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Resumo  

A produção de vinho no Brasil vem se destacando com vinhos de alta qualidade 

premiados ao redor do mundo. No entanto, ainda são necessárias grandes mudanças para 

que nosso país possa competir com outras vinícolas no mundo. Dentre elas, pode-se 

destacar o uso de leveduras selecionadas e adaptadas às uvas plantadas em solo brasileiro. 

De modo que possam, além de metabolizar os açúcares presentes nas uvas, também 

produzirem compostos metabólicos primários e secundários cruciais para a elaboração de 

um vinho típico de qualidade premium. No mercado brasileiro encontra-se apenas cepas 

de leveduras comerciais adquiridas de fornecedores internacionais, já que o Brasil não 

dispõe deste recurso. O uso destas leveduras comerciais no processo de vinificação não 

proporciona ao vinho característica organoléptica próprias, uma vez que essas cepas, por 

não serem selecionadas em solo brasileiro, não possuem as vias metabólicas adaptadas e 

necessárias para aumentar a tipicidade dos vinhos locais. Observando este cenário o 

presente projeto acompanhou a dinâmica de microrganismos, durante 3 

colheitas/produção tanto nas videiras como durante o processo fermentativo, em uma 

vinícola da região de Amparo-SP, visando a seleção de leveduras nativas para atuar como 

iniciadoras (starters) no processo fermentativo. Um processo similar foi realizado em 

escala laboratorial em janeiro de 2019 utilizando o mosto que estava sendo vinificado na 

vinícola com o intuito de comparar ambos processos fermentativos. Através deste 

monitoramento isolamos 406 leveduras, sendo, 347 leveduras não-Saccharomyces que 

após sequenciamento da região ITS identificamos que estavam distribuídas em 23 

diferentes espécies e 65 Saccharomyces. Ao realizar as análises de genotipagem nestas 

linhagens de Saccharomyces isoladas, 5 demonstraram serem diferentes entre si e também 

diferentes das linhagens comerciais comumente utilizadas para a produção de vinhos no 

Brasil. Sendo, portanto, novas linhagens isoladas. As demais linhagens apresentaram o 

mesmo perfil de amplificação das cepas comerciais e das 5 novas cepas identificadas. 

Partindo dessas análises verificamos também que as linhagens de Saccharomyces isoladas 

no ambiente vitivinícola participavam ativamente do processo fermentativo.  Estas novas 

linhagens, foram submetidas a análises fisiológicas para verificar sua capacidade e 

desempenho na produção de vinhos. Em todas as análises realizadas elas demonstraram 

desempenho igual e em alguns casos superior ao das cepas comerciais. Essas linhagens 

já seriam naturalmente mais adaptadas ao processo fermentativo e poderiam trazer 

características peculiares para a produção de vinhos, contribuindo para a elaboração de 

uma bebida distinta. Além disso, um entendimento da microbiota de leveduras presente 

tanto na vinícola quanto no processo fermentativo pode auxiliar em um melhor 

entendimento da dinâmica de sucessão destes microrganismos, sendo um elemento 

importante na caracterização do terroir do vinho nacional, preservando-se assim sua 

identidade histórica, qualidade e procedência geográfica.   
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Abstract 

Brazilian wine production has been standing out with high quality awarded wines around 

the world. However, major changes are still needed so that our country can compete with 

other wineries in the world. Among them, we can highlight the use of selected yeasts 

adapted to grapes planted in Brazilian soil. So that they can, in addition to metabolizing 

the sugars present in the grapes, produce primary and secondary metabolic compounds 

crucial for the elaboration of a typical premium quality wine. In the Brazilian market there 

are only commercial yeast strains acquired from international suppliers, due to Brazil 

does not have this resource. The use of these commercial yeasts in the winemaking 

process does not provide the wine with its own organoleptic characteristics, since these 

strains, because they are not selected on Brazilian soil, do not have the adapted metabolic 

pathways necessary to increase the typicality of local wines. Observing this scenario, the 

present project followed the dynamics of microorganisms during 3 harvests/production 

both in the vines and during the fermentation process, in a winery in the region of 

Amparo-SP, aiming at the selection of native yeasts to act as initiators (starters) in the 

fermentation process. A similar process was carried out on a laboratory scale in January 

2019 using the must grape that was being vinified at the winery in order to compare both 

fermentation processes. Through this monitoring, we isolated 406 yeasts from both 

processes, being 347 non-Saccharomyces yeasts that, after sequencing the ITS region, we 

identified that they were distributed in 23 different species and 65 Saccharomyces. When 

performing genotyping analyzes on these isolated Saccharomyces strains, 5 they were 

shown to be different from each other and also different from the commercial strains 

commonly used for wine production in Brazil. Therefore, they are new isolated strains. 

The other strains showed the same amplification profile of the commercial strains and the 

5 new identified strains. The analyses also verified that the isolated Saccharomyces 

strains isolated in the winery environment actively participated in the fermentation 

process. These new strains were submitted to physiological analyzes to verify their 

capacity and performance in wine production. In all analyzes realized, they showed 

performance equal to or superior to that of commercial strains. These strains would 

already be naturally more adapted to the fermentation process and could bring peculiar 

characteristics to the production of wines, contributing to the elaboration of a distinct 

drink. In addition, an understanding of the yeast microbiota present both in the winery 

and in the fermentation process can help to better understand the succession dynamics of 

these microorganisms, being an important element in the characterization of the national 

wine’s terroir, thus preserving its historical identity, quality and geographical origin. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 História do vinho 

O vinho é a bebida mais antiga do mundo registrada, contudo, seu surgimento 

ainda não está elucidado, e cada cultura tem uma visão diferente quanto a este 

acontecimento. Para os enólogos, a bebida surgiu por acaso, talvez por um punhado de 

uvas amassadas esquecidas em um recipiente aberto, que sofreram posteriormente os 

efeitos da fermentação [1; 2].  

No entanto, desde os primeiros relatos essa bebida tem atuado como uma 

importante parte da economia em todo o mundo [3], fazendo da prática da vinificação a 

mais diversificada. No século XIX as descobertas realizadas por Louis Pasteur e 

publicada na sua obra “Études sur le vin” em 1866, demonstrou que os vinhos são produto 

de uma fermentação alcoólica dos açúcares presentes no suco de uva sendo conduzido 

pelas leveduras, resultando na formação de etanol e dióxido de carbono.  Em suas 

descobertas ele relatou também que as leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae 

eram o principal organismo responsável por esse processo [4]. Essas descobertas tornou 

possivel traçar novas estratégias, aperfeiçoando o processo de vinificação. Fazendo com 

que os produtores buscassem as mais diversificadas alternativas para produzir um vinho 

de qualidade, como o isolamento e comercialização de cepas de leveduras especializadas 

na produção de vinhos [5]. 

Atualmente devido as exigencias dos consumidores, tem ocorrido uma avaliação 

mais acentuada das propriedades sensoriais do vinho, impactando essa economia. 

Ocasionando na busca por cepas de leveduras que produzam notas frutadas a partir de 

compostos metabólicos, bem como outras características desejadas, melhorando 

significativamente as propriedades organolépticas dos vinhos [6]. 

Toda essa evolução na história do vinho teve sua importância, fazendo com que 

essa bebida preservasse a cultura primitiva agregando características atualizadas 

promovidas pela biotecnologia, para obtenção de vinhos com maior complexidade 

aromática e características agradáveis que possam satisfazer as exigências dos 

consumidores. 

 

1.2 Vinícola Terrassos 

Com uma área de 3 hectares cultivados de uvas destinadas à produção de vinhos, 

localizada na Serra da Mantiqueira, no município de Amparo-SP, a vinícola Terrassos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Enologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fermenta%C3%A7%C3%A3o
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surgiu do sonho de produzir vinhos finos, de qualidade reconhecida, em terras paulistas. 

Em 2002 começou a idealização do projeto, já em 2003 as primeiras vinhas foram 

plantadas. Posteriormente, em 2010, os primeiros vinhos começaram a serem produzidos 

na cantina da própria vinícola (comunicação pessoal Fabio Luis do Nascimento, 

proprietário da empresa Terrassos Restaurante e comercio EIRELE CNPJ 

28.382.032/0001-18). 

Durante a trajetória de desenvolvimento da vinícola, muitas variedades de uvas 

foram testadas, mas atualmente a produção conta com as uvas: Syrah, Máximo, Rainha, 

Moscatel e Sauvignon Blanc.  

A vinícola Terrassos busca um manejo da uva o mais próximo possível da 

agricultura orgânica, o uso de herbicidas é evitado, mas ainda, em algumas situações, são 

usados fungicidas da agricultura convencional. São realizadas roçagens periódicas do 

solo e o uso da mesma para a cobertura do solo na fileira da uva. 

Os vinhos produzidos pela vinícola Terrassos buscam a mínima intervenção na 

vinificação, valorizando o potencial e a tipicidade da uva. A vinícola divide a produção 

entre as safras de verão e de inverno, produzindo vinhos equilibrados, elegantes e que 

buscam atender os diversos tipos de paladares. Como a vinícola tem o foco na produção 

de vinhos valorizando o terroir, ela procura estar atrelada a ciência em busca de 

estratégias que propiciem a produção de vinhos inovadores e que preservem o terroir da 

região. 

Atualmente a produção está em torno de 20 mil litros por ano produzidos a partir 

da fermentação inoculada com cepas comerciais. Além disso, a vinícola é uma atração 

turística local, que recebe visitantes de todo o Brasil e cerca de 80% da produção é 

vendida na propriedade.  

 

1.3 Produção do vinho  

1.3.1 Leveduras e a produção de vinhos  

Das vinhas até a garrafa, as uvas são transformadas em vinhos através da atividade 

metabólica microbiana, as quais determinam os parâmetros de qualidade dos vinhos. 

Estudos demonstram o importante papel das leveduras, principalmente as da espécie 

Saccharomyces cerevisiae na obtenção de um vinho de qualidade, uma vez que atribuem 

ao vinho o sabor e as características analíticas e sensoriais específicas [7; 8; 9]. No 

mercado brasileiro pode-se obter cepas de leveduras selecionadas comercialmente de 

variedades muito limitadas, adquiridas por fornecedores internacionais já que o Brasil 



 
 

3 
 

não dispõe deste recurso. O uso destas leveduras comerciais no processo de vinificação 

não proporciona ao vinho característica organoléptica próprias, uma vez que essas cepas, 

por não serem selecionadas em ambientes brasileiro, não possuem as vias metabólicas 

adaptadas necessárias para aumentar a tipicidade dos vinhos locais. Tendo em vista que 

vinhas em diferentes regiões apresentam características individuais.  

Diferentes tipos de leveduras podem ser encontradas nos frutos, nas folhas, no 

solo e nas cubas de fermentação, sendo que estas leveduras são transportadas da vinha até 

as cubas durante a colheita [10]. No início do processo fermentativo estes microrganismos 

encontram-se misturados e o desenvolvimento de cada um é determinado pelo grau de 

resistência aos anidridos sulfurosos e à concentração de etanol [11; 12].  

A adição de metabissulfito no mosto no início da fermentação tem como objetivo 

inibir o desenvolvimento dos microrganismos indesejáveis. No entanto, muitos destes 

microrganismos apresentam maior resistência a esse composto e permanecem no 

processo durante algum tempo [11]. A partir do momento que ocorre a inoculação do 

mosto com leveduras selecionadas, essas leveduras predominam no processo elevando 

assim a concentração de etanol momento o qual muitas dessas leveduras nativas são 

eliminadas. 

Algumas dessas leveduras nativas podem apresentar características fisiológicas 

necessárias para permanecerem até o final do processo fermentativo competindo com as 

leveduras inoculadas (cepas comerciais) [13]. No entanto, toda essa dinâmica de espécie 

tem sua participação no processo, sendo nos primeiros momentos ou até mesmo nas 

últimas etapas do processo fermentativo, contribuindo com compostos metabólicos 

negativos ou cruciais para a qualidade do produto final [7; 9; 14; 15]. Determinar a 

população de leveduras que colonizam o ambiente vitivinícola e compreender a dinâmica 

de sucessão que ocorre durante o processo fermentativo é de grande importância, pois 

através desta análise pode-se determinar as características genéticas e bioquímica de cada 

cepa presente e suas contribuições para o produto final [12; 16; 17].  

Para que o processo de produção do vinho brasileiro tenha características únicas, 

é importante selecionar cepas de leveduras iniciadoras do processo fermentativo 

adaptadas as condições ambientais da região produtora. O uso dessas cepas resultará em 

um vinho com propriedades únicas que preserve sua identidade histórica, qualidade e 

procedência geográfica [18]. 
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1.3.2 Sulfitação do mosto 

Dióxido de enxofre (SO2) é caracterizado por inibir o crescimento microbiano, 

sendo capaz de interferir nos processos intracelulares. O SO2  é uma molécula altamente 

reativa que se liga a diversos metabólitos e enzimas na célula, fazendo com que as rotas 

de biossíntese sejam desviadas, e impedindo as substâncias dihidroxiacetona-fosfato, 

piruvato, acetaldeído, ácido oxalacético e ácido alfa-cetoglutárico, de serem utilizadas 

como fonte de energia [19; 20]. Leveduras Saccharomyces cerevisiae apresentam uma 

tolerância a este composto no limiar de concentração de 100 mg/L. No processo de 

fermentação de vinhos o SO2 é muito utilizado pelo fato de essa concentração controlar 

o crescimento de leveduras selvagens e de bactérias acéticas [11]. 

O SO2 pode ser adicionado direta ou indiretamente por meio de sais como sulfito 

de sódio, bissulfito de sódio, bissulfito de potássio, metabissulfito de sódio e 

metabissulfito de potássio [21].   

 

1.4 Microbiota vitivinícola e o isolamento de leveduras nativas 

O microbioma vitivinícola se caracteriza pela grande variedade de 

microrganismos que o compõe, como exemplos fungos filamentosos, bactérias e 

leveduras [10; 22; 23]. As leveduras representam uma grande parte dos microrganismos 

que colonizam o ambiente vitivinícola. Dentro dessa classe de microrganismo, 

encontramos leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces, que colonizam o solo, a 

superfície das videiras e frutos e são transportados durante a colheita até as cubas de 

fermentação. Durante o processo fermentativo cada espécie contribui significativamente 

para a qualidade desse processo [24], uma vez que além de converter açúcares em CO2 e 

etanol, elas também são capazes de produzir subprodutos oriundos da sua atividade 

metabólica que definem as propriedades organolépticas do vinho [7]. 

 Como vimos anteriormente as leveduras Saccharomyces cerevisiae tem sido 

historicamente a mais utilizada no processo de vinificação devido suas características 

fisiológicas específicas. Contudo, espécies de leveduras não-Saccharomyces são 

frequentemente isolas durante a fermentação alcoólica, essas leveduras podem ser de 

interesse biotecnológico, uma vez que estudos demonstram que as leveduras não-

Saccharomyces participam ativamente do processo fermentativo e são responsáveis pela 

produção de metabólicos que interferem diretamente na qualidade do vinho [13; 25]. 

Nos últimos anos, a indústria enológica passou por importantes transformações, 

tornando-se um setor em constantes mudanças e inovações resultando na produção de 
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vinhos inovadores e diferenciados. Uma das estratégias que está sendo muito utilizada 

entre os vitivinicultores ao redor do mundo é a utilização de culturas de leveduras nativas 

para a produção de vinhos com características enológicas e sensoriais particulares [26; 

27; 28; 29; 30; 31].  

 

1.5 Taxonomia das leveduras 

As leveduras são fungos unicelulares eucariotos que pertencem a duas classes (i) 

ascomicetos ou (ii) basidiomicetos, cujo crescimento resulta principalmente de 

brotamento ou fissão binária [32]. Elas podem ser caracterizadas por estados sexuais que 

não são formados dentro ou sobre um corpo de frutificação [26]. Dentro desse grupo estão 

mais de 149 gêneros e 1500 espécies de leveduras [32]. A classificação das leveduras 

dentro dos seus respectivos grupos é baseada nas similaridades ou relações ancestrais 

comuns, onde são levados em consideração aspectos como formato da célula, sexualidade 

ou perda de fase sexual [18; 32; 33] e critérios morfológicos e fisiológicos como, recursos 

nutricionais. Com o advento da evolução científica foram desenvolvidas técnicas mais 

rápidas e eficazes para identificação das leveduras de acordo com seu respectivo gênero. 

Dentre essas técnicas estão incluídos os recursos bioquímicos [34] e moleculares [35]. 

Uma técnica molecular por PCR que vem sendo utilizada frequentemente nas pesquisas 

que envolvem análise de leveduras a nível de gênero são as variações que ocorrem no 

DNA ribossomal. Genes do DNA ribossomal estão contidos em todos os microrganismos 

e ele é conhecido por acumular mutações lentas, tornando possível identificar 

variabilidade intraespecífica (cepas de espécies diferentes) e interespecífica (cepas da 

mesma espécie) [35; 36].  

