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RESUMO 

  

O objetivo deste estudo foi selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas do 

mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) cultivadas no Vale do Submédio do São 

Francisco (VSF), como iniciadoras do processo fermentativo na elaboração de vinhos. Foram 

obtidos 368 isolados, sendo 259 S. cerevisiae e 109 não-Saccharomyces. Por meio da análise 

de restrição do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) foi possível identificar 184 S. cerevisiae 

indígenas e 75 representando linhagens comerciais. Foram encontrados 22 perfis de RFLP-

mtDNA nas S. cerevisiae indígenas comparadas com as seis leveduras comerciais de S. 

cerevisiae mais utilizadas no VSF. Das 184 S. cerevisiae indígenas, 46 não produziram H2S. 

Microfermentações de 80 S. cerevisiae indígenas e seis comerciais foram realizadas em mosto 

sintético. No final da fermentação alcoólica foram determinados os compostos secundários 

produzidos e o consumo de açúcares. A partir desses resultados, nove linhagens indígenas de 

S. cerevisiae foram selecionadas. Além dessas, duas S. cerevisiae comerciais foram utilizadas 

para a produção dos vinhos em pequena escala. A fermentação espontânea também foi 

realizada para a produção da bebida. Os parâmetros fermentativos das leveduras foram 

semelhantes durante a produção dos vinhos. Trinta e quatro compostos voláteis foram 

identificados, sendo que os vinhos 3 e 8 apresentaram melhores concentrações dos compostos 

aromáticos frutados. O composto volátil 2-fenil-etanol (aroma floral, rosas) foi produzido em 

concentração elevada nos vinhos 7, 8 e 9, muito acima dos demais vinhos. Essas linhagens 

podem, no futuro, ser utilizadas na produção dos vinhos do VSF contribuindo para a 

tipicidade das bebidas da região. 

 

Palavras-chave: Leveduras. Vinho. Saccharomyces cerevisiae. Fermentação. Vale do São 

Francisco. Aromas frutados e florais. 
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ABSTRACT 

The aim of this work was to select Saccharomyces cerevisiae strains isolated in the must 

fermented of grapes (Vitis vinifera L.) farmed in Vale do Submédio do São Francisco (VSF), 

as starters of the fermentative process in winemaking. A total of 368 yeast isolates were 

obtained. Among them, 259 S. cerevisiae and 109 non-Saccharomyces strains were identified. 

From mitochondrial DNA restriction analysis (RFLP-mtDNA), it was possible the 

identification of 184 S. cerevisiae indigenous strains and 75 S. cerevisiae representing 

commercial strains. Twenty-two different profiles of RFLP-mtDNA were found in S. 

cerevisiae indigenous strains in comparison with the six most used S. cerevisiae commercial 

strains in the VSF. Among 184 S. cerevisiae indigenous strains, 46 did not produce H2S. 

Eighty S. cerevisiae indigenous strains and six commercial strains were used for micro 

fermentation experiments with synthetic must. At the end of the alcoholic fermentation 

process, secondary compounds and the sugar consumption were determined. Based on the 

micro fermentation results, nine S. cerevisiae indigenous strains were selected. These strains 

and two S. cerevisiae commercial strains were used for wine production in small scale. 

Besides that, the spontaneous fermentation was also used in beverage production. 

Furthermore, fermentation parameters of yeasts were similar during the winemaking. From 34 

volatile organic compounds identified, samples of wine 3 and 8 presented the best 

concentrations of fruity aromatic compounds. The volatile compound 2-phenylethanol (floral 

aroma) was obtained in an elevated concentration in the wines 7, 8, and 9 with higher levels 

than the other ones. After further studies, these strains may be used to produce wines in Vale 

do São Francisco Region, contributing for the typicity of beverage produced in that area. 

 

Keywords: Yeasts. Wine. Saccharomyces cerevisiae. Fermentation. Vale do São Francisco 

Region. Fruity and floral aroma. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A seleção de linhagens de Saccharomyces cerevisiae indígenas para a produção de 

vinhos típicos de uma região é  realizado há bastante tempo na Europa, onde estão localizados 

os países de maior tradição na produção de vinhos de qualidade. No entanto, hoje, o Brasil 

também é um grande produtor de vinhos de qualidade e, em especial, é o único a produzir 

vinhos nas latitudes 8º e 9º Sul, chamados de vinhos tropicais, localizados no Vale do São 

Francisco na região do Submédio do Vale do São Francisco. Essa região engloba as partes dos 

estados da Bahia e Pernambuco, banhadas pelo Rio São Francisco.  

A  espécie S. cerevisiae é a principal responsável pela produção do álcool nos vinhos, 

por meio da fermentação alcóolica, quebrando os açúcares presentes em etanol, CO2 e nos 

compostos secundários responsáveis pelas característica organolépticas da bebida. Linhagens 

indígenas selecionadas de S. cerevisiae para serem utilizadas como iniciadoras (“starters”) na 

produção de vinhos precisam possuir algumas qualidades; dentre elas, possuir um rápido 

início no processo fermentativo, resistente ao etanol, entre outras. Quando a levedura é 

selecionada da própria região, essa já está adaptada àquele ambiente de vinícola, podendo 

facilitar a introdução dessas linhagens no processo fermentativo.  

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae indígenas podem ser diferenciadas pela 

análise de restrição do DNA mitocondrial, utilizando enzimas de restrição. Essa técnica 

permite caracterizar intraespecificamente as linhagens de S. cerevisiae e, com isso, identificar 

as diferenças a nível molecular entre as mesmas. Por meio dessa técnica pode-se diferenciar 

linhagens indígenas (nativas) de S. cerevisiae da própria uva (Vitis vinifera) de linhagens 

comerciais utilizadas na produção de vinhos. Os vinhos produzidos no Vale do São Francisco 

são fabricados utilizando linhagens comerciais de origem européia ou australiana. Até o 

momento, não existe nenhuma linhagem regional de S. cerevisiae selecionada para a produção 

de vinhos no Vale do São Francisco.  

Vinhos com características próprias da região do Vale do São Francisco poderão ter 

um maior valor de mercado No entanto, para isso, esse produto precisa apresentar qualidades 

que o tornem competitivo no mercado de vinhos, como ocorre em países de grande tradição 

vinícola, que possuem produtos exclusivos de cada região. O presente trabalho tem como 

objetivo principal estudar o potencial de linhagens de S. cerevisiae isoladas de uvas do Vale 

do São Francisco para a produção de vinhos. Essas linhagens poderão no futuro contribuir 

com as características organolépticas que darão tipicidade aos vinhos da região.  
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OBJETIVOS 

1 Objetivo geral 

Selecionar linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae isoladas de uvas Vitis 

vinifera L. cultivadas no Vale do São Francisco para serem utilizadas como iniciadoras do 

processo fermentativo para a elaboração de vinhos. 

2 Objetivos específicos 

 Isolar as leveduras indígenas a partir do mosto fermentado de uva (Vitis vinifera L.) 

das variedades Syrah, Tempranillo, Petit Verdot, Cabernet Sauvignon e Chenin blanc 

colhidas na região do Vale do São Francisco; 

 Identificar as leveduras presentes no mosto fermentado das uvas (Vitis vinifera L.), por 

meio de testes fisiológicos e moleculares; 

 Caracterizar molecularmente pela análise de restrição do DNA mitocondrial as 

linhagens de S. cerevisiae isoladas a partir do mosto fermentado de uvas (V. vinifera 

L.); 

 Caracterizar os isolados de S. cerevisiae quanto à produção do gás H2S; 

 Realizar microfermentações com as linhagens indígenas de S. cerevisiae em mosto 

sintético; 

 Determinar os compostos secundários e açúcares presentes nas microfermentações; 

 Produzir vinhos em pequena escala utilizando as linhagens indígenas diferentes de S. 

cerevisiae selecionadas; 

 Determinar os compostos secundários presentes nos vinhos produzidos pelas 

linhagens indígenas selecionadas de S. cerevisiae;  

 Selecionar as linhagens indígenas de S. cerevisiae produtoras de aromas frutados e 

florais.  
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Principais características e identificação de leveduras  

Leveduras são micro-organismos eucariontes pertencentes ao Reino Fungi e presentes 

nos Filos dos Ascomicotas (grande maioria) e Basidiomicotas. As leveduras são fungos 

unicelulares, não-filamentosos, ovais ou esféricos, podendo se reproduzir sexuadamente (sem 

apresentar um corpo de frutificação) ou assexuadamente por brotamento ou fissão binária. As 

regras taxonômicas das leveduras e outros fungos estão de acordo com o Código Internacional 

de Nomenclatura de Planta e Fungos (KURTZMAN et al., 2011). De acordo com Kurtzman 

et al. (2011) existem 1.500 espécies de leveduras pertencentes a 87 gêneros de Ascomicetos e  

62 gêneros de Basidiomicetos. 

As leveduras são capazes de crescimento anaeróbico facultativo, podendo utilizar 

oxigênio ou um composto orgânico como aceptor final de elétrons. Essa é uma  característica 

muito importante na permanência desses micro-organismos em diversos ambientes, por 

exemplo, nas superfícies das plantas, folhas, frutos, néctares das flores, em casca de árvores, 

no solo e em relação simbióticas com animais, principalmente insetos. Poucas espécies são 

patogênicas para animais e humanos (KURTZMAN et al., 2011).  

As leveduras estão tradicionalmente envolvidas em processos fermentativos que 

trazem como consequência a o melhoramento ou a deterioração dos alimentos açucarados. 

Dados históricos comprovam o uso das leveduras desde a Antiguidade, como na produção de 

cerveja em 7000 anos a.C. na Suméria, na produção de vinho na Assíria em 3500 anos a.C. e 

entre os romanos que possuíam mais de 250 padarias produtoras de fermento em 100 anos 

a.C. Esses micro-organismos apresentam uma grande diversidade de espécies com 

propriedades fisiológicas diferentes e são utilizadas em vários processos industriais 

(KURTZMAN; FELL, 1998; KURTZMAN et al., 2011). 

 Tradicionalmente, a identificação das leveduras é feita por meio das características 

fisiológicas, bioquímicas, morfológicas e sexuais (KURTZMAN et al., 2011). No entanto, o 

número de testes fenotípicos realizados para identificar uma levedura é muito grande, levando 

a uma identificação demorada e onerosa, e nem sempre se consegue chegar a nível de espécie. 

Na identificação utilizando testes fenotípicos, a reprodutibilidade pode ser questionável, já 

que muitas vezes depende do estado fisiológico das células e muitas vezes não tem paralelo 

com aquelas determinadas a partir da análise de sequências gênicas (BARATA et al., 2012; 

KURTZMAN; ROBNETT, 2013).  
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Um marcador molecular amplamente utilizado na identificação e diferenciação de 

espécies de leveduras é o gene do RNA ribossomal (rRNA). O gene do rRNA nos eucariotos 

está presente repetidas vezes e cada unidade consiste de regiões codificadas para os genes 

rRNA 18S, 5.8S e 26S, e dois espaçadores transcritos internos – Internal Transcribed Spacers 

(ITS 1 e ITS 2) -  que separam essas regiões. Cada unidade do rRNA é separada por um 

espaçador intergênico – Inter Genetic Spacers (IGS). A unidade do gene do rRNA apresenta 

componentes em sua sequência que envolve variações e podem ser usadas em estudos de 

sistemática para diferentes níveis taxonômicos (KURTZMAN; FELL, 2006).  

A grande disponibilidade de sequências em bancos de dados de DNA, principalmente 

para a região D1/D2 da subunidade maior do gene 26S do rRNA, faz com que essa técnica 

seja útil e muito utilizada na identificação de leveduras (KURTZMAN; ROBNETT, 1998; 

GRONDIN et al., 2015). Geralmente isolados da mesma espécie de levedura apresentam 

identidade superior a 99% nestas sequencias. No entanto, para se ter um conhecimento mais 

preciso das relações filogenéticas das especies de leveduras são necessárias análises multi-

gênicas, ou mesmo comparações de genoma inteiro (KURTZMAN; ROBNETT, 2013). 

Uma técnica amplamente utilizada da biologia molecular para diferenciar linhagens 

diferentes de vinho de Saccharomyces cerevisiae é a restrição do DNA mitocondrial (RFLP - 

Restriction Fragment Length Polymorphism) do DNA mitocondrial. Esta técnica consiste em 

utilizar enzimas de restrição (endonucleases) que irão cortar o DNA em locais específicos e 

irão formar perfis (fragmentos) de bandas distintas para cada linhagem de S. cerevisiae. De 

acordo com Guillamón et al. (1994), as enzimas mais adequadas para diferenciar as linhagens 

de S. cerevisiae são HinfI e HaeIII. 

O DNA mitocondrial possui um alto conteúdo de bases AT (75%), e quando o DNA 

genômico é cortado por enzimas de restrição (ricas em GC) o DNA nuclear será quebrado 

completamente, pois apresenta uma alta proporção de sítios GC que serão clivados pelas 

enzimas de restrição. Entretanto, o DNA mitocondrial que possui um pequeno número de 

sítios de restrição para as bases GC, portanto será clivado em fragmentos longos de vários 

tamanhos, possibilitando a visualização de polimorfismos intraespecíficos das S. cerevisiae 

sem precisar isolar o DNA mitocondrial (QUEROL et al., 1992a). 

O DNA mitocondrial das S. cerevisiae é pequeno, podendo possuir de 60 a 80kb, 

altamente polimórfico (dependendo da linhagem) e estável (sofre poucas mutações) 

(RIBÉREAU-GAYON et al., 2006; CARRASCOSA et al., 2011). Diversos autores vêm 

utilizando esta técnica de RFLP-mtDNA para diferenciar linhagens de S. cerevisiae de vinho 
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(QUEROL et al., 1992a, QUEROL et al., 1992b; QUEROL et al., 1994; GUILLAMÓN et al., 

1996; COMI et al., 2000; CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2004; SCHULLER et al., 2004; 

SCHULLER et al, 2005; MERCADO et al., 2007; NIKOLAOU et al., 2007; CAPECE et al., 

2010; MAQUEDA et al., 2010; MERCADO et al., 2011; CAPECE et al., 2012; CAPECE et 

al., 2013a; ORTIZ et al., 2013). Geralmente, estes estudos mostraram uma grande diversidade 

de linhagens de S. cerevisiae associada com processos de fermentação espontânea na 

produção de vinhos e outras bebidas. Esta técnica também permite acompanhar linhagens 

selecionadas de S. cerevisiae durante os processos de fermentação (MERCADO et al., 2011; 

CAPECE et al., 2012; CAPECE et al., 2013a). 

 

1.2 Leveduras Vínicas 

A diversidade microbiana existente na conversão do mosto de uva para o vinho é um 

processo bioquímico complexo que envolve as interações entre leveduras, fungos 

filamentosos e bactérias, todos esses contribuindo na composição química e qualidade da 

bebida. Dentre esses micro-organismos, as leveduras são os principais responsáveis pela 

fermentação alcoólica (FLEET, 2007; FUGELSANG; EDWARDS, 2007).   

As leveduras são isoladas facilmente na natureza e encontradas nos solos, na 

superfície de produtos hortícolas e no trato digestivo dos animais, sendo distribuídas pela 

natureza com a ajuda dos insetos e pelo vento (KURTZMAN et al., 2011); na superfície da 

videira são distribuídas irregularmente, sendo encontradas em pequenas quantidades nas 

folhas, caule e uvas verdes, colonizando a pele da uva durante a maturação. Por meio de 

observações utilizando microscópio eletrônico de varredura foi possível visualizar a presença 

de leveduras nas cascas de uvas (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

As leveduras vínicas são raramente encontradas nas flores de uva, mas multiplicam-se, 

preferencialmente, em exsudatos liberados das microlesões em zonas situadas ao redor do 

aparelho estomático. Antes da colheita, o número de leveduras presentes na baga da uva é de 

10
3
 a 10

5 
ufc/g, a depender da localização geográfica, das condições climáticas, sanitárias e 

tratamentos com pesticidas; após a colheita, transporte e esmagamento esse número se eleva 

para aproximadamente 10
6
 células/mL de mosto, sendo um dos fatores o aumento da 

concentração do açúcar presente. No entanto, quanto mais as uvas são tratadas com inseticidas 

e fungicidas a microbiota indígena diminui (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

As leveduras envolvidas na produção do vinho podem ser oriundas, além da vinha, de 

superfícies dos equipamentos da adega que são expostos a cada safra por bilhões de células de 
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leveduras, sendo facilmente colonizadas e desenvolvendo uma comunidade residente 

(ROSINI, 1984; FLEET; HEARD, 1993; MARTINI et al., 1996; CONSTANTÍ et al., 1997; 

MORTIMER; POLSINELLI, 1999). De acordo com Pretorius (2000), a origem das leveduras 

do vinhedo ou da adega depende de diversos fatores como: condições climáticas (temperatura 

e pluviosidade), a localização geográfica da vinha, a quantidade de SO2 utilizado, aplicações 

de antifúngicos, a técnica de colheita, a variedade da uva, a idade da vinha, e o tipo de solo. 

Diversos trabalhos têm relatado o isolamento do mosto da uva,  uma variedade de 

espécies de leveduras dos gêneros Hanseniaspora (Kloeckera), Pichia, Candida, 

Rhodotorula, Kluyveromyces, Metschnikowia, Issatchenkia, Saccharomyces, 

Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Meyerozyma, Wickerhamomyces, Torulaspora, 

Dekkera e Schizosaccharomyces (FLEET, 2003; DI MARO et al., 2007; FUGELSANG; 

FLEET, 2008; URSO et al., 2008; BARRAJÓN et al., 2009; CLAVIJO et al., 2010; 

ESTEVE-ZARZOSO et al., 2010; LI et al., 2010; SETTANNI et al., 2012; BEZERRA-

BUSSOLI et al., 2013; CAPECE
 
et al., 2013b; ORTIZ et al., 2013; TRISTEZZA et al., 2013; 

WANGA; LIU, 2013; PÉREZ-MARTÍN et al., 2014; PONZZES-GOMES et al., 2014; SUN 

et al., 2014; SUN; LIU, 2014). Normalmente, estas leveduras são consideradas como 

transitórias durante o processo de fermentação. 

Na superfície das uvas, o número de espécies de levedura é limitado, estando presentes 

espécies de metabolismo oxidativo do gênero Rhodotorula e algumas sensíveis ao álcool, 

sendo a mais comum a levedura apiculada Kloeckera apiculata (=Hanseniaspora uvarum). 

Essa espécie compreende até 99% dos isolados das leveduras em determinadas amostras de 

uva (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006).  

Outras espécies também são encontradas em proporções menores nas superfícies das 

uvas como: Metschnikowia pulcherrima, Candida famata, C. stellata (= Starmerella 

baccilaris), C. zeylanoides, Cryptococcus uniguttulatum, Cr. ater,  Cr. laurentii, Pichia 

membranifaciens, P. fermentans, Wickerhamomyces anomalus, Aureobasidium pullulans 

(fungo leveduriforme) e S. cerevisiae. Entretanto, em condições de vinificação espontâneas, 

esse pequeno número populacional na uva de S. cerevisiae aumenta rapidamente, sendo que 

esta espécie domina do meio à fase final do processo de fermentação, à medida que a 

concentração de etanol aumenta no mosto (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

As espécies de leveduras encontradas numa maior concentração no início da 

fermentação e na superfície das uvas praticamente desaparecem do meio ao fim do processo 

fermentativo. Nas primeiras 20 horas, os números populacionais de  S. cerevisiae estão 
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próximos das demais espécies. No entanto, depois de 3 a 4 dias de fermentação S. cerevisiae 

predomina, sendo responsável pela fermentação alcoólica (SABATE et al., 2002; 

RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). Nas superfícies dos equipamentos da adega, as linhagens 

de S. cerevisiae são muito mais abundantes do que nas uvas ou vinhedo (ROSINI, 1984; 

MARTINI et al., 1996; CONSTANTÍ et al., 1997). 

