois nao se deve esquecer que decorrente desta
assepsia obtém-se melhores rendimentos da fermentacao e qualidade dos vinhos. Nas
experiencias industriais foram obtidos sempre de 98 a 100% de rendimento de fer-
mentacio (no que diz respeito a formacdo de etanol) com culturas puras. Enquan-
to isto os rendimentos de fermentacao pelo processo tradicional so excepcional-
mente (anos excepcionais) atingem estas cifras. 0 rendimento da fermentacdo e ob-
tido dividindo o dlcool pratico pelo alcool tedrico e multiplicando por100. Con-
sequentemente, o segundo objetivo, maior quantidade de alcool a partir da mesma
quantidade de acucar tambem foi atingido.

Em 1975 a pipa de 10.000 litros com culturas puras fermentou ao lado de
outras pipas que fermentaram naturalmente. A velocidade de fermentacao foi maior
na pipa experimental que nas outras, mas o fato marcante foi a rapidez de decan-
tacdo da pipa experimental. O vinho 1impou duas vezes mais rapido, o que &  ex-
plicado pela aglomeracac das leveduras alcoolicas puras. A cepa de cultura pura
se aglomerou apos a fermentacao formando grumos pesados que se precipitaram ra-
pidamente ao fundo da pipa. Enquanto isso no processo tradicional de fermentacao
as leveduras selvagens levaram mais tempo para se depositarem e Timparem o  vi-
nho. A quantidade de bentonite adicionada foi menor em compara¢ao com as outras
pipas e a perda de vinho foi tambem menor. Portanto, o terceiro objetivo deste
processo foi tambem atingido, pois a 1impeza ou decantacao do vinho foi tambem
mais rapida. Quando a bentonite foi usada durante o processo fermentativo (como
se usa muito nos dias atuais) houve evidentemente maior rapidez tambem na 1im-
peza do vinho. Seu efeito sobre as leveduras (contagem) durante a fermentacdo
bem como sobre o aroma do vinho obtido estao sendo estudados por DAUDT & DURAN-
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TE (8).

0 Ultimo ponto a estudar foi a qualidade do vinho obtido. Qualidade € um
tfrmo dificil de se avaliar. Os parametros para tipificar a qualidade dos vinhos
ha mgito tempo estdo sendo estudados pelo Ministério da Agricultura e pelo Mi-
nisterio da Industria e Comércio. No entanto testes de analise sensorial basea-
dos na preferéncia foram aplicados nos vinhos obtidos da uva Goethe fermentados
com e sem culturas puras; a preferéncia sempre recaiu nos vinhos obtidos com
cu]tur?s puras. Quando os vinhos da IndUstria foram colocados no comércio a
preferencia do publico tambem foi para os mesmos vinhos. ,

Varias outras industrias estao hoje fabricando vinhos com culturas puras
com muito sucesso, principalmente com variedade de uvas viniferas, fabricando
diferentes tipos de vinho de muita aceitacdo pelo publico consumidor.

Esperamos que em poucos anos esta pratica seja comum na industrializacao
deste produto.
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