As espécies de leveduras podem ser divididas em vários grupos de acordo com 

sua importância tecnológica, e também quanto a sua patogenicidade. 

A espécie mais comum dentro desse grupo de microrganismo é Saccharomyces 

cerevisiae a qual desempenha grande importância tecnológica devido a sua grande 

capacidade fermentativa atuando principalmente na produção de alimentos e bebidas.  

 

1.6 Leveduras selvagens 

O ambiente vitivinícola abriga diferentes espécies de leveduras e essa abundancia 

juntamente com os fatores climáticos e geográficos refletem diretamente no terroir do 

vinho produzido [10; 14]. Considera-se como leveduras selvagens aquelas leveduras que 

colonizam naturalmente o solo, a superfície de folhas e frutos ou qualquer outro ambiente. 
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Essas cepas de leveduras selvagens podem ser uma alternativa as leveduras comerciais, 

por serem nativas da região. Podendo ser melhores adaptadas as condições daquele 

ambiente e consequentemente do mosto, assumindo um papel essencial no processo 

fermentativo. Por serem adaptadas, essas cepas também poderão contribuir através da 

produção de compostos metabólicos que atribuirão ao vinho um perfil aromático 

diversificado, conferindo um caráter regional no vinho produzido [37; 38; 39; 40]. 

 

1.7 Saccharomyces cerevisiae  

Saccharomyces cerevisiae é a principal levedura utilizada em biotecnologia em 

todo o mundo, devido à suas características fisiologias associada à papéis-chave nas 

fermentações de alimentos e outros processos indústrias. Além de sua aplicação 

tradicional nos processos fermentativos, ela também tem sido usada como o principal 

modelo de organismo eucariótico em pesquisas, devido às suas propriedades fisiológicas 

desejáveis e o que facilita os métodos de manipulação genética [4]. 

Quanto sua atividade nos processos fermentativos, em particular, na produção de 

vinho, Saccharomyces cerevisiae tem sido usada há séculos devido às suas características 

específicas como: alta capacidade fermentativa, cinética de fermentação adequada, baixa 

produção de ácido acético, caráter de resistente a altas concentrações de açúcar, etanol e 

dióxido de enxofre e também, a elevada produção de compostos aromáticos agradáveis 

[41; 42].  Em 1890, foram produzidos os primeiros vinhos utilizando culturas de 

Saccharomyces cerevisiae para atuarem como starters no processo fermentativo, e 

consequentemente as primeiras cepas comerciais foram introduzidas no mercado [41]. 

Desde então, diferentes abordagens têm sido utilizadas para potencializar a produção de 

vinhos, como fermentações inoculadas com uma cepa em específico ou em conjunto (mix 

de leveduras) para otimizar a produção do vinho e elevar suas características 

organolépticas [25]. 

 

1.8 Saccharomyces cerevisiae comerciais 

Após as contribuições realizadas por Louis Pasteur, um novo olhar foi lançado ao 

processo fermentativo, destacando a importância das leveduras neste processo. Com  esse 

conhecimento, o homem utilizou estratégias para seleção de cepas visando melhor 

desempenho durante o processo fermentativo. Consequentemente, utilizando essas cepas 

como inóculo inicial do processo resultando em uma fermentação mais rápida e previsível 

[40].   
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 Essas cepas de leveduras comerciais são cepas isoladas da natureza que quando 

apresentaram desempenho satisfatório foram cultivadas e liofilizadas, isto é, passaram 

por um processo de desidratação conferindo vida mais longa as cepas. E assim então 

sendo ofertadas aos produtores de vinhos que visam maior estabilidade do processo 

fermentativo. No entanto essas cepas não oferecem uma diversificação nos vinhos 

produzidos por não serem adaptadas as uvas cultivadas naquela região [37; 39; 40].  

Este cenário vai a contra mão dos objetivos dos vitivinicultores atuais que buscam 

cada vez mais a produção de vinhos diversificados. 

As cepas de leveduras comerciais utilizadas na vinícola em que o presente trabalho 

foi realizado são:  

AWRI 796: é uma cepa isolada na África do Sul, esta cepa é caracterizada por alto teor 

de glicerol e baixo produção de etanol por grama de açúcar utilizado. Ela também se 

destaca devido sua tolerância a etanol que fica na faixa de 14.5-15.5% (v/v), geralmente 

apresenta uma produção de ácidez volatil em torno de 0,3 g/l e apresenta floculação 

exelente. É uma cepa de levedura que produz baixos níveis de aroma e compostos de 

sabor e é considerada como fermento neutro, indicada para produção de vinhos tintos com 

grandes beneficios em mosto de uva syrah [43]. 

BP-725: está cepa é de origem Francesa, é caracterizada pela sua elevada tolerância a 

etanol que se alcança o limiar de 16% (v/v), e produção de ácidez volatil geralmente 

inferior a 0,3 g/l, outra característica que faz dessa cepa uma das mais utilizadas é a sua 

ótima capacidade de flocular. Essa cepa se diferencia pela capacidade de realçar o sabor 

varietal dos vinhos tintos contribuindo através de compostos que aumentam a cor e aroma 

do vinho [43]. 

PDM: É uma cepa indicada para fermentações em baixas temperaturas, apresenta elevada 

tolerância a etanol que se alcança o limiar de 15-17% (v/v), e produção de ácidez volatil 

geralmente inferior a 0,3 g/l e apresenta excelente capacidade de floculação. É uma cepa 

de levedura indicada para fins gerais na produção de vinhos tintos e brancos, produz 

níveis baixos a moderado de compostos aromáticos e de sabor de vinho. É indicada 

quando se quer uma contribuição mais sutil de levedura [43]. 

 

1.9 Características fisiológicas das leveduras não-Saccharomyces  

Não-Saccharomyces é um termo utilizado para diferenciar leveduras que 

pertencem a um grupo de espécies com menor desempenho fermentativo. Dentro desse 
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grupo encontramos algumas espécies denominadas como deterioradoras e outras que 

possuem características fisiológicas que enriquecem o perfil aromático do vinho [12; 25]. 

No entanto, as não-Saccharomyces apresentam baixo desempenho fermentativo o 

que limita sua atuação até os estágios finais do processo fermentativo. Por esse motivo, 

são indicadas para serem utilizadas em conjunto formando um mix de leveduras para 

fornecer maior diversidade ao vinho produzido e melhorar o perfil sensorial [7; 14; 25]. 

Essas espécies também podem ser utilizadas como alternativa para reduzir o teor 

alcóolico nos vinhos, tema de grande desafio para os enólogos que buscam metodologias 

alternativas para agradarem os consumidores que buscam por vinhos que apresentam 

baixo teor alcóolico [44; 45; 46; 47]. Principalmente em cultivares localizados em clima 

quente como o Brasil, onde as condições climáticas favorecem o amadurecimento 

excessivo das uvas elevando os níveis de açúcares e consequentemente elevando também 

o teor alcóolico [25; 45; 48]. As contribuições das leveduras não-Saccharomyces ao vinho 

pode ocorrer por diversos mecanismos. Além de reduzir o teor alcoólico, outra 

característica que destaca nesse grupo leveduras é capacidade de produzir uma ampla 

gama de compostos volátil que aumentam o perfil aromático e também nivelar as 

concentrações de dióxido de enxofre (SO2) no vinho [15; 25; 27; 48; 49]. 

Desde as descobertas realizadas por Louis Pasteur, as leveduras Saccharomyces 

tem sido considerada a principal levedura utilizada para a produção de vinhos [50]. No 

entanto, estudos posteriores mostraram que leveduras não-Saccharomyces nativas 

presente no mosto adentram o processo fermentativo, e, muitas vezes, em maior número 

que as Saccharomyces [51].  

Em busca de uma melhor compreensão do processo fermentativo tem-se realizado 

uma investigação mais acentuada sobre as características dessas espécies como também 

suas contribuições para o produto final. Estudos tem demonstrado que, cepas de leveduras 

não-Saccharomyces são responsáveis pela produção de vinhos com altos valores 

sensoriais.  

 

1.10 Metabolismo das leveduras e a produção de compostos  

A glicólise é a via central do catabolismo da glicose para obtenção de energia, não 

apenas em animais e vegetais, mas também na maioria dos microrganismos. A sequência 

de reações da glicólise difere de uma espécie para outra apenas na forma em que sua 

velocidade é regulada e no destino metabólico do piruvato formado [81]. A Figura 1 

ilustra a obtenção de energia através da via glicolítica pelas leveduras. 
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Figura-1 Metabolismo de carboidratos para obtenção de energia realizado pelas leveduras. Imagem 

adaptada de ZAMORA (2009) [82]. 

 

Em diversos organismos, o piruvato formado durante a via glicolítica pode seguir 

por três vias importantes. Nos organismos aeróbios a glicólise é apenas o primeiro estágio 

da degradação aeróbica completa da glicose a CO2 e H2O. A segunda via possível ao 

piruvato é a sua redução a lactato e a terceira via é a formação de etanol [81]. Em alguns 

microrganismos, como as leveduras, o piruvato formado a partir da glicose pela via 

glicolítica é convertido anaerobicamente em etanol e CO2, um processo chamado 

fermentação alcoólica [81].  

Durante a fermentação alcoólica de uvas, além de CO2 e etanol podem ser 

produzidos compostos que interferem diretamente na produção de vinho. Esses 

compostos podem ser produzidos por um desvio da rota metabólica, pelas propriedades 

do mosto, pelas condições da fermentação ou até mesmo pela espécie de levedura 

utilizada no processo [7; 83] 

O surgimento do aroma no vinho é devido a compostos químicos com pontos de 

ebulição baixos, que são, portanto, voláteis e são detectáveis pelo nariz humano. Pequenas 

diferenças na concentração desses compostos voláteis podem interferir na complexidade 

aromática do vinho [16]. O aroma e o sabor do vinho são as principais características que 
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definem as diferenças dos vinhos entre uma ampla gama de vinhos produzidos, e eles 

podem ser afetados por inúmeras variações que podem ocorrer durante o processo de 

produção do vinho [84]. Os compostos que mais interferem na qualidade do vinho são 

álcoois superiores, ácido acético, ésteres e compostos sulfurados [80; 85; 86; 87; 88]. A 

figura 2 representa algumas vias responsáveis pela produção desses compostos. 

 
Figura-2 Representação da síntese de compostos aromáticos a partir do metabolismo de açúcares, 

aminoácidos e enxofre em leveduras. Imagem adaptada de SWIEGERS et al. [17]. 

 

1.10.1 Álcoois superiores 

 Durante a fermentação do mosto ocorre a formação de álcoois superiores através 

do metabolismo das leveduras, os álcoois superiores  podem ser divididos em alifáticos e 

aromáticos. Os níveis de concentrações desses compostos no produto final são 

determinados por alguns fatores como: temperatura, pH do mosto, concentração de etanol 

e aminoácidos produzidos durante o metabolismo celular [51; 89]. Esses compostos 

metabólicos representam grande importancia para produção de vinhos podendo impactar 

positivamente ou negativamente [50; 84; 90]. Embora os álcoois superiores em altas 

concentrações conferem sabores desagradáveis, quando em equilibradas concentrações 

esses compostos contribuem de maneira essencial para a qualidade dos sabores e aromas 
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do vinho [7; 91]. O equilíbrio desses compostos no vinho produzido propicia uma 

diversidade organoléptica aumentando sua tipicidade. 

 Os principais álcoois alifáticos incluem propanol, álcool isoamílico, isobutanol e 

álcool amílico ativo. Já os principais álcoois aromáticos consistem em álcool 2-

feniletílico e tirosol. As concentrações totais mais altas de álcool variam de 140 a 420 

mg/L [91], onde concentrações abaixo de 300 mg/L adicionam um nível desejável de 

complexidade ao vinho, enquanto concentrações que excedem esse nível podem ter um 

efeito prejudicial [92]. Quantitativamente, os principais álcoois superiores no vinho são 

isobutanol (9,2 mg/L), feniletanol (6,1 mg/L) e álcool isoamílico (1,41 mg/L) [87]. 

 

1.10.2 Ácido acético 

O ácido acético normalmente constitui 90% dos ácidos voláteis, e são resultantes 

do metabolismo dos ácidos graxos em leveduras e bactérias [88]. 

É normal que todo vinho apresente acidez volátil porque o ácido acético é um 

produto secundário normal da fermentação alcoólica. Porém quando em elevadas 

concentrações, confere um caráter semelhante ao do vinagre, dependendo do estilo do 

vinho a concentração ótima é de 0,2 - 0,7 g/L.  

A quantidade de ácido acético produzida numa fermentação de mosto saudável é 

sempre pequena, de 0,18 g/L-1 a 0,36 g/L [51]. Seus níveis no produto final dependem 

muito da espécie de levedura, da composição do mosto (acidez do fruto, teor de açúcares 

e substâncias nitrogenadas) e das condições de fermentação (temperatura e aeração) [88].  

O limite aceitável de ácido acético é de 1,2 g/L, de acordo com a legislação 

europeia (OIV 2009), mas em concentrações acima de 0,8 g/L, o ácido acético já pode 

conferir ao vinho um sabor ácido prejudicial [93]. 

As cepas de Saccharomyces cerevisiae produzem ácido acético na faixa de 0,3-

1,2 g/L [51], no entanto, sua produção é influenciada pelo pH, açúcar e concentração de 

nitrogênio [88].  

 

1.10.3 Ésteres 

Os ésteres são um grupo de compostos voláteis, embora alguns contribuam 

negativamente para a qualidade do vinho, em sua maioria esses compostos conferem 

aromas frutados e florais aos vinhos. A síntese dos ésteres durante a fermentação depende 

das concentrações de acil-CoA e etanol, e também da atividade das enzimas envolvidas 

na síntese aciltransferases e esterases [94]. Durante a fermentação do vinho, a 
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concentração máxima de ésteres é obtida quando as leveduras atingem a fase estacionária 

de crescimento [95]. 

Existem duas principais classes de ésteres produzidos durante a fermentação do 

mosto, os ésteres etílicos que são derivados dos ácidos graxos e os ésteres acetato que 

derivam dos álcoois superiores.  

Ésteres de etila são formados entre etanol e ácidos graxos ou a partir de ácidos 

orgânicos não voláteis, eles contribuem para o aroma do vinho com odores pouco 

proeminentes que lembram cera de vela ou sabão. Já os ésteres acetato, derivam da junção 

de um álcool com um ácido, os mais significativos para o vinho são, acetato de isobutila 

(aroma frutado), acetato de isoamila (banana) e acetato de 2-feniletila (aroma floral) [86; 

96]. 

 

1.10.4 Compostos sulfurados 

Entre os metabólitos voláteis produzidos pelas leveduras que interferem no aroma 

do vinho, os compostos contendo enxofre são os de maiores importância, motivo pelo 

qual que, esses compostos influenciam nas propriedades organolépticas do vinho [97]. Os 

compostos de enxofre têm uma diversidade considerável e são classificados em cinco 

categorias: sulfetos, polisulfetos, compostos heterociclícos, tioésteres e tióis. Eles podem 

apresentar diferentes propriedades sensoriais dependendo da posição do átomo de enxofre 

na molécula e de suas concentrações [50].  

Os compostos de enxofre possuem aroma e sabores estranhos e fortes, muitas 

vezes referidos como redutores, identificados como odores de ovo podre, alho, cebola e 

repolho [98], Entre os compostos de enxofre mais importantes com impacto negativo na 

qualidade sensorial do vinho estão: o sulfureto de hidrogênio, o metanotiol e o sulfureto 

de dimetilo [99]. Embora a maioria desses compostos de enxofre contribuam 

negativamente para a qualidade do vinho, alguns deles têm um efeito positivo nas 

propriedades aromáticas conferindo amoras semelhantes à morango e laranja [100].  

 

1.10.5 Sulfeto de hidrogênio H2S 

A presença de H2S no vinho é um problema importante para produtores de vinhos, 

seu limite de odor percebível é de 0,9-1,1 μg/L para os vinhos brancos e 1,6 μg/L para os 

vinhos tinto. Mas mesmo em um nível não percebido ao nariz humano o H2S pode 

impactar negativamente o aroma do vinho [101]. Como resultado de sua alta reatividade, 

o H2S pode participar de diversas reações se tornando precursores de compostos como, 
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sulfeto de dimetil, sulfeto de dietil e dissulfeto de dimetil, que também podem afetar a 

qualidade do vinho atribuindo ao vinho aroma de ovo e vegetais podres, [102; 103].  