Diversos trabalhos vêm isolando e identificando leveduras indígenas dos vinhos ou 

das uvas para a melhoria e conhecimento das suas propriedades de vinificações. Sun et al. 

(2014) isolaram e identificaram leveduras indígenas de cinco variedades diferentes de uva em 

Xiangning, na China. Os autores encontraram oito espécies distribuídas em sete gêneros, 

identificadas por meio do sequenciamento dos domínios D1/D2 da subunidade 26S do rDNA. 

Dentre essas, as espécies predominantes foram H. uvarum e S. cerevisiae. Capece
 
et al. 

(2013b) analisaram vinhos de cultura única e de cultura mista produzidos por isolados de S. 

cerevisiae indígenas isoladas de fermentações espontâneas de uvas colhidas em um vinhedo 

na região da Toscana (Itália). A partir de total de 160 isolados caracterizados pela 

amplificação por PCR da região inter-delta, seis linhagens diferentes foram 

encontrados.Linhagens representativas dos seis perfis encontrados foram utizadas para a 

produção de vinhos.  

Settanni et al. (2012) estudaram a ecologia das leveduras associadas com a 

fermentação espontânea dos vinhos da variedade “Grillo” na cidade de Sicília (Itália). As 

leveduras foram identificadas por meio da análise em RFLP do gene do rRNA 5.8S e 26S 

rRNA e, sequenciamento do domínio D1/D2 do gene 26S do rRNA. Os autores encontraram 

14 espécies pertencentes 10 gêneros. Cinquenta e uma linhagens de S. cerevisiae foram 

diferenciadas por meio de PCR multiplex ou por amplificação da região inter-delta. De acordo 

com os parâmetros fermentativos analisados pelos autores, 14 linhagens de S. cerevisiae 

foram selecionadas para serem iniciadoras nas fermentações nos mostos das uvas, e três 

destas foram consideradas apropriadas para a utilização na produção de vinhos. Liang et al. 

(2013) estudaram a melhoria da qualidade e aroma dos vinhos por meio de 

microfermentações de uvas da variedade Cabernet Sauvignon. Os autores utilizarem 12 

linhagens indígenas de S. cerevisiae isoladas  a partir de quatro regiões vinícolas da China. Os 

resultados da avaliação sensorial e composições químicas dos vinhos mostraram que uma 

linhagem foi a melhor produtora de ésteres etílicos e isoamílicos, caracterizados por aroma 

frutado, tendo a  maior pontuação para a complexidade cor, adstringência e sabor. Dados 
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como os citados acima corroboram a importância do isolamento de linhagens indígenas 

regionais para a produção de vinhos. 

 

1.3 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae vínicas 

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas em vinificacão são principalmente diplóides, 

aneuplóides ou até poliplóides. Os estados aneuplóides e poliplóides das S. cerevisiae 

conferem vantagens as mesmas como a adaptação as mudanças ambientais e o aumento da 

quantidade alguns genes importantes para a fermentação (BAKALINSKY; SNOW, 1990; 

BARRE et al., 1992; CODÓN; BENÍTEZ, 1995; SALMON, 1997; PRETORIUS, 2000, 

RIBÉREAU-GAYON et al., 2006).  

Essa espécie de levedura é capaz de transformar rapidamente açúcares em etanol e 

dióxido de carbono, sob condições tanto anaeróbias (ausência de oxigênio) e quanto aeróbias 

(presença de oxigênio). O que irá ditar qual via esta levedura irá utilizar será a quantidade de 

açúcar presente no meio. Mesmo em condições aeróbias S. cerevisiae  pode realizar a 

fermentação alcoólica, contanto que o nível de glicose no meio seja elevado. Esse é um 

fenômeno conhecido como repressão catabólica ou o efeito de Crabtree, e as leveduras que 

expressam essa característica são chamadas de leveduras Crabtree-positivas. As leveduras que 

não são capazes de realizar a fermentação alcoólica sob essas mesmas condições são 

chamadas de Crabtree-negativas (DE DEKEN, 1966, CARLILE et al., 2001, RIBÉREAU-

GAYON et al., 2006, DASHKO et al., 2014). 

A utilização de linhagens indígenas de S. cerevisiae na produção de vinhos como 

leveduras iniciadoras (“starters”) da fermentação alcoólica é cada vez mais explorada pelos 

produtores de vinho que buscam dar tipicidade as suas bebidas (SETTANNI et al., 2012; 

SUZZI et al., 2012; CAPECE et al., 2013a; PERRONE  et al., 2013; ORTIZ et al., 2013; 

TRISTEZZA et al., 2013; WANG et al., 2013; SUN et al., 2014; TOFALOET al., 2014). 

Essas linhagens indígenas mostram maior adaptação ao meio e às condições particulares de 

fermentação, suportando os estresses presentes (temperatura, alta concentração de etanol,   

esgotamento do açúcar, baixo pH, anaerobiose, quantidade limitada de nitrogênio, etc.). Por 

meio do isolamento e seleção dessas leveduras, pode-se chegar a vinhos com características 

próprias da região geográfica estudada, apresentando aromas e sabores típicos. Diversos 

fatores interferem na qualidade das bebidas alcoólicas fermentadas, tais como a matéria-

prima, a fermentação, o envelhecimento, entre outros. Contudo, as leveduras e as condições 
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de fermentação têm sido apontadas como os fatores que mais influenciam nas características 

finais dessas bebidas (ZUZUARREGUI et al., 2006; FLEET, 2008).  

A utilização de linhagens iniciadoras selecionadas apresenta algumas vantagens que 

favorecem o início mais rápido do processo, diminui os riscos de contaminação apresentados 

pela fermentação espontânea,  menor competição por nutrientes essenciais entre diferentes 

linhagens, maior rendimento e qualidade do produto resultante (FLEET; LAFON-

LAFOURCADE; RIBÉREAU-GAYON, 1984; SANNI; LONNER, 1993). Entretanto, para 

serem utilizadas como iniciadoras estas precisam apresentar algumas características 

fermentativas importantes como: rápido início do processo fermentativo; resistência ao etanol; 

osmotolerância; alta estabilidade genética; reduzida formação de espuma; tolerância ao SO2; 

eficiência na habilidade de fermentar açúcares em concentrações em torno de 20% (p/v); 

produzir quantidades adequadas de glicerol; produção de baixos níveis de sulfeto de 

hidrogênio (H2S) (PRETORIUS, 2000; CARRASCO et al., 2001; BARATA et al., 2012).  

As culturas iniciadoras são adicionadas em altas concentrações para que consigam se 

sobrepor às demais presentes da microbiota indígena e assim conseguem dominar o processo. 

No entanto, estudos mostram que a microbiota transiente tem uma participação importante no 

“flavour” do vinho contribuindo com a composição química e produção de compostos 

aromáticos nas primeiras etapas da fermentação (BARROS LOPES et al., 1996; FLEET, 

2003; GARDE-CERDÁN; ANCÍN-AZPILICUETA, 2006; DI MARO et al., 2007; 

MOREIRA et al., 2008).  

Algumas destas espécies transientes podem também contribuir para a qualidade da 

bebida no final da fermentação como por exemplo em casos de fermentações realizadas em 

temperaturas baixas, fazendo com que a intolerância ao etanol por elas seja menor. 

Fermentações em temperturas menores que 15-20ºC fazem com que espécies de 

Hanseniaspora e Candida apresentem uma grande contribuição e um impacto maior no sabor 

do vinho. Nessas condições, essas espécies podem se comportar semelhantes a S. cerevisiae e 

outras espécies predominantes no final da fermentação (ERTEN, 2002; MILLS et al., 2002). 

 

1.4 Produção do gás Sulfeto de hidrogênio (H2S) 

Dentre as características já citadas acima que uma levedura iniciadora precisa possuir, 

a produção elevada do composto volátil H2S é prejudicial à qualidade do vinho, pois ao ser 

formado durante a fermentação esse gás produz um aroma característico de ovo podre e 

putrefação. Além de ser altamente reativo, funciona como um precursor para o 
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desenvolvimento de outros compostos de aroma de enxofre, como sulfeto de dimetil, sulfeto 

de dietil e dissulfeto de dimetil, que conferem aromas de repolho cozido, legumes cozidos, 

cebola, alho e borracha queimada, características negativas ao vinho. O H2S possui um limiar 

de reconhecimento inferior a 1 µg/L (RAPP et al., 1992; RAUHUT, 1993; MESTRES et al., 

2000; SWIEGERS et al., 2005; LANDAUD et al., 2008).  

O ponto de ebulição desse gás é relativamente baixo (<90ºC), sendo a maior parte 

volatilizada por trasfega simples e aeração (MESTRES et al., 2000; MOREIRA et al., 2002). 

Contudo, esta aeração é capaz de formar no vinho etil mercaptano e outros compostos voláteis 

indesejáveis, sendo difíceis de serem removidos (THOUKIS; STERN, 1962; LINDERHOLM 

et al., 2010). Em contrapartida, níveis baixos desse gás contribuem para o “flavour” da 

levedura ou “bouquet” da fermentação em vinhos jovens (KÖNIG et al., 2009). 

Há diversas formas que pode influenciar na produção do gás H2S, como a deficiência 

de nitrogênio no mosto de fermentação. Isso pode levar à formação de aromas sulfurosos 

indesejáveis (“off-flavour”) com uma fermentação lenta ou parada. Entretanto, níveis 

excessivos de nitrogênio também permitem a formação de compostos de enxofre indesejáveis. 

Assim sendo, o excesso e a deficiência de nitrogênio influenciam na liberação do gás H2S, 

então o ajuste dos níveis iniciais é de grande importância quando se quer produzir um vinho 

com aromas de qualidade (BISSON, 1991; BELL; HENSCHKE, 2005; MENDES-

FERREIRA et al., 2009). Dentre outras causas que aumentam a produção desse gás está 

também a degradação da cisteína em sulfureto pela cisteína desulfidrase (TOKUYAMA et al., 

1973; VOS; GRAY, 1979; STRATFORD; ROSE, 1985; RAUHUT, 1993; GUIDICI; 

KUNKEE, 1994; JIRANEK et al., 1995a; BELOQUI, 1998). 

 

1.5 Vinho 

De acordo com a legislação Brasileira (BRASIL, 2004) e a do MERCOSUL (seguida 

pelo Brasil), vinho é exclusivamente a bebida resultante da fermentação alcoólica completa ou 

parcial da uva fresca, esmagada ou não, ou do mosto simples ou virgem, com um conteúdo de 

álcool adquirido mínimo de 7% (v/v à 20ºC). Essa bebida pode ser classificada em: 

- Quanto à cor: vinho tinto, rosado (rosé), e vinho branco.  

- Quanto à classe: vinho de mesa, vinho leve, vinho fino (proveniente 

exclusivamente de variedades Vitis vinifera) ou VCP (Vinho de Qualidade 

Preferencial), vinho espumante, vinho frisante, vinho gaseificado, vinho licoroso e 

vinho composto. 
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- Quanto ao teor de acúcar (expresso em g/L de glicose): a) Para os vinhos leves, 

de mesa, frisantes e finos: Seco (com até 4 g/L de açúcar), Demi-sec ou meio 

seco (com teor superior a 4 e até 25 g/L de açúcar), Suave ou doce (com teor 

superior a 25 e até 80 g/L de acúcar); b) Para os vinhos espumantes naturais ou 

gaseificados: Nature (com até 3 (três) g/L de açúcar), Extra-brut (com teor 

superior a 3 e até 8 g/L de açúcar), Brut (com teor superior a 8 e até 15 g/L de 

açúcar), Sec ou Seco (com teor superior a 15 e até 20 g/L de açúcar), Demi-sec, 

meio-doce ou meio-seco (com teor superior a 20 e até 60 g/L de açúcar), Doce 

(com teor superior a 60 g/L de açúcar); c) Para os vinhos licorosos: Seco (com 

até 20  g/L de açúcar), Doce (com teor superior a 20 g/L de açúcar); d) Para os 

vinhos compostos: Seco ou dry (com até 40 g/L de açúcar), Meio-seco ou meio-

doce (com teor superior a 40 e até 80 g/L açúcar), Doce (com teor superior a 80 

g/L de açúcar). 

 

O “flavour” é provavelmente o fator mais importante que contribui para a qualidade 

do vinho, sendo resultante da interação de componentes químicos com os sentidos do olfato e 

paladar. Os compostos aromáticos (olfato) são os compostos voláteis, responsáveis pelo odor, 

e os compostos que causam a sensação gustativa (paladar) são os compostos não voláteis 

(RAPP et al., 1992). 

O aroma é determinado por diversos compostos voláteis, cujas concentrações variam 

entre 10
-1

 e 10
-10

 g/ kg (RAPP; MANDERY, 1986). A origem dos aromas no vinho surge de 

três fontes diferentes: aroma primário ou aroma varietal, determinado pela variedade de uva; 

aroma secundário ou aroma da fermentação, formado durante o processo fermentativo; e 

aroma terciário ou “bouquet”, resultante da transformação de aromas durante o 

envelhecimento (CARRASCOSA et al., 2011). Mais de 1000 compostos voláteis já foram 

identificados, e destes, mais de 400 são produzidos durante a fermentação pelas leveduras 

(NYKÄNEN, 1986).  

Os compostos voláteis do metabolismo das leveduras produzidos em maior quantidade 

são etanol, glicerol e dióxido de carbono, entretanto esses desempenham uma pequena 

contribuição no aroma do vinho. Por outro lado, ácidos orgânicos, álcoois superiores, ésteres 

e em menor grau acetaldeído constituem o principal grupo de compostos que formam o aroma 

do vinho (RAPP; VERSINI, 1991). No entanto, quando presentes em concentrações 

excessivas, esses compostos podem também ser considerados indesejáveis.  
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Uma forma de separar, identificar e quantificar esses compostos voláteis do vinho é 

pela Cromatografia Gasosa (GC) acoplada com a Espectrometria de Massas (MS), antecedida 

por uma extração, que pode ser realizada pela Microextração em Fase Sólida (SPME). SPME 

é uma técnica que prepara a amostra sem o uso de solvente, extraindo e concentrando os 

compostos voláteis e não voláteis de líquidos ou headspace (espaço formado pela amostra 

acondicionada em um sistema fechado) em uma fibra de sílica fundida recoberta por 

polímero, um sólido adsorvente ou uma combinação dos dois, numa única etapa de extração 

(ALPENDURATA, 2000; KATAOKA et al., 2000; ANTALICK et al., 2010), e diversas 

pesquisas vêm utilizando esta técnica de GC/MS e SPME-GC/MS para a análise dos 

compostos voláteis nos vinhos (BONINO et al., 2003; CAPECE et al., 2013b; LIANG  et al., 

2013; CALIARI et al., 2015; GUPTA et al., 2015). 

Outros compostos que influenciam nas características sensoriais dos vinhos são os 

compostos fenólicos. Esses compostos podem ser encontrados nas uvas e nos vinhos, 

contribuindo principalmente na cor, no “flavour” e na adstringência, havendo uma maior 

concentração em vinhos tintos do que em brancos, fato esse justificado pelo processo de 

elaboração dos mesmos que é diferente. O primeiro é processado com a casca e o segundo 

não, sendo um dos fatores que aumenta essa concentração fenólica a duração da maceração 

com a casca (RIBÉREAU-GAYON et al., 2000).  

Os compostos fenólicos se dividem em duas classes, flavonóides (flavanóis, flavonóis, 

antocianinas) e não-flavonóides (estilbenos, derivados de ácido cinâmico e benzoico, e uma 

larga variedade de taninos). Os compostos fenólicos são substâncias produzidas pelas plantas 

principalmente para se protegerem num momento de estresse contra agentes microbianos 

fitopatogênicos, efeitos nocivos da exposição prolongada à luz solar, escassez hídrica e 

ataques de herbívoros (PIETTA, 2000; SILVA et al., 2008; CHAVES et al., 2010; VULETA 

et al., 2010).  

Na videira, os compostos fenólicos são encontrados em maior concentração na 

película e mosto da uva, presentes também em seus derivados como suco e vinho. O vinho 

contém mais de 500 compostos fenólicos, alguns provenientes da uva e outros resultantes da 

ação das leveduras durante o processo de fermentação do mosto. A maioria destes compostos 

ocorre em baixas concentrações (μg/mL), raramente em concentrações acima de 100mg/l 

(WIEL et al., 2001). A concentração desses compostos fenólicos depende fortemente da 

variedade de uva e do processo de vinificação (SOLEAS et al., 1997).  
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A concentração dos flavonóides extraídos durante a vinificação é influenciada por 

diversos de fatores como a temperatura, a mistura, os parâmetros da cuba de fermentação, a 

duração da maceração com a casca, a concentração de etanol, SO2, a linhagem de levedura, 

pH e enzimas pectolíticas (STRATIL, et al., 2008).  

A capacidade antioxidante de vinhos é medida geralmente pelo índice de polifenóis 

totais e a variação desse índice corresponde aos diversos polifenóis presentes (MAMEDE, 

PASTORE, 2004), entretanto, um maior conteúdo destas substâncias não implica 

necessariamente atividade antioxidante mais elevada. O que irá determinar a atividade 

antioxidante será a concentração de cada composto fenólico presente, sendo que flavonóides, 

proantocianidinas (taninos condensados) e antocianinas são os que apresentam maior 

potencial antioxidade (FRANKEL et al., 1995; RICE-EVANS; MILLER, 1996; RIVERO-

PÉREZ et al., 2007).  

Os compostos polifenóis protegem o sistema biológico contra radicais livres, tendo a 

capacidade quelante de metais com característica catalítica, assim como o ferro e o cobre 

(YANG et al., 2001). Pesquisas têm mostrado que os compostos fenólicos do vinho são 

melhores antioxidantes do que as vitaminas C e E. Além disso, atuam na prevenção de 

enfermindades cardiovasculares, circulatórias, cancerígenas e neurológicas (TSUDA et al., 

1994; RICE-EVANS et al., 1997; SCHRAMM; YGERMAN, 1998; LAPIDOT et al., 1999; 

LEIGHTON, URQUIAGA, 2000; ISHIGE et al., 2001; WANG; MAZZA, 2002; KATSUBE 

et al., 2003; IACOPINI et al., 2008). 

 

1.6 Vale do Submédio do Rio São Francisco 

A região do Vale do São Francisco é a região margeada pelo Rio São Francisco e 

afluentes, estando localizada  nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Sergipe e 

Alagoas. Entretanto, a Região do Submédio do São Francisco está localizada apenas no Norte 

da Bahia e região de Pernambuco (Nordeste do Brasil) (Figura 1), destacando-se as cidades de 

Petrolina (PE), Santa Maria da Boa Vista (PE), Lagoa Grande (PE) e Casa Nova (BA).  

O Submédio do Rio São Francisco vem recebendo grandes investimentos por ser uma 

região fértil e promissora, principalmente para a produção de uva e vinho. Essa atividade vem 

sendo desenvolvida desde os anos de 1980, apresentando um clima semiárido (TONIETTO; 

TEIXEIRA, 2004). A cultura da uva (Vitis vinifera L.), utilizada nos processos de produção 

dos vinhos do Nordeste brasileiro no Submédio do Rio São Francisco, vem se desenvolvendo 

rapidamente por vários motivos, dentre estes, grandes investimentos, irrigação 
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(disponibilidade de água do Rio São Francisco), e o surgimento de fazendas experimentais 

associadas à Embrapa Semiárido. Todo esse investimento possibilita um crescente aumento 

do número de empregos na região, além de conferir-lhe o título de 2º maior pólo do país na 

produção de vinhos, espumantes e sucos naturais de uva, perdendo apenas para a Região 

Gaúcha, onde a tradição e o plantio são bastante antigos.  

