
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variabilidade genética de Saccharomyces cerevisiae detectada 

por RAPD e caracterização de leveduras isoladas de cultivares 

de uvas brancas da região de Farroupilha - RS 

 

 

 

 

 

 

 

 

SHEILA CANOSSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre  

2015 



 

SHEILA CANOSSA 

 

 

 

 

 

Variabilidade genética de Saccharomyces cerevisiae detectada 

por RAPD e caracterização de leveduras isoladas de cultivares 

de uvas brancas da região de Farroupilha - RS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre  

2015 

Dissertação apresentada a Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul- UFRGS, como requisito 

parcial para a obtenção do título de mestre em 

Tecnologia e Ciência dos Alimentos. 

 

Orientador: Dr. Vitor Manfroi 

Co-orientador: Dr. Gildo Almeida da Silva 



CIP - Catalogação na Publicação

Elaborada pelo Sistema de Geração Automática de Ficha Catalográfica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Canossa, Sheila
   Variabilidade genética de Saccharomyces
cerevisiae detectada por RAPD e caracterização de
leveduras isoladas de cultivares de uvas brancas da
região de Farroupilha-RS / Sheila Canossa. -- 2015.
   79 f. 

   Orientador: Vitor  Manfroi.
   Coorientador: Gildo Almeida da Silva.

   Trabalho de conclusão de curso (Especialização) --
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto
de Ciências e Tecnologia de Alimentos, Mestrado em
Ciência e Tecnologia de Alimentos , Porto Alegre, BR-
RS, 2015.

   1. PCR-RAPD. 2. Isolamento. 3. Saccharomyce
cerevisiae. I. Manfroi, Vitor , orient. II. Almeida
da Silva, Gildo, coorient. III. Título.



 

 

 

 

 

SHEILA CANOSSA 

 

 

 

Variabilidade genética de Saccharomyces cerevisiae detectada 

por RAPD e caracterização de leveduras isoladas de cultivares de 

uvas brancas da região de Farroupilha - RS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2015 

 

 

 

Aprovado em __/___/___ 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

Prof. Dr. Rafael Costa Rodrigues 

Universidade Federal do Rio grande do Sul-UFRGS 

 

Prof. Dr. Eduardo César Tondo 

Universidade Federal do Rio grande do Sul-UFRGS 

 

Prof. Drª. Tais Letícia Bernardi 

Instituto Federal do Rio Grande do Sul- IFRS- Campus Sertão  

Dissertação apresentada a Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul- UFRGS, como requisito 

parcial para a obtenção do título de mestre em 

Tecnologia e Ciência dos Alimentos. 

 

Orientador: Dr. Vitor Manfroi 

Co-orientador: Dr. Gildo Almeida da Silva 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

“As nuvens mudam sempre de posição, mas são sempre nuvens no céu. Assim 

devemos ser todo dia, mutantes, porém leais com o que pensamos e sonhamos; 

lembre-se, tudo se desmancha no ar, menos os pensamentos”.  

(Paulo Beleki) 



 

 

 

 

 

 

A transformação do mosto de uva em vinho envolve uma série de ações combinadas de 

diferentes gêneros e espécies de microrganismos. A espécie Saccharomyces cerevisiae 

domina a fase intermediária e a fase final da fermentação alcoólica. De modo geral, as 

leveduras enológicas podem ser caracterizadas pela capacidade fermentativa, produção de 

H2S (sulfeto de hidrogênio) e seu comportamento killer. A Embrapa uva e vinho possui em 

sua Coleção, diversas leveduras autóctones isoladas de bagas de uvas oriundas de diversas 

regiões do Brasil. Entretanto, a diversidade genética destes isolados não é conhecida. Neste 

estudo foram avaliados a capacidade fermentativa, formação de H2S, fator killer e 

sensibilidade ao fator killer de 150 leveduras provenientes das cultivares Malvasia Bianca 

