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RESUMO

Ensaios foram realizados para estudar o comportamento de 25 leveduras na
fermentacio vinaria, com o objetivo de selecionar aguelas que pudessem influir
na obtencio de vinhos com grau alcoolico satisfatério e teores de acidos volateis
e aldeido acético baixos. Os resultados obtidos mostraram gque as leveduras n. 13,
14, 16, 25, 20, 15, 4, 3, 2 e 17 atingiram essa finalidade, podendo servir como ponto
de partida para novas observacgbes nas cantinas industriais.

1 — INTRODUCAO

E pratica comum, entre os produtores de vinho em nosso pais,
proceder apenas 3 fermentacio espontinea do mosto sulfitado.

Embora a acao do metabissulfito de potassio seja a de inibir
o desenvolvimento de grande parte dos microrganismos prejudi-
ciais, encontrados naturalmente no mosto de uva, a microflora que
ainda permanece ativa é bastante helerogénea e pode ser respon-
savel pela variacao de qualidade observada nos vinhos das diferentes
safras. Nos anos de condicoes desfavoraveis, prevalecera uma
microflora com predominincia de organismos indesejaveis, resul-
tando na obtencio de vinhos inferiores.

Outro problema que se nos depara é o da variedade de uva
empregada na vinifica¢cdo. Nos paises europeus, a predominincia
de viniferas constitui, s6 por si, uma garantia de bons vinhos.
Entretanto, em nosso meio, onde as viniferas se desenvolvem mal,
temos que recorrer as variedades americanas ou aos hibridos entre
viniferas e americanas, cujo mosto, geralmente, apresenta quali-
dades inferiores aquele das viniferas. Adotar o processo de fer-
mentacio espontdnea nesse mosto é acrescentar mais um fator

(*) Trabalho apresentado ao VIII Congresso Internacional de Viticultura e Enologia, realizado
em Santiago do Chile, de 22 de abril a 2 de maio de 1956.

Recebide para publicacio em 28 de agdsto de 1957.
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indesejavel a obtencdo de bons vinhos. Se a microflora dominante
f6r pouco satisfatoria, iremos fatalmente obter produto de ma
gqualidade.

A vista do exposto, seria interessante que, ao lado de um pro-
grama de melhoramento da nossa matéria prima, isto é, da criacio
de novas variedades .de uvas com melhores caracteristicas do que
as atualmente cultivadas, foésse executado também um plano de
selecdo de leveduras que pudesse concorrer para melhorar o pro-
cesso de vinificacao.

) emprégo de culturas de fermentos selecionados, com as
caracteristicas desejadas para a produc@o de determinado tipo de
vinho, oferece uma série de vantagens largamente apontadas por
diversos pesquisadores. Pelo uso destas leveduras na fermentacéo
do mosto de uva, é possivel conseguirem-se, de anc para ano, pro-
dutos mais uniformes, sendo as pequenas variacdes devidas & osci-
lacdo do mosto, conforme as condigbes climaticas que caracterizam
0os diversos anos, como também as variacdes na temperatura de
fermentacio, quando esta é realizada em salas onde nio haja
sistema de seu contrile.

Da estirpe de levedura selecionada, utilizada na fermentacio
de mostos convenientemente sulfitados, vai depender, em grande
parte, a composicdo do vinho resultante. Agsim, algumas racas
de leveduras vinicas produzem vinhos com maior teor alcoodlico,
outras produzem mais aldeidos, mais Acidos volateis ete..

Gomes (6), estudando a microflora duriense, se refere a uma
levedura que denominou Douro 72, ecapaz de produzir grande quan-
tidade de ésteres a partir dos acucares do mosto (glucose e levulose),
possuindo, entretanto, diminuta capacidade de producao de Aalcool
etilico. Nunes (8) realizou também um esbbco de estudo das
leveduras vinicas portuguésas com a finalidade de conhecer o valor
enologico de cada uma delas e estabelecer policulturas a partir das
leveduras que apresentassem as caracteristicas desejadas na elabo-
racdo de determinado tipo de vinho.

Trabalho realizado por Gallay, Benvegnin e Capt (5), sobre
o efeito das leveduras selecionadas nos caracteres dos vinhos, leva-
ram-nos as seguintes conclusodes:

a) os vinhos obtidos a partir de mostos de igual composicio,
semeados com leveduras diversas, apresentam caracteristicas dis-
tintas a degustacio que nio podem ser consideradas como obras
do acaso;

b) Dbons resultados oriundos da utilizacdo de culturas de fer-
mentos selecionados, 86 poderio ser conseguidos por meio de uma
sulfitacdo adequada do mosto, para evitar o desenvolvimento da
flora indigena, responsavel por caracteres indesejaveis;
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c) o emprégo de leveduras selecionadas deve ser considerado
comoc uma medida enologica indispensavel, destinada, na pior das
hipoteses, a evitar o retardamento da fermentacio de mostos sulfi-
tados e assegurar completa fermentacao dos actlcares.