Responsável por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela produção de 7 

milhões de litros de vinho por ano, esta região vem se tornando um modelo de 

desenvolvimento para o Nordeste. No Brasil, cerca de 85% do total de vinhos produzidos são 

das uvas da variedade Vitis labrusca, que corresponde a 300 milhões de litros por ano, e 

apenas 15% das uvas da variedade Vitis vinifera L., correspondendo a 40 milhões de litros por 

ano (PEREIRA et al., 2011). 

A vinicultura pernambucana/baiana já detém 15% do mercado nacional e emprega 

diretamente 30 mil pessoas. Esta região é caracterizada por ser a única no mundo que produz 

duas safras e meia por ano (PEREIRA et al., 2011; CODEVASF, 2014). Entretanto, as 

regiões tradicionais na produção de vinho (Europa, América do Sul e do Norte, África do Sul 

e Oceania) são situadas em zonas de clima temperado e por causa das baixas temperaturas no 

inverno apenas uma colheita por ano é obtida (REYNIER, 2003).  

As uvas da região Submédio do Rio São Francisco são as únicas cultivadas entre os 

paralelos 8º e 9º de latitude Sul, as mais baixas latitudes na vinicultura mundial, com altitude 

média de 400 metros e em áreas planas, na caatinga do sertão nordestino (SANTOS, 2008). O 

período vegetativo dessas uvas é manejado para coincidir com o período seco, assim 

reduzindo o problema de doenças fitossanitárias, em especial as fúngicas (TAVARES et al., 

2004).  
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Figura 1: Bacia do Rio São Francisco e suas subdivisões por região. 

Fonte: IPHAN <http://portal.iphan.gov.br> 

 

Esta localidade possui peculiaridades como o clima classificado como tropical 

semiárido, com temperatura média anual em torno de 26ºC, pluviosidade de aproximadamente 

500 mm, concentrada entre os meses de janeiro a abril, a 330 m de altitude. Além das 

vantagens já citadas, é possível realizar o escalonamento da produção ao longo do ano, o que 

reduz os investimentos em termos de infraestrutura para a elaboração dos vinhos. Também 

possibilita escolher os períodos do ano mais favoráveis para que se consigam uvas e vinhos de 

melhor qualidade. A irrigação a partir da água do Rio São Francisco, de excelente qualidade, 

é o fator principal que permite com que as videiras se desenvolvam o ano todo, possibilitando 

decidir quando iniciar uma nova safra e prever a data da colheita (TEIXEIRA et al., 2007; 

VINHO VASF, 2007).  

Em fevereiro de 2006, na Unidade da Embrapa Semiárido em Petrolina (PE) foi 

inaugurado um Laboratório de Enologia com tecnologia para ser um dos mais modernos do 
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País (CODESVASF, 2014). O principal objetivo foi empreender análises dos vinhos da região 

com monitoramento da qualidade e certificação da procedência do que é produzido no Vale 

do São Francisco. O investimento inicial da FINEP e Embrapa foi de R$1,4 milhão. No 

mesmo ano, foi assinado convênio entre as instituições, no valor de R$ 795 mil, para 

implantação de vinhedos que pudessem servir de base para selecionar e divulgar novas  

variedades, permitindo o desenvolvimento da pesquisa de novos vinhos com características 

peculiares da região. 

Diversas leveduras comerciais são utilizadas no Vale do São Francisco sendo as mais 

representativas: S. cerevisiae da marca Maurivin, AWRI 796; S. cerevisiae bayanus da marca 

Lalvin R2; S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Mycoferm Crio SP; S. cerevisiae (var. 

bayanus) da marca Maurivin PDM; S. cerevisiae  (var. bayanus) da marca Mycoferm Cru 05; 

S. cerevisiae da marca Fermol Rouge (AEB). As principais características destas linhagens de 

leveduras são descritas abaixo. AWRI 796 é uma levedura da marca Australiana Maurivin, 

sendo o primeiro isolado de S. cerevisiae fornecido na forma seca ativa na África do Sul. 

AWRI 796 produz baixos níveis de compostos de aroma e sabor, e é considerada 

razoavelmente neutra, altamente desejável para a fermentação de vinhos distintamente 

varietais, onde o enologista deseja pouca ou nenhuma interferência a partir da linhagem de 

levedura sobre o carácter varietal natural das uvas Seu valor comercial é de $23,00 (500g) 

(MAURIVIN, 2015; TCW EQUIPMENT, 2015).  

 PDM (Maurivin) é uma linhagem de S. cerevisiae seca ativa que produz moderada a 

baixos níveis de compostos de aroma e sabor ao vinho. É uma linhagem altamente desejável 

quando o enólogo requer uma contribuição aromática sutil, mas positiva da levedura. Seu 

valor comerciado é de $20,00 (500g) (MAURIVIN, 2015; TCW EQUIPMENT, 2015). 

 Lalvin R2 é uma linhagem de S. cerevisiae seca ativa que foi isolada em Sauternes, 

região de Bordeaux (França). Tem excelentes propriedades em temperatura fria, sendo 

utilizada para fermentar em temperaturas baixas, como 5°C. Lalvin R2 ajuda a produzir 

intensos vinhos brancos pela liberação de aromas frutados e florais. Seu valor comerciado é 

de $61,20 (500g) (SCOTT LABORATORIES, 2015; PRESQUE ISLE WINE CELLARS, 

2015) 

 Mycoferm Crio SP é uma S. cerevisiae seca ativa selecionada na França, na região de 

Champagne. É uma linhagem "varietal" que respeita as características originais da uva e  é 

particularmente indicada para a produção de vinhos espumantes, de vinhos brancos e 
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particularmente  fermentação de mostos em baixa temperatura (a partir de 9 ° C). Seu valor 

comerciado é de $51,65 (500g) (ENOLTECH, 2015). 

Mycoferm Cru 05 é uma S. cerevisiae seca ativa selecionada para a produção de 

vinhos tintos, que valoriza o "terroir" das variedades, tais como: Nebbiolo, Pinot nero, 

Teroldego, Cabernet, Merlot, Refosco, Sangiovese e Montepulciano. Essa levedura possue 

um alto rendimento de álcool, é vigorosa, possue uma fase lag curta mesmo em temperaturas 

médias a baixas de fermentação. Contribui positivamente para a sensação de suavidade, 

devido a uma maior produção de glicerol e apresenta o "bouquet" com agradáveis notas de 

frutos silvestres. Seu valor comerciado é de $51,65 (500g) (ENOLTECH, 2015). 

Fermol Rouge é uma S. cerevisiae seca ativa selecionada em mosto obtidas de uvas 

tintas. É indicada para fermentações com altas concentrações de açúcar, para fermentações em 

tinto, possue um espectro de temperatura de fermentação de 10 a 32ºC, baixa formação de 

espuma. Com esta levedura obtêm-se vinhos finos que refletem as características varietais 

aumentando as notas de aromas de frutos vermelhos. Seu valor comerciado é de $34,00 

(500g) (AEB GROUP, 2015; AEB USA, 2015). 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção dos micro-organismos 

As leveduras foram isoladas a partir de mosto fermentado de uva (Vitis vinifera L.) das 

variedades Syrah, Tempranillo, Cabernet Sauvignon e Petit Verdot como tintas, e Chenin 

blanc como branca. 

 

2.2 Isolamento das leveduras 

As coletas das uvas foram realizadas de 2011 a 2013 no Vale do São Francisco nas 

fazendas: Ouro Verde/Miolo (Casa Nova/BA), Botticelli/Milano (Santa Maria/PE), Ducos 

Vinícola (Lagoa Grande/PE) e Vinibrasil/Rio Sol (Lagoa Grande/PE). As variedades de uvas 

amostradas foram: Syrah, Tempranillo, Petit Verdot, Cabernet Sauvignon e Chenin blanc. A 

variedade Syrah foi colhida nas fazendas Ouro Verde/Miolo, Ducos Vinícola e Vinibrasil/Rio 

Sol; a variedade Tempranillo na fazenda Vinibrasil/Rio Sol; a variedade Petit Verdot na 

fazenda Ducos Vinícola; a variedade Cabernet Sauvignon nas fazendas Vinibrasil/Rio Sol e 

Ducos Vinícola; a variedade Chenin blanc nas fazendas Ouro Verde/Miolo e 

Botticelli/Milano. Nas fazendas, as uvas foram colhidas em dez pontos de amostragem, em 

cada lote das cinco variedades de uvas, numa distância aproximadamente entre os pontos de 

80 a 100 m. Cerca de 1 a 2 kg de uvas foram assepticamente coletados em sacos plásticos 

estéreis, transportados refrigerados e enviados para processamento em até, no máximo, 48 

horas após a coleta no Laboratório de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de 

Sergipe.  

No laboratório, as uvas coletadas foram esmagadas nos sacos estéreis da coleta para 

extração do suco, sendo 500 mL transferidos para frascos estéreis para iniciar o processo de 

fermentação espontânea, à temperatura de 252°C. A fermentação foi acompanhada e quando 

o valor dos açúcares totais, medidos em °Brix por um refratômetro portátil,  ficou estável foi o 

momento para o isolamento das leveduras.  

Para os isolamentos foram preparadas diluições decimais de cada amostra. O inóculo de 

cada diluição foi realizado em triplicata, utilizando 0,1 mL de suspensão, de diluições 

decimais apropriadas (10
-4

 e 10
-6

). O meio utilizado para isolamento das leveduras foi o agar 

YM (“yeast extract-malt extract agar”, glicose 1%, extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 

0,3%, peptona 0,5% e agar 2%, acrescidos de 0,001% de cloranfenicol). O agar YCB (Yeast 

Carbon Base 1,17%, agar 2%, acrescido de lisina 0,056% com 0,001% de cloranfenicol) foi 
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utilizado para o isolamento de leveduras não-Saccharomcyes, sendo empregado, em triplicata, 

as diluições de 10
-2

 e 10
-4

. As placas foram incubadas a 25°C por três a sete dias. Após esse 

período, foram purificados 5 isolados das placas de maior diluição (com a presença de 30 a 

300 colônias) do morfotipo dominante e, um exemplar de cada morfotipo diferente, nas placas 

de agar YM e nas placas de YCB lisina para posterior identificação. Todos os isolados foram 

preservados por congelamento em ultrafreezer a -80 ºC. 

 

2.3 Identificação convencional e molecular das leveduras 

As análises das características macromorfológicas como tamanho, forma, elevação, 

borda, cor, textura foram observadas após o crescimento colonial dos morfotipos isolados. 

Logo a seguir, os isolados foram testados em relação à capacidade de fermentar e assimilar 

diferentes fontes de carbono, e termotolerância (KURTZMAN et al., 2011). Esse 

procedimento foi realizado para que as leveduras de um mesmo perfil fisiológico fossem 

agrupadas para os estudos moleculares.  

 

2.3.1 Caracterização molecular das Saccharomyces cerevisiae 

As linhagens dos isolados de S. cerevisiae foram diferenciadas pela análise de 

restrição do DNA mitocondrial (mtDNA-RFLP) conforme descrito por Querol et al. (1992a; 

1992b; 1994). 

Obtenção do DNA total 

Para a extração de DNA total, as leveduras foram reativadas em meio ágar YM (1% de 

glicose; 0,5% de peptona bacteriológica; 0,3% de extrato de levedura; 0,3% de extrato de 

malte; 2% de ágar) por 24 a 48 h a 25°C. Posteriormente, os isolados foram crescidos em 1,2 

mL de caldo GPY (2% de glicose; 1% de peptona bacteriológica; 1% de extrato de levedura) 

“overnight” (durante a noite toda) a 28ºC sob agitação de 100 rpm. Após o crescimento, as 

células foram centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente e, em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e as células, para serem lavadas, foram ressuspendidas 

em 1 mL de água destilada estéril e centrifugadas novamente a 12.000 rpm por 3 minutos a 

temperatura ambiente. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 500 μL de Solução I (0,9M de Sorbitol e 0,1M de EDTA) e adicionado 30 
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μL da enzima lítica Zimoliasa 20T (1 μg/μL dissolvida em Solução I), homogeneizado no 

vortex, e incubado a 37ºC por 30 minutos para a liberação dos protoplastos.  

Passado o tempo de incubação as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 1 

minuto a temperatura ambiente, em seguida, foi descartado o sobrenadante. O sedimento foi 

ressuspendido, suavemente com a ajuda de uma ponteira, em 500 μL de Solução II (Tris-HCl 

50 mM e EDTA 20 mM pH 7,4) e adicionado 13 μL de SDS 10%, homogeneizado por 

inversão e incubado a 65°C por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se às amostras 200 μL de 

acetato de potássio 3 M e foram colocadas no freezer a -20ºC por 1 hora. Após esse 

procedimento, as células foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. 

Após a etapa anterior, as amostras foram colocados no gelo e o sobrenadante 

transferido, cuidadosamente, para outro tubo estéril, adicionado 700 μL de isopropanol, 

homogeneizado suavemente por inversão e colocado por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Após essa incubação, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante descartado cuidadosamente, acrescentado 500 μL de etanol 70% ao DNA para 

ser lavado, e centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. Após a lavagem, o sobrenadante foi 

descartado e o tubo contendo o DNA foi deixado, por 10 minutos, invertido sobre um papel 

toalha para todo o etanol ser evaporado e após colocado numa estufa a 37ºC por 30 minutos 

para o etanol restante ser eliminado. Quando todo o etanol foi evaporado do DNA, a 

reidratação foi realizada com 20 μL de água de injeção estéril, e esse foi guardado à 

temperatura de -20ºC.  

RFLP-mtDNA (Polimorfismo de restrição do DNA mitocondrial) 

A digestão foi realizada utilizando-se 20 μL do DNA total acrescido de 10 μL de uma 

mistura contendo 4,0 μL de água de injeção estéril, 3,0 μL de tampão 10x da enzima Hinf I, 

1,5 μL de RNAse (Invitrogen, 20mg/mL), 1,5 μL da enzima de restrição Hinf I (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), incubada à temperatura de 37°C “over-night”. Os produtos da digestão 

(acrescidos de Gelred com tampão de corrida 6x) foram separados e analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1,0% (80 V por 150 minutos) em TBE 0,5X. Os perfis de 

restrição do DNA mitocondrial gerados foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados 

utilizando sistema de foto-documentação (Vilber Lourmat, França). 
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Com o objetivo de constatar se as linhagens encontradas no presente estudo eram 

realmente indígenas ou não, foram realizadas comparações com as seis linhagens comerciais 

de S. cerevisiae mais utilizadas na região do Vale do São Francisco. As linhagens comerciais 

foram: S. cerevisiae da marca Maurivin, AWRI 796, nomeada neste trabalho de C1; S. 

cerevisiae bayanus da marca Lalvin R2 (C2); S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Mycoferm 

Crio SP (C3); S. cerevisiae (var. bayanus) da marca Maurivin PDM (C4); S. cerevisiae da 

marca Mycoferm (C5); S. cerevisiae da marca Fermol Rouge (C6).  

 

2.3.2 Caracterização molecular das leveduras não-Saccharomyces 

Extração do DNA Nuclear 

Os isolados de não-Saccharomyces agrupados pela caracterização morfo-fisiológica 

foram crescidas em meio ágar YM (1% de glicose; 0,5% de peptona bacteriolóliga; 0,3% de 

extrato de levedura; 0,3% de extrato de malte; 2% de ágar) por 24-48h à 25°C. Após 

crescimento, foram ressuspendidas em 100 μL de tampão de lise (1M Tris-HCl, 0,5 M EDTA, 

5M NaCl, 10% SDS e água destilada) e incubadas a 65°C por no mínimo 30 minutos. Em 

seguida, foram adicionados 200 μL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), homogeneizados 

gentilmente, por inversão, e centrifugados por 15 minutos a 14.000 rpm. Após centrifugação, 

o sobrenadante foi transferido com o auxílio da pipeta para um novo microtubo, adicionado 

v/v de isopropanol na temperatura ambiente e colocado por 15 minutos, na bancada, para o 

DNA precipitar. Uma nova centrifugação a 14.000 rpm por 10 minutos foi então realizada, 

após isso, o sobrenadante foi descartado por inversão. Foi adicionado 200 μL de etanol 70% 

gelado, homogeneizado por inversão e centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado por inversão. Após essa etapa, o DNA foi deixado a 

temperatura ambiente overnight para evaporação de todo o etanol. No dia seguinte, o DNA foi 

reidratado adicionando 50 μL de TE pH 8 e, posteriormente, quantificado em aparelho de 

NanoDrop (NanoDrop Technologies). O material foi estocado no freezer a -20°C até sua 

utilização.  

 

PCR utilizando Intron Splice Site primer EI1 

Após a extração do DNA nuclear foram realizadas as reações de PCR utilizando o 

iniciador Intron Splice Site EI1 (5’CTGGCTTGGTGTATGT), descrito por Barros Lopes et 

al. (1996), utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf). A reação de PCR foi 

realizada em um volume final de 25μL contendo 2,5 μL de tampão de PCR 10X (
+
KCl), 1,5 
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μL de MgCl2 25mM, 1 μL de dNTP 0,05mM, 2 μL da solução do iniciador EI1 a 10 pmol
-1

, 

0,2 μL de Taq DNA polimerase 1,25 U, 1 μL do DNA e água de injeção estéril q.s.p. 

suficiente para completar o volume final. O programa de ciclagem consistiu inicialmente da 

desnaturação do DNA a 94 ºC por 3 minutos e, em seguida, submetida a 33 ciclos de 

desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, 33 ciclos de anelamento a 45 ºC por 2 minutos e 33 ciclos 

de polimerização a 74 ºC por 1,30 minuto, e com uma extensão final a 74 ºC por 5 minutos. 

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% por 90 minutos 

a 80 V em tampão TBE 0,5X. Os perfis de banda foram visualizados com auxilio de luz 

ultravioleta e fotografados utilizando um sistema de foto-documentação (Vilber Lourmat). 

Com a visualização dos perfis de bandeamento, as leveduras foram agrupadas de acordo com 

os perfis moleculares obtidos. 

 

Sequenciamento da região ITS e dos domínios D1/D2 da subunidade maior do gene 

do rRNA 

Um isolado de cada grupo baseado no perfil molecular obtido com o iniciador EI1 teve 

a região ITS1 e os domínios D1/D2 da subunidade maior do rDNA sequenciada. Para a reação 

de PCR, foram utilizados os iniciadores ITS-1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3’) e 

NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), segundo Lachance et al. (2003). A reação de 

PCR foi realizada em um volume final de 50 μL contendo 5 μL de tampão de PCR “high 

fidelity” 10X (+KCl), 2 μL de MgCl2 25mM, 2 μL de dNTP 0,05mM, 1 μL dos iniciadores 

ITS-1 e NL4 a 10 pmol
-1

 (MWG Biotech), 0,2 μL de Taq DNA polimerase 1,25 U 

(Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity), 1 μL do DNA e água de injeção estéril 

q.s.p. suficiente para completar o volume final. As reações de PCR foram realizadas 

utilizando-se o termociclador termociclador Mastercycler (Eppendorf). O programa de 

ciclagem teve uma desnaturação inicial a 95ºC por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 

segundos de desnaturação a 95ºC, 35 ciclos de 25 segundos de anelamento do iniciador a 

54ºC e 20 segundos de 35 ciclos de extensão a 72ºC, e uma extensão final por 10 minutos a 

72ºC. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TBE 0,5X durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. Os perfis de banda foram 

visualizados com auxilio de luz ultravioleta e fotografados utilizando um sistema de foto-

documentação (Vilber Lourmat).  