(FMB14), Moscato Alexandria (FMA14) e Moscato Tradicional (MBTF14) todas oriundas da 

região de Farroupilha- RS. A capacidade fermentativa foi avaliada juntamente com a 

formação de H2S, inoculando as leveduras em meio mosto sulfito. Os testes ao fator killer e 

sensibilidade ao fator killer foram avaliados através do meio Lorena/ELNC (80:20). As 

linhagens com perfil para elaboração de vinhos e produtoras da toxina killer foram 

identificadas por amplificação da região ITS1- 5.S- ITS2 por PCR e por PCR-RFLP. Foi 

avaliada também a diversidade genética de 23 linhagens da espécie de Saccharomyces 

cerevisiae da Coleção da Embrapa Uva e Vinho, usando a técnica de PCR-RAPD. Foram 

empregados para detectar a variabilidade genética das leveduras os oligonucleotídeos 

iniciadores: (GTG)5, (GAC)5, (GACA)4 e M13. Os resultados mostraram que a maioria das 

linhagens apresentaram baixa velocidade fermentativa aliada à diferentes níveis de produção 

de H2S. Somente 3 linhagens apresentaram capacidade fermentativa adequada quando 

comparadas com as linhagens de referencia 1vvt/97 e K1, quais sejam, 29MBF14, 

39MBTF14 e 50MBF14. Apenas a linhagem 29MBTF4 formou pequenas quantidades de 

H2S. Verificou-se que 64% das linhagens isoladas mostraram-se metabolicamente capazes de 

biossintetizar H2S. Somente 9,33% apresentaram comportamento killer e apenas 6,66% 

mostraram sensibilidade à proteína killer. Os resultados apresentados sugerem ter relação com 

as cultivares utilizadas no isolamento. Verificou-se a existência de diferenças genéticas entre 

as linhagens de Saccharomyces cerevisiae estudadas com todos os iniciadores utilizados. Os 

iniciadores que mais discriminaram linhagens de Saccharomyces cerevisiae foram (GTG)5 e 

(GAC)5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABTRACT  

 

Grape must conversion into wine involve combined actions of different genus and species of 

microorganism. The species Saccharomyces cerevisiae dominates intermediate and final 

stages of alcoholic fermentation. Generally, the oenological yeasts are characterized by their 

fermentative capacity, production of H2S (hydrogen sulfide) and killer behavior. Embrapa 

Grape and Wine has a Yeast Collection that encompasses many autochthonous strains isolated 

of grape berries from different regions of Brazil. However, the genetic diversity of these 

yeasts are stilling known. This study has evaluated the fermentative capacity, production of 

H2S, killer factor and killer factor sensibility of 150 yeasts isolated from the cultivars 

Malvasia Bianca (FMB14), Moscato Alexandria (FMA14) and Moscato Tradicional 

(MBTF14) all belonging from Farroupilha commune in Rio Grande do Sul State. The 

fermentative capacity has been tested along with the evaluation of H2S production by the 

inoculation of the yeasts in sulfite must medium. The production and detection of factor killer 

and the evaluation of sensitive characteristics have been measured in Lorena/ELNC (80:20) 

solid medium. Yeasts with optimal fermentative characteristics and the ones producing killer 

toxin have been identified by amplification of ITS1-5.8S-ITS2 region by PCR -RFPL. This 

study also has evaluated the genetic diversity of 23 yeasts strains of Saccharomyces 

cerevisiae, belonging to the Yeast Collection of Embrapa Grape and Wine, employing PCR-

RAPD technique. The primers (GTG)5, (GAC)5, (GACA)4 and M13 have been used to detect 

the yeasts genetic diversity. The results showed that the majority of the yeasts analyzed have 

demonstrated low fermentative velocity combined with different levels of H2S production. 

From the three cultivars analyzed, only Moscato Tradicional showed yeasts with a suitable 

fermentative capacity when compared to the reference yeasts EMBRAPA 1vvt97 e K1, and 

they were named as 29MBF14, 39MBTF14 and 50MBF14. It was verified that 84%, 76% and 

36% of the isolated strains from Malvasia Bianca, Moscato Tradicional and Moscato 

Alexandria, respectively, were capable to biosynthesize H2S. Concerning to killer behavior, 

14%, 12% and 2% of the isolated strains from Moscato Tradicional, Moscato Alexandria and 

Malvasia Bianca, respectively, were capable of producing killer factor. These outcomes 

suggest the influence of the cultivar into the microflora biodiversity. Genetic differences were 

also demonstrated between the strains of Saccharomyces cerevisiae for all the primers tested. 

