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RESUMO 

 

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae para a elaboração de vinhos são as mais 

solicitadas para a execução do processo de fermentação alcoólica. A qualidade do vinho não 

dependente apenas da matéria-prima utilizada, a uva, mas também de leveduras selecionadas. 
Estas devem possuir aptidão enológica adequada para o processo de vinificação, sendo este 

um dos itens mais importantes na elaboração de vinhos de qualidade. Este trabalho objetivou 

caracterizar as leveduras de duas séries denominadas GPEpUf17 e GPEpU17 obtidas a partir 

de bagas de uvas da cultivar Goethe Primo provenientes de Urussanga-SC. Todas as linhagens 

foram avaliadas quanto à produção de sulfeto de hidrogênio, velocidade de fermentação, 

formação de fator killer, sensibilidade a atividade killer e neutralidade. Foram escolhidas 

linhagens com comportamento distintos para identificação por amplificação da região ITS1-

5.8S-ITS2 por PCR e RFLP. Os resultados mostraram que dentre as 50 leveduras da série 

GPEpUf17, 50% das linhagens apresentaram excelente capacidade fermentativa, 22% 

produziram sulfeto de hidrogênio. Duas linhagens a 28 GPEpUf17 e a 35GPEpUf17 

mostraram ter comportamento sensível e killer para diferentes espécies e gêneros, o restante 

da série ficou distribuído da seguinte forma: 56% demonstraram comportamento killer, 28% 

sensíveis e 16% neutras. Das 50 leveduras da série GPEpUf17 a única levedura não 

identificada foi a 1GPEpUf17. Do estudo realizado com as 50 leveduras da série GPEpU17, 

os resultados mostraram que todas linhagens apresentaram baixa velocidade fermentativa 

aliada à diferentes níveis de produção de H2S (32 %). Somente 12% apresentaram atividade 

killer, 50% sensibilidade ao fator killer e apenas 38% ficaram caracterizadas neutras. As duas 

leveduras da série GPEpU17 identificadas por PCR-RFP a 24GPEpU17 e 42GPEpU17 

correspondem ao gênero Issatchenkia terricola e Saccharomycopsis vini. Os resultados da 

caracterização das duas séries mostraram que leveduras com alto potencial fermentativo 

possuem comportamento killer e as caracterizadas neutras podem ser empregadas como 

culturas mistas junto com Sacchamoryces cerevisiae. 

 

Palavra-chave: Leveduras. Fermentação. H2S. Sensibilidade. Fator Killer. Identificação 

taxonômica . 

  



ABSTRACT  

Yeasts of the species Saccharomyces cerevisiae for the elaboration of wines are the most 

requested for the execution of the process of alcoholic fermentation. The quality of wine 

depends not only on the raw material used, the grape, but also on selected yeasts. These must 

possess suitable oenological aptitude for the process of vinification, being this one of the most 

important items in the elaboration of quality wines. This work aimed to characterize yeasts of 

two series denominated GPEpUf17 and GPEpU17 obtained from berries of Goethe Primo 

grapes from Urussanga-SC. All strains were evaluated for the production of hydrogen 

sulphide, fermentation speed, killer factor formation, killer activity sensitivity and neutrality. 

Strains with distinct behavior were chosen for identification by amplification of the ITS1-

5.8S-ITS2 region by PCR and RFLP. The results showed that of the 50 yeasts of the 

GPEpUf17 series, 50% of the strains had excellent fermentation capacity, 22% produced 

hydrogen sulphide. Two strains at 28 GPEpUf17 and 35GPEpUf17 showed sensitivity and 

killer behavior for different species and genera. The rest of the series were distributed as 

follows: 56% showed killer behavior, 28% sensitive and 16% neutral. Of the 50 yeasts of the 

GPEpUf17 series the only unidentified yeast was 1GPEpUf17. From the study carried out 

with the 50 yeasts of the GPEpU17 series, the results showed that all strains presented low 

fermentation velocity allied to different levels of H2S production (32%). Only 12% presented 

killer activity, 50% sensitivity to the killer factor and only 38% were characterized as neutral. 

The two yeasts of the GPEpU17 series identified by PCR-RFP at 24GPEpU17 and 

42GPEpU17 correspond to the genus Issatchenkia terricola and Saccharomycopsis vini. The 

results of the characterization of the two series showed that yeasts with high fermentative 

potential have killer behavior and the neutral ones can be used as mixed cultures together with 

Sacchamoryces cerevisiae 

 

keywords: Yeast. Fermentation. H2S. Sensitivity. Assassin Factor. Taxonomic identification. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A seleção de leveduras para a produção de vinhos típicos de uma região é realizada há 

bastante tempo na Europa, onde estão localizados os países de maior tradição na produção de 

vinhos de qualidade. Contudo, o Brasil tornou-se um grande produtor de vinhos de qualidade 

e, em especial, os chamados vinho tropicais. 

A vinicultura no Brasil mantém o desenvolvimento sustentável de grandes 

empreendimentos e a geração dos empregos, com aumento importante na economia por meio  

do turismo influenciado pela gastronomia. A serra gaúcha, no estado do Rio Grande do Sul, é 

responsável por cerca de 90% da produção total de vinhos no Brasil, com destaque na 

produção de uvas americanas, seja, para consumo in natura, produção de vinhos de mesa ou 

para elaboração de sucos; sendo considerada a maior e importante região vinícola do Brasil 

(MELLO, 2015; 2011).  

Os vinhos elaborados em diferentes regiões, e produzidos a partir de uma mesma 

cultivar apresentam resultados distintos que conferem características únicas ao produto. É 

justamente por essa particularidade, que os locais podem receber Indicações Geográficas (IG) 

(PEREIRA, 2008; TONIETTO, 1993).  

Ainda que o mercado viabilize leveduras comerciais importadas para a realização de 

processos altamente efetivos, a utilização de linhagens autóctones apresenta uma série de 

vantagens, dentre elas, a maior adaptação das mesmas às condições climáticas e à matéria-

prima local, além de características organolépticas únicas do vinho obtido localmente a partir 

da utilização dessas linhagens nativas (SILVA et al., 2008b). 

A elaboração de vinhos de excelência está diretamente ligada à qualidade da matéria-

prima e às leveduras que realizam um papel importantíssimo,  transformando o açúcar 

presente no mosto da uva em álcool, glicerol e diversos compostos aromáticos, processo cujo 

resultado está relacionado à linhagem de levedura utilizada. A utilização de leveduras 

selecionadas oferece uma série de vantagens para elaboração de vinhos, como alta capacidade 

fermentativa, baixa produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) (da SILVA; SILVA, 1987) e 

neutralidade ao fator killer (da SILVA, 1996), conferindo ao vinho qualidade superior. 

A produção de sulfeto de hidrogênio por leveduras é um problema frequente durante a 

elaboração de vinhos. O sulfeto de hidrogênio é um gás que produz o odor característico de 

ovos podres. Portanto, é importante selecionar linhagens de Saccharomyces cerevisiae que 

não liberem sulfeto de hidrogênio durante a fermentação, e assim não formem aromas 

indesejáveis (WLODARCZYK, 2013). 
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A presença de proteína killer em leveduras é importante e deve ser verificada, pois 

permite inibir a ação de outras leveduras que causam contaminação (DE SIQUEIRA, 2007). 

Embora esta vantagem seja bastante difundida por diferentes autores (LABBANI et al., 2015; 

WÓJIK et al., 2015; MEHLOMAKULU et al., 2014), a ação killer depende de vários fatores 

ambientais e das linhagens presentes no mosto. O mais importante é saber se a levedura que é 

selecionada para a vinificação é neutra, ou seja, não produz proteína killer funcional e é 

resistente ou imune ao fator killer (SILVA, 1996). 

O presente trabalho objetivou caracterizar e identificar a capacidade e o perfil 

enológico das leveduras isoladas de uvas da cultivar Goethe Primo coletadas, por membros do 

Laboratório de Microbiologia Aplicada da Embrapa, de um vinhedo da Epagri, Urussanga-

SC, na safra de 2017. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS  

 

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar as leveduras obtidas a partir de bagas de 

uvas da cultivar Goethe Primo coletadas pela Epagri de Urussanga (SC) 2017, conhecida 

como “Vale da Uva Goethe”.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Caracterizar cinquenta linhagens de leveduras da série GPEpU17 obtidas de bagas de 

uvas da cultivar Goethe Primo Urussanga 2017 e cinquenta linhagens da série GPEpUf17 de 

uvas da cultivar Goethe Primo Urussanga Fermentação 2017 por meio dos seguintes 

parâmetros: 

 Avaliação da capacidade fermentativa das leveduras e velocidade de 

fermentação; 

 Avaliação da produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) pelas linhagens; 

 Avaliação à formação de fator killer pelas linhagens das séries GPEpU17  e 

GPEpUf17 contra linhagens Saccharomyces cerevisiae e não-Saccharomyces. 

 Avaliação da sensibilidade das linhagens de leveduras isoladas da série 

GPEpU17 e GPEpUf17 contra linhagens Saccharomyces cerevisiae e não-

Saccharomyces. 

 Identificação genética das linhagens por biologia molecular das representantes 

de grupos estabelecidos por meio de extração de DNA de leveduras, PCR do 

ITS1-5.8S-ITS2, PCR-RFLP do ITS1-5.8S-ITS2 e se necessário, 

sequenciamento da D1/D2. 

 Avaliação de custo dos métodos utilizados para caracterização das leveduras. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 O HISTÓRICO DA VINIFICAÇÃO  

 

A produção de uvas e a elaboração de vinhos no Brasil iniciaram com a chegada da 

expedição portuguesa em 1532 na qual, Martin Afonso de Souza trouxe consigo as primeiras 

videiras, mudas de uvas finas do tipo Vitis vinífera, oriundas de Portugal e Espanha (MELLO, 

2015). As videiras foram plantadas no sudeste do país, na capitania de São Vicente, que hoje é 

representada pelas cidades de Bertioga (SP), Cananéia e Ilha do Mel (PR), com solo e clima 

desfavorável impedindo a produção de uvas. Brás Cubas, membro da expedição colonizadora 

de Martin Afonso de Pena, mudou a produção de uvas do litoral para o Planalto Atlântico, e 

em 1551 elaborou o primeiro vinho brasileiro (IBRAVIN, 2015; CAMARGO et al., 2010). 

O histórico de produção de uvas e vinhos no Rio Grande do Sul possui ligação direta 

com a colonização italiana, estabelecida no estado a partir de 1875. Na década de 70, por 

causa das condições ambientais, a vitivinicultura era baseada quase que exclusivamente em 

variedades americanas Isabel (Vitis labrusca) e híbridas interespecíficas, apesar do empenho 

de algumas vinícolas tradicionais da Serra Gaúcha na produção de uvas viníferas. Os 

investimentos estrangeiros a partir da metade da década de 70 consolidaram uma nova 

vinicultura gaúcha voltada a uma produção de vinhos finos e espumantes na região serrana 

estendendo-se posteriormente para a região da campanha (IBRAVIN, 2015; CAMARGO et 

al., 2010). Embora a vitivinicultura esteja em processo de expansão para novas áreas, a 

produção de uvas finas para elaboração de vinhos está basicamente concentrada nas regiões 

de clima temperado do Sul do país. (IBRAVIN, 2015; EMBRAPA, 2010). 

A área plantada de videiras no Brasil no ano de 2017 foi de 78.028 ha, 0,67% inferior 

a do ano anterior (MELLO, 2018). A diversidade ambiental permite a existência de centros 

com viticultura característica de regiões temperadas, em que ocorrem períodos de repouso 

hibernal definido, núcleos em áreas subtropicais onde a videira é cultivada com dois ciclos 

anuais, definidos por período de temperaturas mais baixas, nos quais existem riscos de geadas 

e regiões de viticultura tropical onde é possível a realização de sucessivas podas, com até três 

ciclos vegetativos ao ano (IBRAVIN, NOTICIAS, 2018). 

É possível estimar a produção de vinhos no território brasileiro avaliando a área 

plantada com videiras e as principais regiões vitivinícolas do país que estão listadas na tabela 

1. 



20 
 

O Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná, reduziram suas áreas vitícolas, 

acompanhados pelo estado de São Paulo, Bahia e Pernambuco em 2017 

 

Tabela 1 - Área cultivada com videiras, por estado, em hectares. 

 
Fonte: Mello (2018) 

 

As variações climáticas e de solos, no Brasil, proporcionam a obtenção de produtos 

com qualidades diferenciadas, aptas a atrair diferentes consumidores (GUERRA et al., 2009; 

PÖTTER, 2009). 

O país se consolida como o quinto maior produtor de vinho no Hemisfério Sul, sendo 

o mercado que mais cresce no mundo. Isso ocorre por ser considerada uma das melhores 

regiões do globo para o cultivo de uvas destinadas a produção de vinhos e espumantes. O 

Brasil exporta vinhos para 22 países, entre eles destacam-se os Estados Unidos da América, 

Alemanha, Inglaterra e República Tcheca (IBRAVIN, 2018). 

 

3.2 UVAS GOETHE  

 

A Uva Goethe mostrada  na figura 1, também chamada Rogers1, é um híbrido de uvas 

europeias (87% de Moscato de Hamburgo, Moscato de Alexandria e Schiava Grossa) e 
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americanas (13%) com alta resistência fitossanitária. A cultivar Goethe foi desenvolvida nos 

EUA por Edward Stanniford Roger no século XIX a partir do cruzamento das variedades 

Muscat Hamburgo (Vitis vinifera) e Carter como mostrado na figura 2. A referência mais 

antiga da videira „Goethe‟ é encontrada num catálogo de plantas de 1862, do viveirista norte 

americano J. W. Manning, em Hardling, Massachusetts, EUA. O nome Goethe é uma 

homenagem ao renomado poeta alemão Johann Wolfgang von Goethe. A uva Goethe se 

tornou uma uva típica, apresentando características específicas que a diferencia das demais 

variedades cultivadas na região de Urussanga (BRUNA et al., 2016). 