Existem vários fatores que estão relacionados ao surgimento de H2S durante a 

produção de vinhos, como, altos níveis residuais de enxofre elementar, presença de 

dióxido de enxofre e a presença de compostos orgânicos de enxofre [104]. A maioria do 

H2S produzido pelas leveduras durante o processo fermentativo é originado pela via de 

assimilação do sulfato. O mosto apresenta elevadas concentrações de sulfato entre 160 a 

700 mg/L esse sulfato então é reduzido a sulfeto e consequentemente o sulfeto serve como 

precursor dos aminoácidos cisteína, metionina e glutationa que se tornam precursores 

para produção de H2S. A figura 3 representa a produção de H2S durante os processos 

celulares [85; 105; 106; 107]. 

Outro fator que aumenta a produção de H2S, é a concentração de nitrogênio 

disponível durante o processo fermentativo, tanto a limitação quanto o excesso de 

nitrogênio afetam significativamente a produção de H2S [108]. Portanto os níveis de 

nitrogênio durante o processo fermentativo devem estar em equilíbrio [103; 108; 109]. O 

limiar de concentração de H2S detectável em vinhos é inferior a 1 μg/L [88; 92; 101].  

As leveduras são as principais responsáveis pelo H2S originado durante o processo 

fermentativo, e a base genética que uma levedura apresenta é uma variável importante na 

produção de H2S. O H2S pode ser produzido nos primeiros estágios do processo 

fermentativo onde a produção de biomassas está em alta, mas também nos últimos 

estágios. A produção tardia de H2S pode ser justificada pela renovação dos componentes 

intracelulares contendo enxofre ou por respostas aos estresses do meio [110]. 

As leveduras podem responder de diferentes formas aos fatores fisiológicos e 

ambientais na produção de H2S. O que torna essencial conhecer o potencial que uma 

levedura apresente quanto a produção de H2S [104; 110]. 
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Figura-3 Representação esquemática das vias relacionadas com a produção de sulfeto de hidrogênio H2S, 

durante o metabolismo de leveduras. Imagem adaptada de Huang, 2017 [107]. 

 

 

2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Isolar linhagens de leveduras do ambiente vitivinícola e também do processo 

fermentativo com o intuito de avaliar a microbiota de leveduras presente na região 

vitivinícola. Selecionar e caracterizar do ponto de vista genético e fermentativo, leveduras 

nativas da região produtora de vinho as quais irão atuar como starters no processo de 

fermentação.  

 

2.2 Objetivo específicos 

I- Avaliar o ambiente vitivinícola e o processo fermentativo, visando o 

isolamento e identificação de cepas de leveduras Saccharomyces e não-

Saccharomyces nativas da região produtora de vinhos.  
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II- Avaliar a diversidade de leveduras não-Saccharomyces que colonizam o 

ambiente vitivinícola. 

III- Avaliar a diversidade de leveduras Saccharomyces que colonizam o ambiente 

vitivinícola. 

IV- Selecionar as linhagens de leveduras Saccharomyces nativas e distintas das 

aplicadas industrialmente 

V- Avaliar características de resistência e tolerância a diferentes estresses 

inerentes ao processo fermentativo 

 

3 MÉTODOS 

3.1 Isolamento de leveduras do ambiente de produção do vinho 

 As amostras foram coletadas em pontos estratégicos do ambiente vitivinícola de 

acordo com as coordenadas geográficas descritas nas tabelas 1 e 2. Todas as amostras 

foram coletadas e transportadas ao laboratório de maneira estéril a fim de preservar a 

microbiota do local de coleta, as amostras foram colocadas em tubos cônicos de 15 ml 

contendo 5 ml de meio YPD 2%, o mosto foi transferido para um recipiente logo após o 

desengaçe das uvas. 

 No laboratório, 200 µl de todas as amostras, inclusive do mosto, foi transferido 

para tubos cônicos contendo 5 ml de meio YPD 2% e incubadas sob agitação de 180 G a 

temperatura de 30°C overnight para crescimento. No dia seguinte foi semeado em placas 

de Petri com meio YPD 2% acrescido com ampicilina 10 µg/ml, 50 µl de cada amostra, 

sendo posteriormente incubadas a temperatura de 30°C para crescimento por 24 horas. 

Após o período de incubação, as colônias de leveduras que apresentaram crescimento 

foram isoladas e transferidas para novas placas também contendo meio YPD 2% e 

novamente incubadas à 30°C por 24 horas para crescimento. Todas as colônias isoladas 

foram crescidas também em meio liquido YPD 2% e armazenadas após a adição de 

glicerol 30% em freezer -80ºC. 

 

3.2 Análise da composição e sucessão de leveduras ao longo do processo fermentativo 

na vinícola. 

Durante o processo fermentativo podemos encontrar uma grande diversidade de 

microrganismos em particular as leveduras. Essas espécies de leveduras podem atuar 

como grandes protagonistas sintetizando componentes chaves para a obtenção de um 
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vinho de qualidade como também, podem produzir compostos que afetam intrinsicamente 

a qualidade do vinho.  

 A fim de testar a hipótese descrita realizamos os seguintes procedimentos: 

Monitoramos o processo de fermentação na vinícola e adicionalmente realizamos 

uma vinificação em microescala, simulando a fermentação de vinhos.  

A microvinificação foi realizada em erlenmeyer contendo 500 ml do mesmo 

mosto que estava sendo utilizado pela vinícola, e o inoculamos com a mesma levedura 

comercial que estava sendo usada como starter do processo, onde ajustamos a 

concentração inicial de células de 2.106 L. Os erlenmeyer foram vedados com mangueiras 

instaladas para respiro, o processo de microvinificação foi realizado de forma 

sincronizada durante todas etapas do processo que estava sendo realizado na vinícola e 

também interrompido ao mesmo tempo. 

Ambos os processos foram analisados com os mesmos parâmetros que estão 

descritos a seguir:  

Coletamos de amostras de ambos processos nos seguintes pontos: 

1. Mosto sem adição de metabissulfito 

2. Mosto e vinte e quatro horas após a adição de metabissulfito (antes do 

inóculo da cepa comercial). 

3. Doze horas após inóculo (primeiro dia da fermentação tempo1). 

4. Quinto dia da fermentação (tempo 2). 

5. Nono dia da fermentação (tempo3). 

6. Décimo quarto dia da fermentação (tempo 4).  

Todas as amostras foram levadas ao laboratório as quais passaram por analises 

para determinar as leveduras que predominam cada estágio da fermentação através do 

screning inicial YCB/Lisina e posteriormente realizamos a análise molecular através da 

amplificação da região ITS e genotipagem descritos nos itens 3.4 e 3.5. O consumo dos 

açucares totais do mosto ao longo do processo foi quantificado utilizando o método do 

ácido-3,5-dinitro salicílico (DNS) que está descrito no item 3.3. 

 

3.3 Análise do consumo de açucares totais pela técnica do ácido-dinitrosalicílico: 

Coletamos amostras dos diferentes estágios do processo fermentativo com intuito 

de realizar uma quantificação dos açúcares totais ao longo do processo fermentativo. 

A quantificação foi realizada pelo método do ácido-3,5-dinitrosalicilato, uma vez 

que este composto é capaz de sofrer redução a partir da reação com açúcares que 
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apresentam extremidades redutoras, formando o ácido-3-amino-5-nitrosalicílico, cuja 

coloração pode ser detectada em 540nm por espectrofotometria. Sob este ponto de vista, 

é possível, assim, conduzir estudos qualitativos para monossacarídeos e, em menor grau, 

dissacarídeos em vista da presença de extremidades redutoras livres nestas moléculas 

[111]. 

 

3.4 Identificação leveduras do gênero Saccharomyces 

A capacidade das cepas de assimilar diferentes fontes de nitrogênio foi analisada 

utilizando o método de cultivo em placas com meio YCB (Yeast Carbon Base) utilizando 

como única fonte de Nitrogênio o aminoácido L-Lisina. Leveduras do gênero 

Saccharomyces apresentam pouco ou nenhum crescimento sob estas condições, em 

contra partida leveduras não-Saccharomyces são capazes de crescerem rapidamente tendo 

como única fonte de nitrogênio este aminoácido. Uma linhagem de Candida albicans foi 

utilizada como controle não-Saccharomyces. 

 Com esse experimento realizamos um screening inicial para distinguir dentre as 

isoladas, as leveduras Saccharomyces e não- Saccharomyces. 5ul de cada inóculo de 

levedura foi cultivado em concentrações iguais após a realização de diluições seriadas de 

106, 105,104,103, através da técnica de droup-out em placas YEPD 2% (20 g/l peptona, 10 

g/L extrato de levedura e 20 g/L de dextrose para cada 1 litro de água esterilizada) e placas 

YCB com Lisina como única fonte de nitrogênio (YCB-Lis) (11,7% de meio de cultura 

YCB Difco e 1% de Lisina). As placas foram incubadas à temperatura de 30°C por 48 

horas e o crescimento entre os diferentes meios foram comparados. Foram consideradas 

não-Saccharomyces, leveduras que tiveram crescimento semelhante em ambos os meios 

de cultura e as com crescimento reduzido ou nulo no meio YCB-Lisina foram 

consideradas possíveis Saccharomyces.  

Preparo das placas: Preparamos uma solução contendo: 11,7 g Yeast Carbono Base 

(YCB), 1 g Lisina, 100 ml de água autoclavada, os componentes foram misturados até 

total homogeinização, logo após filtrados em filtro de 20nm em ambiente estéril. 

Posteriormente fizemos outra solução ágar e água (450 ml de água e 10 g de ágar) que 

foram autoclavados. Para finalizar, juntamos (50 ml da solução YCB/Lisina, 450 ml da 

solução água e ágar) e adicionamos em placas de Petri. 
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3.5 Identificação molecular e caracterização das linhagens 

3.5.1 Extração do DNA: 

A extração do DNA foi realizada seguindo a técnica de fenol clorofórmico, 

descrita por Hoffman [112]. Resumidamente, um pré-inóculo de cada cultura foi 

centrifugado por 5 minutos à 4000 G e seu precipitado ressuspenso em 500 µl de tampão 

Tris-HCL-SDS. Após a homogeneização desta solução, foi adicionado 5 perolas de vidro 

e agitadas vigorosamente por 10 minutos. 200 µl desta solução foram transferidos para 

um novo tubo e agitados vigorosamente após a adição de 100 µl de fenol e 100 µl de 

clorofórmio. Após um processo de centrifugação a velocidade máxima, a fase superior 

(aquosa) foi transferida para um novo tubo, no qual o DNA foi precipitado por adição de 

300 µl de isopropanol e centrifugação a velocidade máxima por 5 minutos.  Em seguida, 

o precipitado foi lavado com 300 µl de etanol 70%, com nova centrifugação por 1 minuto. 

O precipitado foi deixado a temperatura ambiente para evaporar o etanol e ressuspenso 

em 80 µl de água estéril. As amostras podem ficar estocadas em -20oC até o momento do 

uso se preciso.  

 

3.5.2 Amplificação da região ITS: 

A identificação de gênero foi realizada em todas as leveduras isoladas, onde 

utilizamos oligonucleotídios iniciadores responsáveis por amplificar uma região não 

codificante entre os genes que codificam para o RNA ribossômico de eucariotos ITS-1 

(Internal Transcribed Spacer). Essa região tem sido utilizada como uma ótima alternativa 

para diferenciação intragênica de leveduras [35]. Os iniciadores para esta amplificação 

estão descritos abaixo: 

ITS1-F 5’ACGGTGAGAGATTTCTGTGC3’ 

ITS1-R 5’AGCTGGCAGTATTCCCACAG3’ 

 

As condições da PCR foram: desnaturação inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de 

desnaturação a 94 °C por 1 min, anelamento a 55,5 °C por 2 min e extensão a 72 °C por 

2 min e 72 °C por 10 min para finalizar a extensão. 

Os produtos do PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% e 

onde comparamos os padrões de amplificação que se formaram. Utilizamos como 

controle Candida albicans como não-Saccharomyces e como controle Saccharomyces 

cepas comerciais usadas comumente pela vinícola. 
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3.5.3 Análises de genotipagem 

As leveduras caracterizadas da espécie Saccharomyces cerevisiae através da 

amplificação da região ITS foram submetidas a teste de genotipagem. Técnica a qual 

utilizamos oligonucleotídios iniciadores que flanqueiam regiões polimórficas de 

Saccharomyces cerevisiae baseado na metodologia descrita por Carvalho-Neto e 

colaboradores.  

Essa técnica foi utilizada para identificação das linhagens e compara-las as 

leveduras atualmente utilizadas no processo da produção de vinho na vinícola em questão. 

Os produtos do PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% onde 

comparamos os padrões de amplicons formados. 

Foram utilizados 4 oligonucleotídios iniciadores para as reações (3 µl de cada 

iniciador, 7 µl de master mix e 1 µl de DNA). 

Os genes utilizados para as análises e os respectivos iniciadores estão descritos na 

tabela 1. 

 

Tabela 1: Genes e seus respectivos iniciadores utilizados na técnica de genotipagem. 
ORF GENES SEQUÊNCIAS DE INICIADORES TEMPERATURA DE MELTING (ºC) 

YLL021W 

 

SPA2c 

 

GAAAATGACGATGCAGACGA 

AGGACTCGCTTTCCCTTACC 

55 

YKL201C MNN4c 

 

TAGACCTTTTTGCGCCAACT 

ATTACCACGATTCCGTCGAA 

57 

YKL163W PIR3c 

 

TGTCGCCTCATCTAAAGCAA 

TGTAATTTGGGATGCAGCAG 

55 

YFL024C EPL1 

 

ACGATTCCAAATACGACGAA 

TTCTGTTTCGCTTCTGAATTG 

57 

 

Condições utilizadas na PCR foram: Desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, 

seguidos por 40 ciclos de 45 segundos a 94ºC. Fase de anelamento de 40 segundos na 

temperatura de melting ideal de cada primer indicada na tabela 3, seguido de 45 segundos 

a 72ºC. Extensão final de 5 minutos a 72ºC. 

 

3.5.4 Alinhamento e análises filogenéticas das cepas isoladas 

As sequencias obtidas através do sequenciamento realizado utilizando a técnica 

de Sanger [113] foram ajustadas e alinhadas utilizando o programa Bioedit v.7.0.5.3 [114] 

e os resultados encontrados foram analisados através da ferramenta BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  
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Para analisar a relação evolutiva das não-Saccharomyces isoladas, inicialmente 

realizamos o alinhamento das sequencias de nucleotídeos de cada isolados com MAFFT 

[115] usando configurações predefinidas. Posteriormente usamos jModelTest [116] para 

estimar o modelo de substituição nucleotídica mais adequado, usado para inferir relações 

filogenéticas de máxima probabilidade entre OBPs com PhyML ver.3.0 [117]. 

 

3.6 Análise da capacidade de crescimento das Saccharomyces isoladas em mosto de 

uva Syrah 

Todas as cepas identificadas como Saccharomyces a partir das análises de 

genotipagem foram analisadas quanto a capacidade de crescimento em mosto de uva 

syrah. O mosto utilizado para essa análise apresentou 22ºBX (graus BRIX: escala 

numérica que mede a quantidade de sólidos solúveis no mosto) o que corresponde à 22% 

de açúcares presentes nesse mosto. 

Para isso fizemos um cultivo das cepas em meio YPD 2% overnight. Após esse 

período padronizamos todas as cepas para densidade óptica de 0.1 (DO600) à 20 ml e 

monitoramos seu crescimento durante 8 horas à 30ºC sobre agitação de 180 G. 

Comparamos o desempenho de cada cepa em relação a condição controle (cepas 

cultivadas em meio líquido YPD 8%), o crescimento das cepas foi analisado a cada ciclo 

celular através da densidade óptica de 600nm. Após esse período, realizamos uma 

diluição em série 106, 105, 104 103 e 102 das amostras e através da técnica de dropout 

cultivamos 5 µl das diluições que foram realizadas com as diferentes cepas isoladas e 

também com os controles em placa com meio sólido YPD 2% e em placa com mosto e 

ágar (500 ml de mosto de uva acrescido de 20 g de ágar com pH ajustado para 8). 

A viabilidade celular foi verificada após 24 e 48 horas e comparadas aos controles 

(cepas comerciais). 

 

3.7 Análise da capacidade de crescimento das cepas de Saccharomyces isoladas em 

meio contendo metabissulfito de potássio 

As cepas de leveduras que apresentaram melhor desempenho durante as análises 

anteriores, foram avaliadas quanto a capacidade de crescimento em meio YPD 8% (2% 

de peptona, 1% extrato de levedura e 8% de dextrose) contendo o composto 

metabissulfito de potássio.  

A análise foi realizada da seguinte forma: 
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 Em tubos cônicos com 20 ml do meio YPD 8% foram adicionadas as 

concentrações de metabissulfito de potássio de 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 g/L de acordo com 

técnica descrita por Bassi e colaboradores [118]. Utilizamos também somente o meio 

líquido YPD 8% (sem adição do composto) para controle dos resultados.  