Os produtos de PCR foram purificados da seguinte forma: foi adicionado ao produto 

(47 μL) de PCR (amplicon) um volume de 11,75 μL  de EDTA 125mM e 141 μL  de etanol 
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absoluto. Foi homogeneizado por inversão e deixado na bancada por 15 minutos para 

precipitação do DNA. Após esse tempo, o DNA foi centrifugado a 14.000 rpm por 25 minutos 

a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado, sendo 

adicionado 120 μL de etanol 70% para lavar o sedimento, homogeneizado por inversão, e 

centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Logo após, o sobrenadante 

foi descartado e o DNA foi deixado a temperatura ambiente “overnight” para evaporação de 

todo o excesso de etanol.  O DNA foi ressuspendido com a adição de 10 μL de água de 

injeção estéril e hidratado por 30 minutos a 37ºC. O produto obtido foi dosado em aparelho 

NanoDrop ND 1000.  

As reações de sequenciamento dos produtos obtidos após a purificação dos amplicons 

foram realizadas utilizando o kit Big Dye versão 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em 

combinação com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730. A reação de 

sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 poços (Applied Biosystems, EUA) 

preparada para um volume final de 10 µL, em que foram colocados: 1 µL do inciador a (5 

µmol-1), 1 µL de tampão (presente no kit de sequenciamento), 1 µL de Big Dye, 1 a 5 µL de 

DNA (de modo que a reação final contenha entre 15 e 20 ng) e o restante de água para injeção 

esterilizada para completar o volume, se necessário. O programa de ciclagem utilizado 

consistiu de uma desnaturação inicial a 36°C por 1 minuto, 36 ciclos de anelamento a 96°C 

por 15 segundos, seguido por 15 segundos de extensão a 50ºC e 4 minutos de extensão final a 

60ºC. 

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de precipitação com o 

acréscimo de 1 µL de EDTA a 125 mM, 1 µL de acetato de amônio e 50 µL de etanol 96% 

(Merck), em cada poço. A placa foi vortexada brevemente e então incubada por 15 minutos a 

temperatura ambiente, protegida da luz (escuro). Após incubação, as amostras foram 

centrifugadas por 45 minutos a 3.700 r.p.m a temperatura ambiente e o sobrenadante 

descartado por inversão. Em seguida, foram acrescentados 100 µL de etanol 70% (Merck) e 

as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 r.p.m a temperatura ambiente. 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado por inversão e em cada poço foi 

acrescentado 10 µL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi 

armazenada a 4ºC, protegida da luz, até injeção das amostras no sistema automatizado ABI 

3730. 

As sequências de DNA foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Local 

Alignment Serch Tool - versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) desenvolvido pelo National Center For Biothecnology 

(Altschul et al., 1997). As sequências obtidas foram comparadas com as já depositadas no 

GenBank, e as sequências similares foram alinhadas usando o programa CLUSTALW 

software package (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Para ser considerada 

pertencente a uma espécie conhecida, o isolado apresentou similaridade na sequência 

analisada de 99% ou mais em relação à outra já depositada no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). 

 

2.4 Seleção das linhagens de Saccharomyces cerevisiae não produtoras do gás Sulfeto de 

hidrogênio (H2S)  

 Para testar se as linhagens de S. cerevisiae produziam ou não o gás Sulfeto de 

hidrogênio (H2S) foi utilizado o meio diferencial Bacto Bismuth Sulfite Ágar (BSA), de 

acordo com a metodologia descrita por Zambonelli (1964 a, b), e Jiranek et al. (1995b). Para 

visualizar a produção ou não desse gás, as colônias foram incubadas no meio BSA por 3 dias 

a 30°C. As colônias produtoras do H2S apresentaram uma coloração escura (marrom ou 

negra), devido à reação desde composto com o sulfeto ferroso presente no meio, formando 

assim o sal negro sulfeto de ferro. As leveduras não produtoras do H2S apresentam colônias 

brancas.  

 

2.5 Microfermentações com as diferentes linhagens de S. cerevisiae 

2.5.1 Micro-organismos utilizados  

As microfermentações em mosto sintético (simulando o mosto natural da uva) foram 

realizadas em duplicatas, em escala laboratorial, utilizando de um a nove representantes de 

cada linhagem diferente das S. cerevisiae encontradas a partir da restrição do DNA 

mitocondrial (RFLP-mtDNA). Quanto maior o número de isolados pertencentes a um perfil 

de restrição do DNA mitocondrial, maior foi o número utilizado desse pefil para realizar as 

microfermentações. O desempenho fermentativo das leveduras selecionadas foi comparado 

com os resultados obtidos com as seis linhagens de  S. cerevisiae comerciais. 

 

2.5.2 Mosto sintético de fermentação 

As fermentações foram realizadas em mosto sintético previamente descrito por Bely et al. 

(1990) e Rossignol et al. (2003), e sem fatores anaeróbicos adicionados ao mosto. O mosto 

(pH 3,3) conteve: 

- 200g/L de açúcar (100g/L de glicose e 100g/L de frutose); 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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- 6g/L de ácido cítrico; 

- 6g/L de DL-ácido málico; 

- Sais minerais  (750 mg/L de KH2PO4, 500 mg/L de K2SO4, 250 mg/L de 

MgSO4.7H2O, 155 mg/L de CaCl2.2H2O, 200 mg/L de NaCl, 4 mg/L de MnSO4.H2O, 

4 mg/L de ZnSO4, 1 mg/L de CuSO4.5H2O, 1 mg/L de KI, 0.4 mg/L de CoCl2.6H2O, 1 

mg/L de H3BO3, 1 mg/L de (NH4)6Mo7O24); 

- Vitaminas (20 mg/L meso-inositol, 1,5 mg/L Pantotenato de cálcio, 0,25 mg/L Tiamina, 

2 mg/L Ácido nicotínico, 0,25 mg/L Piroxidina, 0,003 mg/L Biotina); 

- 300 mg/L de nitrogênio assimilado (nitrogênio amoniacal e nitrogênio α-amino) 

promovido pela mistura de 18 aminoácidos (18,3 mg/L de L-tirosina, 179,3 mg/L de L-

triptofano, 32,7 mg/L de L-isoleucina, 44,5 mg/L L-ácido aspártico, 120,4 mg/L L- ácido 

glutâmico, 374,4 mg/L L-arginina, 48,4 mg/L L-leucina, 759.2 mg/L L-treonina, 18,3 

mg/L L-glicina, 505,3 mg/L L-glutamina, 145,3 mg/L L-alanina, 44,5 mg/L L-valina, 

31,4 mg/L L-metionina, 37,9 mg/L L-fenilalanina, 78,5 mg/L L-serina, 32,7 mg/L L-

histidina, 17,0 mg/L L-lisina, 13,1 mg/L L-cisteina) correspondendo a 180 mg de 

nitrogênio e 460 mg/L de NH4Cl (correspondendo a 120 mg de nitrogênio).  

 

2.5.3 Condições da Fermentação 

Os isolados de S. cerevisiae foram crescidos em 5 mL de meio YPD (1% extrato de 

levedura, 1% peptona bacteriológica, 2% glicose) “overnight” em agitação de 100 rpm a 

28°C. Após o crescimento foi medida a densidade óptica (DO, 600nm) do inóculo e calculado 

o volume de cada isolado (10
6
 células/mL) para ser inoculado numa DO inicial de 0,5 

(600nm) no mosto sintético de fermentação com volume final de 1,8 mL. Antes da inoculação 

de cada isolado no mosto sintético, as células das leveduras foram lavadas com água estéril, 

centrifugadas, descartado o sobrenadante e ressuspendidas com 0,8 mL do mosto sintético 

para serem completadas com o volume de 1mL do mesmo mosto e assim atingir o volume 

final (1,8mL). 

 As fermentações foram realizadas numa microplaca estéril com volume útil de 2mL e 

contendo em cada poço 1,8mL do mosto sintético. A microplaca foi levada ao shaker com 

agitação de 100 rpm a 28°C. Após 48h de fermentação, para cada amostra foi dosada, 

utilizando-se um aparelho Tecan (Infinite M200), a DO. Os valores de Açúcar Redutor Total 

(ART) foram determinados pelo método do ácido 3,5 dinitro salicílico (DNS) preconizado por 

Miller (1959), no comprimento de onda de 540 nm. Quando o ART atingiu < 2 g/L,  o volume 
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restante do mosto de fermentação foi retirado e centrifugado (14.000 rpm por 15 minutos) 

para guardar o sobrenadante e descartar as células contidas no mosto. O sobrenadante foi 

armazenado a -20°C e depois avaliado por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência-CLAE- 

(High Performance Liquid Chromatography- HPLC) para determinar a concentração de 

etanol, glicerol, ácido acético, D-ácido láctico, e o consumo de glicose e frutose. 

 

2.5.4 Determinação dos compostos secundários e açúcares por HPLC  

 As dosagens dos açúcares (glicose e frutose), ácido acético, etanol e glicerol de cada 

mosto fermentado por cada linhagem de levedura foram determinadas por HPLC (modelo 

Prominence Model LC-20A - Shimadzu), a coluna SUPELCOGEL C-610H 30 cm x 7,8 mm 

(Sigma–Aldrich) e detector índice de refração (RID) RID-10A. A separação ocorreu a 65ºC e 

foi usada como fase móvel H2SO4 5mM, num fluxo de 0,6 mL/min, com a temperatura do 

forno de 45°C e 25 minutos de tempo de corrida. Foi usado 20µL de injeção da amostra. 

Todas as amostras foram filtradas numa membrana de acetato de celulose com poros de 0,22 

μm (Sartorius Stedim Biotech) antes de serem injetadas para a análise.  

 

2.6 Produção dos vinhos em pequena escala  

Os vinhos foram elaborados em pequena escala no Laboratório de Enologia e no 

Laboratório de Controle Biológio da EMBRAPA Semiárido (Petrolina-PE). A variedade de 

uva (Vitis vinifera L.) escolhida foi a Syrah, visto que dentre as variedades cultivadas no 

Submédio do Vale do Rio São Francisco foi uma das que mais se adaptou às condições dessa 

região (PEREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Para a produção dos vinhos, foram 

escolhidas nove linhagens indígenas diferentes de  S. cerevisiae, representando aquelas com 

os melhores resultados de acordo com os parâmetros fermentativos estudados. Também foram 

escolhidas duas linhagens comerciais utilizadas na região do Vale do São Francisco para a 

produção de vinhos tintos (S. cerevisiae da marca Maurivin, AWRI 796, nomeada neste 

trabalho de C1 e S. cerevisiae da marca Fermol Rouge chamada de C6). A  levedura 

comercial C1 é a mais utilizada na produção dos vinhos da região;  a C6 também é 

frequentemente utilizada na região para a produção de vinhos tintos.  

 

2.6.1 Procedimentos laboratoriais para a produção dos vinhos 

 As linhagens escolhidas para a produção dos vinhos foram reativadas em meio sólido 

YM (1% de glicose; 0,5% de peptona bacteriológica; 0,3% de extrato de levedura; 0,3% de 
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extrato de malte; 2% de ágar) por 24h a 28°C. Em seguida, as leveduras crescidas foram 

transferidas, separadamente, para 10 mL do caldo de fermentação YPD (1% extrato de 

levedura, 1% peptona bacteriológica, 2% glicose) e colocadas “overnight” sob agitação de 

100 rpm a 28°C. Após o crescimento, a concentração de células foi quantificada em Câmara 

de Neubaur. Assim foi possível calcular a concentração inicial de células de cada isolado para 

ser inoculado no mosto da uva (Syrah), sendo a fermentação iniciada com 2x10
6
 UFC/ml. O 

volume final do mosto da uva foi de 600 mL, fermentados em garrafas de 750 mL vedadas 

com válvulas Müller, e mantidas numa temperatura de 252°C para a elaboração do vinho 

tinto. O mosto da uva foi tratado inicialmente com o antioxidante Metabissulfito (10g/100L). 

 Após inoculação da levedura, as garrafas foram pesadas (tempo zero), e a 

posteriormente a cada 24 horas. Quando o valor da pesagem permaneceu constante durante 2 

dias seguidos (não variando de 0,20g/dia) deu-se por encerrada a fermentação, e retiradas as 

alíquotas (filtradas com membrana de acetato de celulose de 0,2 μm e estocadas a -20ºC) para 

as dosagens de glicose, frutose, etanol, glicerol e ácido acético por HPLC. Esses compostos 

também foram dosados no mosto inicial, sem a inoculação da levedura, para determinar as 

concentrações inicias desses no mosto. Cada fermentação foi realizada em triplicata. 

  

2.6.2 Análise da presença dos fenólicos totais dos vinhos 

 Os compostos fenólicos totais presentes nos vinhos foram quantificados pelo método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, utilizando o ácido gálico como padrão de referência. 

Esse método baseia-se na redução do complexo fosfotungstico-fosfomolibdico (presente no 

reagente Folin-Ciocalteau) a um complexo azul Mo-W pelos compostos fenólicos, que ao 

reagirem oxidam os fenolatos (WILDENRADT; SINGLETON, 1974; SLINKARD; 

SINGLETON, 1977; VINSON et al., 1998; SINGLETON et al., 1999). A metodologia 

utilizada foi de acordo com Singleton e Rossi (1965), com algumas modificações.  As 

amostras do vinho foram diluídas na proporção de 1:15. Uma alíquota de 0,5 mL da diluição 

foi transferida para um tubo de vidro de 20 mL, adicionado logo em seguida 0,5 mL do 

reagente de Folin-Ciocalteu (Reagentes Analíticos Impex) e homogeneizados utilizando um 

vortex. Essa mistura foi deixada parada por 3 minutos para a reação, e, após esse tempo, 

adicionados 0,5 mL de Na2CO3 (20%) e 3,5 mL de água destilada. A mistura foi 

homogeneizada com auxilio de vórtex e mantida por 90 minutos protegida da luz (escuro). 

Após os 90 minutos, a leitura foi realizada a 725 nm em espectrofotometro. Um vinho feito 

por fermentação espontânea, sem a inoculação de uma levedura iniciadora, foi produzido nas 
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mesmas condições. Foi construída uma curva analítica contendo 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 

0,35, 0,4, 0,45, 0,5 mg/mL de ácido gálico e os resultados expressos em mg de ácido gálico 

equivalente por mL (mg GAE/mL). Todas as amostras foram determinadas em triplicatas. 

Esse experimento foi realizado na Embrapa Agroindústria Tropical, Fortaleza (CE), no 

Laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais. 

 

2.6.3 Determinação dos compostos secundários e açúcares por HPLC 

 As dosagens dos açúcares (glicose e frutose), ácido acético, etanol e glicerol de cada 

vinho foram determinadas usando por HPLC, modelo Prominence Model LC-20A 

(Shimadzu),  coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) e detector índice de refração (RID) 

RID-10A. Foi usada como fase móvel H2SO4 5mM a 25 °C, num fluxo de 0,6 mL/min a 65ºC 

e 40 minutos de tempo de corrida. O volume de injeção da amostra foi de 20µL. Essa etapa 

foi realizada na Embrapa Agroindústria Tropical, Fortaleza (CE), no Laboratório Multiusuário 

de Química de Produtos Naturais. Todas as amostras foram filtradas numa membrana de 

acetato de celulose com poros de 0,2 μm (Sartorius Stedim Biotech) e diluídas 5 vezes (1:5) 

para as concentrações entrarem na curva padrão e não saturar a coluna.  

 

2.6.4 Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) 

 A composição volátil dos vinhos foi determinada por Microextração por Fase Sólida 

(SPME-Solid Phase Micro Extration) associada à Cromatografia Gasosa-Espectrometria de 

Massas (GC-MS) no Laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais, pertencente 

à Embrapa Agroindústria Tropical (Fortaleza-CE). A metodologia de extração, identificação e 

quantificação dos compostos voláteis foi realizada conforme o método descrito por Canuto et 

al. (2011).  

 

Preparo das amostras:  

 Foram utilizados 8 mL de vinho em um vial de 20 mL, ao qual foram adicionados 10 

µL da solução do padrão interno 3-octanol (0,8 g/L em etanol) e 3 g de cloreto de sódio 

(NaCl). 

Microextração em Fase Sólida (SPME) e GC/MS: 

Os compostos voláteis dos vinhos foram extraídos através da técnica SPME em 

headspace (espaço formado entre a amostra acondicionada e um sistema fechado), 

empregando-se fibras recobertas com Polidimetilsiloxano (PDMS 100µm). O equilíbrio dos 

compostos voláteis foi atingido mantendo-se a amostra sob aquecimento a 40°C, com 
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agitação, durante 15 minutos, enquanto que a extração ocorreu por um período de 30 minutos, 

sem agitação, mas sob a mesma temperatura. Em seguida, os voláteis foram dessorvidos 

termicamente por 3 min no injetor do cromatógrafo a gás Agilent Technologies 7890B GC 

System acoplado ao espectrômetro de massas do tipo Quadrupolo Agilent Technologies 

5977A MSD. As condições de separação foram as seguintes: coluna capilar HP5-MS 30m 

(30m x 0,25mm), 0,25µm de filme, utilizando-se hélio como gás de arraste a um fluxo de 1,99 

mL/min,  sem divisão de fluxo. A temperatura do injetor foi de 240°C e a do detector de 

150°C. A rampa de temperatura da coluna foi de 40°C, mantida por 4 minutos, até 80°C, 

numa razão de 2,5°C/min, posteriormente elevada até 110°C numa razão de 5°C/min, e até 

220°C numa razão de 10°C/min, mantida por 5 minutos, perfazendo 42 minutos de corrida 

cromatográfica.  

Identificação dos compostos:  

Foi feita por meio da comparação dos espectros de massas com a base de dados 

fornecida pelo equipamento (NIST v. 2.0 – 436.314 compostos), por comparação dos seus 

índices de retenção (obtidos por injeção de uma mistura de padrões contendo uma série 

homóloga de alcanos: C7-C30) e dados da literatura.  

Quantificação dos compostos majoritários: 

A concentração dos compostos encontrados foi determinada pela fórmula abaixo: 

Concentração do analito = [(área do analito) / (área do 3-octanol)] x concentração do 

3-octanol x fator de emendação do analito 

 

2.7 Análise estatística  

Todos os resultados das microfermentações dos vinhos, cromatografias líquida e 

gasosa foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas com o 

teste Scott e Knott ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat (versão 

7.7 beta). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Identificação convencional e molecular das leveduras 

Dos 368 isolados de leveduras, 184 foram identificados como S. cerevisiae indígenas, 

109 não-Saccharomyces e 75 S. cerevisiae comerciais (identificados pelo RFLP-mtDNA) 

(Figura 2).  

 

Figura 2. Número de isolados encontrados nos mostos fermentados de uva em cada variedade estudada. OV: 

Fazenda Ouro Verde; V: Fazenda Vinibrasil; D: Fazenda Ducos Vinícola; Bo: Fazenda Boticelli. 

 

3.1.1 Caracterização molecular das linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

Dos 184 (71%) isolados indígenas de S. cerevisiae foram encontrados 22 perfis 

diferentes de S. cerevisiae (Figura 3). Os 75 (29%) isolados comerciais foram identificados 

como pertencentes a dois perfis comerciais diferentes. Foi feita a extração do DNA 

mitocondrial também das seis S. cerevisiae comerciais e comparadas com as indígenas 

(Figuras 4 – 8), sendo que das seis S. cerevisiae comerciais, duas (leveduras C3 e C4) 

apresentaram o mesmo perfil de restrição do DNA mitocondrial (Figura 4-B). Isso também foi 

observado por  Fernández-Espinar et al. (2001) e de Ponzzes-Gomes et al. (2014). Esses 

autores observaram que leveduras comercializadas como sendo linhagens diferentes foram 

iguais quando comparadas por essa técnica molecular. No presente trabalho, os perfis de 

restrição do DNA mitocondrial denominados P1 a P22 correspondem aos S. cerevisiae 

indígenas (Figura 5 – 8); os de P23 a P27 correspondem aos perfis das S. cerevisiae 

comerciais C1 a C6, respectivamente (Figura 4). Todos os 22 perfis de restrição do DNA 

mitocondrial das S. cerevisiae indígenas estão distribuídos nas figuras 5 a 8, além daqueles 
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das linhagens de S. cerevisiae comerciais que estão sendo comparados nos géis com as 

linhagens indígenas.  