 

Figura 1 - Uva Goethe Primo 

 
Fonte: Vale de Uva Goethe (2018) 
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Figura 2 - Genealogia da Uva „Goethe‟ 

 
Fonte: Veloso (2008) 

 

A região Carbonífera do Sul do Estado de Santa Catarina é formada pelos municípios 

de Urussanga; Pedras Grandes, Braço do Norte, Nova Veneza e Morro da Fumaça. Distingue-

se por apresentar características de clima subtropical úmido, com verões secos, inverno frio e 

úmido com geadas ocasionais. A altitude média é de 49 metros acima do nível do mar, 

apresentando terrenos com uma topografia acidentada que predominam na paisagem 

(VELLOSO, 2008).  

As qualidades distintas de um determinado produto podem proporcionar um registro 

de Indicação Geográfica para o mesmo desde que essa característica não seja encontrada em 

produtos equivalentes provenientes de outros territórios. Os primeiros produtos que obtiveram 

esse tipo de registro foram os vinhos, por serem influenciados pelos fatores edafoclimáticos 

das regiões nas quais são produzidos. A Indicação Geográfica além de valorizar as 

peculiaridades do produto, engradece o território no qual é produzido (VELLOSO, 2008). 

A PROGOETHE (Associação de Produtores da Uva e do Vinho Goethe da Região de 

Urussanga) foi criada com o objetivo de conseguir a distinção e valorização dos vinhos 

Goethe, como um produto nobre, de valor agregado, que promovesse a geração de renda e o 

desenvolvimento regional. Para obter o registro de Indicação Geográfica (IG) nome escolhido 

pelos membros da associação foi “Vales da Uva Goethe” (VELLOSO, 2008). 

Devido às características singulares dos vinhos produzidos nesta Região, a uva e o 

vinho Goethe receberam, em Fevereiro de 2012 o registro de Indicação Geográfica (IG) 

tornou-se a primeira IG do Estado de Santa Catarina, n
o
 IG 2010/09 (VIEIRA et al., 2014).  A 

IG consiste em selo concedido aos vinhos com origem nos “Vales da Uva Goethe”, que além 
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de sua qualidade, relaciona características históricas e culturais que os diferenciam dos demais 

(PROGOETHE, 2015). 

 O reconhecimento dos vinhos Goethe como verdadeiros terroirs, está relacionado à 

qualidade, tipicidade e identidade comprovadas de uma estreita relação com as condições 

específicas de clima-solos. 

 

3.3 A VINIFICAÇÃO  

 

De acordo com lei 10.970 de 12 de novembro de 2004, em seu Art. 9º prevê que vinho 

de mesa é o vinho com teor alcoólico de 8,6% a 14% em volume, podendo conter até uma 

atmosfera de pressão a 20ºC e classifica os vinhos quanto à variedade da uva (Vitis vinífera, 

americanas e/ou híbridas) e ao teor alcoólico em vinhos fino e vinhos frisante, nos demais 

parágrafos (BRASIL, 2004).  

 A vinificação é um conjunto de processos empregados na uva madura para 

transformação em vinho. Quando o objetivo é a produção de vinho tinto, inicia com a 

maceração da parte sólida, fase essa que poderá ser dispensada quando se realiza a produção 

de vinho branco (GUERRA, 2018). Pode ser dito que a elaboração do vinho inicia até mesmo 

no campo, pois os cuidados com as uvas e a aplicação de agrotóxicos podem influenciar 

sobremaneira o processo de fermentação e, consequentemente, a vinificação.  

A colheita da uva deverá ser realizada manualmente nas primeiras horas da manhã de 

preferência com tempo seco. A uva deve ser pesada e o grau glucométrico determinado logo 

na chegada a vinícola, a fim de calcular seu potencial alcoólico e caso necessário efetuar 

eventuais correções no mosto pela adição de açúcar, denominado chaptalização. Na vinícola o 

cacho de uva será desengaçado e esmagado, com a finalidade liberar o mosto, sem triturar as 

cascas e sementes. Na sequência, adiciona-se SO2 no mosto para, entre outras funções, reduzir 

a carga microbiológica. Nesta etapa, é realizada a inoculação do mosto com linhagens de 

leveduras selecionadas que transformam o açúcar contido no mosto da uva em álcool etílico e 

CO2 e compostos secundários (GUERRA, 2018).  

A adição de levedura ao mosto é feita pela aplicação do método "pé de cuba", que se 

constitui em diluir leveduras comerciais secas ativas numa quantidade de mosto que 

represente de 2 a 5% do volume total a fermentar. A Saccharomyces cerevisiae é a única 

levedura a apresentar potencial enológico importante na transformação total dos açúcares da 

uva em álcool etílico e compostos secundários (GUERRA, 2018). 
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A fase de fermentação tumultuosa ocorre pela intensa atividade das leveduras, com 

duração de 4 a 5 dias, gerando elevação da temperatura e forte liberação de CO2 empurrando 

as partes sólidas para a parte superior do recipiente formando o denominado "chapéu de 

bagaço". Essa fase ocorre nos primeiros dias pela transformação de açúcares fermentáveis em 

etanol (GUERRA, 2018). 

 

3.4 LEVEDURAS. 

 

3.4.1 Saccharomyces cerevisiae 

 

A transformação do mosto da uva em vinho é o resultado de um processo fermentativo 

pela ação combinada de diversos gêneros e espécies de leveduras (CLAVIJO; CALDERÓN; 

PANEQUE, 2010). Na produção de vinhos, as leveduras são os agentes transformadores do 

açúcar em álcool e o uso da Saccharomyces cerevisiae viabiliza uma série de vantagens, por 

exemplo: a Saccharomyces cerevisiae é álcool-tolerante, são elas que dominam o estádios 

intermediário e final da fermentação vínica. Porém, o processo inicial pode ser realizado por 

leveduras do gênero: Pichia, Candida e Hanseniaspora (CLAVIJO; CALDERÓN; 

PANEQUE., 2010; SANGORRIN et al., 2007). 

A espécie Saccharomyces cerevisiae pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, 

ordem Saccharomycetales e à família Saccharomycetaceae, sendo sua multiplicação por meio  

de brotamento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). 

A Sacch. cerevisiae é uma levedura amplamente conhecida e utilizada pelos seres 

humanos. Hoje em dia, é o eucarioto mais bem descrito e conhecido genético, fisiológica e 

metabolicamente (PAES; ALMEIDA, 2014). 

 Atualmente é aplicado em indústrias para a produção dos mais diversos compostos, 

dentre eles propanodiol, farneseno, metil- ésteres, butanol, ácido succínico, lactato, glicerol, e 

claro, etanol (NEVOIGT, 2008; PAES; ALMEIDA, 2014). 

As leveduras Sacch. cerevisiae precisam se sobrepor à população microbiana, e para 

que isso ocorra elas devem exibir características fisiológicas e enológicas que permitam a 

superação de condições de estresse provocadas pelo esgotamento gradativo de glicose, 

aumento paulatino de etanol, baixo pH, quantidade limitada de nitrogênio e condições 

anaeróbicas (PARAPOULLI et al., 2010). Uma competição entre microrganismos pode 

ocorrer entre linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae, impedindo o desenvolvimento 



25 
 

de algumas destas. Nesse caso, a qualidade do produto será comprometida se a linhagem 

inibida tiver sido a inoculada (SILVA, 2003). 

A espécie Saccharomyces cerevisiae é a principal representante e responsável pela 

transformação do mosto em vinho. Embora seja a mais importante levedura envolvida na 

elaboração  de vinhos, ela pode estar presente em pequeno número nos vinhedos e nas bagas 

íntegras de uva. Este fato faz com que a fermentação se inicie com leveduras autóctones não 

pertencentes ao gênero Saccharomyces. Nas etapas mais tardias da fermentação, a espécie 

Sacch. cerevisiae assume o processo fermentativo e torna-se prevalente (VIEL, 2009; da 

SILVA, 2003). 

 

3.5 PROCESSOS FERMENTATIVOS 

 

No processo de fermentação do vinho os dois principais carboidratos presentes no 

mosto de uva, glicose e frutose, são transformados em etanol e gás carbônico. A 

disponibilidade de glicose e frutose no mosto de uva geralmente se equivalem na questão de 

quantidade, embora a Saccharomyces cerevisiae seja conhecida por exibir uma preferência 

pela glicose (BERTHELS, 2004). 

A transformação de carboidratos (sacarose, glicose e frutose) até resultar etanol e gás 

carbônico envolve uma sequência ordenada de doze reações, pelo metabolismo anaeróbico 

dos carboidratos, a glicólise, como mostra a figura 3. O produto final da glicólise é o ácido 

pirúvico, que na fermentação alcoólica é convertido a acetaldeído, sendo  este reduzido a  

etanol. Cada reação do processo é realizada por enzimas específicas, e estas sofrem a ação de 

diversos fatores, por exemplo: nutrientes, minerais, vitaminas, pH e temperatura; alguns 

destes fatores estimulam enquanto outros reprimem a ação enzimática, afetando assim o 

desempenho do processo (CONN; STUMPF, 1975). 

É de entendimento geral que nem todas as leveduras possuem aparato enzimático 

necessário para guiar a fermentação alcoólica. Existem espécies dentro do mesmo gênero que 

não esboçam nenhuma capacidade para este fim, entre estas a Pichia ambrosiae e P. 

amethionina. Outras apresentam capacidade fermentativa com relação a pelo menos um dos 

açúcares, como a P. dispora e a P. amylophila (KURTZMAN, 1984). 
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Figura 3 - Via metabólica da produção de etanol 

 

Fonte: LIMA et al (2001) 

 

O conjunto de leveduras não-Saccharomyces autóctones conduz o primeiro estádio de 

fermentação espontânea da elaboração do vinho, durante o esmagamento das uvas. A 

qualidade do vinho está diretamente relacionada com a presença dessas leveduras, porque elas 

utilizam os constituintes da uva, principalmente os açúcares, gerando compostos voláteis e 

não voláteis como produtos que contribuem para o aroma e sabor característicos do vinho 

(CHIAPPINI; 2007). 
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3.5.1 Fermentação industrial 

 

O processo industrial de fermentação alcoólica é dividido em três fases: pré-

fermentação, fermentação tumultuosa e fermentação lenta. A pré-fermentação inicia com a 

inoculação de leveduras ao mosto com multiplicação das mesmas, consequentemente começa 

a ocorrer o consumo de açúcares e baixa produção alcoólica (ALCARDE, 2018). Portanto, 

deve ser utilizada uma quantidade maior de leveduras de rápida multiplicação, visto que o 

processo de produção de álcool requer alta produtividade. Ocorrendo o aumento da produção 

de álcool, demonstrado pela produção de gás carbônico, obtém-se ao final desta fase o início 

da fase tumultuosa. Esta etapa da fermentação acaba quando ocorre a diminuição da liberação 

de gás. E na pós-fermentação verifica-se a diminuição da temperatura do vinho, a elevação da 

acidez e a diminuição da atividade de fermentação da levedura pela ação do acúmulo de 

determinadas substâncias, do esgotamento dos carboidratos e das toxinas dos contaminantes 

(ALCARDE, 2018).  

As distintas fases de crescimento compreendem: lag, log ou exponencial, 

desaceleração, estacionária e declínio ou morte celular (SILVA et al., 2005). Como mostrado 

na figura 4. 

 

Figura 4 - Fases de crescimento das células de leveduras

 
Fonte: Bernardes (2010) 

 

A fase lag para a leveduras ocorre no momento em que ela entra em contato com o 

mosto, portanto o número de células não possui muita variação, pois não ocorre proliferação 
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celular imediatamente após o contato com o novo meio de cultivo e o período de adaptação 

pode ter duração de horas ou dias. Durante esta fase ocorre um período de latência com 

intensa atividade metabólica, principalmente síntese de DNA e enzimas. Quando as células 

iniciam o processo de divisão, entrando no processo de crescimento ou aumento logarítmico é 

a denominada Fase log ou exponencial. Esta fase se caracteriza pela multiplicação das células 

em velocidade máxima e constante. Logo a seguir, há uma fase de desaceleração do 

crescimento seguida por um período de equilíbrio no número de células, denominado de Fase 

estacionária. É nesta fase que a velocidade de crescimento se torna nula. Isso ocorre ou por 

falta total de crescimento (novas células) ou pelo fato de o número de células que surgem é 

igual a quantidade de células que morrem.  Em determinado momento, a população 

microbiana pode entrar na fase de declínio celular, devido ao número de células mortas 

exceder o número de células novas (PERES; CURI, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2010; AQUARONE et al. 2001). 

 

3.5.2 Leveduras selecionadas na elaboração de vinhos 

 

A qualidade do vinho só é mantida de uma através do sucessivo uso de leveduras 

Saccharomyces cerevisiae selecionadas que facilitam o controle da fermentação, reduzindo as 

diferenças do vinho de uma safra para outra (SILVA; SILVA, 1987). Entretanto, algumas 

características somente são obtidas a partir da presença de outros gêneros e espécies. Portanto, 

o uso exclusivo de leveduras selecionadas pode não permitir que traços de substâncias 

desejáveis sejam formados (CAPECE et al., 2010). Os produtos secundários da fermentação 

que contribuem grandemente para a qualidade sensorial do vinho são obtidos a partir da 

presença de outros gêneros e espécies de leveduras presentes na microflora da uva, capazes de 

produzir altas concentrações dos conhecidos compostos voláteis, como álcoois superiores, 

ésteres de ácidos e compostos de carbono (MAMEDE; PASTORE; 2004; MARO; 

ERCOLINI; COPPOLA 2007). As vinícolas modernas usam leveduras selecionadas uma vez 

que se conhecem suas propriedades fisiológicas, bioquímicas e enológicas (SILVA; SILVA, 

1987). 