Primers GTG5 and GAC5 were the most discriminative.  

Keywords: selected Saccharomyces cerevisiae yeasts; PCR-RAP, killer factor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A uva é a matéria prima para a produção de vinhos, sendo seu grau de maturação e 

composição química, fatores fundamentais na determinação da qualidade do vinho 

(RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). O estado do Rio Grande do Sul é responsável por 90 % 

da produção nacional de vinhos e derivados (IBGE, 2013). Em 2014 houve um aumento de 

1,64% na produção nacional de uvas, com destaque para os Estados da Bahia e de Santa 

Catarina (DE MELLO, 2015). 

Segundo a portaria nº 229, de 25 de outubro de 1988 “o vinho é exclusivamente a 

bebida resultante da fermentação alcoólica completa ou parcial da uva fresca, esmagada ou 

não, ou do mosto simples ou virgem, com um conteúdo de álcool adquirido mínimo de 7% 

(V/V a 20 ºC)”. Além da conversão de açúcares em etanol, as leveduras são responsáveis pela 

produção de ésteres e uma série de compostos importantes que contribuem com o aroma do 

vinho. Muitos estudos foram realizados desde que Pasteur, em 1866 demostrou que as 

leveduras eram responsáveis pela transformação dos açúcares em etanol. Como exemplo, 

Robert Koch em 1879 desenvolveu a técnica de isolamento de culturas puras e demostrou ser 

possível isolar linhagens com base em seu comportamento fermentativo e nas características 

de seus produtos. A partir disso, ficou claro que as fermentações alcóolicas realizadas 

espontaneamente são resultado da ação combinada de diversas espécies de leveduras. Embora 

haja interações, as linhagens pertencentes à espécie de Saccharomyces cerevisiae, são as 

principais responsáveis pelas transformações dos açúcares em etanol (CATALUÑA, 1984). 

Diante destes fatos, desenvolveram-se pesquisas com o intuito de melhorar a qualidade do 

produto final, elaborando bebidas fermentadas com microrganismos selecionados. Atualmente 

é possível restringir a ação de microrganismos não desejáveis nos processos fermentativos 

não estéreis, como na elaboração de vinho, por meio de inoculação de linhagens de leveduras 

selecionadas de Saccharomyces cerevisiae. Estas são responsáveis pela produção de diversos 

metabólitos que exercem influência sobre o aroma e o sabor do vinho. Por conta disso, 

tornou-se comum o isolamento e manutenção de linhagens desta espécie para a utilização na 

vinificação na busca do controle do processo (FLET, 2008). 

O RAPD vem sendo utilizado para identificar e diferenciar leveduras de mesma 

espécie (COUTO et al., 1994). Estas técnicas contribuem como parâmetro de controle de 

qualidade e na taxonomia de leveduras (RATÓN, 2004). Deste modo é importante diferenciar 
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linhagens, que pertencem a mesma espécie mas apresentam diferenças genéticas. A 

variabilidade genética dos microrganismos pode contribuir para aumentar a complexidade do 

vinho e assim imprimir características específicas de cada região. Para isso é necessário 

determinar a variabilidade genética das linhagens pertencentes à espécie de Saccharomyces 

cerevisiae. O registro de Indicação Geográfica (IG) é conferido a produtos ou serviços que 

são característicos do seu local de origem, atribuindo aos produtos uma identidade própria 

distinguindo-os de produtos similares disponíveis no mercado. São produtos que apresentam 

uma qualidade única em função de seus recursos naturais como solo e clima. Existem duas 

modalidades de Indicação geográfica (IG): “Indicação de procedência (IP)” onde refere-se ao 

nome do local que se tornou conhecido por elaborar determinado produto ou serviço e 

“Denominação de Origem (DO)” que se refere ao nome do local que passou a designar 

produtos ou serviços, cuja as características podem ser atribuídas a sua origem geográfica. Os 

vinhos finos moscatéis produzidos no município de Farroupilha receberam recentemente a 

concessão do registro de Indicação geográfica (IG), esta região recebeu conhecimento na 

modalidade de Indicação de Procedência (www.inipi.gov.br).  