Amerine (2) também admite que o aroma desejado e o con-
trole dos demais ecomponentes dos vinhos poderio ser obtidos pelo
uso de culturas mistas de fermentos selecionados. Por meio de
antissépticos seletivos e de estimulantes é possivel inibir o cresci-
mento dos microrganismos indesejaveis e, a0 mesmo tempo, esti-
mular o crescimento dos desejaveis. Ter-se-8o, désse modo, fer-
mentacdes completamente controladas.

Rankine (12) estudou o problema referente ao uso de culturas
de fermentos selecionados pelos vinicultores australianos, verifi-
cando que esta pratica era adotada por 75% désses produtores.
Rankine (11) estudou também os produtos resultantes da fermen-
tacdo de mosto de uva por meio de 44 estirpes de fermentos nas
temperaturas de 12, 25 e 35°C, chegando as seguintes conclusées:

a) dependendo da estirpe de fermento selecionado utilizada,
o teor alcodlico do mosto fermentado variou entre 8 a 156% em
volume, a 25°C;

b) a producdo de &lcool foi ligeiramente mais elevada nos
mostos fermentados a 15°C; '

¢) algumas estirpes produziram maior acidez volatil a 25°C
do que a 15 ou 35°, porém, a acidez fixa e o pH permaneceram mais
ou menos invariaveis;

d) de onze estirpes estudadas, duas produziram teor elevado
de aldeido acético, particularmente a 15°C.

Em virtude dos resultados obtidos por ésses autores, resolve-
mos levar avante um programa de isolamento de leveduras nativas,
em diversas regides vinicolas do Brasil, a fim de estudi-las sepa-
radamente.

Os mostos foram obtidos de uvas provindas de quatro localida-
des diferentes, a saber: Campinas e Jundiai, no Estado de Sao
Paulo, Parreiras, no Estado de Minas Gerais, e Bento Goncalves, no
Estado do Rio Grande do Sul. Dos isolamentos feitos, separamos
para nossa experiéncia apenas as culturas de Saccharomyces, num
total de 23. Para estudos comparativos, ensaiamos também duas
estirpes de fermentos vinicos de procedéncia estrangeira.

2 — MATERIAL E METODO

Utilizamos suco de uva pasteurizado, preparado no laboraté-
rio, constituido por uma mistura de 50% de uvas da variedade
Seibel 7053 e 50% Seibel 10096. O Brix do suco obtido foi 20°,
medido a 20°C. Adicionamos aciicar de cana a fim de elevar o
Brix para um valor ao redor de 24°.
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Apdés correcido do Brix, distribuimos porcoes de 500 ml de
suco em frascos Erlenmeyers de 1.000 ml tamponados com algodao.
A esterilizacdio foi realizada em autoclave, com vapor fluente, du-
rante 45 minutos. No mosto resfriado, determinou-se o teor em
aclucar, acidez total e volatil, pH e nitrogénic. O teor de nitro-
génio total foi de 0,096 g/100 ml. A acidez volatil do suco esteri-
lizado foi um tanto elevada, resultante talvez do transporte rela-
tivamente demorado, em condicoes de alta temperatura. O pé de
fermentacio foi preparado em tubos de cultura, semeando-se 10 ml
de suco esterilizado com uma alca de cultura pura do fermento a ser
tratado. Os fermentos submetidos a teste foram os seguintes
(tratamentos) :

1 — Soccharomiyces cerevisiae?
Origem: hibrido Seibel 7953. Jundiai, Sao Paulo.
2 — Saccharomices oviformis

Origem: hibrido ILA.C. 74-1 (Seibel 10096 x Syrah) Cam-
pinas, Sdo Paulo.

3 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido LLA.C. 74-1 (Seibel 10096 x Syrah) Cam-
pinas, Sao Paulo.

4 — Saeccharomyces cerevisiac var. ellipsoideus

Origem: hibrido L.A.C. 74-8 (Seibel 10096 x Syrah) Cam-
pinas, Sao Paulo.