As vantagens adicionais na fermentação do mosto de uva só são adquiridas com 

seleção de uma linhagem autóctone, pois leveduras nativas associadas com variedades de uva 

específicas e áreas geográficas específicas podem conferir ao vinho produzido uma 

característica regional, refletindo a biodiversidade da área produtora (PARAPOULLI et al., 
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2010). Além disso, a associação de mosto de uva e leveduras da mesma região parece 

comunicar ao consumidor uma imagem positiva, promovendo, assim, benefícios econômicos 

ao vinicultor (CAPECE et al., 2010). Portanto, o processo de padronização e diferenciação do 

produto é feito por leveduras autóctones selecionadas e adequadas (SILVA, 2003). 

Diversos estudos têm sido feitos com leveduras selecionadas. Agnolucci et al. (2007) 

procuraram caracterizá-las genética e fenotipicamente pela realização de testes como a 

produção de fator killer, capacidade de fermentação, produção de sulfeto de hidrogênio e 

atividade proteolítica. Um melhor entendimento de linhagens específicas isoladas do mosto de 

uva é necessário potencializar o processo de fermentação vínica, no que diz respeito à 

qualidade. 

 

3.5.3 Velocidade de fermentação 

 

A fermentação alcoólica é uma importante atividade de Sacch. cerevisiae.  A 

velocidade de consumo de açúcar é um fator essencial devido ao mosto utilizado para a 

vinificação não ser esterilizado e, dessa forma, o uso de uma levedura selecionada capaz de 

competir com as leveduras nativas não selecionadas presentes é primordial, pois, quanto mais 

rápido a levedura selecionada iniciar a degradação do açúcar, maior será a chance de se 

sobressair perante as demais. 

A fermentação alcoólica em vinhos depende de diferentes fatores. Dentre eles, estão a 

complexidade da atuação e a interação microbiana. No início do processo de fermentação 

alcoólica, as leveduras que prevalecem no mosto são as que possuem um baixo poder 

fermentativo, como Candida sp., Hanseniaspora sp., Pichia sp., Rhodotorula sp. e 

Kluyveromyces sp. Após este estádio, a levedura Saccharomyces cerevisiae, caracterizada 

pelo seu alto poder fermentativo, domina e completa a fermentação do mosto (FLEET, 2003). 

O resultado da fermentação espontânea depende não apenas do número e diversidade de 

espécies presentes no mosto, mas também da composição química da uva e do protocolo de 

processamento, o que torna essa harmonia difícil de prever (PRETORIUS, 2000). 

A espécie utilizada tem grande influência neste processo e suas características devem 

ser severamente analisadas. Existem algumas leveduras que possuem um gene ativo nas 

células que inicia a floculação, no entanto, a floculação pode ter outras causas, como fatores 

ambientais, pH, temperatura e contaminação por bactérias e ainda a idade das células das 

leveduras (NASCIMENTO, 2012). 
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Dessa forma, linhagens de Saccharomyces cerevisiae são de extrema importância na 

elaboração de vinhos, sendo interessante selecionar estas leveduras com alta capacidade 

fermentativa, uma vez que retardos no processo fermentativo em geral são acompanhados 

pela ação de outros microrganismos contaminantes e mais resistentes, em geral bactérias, que 

comprometem a qualidade do produto gerando prejuízos econômicos. A utilização de 

leveduras não selecionadas implica na descaracterização qualitativa do vinho, uma vez que 

pode ocorrer flutuação desde o momento inicial até o término do processo fermentativo. 

(SILVA et al. 2007), 

 

3.5.4 Produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 

Durante o processo fermentativo, a produção elevada do composto volátil H2S em 

grande quantidade é prejudicial à qualidade do vinho, pois esse gás ao ser formado durante a 

fermentação produz um aroma característico de ovo podre e putrefação. Além de ser 

altamente reativo, funciona como pioneiro para o desenvolvimento de outros compostos 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 gás sulfeto é produzido por via enzimática e está relacionado com redução de 

sulfato exógeno (UGLIANO; KOLOUCHOVA; HENSCHKE, 2009). A composição do meio 

de fermentação também pode propiciar a formação de sulfeto que em grande parte, se dá em 

resposta ao esgotamento de nutrientes, especialmente nitrogênio assimilável (PRETORIUS, 

2000). A produção de H2S pelas leveduras, esquematizado na figura 5, envolve a 

incorporação do sulfato na célula e a sua redução, por meio da via enzimática (NETO e 

FERREIRA, 2005; BERRY; WATSON, 1987). 

Em processos fermentativos, leveduras podem acumular H2S, dióxido de enxofre e 

mercaptanos. Bedriñana et al. (2010), avaliando 600 linhagens de leveduras autóctones 

isoladas de cidra, verificaram que seis linhagens de Sacch. cerevisiae eram produtoras de H2S, 

43 linhagens não produziram o gás e as demais linhagens apresentaram produção moderada. 

Em fermentações de mosto para a elaboração de vinho, mesmo inoculado com leveduras 

selecionadas, ocorre a produção de H2S durante a fase fermentativa (EISENMAN, 2013; 
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WLODARCZYK et al., 2012b; LABORATORIES, 2011; WINTER et al., 2011; UGLIANO 

et al., 2011; SWIEGERS & PRETORIUS, 2007). Foi observado elevado porcentual de 

linhagens de leveduras formadoras de H2S de uvas coletadas em parreirais no Brasil (SILVA; 

DALARMI, 2003) 

O ponto de ebulição do H2S é menor que 90ºC, sendo a maior parte volatilizada por 

trasfega simples e aeração (MESTRES et al., 2000; MOREIRA et al., 2002). Entretanto, esta 

aeração é capaz de formar no vinho o etil mercaptano e outros compostos voláteis 

indesejáveis, 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). 

Quando endógenas, as leveduras apresentam respostas à formação de H2S de uma 

forma complexa. A interação biotina e nitrogênio prontamente assimilável pode afetar 

significativamente a produção dessas substancias no meio (BHOLSCHEID et al., 2007). 

Os íons de sulfato presentes na uva servem como percursores na formação do H2S, 

como mostra a figura 3. Na falta de nitrogênio prontamente assimilável, as leveduras são 

obrigadas a metabolizar as proteínas que podem ser fontes de enxofre orgânico para a 

produção de H2S, como a cisteína (DUAN et al., 2004), sendo a degradação da cisteína em 

sulfureto realizada pela cisteína desulfidrase (TOKUYAMA et al., 1973; VOS; GRAY, 1979; 

STRATFORD; ROSE, 1985; RAUHUT, 1993; GUIDICI; KUNKEE, 1994; JIRANEK et al., 

1995a; BELOQUI, 1998). 

É ponderável salientar que no processo de elaboração de vinho, utilizem-se linhagens 

que não formem este gás, por apresentarem deficiência com relação à atividade da sulfito 

redutase, pois a remoção do H2S produzido nos vinhos é, segundo da Silva e da Silva (1987) 

um processo complexo e geralmente leva a perdas econômicas. 
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Figura 5 - Via de redução do sulfato em Saccharomyces cerevisiae 

 
Fonte: Neto e Ferreira, (2005) 

 

3.5.5 Fator Killer 

 

O controle biológico ocorrido por meio da eliminação de microrganismos não é um 

fenômeno biológico novo, ele ocorre naturalmente e alguns microrganismos possuem essa 

habilidade. Determinadas leveduras têm a capacidade de secretar proteínas ou glicoproteínas, 

cuja atividade é mediada por receptores de parede celular específicos, capazes de levar à 

morte as leveduras sensíveis, independente de gênero e espécie. Estas proteínas são chamadas 

de fator killer, toxina killer ou proteína killer. O elemento killer foi detectado, pela primeira 

vez, em leveduras Saccharomyces cerevisiae em 1963, por Bevan e Makeover (da SILVA, 

1996; BEVAN; MAKEOVER, 1963).  A definição das duas espécies de dsRNA foi efetuada 
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por Bevan et al. (1973), a segregação somática foi estudada por Bevan e Somers (1969) e a 

herança do caráter killer em leveduras foi investigada por Makower e Bevan (1963). As 

leveduras foram classificadas em relação a este fator da seguinte forma: killer, aquelas com 

capacidade de secretar a toxina e matar células sensíveis, representado pelo fenótipo (K
+
R

+
); 

sensíveis, as que são eliminadas pela linhagem killer, sendo representadas pelo fenótipo (K
-
R

-

) e; como neutras aquelas que são insensíveis ao fator killer e não produzem a toxina efetiva e 

mostra o fenótipo (K
-
R

+
) (da SILVA, 1996; BUSSEY et al., 1982; WOODS; BEVAN, 1968).  

Leveduras autóctones presentes na superfície de uvas podem apresentar estas 

características (da SILVA et al., 2011a; ZAGORC et al., 2001; SILVA, 1996). 

Baseando-se nos padrões de interação, de sensibilidade e atividade killer entre as 

linhagens, as leveduras foram classificadas em três grupos principais K1, K2 e K28 

(SCHMITT; BREINIG, 2002).  

Young e Yourgiu (1978) classificaram as leveduras killer em dez grupos distintos de 

comportamento (k1 a k10). Os tipos k1, k2 e k3 são específicos para o gênero 

Saccharomyces, enquanto que os tipos k4 a k11 são encontrados em outros gêneros (da 

SILVA, 1996; YOUNG; YOURGIU, 1978). 

A detecção de fator killer em linhagens se Saccharomyses cerevisiae depende de 

fatores biológicos, como linhagens sensíveis (YOUNG, YAGIU 1978; DA SILVA, G.A., 

1996), composição química do meio (da SILVA, G.A; HERNÁNDEZ et al., 2008)  e 

condições de cultivo ( HEARD, FLEET, 1997; SILVA, G.A., 1996). 

A capacidade killer está presente em vários gêneros e espécies. Além da 

Saccharomyces cerevisiae, também é encontrada no Williopsis mrakii, Kluyveromyces lactis, 

K. wickerhamii, K. phaffii, Hansenula anomala, Candida tropicalis, Ustilago maydis, 

Debaryomyces hansenii, Pichia anomala e P. inositovora (SILVA, 2003; POLI, 2009). 

A disposição de linhagens de leveduras killer no ambiente é oscilante conforme o 

gênero e espécie, bem como a posição geográfica em que foram separadas. Na França, por 

exemplo, a presença do fator killer variou de 0 a 100%; na cidade de Tourraine, nenhuma 

levedura killer foi encontrada, enquanto que nas cidades Beaujolais e Gard, o fator killer 

esteve presente em 80% a 100% das leveduras testadas (CUINER; GROS, 1983). 
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3.6 IDENTIFICAÇÃO DE LEVEDURAS VÍNICAS 

 

A casca da uva madura contém uma grande variedade de espécies. A levedura 

Hanseniaspora uvarum é a espécie predominante, enquanto a Saccharomyces cerevisiae  é 

encontrada em baixa quantidade (BELTRAN et al., 2002). Silva et al., (2016) observaram que 

a predominância de um determinada espécies pode depender do local ou da cultivar de onde 

as linhagens foram obtidas. Em parreirais de Urussanga (SC), predominou a espécie H’spora 

opuntiae e em Pinto Bandeira (RS) e na Campanha Gaúcha foi encontrada com maior 

frequência a espécie H’spora uvarum. Outras espécies também estão presentes, as quais se 

manifestam no estádio inicial da fermentação vínica. Entre elas, destacam-se: Candida spp, 

Pichia, Schizosaccharomyces e Kluyveromyces, por este faz-se necessário identificar as 

linhagens isoladas (CAPECE; SALZANO; ROMANO, 2003).  

 

3.6.1 Identificação por meio de PCR-RFLP 

 

As primeiras técnicas de identificação de microrganismos baseavam-se nas 

características fisiológicas e morfológicas dos mesmos (KREGER-VAN RIJ, 1984; ESTEVE-

ZARZOZO et al., 1999; BARNETT, J.A.; PAYNE; YARROW, 1990). No entanto, estes 

métodos podem gerar resultados imprecisos por serem fortemente influenciados pelas 

condições de cultura do microrganismo (YAMAMOTO et al., 1991; GUILLAMÓN et al., 

1998; RATON, 2004). 

Os métodos de identificação baseados em técnicas de biologia molecular têm sido 

empregados por diversos autores, mostrando-se um método mais preciso e confiável 

(CAPECE; SALZANO; ROMANO, 2003; SHI et al., 2012; ROS-CHUMILLAS et al., 2007; 

LI et al., 2010; Agustini et al., 2013). A amplificação do DNA pela técnica de reação de 

cadeia da polimerase (PCR) permite a amplificação de um segmento específico do DNA 

dentro de um genoma, não sendo necessário, para isto, conhecer a estrutura completa do DNA 

alvo (SANTOS et al., 2001). 

A identificação taxonômica das leveduras na maioria dos casos não é possível 

utilizando-se apenas a técnica de PCR. A dificuldade está no fato de muitos gêneros e 

espécies   apresentarem amplicons com pares de base iguais ou muito próximos, como é o 

caso das espécies H’spora uvarum e H’spora opuntiae as quais apresentam amplicons de 770 

pares de bases, conforme descrito em estudo de Agustini et al. (2014), nesses casos aplica-se 

outra metodologia, a PCR-RFLP. A técnica de RFLP (do inglês, restriction fragment length 
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polymorphism) está baseada na identificação de microrganismos por análise dos padrões de 

clivagem dos amplicons em fragmentos de DNA por ação da enzima em sítios específicos. O 

produto de PCR é submetido à ação das enzimas de restrição por RFLP como forma de 

identificar a diferença das espécies (ORTIZ et al., 2013; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; 

GUILLAMÓN et al., 1998). 