 

 

Figura 3. Porcentagem de perfis de restrição do DNA mitocondrial das Saccharomyces cerevisiae  isoladas de 

uvas do Vale do São Francisco. Os perfis P1 a P22 correspondem aos S. cerevisiae indígenas; os perfis P23 a 

P27 correspondem aos perfis das S. cerevisiae comerciais (leveduras C1 a C6, respectivamente).   
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Figura 4. Perfis de restrição do DNA mitocondrial das linhagens comerciais de Saccharomyces cerevisiae 

utilizadas para a produção de vinhos do Vale do São Francisco. Marcador Molecular 1kb DNA ladder. Os 

códigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), C4 (Maurivin PDM), C5 

(Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae comerciais P23, P24, P25, 

P25, P26, P27, respectivamente. Na figura B estão as duas S. cerevisiae comerciais diferentes C3 e C4 que 

apresentaram o mesmo perfil de banda.  
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Figura 5 Perfis de restrição do DNA mitocondrial das linhagens indígenas e comerciais de Saccharomyces 

cerevisiae  isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do São Francisco. Marcador 

Molecular 1kb DNA ladder.  Os códigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), 

C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae 

comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os códigos de 1 a 12 correspondem às S. cerevisiae 

indígenas de perfis P1, P2, P2, P2, P3, P4, P5, P6, P6, P6, P5, P7, respectivamente.  

 

  

           1       2        3       4       5       6        7        8       9     10      11     12     C1     C2     C3     C5   C6 
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Figura 6 Perfis de restrição do DNA mitocondrial das linhagens indígenas e comerciais de Saccharomyces 

cerevisiae  isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do São Francisco. Marcador 

Molecular 1kb DNA ladder. Os códigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), 

C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae 

comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os códigos de 13 a 22 correspondem às S. cerevisiae 

indígenas de perfis P8, P9, P10, P11, P8, P11, P12, P13, P23, P23, respectivamente. As leveduras de códigos 21 

e 22  correspondem ao mesmo perfil da levedura comercial C1 (P23). 

 

 

         13       14      15       16      17       18       19      20       21      22      C1      C2      C3     C5      C6 
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Figura 7 Perfis de restrição do DNA mitocondrial das linhagens indígenas e comerciais de Saccharomyces 

cerevisiae  isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do São Francisco. Marcador 

Molecular 1kb DNA ladder. Os códigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), 

C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae 

comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os códigos de 23 a 34 correspondem às S. cerevisiae 

indígenas de perfis P14, P15, P16, P17, P18, P15, P18, P23, P9, P19, P20, P6, respectivamente. A levedura de 

código 30  corresponde ao mesmo perfil da levedura comercial C1 (P23). 

 

          23     24     25      26      27     28      29      30     31     32     33     34     C1     C2     C3    C5   C6 
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Figura 8 Perfis de restrição do DNA mitocondrial das linhagens indígenas e comerciais de Saccharomyces 

cerevisiae  isoladas do mosto fermentado de uvas (Vitis vinifera L.) do Vale do São Francisco. Marcador 

Molecular 1kb DNA ladder. Os códigos C1 (Maurivin, AWRI 796), C2 (Lalvin R2), C3 (Mycoferm Crio SP), 

C4 (Maurivin PDM), C5 (Mycoferm Cru 05), C6 (Fermol Rouge) correspondem aos perfis das S. cerevisiae 

comerciais P23, P24, P25, P26, P27, respectivamente; os códigos de 35 a 41 correspondem às S. cerevisiae 

indígenas de perfis P25, P21, P7, P22, P3, P8, P10, respectivamente. A levedura de código 35  corresponde ao 

mesmo perfil da levedura comercial C3 (P25). 

 

                    35         36         37       38        39        40        41       C1        C2        C3       C5        C6 
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 De acordo com a figura 3, o perfil de restrição do DNA mitocondrial encontrado em 

maior número foi da linhagem comercial C1 (perfil P23), que representou 17,4% do total de 

de isolados de S. cerevisiae, seguido pela linhagem indígena de perfil P6 (14,7% dos isolados 

de S. cerevisiae), da linhagem indígena de perfil P12 (12%), e da linhagem comercial C3/C4, 

representada pelo P25 (11,6%). Nas figuras de 5 a 8, pode-se observar a diversidade de perfis 

de restrição do DNA mitocondrial das S. cerevisiae indígenas. A maior ocorrência de um 

perfil de restrição correspondente a uma linhagem comercial utilizada na região  pode ser  

justificado pelo descarte de resíduos da elaboração dos vinhos produzidos nos vinhedos, 

possibilitando a colonização das uvas por essa levedura. A maior ocorrência da linhagem 

comercial C1 sugere que essa consegue se adaptar às condições presentes no vinhedo, sendo 

prevalente em relação às indígenas.  

Capece et al. (2013a) estudaram a diversidade de S. cerevisiae isoladas depois da 

maturação dos tradicionais vinhos da Geórgia (União Europeia). De 70 S. cerevisiae 

indígenas, os autores encontraram 23 perfis diferentes de restrição do DNA mitocondrial. No 

estudo de Esteve-Zarzoso et al (2000), na região de El Penedès (Espanha), foram encontrados 

22 perfis de mtDNA a partir de 68 isolados de S. cerevisiae presentes nas fermentações 

espontâneas dos vinhos, mesmo número de perfil encontrado no presente trabalho. No entanto 

o percentual de perfis identificados no total de isolados indígenas de S. cerevisiae encontrados 

por esses autores foi superior ao do presente trabalho, sendo 32,35% contra 12%, 

respectivamente. Ponzzes-Gomes et al. (2014) encontraram 155 isolados indígenas de S. 

cerevisiae de mostos fermentados de uvas do Vale do São Francisco (Brasil), em 2008, e 

encontraram quatro perfis de mtDNA como pertencentes a linhagens indígenas e um 

pertencente a uma linhagem de S. cerevisiae comercial. Ponzzes-Gomes et al. (2014) 

encontraram um número menor de perfis de mtDNA de S. cerevisiae indígenas do que o 

encontrado no presente estudo (22 perfis).  No trabalho de Ponzzes-Gomes et al. (2014), as 

leveduras foram isoladas em 2008 e na época o vinhedo de onde as uvas foram colhidas tinha 

aproximadamente três anos de plantado. Esse tempo pode não ter sido suficiente para a 

colonização e adaptação de um número maior de linhagens indígenas de S. cerevisiae nas 

uvas. De acordo com Pretorius (2000) e Schuller et al. (2005), um dos fatores que influencia 

na microbiota de leveduras nas uvas é a idade da vinha.  Schuller et al. (2005) estudaram a 

ecologia das linhagens de S. cerevisiae de um vinhedo da região dos Vinhos Verdes em 

Portugal, por três anos consecutivos. Das 54 fermentações espontâneas estudadas, os autores 

obtiveram 1.620 isolados de S. cerevisiae, com 297 perfis diferentes de DNA mitocondrial. 
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Possivelmente, esses já eram vinhedos bem estabelecidos na região, o que explicaria a 

quantidade de perfis de DNA mitocondrial encontrados. Ortiz et al. (2013) isolaram 240 

Saccharomyces spp. de diferentes estágios da fermentação de vinhos produzidos numa adega 

familiar, localizada na Espanha, e caracterizaram essas leveduras pela análise de restrição do 

DNA mitocondrial. Os autores encontraram 21 perfis moleculares diferentes. Mercado et al. 

(2011) estudaram a diversidade de S. cerevisiae encontrada nos vinhedos de Malbec numa 

região chamada “Zona Alta del Río Mendoza” na Argentina. Os autores encontraram dentre 

os 590 isolados mais de 190 perfis de mtDNA diferentes. Os autores também identificaram 

dois perfis de mtDNA referentes a linhagens comerciais utilizandas na região em dornas de 

fermentações espontâneas. Capece et al. (2012) encontraram 15 perfis de mtDNA diferentes 

de S. cerevisiae associados a fermentações espontâneas de vinho de uma região da Itália 

chamada “heroic vine-growing area”.  

 No presente trabalho, a variedade de uva Cabernet Sauvignon apresentou a maior 

ocorrência de perfis de restrição  mtDNA para as S. cerevisiae indígenas, com 10 perfis 

diferentes (figura 9). No entanto, foi a uva com o menor número de isolados encontrados (16). 

A uva da variedade Chenin blanc apresentou seis perfis diferentes a partir 57 isolados  de S. 

cerevisiae encontrados. A uva da variedade Syrah apresentou seis perfis de mtDNA diferentes 

a partir dos 43 isolados de S. cerevisiae encontrados. Uvas da variedade Tempranillo 

apresentaram cinco perfis diferentes a partir dos 50 isolados de S. cerevisiae encontrados. As 

uvas da variedade Petit Verdot apresentaram cinco perfis diferentes a partir dos  17 isolados  

de S. cerevisiae encontrados. 

 Um maior número de isolados de linhagens comerciais de S. cerevisiae foi encontrado 

na Fazenda Ducos e um menor na Fazenda Vinibrasil. Em todas as fazendas estudadas no 

presente trabalho, os substratos que sobram do processo de vinificação são reutilizados e 

espalhados no solo para que os nutrientes retornem aos mesmos. Nesse sentido, os resultados 

encontrados no presente trabalho sugerem  que as linhagens comerciais C1 e C3 (igual a C4) 

estão atualmente adaptadas ao ecossistema do vinhedo das regiões estudadas, principalmente 

na Fazenda Ducos onde foram isolados aproximadamente 93% dessas linhagens. Vários 

autores também já relataram a presença de linhagens comerciais em fermentações espontâneas 

de vinho (ROSINI, 1984; CONSTANTÍ et al., 1998; SANTAMARÍA et al., 2005; 

MERCADO et al., 2011), como verificado no presente trabalho.  

 A partir destes resultados foram escolhidos isolados de cada perfil de restrição do 

DNA mitocondrial para realizar as microfermentações em mosto sintético. Quanto maior o 
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percentual dos isolados encontrados de um determinado perfil de restrição do DNA 

mitocondrial, maior foi o número de isolados selecionados para os testes de 

microfermentações. Esse número variou de um a nove isolados escolhidos em relação a cada 

um dos perfis de restrição do mtDNA das linhagens de S. cerevisiae encontradas. 
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Figura 9. Número de perfis de restrição do DNA mitocondrial das Saccharomyces cerevisiae indígenas do Vale do São Francisco.   
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3.1.2 Identificação das espécies de leveduras não-Saccharomyces 

 Por meio dos testes fisiológicos, as leveduras não-Saccharomyces foram agrupadas 

como pertencentes a 23 grupos diferentes. Todos os isolados de cada grupo fisiológico foram 

caracterizados molecularmente utilizando o iniciador EI1. Isolados com o mesmo padrão de 

bandas caracterizados pelo iniciador EI1 foram considerados como pertencentes a mesma 

espécie de levedura (Rosa et al., 2007). Nas figuras 10 a 12 estão representados os perfis de 

bandas da PCR utilizando o iniciador EI1. Um representante de cada perfil diferente foi 

utilizado no sequenciamento para chegar ao nível de espécie. De acordo com os resultados do 

sequenciamento da região ITS e dos domínios D1/D2 da subunidade maior do rDNA, os 109 

isolados de não-Saccharomyces identificados corresponderam às seguintes espécies: Pichia 

kudriavzevii (77,1%), P. occidentalis (0,9%), P. membranifaciens (3,7%), P. manshurica 

(0,9%), Meyerozyma caribbica (1,8%), M. guillermondii (0,9%), Zygosaccahromyces bailli 

(1,8%), Torulaspora delbrueckii (0,9%), Schizosaccharomyces pombe (12%). Totalizando 

nove espécies em cinco gêneros diferentes de leveduras não-Saccharomyces. 

 

 
Figura 10. Perfil de bandas do DNA utilizando o iniciador EI1 dos isolados de leveduras não-Saccharomyces 

isolados do mosto fermentado das uvas do Vale do São Francisco. M: Marcador Molecular. Levedura 1; 2; 3; 4; 

5; 6; 7; 11; 12; 13; 15; 16: Pichia kudriavzevii. Levedura 8; 9; 10; 14: Pichia membranifaciens.  
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Figura 11. Perfil de bandas do DNA utilizando o iniciador EI1 dos isolados de não-Saccharomyces isolados do 

mosto fermentado das uvas do Vale do São Francisco. M: Marcador Molecular. Levedura 17: Pichia 

manshurica. Levedura 18; 19; 20; 21; 22; 23: Pichia kudriavzevii. 

 

 

Figura 12. Perfil de bandas do DNA das regiões EI1 dos isolados de não-Saccharomyces isolados do mosto 

fermentado das uvas do Vale do São Francisco. M: Marcador Molecular. Levedura 24; 28; 29; 31; 32; 38: Pichia 

kudriavzevii. Levedura 25; 33: Meyerozyma carbbica. Levedura 26: M. guillermondii. Levedura 27; 35: 

Zygosaccharomyces baillii. Levedura 30: Pichia occidentalis. Levedura 34: Torulaspora delbrueckii. Levedura 

36; 37: Schizosaccharomyces pombe. 

 Pichia kudriavzevii (=Issatchenkia orientalis) é uma espécie de levedura ascomicética 

fermentadora de glicose e que não assimila nitrato, apresentando-se como células ovais a 

alongadas, encontrada em suco de frutas ou frutas vermelhas. Essa levedura já foi encontrada 
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em outros ambientes, como em cerveja, fezes humanas, Drosophila spp., cerveja de gengibre, 

fermentação industrial, bolo, exsudatos de árvores, água do mar e sendo também associada 

com humanos e animais  (KURTZMAN; FELL, 1998). Essa foi a espécie não-Saccharomyces 

isolada em maior percentagem no presente trabalho, representando 77,1% deste grupo de 

leveduras.  Wang e Liu (2013) isolaram P. kudriavzevii em fermentações espontâneas de uva 

da variedade Muscat blanc em Jingyang (China), sendo a segunda levedura mais frequente no 

final da fermentação, ficando atrás somente da S. cerevisiae. P. kudriavzevii foi encontrada 

também em seis diferentes variedades de uva de vinho comumente usados na Índia (Chavan et 

al., 2009). Li et al. (2010) e Di Maro et al. (2007), respectivamente, também isolaram essa 

espécieem duas variedades diferentes de uvas tintas na China e em fermentações espontâneas 

de uma variedade de uva na Itália. Settanni et al. (2012) também isolaram essa levedura em 

fermentações espontâneas das uvas na Itália. Clemente-Jimenez et al. (2004) encontraram P. 

kudriavzevii em fermentações espontâneas de seis variedades de mosto de uva. Esses autores 

avaliariam o pontencial fermentativo desta levedura, e concluíram que as mesmas 

apresentaram ótimos resultados quanto a produção de álcoois superiores, ficando atrás apenas 

de S. cerevisiae e H. uvarum. Essa levedura também foi encontrada por Clavijo et al. (2010) 

em fermentações espontâneas de uva de diferentes variedade durante as safras de 2006 e 2007 

na região de “Serranía de Ronda” (Málaga, Espanha). Combina et al. (2005) isolaram, durante 

fermentações espontâneas de três mosto de Malbec na Argentina, essa mesma espécie de 

levedura. Portanto, esta espécie parece estar associada a uvas utilizadas em viniticultura, 

como mostraram os resultados do presente trabalho, e aqueles obtidos pelos autores citados 

acima. No entanto, o papel ecológico desta levedura em uvas ou fermentações vinícolas ainda 

necessita ser melhor investigado. 

 Schizosaccharomyces pombe é uma espécie ascomicética fermentadora de glicose que 

não assimila nitrato e reproduz-se por fissão binária (KURTZMAN et al., 2011). Essa 

levedura é também encontrada em fermentações para a produção de vinhos, principalmente 

por ser uma espécie resistente a altas concentrações de etanol (SWIEGERS et al., 2005; 

PRETORIUS, 2000). Além desses ambientes já citados, essa espécie também já foi isolada 

em ambiente de vinhedo como no trabalho de Romano e Suzzi (1993). A resistência ao etanol 

por esta espécie de levedura é interessante já que dentre as não-Saccharomyces encontradas 

no presente estudo, S. pombe foi a segunda com maior porcentagem de ocorrência (12%), 

possivelmente pela capacidade de suportar elevadas concentrações de álcool.  
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 Pichia occidentalis foi também isolada no presente trabalho. Di Maro et al. (2007) e 

Tristezza et al. (2013) isolaram essa espécie de fermentações espontâneas, respectivamente, 

feitas com uvas brancas Catalanesca em Campania (Itália) e na Região de Apulia. Bezerra-

Bussoli et al. (2013) isolaram diversas espécies de leveduras, entre elas  P. occidentalis de 

uma vinícola localizada no Brasil. Esses autores estudaram a ocorrência de leveduras em 

superfícies de uvas e mostos das variedades Isabel, Bordeaux e Cabernet Sauvignon. 

 Pichia membranifaciens já foi isolada em mosto de uvas, solo de vinhedo, cerveja, 

fezes, entre outros (KURTZMAN et al., 2011). Na Argentina, Combina et al. (2005) isolaram 

P. membranifaciens em baixa freqüência em três mostos da variedade de uva Malbec durante 

fermentações espontâneas. Essa espécie também foi isolada de um ambiente de vinícola por 

Chavan et al. (2009) de diferentes variedades de uva de vinho comumente usados na Índia. 

Bourret et al. (2013) isolaram leveduras a partir de uvas colhidas de um vinhedo de pesquisa 

da Universidade Estadual de Washington em Prosser, Estados Unidos. Nesse trabalho, os 

autores identificaram 53 espécies, dentre essas P. membranifaciens e Meyeromzyma 

caribbica, também encontrada no presente trabalho. Meyerozyma caribbica (= P. caribbica) é 

encontrada em vários tipos de substrato, sendo considerada uma espécie de ampla distribuição 

geográfica (KURTZMAN, 2011a). 

 Pichia manshurica é uma espécie ascomicética não fermentadora e isolada de 

fermentações naturais (KURTZMAN, 2011a). Tristezza et al. (2013) isolaram diversas 

espécies de leveduras na Região de Apulia (Itália) em fermentações espontâneas, incluindo P. 

manshurica. Os autores mostraram que esta espécie apresentava a habilidade de produzir 

histamina e cadaverina durante a fermentação do mosto. Saez de et al. (2011) isolaram 

leveduras deterioradoras e produtoras de aromas voláteis indesejáveis, sendo que as únicas 

espécies isoladas foram S. cerevisiae e P. manshurica. Ponzzes-Gomes et al. (2014) também 

isolaram essa levedura nos mostos fermentados das uvas produtoras de vinho no Vale do São 

Francisco. No presente trabalho, essa levedura foi encontrada em baixa frequência. 