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

Origem: hibrido 1.A.C. 164-20 (Niagara rosada x Moscatel
rosada) Campinas, Sao Paulo.

ot
|

6 — Saccharomices cerevisiane var. ellipsoideus
Origem: hibrido I.A.C. 116-22 (Seibel 7053 x Burgunder
Kastenholtz) Campinas, Sio Paulo.
T — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido I.A.C. 116-22 (Seibel 7053 x Burgunder
Kastenholtz) Campinag, Sao IPPaulo.
8 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: Moscatel. University of Wisconsin n. 1, U.S.A.
9 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido I.A.C. 124-11 (Seibel 7053 x Merlot)
Campinas, Sio Paulo.
10 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: Pennsylvania State College, U.S.A.
11 — Saccharomyces cerevistae var. ellipsoideus
Origem: hibrido Seibel 7053. Jundiai, Sao Paulo.
12 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido Seibel 10076. Campinas, Sdo Paulo.
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13 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido Seibel 11342. Campinas, Sio Paulo
14 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido Seibel 8745. Campinas, Sdo Paulo.
15 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: Pinot Chardonnay. Jundiai, Sao Paulo.
16 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

Origem: hibrido Seibel 7053. Campinas, Sao Paulo.

17 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: hibrido I1.A.C. 16-2 (Seibel 11342 x Moscatel de

Hamburgo) Campinas, Sao Paulo.

18 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: Peverella. Bento Goncalves, Rio Grande Sul.
19 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
Origem: Peverella. Bento Gonealves, Rio Grande Sul.
20 — Saccharomyces chevaliert
Origem: Trebbiano. Bento Goncalves, Rio Grande do Sul.
21 — Saccharomyces cerevisige var. ellipsotdeus
Origem: hibrido Seibel 7053. Campinas, Sdo Paulo,
22 — Saccharomyces chevalieri?

Origem: hibrido 1.A.C. 74-7 (Seibel 10096 x Syrah)
Campinas, Sio Paulo.

28 — Saccharomyces fructuum

Origem: Semillon Jaune. Jundiai, Sdo Paulo.
24 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

Origem: mistura de variedades. Parreiras, Minas Gerais.
25 — Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

Origem: Rosati. Jundiai, S&o Paulo.

A seguir colocamos os tubos ji semeados em estufa a 30°C du-
rante 24 horas; decorrido ésse tempo, semeamos o8 frascos com 08
10 ml de cultura de fermento, em cidmara asséptica a fim de evitar
possiveis contaminacoes. Uma vez semeados, foram os frascos
colocados em estufa a 30°C. Passados 40 dias procedeu-se a
anilise do mosto fermentado. O desenvolvimento do processo fer-
mentativo foi observado pela pesagem dos frascos em intervalos
de 48 horas. No mosto fermentado determinamos o teor alcodlico,
acidez total e volatil, os aclicares totais, o extrato séco, o aldeido
acético e o pH.

A acidez total foi expressa em ml de NaOH 0,1N necessarios
para titular 10 ml de mosto fermentado, utilizando-se fenolftaleina
como indicador.

As determinacbes de actcares totais foram efetuadas pelo
método de Eynon-Lane, de acordo com a técnica preconizada por
Amerine (1) sendo expressos em £/100 ml.
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O teor alcodlico foi determinado pelo refratdmetro de imersdo,
na mistura alcodlica resultante da destilacdo de 100 ml de mosto
fermentado.

O extrato foi determinado pelo hidrdémetro, conforme o mé-
todo indicado por Amerine e Joslyn (3).

O método empregado na determinacdo do aldeido acético foi
aquéle recomendado por Jaulmes e Espezel (7).

As experiéncias com as diversas leveduras consideradas foram
executadas de modo a térmos sempre seis repeticdoes de cada um
dos diferentes tratamentos. ‘

3 — APRECIACAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos nas diferentes determinacoes estao regis-
trados no quadro 1.

A analise estatistica demonstrou que as leveduras se compor-
taram diferentemente na fermentacido do suco de uva. Essa ana-
lise foi feita com relagdo ao teor alcoohco a acidez volatil e ao
teor em aldeido acético.

As analises da varifncia s@o apresentadas a seguir.

A) analise da variidncia para o teor alcodlico:

Origem da variacio ggg;ﬁ’agg Sgé.nd?*accllgsé Variancia F
Entre as estirpes ....... 24 36,8921 1,5288 1,13
Nas estirpes . . . ... ..... 125 169,2620 13541 | . .......
Total ............... 149 2069541 . ... L0 Lol .

F =1 F = 1,60
1gp 5%

De acordo com o teste de F, verifica-se que nao houve dife-
renca entre as leveduras com relacdo ao teor alcodlico.