A PCR-RFLP é uma técnica amplamente utilizada em biologia molecular na 

identificação de leveduras, com foco na diferenciação entre os microrganismos pela 

comparação dos padrões de fragmentação obtidos após digestão com enzimas de restrição de 

DNA de um produto específico amplificado por PCR. Entre os genes 18S, 5.8S e 26S do 

rRNA estão localizadas as regiões ITS que podem ser amplificadas por iniciadores 

específicos, sendo divididas em ITS1, localizada entre os genes 18S e o 5.8S, e ITS2, que 

separa os genes 5.8S e 26S, como mencionado na figura1. 

 

Figura 6- Localização da região ITS1 – 5.8S – ITS2 no rDNA nuclear 

 
Fonte: Adaptado de White et al. (1990) 

 

O RFLP é utilizado porque as enzimas de restrição clivam os fragmentos de DNA em 

diferentes perfis de bandas para cada linhagem de Sacch. cerevisiae que diferem entre as 

espécies de microrganismos (RATÓN, 2004) e, estes são comparados a perfis já descritos. De 

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

de Sacch. cerevisiae são HinfI e HaeIII. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DO PROJETO. 

 

O trabalho experimental foi executado no laboratório de microbiologia aplicada sob a 

supervisão do Dr. Gildo Almeida da Silva no Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho 

(CNPUV) mostrado na Figura 6, localizado em Bento Gonçalves RS, unidade descentralizada 

da EMBRAPA, sendo a pioneira no tema relacionado ao vinho no Brasil. Todos os 

microrganismos nativos isolados e testados neste trabalho, assim como todo pessoal 

envolvido na execução e orientação estão devidamente cadastrados no SisGen (SisGEN-

A93F430-2000-16/11/2015; SisGEN-A603BA9-17/11/2015). As abreviações dos gêneros, 

quando usadas, seguiram os modelos empregados pelas Coleções Internacionais ATCC, CBS, 

LKB e NRRL e por Kreger-van-Rij (KREGER-VAN RIJ, 1984). 

  



37 
 

Figura 7 - Sede da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV), município de Bento Gonçalves/RS 

 
Fonte: Embrapa Uva e Vinho (2018?) 

 

4.2 MATERIAL BIOLÓGICO. 

 

A uva Goethe utilizada no trabalho é cultivada em vinhedos da Epagri (Empresa de 

Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa Catarina) em Urussanga-SC, localidade (-

28.53389, -49.31556), conhecido como Vale da Uva Goethe. Os cachos coletados foram 

acondicionados em sacos plásticos estéreis lacrados e assim transportados em temperatura 

ambiente até o Laboratório de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho em Bento Gonçalves-

RS, para o isolamento de leveduras.  

As linhagens isoladas receberam nomenclatura com indicação da variedade e do local 

da colheita e ano de isolamento. Foram então denominadas de GPEpU17 e GPEpUf17  

(Goethe Primo da propriedade Epagri de Urussanga-SC, ano de 2017), foram preservadas em 

meio líquido  a -80ºC, tendo sido integradas a Coleção de Leveduras do Laboratório de 

Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho. O método de criopreservação e congelamento a -

80ºC é apropriado para a preservação de culturas por longo período reduzindo o metabolismo 

a ponto de induzir latência artificial (SILVA, et al 2008). 
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4.2.1 Isolamento das leveduras 

 

As leveduras da série GPEpU17 e da série GPEpUf17 foram previamente isoladas em 

16/01/2017 e congeladas em 13/03/17 e 14/03/2017, respectivamente, pela equipe do 

Laboratório de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho.  

Para o isolamento, as bagas da uva, acondicionadas em sacos plásticos estéreis (34 cm 

x 23,5cm), foram cuidadosamente esmagadas com as mãos, em capela de fluxo laminar 

(marca Trox, Brasil), com a finalidade de obter o mosto da uva. Com o auxílio de uma pipeta 

estéril, foi retirada uma alíquota de 1,0 mL do mosto e transferida para tubos de ensaio (10cm 

x 1cm), contendo 9 mL de água (osmose reversa) estéril e, a partir desta diluição de 10
-1

,   

foram realizadas diluições seriadas  10
-2

, 10
-3

 e 10
-4. 

 Foi retirado 0,1 mL de cada diluição e 

transferido para o centro de uma placa de Petri, contendo meio mosto MA.  O espalhamento 

foi feito com o auxílio de uma alça de Drigalski estéril. As placas foram incubadas a 24°C por 

72 horas, em estufa modelo Imperial II Incubator ® (Lab-Line, Melrose Park, USA).  

Foram isoladas 100 linhagens da cultivar de uvas Goethe Primo Epagri 2017 

proveniente de Urussanga-SC. As linhagens de leveduras isoladas foram divididas em dois 

grupos distintos denominados cada um com código específico GPEpU17 ou GPEpUf17, 

precedido de números de 01 a 50 para acréscimo na coleção de microrganismos do 

Laboratório de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho. As metodologias aplicadas no 

isolamento das leveduras foram às mesmas descritas por Silva & Silva (1987). Após o 

isolamento as leveduras foram  mantidas a -80°C. 

 

4.2.3 Linhagem de Levedura padrão de comparação fermentativa 

 

A capacidade fermentativa das leveduras das séries GPEpU17 e GPEpUf17 utilizadas 

neste deste trabalho foi comparada com as linhagens padrão da Coleção de Leveduras do 

Laboratório de Microbiologia da Embrapa Uva e Vinho, linhagem neutra Sacch. cerevisiae 

1VVT97, a qual foi isolada a partir do mosto de uvas tintas cultivadas na região do Vale dos 

Vinhedos em Bento Gonçalves-RS, por Silva em 1997 (SILVA, 2005) e a linhagem comercial  

Sacch. cerevisiae K1, adquirida da empresa Lallemand (Canadá). 
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4.3 PREPARO DO MOSTO BASE PARA ELABORAÇÃO DO MEIO DE CULTURA 

 

Para o preparo do meio de cultura foi utilizado o mosto obtido por meio de 

esmagamento das bagas. Este procedimento é realizado por uma máquina denominada 

desengaçadeira-esmagadeira, que é utilizada para separar a ráquis (ramificação que confere a 

forma típica em cacho) e esmagar a uva. 

 

4.4 MEIOS DE CULTURA 

 

Para a realização do experimento foram utilizadas três meios de cultivo: 1) Meio 

Mosto Ágar (MA), descrito por Silva (1996) e 2) Meio Mosto Sulfito (MS) definido por Silva 

& Silva (1987) e 3) Meio Mosto Ágar 80:20 (MA80:20) segundo Silva et al.  (2011).  

Para o preparo do meio MA80:20 faz-se necessário utilizar o meio ELNC, o qual foi 

preparado segundo Silva & Almeida (2006).  

 

4.4.1 Meio mosto ágar (MA) – manutenção das culturas  

 

O meio mosto ágar (MA) foi utilizado para o isolamento das leveduras presentes no 

mosto da uva e para a conservação das mesmas. É composto por 10 g.L
-1

 de extrato de 

levedura (BactoTM Yeast Extract), 20 g.L
-1

 de ágar (BactoTM Agar) e 25% de mosto de uva. 

Para o preparo do meio MA, foram separados dois frascos de Erlenmeyer de 1.000 mL. No 

primeiro frasco foi aicionado 20 g de ágar, completando-se com um volume de 500 mL de 

água destilada. No segundo frasco, foram adicionados 10 g de extrato de levedura comercial, 

250 mL de mosto de uva da cultivar BRS Lorena , completando-se com um volume de 500 

mL de água destilada. Os frascos contendo os meios de cultura foram esterilizados 

separadamente, em autoclave horizontal (FABBE, modelo 104, Brasil) a 121 °C durante 30 

min e, posteriormente, o conteúdo dos dois frascos foram misturados em ambiente estéril 

(câmera de fluxo laminar, marca Trox), perfazendo um volume total de 1 L. Em seguida, o 

meio de cultura foi transferido para placas de Petri (9,5 cm de diâmetro) e tubos de ensaio 

(17cm x 1,5cm) para posterior utilização. 
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4.4.2 Meio mosto sulfito (MS) – meio de fermentação 

 

O meio mosto sulfito foi utilizado para testes de velocidade de fermentação de 

microrganismos e formação de H2S. Este meio foi definido por Silva e Silva (1984). É 

composto por 1,0 g.L
-1

 de sulfito de sódio (QM® Sódio Sulfito Anidro), 10 g.L
-1

 de triptona 

(BactoTM Tryptone) e completados para 1.000 mL com mosto de uva. Para o preparo do 

meio MS, foram separados dois frascos de Erlenmeyer de 2.000 mL. Adicionaram-se aos 

frascos sulfito de sódio (1,0 g.L
-1

), triptona (10 g.L
-1

) e completado com um volume de 1.000 

mL de mosto de uva da cultivar BRS Lorena. Os frascos contendo o meio de cultura foram 

esterilizados em autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 min e os 

meios foram distribuídos em tubos de ensaio. 

 

4.4.3 Meio mosto MA 80:20 – detecção de fator killer 

 

Meio de cultivo sólido utilizado para detecção de fator killer. O respectivo meio é 

composto por 80% de mosto de uva da cultivar BRS Lorena, 20% de ELNC (extrato de 

levedura não comercial, segundo Silva & Almeida (2006), 10 g.L
-1

 de ágar (BactoTM Agar) e 

uma solução de 5% de azul de metileno (Merck), segundo Silva et al.  (2011) . Para o preparo 

do meio MA80:20, foram separados  dois frascos de Erlenmeyer de 1.000 mL. Ao primeiro 

frasco foram adicionadas 10 g.L
-1

 de ágar, completando-se o volume final de 200 mL com o 

meio ELNC. No segundo frasco, foram adicionados 12 mL de uma solução de 5% de azul de 

metileno e completado para 800 mL com mosto de uva da cultivar BRS Lorena. O pH do 

ELNC foi ajustado para 6,5 e os frascos foram esterilizados separadamente em autoclave 

horizontal (FABBE, modelo 104, Brasil) a 121 °C durante 30 min e, posteriormente, 

misturados. O meio de cultura foi transferido para placas de Petri, previamente esterilizadas 

em estufa modelo Imperial III Incubator ® (Lab-Line, Melrose Park, USA) a 160 °C durante 

4 h, para posterior utilização. 

 

4.5 MANUTENÇÃO DAS CULTURAS MICROBIANAS 

 

As leveduras isoladas do mosto de uva da cultivar Goethe Tradicional-Epagri, bem 

como a linhagem Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1VVT/97 e a linhagem comercial 

Saccharomyces cerevisiae K1, foram mantidas em tubos de ensaio contendo meio de cultura 

inclinado MA (item 4.4.1). Após a inoculação, as culturas foram incubadas em estufa modelo 
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Imperial II Incubator® (Lab-Line, Melrose Park,USA), a 24 °C por 48 horas para crescimento 

celular e, posteriormente, armazenadas em local apropriado (sala de repicagem) a 20 °C. As 

leveduras isoladas do mosto de uva da cultivar Goethe Tradicional-Epagri foram repicadas 

posteriormente para sua manutenção. A repicagem consiste em retirar uma aliquota de 

levedura e espalhar sobre um novo meio de cultura, nesse caso meio MA e levá-las para 

crescimento. Isso pode ser feito repetidas vezes. 

 

4.6 PREPARO DAS SUSPENSÕES DE CÉLULAS 

 

As suspensões de células mostradas na Figura 7 foram obtidas, pela diluição de uma 

alçada da levedura recém-crescida no meio Mosto Ágar em tubos de ensaio contendo água 

destilada estéril em uma concentração aproximada de 10
7
 células.  A verificação da 

concentração foi realizada por comparação a uma escala de linhas feitas em papel, conforme 

preconizado por Der Walt e Yarrow (1984). 

 

Figura 8 - Suspensões de células 

 
Fonte: Autor (2018) 
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4.7 FITAS IMPREGNADAS COM ACETATO DE CHUMBO 3% 

 

As fitas de papel filtro foram cortadas em tiras no tamanho de 0,5 x 7,5 cm e 

embebidas em um volume de 100 mL de solução de acetato de chumbo 3%. Depois foram 

acondicionadas em placa de Petri (14 cm). A placa foi esterilizada em autoclave por 30 

minutos a 121
0
C. Em seguida, a placa de Petri com as fitas foi colocada na estufa a 80°C até a 

secagem completa das tiras de papel filtro (SILVA; SILVA, 1984). 

 

4.8 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SULFETO DE HIDROGÊNIO (H2S) 

 

Para a realização do teste de capacidade de cada linhagem de levedura em produzir 

H2S, as amostras foram colocadas em tubo de ensaio com tampa rosqueada contendo 9 mL de 

mosto sulfito em triplicada. As fitas impregnadas com acetato de chumbo 3% foram postas na 

parte superior do tubo, com metade da fita permanecendo dentro do tubo, e acima do meio 

Mosto Sulfito (SILVA e SILVA, 1984). Nos tubos foi inoculado 1mL de suspensão de células 

de cada uma das 50 leveduras da série GPEpU17 e 50 da série GPEpUf17.  Os tubos foram 

transferidos para estufa Lab-Line® Imperial II Incubator (USA), e incubados a 24
0
C. Como o 

chumbo reage com o enxofre para formar sulfito de chumbo, esta reação faz com que a cor do 

papel de filtro passe do branco para o marrom escuro/preto. Essa mudança de cor das fitas 

caracteriza a linhagem produtora de H2S. A produção de H2S foi continuamente monitorada 

por um período de 96 horas, analisando as fitas de papel de filtro e classificando as leveduras 

produtoras em três níveis: (0) nula; (1) baixa; (2) média; e (3) alta, de acordo com a 

intensidade de coloração das fitas indicadoras. 