As cepas foram normalizadas para uma densidade óptica de 0,1 (DO600nm) em 

20 ml dos respectivos meios e então cultivadas sob agitação de 180 G à 30ºC por um 

período de 8 horas, onde a taxa de crescimento foi analisada a cada 2 horas através de 

densidade óptica de 600nm [21; 118].  

Logo após esse período foi realizado uma diluição seriada dos diferentes cultivos 

106, 105, 104 103 e 102, cultivando através de droput apenas 5 µl de cada diluição em placa 

com meio sólido YPD 2% e incubadas à 30ºC. A viabilidade das cepas foi analisada em 

relação aos controles por 24 horas. 

 

3.8 Produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) 

As cepas de leveduras Saccharomyces nativas isoladas foram avaliadas quanto a 

capacidade de produzir o gás sulfeto de hidrogênio utilizando o meio ágar LA (40 g/L de 

glicose, 5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de peptona, 0,2 g/L de sulfato de amônio, 1 

g/L de acetato de chumbo e 20 g/L de ágar), seguindo a metodologia descrita por Ono e 

Jiranek et al. [119; 120]. 

 As leveduras foram cultivadas à 37ºC durante três dias, para visualizar a produção 

do gás, onde a coloração que cada cepa apresenta durante esse período é analisada. Cepas 

produtoras desse gás apresentam coloração de marrom enegrecida, devido a reação que 

ocorre entre o sulfeto de chumbo presente no meio e o H2S produzido pelas cepas. As 

cepas que não produzem H2S apresentam coloração branca. 

 

3.9 Caracterização das cepas de Saccharomyces isoladas resistentes a diferentes 

concentrações de glicose 

As cepas isoladas foram analisadas de acordo com resistência que apresentam a 

diferentes concentrações de glicose, para isso elas foram submetidas ao crescimento ao 

longo de oito horas em meio líquido de YPD 8% (20 g/l peptona, 10 g/L extrato de 

levedura e 80 g/L de dextrose para cada 1 litro de água esterilizada), acrescido do estressor 

seguindo a metodologia descrita por Prado et al. [121]. 
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Em tubos cônicos com 20 ml de meio YPD 8% as cepas foram padronizadas para 

uma concentração inicial de células de 0,1 (DO600nm), posteriormente foram inoculadas 

nos diferentes tubos com as concentrações de 20%, 25%, 30% e 35% de glicose. As cepas 

também foram analisadas em meio YPD 2% (condição sem estresse).  

Em todas as condições as cepas foram incubadas sob agitação de 180 G à 30ºC 

durante 8 horas e a cinética de crescimento foi verificada a cada ciclo celular através da 

densidade óptica de 600nm. Após esse período realizamos uma diluição de cada cultivo 

(106, 105, 104 103 e 102) e através da técnica de dropout cultivamos 5 µl de cada diluição 

em placa com meio sólido YPD 2%, onde a sobrevivência das células foram analisadas.  

 

3.10 Caracterização das cepas de Saccharomyces isoladas resistente a etanol  

Todas as cepas isoladas foram analisadas de acordo com resistência que 

apresentam ao etanol. Para realizar essa análise utilizamos o método de contagem de 

células na câmara de Neubauer para alcançar um total de 2.106 células inicial. 

Utilizando essa concentração inicial de células submetemos as diferentes cepas ao 

crescimento por 12 horas em meio líquido de YPD 2% acrescido de etanol 10%, 12% e 

14%, seguindo a metodologia descrita por Prado et al. [121]. 

As cepas também foram analisadas em meio sem adição do estressor a fim de 

comparação. Para concluir a análise, realizamos uma diluição de cada cultivo (106, 105, 

104 103 e 102) cultivando apenas 5 µl de cada diluição através de dropout em placa com 

meio sólido YPD 2%, onde analisamos a sobrevivência das células. 

 

3.11 Identificação das cepas de leveduras termotolerantes 

Com o intuito de identificar a temperatura ótima de crescimento das cepas de 

leveduras isoladas no ambiente vitivinícola, testamos o gradiente de temperatura de 18ºC, 

20ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC os quais ocorrem o processo de vinificação.  

As cepas foram cultivadas overnight em agitação de 180 G a 30ºC, posteriormente 

foi realizada uma diluição seriada de cada cultivo 106, 105, 104 103 e 102.  Através da 

técnica de dropout cultivamos 5 µl dos diferentes cultivos em placa de petri contendo 

meio sólido YPD 2% e incubamos nas respectivas temperaturas de análise, o crescimento 

celular foi observado durante 24 horas em relação ao crescimento apresentado pelas cepas 

comerciais. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Esse trabalho foi realizado em duas etapas, sendo a primeira etapa o isolamento 

de leveduras nativas do ambiente vitivinícola onde a figura 4 esquematiza as análises que 

foram realizadas para sua conclusão. Já na segunda etapa, fizemos um acompanhamento 

do processo fermentativo para analisar a dinâmica de leveduras que ocorria durante este 

processo e também para isolar e caracterizar as cepas de leveduras que participam do 

mesmo. Uma representação de como o monitoramento foi realizado está apresentado na 

figura 5.  

Para melhor compreensão trataremos as etapas separadamente nos itens 4.1 e 4.2 

a seguir. 

 

 

 
Figura-4 Representação esquemática das análises realizadas para o isolamento e caracterização de 

leveduras nativas do ambiente vinícola. 
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Figura-5 Representação esquemática das etapas realizadas para o monitoramento do processo fermentativo 

na vinícola Terrassos. 

 
 
 

4.1 Isolamento de leveduras do ambiente de produção do vinho 

4.1.1 Coleta e seleção das linhagens 

Com a intenção de isolar leveduras nativas para produção de vinho 

acompanhamos a vinícola Terrassos durante as colheitas de junho de 2018, e as colheitas 

de janeiro e julho de 2019. Durante as colheitas, coletamos amostras do solo, do caule, 

da folha, do fruto em diferentes regiões dentro da vinícola e também do mosto que estava 

sendo processado para a fermentação. As Tabelas 2 e 3 resumem as amostragens com 

suas respectivas coordenadas geográficas. 
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Tabela 2: Pontos de coleta na Vinícola Terrassos, município de Amparo. Safra junho de 2018, pontos 1 

ao 10, e janeiro de 2019, pontos 11 e 12. 
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Tabela 3: Pontos de coleta na Vinícola Terrassos, município de Amparo. Safra julho de 2019. 

 
 

 

Em uma primeira avaliação, todas as linhagens foram caracterizadas como 

pertencentes ou não ao gênero Saccharomyces, utilizando o método de cultivo em placas 

com meio YCB (Yeast Carbon Base) acrescido do aminoácido L-Lisina como única fonte 

de Nitrogênio. Como citado anteriormente, leveduras não-Saccharomyces, tem a 

capacidade de crescer rapidamente sob estas condições enquanto leveduras do gênero 

Saccharomyces tem pouco ou nulo crescimento nestas condições [122]. Utilizando C. 

albicans como levedura controle não-Saccharomyces, e através da incubação de uma 

única diluição com a mesma concentração celular para todas as linhagens analisadas, foi 

possível identificar que das 155 leveduras isoladas durante todas as colheitas, 16 destas 

leveduras poderiam ser consideradas como Saccharomyces. Um exemplo de uma das 

placas testadas está descrito na Figura 6. 
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Figura 6: Exemplo de identificação de linhagens Saccharomyces em placas YCB-Lisina. Pool inicial de 

leveduras isoladas em vinhedo. Drop-blot das colônias selecionadas do pool inicial em YPD 2% e em placas 

com YCB/Lisina. As primeiras fileiras das figuras correspondem aos controles, onde: Cândida albicans 

(não Saccharomyceae), 1: PDM, 2: BP-725 e 3: AWRI-796 (leveduras do gênero Saccharomyceae 

utilizadas no processo de produção do vinho na vinícola Terrassos). Segunda fileira corresponde as 

linhagens de leveduras isoladas do vinhedo 

 

4.1.2 Identificação molecular e caracterização das linhagens 

Todas as linhagens foram também caracterizadas molecularmente através da 

amplificação da região 5.8S-ITS do complexo gênico nuclear que codifica para a região 

5.8S do RNA ribossômico. Com estas análises, realizamos uma segunda triagem de forma 

a identificar adequadamente as leveduras não-Saccharomyces entre as selecionadas. Após 

o PCR, o tamanho esperado do amplicon em leveduras do gênero Saccharomyces é de 

aproximadamente 900 pbs [35]. Desta forma, conforme exemplo mostrado na Figura 7, 

das 155 linhagens identificadas 149 apresentaram tamanhos de amplicons diferentes, as 

identificando como não-Saccharomyces e 6 das 16 leveduras identificadas através do 

screeening YCB/Lisina (resultado exemplificado na Figura 6) tiveram seus amplicons 

com tamanho semelhante ao esperado, as identificando como possíveis Saccharomyces. 

 

 
Figura 7:  Amplificação da região ITS das cepas isoladas na vinícola Terrassos safra junho 2018, janerio 

e julho 2019. Em destaque cepas que tiveram sua região ITS amplificadas de tamanho correspondente ao 

controle Saccharomyces. CAN: Candida albicans controle não-Saccharomyces; C1: PDM cepa 

Saccharomyces utilizada na produção de vinhos e de 1 a 17 cepas de leveduras isoladas no ambiente 

vitivinícola.  
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A amplificação da região ITS tornou possível determinar a proporção de leveduras 

Saccharomyces em relação as não-Saccharomyces presentes no ambiente de plantação 

das uvas nas respectivas colheitas analisadas. Após as análises, encontramos 6 possíveis 

Saccharomyces isoladas, sendo 2 na colheita de junho de 2018 e outras 4 na colheita de 

junho de 2019. No entanto, na colheita de janeiro de 2019 não foi possível isolar nenhuma 

levedura com características correspondentes as de leveduras do gênero Saccharomyces. 

A Figura 8 representa todas as colheitas acompanhadas onde comparamos a quantidade 

de leveduras Saccharomyces e não- Saccharomyces identificadas em cada colheita. 

 
Figura 8: Comparação da quantidade de leveduras Saccharomyces com não-Saccharomyces de todas as 

coletas realizadas nas diferentes colheitas. 

 

Entretanto, leveduras muito próximas filogeneticamente às Saccharomyces 

podem apresentar tamanho similar de amplicon. Visando buscar uma melhor 

caracterização desse grupo, fizemos uma nova diferenciação utilizando a técnica de 

genotipagem descrita por Carvalho-Neto e colaboradores [123]. Esta técnica permite a 

discriminação de linhagens de Saccharomyces cerevisiae e a diferenciação de linhagens 

não-Saccharomyces. Assim fizemos a discriminação das Saccharomyces isoladas no 

vinhedo com a intenção de selecionar linhagens nativas diferentes entre si. Em especial 

que seja diferente das cepas comerciais utilizadas pela vinícola no processo fermentativo, 

pois estas leveduras podem dispersar no ambiente vitivinícola.  

Após conclusão da análise identificamos que das 6 cepas de leveduras 

Saccharomyces isoladas no ambiente da vinícola, 2 delas, a LBGAv-04 e a LBGAv-07 

apresentam padrões de amplicons idênticos ao padrão apresentado pela levedura 

comercial BP-725, utilizada como controle (C2). Já as outras 3 cepas isoladas; LBGAv-

05, LBGAv-06 e LBGAv-08 apresentaram um padrão de amplicons diferentes das cepas 
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comerciais assim como diferentes entre si. Porém podemos identificar que a cepa 

LBGAv-01 apresenta o mesmo padrão de amplicons que a cepa LBGAv-05. Portanto foi 

possível isolar somente 3 novas cepas de levedura Saccharomyces nativa diferente das 

cepas comerciais colonizando o ambiente vitivinícola.  

Isolar cepas comerciais no ambiente vitivinícola já é esperado, logo que a prática 

de adubação do solo com os resíduos decorrentes do processo fermentativo é frequente 

nesta vinícola. 

A figura 9 representa os padrões de amplicons apresentados pelas linhagens 

isoladas no ambiente vitivinícola e também das cepas comerciais. 

 
Figura 9: Caracterização molecular de linhagens isoladas do ambiente da vinícola. Quatro regiões 

polimórficas dos genes SPA2 (Primer LBGA-01), PYR3 (Primer LBGA-02), MNN4 (Primer LBGA-03) e 

EPL1 (Primer LBGA-04), foram amplificadas seguindo o protocolo descrito por Carvalho Netto. 

Linhagem-1: PDM; Linhagem-2: BP-725 e Linhagem-3: AWRI-796, leveduras comerciais utilizada na 

produção de vinho. Linhagens 4, 5, 6 e 7 leveduras Saccharomyces nativas isoladas na região vitivinícola,  
 

 

4.1.3 Identificação das cepas de leveduras não-Saccharomyces que colonizam o 

ambiente vitivinícola 

Para determinar as espécies de leveduras não-Saccharomyces que colonizam o 

ambiente vitivinícola utilizamos a técnica descrita nos itens 3.5.1 e 3.5.2 [35; 112] Os 

produtos do PCR resultados da amplificação da região ITS de todas as linhagens não-

Saccharomyces isoladas foram sequenciados através da técnica de Sanger [113] e o 

resultado foi comparado utilizando a ferramenta BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  
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A partir dessas análises foi possível inferir a microbiota de leveduras não-

Saccharomyces que colonizam o ambiente vitivinícola e também determinar o tecido 

onde elas predominam.  

Os resultados do sequenciamento serão apresentados nos próximos itens, onde as 

figuras 10, 11 e 12 estão evidenciando os gráficos que representam as leveduras não-

Saccharomyces isoladas naquela região e onde elas predominam durante cada colheita 

analisada. E as figuras 13, 14 e 15 apresentam a relação filogenética entre as cepas de 

leveduras não-Saccharomyces isoladas. 

 

4.1.3.1 Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas na colheita de junho de 

2018 

Durante a colheita de junho de 2018 foram identificadas não só espécies que 

predominavam em um tecido em específico, mas também espécies que colonizam vários 

tecidos. De acordo com as análises, a Candida sp. é uma espécie de levedura que coloniza 

folha, fruto e também o mosto, a Pichia myanmarensis foi identificada nas amostras da 

folha, fruto e solo, já a Aerobasidium sp. coloniza a folha e fruto. Em contrapartida 

espécies como: Hanseniaspora uvarum e Candida akabanensis colonizam 

majoritariamente a folha, enquanto a Aerobasidium thailandese, a Wickerhamomyces 

ciferrii e a Torulaspora delbrueckii predominam somente no fruto. A Diutina rugosa e a 

Kazachstania sp. foram espécies identificadas somente no solo. Nas amostras referentes 

ao caule identificamos somente a espécie Aerobasidium sp.. Um panorama das cepas 

identificadas nesta colheita estão representados no gráfico exemplificado na figura 10.  
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Figura 10: População de leveduras não-Saccharomyces identificadas durante a colheita de junho de 2018. 

Resultados obtidos através do sequenciamento da região ITS das linhagens isoladas e comparados 

utilizando a ferramenta BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 

 

4.1.3.2 Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas na colheita de janeiro 

de 2019 

Nas análises referente a esta colheita observamos que algumas espécies de 

leveduras ainda eram identificadas, como: Candida sp., foi identificada novamente 

colonizando o mosto, o fruto, a folha e agora também no solo. A Pichia myanmarensis 

continuava presentes na folha e no fruto. Enquanto a Aerobasiduim pullulans, a 

Hanseniaspora uvarum e a Diutina rugosa foram espécies que identificamos se 

estabelecendo também em tecidos diferentes da colheita anterior.  

Nesta colheita observamos também algumas espécies não identificadas na colheita 

anterior como: a Starmerella apicola que foi identificada no solo, a  Pichia kudriavzevii 

observamos colonizando o fruto e o mosto, e a espécie Wickerhamomyces anomalus  

encontramos em amostras do solo, da folha, do fruto e também do mosto, da mesma forma 

identificamos a espécie Myerozyma guilliermondii presente na folha, no fruto e no mosto. 

A figura 11 representa as espécies identificadas durante esta colheita e os respectivos 

tecidos onde elas foram localizadas.  
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Figura 11: População de leveduras não-Saccharomyces identificadas durante a colheita de janeiro de 2019. 

Resultados obtidos através do sequenciamento da região ITS das linhagens isoladas e comparados 

utilizando a ferramenta BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 

 

4.1.3.3 Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas na colheita de junho de 

2019 

Já nas análises referente a colheita de junho 2019 observamos uma maior 

diversidade de espécies de leveduras. Algumas dessas leveduras foram encontradas nas 

análises realizadas em todas as colheitas (junho-2018, janeiro-2019 e junho-2019), é o 

caso das espécies Aerobasidium pullulans e Candida sp.. Assim como observamos 

também algumas espécies identificadas em comum na colheta de junho de 2018 e junho 

de 2019. A espécie Wickerhamomyces ciferrii na colheita de junho de 2018 foi 

identificada colonizando o fruto e nesta colheita a identificamos também em amostras da 

folha. Candida akabanensis na colheita de junho de 2018 era identificada frequentemente 

em amostras referentes a folha, nesta colheita a observamos colonizando não só a folha 

como também fruto. Já Torulaspora delbrueckii é uma cepa isolada no fruto na colheita 

de junho de 2018 e novamente  isoladas no mesmo tecido nesta colheita. 