B) anilise da varidncia para a acidez volatil:

Origem da variacio ﬁ;g}ldsagg c?g:ld?ag?)ss Variancia F
Entre as estirpes ....... 24 8,7235 0,3635 11,12%*
Nas estirpes . . . . ....... 125 4,0829 00327 [.......
Total ............... 149 | 12,8064 |........ [..... .-

F =19 F = 1,60
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C) anélise da variincia para o aldeido acético:

Qrigem da variacfo gﬁgggagg 533’3&?133 Variiancio F
Entre as estirpes . ...... 352,0446 3,02+*
24 8.449,0707
Nas estirpes . . . .. ...... 125 | 14.571,3001 1165704 | . ... ....
Total ......... e iee s 149 | 23.0203%08 |. ... .... } ... ...,
F = 1,94 F = 1,60
1% 6%

Para a acidez volatil, aplicando-se o teste de Tukey (4), foram
selecionadas as seguintes leveduras, que apresentaram teores mais
baixos: n. 13, 14, 16, 25, 20, 15, 4, 3, 2 e 17, cujas diferencas das
médias foram inferiores a 0,38, ao nivel de 5%.

Pbde-se notar que, durante a fermentacido com determinadas
leveduras, ocorreu uma reducio na acidez volatil, isto & 2a acidez
volatil final foi mais baixa do que a inicial (quadro 1).

Esse fenomeno ja tinha sido constatado por Reisch (13), que
trabalhou com leveduras selecionadas em meios de culturas con-
tendo doses crescentes de acido acético.

Ventre (15) observou também o mesmo fendomeno quando
estudava o efeito da adicdo de diferentes acidos volateis na fer-
mentacio do mosto de uva ou de meio sintético, esterilizados e
semeados com uma cultura pura de Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus. Esse autor verificou que os 4cidos volateis experi-
mentados desapareciam durante a marcha do processo fermentativo,
dependendo da sua natureza e da sua concentracdo inicial a maior
ou menor proporcio daqueles.

Peynaud (9, 10) constatou que a rapidez de formacio do acido
acético e queda da acidez formada variam de uma levedura para
outra. Ele pdde distinguir leveduras que formam muito poucos
acidos volateis, outras que formam relativamente bastante, e outras
que provocam importantes e muito rapidas diminuicées désses
acidos. Tais diminui¢cdes sfo devidas a reducido do dcido acético
em etanol, no curso da fermentacio. Diversos observadores de-
monstram que o &cido acético se comporta como um aceitador de
hidrogénio. Esse pesquisador verificou que as leveduras apresen-
tam poderes redutores diferentes e tudo se passa como se houvesse
uma reducao do Acido acético. A quantidade de acido formada é
funcdo do pH e da raca de levedura.

Aplicando o mesmo teste de Tukey (4) para selecionar as
leveduras que apresentaram menores dosagens de aldeido acético,
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obteve-se o valor de 22,85 ao nivel de 5%. To6das as leveduras
estudadas ndo apresentaram diferencas entre as médias, com exce-
¢do da n. 8.

O aldeido acético é um produto intermediirio na fermentacio
alcodlica. Trillat (14) observou que a oxidacdo intensa enriquece
muito o vinho em aldeido. Quando o arejamento é intenso, ha
tendéncia de se formar maijor quantidade de aldeido livre e o vinho
adquire o odor tipico de vinho arejado. Quando isso se passa com
os vinhos tintos, diz-se que éle tem o goésto de ranco. Assim, o
teor em aldeido do mosto fermentado tende a aumentar nos vinhos
fortemente arejados.

4 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas experiéncias, em escala de laboraté-
rio, levaram-nos as conclusdes seguintes:

a) as leveduras estudadas comportaram-se diferentemente du-
rante o processo de fermentacio do suco de uva;

b) algumas delas resultaram na obtencéo de vinhos apresen-
tando boas caracteristicas, isto &, acidez volatil reduzida e bom
teor alcodlico; relativamente ao teor em aldeido acético, apenas
uma demonstrou ser diferente;

¢) as leveduras que mostraram ser promissoras, e que pode-
riam ser experimentadas em escala industrial, sdo as n. 13, 14, 16,
25, 20, 15, 4, 3, 2 e 17, classificadas em ordem crescente conforme
o teor de acidos volateis;

d) o emprégo dessas leveduras na vinificacio poderia contri-
buir para o melhoramento das qualidades dos vinhos nacionais,

THE BEHAVIOUR OF DIFFERENT YEAST STRAINS IN WINE
FERMENTATION

SUMMARY

Experiments were carried out on laboratory scale to observe the behaviour
of different strains of Saccharomyces on the wine constituents. The strains of
yeasts were isolated from fermented juice of various varieties of grapes raised in
three different regions of Brazil. The statistical analyses of the resulis showed
that some of the strains behaved quite differently as far as volatile acids are
concerned. Some of them produce wines, with low volatile acidity looking pro-
mising to be used successfully in industrial scale as a practice to improve wine
quality and acceptance.
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