 

4.9 TESTE DE VELOCIDADE DE FERMENTAÇÃO. 

 

Para o teste de velocidade de fermentação foi empregado o meio de cultivo MS com o 

objetivo de avaliar a capacidade fermentativa de cada linhagem. A avaliação foi efetuada por 

gravimetria (GIUDICI & ZAMBONELLI, 1992; LONGO et al., 1992; da SILVA et al., 

2011b) em tubos de ensaio (20 mL) contendo tampa rosqueável (Vidrolabor®), previamente 

esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 min. Foram adicionados: (9,0 mL) de meio MS e 

(1,0 mL) de inóculo celular na concentração de 10
7 

células/mL de cada linhagem. A 

fermentação foi conduzida a 24°C, com ausência de agitação, em estufa Imperial II 

Incubator® (Lab-Line, Melrose Park, USA) nos mesmos tubos de produção de H2S. Os 



43 
 

valores obtidos remetem ao CO2 desprendido em intervalos de seis e 18 horas, no período de 

96 horas (SILVA e SILVA, 1984). Os mesmos foram pesados em balança analítica TKS 

DJV300A, e os resultados das pesagens foram comparados à velocidade de desprendimento 

de CO2 das linhagens tomadas como padrão 1VVT97 e K1, que apresentam potencial 

fermentativo adequado. O acompanhamento do desprendimento de CO2 foi realizado com 

auxílio de planilha do Excel, contendo os valores da pesagem, a média aritmética da triplicata, 

e o Δp=t0-t1, onde t0 corresponde ao peso médio no tempo inicial e t1 equivale ao peso médio 

no tempo subsequente. A partir dos valores de Δp, foram obtidos os gráficos para 

acompanhamento da fermentação (GIUDICI e ZAMBONELLI 1992; CIANI e FERRARO 

1996; CIANI e FATICHENTI 2001). 

 

5.0 DETECÇÃO DA CAPACIDADE KILLER  

 

A determinação do fator killer foi realizada em duplicada em placas de Petri, contendo 

meio  MA80:20 (SILVA et al., 2011) . Todo o processo de manipulação das linhagens, para 

efetuar os testes, foi realizado em capela de fluxo laminar. As placas foram inicialmente 

semeadas pipetando 0,1 mL de uma suspensão com concentração de 10
7 

células/mL das 

linhagens sensíveis: 26B84,  21MCF14, 40MCF14, 50MCF14, 46TASL15 e 1GTRU15. As 

células foram espalhadas com a alça de Drigalski flambada. As leveduras de linhagens padrão 

killer (k1, 1B e 91B) e as das séries GPEpU17 e GPEpUf17 foram transferidas como pontos 

duplicados para cada placa já semeada, com auxílio da alça estéril, uma pequena quantidade 

de células das linhagens em teste, isto é, as 100 leveduras isoladas da uva cultivar Goethe.  As 

placas foram transferidas para a estufa incubadora a 24
°
C por 48 horas. O fator killer positivo 

é indicado por uma formação de halo de inibição ao redor das leveduras sensíveis (SILVA, 

1996). 

 

5.1 TESTE DE SENSIBILIDADE  

 

A sensibilidade das linhagens selecionadas contra as linhagens killer foi avaliada em 

placas de Petri contendo o meio Mosto Ágar MA80:20. Todo processo foi realizado em 

capela de fluxo laminar. Inicialmente as placas foram semeadas pipetando 0,1 mL de uma 

suspensão de concentração de 10
7 

células/mL das linhagens de cada uma das séries GPEpU17 

e GPEpUf17 e espalhadas com o auxílio de uma alça de Drigalski. Logo após, duplos pontos 
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de inóculo das seguintes linhagens conhecidas por apresentar capacidade killer foram 

aplicados sobre as linhagens das séries previamente espalhadas: C. diversa 40GCEpU16, 

41GCEpU16, 19GTEpU16, 28GTEpU16, 32GTEpU16, 29MCF14, 10MBR2F14, 

27MBR2F14, 51MCF14, 52MCF14, 30MPB12, 12MPB12 44TASL15, 2GCEpU16, 

8GCEpU16, 36GCEpUf16, Sacch. cerevisiae 1B84, 91B84, K1, H’spora opuntiae 

34GPEpU16, 13GTRU15, 7GTGU15, 33MCF14, 37GPEpU15 e H’spora uvarum 28MCF14.  

As linhagens da série GPEpU17 e da série GPEpUf17  também foram avaliadas quanto à 

possibilidade de apresentar  sensibilidade às  leveduras killer de sua própria série, as quais 

foram transferidas em pontos duplicados, com auxílio de uma alça descartável estéril.   As 

placas foram mantidas em estufa Imperial II Incubator® (Lab-Line, Melrose Park, USA), a 24 

°C por três dias foi avaliado os resultados de sensibilidade.  

 

5.2 IDENTIFICAÇÃO TAXONÔMICA DAS LINHAGENS DAS SÉRIES GPEPU17 E 

GPEPUF17 

 

5.2.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A extração do DNA de 3 linhagens foi realizada a partir do congelamento e 

descongelamento das suspensões conforme descrito por Silva et al. (2012). Foi amplificada, 

por PCR, a região ITS do rDNA ITS1-5.8S-ITS2, com os primers (iniciadores) ITS1 (5‟ – 

TCC GTA GGT GAA CCT GCG G‟3) e ITS4 (5‟ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3‟) 

(AGUSTINI et al., 2014). A reação de PCR é composta pela mistura dos seguintes 

componente descritos na tabela 2, com 1 µL do DNA correspondente a cada amostra. 

 

Tabela 2 Composição do meio reacional para reação de PCR e amplificação da região ITS 

rDNA 

Componentes  Concentração 

Água de ultra pura 13,95 µL 

Tampão Taq DNA polimerase 10x 2,5 µL  

Cloreto de magnésio 50 mM  75 µL  

Nucleotídeos trifosfatados 1mM   4,5 µL  

Oligonucleotídeos iniciadores F 20 pmol/μL 1,0 µL  

Oligonucleotídeos iniciadores R 2pmol/μL 4,5 µL  

Taq DNA polimerase 5U/μL 0,3 µL  

DNA amostral 1,0 μL 

Fonte: Autor (2018) 
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A reação de amplificação foi realizada em termociclador, nas seguintes condições: 

iniciado com uma fase de desnaturação a 95°C por cinco minutos seguida por  40 ciclos com 

as condições: 95°C por 30 segundos para a etapa de desnaturação, 60°C por 1 min  para o 

pareamento, 72°C um 1 min  para a extensão da cadeia. Depois desse ciclo há uma fase a  

72°C por 10 min  para a extensão final. Foram adicionados 2,1 μL do corante azul de 

bromofenol a 4,5 μL do produto de PCR, aplicados em gel de agarose (1,5%). Foi adicionado 

o marcador (Norgen-Canada, Low Ranger 100 pb, DNA Ladder), na alíquota de 4,5 μL, e o 

produto da PCR foi submetido à eletroforese horizontal na corrente elétrica de 120/110V, por 

aproximadamente 2 horas (figura 13). O gel foi corado com solução de brometo de etídio na 

concentração de 0,5 μg/mL por 20 minutos e foto documentado por meio de foto 

documentador Biorad MolecularImager Gel DCOTM, empregando o software Image LabTM 

Software (USA) (Biorad - USA).  

 

5.2.2 Polimorfismo de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) 

 

A identificação de três linhagens de leveduras uma da série GPEpU17 e duas da série 

GPEpUf17 foi realizada pela técnica de PCR-RFLP, o restante das leveduras foram 

previamente identificadas por MALDI-TOF-MS. O resultado da amplificação por ITS1-5.8S-

ITS2, gerando o amplicon, foi submetido à atividade das enzimas de restrição de forma 

individual, com três endonucleases de restrição, sendo elas: CFOI (5‟ C↓GCG3‟), HinfI (5‟ 

G↓CTNA 3‟) e HaeIII (5‟ GG↓CC 3‟). As clivagens enzimáticas seguiram as orientações do 

fabricante quanto ao tempo e ao meio reacional. As condições utilizadas para clivagem do 

amplicon estão indicadas na tabela 3 
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Tabela 3 - Condições das enzimas de restrição 

REAGENTE VOLUME 

Enzima  Hinf I Hae III CFOI 

Água ultrapura   3,5µL 3,5µL 3,65µL 

Tampão específico  1,0µL 1,0µL 1,0µL 

BSA  - - 0,10µL 

Enzima  0,5µL 0,5µL 0,25µL 

Amplicon  5,0µL 5,0µL 5,0µL 

 Volume total  10µL 10µL 10µL 

Tempo  1 h 1h 1-4h 

Fonte: Autor (2018) 

 

A solução foi incubada em estufa a 37°C. O tempo necessário para clivar o amplicon  

variou conforme a enzima, conforme descrito na tabela 3, foi adicionado 4,5 μL do marcador 

(DNA-LADDER – Low Ranger 100 pb – Norgen – Canadá). Os produtos foram submetidos à 

eletroforese horizontal em gel de agarose 3% a 90 V durante duas horas. O gel foi corado com 

solução de brometo de etídio na concentração de 0,5 μg/mL, durante 20 minutos, visualizado 

em luz UV e fotografado em fotodocumentador. 

A identificação de gêneros e espécies das leveduras da série GPEpU17 e GPEpUf17 

foi realizada por meio dos resultados obtidos (PCR e RFLP) e sua comparação com os valores 

de pares de base presentes em bancos de dados  (AGUSTINI et al., 2014) 

.  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS  

 

O isolamento de leveduras a partir do mosto de Uva da Cultivar Goethe Primo do Vale 

da Uva Goethe em Urussanga- SC foi previamente realizado. Foram feitos dois isolamentos, 

compreendendo, 50 linhagens de cada isolamento.  As leveduras isoladas por testes de 

caracterização.  

Foram obtidas 31 linhagens de leveduras da série GPEpUf17 com potencial para 

vinificar e se encontram armazenadas em ultrafreezer à -80ºC, incorporadas à Coleção de  

microrganismos do Laboratório de Microbiologia Aplicada do Centro Nacional de Pesquisa 

de Uva e Vinho da Embrapa (CNPUV). 

 

6.2 VELOCIDADE DE FERMENTAÇÃO 

 

6.2.1 Demonstrativos gráficos da velocidade de fermentação da linhagem GPEpU17. 

 

Das 50 linhagens selecionadas na série GPEpU17, nenhuma delas apresentou 

potencial fermentativo compatível ao processo inicial de vinificação, porém poderão ser 

utilizadas como cultura mista com Saccharomyces cerevisiae. Os resultados podem ser 

observados nas figuras 9 - 13, pela comparação na evolução do desprendimento de CO2 das 

linhagens isoladas frente às linhagens-padrão. 
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Figura 9 - Evolução do desprendimento de CO2 velocidade promovida pelas 10 primeiras  

linhagens da série  GPEpU17 e pelas linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 10 - Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas linhagens 11GPEpU17 a 

20GPEpU17 e pelas linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 Fonte: Autor (2018) 
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Figura 11 – Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas linhagens 21GPEpU17 a 

30GPEpU17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 12 – Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas linhagens31GPEpU17 a 

40GPEpU17 e pelas linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 
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Figura 13 - Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas linhagens 41GPEpU17 a 

50GPEpU17 e pelas linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 
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Segundo Barata; Malfeito-Ferreira e Loureiro (2012), as leveduras Hanseniaspora 

spp, Candida spp, Metschnikowia spp e Pichia spp são as espécies de levedura mais 

comumente encontradas nas bagas de uva, o que está de acordo com a sua predominância no 

inicio da fermentação espontânea do mosto de uva. Chavan et al. (2009) também encontraram 

predominantemente Hanseniaspora uvarum e Issatchenkia terricola no isolamento e 

identificação de leveduras de uvas utilizadas na China. 

 

6.2.2 Demonstrativos gráficos da velocidade de fermentação da linhagem GPEpUf17. 

 

Na série GPEpUf17 50% das linhagens apresentaram alto potencial fermentativo 

maior que as leveduras padrão de LMA. O resultado é visível quando comparado com a 

evolução de CO2 pelas linhagens padrão de referência Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e 

K1. As tabelas a seguir mostrarão as velocidades de fermentação das linhagens GPEpUf17. 

 

Figura 14 – Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas das linhagens  1GPEpUf17 

a 10GPEpUf17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 
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Figura 15 – Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas das linhagens 

11GPEpUf17 a 20GPEpUf17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 16 - Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas das linhagens 21GPEpUf17 

a 30GPEpUf17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 
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Figura 17 - Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas das linhagens  

31GPEpUf17 a 40GPEpUf17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 18 - Evolução do desprendimento de CO2 promovida pelas das linhagens 41GPEpUf17 

a 50GPEpUf17 e das linhagens padrão Sacch. cerevisiae 1VVT97 e K1 

 Fonte: Autor (2018) 
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agentes fermentativos dominantes. Os outros 50% das linhagens da série GPEpUf17 possuem 

potencial fermentativo superior as leveduras padrão LMA, gênero e espécie Saccharomyces 

cerevisiae, todas com comportamento killer e apenas a 4GPEpUf17 produziram baixo nível 

de  H2S conforme ilustrado no quadro 1. 