 Meyerozyma guillermondii foi isolada em baixa freqüência no presente trabalho. Esta 

espécie também já foi isolada por Clavijo et al. (2010) em fermentações espontâneas de uva 

de diferentes variedade durante as safras de 2006 e 2007 na região de “Serranía de Ronda” 

(Málaga, Espanha). Francesca et al. (2014) isolaram M. guillermondii de fermentações para a 

produção de vinhos tintos das uvas “Aglianico di Taurasi” sujeitos a maceração pós-

fermentação na região de Taurasi (Itália). Portanto, esta espécie dever apresentar uma 
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ocorrência transitória durante o processo de fermentação, já que muitas das leveduras não-

Saccharomyces são sensíveis ao álcool produzido durante a fermentação (FLEET, 2008). 

 Zygosaccahromyces bailli é uma espécie ascomicética fermentadora de glicose que é 

isolada de vários tipos de processos industriais, incluindo fermentações para a produção de 

vinhos (KURTZMAN; FELL, 1998; SWIEGERS et al., 2005). Esteve-Zarzoso et al. (2010) 

isolaram essa levedura na fermentação dos vinhos Granacha na Espanha durante a safra de 

2006. Li et al. (2010), ao investigarem a diversidade de leveduras de três variedades de uvas 

cultivadas em quatro regiões vitícolas da China, isolaram 17 espécies diferentes de leveduras, 

incluindo Z. bailli.  Essa espécie foi também isolada de fermentações espontâneas de diversas 

variedades de uva na região de “Serranía de Ronda” em Málaga (Espanha) (CLAVIJO et al., 

2010). Nos trabalhos de Romano e Suzzi (1993) e de Fleet (2000), os autores também  

isolaram essa espécie em ambiente de vinhedo. Esta levedura esta geralmente associada com 

processos de deterioração de alimentos e bebidas (JAMES; STRATFORD, 2011). A 

ocorrência de Z. bailli associada a uvas do Vale do São Francisco, como mostrado no presente 

trabalho, indica que estas leveduras deterioradoras estão também associadas a superfície da 

uva, podendo contaminar, a partir destas, o processo fermentativo. 

 Torulaspora delbrueckii é uma levedura generalista amplamente associada com 

alimentos e bebidas fermentadas (KURTZMAN, 2011b). Essa levedura foi encontrada em 

baixa freqüência no presente trabalho. Di Maro et al. (2007) isolaram essa espécie de 

fermentações espontâneas feitas com uvas brancas Catalanesca em Campania (Itália). Vários 

outros estudos mostraram a ocorrência de T. delbrueckii em baixas freqüências durante a 

produção de vinho (CLAVIJO et al., 2010; ORTIZ et al., 2013; PÉREZ-MARTÍN et al., 

2014; SUN; LIU, 2014). Bely et al. (2008) mostraram que fermentações mistas utilizando S. 

cerevisiae e T. delbrueckii produziam um equilíbrio melhor do flavor em vinhos doces, do 

que somente usando S. cerevisiae. Portanto, seria de interesse estudar o potencial enológico 

destas linhagens isoladas de fermentações de vinho. 
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3.2 Seleção das linhagens de Saccharomyces cerevisiae não produtoras de gás Sulfeto de 

hidrogênio (H2S)  

Dos 184 isolados indígenas de S. cerevisiae, 46 não produziram H2S no meio Bismuth 

Sulfite Agar (BSA) (Figuras 13 e 14). 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Isolados de Saccharomyces cerevisiae negativos para a produção de gás H2S
 
(Códigos: 1 - linhagem 

indígena 29; 6 - linhagem indígena 32;  7 - linhagem indígena 31; 8 - linhagem indígena 30) e positivos 

(marrons) para a produção de gás H2S (Códigos: 2 - linhagem indígena 28; 3 - linhagem indígena 27; 4 - 

linhagem indígena 26; 5 - linhagem indígena 25). 

  

 

Figura 14. Porcentagem dos isolados indígenas de Saccharomyces cerevisiae negativos para a produção de H2S 

com seus respectivos perfis de restrição do DNA mitocondrial.  
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A linhagem de S. cerevisiae com o perfil P12 de restrição do mtDNA não produziu 

H2S, representando a maior percentagem dos isolados com esta característica fisiológica 

(figura 14). Os isolados não-produtores do gás H2S, representando 25% dos 184 isolados de S. 

cerevisiae indígenas, são candidatos a testes para a produção de vinhos, já que não produzem 

esse composto indesejável que pode contribuir para a diminuição da qualidade sensorial da 

bebida. Outros autores também analisaram a produção do gás H2S por S. cerevisiae como uma 

das formas de selecionar linhagens indígenas para a produção de vinho. Mauriello et al. 

(2009) selecionaram dentre 36 linhagens quatro com baixa produção, 23 com média produção 

e nove com alta produção desse gás. Capece et al. (2013a) selecionaram S. cerevisiae 

indígenas dos vinhos envelhecidos por um ano em dez diferentes vasos de terracota de uma 

vinícola na Geórgia (União Europeia). Das 13 linhagens encontradas, oito produziram esse 

gás em alta quantidade, e cinco com produção média. No entanto, no presente trabalho, 

linhagens produtoras de H2S também foram selecionadas para a produção de vinhos em escala 

de laboratório, principalmente em função de parâmetros analisados, tais como consumo de 

glicose, frutose, etanol, rendimento em etanol e produção de glicerol e ácido acético. 

 

3.3 Microfermentações das linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

 Dos 259 isolados de S. cerevisiae encontrados, 80 indígenas e seis linhagens 

comerciais foram utilizadas nos experimentos de microfermentação em mosto sintético 

(Tabela 1). O número de isolados escolhido para realizar as microfermentações foi de acordo 

com o número de perfis de mtDNA das linhagens de S. cerevisiae encontradas no presente 

estudo. A partir dos resultados obtidos nas microfermentações, as leveduras que obtiveram os 

melhores indicadores foram utilizadas para a produção dos vinhos. 
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Tabela 1 - Características fermentativas das linhagens indígenas e comerciais de 

Saccharomyces cerevisiae utilizadas na produção dos vinhos do Vale do São Francisco 

utilizando mosto sintético de fermentação. 

Código Tempo 

 

Glicose 

 

Frutose 

(g/L)  

 

Etanol 

(%v/v) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

 

Glicerol 

Ácido 

Acético 

 

mtDNA 

 

H2S

*  (g/L)   (g/L) (g/L)     

9 96h 1,3 
a
 4,26

 a
 9,4

 b
 6,7

 b
 9,96

 a
 1,1

 e
 P1 P 

10 48h 1,12
 a
 4,51

 a
 10,2

 a
 7,2

 b
 8,82

 b
 1,14

 e
 P1 P 

12 48h 0,53
 b
 3,65

 b
 10,3

 a
 9,9

 a
 10,23

 a
 1,34

 c
 P1 P 

13 48h 0,56
 b
 3,37

 b
 9,8

 b
 10,2

 a
 10,13

 a
 1,27

 d
 P1 P 

96 48h 1,27
 a
 3,7

 b
 10,9

 a
 8,7

 b
 9,88

 a
 1,07

 e
 P1 P 

287 144h 2,63
 a
 4,05

 a
 6,49

 d
 5,5

 b
 8,41

 b
 1

 f
 P1 P 

14 48h 1,18
 a
 3,87

 b
 9,68

 b
 7,6

 b
 7,16

 c
 0,51

 h
 P2 P 

15 144h 0
 b
 3,02

 b
 9,29

 b
 12,2

 a
 6,57

 d
 0,65

 h
 P2 P 

17 144h 0
 b
 3,07

 b
 10,03

 a
 12,9

 a
 6,04

 d
 0,71

 g
 P2 P 

92 144h 0
 b
 2,89

 b
 8,08

 c
 11,1

 a
 6,83

 d
 0,79

 g
 P2 P 

94 144h 0
 b
 2,95

 b
 9,76

 b
 13,0

 a
 5,98

 d
 0,73

 g
 P2 P 

95 144h 0
 b
 3,2

 b
 10,63

 a
 13,2

 a
 6,57

 d
 0,75

 g
 P2 P 

19 120h 0,68
 a
 4,68

 a
 9,24

 b
 6,8

 b
 7,55

 c
 1,02

 e
 P3 P 

54 144h 0,65
 a
 4,11

 a
 7,9

 c
 6,7

 b
 7,04

 d
 1,3

 d
 P3 P 

57 72h 1,09
 a
 4,24

 a
 10,59

 a
 7,8

 b
 7,95

 c
 0,78

 g
 P3 P 

292 168h 0
 b
 3,18

 b
 7,28

 d
 9,1

 b
 6,37

 d
 1,55

 b
 P3 P 

24 96h 0
 b
 3,07

 b
 9,04

 b
 11,7

 a
 7,22

 c
 0,85

 f
 P4 P 

25 144h 0
 b
 3,21

 b
 9,69

 b 
 11,9

 a
 6,19

 d
 0,82

 g
 P4 P 

26 144h 0
 b
 3,43

 b
 10,61

 a
 12,4

 a
 6,71

 d
 0,92

 f
 P4 P 

30 120h 0
 b
 3,24

 b
 10,36

 a
 12,6

 a
 7,2

 c
 1,08

 e 
 P5 N 

32 144h 0
 b
 3,18

 b
 8,7

 c
 10,8

 a
 6,22

 d
 1,02

 f
 P5 N 

93 144h 0
 b
 3,11

 b
 9,41

 b
 11,9

 a
 5,64

 d
 0,95

 f
 P5 N 

107 144h 0
 b
 2,96

 b
 9,51

 b
 12,7

 a
 6,24

 d
 0,98

 f
 P5 N 

81 72h 1,11
 a
 4,51

 a
 9,98

 b
 7,0

 b
 9,44

 b
 1,17

 e
 P6 P 

82 48h 1,18
 a
 4,14

 a
 9,88

 b
 7,4

 b
 10,81

 a
 1,39

 c
 P6 P 

87 48h 1,15
 a
 6,55

 a
 10,25

 a
 5,3

 b
 10,09

 a
 1,26

 d
 P6 P 

99 120h 0
 b
 2,42

 b
 9,34

 b
 15,2

 a
 8,09

 c
 0,99

 f
 P6 P 

100 120h 0
 b
 2,29

 b
 8,98

 b
 15,5

 a
 8,64

 b
 1,09

 e
 P6 P 

111 72h 1,38
 a
 4,77

 a
 9,62

 b
 6,2

 b
 10,08

 a
 1,21

 d
 P6 P 

115 48h 1,1
 a
 6,02

 a
 10,48

 a
 5,9

 b
 9,77

 a
 1,21

 d
 P6 P 

122 48h 1,1
 a
 5,82

 a
 10,12

 a
 5,8

 b
 10,54

 a
 1,37

 c
 P6 P 

125 48h 1,2
 a
 4,18

 a
 10,67

 a
 7,8

 b
 9,23

 b
 1,09

 e
 P6 P 
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Tabela 1 – Continuação.  

Código Tempo 

 

Glicose  

 

Frutose Etanol 

(%v/v) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

 

Glicerol 

Ácido 

Acético mtDNA 

 

H2S

*  (g/L)    (g/L)    (g/L)   (g/L)    

117 48h 1,14
 a
 5,14

 a
 9,92

 b
 6,2

 b
 7,88

 c
 0,81

 g
 P7 P 

118 120h 0
 b
 2,34

 b
 9,26

 b
 15,6

 a
 7,12

 c
 0,79

 g
 P7 P 

124 48h 1,1
 a
 5,49

 a
 9,89

 b
 5,9

 b
 7,51

 c
 0,77

 g
 P7 P 

144 96h 0,62
 b
 4,7

 a
 9,03

 b
 6,7

 b
 8,61

 b
 0,57

 h
 P8 P 

155 144h 0
 b
 2,9

 b
 5,76

 d
 7,8

 b
 7,66

 c
 1,27

 d
 P8 P 

156 168h 0
 b
 4,36

 a
 7,85

 c
 7,1

 b
 6,65

 d
 1,33

 d
 P8 P 

293 96h 0,57
 b
 3,5

 b
 8,45

 c
 8,2

 b
 9,07

 b
 0,85

 f
 P8 P 

127 120h 0
 b
 2,49

 b
 8,54

 c
 13,5

 a
 8,24

 c
 0,99

 f
 P9 P 

129 120h 0
 b
 2,49

 b
 8,85

 c
 14,0

 a
 8,24

 c
 0,91

 f
 P9 P 

131 120h 0
 b
 2,48

 b
 9,48

 b
 15,1

 a
 7,88

 c
 0,91

 f
 P9 P 

247 144h 0
 b
 4,79

 a
 7,6

 c
 6,3

 b
 6,51

 d
 0,9

 f
 P9 P 

132 144h 0
 b
 3,04

 b
 9,28

 b
 12,0

 a
 6,56

 d
 1,26

 d
 P10 P 

133 144h 0
 b
 3,21

 b
 9,06

 b
 11,1

 a
 7,46

 c
 1,06

 e
 P10 P 

135 144h 0
 b
 3,8

 b
 7,76

 c
 8,1

 b
 6,37

 d
 1,35

 c
 P10 P 

295 144h 0
 b
 2,18

 b
 6,63

 d
 12,0

 a
 7,32

 c
 1,81

 a
 P10 P 

136 144h 0
 b
 2,92

 b
 9,17

 b
 12,4

 a
 6,44

 d
 0,97

 f
 P11 P 

137 120h 0
 b
 3

 b
 9,9

 b
 13,0

 a
 7,25

 c
 1,12

 e
 P11 P 

138 144h 0
 b
 3,03

 b
 9,96

 a
 13,0

 a
 6,79

 d
 0,94

 f
 P11 P 

173 48h 1,17
 a
 4,81

 a
 10,49

 a
 6,9

 b
 8,19

 c
 0,86

 f
 P12 N 

174 48h 1,19
 a
 4,41

 a
 9,74

 b
 6,9

 b
 8,12

 c
 0,84

 f
 P12 N 

177 48h 1,15
 a
 4,17

 a
 10,12

 a
 7,5

 b
 8,09

 c
 0,82

 g
 P12 N 

182 48h 1,26
 a
 4,61

 a
 10,76

 a 
 7,2

 b
 8,05

 c
 0,88

 f
 P12 N 

186 48h 1,16
 a
 4,16

 a
 10,82

 a
 8,0

 b
 7,63

 c
 0,7

 g
 P12 N 

187 48h 1,22
 a
 4,22

 a
 10,53

 a
 7,6

 b
 7,71

 c
 0,69

 g
 P12 N 

189 48h 1,19
 a
 4,87

 a
 10,03

 a
 6,5

 b
 7,54

 c
 0,66

 h
 P12 N 

167 144h 0
 b
 3,16

 b
 9,62

 b
 12,0

 a
 7,4

 c
 1,59

 b
 P13 N 

194 144h 0
 b
 2,78

 b
 6,69

 d
 9,5

 b
 6,37

 d
 1,02

 f
 P14 N 

195 144h 0
 b
 2,58

 b
 8,31

 c
 12,7

 a
 6,68

 d
 1,22

 d
 P14 N 

198 144h 0
 b
 4,06

 a
 8,86

 c
 8,61

 b
 6,43

 d
 1,22

 d
 P14 N 
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Tabela 1 – Continuação.  

Código Tempo 

 

Glicose 

 

Frutose Etanol 

(%v/v) 

Rendimento 

em etanol 

(%) 

 

Glicerol 

Ácido 

Acético mtDNA 

 

H2S

*  (g/L)      (g/L)     (g/L)    (g/L)    

225 48h 1,31
 a
 5,33

 a
 10,84

 a
 5,4

 b
 6,66

 d
 1,04

 e
 P15 N 

250 96h 0,63
 a
 4,76

 a
 10,34

 a
 5,2

 b
 7,71

 c
 1,08

 e
 P15 P 

251 144h 0
 b
 5,92

 a
 8,11

 c
 5,4

 b
 6,9

 d
 1,28

 d
 P15 P 

209 48h 1,24
 a
 5,69

 a
 11,49

 a
 5,7

 b
 7,63

 c
 0,6

 h
 P15 P 

212 48h 1,11
 a
 4,99

 a
 11,07

 a
 5,5

 b
 8,07

 c
 0,63

 h 
 P15 P 

210 144h 0
 b
 5,01

 a
 8,78

 c
 6,9

 b
 7,6

 c
 1,4

 c
 P16 P 

222 144h 0
 b
 4,55

 a
 9,06

 b
 7,9

 b
 7,27

 c
 1,28

 d
 P16 P 

218 144h 0
 b
 5,04

 a
 6,01

 d
 4,7

 b
 7,05

 d
 1,31

 c
 P17 P 

219 144h 0
 b
 2,93

 b
 8,09

 c
 10,9

 a
 6,64

 d
 1,24

 d
 P17 P 

221 48h 1,11
 a
 5,07

 a
 10,37

 a
 5,2

 b
 7,62

 c
 0,87

 f
 P17 P 

220 144h 0
 b
 3,27

 b
 8,79

 c
 10,6

 a
 6,5

 d
 1,3

 d
 P18 P 

231 144h 0
 b
 4,94

 a
 8,54

 c
 6,8

 b
 5,52

 d
 1,15

 e
 P18 P 

248 144h 0
 b
 3,83

 b 
 9,5

 b
 9,8

 a
 6,67

 d
 0,91

 f
 P19 P 

249 144h 0
 b
 2,19

 b
 9,14

 b
 16,5

 a
 7,27

 c
 0,63

 g
 P20 P 

283 144h 0
 b
 2,81

 b
 9,32

 b
 13,1

 a
 6,02

 d
 1,06

 e
 P21 P 

284 144h 0
 b
 2,66

 b
 8,4

 c
 12,5

 a
 7,78

 c
 1,2

 d
 P21 P 

288 48h 0
 b
 3,54

 b
 10,69

 a
 11,95

 a
 6,82

 d
 0,75

 g
 P22 P 

289 48h 1,17
 a
 5,13

 a
 10,47

 a
 5,2

 b
 8

 c
 0,75

 g
 P22 P 

294 48h 0
 b
 3,88

 b
 10,11

 a
 10,3

 a
 7,34

 c
 0,76

 g
 P22 P 

C1 96h 0
 b
 4,48

 a 
 8,68

 c
 7,6

 b
 7,82

 c
 0,77

 g
 P23 N 

C2 120h 1,17
 a
 3,81

 b
 8,13

 c
 6,5

 b
 6,94

 d
 0,86

 f
 P24 P 

C3 72h 1,09
 a
 4,64

 a
 9,62

 b
 6,6

 b
 7,77

 c
 0,84

 g
 P25 P 

C4 96h 1,27
 a
 4,85

 a
 8,86

 c
 5,7

 b
 7,67

 c
 0,87

 f
 P25 P 

C5 48h 1,2
 a
 4,07

 a
 10,43

 a
 7,9

 b
 8,67

 b
 0

 i
 P26 P 

C6 72h 0
 b
 4,74

 a
 8,69

 c
 7,3

 b
 8,08

 c
 0,79

 g
 P27 P 

* P = produção positiva de H2S; N = produção negativa de H2S 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott 

ao nível de 5% de probabilidade. 

Isolados marcados em negrito foram selecionados para as etapas posteriores do trabalho. 

 

 Para todos os isolados, a concentração de glicose encontrada nas microfermentações 

variou de 0 a 2,63 g/L, de frutose de 2,18 a 6,55 g/L, de etanol (%) de 5,76 a 11,49%, de 

rendimento em etanol (%) de 5,0% a 16,5%, de glicerol de 5,64 a 10,81 g/L e de ácido acético 

de 0 a 0,87 g/L. O menor valor encontrado para o ácido acético (zero) foi aquele obtido a 

partir de fermentação utilizando a linhagem comercial C5 e o segundo  menor valor foi de 0,6 

g/L obtido para o isolado  S. cerevisiae indígena 209 (Tabela 1). 
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A concentração inicial de acuçares nas microfermentações foi de 209,75 g/L (106 g/L 

de glicose e 103,75 g/L de frutose), dosados por HPLC (Tabela 1). Todas os isolados de S. 

cerevisiae estudados no presente trabalho apresentaram preferência para o consumo da 

glicose em relação ao consumo da frutose. O consumo da frutose pela levedura é menor na 

presença de altos níveis de etanol, e, por consequência, esse açúcar apresenta maiores valores 

de residuais durante a fermentação alcoólica (BERTHELS et al., 2004).  