Observamos também que algumas espécies eram identificadas somente nesta 

colheita (junho 2019) como foi o caso da: Kwoniella heveanensis, Pichia sporocuriosa e 

Candida californica que isolamos das amostras do mosto, e a Pichia terrícola além de 

ser isolada em amostras do mosto estava presente também na folha. A ilustração do 

padrão de colonização das leveduras está representada na figura 12. 
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Figura 12: População de leveduras não-Saccharomyces identificadas durante a colheita de junho de 2019. 

Resultados obtidos através do sequenciamento da região ITS das linhagens isoladas e comparados 

utilizando a ferramenta BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

As análises das três colheitas realizadas pela vinícola, onde o presente trabalho foi 

desenvolvido, nos sugerem que as espécies de leveduras não-Saccharomyces isoladas 

naquela região são variáveis. Através dos resultados obtidos observamos que algumas 

espécies permanecem ao longo das colheitas, isto é, já se estabeleceram naquele ambiente, 

enquanto outras são espécies flutuantes. Como é o caso de Diutina rugosa isolada nas 

colheitas de junho 2018 e janeiro de 2019 e não identificada em junho de 2019. 

Entretanto, Torulaspora delbruekii foi isolada durante a colheita de junho de 2018 e junho 

de 2019, enquanto Candida sp. e Hanseniáspora uvarum eram isoladas durante as três 

colheitas. Esses resultados nos sugerem que, determinadas espécies tem preferência por 

uma dada estação do ano como observamos nas espécies de Wickerhamomyces ciferrii, 

Candida akabanensis e Torulaspora delbrueckii. Outro dado que chama atenção é que 

Torulaspora delbrueckii é uma cepa identificada somente no fruto indicando uma 

preferencia por esse tecido da planta. 

A população de leveduras que coloniza o ambiente vitivnícola pode ser 

determinante não só para a qualidade do vinho produzido como também para a saúde das 

vinhas [124]. Estudos tem demonstrado que, espécies de não-Saccharomyces como 

Hanseniáspora uvarum, Pichia kudriavzevii e Meyerozyma guielliermondii estão 

diretamente relacionadas à controles biológicos de patôgenos que infectam os vinhedos 

como Botrytis cinerea, Aspergillus carbonaris e Penicillium expansum. Essas espécies 

de leveduras podem reduzir a incidência desses patôgenos através de diferentes 
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mecanismos como, a produção de enzimas líticas extracelulares e compostos orgânicos 

voláteis [125], pela produção de biofilmes [126] como também pela síntese de proteínas 

ligadas à patôgenos e a indução do acúmulo de fitoalexinas [127]. 

 

4.1.4 Análise da relação evolutiva das cepas de leveduras não-Saccharomyces que 

colonizam o ambiente vitivinícola 

Partindo dos resultados obtidos do sequenciamento da região ITS das cepas de 

leveduras não-Saccharomyces encontradas no vinhedo, analisamos também a relação 

evolutiva entre cada cepa identificada. Inicialmente realizamos o alinhamento das 

sequencias utilizando os programas Bioedit v.7.0.5.3 e MAFFT [114; 115]. 

Posteriormente usamos jModelTest [116] para estimar o modelo de substituição de 

nucleotídeo de melhor ajuste, que foi usado para inferir relações filogenéticas de máxima 

verossimilhança entre OBPs com PhyML ver.3.0 [117] e agrupá-las de acordo a sua 

origem evolutiva. Os dados obtidos através desta análise oferecem segurança, pois em 

geral o suporte dos ramos está dentro do padrão, salvo algumas exceções quando as 

sequencias são idênticas o que já é esperado. 

Durante a análise da relação evolutiva entre as cepas de leveduras não-

Saccharomyces isoladas, observamos diferentes linhagens agrupadas separadamente e 

pertencentes ao gênero Candida.  A topologia da árvore nos sugere, portanto, que se 

tratam de diferentes espécies identificadas durante as coletas realizadas.   

 Outro dado a ser considerado é que por conta da alta similaridade na região do 

ITS que utilizamos para a análise de leveduras, algumas espécies como Pichia 

myanmarensis e Wickerhamomyces adaphicus não puderam ser diferenciadas, 

dificultando uma análise acurada neste sentido. As Figuras 13, 14 e 15 apresentam as 

árvores filogenéticas representando a relação evolutiva entre as leveduras isoladas em 

cada colheita. 
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Figura 13: Árvore filogenética representando a relação evolutiva da microbiota existente na região 

vitivinícola durante a colheita de junho de 2018 representada pela figura 10. Dados obtidos através dos 

resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de bioinformática [115] para alinhar 

as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas e [117] para inferir as relações 

evolutivas das sequencias. P1: ponto de coleta 1; P2: ponto de coleta 2; P3: ponto de coleta 3; P4: ponto de 

coleta 4; P5: ponto de coleta 5; P6: ponto de coleta 6; P7: ponto de coleta 7; P8: ponto de coleta 8; P9: 

ponto de coleta 9; P10: ponto de coleta 10. Os pontos de coletas são referentes as coordenadas geográficas 

presentes na tabela 2.  
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Figura 14: Árvore filogenética representando a relação evolutiva da microbiota existente na região 

vitivinícola durante a colheita de janeiro de 2019 representada pela figura 11. Dados obtidos através dos 

resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de bioinformática [115] para alinhar 

as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas e [117] para inferir as relações 

evolutivas das sequencias. P11: ponto de coleta 11; P12: ponto de coleta 12. Os pontos de coletas são 

referentes as coordenadas geográficas presentes na tabela 2. 
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Figura 15: Árvore filogenética representando a relação evolutiva da microbiota existente na região 

vitivinícola durante a colheita de junho de 2019 representados pela figura 12. Dados obtidos através dos 

resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de bioinformática [115] para alinhar 

as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas e [117] para inferir as relações 

evolutivas das sequencias. P1: ponto de coleta 1; P2: ponto de coleta 2; P3: ponto de coleta 3; P4: ponto de 

coleta 4; P5: ponto de coleta 5; P6: ponto de coleta 6; P7: ponto de coleta 7; P8: ponto de coleta 8; P9: 

ponto de coleta 9; P10: ponto de coleta 10; P11: ponto de coleta 11; P12: ponto de coleta 12; P13: ponto de 

coleta 13. Os pontos de coletas são referentes as coordenadas geográficas presentes na tabela 2.  
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4.1.5 Análise dos resultados 

Após a análise do ambiente vitivinícola concluímos que, os diferentes tecidos da 

planta como também o solo é colonizado por uma grande diversidade de leveduras não-

Saccharomyces, dados representados pela figura 7 e 8 respectivamente. Como discutido 

no item 4.1.3, essas não-Saccharomyces se diferem no decorrer das safras, sendo que, 

algumas cepas são identificadas em todas as safras analisadas, enquanto outras foram 

identificadas em safras específicas. Portanto, esse comportamento nos sugere uma 

preferência dessas cepas por determinadas estações do ano. As figuras 10, 11 e 12 nos 

permitem identificar as espécies que as não-Saccharomyces isoladas pertencem como 

também correlacioná-las com o tecido em que predominam. Dentre as cepas de não-

Saccharomyces identificadas estão algumas que contribuem para a saúde das vinhas como 

Hanseniáspora uvarum, Pichia kudriavzevii e Meyerozyma guielliermondii, estas cepas 

atuam como controle biológico de patôgenos. 

Verificamos também a relação evolutiva entre as cepas de não-Saccharomyces 

isoladas. Contudo, os dados obtidos das análises, figuras 13, 14 e 15, demonstraram que 

isolamos uma diversidade muito maior de espécies comparadas com os dados obtidos 

pelo BLASTN, figuras 10, 11 e 12. 

Além disso, isolamos um total de 6 cepas de leveduras Saccharomyces nativas, 

que, nos estudos de genotipagem representados pela figura 9, três delas apresentaram 

perfil de amplicons diferentes entre si e diferentes das cepas comerciais, sendo novas 

linhagens identificadas. Essas novas linhagem permitiram realizar estudos mais 

abrangentes que serão apresentados em seções posteriores. 

 

4.2 Isolamento e caracterização de leveduras ao longo do processo fermentativo da 

vinícola 

Através dos resultados obtidos do isolamento de leveduras no vinhedo, 

observando que nas uvas coletadas e no mosto haviam uma grande proporção de 

leveduras não-Saccharomyces. Este resultado sugeriu realizar uma análise mais 

abrangente a fim de elucidar se estas espécies de não-Saccharomyces eram encontradas 

no processo fermentativo e como elas se comportavam ao longo da fermentação. Uma 

vez que estas uvas seriam processadas para originar o mosto e este mosto seria inoculado 

com uma cepa comercial dando início ao processo de vinificação. De acordo com a 

literatura estas leveduras nativas participam do processo fermentativo e contribuem 

significativamente para as características sensoriais do vinho [7; 10].  
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Para determinar a dinâmica do processo fermentativo da vinícola Terrassos, 

realizamos um monitoramento deste processo por dois anos consecutivos. O primeiro foi 

realizado em janeiro de 2019, onde também realizamos coleta de amostras do território 

vitivinícola, isto é, coletamos amostra do solo, do caule, da folha e do fruto. O posterior 

foi em janeiro de 2020, neste ano não realizamos coleta de amostras do ambiente, 

realizamos somente o monitoramento do processo fermentativo para então comparar ao 

ano anterior. Os processos de fermentação monitorados nos dois anos foram realizados 

utilizando a mesma estirpe de uva para produzir o mosto e também se utilizou a mesma 

cepa de levedura comercial como iniciadoras (starter) do processo. 

Para realizar o monitoramento coletamos amostras do mosto antes do inóculo com 

a levedura comercial, no início (horas após a inoculação da cepa comercial), meio e no 

final da fermentação, com o intuito de analisar as cepas que predominavam em cada 

estágio do processo fermentativo. Quantificamos também o consumo de açucares totais 

em cada etapa. Em adição, no monitoramento realizado em janeiro de 2019, utilizamos o 

mesmo mosto que estava sendo vinificado pela vinícola para realizar uma 

microvinificação em escala laboratorial, simulando o processo fermentativo realizado 

pela vinícola. A vinificação em microescala (microvinificação) e o processo fermentativo 

da vinícola foram monitorados e analisados com os mesmos parâmetros. Dessa forma, 

comparamos a dinâmica dos dois processos (fermentação da vinícola e vinificação em 

microescala).  

Os resultados obtidos através do monitoramento do processo fermentativo de 2019 

e 2020 serão apresentados em detalhes a seguir de acordo com a data em que foram 

realizados. 

 

4.2.1 Dinâmica de leveduras durante o processo fermentativo 

 A partir das coletas realizadas em dias estratégicos dos processos fermentativos, 

isolamos um total de 257 cepas de leveduras. Essas diferentes cepas foram submetidas à 

extração do DNA utilizando a técnica de fenol-cloroformio [112]. Logo após, através de 

PCR amplificamos a região 5.8S-ITS do complexo gênico nuclear. Além disso todas as 

cepas identificadas como não pertencentes do gênero Saccharomyces tiveram o produto 

resultado da amplificação da região ITS sequenciados [113]. Essa análise foi importante 

pois através dela identificamos a proporção de leveduras Saccharomyces e não-
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Saccharomyces que participam dos processos fermentativos monitorados possibilitando 

também inferir a etapa do processo onde elas predominam.  

A figura 16 demonstra um exemplo dos padrões de amplificação obtidos da região 

ITS das amostras coletadas durante a fermentação da vinícola, no primeiro dia e no 

décimo quarto dia de fermentação. Utilizando essa técnica identificamos 59 prováveis 

Saccharomyces e 198 não-Saccharomyces. Realizamos também um levantamento da 

proporção de leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces que foram isoladas ao 

longo dos processos analisados. A figura 17 apresenta graficamente os dados obtidos a 

partir da amplificação da região ITS de todas as cepas isoladas. Nessa figura podemos 

comparar a proporção de leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces isoladas 

durante a fermentação como também as etapas do processo fermentativo que 

predominam.  

 

Figura 16:  Exemplo dos géis de agarose da amplificação da região ITS das cepas isoladas dos processos   

fermentativos. C. albicans: controle não-Saccharomyces; AWRI-796: cepas comerciais de leveduras 

Saccharomyces utilizadas pela vinícola Terrassos; FW1: linhagens isoladas no primeiro dia da fermentação 

e FW4: linhagens isoladas no décimo quarto dia da fermentação. 

 

 

Figura 17: Sucessão de leveduras ao longo dos processos fermentativos monitorados. Processo 

fermentativo janeiro de 2019: processo fermentativo realizado pela Vinícola Terrasos e microvinificação 

em escala laboratorial, resultados exemplificados das amostras do mosto sem adição de metabissulfito de 

potássio e após adição com tempo de fermentação de 14 dias. Processo fermentativo janeiro de 2020 

processos fermentativos realizado pela vinícola, mosto sem adição de metabissulfito de potássio e após 

adição com tempo de fermentação de 9 dias.   
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Os processos de fermentação alcoólica analisados (Processo fermentativo 

realizado pela vinícola em 2019 e 2020 e vinificação em microescala que foi realizada 

simultaneamente com o processo fermentativo de 2019) apresentaram as seguintes 

características:  

Em janeiro de 2019, ano em que além de monitorar o processo fermentativo 

realizado pela vinícola, também fizemos uma vinificação em microescala para comparar 

a dinâmica de ambos os processos. Tanto no mosto sem adição de metabissulfito 

(composto utilizado para esterilizar o mosto), e com a adição deste composto, foram 

observadas leveduras Saccharomyces de proporção inferior as não-Saccharomyces antes 

da inoculação da cepa comercial. A mesma condição foi observada no mosto 12 horas 

após o inóculo até o quinto dia do processo. Em contrapartida, no nono dia da fermentação 

os dois processos se diferiram.  

Na fermentação realizada pela vinícola foi observado que as leveduras 

Saccharomyces estavam em maior proporção que o observado nos pontos anteriores de 

coleta, condição perpetuada até o décimo quarto dia resultando no declínio das cepas não-

Saccharomyces.  

No processo de vinificação em microescala, a partir do nono dia até o décimo 

quarto as leveduras Saccharomyces eram observadas ainda em menor proporção que 

leveduras não-Saccharomyces.  

 Acreditamos que a divergência dos resultados seja devido à vinificação em 

microescala ter sido realizada de maneira estéril, enquanto a vinificação realizada na 

vinícola esta suscetível a ação da microbiota existente naquela região. Em outras palavras, 

na vinícola o processo não é estéril.  

Já nas análises realizadas no processo fermentativo de janeiro de 2020, no mosto 

com e sem adição de metabissulfito de potássio identificamos leveduras Saccharoymes 

em uma proporção muito baixa. Característica que era observada até os primeiros dias do 

processo, fase onde já havia ocorrido a inoculação da cepa comercial. A partir do quinto 

dia do processo, observamos que essas leveduras predominavam totalmente tendo o 

processo fermentativo finalizado no nono dia de fermentação.  

Ao fazer uma comparação com o processo anterior, realizado no ano de 2019 

podemos observar que, leveduras Saccharomyces dominaram precocemente o processo 

otimizando o tempo da fermentação.  

De acordo com os dados fornecidos pela vinícola Terrassos, a qualidade 

organoléptica do vinho resultado dos processos fermentativos analisados foi muito 
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distinta. No ano de 2019 o vinho produzido apresentou uma característica mais marcante 

e robusta em contra partida o vinho produzido no ano posterior em 2020 apresentou notas 

mais finas e frutadas.  

Os dados que obtivemos das análises nos sugerem que a microbiota de leveduras 

não-Saccharomyces influenciaram diretamente na característica dos vinhos resultantes 

dos processos analisados, uma vez que ambos os processos foram realizados utilizando 

mosto originado da mesma estirpe de uvas e inoculado com a mesma cepa comercial. 

Estes resultados nos indicam que o conhecimento dessa diversidade pode ser importante 

quando se busca vinhos com características semelhantes. 

No item 4.2.3 demonstraremos as cepas de leveduras não-Saccharomyces 

identificadas ao longo de cada processo fermentativo analisado como também sua 

proporção quando comparadas com as cepas de leveduras Saccharomyces. 