Diversos estudos relatam diferentes taxas de fermentação por leveduras a partir de 

vinhedos e superfície de uvas maduras. Wlodarczyk et al. (2012), isolando leveduras das 

cultivares Cabernet Franc, Ancellotta e Tannat da região de Pinto Bandeira- RS, encontraram 

somente 16 linhagens todas oriundas da cultivar Ancellotta, com potencial fermentativo para 

elaboração de vinhos, ou seja, alta velocidade de fermentação, com características neutras, em 

relação ao fator killer e nula produção de sulfeto. Canossa et al. (2015), isolando leveduras 

provenientes da cultivar Moscato Tradicional oriunda da região de Farroupilha- RS, 

encontraram apenas 3 linhagens com capacidade fermentativa 6% de 50 leveduras 

caracterizadas. Lima et al. (2017) caracterizando leveduras da cultivar Malbec da região de 

Campo Belo do Sul-SC, obtiveram apenas 21 linhagens com atividade fermentativa 42% do 

total de 50 leveduras. 

A capacidade fermentativa está relacionada à resposta de cada linhagem em relação a 

fatores de estresse aos quais todas as leveduras são submetidas, como a alta produção de 

etanol e a disponibilidade de nutrientes (WLODARCZYK, 2013). 

 

Quadro 1 – Linhagens da série GPEpUf17 com alto potencial enológico e evolução de CO2 

comparado com linhagens padrão 1VVT97 e K1 

Linhagens  Gênero e espécie  (H2S) Killer CO2(g) 

4GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae + k 0,6233 

5GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5333 

6GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6433 

8GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6700 

10GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6600 

11GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5470 

14GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5870 

20GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4830 

22GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5430 

23GPEpUf16 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4900 

25GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5430 

30GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4800 
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31GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4700 

32GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,4430 

33GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5870 

34GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6000 

36GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,3400 

40GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5930 

41GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5300 

42GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5030 

43GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5200 

46GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6600 

48GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,6000 

49GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5800 

50GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae - k 0,5130 

K1 Saccharomyces cerevisiae - k 0,3170 

1VVT97 

Saccharomyces cerevisiae 

Embrapa -  0,2730 
Fonte: Autor (2018) 

 

6.3 PRODUÇÃO H2S 

 

Das 50 linhagens da série GPEpU17, apenas 16 linhagens apresentaram produção de 

(H2S) como mostrado na tabela 4, o que corresponde a 32%. As leveduras produtoras de H2S 

estão subdivididas de acordo com a produção de sulfeto de hidrogênio por meio da notação 

indicativa de alta produção(+++),média produção(++) e baixa produção (+), o restante 68% 

não apresentou produção de  H2S, sendo classificadas como produção nula(-). A figura 19 

mostra um gráfico do percentual de linhagens que desprendem sulfeto de hidrogênio. O 

gênero da levedura, a composição do meio de cultura e o metabolismo de aminoácidos que 

contém enxofre podem influenciar diretamente na quantidade de H2S produzida. 

Os resultados de produção de H2S apresentados pelas leveduras da série GPEpU17 se 

assemelham aos apresentados por Sperotto et al (2016) que caracterizaram 47 leveduras 

isoladas de uvas da cultivar Malbec de Campo Belo do Sul-SC, encontraram 31,91% de 

produtoras de H2S. Canossa et al. (2014), observaram que em 100 linhagens de leveduras 

isoladas das cultivares Malvasia Branca e Moscato Alexandria da região de Farroupilha – RS, 

61% das linhagens isoladas foram capaz de produzir H2S no meio Mosto Sulfito. 
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Tabela 4 - Produção de H2S da Série GPEpU17 

Linhagem da série  Gênero e espécie Nível (H2S) 

6GPEpU17 Issatchenkia terrícola +++ 

10GPEpU17 Zigoascus meyerae + 

15GPEpU17 Issatchenkia terrícola +++ 

20GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

21GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

22GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

23GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

24GPEpU17 Issatchenkia terrícola ++ 

25GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae ++ 

26GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

36GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

40GPEpU17 Issatchenkia terrícola +++ 

41GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

43GPEpU17 Candida diversa  + 

44GPEpU17 Saccharomycopsis vini + 

46GPEpU17 Issatchenkia terrícola +++ 

47GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 

49GPEpU17 Candida diversa ++ 

Fonte: Autor (2018) 
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Figura 19 – Nível de produção de H2S pelas linhagens GPEpU17 isoladas da cultivar Goethe 

Primo Epagri – Urussanga, SC 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

A avaliação das 50 linhagens da série GPEpUf17 mostra que apenas 11 leveduras 

como mostrado na tabela 5 produzem sulfeto de hidrogênio, o que significa um porcentual de 

22% de toda a linhagem. Esta série também é subdividida por nível de produção do gás 

sulfeto já explicado anteriormente e mostrado na figura 20. 

Os resultados relativos à produção de H2S na série GPEpUf17 podem ser comparados 

com o trabalho realizado por Lima et al (2017), caracterizaram 10 leveduras produtoras de 

H2S (20%), entre as 50 linhagens isoladas de  uvas da cultivar Malbec de Campo Belo do Sul-

SC. 

Saliento que neste estudo e nos estudos citados de Canossa et al. (2014), Sperotto et al. 

(2015) e Lima et al (2017) os testes foram efetuados em meio Mosto Sulfito, porém, a 

concentração de sulfeto de hidrogênio nestes trabalhos foram diferentes aos encontrados nas 

séries GPEpU17 e GPEpuF17. Esta diferença de variação pode estar associada à variedade da 

cultivar na qual as leveduras foram isoladas e aos gêneros aos quais estas pertencem. 

 

Tabela 5 - Produção de H2S da Série GPEpUf17 

Linhagem da série  Gênero e espécie Nível (H2S) 

2GPEpUf17 Candida diversa +++ 

3GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae + 

4GPEpUf17 Saccharomyces cerevisiae +++ 

16GPEpUf17 Issatchenkia terrícola + 
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17GPEpUf17 Issatchenkia terrícola + 

26GPEpUf17 Starmerella bacillaris + 

27GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae + 

29GPEpUf17 Candida diversa ++ 

35GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae ++ 

37GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae + 

38GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae + 

Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 20 - Nível de produção de H2S pelas linhagens GPEpUf17 isoladas da cultivar Goethe 

Primo Epagri – Urussanga, SC 

Fonte: Autor (2018) 

 

Observa-se que entre as duas séries analisadas o percentual quantitativo de leveduras 

que produzem H2S variam significativamente, mas, a maioria das linhagens não produziu 

sulfeto de hidrogênio, e a minoria produtora, caso esteja presente durante o processo de 

vinificação poderá comprometer a qualidade do produto. 

 

6.4 FATOR KILLER 

 

No teste para identificação da presença do fator Killer, mostrado na figura 21 e na 

figura 22, foram utilizadas linhagens sensíveis não-Saccharomyces; Candida californica 

40MCF14, Issatchenkia terricula 21MCF14, H’spora uvarum 50MCF14, 
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Zygosaccharomyces bispora 46TASL15, Pichia fermentans 1GTRU15 e uma Saccharomyces 

cerevisiae 26B84.  

No estudo realizado entre as 50 linhagens da série GPEpU17, foi observadado a 

presença do fator killer somente em seis leveduras (Issatchenkia terrícola 6GPEpU17, 

25GPEpU17, 40GPEpU17, 46GPEpU17, Candida diversa 43GPEpU17, 49GPEpU17,), o que 

corresponde a 12% das linhagens.  

O resultado deste presente trabalho assemelha-se ao estudo realizado por Schauren et 

al (2016) analisando o perfil de 49 leveduras isoladas de uvas Goethe Tradicional, cultivadas 

na região Vales da Uva Goethe em Urussanga – SC, que encontraram apenas 2,4% de 

linhagens killer. Canossa et al caracterizando 100 leveduras provenientes de uvas das 

cultivares Malvasia Bianca e Moscato Alexandria oriundas da região de Farroupilha- RS, 

observaram que apenas 7 % apresentavam comportamento killer. 

 

Figura 21 - Halo de morte provocado por leveduras isoladas no teste de fator killer GPEpU17 

X levedura sensível não-Saccharomyces 1GTERU15 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

A análise da presença de leveduras killer na série GPEpUf17, revela que 29 linhagens 

possuem fator Killer (C. diversa: 2GPEpUf17, Sacch. cerevisiae: 4GPEpUf17, 5GPEpUf17, 

6GPEpUf17, 8GPEpUf17, 10GPEpUf17, 11GPEpUf17, 14GPEpUf17, 20GPEpUf17, 

22GPEpUf17, H’spora opuntiae: 23GPEpUf17, Sacch. cerevisiae: 25GPEpUf17, H’spora  

opuntiae: 28GPEpUf17, C. diversa: 29GPEpUf17, Sacch. cerevisiae: 30GPEpUf17, 

31GPEpUf17, 32GPEpUf17, 33GPEpUf17, 34GPEpUf17, H’spora opuntiae: 35GPEpUf17, 

Sacch.  cerevisiae: 36GPEpUf17, 40GPEpUf17, 41GPEpUf17, 42GPEpUf17, 43GPEpUf17, 

46GPEpUf17, 48GPEpUf17, 49GPEpUf17, 50GPEpUf17), o equivalente a 58% das 

linhagens 
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O estudo realizado por Lima et al (2017) na região de Campo Belo do Sul-SC, com 

leveduras da cultivar Malbec, mostrou que 88% dos microrganismos isolados apresentaram 

fenótipo killer. Teixeira et al (2016) analisaram o perfil de 46 leveduras autóctones 

encontradas na uva Sauvignon Blanc, isoladas de um parreiral localizado em Campo Belo do 

Sul SC, encontraram 13,4% de leveduras com comportamento killer. 

A utilização de leveduras neutras é preconizada por alguns autores, pois elas são 

responsáveis pela formação de aromas diferenciados, uma vez que possuem capacidade de 

resistir à ação das linhagens killer e não impedem o desenvolvimento das linhagens presentes 

no início da fermentação (SILVA 1996) e (CANOSSA et al. 2012). Em um processo 

fermentativo, a habilidade para produção de toxina killer pode conferir vantagens seletivas 

sobre linhagens competitivas sensíveis e contaminantes, no entanto, Silva (1996) salienta que 

as leveduras devem ser selecionadas por suas características enológicas e não por sua 

atividade killer.  

 

Figura 22 - Halo de morte provocado por leveduras isoladas no teste de fator killer 

GPEpUf17 X levedura sensível Saccharomyces cerevisiae 26B84 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

 

6.5 AVALIAÇÃO DAS LINHAGENS SENSIVEIS E NEUTRAS 

 

A sensibilidade das linhagens da série GPEpU17 foi examinada perante as linhagens 

padrão killer não-Saccharomyces : C. diversa 2GCEpU16, 8GCEpU16, 36GCEpUf16, 

40GCEpU16, 41GCEpU16, 44TASL15, 19GTEpU16, 28GTEpU16, 32GTEpU16, 

29MCF14, 51MCF14, 52MCF14, 30MPB12, 12MPB12, 10MBR2F14, 27MBR2F14; 

H’spora uvarum 28MCF14, H’spora opuntiae 33MCF14, 13GTRU15, 7GTGU15, 
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37GPEpU15, 34GCEpU16 e Sacch. cerevisiae padrão killer 1B84, 91B84, K1, como 

demonstrado no quadro 2, as quais foram transferidas em pontos duplicados, com auxílio da 

alça de estéril calibrada. As placas foram colocadas em incubadora microbiológica a 24°C por 

48 horas para o crescimento. O resultado positivo para sensibilidade ao fator killer foi 

observado por meio da formação de halo de inibição de crescimento (SILVA, 1996). 

O resultado de sensibilidade da série GPEpU17 demonstra que apenas 15 destas 

leveduras (10GPEpU17, 11GPEpU17, 13GPEpU17, 14GPEpU17, 16GPEpU17, 

17GPEpU17, 18GPEpU17, 21GPEpU17, 22GPEpU17, 23GPEpU17, 35GPEpU17, 

38GPEpU17, 45GPEpU17, 47GPEpU17, 50GPEpU17) correspondendo a 30%, são sensíveis 

a linhagens killer padrão LMA, como demonstra o quadro 2. 

Uma nova avaliação de sensibilidade foi realizada em placas de Petri contendo meio 

Ágar Mosto 80:20, com o objetivo de encontrar linhagens da série GPEpU17 sensíveis a suas 

próprias leveduras killer, como mostrado na figura 23. A avalição mostrou que apenas 14 

linhagens (H’spora opuntiae: 1GPEpU17, 2GPEpU17, 3GPEpU17, 4GPEpU17, 5GPEpU17, 

Issatchenkia terrícola 6GPEpU17, H’spora opuntiae: 11GPEpU17, 12GPEpU17, 

13GPEpU17, 14GPEpU17, S. vini 16GPEpU17, H’spora  opuntiae: 19GPEpU17, 

27GPEpU17, Issatchenkia terrícola: 40GPEpU17), o correspondente a 28%, são sensíveis as 

suas próprias linhagens killer. O total de linhagens sensíveis de toda série GPEpU17 às 

leveduras killer padrão de LMA ou killer da mesma coleção é de 50%. 

Portanto, as linhagens que apresentaram resultado negativo para ambos os testes 

(capacidade killer e sensibilidade) foram classificadas como neutras (K
-
R

+
). 

 

Figura 23 - Sensibilidade da levedura 19GPEpUf17 as Killer GPEpU17 

 
Fonte: Autor (2018) 

19GPEpU17 
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Quadro 2 – Linhagens caracterizadas sensíveis às linhagens killer específicas 

Linhagens sensíveis  Gênero e espécie  Killer  

1GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17, 

2GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17, 

3GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17, 

4GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 46GPEpU17, 

5GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 40GPEpU17, 46GPEpU17, 

6GPEpU17 Issatchenkia terrícola 25GPEpU17, 

10GPEpU17 Zygoascus meyerae 33MCF14. 