A frutose é aproximadamente duas vezes mais doce que a glicose, com isso a presença 

desta como açúcar residual tem um efeito muito mais forte na doçura final do vinho, podendo 

ser a principal causa de doçura indesejável em vinhos secos. O alto teor de frutose residual 

também significa um rendimento de etanol mais baixo e um maior risco de contaminação 

microbiológica do vinho finalizado (LEE, 1987; BOULTON et al., 1996). Esse tipo de 

fermentaççao pode ser observado para os isolados  87, 115, 122, 124, 218 e 251 (Tabelas 1). 

A partir dos resultados mostrados na tabela 1, um isolado de S. cerevisiae indígena de cada 

perfil de restrição do DNA mitocondrial foi selecionado para as etapas posteriores, 

considerando os maiores valores de consumo de glicose e frutose, menor produção de ácido 

acético, maior rendimento em etanol, maior rendimento em glicerol e menor tempo de 

fermentação. Estes isolados estão marcados em negrito na tabela 1. 

 O etanol é o principal bioproduto da fermentação, podendo ser influenciado pelo 

conteúdo de açúcar, temperatura de fermentação e pela linhagem de leveduras utilizada. Esse 

álcool pode ser produzido em concentrações de  14 a 15% durante a produção do vinho, e 

acima dessas, são geralmente resultados de fortificação de açúcar durante a fermentação 

(JACKSON, 2008). No presente estudo, os valores de etanol variaram de 5,76 a 11,49% (v/v) 

(Tabela 1). Os  únicos valores abaixo de 7% (v/v) foram encontrados para os isolados 155 

(5,76% v/v com 144h de fermentação), 218 (6,01% v/v com 144h de fermentação), 295 

(6,63% v/v com 144h de fermentação) e 194 (6,69% v/v com 144h de fermentação). Vale 

ressaltar que  o maior valor da produção de etanol (11,49 %v/v) foi da levedura indígena 209 

isolada da variedade de uva Petit Verdot (Tabela 1). 

 O segundo bioproduto mais abundante na fermentação alcoólica é o glicerol, perdendo 

apenas para o etanol. O glicerol possui um papel organoléptico muito importante no vinho, 

apresentando um sabor adocicado, semelhante ao da glicose, mas é tão leve que apenas afeta a 

doçura em vinhos secos caso a concentração ultrapasse 5 g/L (JACKSON, 2008; 2009). Por 

ser viscoso, pensava-se que o mesmo afetava a viscosidade do vinho. No entanto, o glicerol só 

começa a influenciar quando a concentração é igual ou maior que 26 g/L, algo raro de ser 
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obtido (NOBLE; BURSICK, 1984; JACKSON, 2008). Todos isolados  de S. cerevisiae 

testados no presente trabalho produziram valores acima de 5 g/L (Tabela 1). Os valores de 

glicerol encontrados para os isolados de S. cerevisiae indígenas foram, em sua maioria,   

melhores que os encontrados para as linhagens comerciais (Tabela 1). Outros estudos 

utilizando meios sintéticos de fermentação semelhantes ao usado no presente estudo 

obtiveram concentrações de glicerol semelhantes aos encontrados no presente trabalho para as 

linhagens de S. cerevisiae estudadas (MARTÍNEZ-MORENO et al., 2012; ANDORRÀ et al., 

2012; GUTIÉRREZ et al., 2012).  

 Como a produção do glicerol, a produção de ácido acético é intimamente dependente 

do nível de açúcar inicial no mosto. Quanto maior o teor de açúcares no mosto, mais ácido 

acético e glicerol a levedura produzirá (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). O ácido acético é 

produzido em pequena quantidade pelas leveduras na fermentação alcoólica sendo produzido 

por S. cerevisiae,  dependendo da linhagem, em quantidades entre 0,1 e 0,3 g/L (num mosto 

com concentração de açúcar menor do que 220 g/L) (RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). No 

entanto, de acordo com Fleet e Heard (1993), S. cerevisiae normalmente produz de 0,3 a 0,8 

g/L de ácido acético. Níveis de até 0,6 g/L de ácido acético em um vinho são  aceitáveis 

(ROMANO, 1990). Acima de 0,6 g/L, o vinho apresenta um gosto amargo, apresentando um 

efeito indesejável para a qualidade do mesmo. Todos os isolados apresentaram valores acima 

de 0,6 g/L de ácido acético, com exceção da S. cerevisiae comercial C5 que apresentou 0 g/L 

(não detectável pelo HPLC) (Tabela 1). Os menores valores encontrados  para as S. cerevisiae 

indígenas foi para a linhagem 14 (uva Syrah) que apresentou 0,51 g/L de ácido acético e  209 

(uva Petit Verdot) que apresentou 0,6 g/L de ácido acético. O maior valor de ácido acético foi 

produzido pela levedura 295 (uva Cabernet Sauvignon), com 1,81 g/L. No geral,  2,5% das S. 

cerevisiae indígenas produziram uma acidez intermediária e  97,5% produziram acidez alta. 

Valores de ácido acético elevados também foram encontrados para as S. cerevisiae comerciais 

utilizadas como controle (0,77 a 0,87 g/L), exceto a linhagem C5.   

Valores semelhantes (ou mesmo acima) de ácido acético também foram encontrados 

em outras fermentações utilizando a mesma constituição de mosto sintético utilizada no 

presente trabalho (MARULLO et al., 2004; 2007, GUTIÉRREZ et al., 2012). No entanto, a 

fermentação realizada, no presente estudo, em pequenos volumes, pode ter influenciado na 

quantidade de ácido acético produzido, já que a levedura realiza a fermentação alcoólica e 

pode estar respirando simultaneamente. Em contrapartida, nos experimentos dos vinhos (em 
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volumes maiores), como mostrado no item 3.4.2, não foi constatada produção de ácido 

acético por meio do HPLC, corroborando o que foi escrito acima. 

Por meio das características analisadas em conjunto (tempo de fermentação, consumo 

de glicose e  frutose, produção de etanol, rendimento em etanol e produção de glicerol e ácido 

acético) foram selecionadas nove S. cerevisiae indígenas para a produção dos vinhos (em 

triplicatas).  Os isolados escolhidos foram 14, 24, 30, 293, 133, 136, 248, 249, 294. Alem 

destas, as leveduras comerciais C1 (Maurivin AWRI-796) e C6 (Fermol Rouge) foram 

escolhidas por serem usadas no Vale do São Francisco (VSF) na produção de vinhos tintos, 

sendo a C1 a mais utilizada. Além dessas 11 leveduras utilizadas na produção dos vinhos (não 

houve inoculação mista), no presente trabalho foi realizada uma fermentação sem inoculação 

de S. cerevisiae.  

  

3.4 Produção dos vinhos em pequena escala 

3.4.1 Análise da presença dos fenólicos totais dos vinhos 

 As concentrações dos compostos fenólicos totais dos vinhos (feitos com a variedade 

de uva Syrah) elaborados pelas nove leveduras indígenas de S. cerevisiae selecionadas (vinho 

1 ao vinho 9), duas leveduras comerciais utilizadas no Vale do São Francisco (vinho 10 e 11) 

e um vinho elaborado por fermentação espontânea da uva  (vinho 12) estão representados na 

tabela 2. 

 

Tabela 2 - Resultados das concentrações dos compostos fenólicos totais encontrados nos 

vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah produzidos pelas linhagens indígenas e 

comerciais de Saccharomyces cerevisiae e no vinho feito por fermentação espontânea. 

Vinhos Conc. (mg/mL) 

Vinho 1 (levedura indígena 14) 0,24500,01 

Vinho 2 (levedura indígena 24) 0,25300,01 

Vinho 3 (levedura indígena 30) 0,30740,02 

Vinho 4 (levedura indígena 293) 0,25210,04 

Vinho 5 (levedura indígena 133) 0,31890,03 

Vinho 6 (levedura indígena 136) 0,32450,01 

Vinho 7 (levedura indígena 248) 0,34640,02 

Vinho 8 (levedura indígena 249) 0,29930,01 

Vinho 9 (levedura indígena 294) 0,34310,02 

Vinho 10 (C1 = linhagem comercial Maurivin AWRI-796) 0,32920,03 

Vinho 11(C6 = linhagem comercial Fermol Rouge) 0,42570,11 

Vinho 12 (Fermentação espontânea) 0,16330,01 
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 Pode-se observar que os vinhos elaborados pelas S. cerevisiae indígenas apresentaram 

valores dos compostos fenólicos totais de 0,2450 a 0,3464 mg/mL, valores próximos ao 

encontrado nos vinhos elaborados linhagem C1 (0,3292 mg/mL), levedura comercial mais 

utilizada na produção dos vinhos no Vale do São Francisco. O vinho 11 (levedura comercial 

C6) apresentou a maior concentração dos compostos fenólicos totais dentre todos os vinhos 

analisados (0,4257 mg/mL). O vinho feito por fermentação espontânea (vinho 12) foi o que 

apresentou a menor concentração destes compostos (0,1633 mg/mL). De acordo com 

Singleton (1982), raramente a concentração dos compostos fenólicos totais dos vinhos tintos, 

disponíveis comercialmente, estão acima de 2,5 g/L.  

 Stratil et al. (2008) testaram 20 vinhos tintos de diversas origens e variedades quanto a 

concentração dos compostos fenólicos. Os autores observaram que o vinho o feito com a 

variedade Syrah tinha 1,871 mg/mL de compostos fenólicos, e o maior valor foi encontrado 

em um vinho tinto italiano (2,262 mg/mL). Minussi et al. (2003) mostraram que vinhos tintos 

brasileiros  apresentaram concentração média dos compostos fenólicos de 1,920 mg/L. 

Lucena et al. (2010) mostraram concentrações elevadas dos compostos fenólicos totais em 

vinhos tintos do Vale do São Francisco, sendo os valores maiores para as variedades Syrah e 

Tannat, ambas com 5,9 g/L,  e o menor valor encontrado de 3,2 g/L. Estes valores estão muito 

acima dos encontrados no presente estudo nos vinhos elaborados com as linhagens indígenas 

selecionadas e com as leveduras comerciais. Todas as concentrações dos compostos fenólicos 

encontrados nos estudos citados correspondem a valores de uma vinificação completa, ou 

seja, foi realizada também a fermentação malolática, etapa realizada após o final da 

fermentação alcoólica. Esta etapa não foi realizada no presente estudo, e isto pode ter 

influenciado nos menores níveis de compostos fenólicos encontrados.     

 

3.4.2 Consumo de açúcares e produção de etanol, glicerol e ácido acético 

 A tabela 3 mostra o consumo de glicose e frutose pelas linhagens de S. cerevisiae nos 

vinhos produzidos no presente trabalho. Apenas no vinho 2 foi detectada a presença de 

glicose (0,6 g/L). A frutose foi detectada em todos os vinhos, com valores variando de 0,4 a 1 

g/L. Os resultados também sugerem que a fermentaçao alcoólica foi completada por todas as 

leveduras, já que toda a glicose foi consumida, exceto para o vinho 2.  

 A  produção de etanol nos vinhos variou de 10,4% a 12,7% (v/v), estando na faixa 

considerada como vinho pela legislação brasileira (8-14%). A linhagem que produziu a maior 

concentração de álcool foi o isolado indigena que fermentou o vinho 1. A linhagem que 
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produziu a menor concentração de etanol foi a do vinho 4 (indígena). As leveduras comerciais 

C1 e C6, que produziram os vinhos 10 e 11, respectivamente, apresentaram teores alcoólicos 

semelhantes aos vinhos produzidos pelas linhagens indígenas selecionadas, e, em alguns 

casos, um teor inferior quando comparadas com os vinhos 1, 2, 3 e 7. Entretanto, os vinhos 10 

e 11 produziram concentrações de etanol estatisticamente iguais aos vinhos 1, 2, 3, 7, 8 e 9. 

Os vinhos 5 e 6 produziram concentrações de etanol de 11,1% e 11,3%, respectivamente, 

iguais estatisticamente ao vinho 12 (fermenteção espontânea) com 11,3%.  

 A produção do glicerol, como mostrado na tabela 3, variou de 8,3 a 9,6 g/L, estando 

em uma faixa considerada adequada (JACKSON, 2008; 2009), acima de 5 g/L (concentração 

que afeta a doçura em vinhos secos), e até melhor do que a verificada em outros trabalhos 

(ÁLVAREZ-PÉREZ et al., 2012; CADIÈRE et al., 2012; GUTIÉRREZ et al., 2012; 

ROSSOUW et al., 2012). O vinho 8 (levedura indígena) foi o que apresentou a maior 

quantidade de glicerol com 9,6 g/L. Entretanto este resultado não foi diferente 

estatisticamente quando comparado com os valores obtidos para os outros vinhos obtidos no 

presente trabalho.  

 Não foi detectado ácido acético em todas as amostras de vinho, mostrando assim que 

em vinhos jovens esse ácido quase não é encontrado. Vale ressaltar que nos experimentos de 

fermentação em mosto sintético, utilizando essas mesmas linhagens indígenas e comerciais 

(com exceção da comercial C5), valores elevados (acima de 0,6 g/L) para esse ácido foram 

encontrados (Tabela 1). 

De acordo com as concentrações analisadas dos compostos secundários e açúcares, 

pode-se observar que as linhagens indígenas apresentaram resultados semelhantes ou 

superiores às leveduras comerciais e ao vinho produzido por fermentação espontânea. Esses 

resultados sugerem que essas linhagens poderiam, a partir de futuros estudos, ser utilizadas na 

produção de vinhos do Vale do São Francisco.  
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Tabela 3 - Concentrações de glicose, frutose, etanol, glicerol e ácido acético encontrados nos 

vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah produzidos com as linhagens indígenas e 

comerciais de Saccharomyces cerevisiae e do vinho produzido por fermentação espontânea. 

Vinho 

Glicose 

(g/L) 

Frutose 

(g/L) 

Et % 

 (v/v) 

Glicerol 

(g/L) 

Ácido 

Acético 

Vinho 1 (linhagem 14) *ND 0,90,2
a
 12,70,2

 a
 9,40,2

 a
 *ND 

Vinho 2 (linhagem 24) 0,6 1,0 0,50,4
 a
 12,00,4

 a
 8,80,5

 a
 *ND 

Vinho 3 (linhagem 30) *ND 0,80,2
 a
 12,10,3

 a
 8,80,4

 a
 *ND 

Vinho 4 (linhagem 293) *ND 0,90,7
 a
 10,40,7

 c
 8,30,4

 a
 *ND 

Vinho 5 (linhagem 133) *ND 0,40,5
 a
 11,10,3 

b
 8,30,6

 a
 *ND 

Vinho 6 (linhagem 136) *ND 0,40,4
 a
 11,30,5

 b
 8,70,3

a
 *ND 

Vinho 7 (linhagem 248) *ND 0,40,3
 a
 12,00,2

 a
 9,20,4

 a
 *ND 

Vinho 8 (linhagem 249) *ND 1,00,3
 a
 11,90,3

 a
 9,63,2

 a
 *ND 

Vinho 9 (linhagem 294)  *ND 0,80,8
 a
 11,70,3

 a
 9,20,4

 a
 *ND 

Vinho 10 (C1 = Maurivin AWRI-796)  *ND 0,80,2
 a
 11,80,1

 a
 8,80,4

 a
 *ND 

Vinho 11 (C6 = Fermol Rouge) *ND 0,90,2
 a
 11,90,4

 a
 8,30,2

 a
 *ND 

Vinho 12 (Fermentação espontânea) *ND 0,80,3
 a
 11,10,3

 b
 9,20,3

 a
 *ND 

Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra não 

diferem estatisticamente entre si.  

*ND...Não Detectado. 

 

3.4.3 Determinação dos compostos voláteis nos vinhos 

 Trinta e quatro compostos voláteis foram identificados nos vinhos produzidos com as 

linhagens de S. cerevisiae selecionadas (Tabela 4).  

 Os grupos de compostos aromáticos que foram identificados neste trabalho foram os 

ésteres (18 compostos diferentes), ácidos (dois compostos diferentes), álcoois (cinco 

compostos diferentes) e outros compostos (oito compostos diferentes). Vinte e um desses 

compostos apareceram em 100% dos vinhos. Dois compostos (Butanoato de etila; Octanoato 

de 2-metil-butila) foram detectados em 91,6% dos vinhos, dois compostos (Ciclohexano; 1,3-

di-Tert-butil-benzeno) em 66,6%, um composto (Ácido decanóico) em 41,6%, dois 

compostos (9-decenoato de etila; 2-metoxi-2 metil-propano) em 33,3%, três compostos 

(Succinato de dietila; 2,4,5-trimethyl-1,3-dioxolane; 1-(1-ethoxyethoxy) pentano) em 16,6% e 

três compostos (Oleato de etila; 2-etil-1-hexano; 4-Hydroxyphenethyl alcohol) em 8,3% dos 

vinhos (Tabela 4).  
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Tabela 4 - Compostos voláteis encontrados nos vinhos elaborados com a variedade de uva Syrah produzidos com as linhagens indígenas e 

comerciais selecionadas de Saccharomyces cerevisiae. 