 Vale ressaltar, que no início dos processos fermentativos analisados encontramos 

leveduras Saccharomyces em proporções inferiores as não-Saccharomyces. Fato que nos 

chama atenção é que, conforme a literatura, leveduras Saccharomyces pode ser observada 

em maior proporção desde os primeiros instantes do processo fermentativo e ao longo 

deste dominam totalmente. Como demonstrado na figura 17, no processo fermentativo 

realizado na vinícola Terrassos isso não ocorre. 

 

4.2.2 Análise do consumo de açúcares totais ao longo do processo fermentativo 

Para analisar a eficiência das cepas que conduziam os processos fermentativos 

monitorados, realizamos uma análise do consumo de açúcares totais durante o processo 

através da técnica que utiliza ácido-3,5-dinitro salicílico (DNS).  

No ano de 2019 comparamos o consumo de açúcares durante o processo 

fermentativo realizado pela vinícola em relação a vinificação em microescala 

(microvinificação). Já no ano de 2020 fizemos uma comparação do processo fermentativo 

realizado pela vinícola no ano anterior. E por fim fizemos uma relação do consumo de 

açúcares às cepas identificadas em cada processo fermentativo. 

As análises realizadas representadas pela figura 18 demonstra que no ano de 2019 

ambos os processos fermentativos (fermentação vinícola e vinificação em microescala) 

evoluíram de maneira similar. Em contrapartida no ano de 2020 o processo fermentativo 

teve um tempo de fermentação menor e o consumo de açúcares ocorreu de forma linear. 

Essa diferença no tempo de fermentação observado no processo fermentativo do ano de 
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2019 e 2020 pode ter ocorrido devido a microbiota de leveduras que participava dos 

processos. Durante a fermentação do ano de 2019 foi possível identificar em maiores 

proporções leveduras do gênero não-Saccharomyces fato que foi observado o contrário 

no processo realizado em 2020 onde desde os primeiros estágios do processo já era 

identificado leveduras Saccharomyces as quais prevaleceram a partir do quinto dia como 

podemos observar na figura 17. 

 O gráfico representado pela Figura 18 nos permite afirmar que, ao longo do 

processo fermentativo, o consumo de açúcares totais em ambos processos ocorreram de 

maneira similar. Esse resultado indica que, a diferença observada na população de 

leveduras não-Saccharomyces e também a proporção delas em relação as Saccharomyces 

nos processos fermentativos de 2019 e 2020 não interferiram no consumo de açúcares. 

 

 
Figura 18: Representação gráfica do consumo de açucares totais durante o processo fermentativo. Processo 

fermentativo realizado pela Vinícola Terrassos comparado ao processo de microvinificação ano de 2019 e 

processo fermentativo da vinícola Terrasos ano de 2020. 

 

4.2.3 Identificação das espécies de leveduras não-Saccharomyces que participam do 

processo fermentativo 

Leveduras não-Saccharomyces foram identificadas participando ativamente do 

processo fermentativo. De acordo com a literatura estas espécies podem interferir 

diretamente na qualidade sensorial do vinho produzido, através da produção de 

subprodutos oriundos da sua atividade metabólica. Sendo alguns, responsáveis por 

agregarem altos valores sensoriais como também outros que favorecem para odores 

desagradáveis e até a degradação do vinho.  
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Identificar essas espécies é de suma importância para determinar um maior 

controle sobre o processo fermentativo como também proporcionar a produção de um 

vinho que apresenta características organolépticas diversificadas. 

 Diferentes estudos têm demonstrado as contribuições positivas e negativas dessas 

espécies durante o processo de vinificação, as principais não-Saccharomyces relacionadas 

à produção de vinhos são: 

Hanseniaspora: é um gênero de leveduras apiculadas, composto por dez espécies: 

H. valbyensis , H. guilliermondii , H. uvarum , H. opuntiae , H. Thailandica , H. meyeri , 

H. clermontiae; H. vineae , H. osmophila e H. occidentalis [54]. Este gênero é 

caracterizado por seu baixo poder fermentativo e alta produção de ácidos graxos voláteis, 

ésteres, aldeídos e compostos de enxofre, mas baixo produtor de álcoois superiores [55]. 

Os compostos mais característicos produzidos por Hanseniaspora que conferem aroma 

positivo aos vinhos são ésteres de acetato e aldeídos [54; 56; 57]. A capacidade de 

produzir baixos níveis de álcoois superiores que esse gênero possui favorece sua 

aplicação na enologia, já que este composto quando em altas concentrações prejudica a 

qualidade sensorial do produto. 

Candida:  é um gênero de leveduras com aproximadamente 150 espécies sendo 

que 11% são agentes patogênicos que podem causar doenças infecciosas em humanos 

[58], como por exemplo, a candidíase. Dentro desse gênero encontramos C. albicans, C. 

stellata, C. tropicallis, C. akabanensis entre outras. Porém quando estas espécies estão 

presentes na fermentação podem influenciar na produção de vinho pois são capazes de 

produzir uma elevada concentração de compostos prejudiciais para qualidade do vinho 

como: ácido acético, compostos de enxofre, terpenos e glicerol [59; 60]. 

Pichia: Dentro do gênero Pichia, podemos encontrar aproximadamente 100 

espécies como exemplo: P. anômala, P. pastoris, P. kluyveri, P. kudriavzevii, P. angusta. 

Esse gênero tem sido descrito como alto produtor de ésteres, principalmente acetato de 

etila e acetato de isoamila [55], conferindo notas frutadas ao vinho [61]. Espécies de 

Pichia tem sido utilizada em conjunto com S. cerevisiae e os vinhos resultante desse 

processo apresentaram perfil aromático e sabor melhorados, sendo que esses vinhos 

quando avaliados obtiveram pontuações mais elevadas nos aromas frutados e florais, 

aparência e paladar, elevando sua qualidade [62; 63]. 

Meyerozyma guilliermondii: é uma levedura ascomiceta com várias 

características e fisiologia únicas, pode ser encontrada nos mais diversos ambientes, 

devido sua capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono [64], possui um rápido 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pichia_angusta&action=edit&redlink=1
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crescimento, e seu crescimento é caracterizado pela formação de filmes. O uso de 

Meyerozyma guilliermondii no processo de vinificação acarreta na melhoria da cor do 

vinho, essa espécie apresenta uma elevada atividade enzimática que permite a produção 

de adutos de piranoantocianina, que se condensam com antocianinas presentes no mosto 

produzindo compostos coloridos altamente estáveis que permanecem por um período de 

tempo mais longo do que outras antocianinas [62]. 

Torulaspora: Esse gênero tem sido amplamente estudado devido suas 

implicações no perfil aromático de vinhos. Dentro desse gênero podemos destacar 

Torulaspora delbrueckii essa espécie tem demonstrado baixa produção de compostos 

indesejáveis, como acetaldeído, ácido acético e sulfeto de hidrogênio e o concomitante 

aumento de compostos desejáveis, como 2-feniletanol, ésteres, terpenos e tióis varietais 

[7; 45; 65].  Além disso, vários estudos têm mostrado que co-fermentações ou inoculação 

sequencial com cepas selecionadas de T. delbrueckii e S. cerevisiae resultou em vinhos 

com qualidade mais complexa e superior que os obtidos por inoculação única, indicando 

um efeito sinérgico de leveduras na produção de vinho [15; 45; 65; 66]. 

Aerobasidium: Dentro desse gênero podemos destacar, Aureobasidium pullulans 

e Aerobasidium thailandense, são caracterizados como saprófitos oligotróficos 

oxidativos. Cepas de Aerobasidium tem se mostrado como agentes de biocontroles, no 

trabalho realizado por Felice e colaboradores [72] essas cepas mostraram resistencia e 

capacidade de degradar ocratoxina-A em vinhos. A ocratoxina-A é produzida por 

espécies de Aspergillus carbonarius e Aspergillus sp., quando essas espécies invadem as 

uvas liberam  ocratoxina-A, essas uvas por sua vez serão transformadas em mosto que 

originará os vinhos podendo então ter a qualidade sensorial prejudicada pela presença 

desta toxina. 

Wickerhamomyces: Cepas desta espécie podem ser encontradas em muitos tipos 

de ambientes como frutas e materiais vegetais, grãos de cereais, silagem de milho, 

produtos alimentícios com alto teor de açúcar [33]. Wickerhamomyces anomalus pode 

crescer sob condições extremas de estresse ambiental, como baixo e alto pH, baixa 

atividade de água, alta pressão osmótica e condições anaeróbias. Em fermentações 

realizadas com cepas destas espécies foi observado grande desempenho fermentativo nos 

primeiros estágios do processo e a produção de compostos responsáveis por aumentar o 

valor gustativo do vinho [75]. 

Kazachstania: Leveduras do gênero Kazachstania normalmente são encontradas 

em baixa frequência predominando na grande maioria o solo. Leveduras dessa espécie 
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desempenha baixo potencial fermentativo, mas contribui significativamente para 

aumentar o sabor em alimentos fermentados por meio da produção de álcool isoamílico 

[76]. Até agora, somente algumas espécies deste gênero foram enologicamente 

caracterizados e apresentam aspectos metabólicos favoráveis para aumentar a qualidade 

sensorial do vinho. No entanto essa espécie não possui condições fisiológicas para 

conduzir o processo fermentativo até as últimas etapas e é indicada como co-inóculo [77].  

Starmerella: Espécies do gênero Starmerella são frequentemente isoladas nas 

flores ou em qualquer outro ambiente de alto teor de açúcares, e estão associadas aos 

insetos que visitam as flores, como exemplo: abelhas e zangões [78]. Espécie desse 

gênero tem demonstrado potencial tecnológico relevante como é o caso de Starmerella 

bacillaris, cuja espécie tem apresentado boa performace para atuar como co-inóculo em 

fermentações para produção de vinhos, pois apresentam tolerancia a elevados níveis de 

etanol podendo persistir até a fase intermediária do processo fermentativo [53].  Além 

disso, vinhos produzidos com mix de Saccharomyces e Starmerella bacillaris 

apresentaram um perfil aromático de melhor qualidade [80] outro fator que impulsiona o 

uso dessa espécie para produção de vinhos é o fato de que essa espécie possui uma elevada 

síntese de enzimas hidrolíticas extracelulares de interesse enológico [46; 53]. 

Para determinar as espécies de leveduras não-Saccharomyces que participam do 

processo fermentativo, todas as leveduras que não apresentaram seus amplicons de 

tamanho correspondentes ao padrão esperados de Saccharomyces tiveram o produto 

resultado da amplificação da região ITS purificados e encaminhados para sequenciamento 

pela técnica de Sanger e comparados utilizando a ferramenta BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Com isso, determinamos as cepas de leveduras 

não-Saccharomyces que participavam do processo fermentativo nas respectivas análises 

e também as relacionamos com as cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas 

no ambiente vitivinícola. As figuras 19, 20 e 21 apresentam a população de leveduras 

não-Saccharomyces isoladas em cada etapa dos processos fermentativos (processo 

fermentativo-2019, vinificação em microescala-2019 e processo fermentativo-2020), os 

quais estão descritos nos próximos itens. 
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4.2.3.1 Cepas de leveduras não-Saccharomyces que participam do processo 

fermentativo realizado pela vinícola Terrassos e na vinificação em microescala ano 

de 2019 

Durante o monitoramento realizado no processo de produção do vinho na vinícola 

terrassos no ano de 2019, percebemos que, cepas de leveduras não-Saccharomyces eram 

isoladas com maior frequência em relação as Saccharomyces. Através dos resultados 

obtidos do sequenciamento da região ITS identificamos que as cepas de leveduras não-

Saccharomyces isoladas durante a colheita nos diferentes tecidos da planta também 

participavam do processo fermentativo. Essas cepas eram identificadas predominando 

diferentes etapas do processo, sendo que, algumas delas permaneceram até os estágios 

finais da fermentação. As análises realizadas permitem inferir que no mosto antes do 

inóculo da cepa de levedura comercial predomina-se então diferentes espécies de 

leveduras não-Saccharomyces como: Candida californica, Hanseniaspora uvarum, 

Pichia terrícola, pichia sporocuriosa e Meyrerozyma guilliermondii. Mesmo horas após 

o inóculo do mosto com a cepa comercial, as não-Saccharomyces ainda são identificadas 

em maiores proporções. Algumas dessas cepas declinaram gradativamente, enquanto 

outras espécies se estabilizavam perpetuando-se até o final do processo. Como exemplo 

dessa dinâmica podemos citar as espécies de Diutina rugosa e Meyrerozyma 

guilliermondii que conseguiram atingir até o nono dia do processo, quando 

posteriormente não são mais observadas, momento em que a espécie Hanseniaspora 

uvarum predomina, competindo com as cepas de Saccharomyces. A dinâmica de 

leveduras que ocorreu durante o processo pode ser conferida no gráfico representado pela 

figura 19. 

Quando comparamos o processo fermentativo realizado na vinícola em relação ao 

processo de vinificação em microescala (microvinificação), podemos perceber que as 

cepas de leveduras mantiveram a mesma dinâmica, se diferenciando somente nas espécies 

que predominam em cada estágios do processo. A figura 20 representa as cepas de 

leveduras não-Saccharomyces identificadas em cada estágio do processo de vinificação 

em microescala. Como podemos observar o mosto mantém a mesma composição de 

leveduras em contra partida as cepas de leveduras que predominam no dia 1 do processo 

se divergem em relação a fermentação realizada na vinícola. Hanseniaspora uvarum é 

uma cepa observada desde o dia 5 da fermentação predominando totalmente na última 

etapa do   processo realizado na vinícola, já na vinificação em microescala, esta cepa 

desaparece nos primeiros momentos do processo.  
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Outro aspecto em que os processos se divergem são as espécies que predominam 

nos últimos estágio do processo. Na vinificação em microescala as cepas que se 

sobressaem até o último dia da fermentação são Diutina rugosa e Meyrerozyma 

guilliermondii cepas então observadas predominando os primeiros estágios do processo 

realizado na vinícola. Vale ressaltar que, em ambos os processos fermentativos leveduras 

Saccharomyces foram identificadas em menores proporções em relação as não-

Saccharomyces, dados apresentados no item 4.2.1 figura 17. 

 

 
Figura 19: Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas em cada estágio do processo fermentativo 

realizado pela vinícola Terrassos do ano de 2019. Resultados obtidos através do sequenciamento da região 

ITS das linhagens isoladas e comparados utilizando a ferramenta BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). M: mosto antes do inóculo da cepa comercial; Dias 1 à 14: tempo 

de duração do processo fermentativo e os dias em que as coletas foram realizadas. 
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Figura 20: Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas em cada estágio do processo de 

microvinificação do ano de 2019. Resultados obtidos através do sequenciamento da região ITS das 

linhagens isoladas e comparados utilizando a ferramenta BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). M: mosto antes do inóculo da cepa comercial; Dias 1 à 14: tempo 

de duração do processo fermentativo e os dias em que as coletas foram realizadas. 

 

4.2.3.2 Cepas de leveduras não-Saccharomyces que participam do processo 

fermentativo-2020 

No ano de 2020 realizamos novamente um acompanhamento do processo 

fermentativo com o propósito de comparar sua dinâmica ao processo realizado no ano 

anterior (2019). Neste ano, o processo fermentativo apresentou uma característica 

diferente, de acordo com os dados apresentados no item 4.2.1 figura 17, as leveduras 

Saccharomyces foram encontradas com maior frequência em comparação ao processo 

anterior.  

Leveduras desse gênero já apareciam no mosto competindo com leveduras do 

gênero não-Saccharomyces como exemplos as espécies Meyerozyma guilliermondii, 

Candida sp., Aerobasidium pullulans e Kwoniella haveanensis. 

Observamos também que a partir do dia 5, cepas de leveduras Saccharomyces 

predominavam, mas ainda era observado algumas espécies de não-Saccharomyces que 

permaneciam até o final do processo. Neste ano o processo fermentativo também se 

divergiu do ano anterior pelo fato de ter apresentado uma redução no tempo de 

fermentação. O que chamou a atenção é que nesse processo fermentativo encontramos 

cepas de leveduras não-Saccharomyces diferentes das cepas identificadas no processo 
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fermentativo de 2019. Como Pichia kudriavzevii, Candida intermedia, Candida 

orthopsilosis, Aerobasidium pullulans, Candida apícola, Candida akabanensis, 

Wicherhamomyces anomalus e Kwoniella heveanensis.  

Na figura 21 podemos verificar todas as cepas isoladas durante esse processo 

fermentativo e também identificar as etapas do processo que elas predominam. 

 

 
Figura 21: Cepas de leveduras não-Saccharomyces identificadas em cada estágio do processo fermentativo 

do ano de 2020. Resultados obtidos através do sequenciamento da região ITS das linhagens isoladas e 

comparados utilizando a ferramenta BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). M: mosto antes do 

inóculo da cepa comercial; Dias 1 à 14: tempo de duração do processo fermentativo e os dias em que as 

coletas foram realizadas. 