11GPEpU17 Saccharomycopsis vini 25GPEpU17, 33MCF14 

12GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 

25GPEpU17, 40GPEpU17, 

46GPEpU17, K1, 

13GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 

25GPEpU17, 8GCEpU16, K1, 

33MCF14 

14GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 

25GPEpU17, 40GPEpU17, 

8GCEpU16, 33MCF14 

16GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 

25GPEpU17, 8GCEpU16, K1, 

33MCF14 

17GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, K1, 33MCF14 

18GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae K1, 33MCF14 

19GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 

25GPEpU17, 40GPEpU17, 

46GPEpU17, 

21GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

22GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

23GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

27GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpU17, 

35GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

38GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

40GPEpU17 Issatchenkia terrícola 25GPEpU17, 

45GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14 

47GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14 

50GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 33MCF14 

Fonte: Autor (2018) 
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Através dos métodos de comparação aplicados nas linhagens da série GPEpU17 para 

avaliar a velocidade de fermentação e produção de H2S, ficou constatado que ocorreu uma 

baixa velocidade fermentativa em toda linhagem e com pouca formação de H2S. Porém, 

ficaram caracterizadas 19 linhagens neutras, que equivale a 38%, como mostrado no quadro 3, 

por não serem afetadas pelo fator killer e nem apresentarem um efeito letal  contra outras 

linhagens. Com este resultado é possível saber quais delas poderão ser empregadas em 

culturas mistas na produção de vinho por terem apresentado uma baixa atividade fermentativa 

 

Quadro 3 -– Linhagens das série GPEpU17 neutras não enológicas e evolução de CO2 

comparado com linhagens padrão 1VVT97 e K1  

Linhagens neutras Gêneros e espécie (H2S) CO2(g) 

7GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200 

8GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300 

9GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1100 

15GPEpU17 Issatchenkia terrícola +++ 0,1200 

20GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200 

24GPEpU17 Issatchenkia terrícola ++ 0,1200 

26GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1130 

28GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1270 

29GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300 

30GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1230 

31GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1100 

32GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1170 

33GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200 

34GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1300 

36GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200 

37GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,0970 

39GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1200 

41GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200 

42GPEpU17 Saccharomycopsis vini - 0,1170 

44GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae + 0,1200 
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48GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae - 0,1133 

K1 Saccharomyces cerevisiae  0,4230 

1VVT Saccharomyces cerevisiae 

(Embrapa) 

 0,3330 

Fonte: Autor (2018) 

 

Para detectar a sensibilidade (K
-
R

-
) das linhagens da série GPEpUf17 frente a 

leveduras de comportamento killer (K
+
R

+
), foram utilizadas as mesmas linhagens padrão 

killer citadas no teste de sensibilidade realizado para série GPEpU17. A avaliação de 

sensibilidade foi feita em placas de Petri contendo meio Ágar Mosto 80:20, nas quais foram 

semeadas uma linhagem da coleção da série GPEpUf17 por placa, pipetando-se 0,1 mL de 

uma suspensão de células com concentração de 10
7 

células/mL, depois foi a vez das linhagens 

padrão killer serem transferidas em pontos duplicados, com auxílio da alça de estéril. As 

placas prontas foram levadas a incubadora microbiológica a 24°C por 48 horas para 

crescimento dos microrganismos. O resultado positivo para sensibilidade ao fator killer foi 

observado pela formação de halo de inibição de crescimento (SILVA, 1996). O resultado 

mostrou que 24% das linhagens (H’spora opuntiae 3GPEpUf17, 7GPEpUf17, 18GPEpUf17, 

19GPEpUf17, 21GPEpUf17, 27GPEpUf17, 28GPEpUf17, 35GPEpUf17, 37GPEpUf17, 

38GPEpUf17, 47GPEpUf17) são sensíveis a pelo menos uma das linhagens killer padrão 

LMA(quadro 4).  

Um novo estudo avaliativo para sensibilidade da série GPEpUf17 foi realizado 

utilizando o mesmo meio de cultura já referido anteriormente, com o objetivo de encontrar 

linhagens sensíveis as 29 linhagens killer da mesma série encontradas no item 6.4 (Teste 

Killer GPEpUf17), demonstrativo de sensibilidade GPEpUf17 vs GPEpUf17 killer como 

mostrado na figura 24 e figura 25. 
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Figura 24 – Sensibilidade da levedura 3GPEpUf17 as Killer GPEpUf17 

 
Fonte: Autor (2018) 

 

Figura 25 – Sensibilidade da levedura 7GPEpUf17 as Killer GPEpUf17 

 

Fonte: Autor (2018) 

 

O resultado do teste de sensibilidade desta coleção demonstrou que seis linhagens da 

espécie H’spora opuntiae (3GPEpUf17, 7GPEpUf17, 13GPEpUf17, 18GPEpUf17, 

19GPEpUf17, 47GPEpUf17) são sensíveis a linhagens killer da série GPEpUf17. As 

leveduras 3GPEpUf17 e 7GPEpUf17 foram sensíveis a 26 leveduras killer da série 

GPEpUf17 e linhagens killer padrão LMA como mostrado no quadro 4. A linhagem H’spora 

opuntiae 3GPEpUf17,  que juntamente com a linhagem 7GPEpUf17 tiveram  maior 

sensibilidade ao fator killer e foram integradas ao agrupo de leveduras padrão de sensibilidade 

e já estão sendo utilizadas no LMA  da Embrapa uva e vinho. O teste de sensibilidade 

mostrou 15 leveduras  sensíveis na série GPEpUf17, o que corresponde a 30%. 
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Quadro 4 – Linhagens da série GPEpUf17 sensíveis a proteína killer 

Linhagens 

sensíveis 

Gênero e espécie Killer: killer 

1GPEpUf17 NI 33MCF14,  

3GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 2GPEpUf17, 4GPEpUf17, 5GPEpUf17, 

6GPEpUf17, 8GPEpUf17, 10GPEpUf17, 

11GPEpUf17, 14GPEpUf17, 20GPEpUf17, 

22GPEpUf17, 23GPEpUf17, 25GPEpUf17, 

30GPEpUf17, 31GPEpUf17, 32GPEpUf17, 

33GPEpUf17, 34GPEpUf17, 36GPEpUf17, 

40GPEpUf17, 41GPEpUf17, 42GPEpUf17, 

43GPEpUf17, 46GPEpUf17, 48GPEpUf17, 

49GPEpUf17, 50GPEpUf17, 8GCEpU16, 

K1, 13GTRU15, 33MCF14,  

7GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 2GPEpUf17, 4GPEpUf17, 5GPEpUf17, 

6GPEpUf17, 8GPEpUf17, 10GPEpUf17, 

11GPEpUf17, 14GPEpUf17, 20GPEpUf17, 

22GPEpUf17, 23GPEpUf17, 25GPEpUf17, 

30GPEpUf17, 31GPEpUf17, 32GPEpUf17, 

33GPEpUf17, 34GPEpUf17, 36GPEpUf17, 

40GPEpUf17, 41GPEpUf17, 42GPEpUf17, 

43GPEpUf17, 46GPEpUf17, 48GPEpUf17, 

49GPEpUf17, 50GPEpUf17, 8GCEpU16, 

K1, 33MCF14,  

13GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae  6GPEpUf17  

15GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 

13GTRU15, 33MCF14,  

16GPEpU17 Hanseniaspora opuntiae 13GTRU15, 33MCF14,  

18GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, K1, 33MCF14, 33MCF14,  

19GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 40GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 33MCF14,  

21GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 

13GTRU15, 33MCF14, 
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27GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 8GCEpU16, K1, 33MCF14,  

28GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae K1, 13GTRU15, 33MCF14,  

35GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 40GPEpUf17, 8GCEpU16, 

K1, 13GTRU15, 33MCF14,  

37GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 

38GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1, 

47GPEpUf17 Hanseniaspora opuntiae 25GPEpUf17, 8GCEpU16, K1,  

Fonte: Autor (2018) 

 

No trabalho realizado com a linhagem GPEpUf17 para avaliar a sensibilidade ao fator 

killer ou a presença do mesmo fator, formação de H2S e velocidade fermentativa obtivemos 

resultados importantíssimos em toda a série. A velocidade de fermentação demonstrada por 

algumas linhagens foi superior à das leveduras padrão Saccharomyces cerevisiae K1 e 1VVT 

(Embrapa) conforme item (6.2.3), poucas formaram H2S e por fim, foram observadas 

linhagens neutras.  

As leveduras são classificadas neutras quando apresentam resultado negativo para 

ambos os testes (capacidade killer e sensibilidade). Nessas condições, dentro da série 

GPEpUf17, 8 linhagens 16% são neutras, e entre as neutras  25% são produtoras de sulfeto de 

hidrogênio (+) e 75% não produtoras de H2S (-), conforme quadro 5. Desta forma fica 

evidente que nenhuma das linhagens neutras da série GPEpUf17 apresentam potencial 

fermentativo frente as leveduras fermentativas padrão de LMA (KI, 1VVT97). 

Os resultados do teste de sensibilidade do presente trabalho assemelham-se a estudos 

realizados por Sperotto et al( 2016), no qual os autores isolaram leveduras da cultivar Malbec 

de Campo Belo do Sul-SC, encontraram 12,77% de linhagens sensíveis ao fator killer e 

87,23% das linhagens obtiveram o comportamento neutro. Frare (2017), caracterizando  50 

linhagens autóctones obtidas de parreirais da cultivar Merlot no município de Santana do 

Livramento – RS, encontrou 30% de linhagens sensíveis a toxina killer e 70% neutras por não 

matarem e serem eliminadas pela toxina killer. CANOSSA et al. (2012), avaliando leveduras 

isoladas das cultivares Cabernet Sauvignon e Merlot de Pinto Bandeira, Bento Gonçalves 

verificaram que nenhuma linhagem apresentou comportamento positivo para sensibilidade.  

Além dos fatores ambientais típicos da região de origem das leveduras, a atividade 

killer depende também da interação entre a população microbiana existente na microflora da 

uva (CANOSSA, 2015). As leveduras sensíveis à toxina killer, dependem de alguns fatores, 



68 
 

tais como: tipos de toxinas que as linhagens killer produzem; bem como a fase de crescimento 

da mesma (BARTUNEK et al., 2001). 

 

Quadro 5 – Linhagens da série GPEpUf17 neutras não enológicas e evolução de CO2 

comparado com linhagens padrão 1VVT97 e K1. 

Linhagens Neutras Gênero e espécie (H2S) CO2(g) 

9GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1633 

12GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,2370 

17GPEpUf17 Issatchenkia terrícola +++ 0,1030 

24GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1270 

26GPEpUf17 Starmerella bacillaris + 0,0970 

39GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1200 

44GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1130 

45GPEpUf17 Starmerella bacillaris - 0,1300 

K1 Saccharomyces cerevisiae - 0,3170 

1VVT97 Saccharomyces cerevisiae 

(Embrapa) 

- 0,2730 

Fonte: Autor (2018) 

 

6.6 IDENTIFICAÇÃO DAS LINHAGENS PREVIAMENTE SELECIONADAS DAS 

SÉRIES GPEpU17 E DA SÉRIE GPEpUf17 

 

Os critérios utilizados para a escolha da identificação das leveduras da série GPEpU17 

e da série GPEpUf17 foram baseados nos comportamentos que expressaram durante os testes 

de fermentação, produção de H2S, fator killer, sensibilidade a este fator e neutralidade. 

Para efeito de investigação e por não terem sido identificadas por MALDI-TOF-MS, 

foram consideradas as seguintes leveduras: 24GPEpU17(neutra e com média produção de 

H2S) e 42GPEpU17 (neutra e com alta produção de H2S). Estas são da série GPEpU17. A 

única levedura da série GPEpUf17 isolada para identificação foi a 1GPEpUf17(sensível à 

linhagem 33MCF14). A identificação das leveduras se baseou no perfil eletroforético de 

bandas em gel de agarose, com fragmentos de tamanhos estimados (PCR). A diferenciação 

das espécies foi efetuada por PCR-RFLP, com a aplicação das enzimas de restrição CfoI , 

HinfI e HaeIII (Figura 26). 
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Figura 26 - PCR - Perfil eletroforético da região ITS1-5.8S-ITS2 amplificada pelos 

iniciadores ITS1 e ITS4.  M (marcador molecular); 1- 1GPEpUf17; 2- 24GPEpU17; 3- 

42GPEpU17. 

  
Fonte: Autor (2018) 

 

A PCR mostrou que as linhagens podem pertencer a gêneros e espécies diferentes 

(Figura 26). Seguramente, a linhagem 24GPEpU17 pertence a um grupo distinto. A levedura 

1GPEpUf17(1) apresentou banda em aprox. 600 pb, a  24GPEpU17(2) em aproximadamente 

400 pb  e a 42GPEpU17(3) em aprox. 590 pb. Os valores de pares de base obtidos por PCR 

indicam mais de um possível gênero (Tabelas 6 e 7), fazendo-se necessário a utilização de 

RFLP para a identificação das mesmas. 

 

Tabela 6 - Tamanho, em pares de bases, dos produtos de ITS-PCR para as possíveis espécies 

na identificação da linhagem 1GPEpUf17 

ITS-PCR (pb) Espécie Referência 

595 Cryptococcus heveanensis Agustini et al., 2014; Lv et al,. 2013 

600 Sporobolomyces salmonicolor Esteves-Zarzoso et al.,1999 

600 Rhodotorula mucilaginosa Heras-Vazquez et al., 2003 

604 Rhodosporidiobolus ruineniae 

Guamán-Burneo e Carvajal-Barriga et 

al., 2009 

Fonte: Autor (2018) 

 

 

http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/fd10862d455097003e6fdf15ccb2c097/synonym/f9ba833fd4578ea5a4abbd6499a17d06
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Tabela 7 - Número de pares de bases do amplicons obtidos por ITS-PCR e as possíveis 

espécies para a identificação da linhagem 24GPEpU17 

ITS-PCR (pb) Espécie 

390 Candida akabanensis 

390 Metschnikowia pulcherrima 

420 Issatchenkia terrícola 

430 Candida californica 

450 Issatchenkia hanoiensis 

450 Pichia kluyveri 
Fonte: Autor (2018), adaptado de Agustini et al. (2014) 

 

Em seguida, as 3 linhagens não identificadas foram submetidas a PCR-RFLP para 

análise dos fragmentos gerados pela digestão efetuada com as enzimas de restrição CfoI,  

HinfI e HaeIII (Figura 27). 