Composto (mg/L) 1
**

 2
**

 3
**

 4
**

 5
**

 6
**

 7
**

 8
**

 9
**

 10
**

 11
**

 12
**

 

3-Octanol (padrão interno) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Ésteres Totais (18)                         

Acetato de etila 

 
32,910 

b 
35,699 

b 
30,707 

b 
35,486 

b 
25,661 

c 
22,904 

c 
24,391 

c 
29,879 

b 
24,096 

c 
31,780 

b 
33,523 

b 
53,092 

a 
Butanoato de etila 0,241 a 0,193 a 0,196 a 0,235 a 0,157 a 0,165 a 0,068 b 

*
ND 0,105 b 0,206 a 0,235 a 0,170 a 

Acetato isoamílico 0,799 c 0,752 c 0,484 c 1,934 a 0,813 c 0,588 c 0,697 c 1,812 a 1,006 b 1,102 b 1,091 b 0,970 b 

Acetato de 2-metil-butil 0,074 c 0,070 c 0,043 c 0,232 a 0,085 c 0,060 c 0,075 c 0,195 b 0,103 c 0,089 c 0,090 c 0,088 c 

Hexanoato de etila 0,220 a 0,147 b 0,197 a 0,265 a 0,136 b 0,135 b 0,115 b 0,144 b 0,181 a 0,219 a 0,210 a 0,206 a 

Succinato de dietila 0,650 a 0,698 a 
*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

Octanoato de etila 0,377 b 0,312 c 0,452 b 0,570 a 0,279 c 0,265 c 0,133 d 0,170 d 0,285 c 0,345 b 0,396 b 0,450 b 

Acetato de Fenil-Etil  0,010 d 0,018 d 0,016 d 0,102 b 0,021 d 0,018 d 0,043 c 0,123 b 0,064 c 0,033 d 0,030 d 0,182 a 

Nonanoato de etila 0,042 a 0,047 a 0,045 a 0,050 a 0,031 b 0,030 b 0,017 c 0,014 c 0,006 c 0,007 c 0,010 c 0,020 c 

9-decenoato de etila 
*
ND 0,005 c 

*
ND 0,016 b 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 0,003 c 

*
ND 0,021 a 

Decanoato de etila 0,203 b 0,153 b 0,286 a 0,163 b 0,156 b 0,197 b 0,136 b 0,229 a 0,150 b 0,187 b 0,160 b 0,186 b 

Octanoato de isopentila 0,010 b 0,010 b 0,013 b 0,027 a 0,014 b 0,009 b 0,005 b 0,010 b 0,009 b 0,010 b 0,009 b 0,008 b 

Octanoato de 2-metil-

butila 0,003 b 0,003 b 0,004 b 0,010 a 0,005 b 0,003 b 
*
ND 0,004 b 0,004 b 0,002 b 0,002 b 0,002 b 

Dodecanoato de etila 0,040 a 0,035 a 0,042 a 0,030 a 0,035 a 0,032 a 0,033 a 0,041 a 0,046 a 0,044 a 0,041 a 0,052 a 

Tetradecanoato de etila 0,146 a 0,111 b 0,179 a 0,084 b 0,127 a 0,136 a 0,210 a 0,158 a 0,058 b 0,094 b 0,056 b 0,073 b 

Hexadecanoato de etila 0,046 a 0,046 a 0,051 a 0,013 a 0,040 a 0,041 a 0,081 a 0,090 a 0,056 a 0,063 a 0,042 a 0,056 a 

Oleato de etila 
*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 0,020 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

2-etil-1-hexano 
*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 0,284 
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Tabela 4 – Continuação 

Composto (mg/L) 1
**

 2
**

 3
**

 4
**

 5
**

 6
**

 7
**

 8
**

 9
**

 10
**

 11
**

 12
**

 

Ácidos Totais (2)                 

Ácido octanóico 1,05
c
 0,586

 d
 1,728

 a
 1,379

 b
 1,406

 b
 1,300

 b
 1,560

 a
 1,380

 b
 1,017

 c
 1,206

 b
 1,033

 c
 0,624

 d
 

Ácido decanóico 

 

*
ND 

 

*
ND 0,015

 b
 

*
ND 

*
ND 0,012

 b
 0,030

 a
 0,044

 a
 0,013

 b
 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

Álcoois Totais (5) 

    

        

Álcool isoamílico 

 

 

246,082
 

c
 

261,421
 

c
 

190,097
 

d
 

263,041
 

c
 

335,610
 

b
 

235,734
 

c
 

312,908
 

b
 

371,091
 

a
 

303,253
 

b
 

239,392
 

c
 

193,397
 

d
 

158,364
 

d
 

2-Metil-1-butanol 46,094
 c
 43,963

 c
 38,861

 c
 44,039

 c
 55,146

 b
 49,746

 c
 54,410

 b
 55,432

 b
 69,777

 a
 42,723

 c
 43,103

 c
 42,454

 c
 

1-hexanol 1,480
 a
 1,562

 a
 1,800

 a
 1,814

 a
 1,264

 a
 1,473

 a
 1,450

 a
 1,649

 a
 1,713

 a
 1,593

 a
 1,355

 a
 1,115

 a
 

2-fenil-etanol 30,812
 d
 40,700

 d
 37,923

 d
 87,718

 c
 44,627

 d
 33,821

 d
 

120,107
 

b
 

148,117
 

a
 

105,546
 

b
 37,757

 d
 24,781

 d
 26,389

 d
 

Isobutanol 89,642
 b
 99,973

 b
 60,357

 b
 89,163

 b
 

182,322
a
 88,175

 b
 85,175

 b
 

109,066
b
 78,844

 b
 82,481

 b
 70,665

 b
 115,66

b
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Tabela 4 – Continuação 

Composto (mg/L) 1
**

 2
**

 3
**

 4
**

 5
**

 6
**

 7
**

 8
**

 9
**

 10
**

 11
**

 12
**

 

Outros (8)                         

Ciclohexano 1,749
a
 1,455

 a
 1,309

 a
 

 

*
ND 0,432

 b
 0,648

 b
 0,409

 b
 

 

*
ND 0,710

 b
 

*
ND 0,647

 b
 

*
ND 

2,4,5-trimethyl-1,3-

dioxolane 

 

*
ND 

 

*
ND 8,809

 a
 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

8,408
 

a
 

1,1-dietoxietano 

 

 

9,186
a
 11,78

a
 23,896

 c
 5,536

 b
 3,680

 b
 2,627

 b
 13,462

 a
 21,049

 c
 11,959

 a
 9,637

 a
 11,260

 a
 

17,26

0
 c
 

2-metóxi-2-metil-

propano 6,576
a
 3,820

 a
 3,292

 a
 

 

*
ND 3,430

 a
 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

1-(1-ethoxyethoxy) 

pentano 

 

*
ND 

 

*
ND 8,400

 a
 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 3,524

 a
 9,226

 a
 3,606

 a
 

 

*
ND 

 

*
ND 

5,457
 

a
 

Delta-3-careno 0,098
a
 0,061

 a
 0,030

 b
 0,019

 b
 0,011

 b
 0,009

 b
 0,006

 b
 0,071

 a
 0,139

 a
 0,079

 a
 0,047

 b
 

 

0,021
 

b 

1,3-di-Tert-butil-benzeno 0,028
a
 0,023

 a
 0,019

 b
 0,015

 b
 0,015

 b
 0,016

 b
 0,018

 b
 0,013

 b
 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

 

*
ND 

4-Hydroxyphenethyl 

alcohol 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

*
ND 1,038 

 

*
ND 

*
ND 

*
ND 

 

*ND...Não Detectado 

** Vinho 1 (levedura indígena 14); Vinho 2 (levedura indígena 24); Vinho 3 (levedura indígena 30); Vinho 4 (levedura indígena 293); Vinho 5 (levedura indígena 133); 

Vinho 6 (levedura indígena 136); Vinho 7 (levedura indígena 248); Vinho 8 (levedura indígena 249); Vinho 9 (levedura indígena 294); Vinho 10 (C1 = linhagem comercial 

Maurivin AWRI-796), Vinho 11 (C6 = linhagem comercial Fermol Rouge); Vinho 12 (Fermentação espontânea). 

Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si.  
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 O aroma do vinho é formado por centenas de compostos voláteis de natureza química, 

concentração e origem diferente. Os principais grupos de compostos aromáticos derivados do 

metabolismo das leveduras são os ácidos orgânicos, álcoois superiores, ésteres, e, em menor 

quantidade, aldeídos (RAPP; VERSINI, 1991). Cada grupo de composto é importante na 

formação do “flavour” do vinho e sendo diferenciado, principalmente, pela concentração 

produzida por cada levedura durante a fermentação alcoólica. As leveduras são responsáveis 

pelo aroma secundário da fermentação do vinho, que é produzido durante a fermentação 

alcoólica e determinado pelos compostos produzidos por parte do metabolismo das mesmas 

(FLEET, 2003). Os compostos voláteis detectados no presente trabalho nos vinho elaborados 

em escala de laboratório podem contribuir para o flavor, e as diferenças observadas podem ser 

relevantes na diferenciação dos mesmos por analise sensorial. Dentro do grupo dos álcoois 

superiores (álcoois fusel), alguns dos mais importantes são o álcool isolamílico, 2-fenil-

etanol, isobutanol, 2-metil-1-butanol, 1-hexanol (HENSCHKE;  JIRANEK, 1993). As 

concentrações dos álcoois superiores são consideradas desejáveis inferiores a 300 mg/L. 

Acima de 400 mg/L são considerados indesejáveis (SWIEGERS; PRETORIUS, 2005). Os 

valores para os álcoois superiores encontrados no trabalho apresentaram concentrações abaixo 

de 400 mg/L, podendo desse modo serem consideradas desejáveis. 

 O álcool isoamílico é o álcool superior encontrado em maior concentração nos vinhos. 

Esse grupo apresenta mais de dois átomos de carbono e representa a maior concentração dos 

grupos dos compostos aromáticos (AMERINE et al., 1980). Como pode-se observar na tabela 

4, o vinho de número 8 elaborado pela linhagem S. cerevisiae 249 foi o que apresentou a 

maior concentração desse composto (371,091 mg/L). Os vinhos que apresentaram as menores 

concentrações deste álcool  foram o vinho de número 12 (fermentação espontânea) (158,364 

mg/L) e  3 (190,097 mg/L). De acordo com a literatura, o álcool isoamílico é encontrado em 

vinhos nas concentrações de 6 a 490 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 

2005). Portanto, os resultados encontrados no presente trabalho podem ser considerados 

satisfatórios, pois nenhum vinho apresentou valor acima de 490 mg/L para álcool isoamílico. 

Um outro álcool superior muito importante na composição aromática do vinho é o 2-

fenil-etanol que traz ao vinho um aroma floral de rosas (MARTÍ et al., 2003), e é encontrado 

nas concentrações de 4 a 197 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). 

No presente trabalho, o vinho com a maior concentração desse composto foi o de número 8 

(148,117 mg/L). Os vinhos de número 11 e 12 produziram concentrações baixas desse 

composto, 24,781 mg/L e 37,757 mg/L, respectivamente. Outros vinhos também 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Mart%C3%AD%2C+M+P
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apresentaram concentrações elevadas de 2-fenil-etanol, como os de número 7 (120,107 mg/L) 

e 9 (105,546 mg/L). Louw et al. (2010) encontraram concentrações mais baixas desse 

composto (14,31 – 96,27 mg/L) em vinhos produzidos com a variedade de uva Syrah na Sul 

da África. 

 O composto 2-metil-1-butanol é um álcool superior que é encontrado nos vinhos nas 

concentrações entre 15 e 150 mg/L, sendo que valores acima desse não são interessantes na 

bebida (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). O vinho que produziu a 

maior concentração deste composto foi o de número  9 (69,777 mg/L) e a menor o de número 

3 (38,861). Portanto, todos os valores encontrados no presente trabalho estavam abaixo do 

limite para este composto. 

 O isobutanol apresenta um aroma alcoólico e é encontrado na faixa de 9 a 174 mg/L 

(FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que produziram os 

maiores valores foram os de números 5 (182,322 mg/L),  12 (115,660 mg/L) e 8 (109,066 

mg/L). O vinho que produziu a menor concentração foi o de número  3 (60,357 mg/L). Com 

exceção do vinho de número 5, todos os outros apresentam valores para este composto 

semelhante aqueles obtidos em outros trabalhos (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et 

al., 2005). O composto 1-hexanol é um álcool superior com aroma de grama (SWIEGERS; 

PRETORIUS, 2005; GARCIA et al., 2011), que é encontrado na faixa de 0,3 a 12 mg/L nos 

vinhos. O vinho que apresentou a maior concentração deste composto foi o  de número 3 

(1,814 mg/L) e os que apresentaram as menores concentrações foram os de número 12 (1,115 

mg/L) e 5 (1,264 mg/L). Os valores encontrados no presente trabalho para esse composto 

podem ser considerados baixos. 

 Os ésteres são compostos aromáticos responsáveis pelas aromas frutados e florais dos 

vinhos e produzidos em sua grande maioria pelas leveduras durante a fermentação alcoólica, 

sendo os álcoois superiores os seus precursores (FUGELSANG; EDWARDS, 2007; 

CARRASCOSA et al., 2011). Dentre os ésteres mais importantes na composição aromática 

dos vinhos estão o acetato de etila, acetato isoamílico, acetato fenil-etil, decanoato de etila, 

octanoato de etila e hexanoato de etila (caprato de etila), dentre outros (KÖNIG et al., 2009). 

O Acetato de etila é um éster apresenta concentrações de 26 a 180 mg/L em vinhos 

(LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000). Esse composto apresenta um aroma agradável 

frutado em concentrações abaixo de 150 mg/L e em concentrações mais elevadas um aroma 

azedo-vinagre, indesejável (GIL et al., 2006; TAO; LI, 2009; CADIÈRE et al., 2012). Os 

vinhos que produziram as maiores concentrações foram os de números 12 (53,092 mg/L) e  2 
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(35,699 mg/L), sendo a menor concentração encontrada no de número 6 (22,904 mg/L). 

Todos os vinhos estão  dentro da faixa considerada aceitável para um aroma frutado.  

 O acetato isoamílico é um éster muito importante, dando aos vinhos um aroma 

característico de banana e frutado, sendo encontrado na faixa de 0,1 a 3,4 mg/L (FRANCIS; 

NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005; GÜRBÜZ et al., 2006; AZNAR; ARROTO, 

2007; GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). O vinho que apresentou a maior concentração foi o 

vinho 8 (1,812 mg/L) e a menor concentração o de número 3 (0,484 mg/L). 

 O octanoato de etila apresenta um aroma frutado, doce, abacaxi, pêra e fruta verde, 

sendo produzido em baixas concentrações de 0,05 a 3,8 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; 

SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que produziram as maiores concentrações foram os de 

número 4 (0,570 mg/L), 3 (0,452 mg/L) e 12 (0,450 mg/L). O menor valor foi encontrada no  

vinho 8 (0,170 mg/L). Todos os vinhos apresentaram uma  faixa aceitável para este composto. 

O composto decanoato de etila possui um aroma de uva, floral (AZNAR; ARROTO, 2007), 

estando compreendido na faixa de 0 a 2,1 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 2005; SWIEGERS et 

al., 2005), sendo produzido em baixas concentrações. O vinho que produziu o maior valor foi 

o de número 3 (0,286 mg/L) e o menor o de número 7 (0,136 mg/L). 

 O Acetato de fenil-etil confere aos vinhos um aroma floral, de rosas e doce (AZNAR; 

ARROTO, 2007). Está compreendido na faixa de 0 a 18,5 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 

2005; SWIEGERS et al., 2005). Os vinhos que produziram as maiores concentração foram os 

de número 12 (0,182 mg/L),  8 (0,123 mg/L) e 4 (0,102 mg/L), e a menor o de número 1 

(0,010 mg/L). 

 O Hexanoato de etila (caprato de etila) é um éster que apresenta um aroma de maçã, 

frutado e floral (AZNAR; ARROTO, 2007; GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). Esse composto é 

produzido em pequenas concentrações na faixa de 0,03 a 3,4 mg/L (FRANCIS; NEWTON, 

2005; SWIEGERS et al., 2005). O vinho que apresentou uma maior concentração desse 

composto foi o de número 4 (0,265 mg/L) e a menor o de número 7 (0,115 mg/L).  

 Os ácidos conferem uma caraterística negativa aos vinhos em elevadas concentrações, 

assim como podem inibir também a fermentação. Dessa forma, não são interessantes em altas 

concentrações (CLARKE; BAKKER, 2004). O ácido octanóico apresenta um aroma de ranço, 

queijo e ácido graxo (CULLERE et al., 2004; LI, et al., 2008). Esse ácido deve apresentar 

traços até 41 mg/L em vinhos (LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000). O vinho que 

apresentou a maior concentração foi o de número 7 (1,560 mg/L) e a menor o de número 2 
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(0,586 mg/L). Portanto, todos os vinhos apresentaram valores muito baixos para esse 

composto. 

 O ácido decanóico apresenta um aroma de gordura e desagradável (LI, et al., 2008), 

podendo ocorrer em vinhos como em concentrações de até 54 mg/L (LAMBRECHTS; 

PRETORIUS, 2000). Todos os vinhos apresentaram baixas concentrações desse composto, 

sendo o maior para o de número 8 (0,044 mg/L) e a menor no de número 7 (0,012 mg/L). 

Esse composto não foi detectado nos vinhos produzidos pelas linhagens comerciais (vinhos 

10 e 11) e por fermentação espontânea (vinho 12). 

 A palavra qualidade é bastante utilizada em referência ao vinho, sendo que a 

Organização Internacional de Normalização define a qualidade como o "grau em que um 

conjunto de características inerentes satisfaz requisitos" (FRANCIS et al., 2005). Nesse 

sentido, o comprador irá observar todos os requisitos associados a essa palavra e comparar 

com outros produtos (SWIEGERS et al., 2005). O resultados do presente trabalho sugerem 

que as linhagens indígenas de S. cerevisiae conseguiram produzir vinhos de qualidade quando 

utilizado como padrão os compostos voláteis produzidos, comparado com as linhagens 

comerciais testadas. Esses resultados são promissores para a busca de linhagens indígenas 

regionais que possam trazer tipicidade aos vinhos do Vale do Rio São Francisco, já que os 

produtores utilizam linhagens comerciais estrangeiras. A descoberta de linhagens próprias da 

região capazes de produzir vinhos de qualidade poderá representar um ganho tecnológico para 

os produtores e agregar um maior valor comercial a esta bebida, pois se estará utilizando uma 

linhagem de S. cerevisiae  típica da região. 
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4. CONCLUSÕES 

  

 Os mostos fermentados das cinco variedades de uva (Vitis vinifera L.) colhidas em 

cinco fazendas no Vale do São Francisco foram substratos apropriados para o 

isolamento de linhagens indígenas de S. cerevisiae. Essas linhagens indígenas 

colonizam as uvas, e foram encontradas em maior número do que linhagens 

comerciais utilizadas nos processos de vinificação da região.  

 

 A análise dos perfis de restrição do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) dos 259 

isolados de S. cerevisiae obtidos do mosto fermentado das variedades de uva da 

região, quando comparadas com seis leveduras comerciais, mostraram a ocorrência de 

22 perfis diferentes nas linhagens indígenas de S. cerevisiae indígenas. Além disto, foi 

possível detectar a presença de linhagens comerciais introduzidas nos vinhedos da 

região do Vale do São Francisco. Por meio dessa técnica foi possível diferenciar as 

linhagens indígenas das comerciais utilizadas na gerião. 

 

 Duas leveduras comerciais utilizadas na produção de vinhos na região apresentaram o 

mesmo perfil de restrição do DNA mitocondrial, podendo representar a mesma 

linhagem, apesar de serem comercializadas com nomes diferentes; 

 

 Os experimentos de microfermentações em meio sintético possibilitaram a seleção de 

nove linhagens indígenas de S. cerevisiae para a produção de vinhos em pequena 

escala. Essas linhagens apresentaram parâmetros fermentativos interessantes para a 

utilização como iniciadoras de processo fermentativo para a elaboração de vinhos 

 

 Os vinhos produzidos pelas nove linhagens indígenas de S. cerevisiae (vinho 1 ao 

vinho 9) comparados com os dois vinhos produzidos por linhagens comerciais de S. 

cerevisiae (vinho 10 e 11) e pelo vinho feito por fermentação espontânea (vinho 12) 

apresentaram resultados semelhantes em relação ao consumo de açucares e produção 

de etanol, glicerol e acido acético. Portanto, quando analisado estes resultados, as 

linhagens indígenas utilizadas na elaboração destes vinhos, apresentam potencial para 

serem selecionadas como iniciadoras do processo fermentativo. 
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 Os vinhos produzidos pelas leveduras selecionadas apresentaram valores de 

compostos fenólicos muito abaixo dos encontrados na literatura. Isto pode ser 

explicado por terem sido elaborados em volumes pequenos, não havendo a 

fermentação malolática, contribuindo para uma menor concentração destes compostos 

nos vinhos obtidos; 

 

 Os vinhos produzidos com as linhages indígenas de S. cerevisiae produziram 

compostos voláteis semelhantes àqueles produzidos pelas linhagens comerciais. Vale 

destacar que compostos aromáticos frutados e florais foram detectados em 

concentrações altas nos vinhos 3 e 8. Além disto, o composto volátil 2-fenil-etanol 

(aroma floral e de rosas) foi produzido em concentração  elevada nos vinhos 8, 7 e 9, 

muito acima das encontradas nos vinhos elaborados com as leveduras comerciais 

(vinho 10 e 11). Estes resultados sugerem que estas linhagens de leveduras indígenas, 

principalemente aquelas utilizadas para elaborar os vinhos 8, 7 e 9, apresentam 

potencial, após futuros estudos, para serem utilizadas na produção de vinhos do Vale 

do São Francisco. 
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