 

Ao fazermos uma comparação dos dois processos fermentativos realizados pela 

vinícola em 2019 e 2020 podemos observar que:  

Em 2019 a espécie Diutina rugosa, que também foi isolada em grande proporção 

no solo da vinícola compete de forma significativa com leveduras do gênero 

Saccharomyces ao longo do processo. Apesar de não ter relação direta com a produção 

de vinho essa cepa foi identificada em grande quantidade colonizando o ambiente 

vitivinícola como também participando em todas as etapas do processo fermentativo. 

Outro ponto a ser observado é que, nesse processo as espécies de Meyerozyma 

guilliermondii e Hanseniaspora uvarum também foram observadas nos estágios finais do 

processo, porém em menores proporções.  

Essas espécies são caracterizadas pela capacidade de produzir baixos níveis de 

álcoois superiores e elevadas concentrações de ésteres de acetato e aldeídos, que conferem 
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aromas frutados e também contribuem para o corpo do vinho. O que chama atenção no 

decorrer deste processo é que leveduras Saccharomyces são observadas em proporções 

muito inferiores em relação as não-Saccharomyces, indicando que a maior parte do 

processo foi conduzido por leveduras não-Saccharomyces. 

No ano de 2020 notamos que a partir do 5º dia já era possível identificar leveduras 

do gênero Saccharomyces predominando, fato não observado no ano anterior. No entanto, 

era possível encontrar cepas de não-Saccharomyces como Diutina rugosa, Meyerozyma 

guilliermondii e espécies de cândida.  

Como já mencionamos no item 4.2.1 os vinhos obtidos dos processos 

fermentativos analisados apresentaram características distintas o que reforça os resultados 

que obtivemos das nossas análises.  

 

4.2.3.3 Análise da relação evolutiva entre as cepas de leveduras não-Saccharomyces 

que participam dos processos fermentativos 

Logo após identificação das cepas de leveduras não-Saccharomyces que 

participam dos processos fermentativos monitorados, também realizamos uma análise da 

relação evolutiva entre essas cepas, resultados representados pelas figuras 22, 23 e 24. 

Os resultados dessas análises nos mostraram que existem linhagens identificadas 

como sendo da mesma espécie, mas que se agrupam em clados bem distantes como por 

exemplo Pichia terrícola e Diutina rugosa na figura 22, e também das espécies de 

Meyerozyma guilliermondii e Diutina rugosa na figura 23. Isto sugere que apesar de 

serem a mesma espécie podem representar diferentes linhagens que teriam características 

distintas. 

Assim como observado na coleta do ambiente, a similaridade entre as sequências 

de Pichia kudriavzevii com Saccharomycetes sp. e também das sequências de Candida 

apícola com Starmerella apícola, dificultou a identificação da espécie. 

De acordo a topologia que as árvores apresentaram podemos concluir que existe 

uma diversidade muito maior de espécies participando do processo fermentativo que 

identificamos pela ferramenta BLASTN.  

Esses resultados nos oferecem segurança, pois as análises estão dentro do padrão 

sendo que o suporte dos ramos apresenta valores muito próximos a 1, salvo algumas 

exceções quando as sequencias são idênticas, o que já é esperado. 
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Figura 22: Árvore filogenética representando a relação evolutiva das cepas leveduras não-Saccharomyces 

que participam do processo fermentativo de janeiro de 2019, representados no item 4.2.3.1 pela figura 19. 

Dados obtidos através dos resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de 

bioinformática [115] para alinhar as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas 

e [117] para inferir as relações evolutivas das sequencias. M: cepas de leveduras isoladas no mosto; F_1: 

cepas isoladas no primeiro dia do processo; F_5: cepas isoladas no quinto dia do processo; F_9: cepas 

isoladas no nono dia do processo; F_14: cepas isoladas no décimo quarto dia do processo. 

 

 

 
Figura 23: Árvore filogenética representando a relação evolutiva das leveduras não-Saccharomyces que 

participam do processo de microvinificação representados no item 4.2.3.1 pela figura 20. Dados obtidos 

através dos resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de bioinformática [115] 

para alinhar as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas e [117] para inferir 

as relações evolutivas das sequencias. M_1: primeiro dia do processo; M_2: segundo dia do processo 
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Figura 24: Árvore filogenética representando a relação evolutiva das leveduras não-Saccharomyces que 

participam do processo fermentativo de janeiro de 2020, representados no item 4.2.3.2 pela figura 21. Dados 

obtidos através dos resultados do sequenciamento da região ITS, utilizando os programas de bioinformática 

[115] para alinhar as sequencias, [116] para inferir um modelo de substituição nucleotídicas e [117] para 

inferir as relações evolutivas das sequencias. M: cepas de leveduras isoladas no mosto; F_1: cepas isoladas 

no primeiro dia do processo; F_5: cepas isoladas no quinto dia do processo; F_9: cepas isoladas no nono 

dia do processo. 

 

 

4.2.4 Identificação das espécies de leveduras Saccharomyces nativas que participam 

do processo fermentativo 

Todas as leveduras caracterizadas como possíveis Saccharomyces a partir da 

amplificação da região ITS, resultados apresentados no item 4.2.1 figura 16, foram 

submetidas a teste de genotipagem. Esta análise foi realizada com o intuito de distinguir 

as cepas de acordo ao padrão dos amplicons amplificados por PCR, como descrito no 

item 3.5.3.  

Este método permitiu identificar 5 novas linhagens de leveduras Saccharomyces 

que estavam presentes ao longo como também no final do processo fermentativo 

realizado na vinícola nos anos de 2019-2020. Essas cepas mostraram através dos padrões 

dos amplicons serem diferentes das leveduras utilizadas como starters (cepas comerciais) 

no processo.  

Realizamos o teste de genotipagem em 59 cepas de leveduras isoladas do processo 

fermentativo que foram identificadas como Saccharomyces. Algumas dessas cepas 

apresentaram o mesmo padrão de amplicons das cepas comerciais, o que já era esperado, 

uma vez que a prática de adubagem do solo com resíduo do processo fermentativo é 

aplicada por essa vinícola. 
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 No entanto, outras cepas apresentaram padrões de amplicons diferente das cepas 

comerciais, porem idênticos entre si, sendo consideradas como espécies idênticas.  

Temos como exemplo as cepas identificadas no processo fermentativo do ano de 

2019, LBGAv-05 e LBGAv-08 as quais também foram isoladas no solo e no fruto 

respectivamente na colheita de junho de 2018. E também a cepa LBGAv-06 isolada no 

processo fermentativo do ano de 2020 que foi identificada também colonizando o fruto 

na colheita de junho de 2019.  

 Esse resultado indica que essas cepas são adaptadas as condições climáticas 

daquela região como também as condições do ambiente fermentativo se mantendo ativa 

até os últimos estágios do processo. Essas cepas nativas são grandes candidatas a serem 

protagonista do processo, por serem melhores adaptadas contribuirão para produção de 

um vinho que contenha características próprias propiciando uma identidade local ao 

vinho produzido. Na figura 25 podemos visualizar um exemplo dos padrões dos 

amplicons amplificados através dos iniciadores específicos utilizados na genotipagem.  

 

 
Figura 25: Caracterização molecular de linhagens isoladas do processo fermentativo da vinícola. Quatro 

regiões polimórficas dos genes SPA2 (P1), PYR3 (P2), MNN4 (P3) e EPL1 (P4), foram amplificadas 

seguindo o protocolo descrito por Carvalho Netto.C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras 

comerciais utilizada na produção de vinho, LBGAv- 04, 05, leveduras Saccharomyces nativas isoladas na 

região vitivinícola. 

 

 

4.2.5 Análise dos resultados 

Durante o monitoramento do processo fermentativo verificamos que, leveduras 

não-Saccharomyces participam ativamente do processo. Essas cepas são isoladas em 

proporções superiores as Saccharomyces no início e permanecem até as últimas etapas 

do processo, figuras 16 e 17. Ao realizarmos análises mais abrangentes a fim de 
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identificar as espécies de não-Saccharomyces que participam do processo fermentativo, 

verificamos que, essas espécies diferem entre os dois processos monitorados.  

Dentre as espécies de leveduras não-Saccharomyces identificadas estão algumas 

que contribuem para a qualidade sensorial do vinho, assim como outras são capazes de 

interferir negativamente. Quando comparados, os vinhos resultantes dos dois processos 

fermentativos, verificamos que eles apresentaram características organolépticas bem 

distintas, sugerindo uma interferência da microbiota de leveduras que participava desses 

processos, figuras 19, 20 e 21. 

Outro aspecto que observamos foi que, quando analisamos a relação evolutiva 

entre as cepas de não-Saccharomyces isoladas no processo fermentativo novamente 

verificamos uma diversidade muito maior de espécies. Espécies que foram identificadas 

como idênticas pelos resultados obtidos do BLASTN, a topologia da árvore nos sugere 

que são diferentes, figuras 22, 23 e 24. 

Durante o monitoramento do processo fermentativo isolamos também um total de 

59 cepas de leveduras Saccharomyces. Ao analisa-las através do estudo de genotipagem, 

5 delas mostraram através do perfil de amplicons apresentados serem diferentes entre si 

e também diferentes da cepa comercial, figura 25. Contudo, 3 dessas cepas de 

Saccharomyces isoladas durante o processo fermentativo apresentaram perfil de 

amplicons idênticos ao das Saccharomyces isoladas no solo e também no fruto. Esse 

resultado evidenciou que, as cepas de leveduras Saccharomyces isoladas no ambiente 

vitivinícola adentram o processo fermentativo e permanecem no mesmo até as últimas 

etapas do mesmo. 

Portanto, durante as duas etapas desse estudo (Isolamento de leveduras do 

ambiente de produção do vinho e Isolamento e caracterização de leveduras ao longo do 

processo fermentativo da vinícola), isolamos um total de 5 cepas de leveduras 

Saccharomyces nativas. Partindo desses resultados realizamos análises para determinar a 

capacidade das cepas quanto a produção de vinhos, essas análises estão apresentadas na 

seção seguinte.  

 

4.3 Caracterização tecnológica das espécies de leveduras Saccharomyces nativas 

isoladas  

Para uma cepa de levedura ser considerada apropriada para produção de vinhos 

ele deve apresentar algumas características fisiológicas. Dentre essas características 

podemos destacar, capacidade de adaptar-se as condições do mosto de uva, possuir um 
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rápido início no processo fermentativo, ser tolerante a variadas concentrações de etanol, 

apresentar boa resposta aos diferentes tipos de estresse, produzir compostos oriundos do 

seu metabolismo que agregue qualidades ao produto final, entre outras.  

No decorrer das duas etapas realizadas nesse estudo, isolamos 8 cepas de 

leveduras Saccharomyces nativas. Sendo, 5 cepas diferentes isoladas do processo 

fermentativo e 3 cepas que estava colonizando o fruto e o solo.  No entanto, 3 dessas 

cepas isoladas no ambiente, mostraram através da análise de genotipagem ser iguais as 

cepas isoladas no processo fermentativo. Sendo assim, faremos as analises referente a 

caracterização de cada cepa quanto suas qualidades tecnológicas em somente 5 cepas de 

Saccharomyces nativa isoladas 

Com o propósito de selecionar, dentro das cepas identificadas como 

Saccharomyces, a cepa que apresente melhor desempenho para conduzir o processo de 

produção de vinhos. Submetemos as diferentes cepas de Saccharomyces isoladas a testes 

que determinaram sua capacidade de conduzir e se manter viável ao longo do processo 

fermentativo. Dentre os testes realizados estão: capacidade de crescimento em mosto de 

uva, crescimento em meio contendo metabissulfito de potássio, produção de sulfeto de 

hidrogênio, tolerância a variadas concentrações de etanol e açúcares.  

As análises realizadas com seus respectivos resultados serão apresentadas 

separadamente a seguir. 

 

4.3.1 Análise de crescimento mosto de uva Syrah 

Se adaptar ao ambiente fermentativo é uma das características essenciais que uma 

levedura deve apresentar para ser inserida no processo de produção de vinhos. Devido as 

variações de pH e outros componentes do mosto, algumas leveduras podem não ser 

capazes de ultrapassar os primeiros estágios do processo.  

Para verificar a capacidade de adaptação ao mosto realizamos uma análise de 

crescimento em mosto de uva Syrah com o valor inicial de 22ºBX, por 8 horas, 

metodologia descrita no item 3.6.  

O desenvolvimento das cepas isoladas foi analisado e comparados ao das cepas 

comerciais utilizadas pela vinícola.  

Verificamos o desempenho das cepas a cada ciclo celular através da densidade 

óptica de 600nm. Todas as cepas analisadas apresentaram uma boa adaptação ao mosto 

se mantendo em crescimento exponencial durante todo período em que a análise foi 

realizada, dados demonstrados pela figura 26.  
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Após as análises de crescimento em mosto, realizamos diluições seriadas de cada 

cepa, e através de dropout cultivamos 5μl das mesmas em placas de mosto sólido para 

verificar a viabilidade celular em até 48 horas.  

De acordo com os dados apresentados pela figura 27, mesmo após a análise de 

crescimento em mosto líquido as cepas quando cultivadas em mosto sólido apresentam 

um ótimo desempenho. Quando comparamos as cepas de leveduras Saccharomyces 

isoladas na vinícola às cepas comerciais, notamos que as cepas nativas apresentam 

desempenho superior às cepas comerciais, em exceção da cepa LBGAv-08, que mesmo 

após 48 horas de cultivo pode-se observar o desempenho comprometido. 

 

 

Figura 26: Análise de crescimento em mosto de uva syrah C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras 

comerciais utilizada na produção de vinho, LBGAv- 04, 05, 06, 07, 08 leveduras Saccharomyces nativas 

isoladas na região vitivinícola. 

 

 

 

 

 
Figura 27: Análise de crescimento em mosto de uva syrah acrescido de ágar, C1: PDM; C2: BP-725 e C3: 

AWRI-796 leveduras comerciais utilizada na produção de vinho, LBGAv-04, LBGAv- 05, LBGAv- 06, 

LBGAv- 07, LBGAv- 08 leveduras Saccharomyces nativas isoladas na região vitivinícola. Painel superior 

cepas cultivadas em meio sólido YPD2%, painel inferior cepas cultivadas em mosto acrescido de ágar. 
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4.3.2 Análise de crescimento em diferentes concentrações de Metabissulfito de 

Potássio 

Metabissulfito de Potássio é um composto utilizado no mosto de uva antes do 

inóculo da cepa comercial. Sua utilização tem como objetivo eliminar os microrganismos 

presentes no mosto para um melhor controle do processo fermentativo. Uma cepa de 

levedura para ser considerada apropriada para conduzir a fermentação deve ser resistente 

as variadas concentrações deste composto.  

 Para validar essa característica as cepas de Saccharomyces nativas isoladas foram 

submetidas quanto a capacidade de crescer em meio contendo o composto metabissulfito 

de potássio nas concentrações de 0,1 g/L, 0,2 g/L, 0,4 g/L e 0,8 g/L, de acordo com a 

metodologia descrita no item 3.7. 

Baseados no perfil de crescimento das cepas comerciais C1:PDM; C2: BP-725, 

C3: AWRI-796 e da cepa haploide BY-4742, comparamos o desempenho das cepas 

isoladas sob estas diferentes condições.  

Todas as cepas foram ajustadas para uma concentração celular inicial de 0,1 D.O 

600nm em 20 ml. As linhagens analisadas foram cultivadas em tubos com diferentes 

concentrações de metabissulfito de potássio na temperatura de 30ºC, onde por densidade 

óptica de 600nm analisamos cada ciclo celular por um período de oito horas.  

Durante a análise foi possível observar que as cepas de leveduras Saccharomyces 

isoladas na vinícola apresentaram uma ótima adaptação as diferentes concentrações de 

metabissulfito de potássio em comparação as cepas comerciais. Sendo que, a cepa BY-

4742 e PDM (C1) apresentaram desempenho inadequado em todas as análises.  

Contudo, nas análises realizadas na concentração de 0,8 g/L de metabissulfito, foi 

percebido que o desempenho tanto das cepas comerciais quanto das cepas isoladas foi 

comprometido. Resultado observado através do crescimento truncado que as cepas 

apresentaram.  

A figura 28 demonstra o perfil de crescimento das cepas em meio YPD 8% sem 

adição de metabissulfito de potássio e também das diferentes concentrações de 

Metabissulfito de potássio utilizadas nesta análise. 
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Figura 28: Gráficos representativos do desempenho de crescimento das leveduras em diferentes 

concentrações de Metabissulfito de Potássio, C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais 

utilizada na produção de vinho, BY-4742: cepa de Saccharomyces nativa haploide, LBGAv-04, LBGAv- 

05, LBGAv- 06, LBGAv- 07, LBGAv- 08 leveduras Saccharomyces nativas isoladas na região vitivinícola.  