 

Figura 27 - Perfil eletroforético dos fragmentos de restrição das linhagens 1GPEpUf17(1) 

com HaeIII, 24GPEpU17, com CofI (2), com  HinfI (3) e 42GPEpU17(4), com HaeIII.  

 
Fonte: Autor (2018) 

 

 

A levedura 1GPEpUf17, que apresenta um número de pares de base de 600 pb, 

quando foi empregada a enzima de restrição HaeIII, foi observado um  fragmento de DNA em 

aproximadamente em 590 pb, indicando que não houve clivagem. Sugere-se empregar outras 

enzimas de restrição como, HinfI, CfoI, MboI e DdeI encaminhar para sequenciamento da 
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região D1/D2 do rDNA. Por ser de coloração rosa, pode-se pensar em Sporobolomyces 

(Sporidiobolus) ou Rhodotorula. As espécies Rhodotorula mucilagenosa (Heras-Vazquez et 

al.., 2003) e Sporobolomyces  salmonicolor (Esteves-Zarzoso et al., 1999) exibem 600 pb na 

reação de PCR, o mesmo número aqui obtido. Como na reação de PCR-RFLP, empregando a 

enzima HaeIII, eram esperadas três bandas de 410:140:95 para Sporobolomyces salmonicolor 

(Esteves-Zarzoso et al., 1999) e duas bandas de 390:210 para Rhodotorula mucilaginosa 

(Esteves-Zarzoso et al., 1999),  e como só foi possível detectar uma banda com 590 pb, 

conclui-se que a linhagem 1GPEpUf17 precisa ser sequenciada. Neste caso, será sequenciada 

a região D1/D2 do rDNA para a correta identificação  

A levedura 24 GPEpU17 mostrou fragmentos de aproximadamente 110 pb, 90 pb, 

80 pb, 70 pb e 60 pb com a enzima CfoI e aproximadamente 220 pb e ,100 pb para a enzima 

HinfI, o que segundo Agustini et al. (2014) e Granchi et al. (1999) sugerem ser uma levedura 

da espécie Issatchenkia terricola. Com relação à enzima de restrição HinfI, Settanni et al. 

(2012) encontrou apenas uma banda de 225 pb. Isso mostra a variação que uma linhagem 

pode apresentar com uma determinada enzima. Guamán-Burneo e Carvajal-Barriga (2009) 

encontraram diferentes pares de base para  Rhodosporidiobolus ruineniae. Os valores 

encontrados pelos autores foram 604, 626 e 627. Isso pode ser verdadeiro também para a 

reação de PCR. Para a espécie Candida stellata pode-se obter pela reação de PCR amplicons 

com 500 (Guillamón et al., 1998) , 480 (Nisiotou et al., 2007) 475 (Esteves-Zarzoso et al., 

1999; Sabate et al., 2002). É comum em estudos de identificação por PCR-RFLP haver relatos 

sobre  diferentes tamanhos de amplicons e, também, a existência de perfis de restrição 

distintos quando linhagens são analisadas dentro de uma mesma espécie (ESTEVE-

ZARZOSO et al., 1999; PHAM et al., 2011). 

De acordo com os fragmentos de restrição obtidos com a clivagem do DNA pela 

enzima HaeIII, que ocorreu em aprox. 390 pb, 140 pb e 70 pb sugere-se que a levedura 

42GPEpU17 pertença à espécie Saccharomycopsis vini, conforme dados do LMA. Segundo 

Barata et al. (2008), esta espécie apesenta um amplicon de 690 pb e, sob a ação da HaeIII, 

fragmentos de  380, 150 e e 80 pb. 

A utilização da PCR-RFLP para identificar três leveduras mostra o resultado na 

tabela 8 que apenas duas puderam ser identificadas, relacionando a cada linhagem, a espécie e 

o gênero junto com as características estudadas durante este trabalho. As demais leveduras de 

cada série foram identificadas por MALDI-TOF-MS, seguindo procedimentos definidos por 

Agustini et al. (2014).  

http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3a89a874f55f11adf62fb930115eaf5e/synonym/1fb674dd51f54a88762b74adf85f6bef
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/fd10862d455097003e6fdf15ccb2c097/synonym/f9ba833fd4578ea5a4abbd6499a17d06
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Desta forma, a técnica de sequenciamento é fundamental para garantir as corretas 

designações às linhagens estudadas (Agustini et al., 2014). 

 

Tabela 8 – Identificação das linhagens das séries GPEpUf17 e GPEpU17 

Linhagens Resultado do Genótipo 

com ITS1 E ITS2 

Capacidade 

Fermentativa 

killer Sensível H2S 

1GPEpUf17  Não identificada  Baixa (-) (+) Nula 

24GPEpU17 Issatchenkia terricola Baixa  (-) (-) Médi

a 

42GPEpU17 Saccharomycopsis vini 

 

Baixa  (-) (-)  Alta 

Fonte: Autor (2018) 

 

 

6.7 VIABILIDADE ECONOMICA  

 

O trabalho de caracterização da coleção leveduras isoladas do mosto de uvas Goethe 

Primo Epagri Urussanga 2017 foi desenvolvido na Embrapa Uva e Vinho no laboratório de 

Microbiologia Aplicada em Bento Gonçalves-RS, foi realizado durante o período de 23 de 

Abril a 10 Novembro de 2018. 

Com a intenção de verificar os efeitos econômicos na realização da pesquisa para o 

processo de caracterização de leveduras, durante os 2 meses de duração do trabalho, foram 

consideradas as seguintes condições para a soma dos custos: remuneração de mão-de-obra 

qualificada para a realização do trabalho; aquisição de equipamentos laboratoriais e compra 

de matérias e reagentes. Entretanto os valores aqui apresentados são simplesmente 

especulativos, pois a Embrapa e a Epagri buscam alcançar a toda comunidade com prestação 

de serviços essenciais de informação ou pesquisa gratuita, com objetivo de melhorar a 

qualidade de vida do produtor fornecendo informações técnicas e cientificas de como executar 

de maneira precisa e adequada o manejo de seu produto. 

Os custos totais para a realização do projeto estará divido em custos relativos para a 

aquisição de equipamentos e material de laboratório utilizado nas etapas de caracterização de 

leveduras que se encontram detalhados na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Custos relativos a aquisição de equipamentos utilizados para a caracterização de 

leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga – SC 2017  

Equipamentos  Custos (R$) 

Autoclave 20.000,00 

Balança Analítica  12.550,00 

Cuba de Eletroforese 2.400,00 

Capela de Fluxo Laminar  30.500,00 

Estufa de Secagem  3.400,00 

Incubadora Microbiológica  3.900,00 

Micropipetas (1, 5 e 10 µL) 1.000,00 

pHmetro 3.000,00 

Termociclador  32.000,00 

Transiluminador 59.000,00 

Fonte de Energia 1.700,00 

Vortex 1.200,00 

Alça de cromo/níquel 2.150,00 

Alça de Drigalski 550,00 

Frascos Erlenmeyers 6.000,00 

Microtubos tipo Eppendorf – 1.000 unidades 200,00 

Papel filtro 200,00 

Provetas (250 e 500mL) 2.000,00 

Sacos plásticos 20,00 

Tubos de ensaio (30mL) 1.000,00 

Tubos de ensaio com tampa rosqueável 1.500,00 

Total Material = 184.270,00 

Fonte: Autor (2018) 

 

Nota: Os valores foram pesquisados no Portal de compras governamentais 

(https://www.comprasgovernamentais.gov.br) 

 

Os custos apresentados na tabela 10 são correspondentes à preparação dos meios de 

cultivo e o restante das análises utilizadas para o isolamento, caracterização, identificação e 

manutenção das leveduras para vinificação. 

 

https://www.comprasgovernamentais.gov.br/
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Tabela 10 – Custos relacionados a aquisição de reagentes e material biológico utilizados para 

a caracterização de leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga – SC 2017 

Reagentes e Material Biológico Custos (R$) 

Acetato de chumbo 220,00 

Agar 240,00 

Agarose 1.900,00 

Água ultra pura 400,00 

Azul de bromofenol 25,00 

Azul de metileno 37,00 

Brometo de etídio 290,00 

dNTPs 7.050,00 

Enzima de restrição CfoI 280,00 

Enzima de restrição HaeIII 280,00 

Enzima de restrição HinfI 280,00 

Extrato de levedura 750,00 

Extrato de levedura não comercial 

líquido (ELNC) 

5,00 

Glicerol 80,00 

Iniciador ITS1 60,00 

Iniciador ITS2 60,00 

Kit tampão 10x + MgCl2 600,00 

Marcador molecular 220,00 

Mosto de uva “BRS Lorena(500Ml) 5,00 

Sulfito de sódio 570,00 

Taq Polimerase  250,00 

Triptona 380,00 

Total = 13.982,00 

Fonte: Autor (2018) 

 

Nota: Os valores foram pesquisados no Portal de compras governamentais 

(https://www.comprasgovernamentais.gov.br) 

 

O presente trabalho deverá conter em seu quadro executivo uma equipe especializada 

em microbiologia aplicada, com elevado nível de conhecimento e experiência em biologia 

molecular, sendo composta no mínimo por: pesquisador; analista; técnicos em laboratório e 
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estagiários, cada um executando tarefas distintas na realização das diferentes etapas descritas 

do presente projeto. Engenheiros de Bioprocessos e Biotecnologia presentes nesse quadro 

operacional adicionariam conhecimento por meio de sua ampla capacidade e domínio 

multidisciplinar em fermentações, biologia molecular entre outros, atuando em vários campos 

de execução nessa pesquisa, assumindo a coordenação total durante a realização dos 

trabalhos.  

A presença do estagiário de graduação será de executar os inúmeros encargos da rotina 

do laboratório sob o acompanhamento do Engenheiro de Bioprocessos e Biotecnologia. Este 

executará entre muitas outras tarefas, as de plaqueamento das linhagens, preparação do 

inóculo, inoculação, pesagem diária dos tubos e repique das linhagens. 

 Os custos da mão de obra de todos os profissionais mencionados acima se encontram 

descritos na tabela 11. 

 

Tabela 11 - Recursos humanos necessários à realização dos experimentos para a 

caracterização de leveduras da uva da cultivar Goethe Primo Epagri Urussanga – SC 

Profissional 

 

Tempo de serviço 

(5 meses) 

Salário Mensal 

(R$) 

Salário Total 

(R$) 

Engenheiro de Bioprocessos e 

Biotecnologia 2 meses 17.326,00 34.652,00 

01 Laboratorista 2 meses 12.150,00 24.300,00 

01 Técnico de Laboratório  2 meses 4.600,00 9.200,00 

01 Estagiário 2 meses 610,00 1220,00 

Total = 2 meses 34.686,00 69.372,00 

Fonte: Autor (2018) 

 

Nota: Os valores aqui referenciados foram coletados no portal da transparência Embrapa 

(https://www.embrapa.br/acessoainformacao/empregados-publicos) 

 

O resultado do presente estudo é relevante, pois, verificou-se a característica enológica 

em várias leveduras, por apresentarem alto potencial fermentativo. Uma linhagem com perfil 

enológico semelhante às linhagens promissoras dessa série, a linhagem 37GTEpUf17, já está 

sendo empregada por vinicultores do vale da uva Goethe. Logo, o trabalho desenvolvido foi 

financeiramente viável e seus custos de elaboração foram bem empregados, visto que a 

caracterização foi realizada de maneira adequada,  permitindo a inclusão das linhagens no 

Banco de Dados da Embrapa (AleloMicro) assim como aumentando as alternativas e 

disponibilidade de linhagens aptas à elaboração de vinhos da Região do Vale da Uva Goethe. 
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Isto proporciona bem social aos agricultores de Urussanga-SC que elaboram vinhos  com 

Indicação de Procedência  (IP). 

Considerando o valor médio de venda, no mercado brasileiro, de uma garrafa de vinho 

branco da varietal Goethe, elaborado na região de Urussanga, “Vinho Branco de Mesa Seco – 

Casa Del Nonno Nobile Goethe”, no valor de R$ 45,00 (Vinícola Casa Del Nonno) será 

imprescindível à comercialização de aproximadamente 5950 garrafas de 750 mL deste vinho 

para custear todo o trabalho, deste modo, o volume é considerado pequeno para vinícolas de 

médio a grande porte. 

As leveduras nacionais selecionadas podem possibilitar aos produtores acesso à 

tecnologia com um significativo incremento na qualidade dos vinhos por eles  elaborados, 

além de redução nos custos de produção decorrentes de problemas comuns na prática vinícola 

(SILVA e SILVA 1984). 
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7 CONCLUSÃO  

 

A caracterização de leveduras é de extrema importância para a produção de vinho de 

qualidade. Neste estudo ficaram caracterizadas linhagens com alto potencial fermentativo, 

porém com comportamento killer. As linhagens neutras aqui caracterizadas não apresentam 

capacidade de fermentação. Contudo, podem ser usadas como culturas mistas junto com 

Saccharomyces cerevisiae comercial. 

As leveduras presentes nas bagas de uva nem sempre apresentam aptidão enológica 

adequada à elaboração de vinhos. 
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