 

Após submetermos as cepas ao crescimento em meio líquido YPD 8% acrescido 

das diferentes concentrações de metabissulfito de potássio, realizamos uma diluição 

seriada dos diferentes cultivos 106, 105, 104 103 e 102, cultivando 5 µl de cada diluição 

em placa com meio sólido YPD 2%, onde a viabilidade das cepas foi analisada em relação 

aos controles por 24 horas. A figura 29 apresenta a viabilidade das cepas após o cultivo 

nas diferentes concentrações de metabissulfito, quando posteriormente cultivadas em 

meio sólido de YPD 2% por 24 horas. 
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Figura 29: Análise de crescimento das leveduras após serem submetidas ao crescimento em diferentes 

concentrações de Metabissulfito de Potássio, C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais 

utilizada na produção de vinho, BY-4742: cepa de Saccharomyces nativa haploide, LBGAv-04, LBGAv- 

05, LBGAv- 06, LBGAv- 07, LBGAv- 08 leveduras Saccharomyces nativas isoladas na região vitivinícola.  

 

Essa análise demonstrou que as cepas nativas isoladas são capazes de se manterem 

ativas nas concentrações de metabissulfito de potássio acima do comumente utilizado no 

processo de vinificação nessa vinícola, que fica entre 0,1-0,2 g/l. Observamos também 

que mesmo após passar por esse estresse as células se mantem viáveis, até mesmo quando 

submetidas às concentrações que prejudicaram seu desempenho. Como podemos 

observar na concentração de 0,8 g/l de metabissulfito, concentração em que as cepas 

nativas apresentaram desempenho superior ao das cepas comerciais.  

Esse resultado evidencia que as cepas de Saccharomyces nativas provavelmente 

possuem característica de maior de resistência a esse composto. 

 

4.3.3 Seleção das linhagens não produtora de Sulfeto de Hidrogênio 

Para identificar as cepas de leveduras Saccharomyces isoladas não produtoras do 

gás sulfeto de hidrogênio utilizamos a técnica descrita no item 3.8. Leveduras que 

produzem esse gás não são adequadas ao processo fermentativo pois esse gás é 

responsável por agregar ao produto final odor e sabores desagradáveis.  

A produção deste gás é identificada através da coloração marrom enegrecida que 

as respectivas cepas apresentam. Essa coloração acontece devido a reação que ocorre 
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entre o sulfeto de chumbo presente no meio e o H2S produzido pelas cepas. Esse exemplo 

de reação pode ser observado na coloração apresentada pela cepa de levedura não-

Saccharomyces utilizada como controle positivo (cepa produtora). Já as cepas isoladas e 

as cepas comerciais apresentaram coloração branca, esse resultado indica que não 

produzem H2S, resultados apresentados na figura 30. 

 

 
Figura 30: Verificação das cepas produtoras de Sulfeto de Hidrogênio utilizando meio sólido LA. Cepas: 

C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais utilizada na produção de vinho utilizadas 

como controle negativo. C4: cepa de levedura não-Saccharomyces isolada no ambiente vitivinícola 

produtora de Sulfeto de Hidrogênio. Cepas: LBGAv-04: LBGAv-5; LBGAv-06; LBGAv-07 e LBGAv-08: 

cepas de leveduras Saccharomyces nativas isoladas. 

 

4.3.4 Seleção das linhagens resistentes a etanol 

Apesar de Saccharomyces cerevisiae conseguir metabolizar etanol para produção 

de energia, à medida que o processo fermentativo evolui esse aumento nas concentrações 

de etanol passa a ser tóxico, ocasionando o declínio da viabilidade celular. 

O etanol é o principal produto originado da fermentação e ele é essencial para a 

característica do vinho. Por esse motivo uma levedura para ser efetiva no processo 

fermentativo deve apresentar resistência as variadas concentrações de etanol dentre outras 

características tecnológicas.  

Utilizando a metodologia descrita no item 3.9, verificamos a tolerância das cepas 

isoladas as diferentes concentrações de etanol (10%, 12% e 14%) e comparamos seu perfil 

ao das cepas comerciais utilizadas na produção de vinho. 

Quando cultivadas em meio líquido (YPD) com a concentração de etanol de 12% 

e 14% as cepas de leveduras Saccharomyces isoladas não apresentaram viabilidade 
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celular resultado também observado nas cepas comerciais. No entanto quando cultivadas 

em meio com a concentração de etanol de 10% todas as cepas se mantiveram viáveis. 

Sendo que as cepas LBGAv-04, LBGAv-05 e LBGAv-06 apresentaram desempenho 

superior ao das demais cepas e também das cepas comerciais.  

Resultado já era esperado, pois as cepas comerciais são caracterizadas por 

apresentarem tolerância a etanol que alcança o limiar de 12-15% (v/v), valores aceitáveis 

para o vinho. 

A figura 31 demonstra o crescimento em meio sólido (YPD) onde a viabilidade 

das cepas foi verificada 24 horas após serem cultivadas em meio líquido (YPD) na 

concentração de etanol 10%, e também na condição controle (sem etanol). As demais 

concentrações não apresentaram viabilidade motivo pelo qual não estão representas na 

figura. 

 

 
Figura 31: Análise da viabilidade das cepas após serem submetidas ao estresse de etanol. Cepas C1: PDM; 

C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais utilizada na produção de vinho LBGAv-04: LBGAv-

05; LBGAv-06; LBGAv-07 e LBGAv-08: cepas de leveduras Saccharomyces nativas isoladas. 
 

 

4.3.5 Seleção das linhagens osmotorelantes 

O teor de açúcares da uva pode variar entre 15 a 30%, esses valores podem ser 

influenciados por diferentes fatores, como o grau de maturação das uvas, o clima, o solo 

e da variedade de uva utilizada.  

Durante o processo fermentativo as leveduras tem que crescer e se desenvolver 

sob altas concentrações de açúcares, e quando colocadas em condições hiperosmóticas as 
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células podem parar de crescer reduzindo então os processos celulares. Para se adaptar a 

condição ocorre uma série de eventos, onde são ativados genes responsáveis por 

remodelar a resposta adaptativa [128]. Para ocorrer essa resposta requer tempo o que em 

um processo fermentativo pode ser desastroso, pois uma fermentação lenta ou parada gera 

prejuízo e má qualidade do produto final. 

 Contudo, com o objetivo de selecionar cepas de leveduras que apresente uma boa 

resposta adaptativa as variadas concentrações de glicose, utilizamos a metodologia 

descrita no item 3.9. 

As cepas foram cultivadas em meio YP líquido contendo as concentrações de 

glicose de 20%, 25%, 30% e 35%, as cultivamos também em uma condição controle 

(YPD 2%) durante 8 horas.  Através de densidade óptica de 600nm, verificamos o seu 

crescimento a cada ciclo celular e as comparamos ao perfil apresentado pelas cepas 

comerciais.  

Quando comparadas, as cepas isoladas demonstram o mesmo desempenho do 

apresentado pelas cepas comerciais. Contudo, notamos que essas cepas quando cultivadas 

em concentrações de glicose acima de 25%, elas apresentam baixo desempenho, 

característica também observada nas cepas comerciais. Porém essa característica não é 

prejudicial, uma vez que o mosto de uva atinge uma concentração inicial de açúcares 

abaixo desse valor. Na figura 32 podemos observar o perfil de crescimento das cepas 

quando cultivadas nas diferentes concentrações de glicose. 

Logo após o cultivo em meio líquido com as respectivas concentrações de glicose, 

através da técnica de droput em placas de petri com YPD 2% cultivadas em 30ºC por 24 

horas, analisamos também a viabilidade de cada cepa.  

 Verificamos que, de acordo com o resultado apresentado pela figura 33, mesmo 

nas concentrações acima de 25% as quais as cepas não apresentaram bom desempenho, 

nas análises realizadas em meio líquido, ao serem cultivadas após esse estresse as células 

apresentaram viabilidade celular.  
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Figura 32: Verificação das cepas resistentes a glicose nas concentrações de 20%, 25%, 30% e 35%. Cepas 

C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais utilizada na produção de vinho. Cepas:  

LBGAv-04: LBGAv-05; LBGAv-06; LBGAv-07 e LBGAv-08: cepas de leveduras Saccharomyces nativas 

isoladas. 
 

 
Figura 33: Verificação das cepas resistentes a glicose nas concentrações de 20%, 25%, 30% e 35%. Cepas 

C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 leveduras comerciais utilizada na produção de vinho. Cepas:  

LBGAv-04: LBGAv-05; LBGAv-06; LBGAv-07 e LBGAv-08: cepas de leveduras Saccharomyces nativas 

isoladas. 
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4.3.6 Seleção das linhagens termotolerantes 

A temperatura é um fator muito importante, ela influencia no crescimento e 

também no desenvolvimento dos microrganismos. Temperaturas baixas reduzem os 

processos vitais da célula e temperaturas elevadas podem provocar a desnaturação de 

proteínas interferindo na cinética dos processos intracelulares afetando o vinho 

produzido. 

A temperatura ótima para produção de vinhos pode variar de 12ºC à 30ºC 

dependendo do vinho que será produzido. Na vinícola onde o presente trabalho foi 

desenvolvido o processo fermentativo ocorre na temperatura de 25ºC a 28ºC. 

 Portanto visando identificar dentro das leveduras nativas isoladas, uma cepa que 

se adapte dentro da faixa de temperatura utilizada para vinificação, cultivamos as 

diferentes cepas nas temperaturas de 18ºC, 20ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC, seguindo a 

metodologia descrita no item 3.11, onde analisamos seu crescimento em relação às cepas 

comerciais.  

De acordo com os dados apresentados pela figura 34 verificamos que as cepas de 

leveduras Saccharomyces isoladas apresentam o mesmo padrão de crescimento que o 

apresentado pelas cepas comerciais. Isto é, em temperaturas inferiores à 25ºC seu 

desempenho é comprometido, já em temperaturas de 25ºC até 35ºC essas cepas de 

leveduras demonstram ótimo crescimento.  

 

 
Figura 34: Identificação das leveduras termotolerante. Cepas C1: PDM; C2: BP-725 e C3: AWRI-796 

leveduras comerciais utilizada na produção de vinho. Cepas:  LBGAv-04: LBGAv-05; LBGAv-06; 

LBGAv-07 e LBGAv-08: cepas de leveduras Saccharomyces nativas isoladas. 
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  4.4 Análise dos resultados 

Neste estudo, analisamos a microbiota de leveduras que coloniza o ambiente 

vitivinícola como também a microbiota que participa do processo fermentativo. Para isso, 

realizamos um acompanhamento da vinícola por três safras consecutivas onde coletamos 

amostras de todo ambiente vitivinícola assim como monitoramos dois processos 

fermentativos. 

De acordo com a literatura, diferentes microrganismos colonizam o ambiente 

vitivinícola [10; 22; 23], e leveduras Saccharomyces predominam o processo 

fermentativo desde os primeiros instantes [129; 130]. 

Em nosso estudo concluímos que, no ambiente vitivinícola existem cepas de 

leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces nativas que colonizam diferentes tecidos 

da planta como também o solo. E que essas cepas de leveduras também participam 

ativamente do processo fermentativo, sendo que, no início deste processo predomina-se 

espécies de não-Saccharomyces. Conforme o processo fermentativo evolui essas espécies 

então são gradativamente substituídas pelas Saccharomyces. 

As análises realizadas indicam que, de alguma maneira essas espécies contribuem 

para realização do processo e interferem diretamente na qualidade do vinho produzido. 

Como foi observado, na característica organoléptica do vinho resultante dos dois 

processos fermentativos analisados. Nesses processos de vinificação a microbiota de 

leveduras que predominavam cada etapa eram distintas, resultados apresentados no item 

4.2.3.1 e 4.2.3.2.  

Mais ainda, no final deste processo encontramos cepas de leveduras 

Saccharomyces diferentes do inóculo inicial (cepas comerciais).  

Isolamos um total de 347 cepas de leveduras não-Saccharomyces que foram 

submetidas ao sequenciamento da região ITS a fim de identificar os diferentes gêneros. 

Dentre os gêneros identificados estão cepas que contribuem para o terroir do vinho como 

exemplo: Meyerozyma guilliermondii que contribui para a riqueza da cor do vinho e 

espécies de Pichia que possui a capacidade de produzir compostos que elevam o aroma 

frutado do vinho. Assim como identificamos também espécies de Candida que são 

prejudiciais pois são grandes produtoras de compostos que interferem na qualidade 

sensorial do vinho. 

Identificamos também 5 cepas de leveduras Saccharomyces nativas, essas cepas 

foram investigadas através de estudos de genotipagem e apresentaram padrões genéticos 

diferente das cepas comerciais e algumas dessas cepas eram compatíveis aos padrões das 
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cepas isoladas no solo e no fruto. Com isso construímos um banco de leveduras com 23 

espécies diferentes de leveduras não-Saccharomyces e 5 Saccharomyces. 

Todas as Saccharomyces nativas também foram analisadas em testes fisiológicos 

que verificaram sua capacidade de produzir vinhos.  

Nesses testes as cepas LBGAv-05, 06 e 08 apresentaram o desempenho superior 

ao das cepas comerciais utilizadas para produção de vinhos. Resultado que foi observado 

em especial nas análises de resistência ao composto metabissulfito de potássio, na 

capacidade de adaptação ao mosto de uva. Esses resultados indicam que essas cepas são 

melhores adaptadas à essas condições o que favoreceria sua utilização no processo de 

vinificação 

Estes resultados abrem margem para analises mais profundas quanto as 

contribuições de cada cepa durante o processo. Para assim determinar o uso destas 

leveduras nativas isoladamente ou em conjunto (mix de leveduras) permitindo um maior 

controle da fermentação, proporcionando uma reprodutibilidade do vinho produzido e 

ainda agregando ao vinho características organolépticas únicas que contribui para o 

Terroir local [8]. 

Todas as linhagens isoladas do vinhedo e dos processos fermentativos analisados 

encontram-se armazenadas em um banco de leveduras no laboratório de bioquímica e 

genética aplicada (LBGA). 

 

5 CONCLUSÃO 

• Isolamos e identificamos 5 cepas de leveduras Saccharomyces e 347 não-

Saccharomyces nativas da região produtora de vinhos.  

• Os resultados mostram uma pequena diversidade de leveduras Saccharomyces 

e uma ampla diversidade de leveduras não-Saccharomyces que colonizam o 

ambiente vitivinícola. 

• Foram identificadas 5 novas linhagens de leveduras Saccharomyces nativas e 

distintas das aplicadas industrialmente. 

• As linhagens identificadas foram analisadas quanto: a capacidade de 

desenvolvimento em mosto de uva, a característica de resitência a 
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metabissulfito de potássio, a etanol e a glicose, produção de sulfeto de 

hidrogênio e também verificamos a faixa ótima de temperatura de cada cepa. 

Em todas as análises as cepas de Saccharomyces nativas apresentaram 

desempenho igual ou superior ao das leveduras comerciais utilizadas na 

vinificação.  

• Estas linhagens apresentam grande potencial de aplicação como starters no 

processo de produção industrial de vinhos contribuindo para a elaboração de 

vinhos típícos da região produtora. 

 

6 RELEVÂNCIA DO TRABALHO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

O setor vitivinícola brasileiro encontra-se em grande expansão e análises 

específicas sobre o ambiente vitivinícola como também, sobre a dinâmica do processo 

fermentativo são de grande importância para propiciar a produção de vinhos que 

apresentem maior competitividade neste mercado. 

 No entanto, no Brasil estudos mais abrangentes sobre a produção de vinhos ainda 

é a minoria. O desenvolvimento do presente trabalho foi importante pois ele demonstrou 

que o Brasil apresenta condições para produzir vinhos diversificados e que preservem a 

tipicidade da região produtora. Com sua conclusão constatamos que o ambiente 

vitivinícola é colonizado por uma grande diversidade de leveduras não-Saccharomyces 

que são capazes de contribuir para o terroir local. 

Além disso, identificamos cepas de leveduras Saccharomyces nativas que 

demostraram ser melhores adaptadas ao processo fermentativo realizado pela vinícola, o 

que favorece sua aplicação para produção de vinhos. O que seria um grande avanço, pois 

o Brasil depende de cepas de leveduras importadas para produzir vinhos brasileiros.  

Esses resultados abrem margem para realizar uma análise mais abrangente quanto 

a capacidade fermentativa que cada cepa de leveduras Saccharomyces nativa isolada na 

vinícola Terrassos apresenta. Análises de genoma e de transcriptoma poderão ser 

realizados visando comparar e compreender os genes envolvidos no processo 

fermentativo e a produção de compostos relacionados as características organolépticas do 

vinho. Tendo resultados satisfatório, essas cepas de Saccharomyces nativas serão testadas 

na produção de vinhos em escala piloto na vinícola onde o presente projeto foi realizado 

e posteriormente introduzidas na escala industrial. 
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