Este trabalho tem por objetivo verificar a contribuição da PCR- RAPD no processo de 

determinação da diversidade genética das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas da 

superfície de bagas de uva da regiões de Pinto Bandeira (RS) na safra de 2012, de Monte Belo 

do Sul (RS) e Colombo (PR). As linhagens utilizadas como padrão também foram incluídas. 

Além de caracterizar as linhagens isoladas a partir das bagas de uva das cultivares Malvasia 

Bianca, Moscato Alexandria e Moscato tradicional, oriundas da região de Farroupilha (RS), 

quanto a capacidade fermentativa, fator Killer e sensibilidade ao fator Killer e capacidade de 

biossintetizar sulfeto de hidrogênio (H2S). Esta região ainda não possui linhagens com 

potencial fermentativo.  

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

 Verificar a contribuição da PCR- RAPD do DNA genômico no processo de 

determinação da diversidade genética das linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Selecionar 

leveduras presentes na superfície das bagas de uvas Vitis Vinífera cultivadas na região de 

Farroupilha, Rio Grande do Sul, Brasil para elaboração de vinhos espumante moscatel.  

http://www.inipi.gov.br/
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Determinação da diversidade genética das linhagens Saccharomyces 

cerevisiae por PCR- RAPD 

 Avaliar a capacidade fermentativa das linhagens isoladas 

 Avaliar a produção de H2S das linhagens isoladas 

 Avaliar o aparecimento de crescimento de parede e formação de anel 

pelas leveduras durante o processo fermentativo 

 Determinar a ausência ou presença do fator Killer nas leveduras 

isoladas 

 Identificação genotípica por amplificação das regiões ITS1-5.8S-ITS2 

com os iniciadores ITS1-ITS4 (PCR) de leveduras com potencial 

fermentativo e fenótipo killer 

 Selecionar linhagens com potencial enológico para a elaboração de 

vinhos para a região de Farroupilha-RS 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 ORIGEM VIDEIRAS  

 

A viticultura no estado do Rio grande do Sul teve origem no século XVII.  As uvas são 

os frutos da videira pertencentes ao gênero Vitis, cujas inflorescências são denominadas 

cachos de uva (NAVARRE, 1997). 

A espécie Vitis vinifera utilizada para elaboração de vinhos espumante, é originária do 

Cáucaso, onde foi difundida por toda costa do mediterrâneo tanto para consumo in natura 

como para processamento. A viticultura brasileira teve início e se desenvolveu com as uvas da 

espécie Vitis labrusca ou Vitis bourquina, também conhecidas como uvas comuns, usadas na 

elaboração de vinhos de mesa. Na metade do século XX as variedades de uvas Vitis vinifera 

foram inseridas na viticultura brasileira para elaboração de vinhos finos e espumante 

(CAMARGO, 2009). 
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O gênero Vitis faz parte da família Vitaceae, a qual contém mais de 90 espécies Além 

da limitação climática, a desvantagem no cultivo da Vitis vinifera está na sua baixa resistência 

a doenças fúngicas quando cultivadas em climas úmidos (REISCH et al., 1993). 

 

3.2 AGENTES TRANSFORMANTES- LEVEDURAS 

 

A transformação do mosto de uva em vinho é resultado da ação combinada, e até certo 

ponto sequenciada, de diversos gêneros e espécies (CLAVIJO; CALDERÓN; PANEQUE, 2010). 

Saccharomyces cerevisiae possui a seguinte posição na classificação: Saccharomyceraceae, 

Saccharomycetales, Saccharomycetidae, Saccharomicetes, Saccharomycotina, Ascomycota, 

Fungi (www.indexfungorum.org, 2015). Esta espécie se reproduz vegetativamente por 

brotamento multilateral. Suas células são globosas, elipsoidais ou cilíndrica. Podem formar 

pseudohifas mas não hifas com septos. A fase vegetativa é geralmente diploide ou poliploide. 

Depois da conjugação, formam ascos persistentes com um a quatro ascósporos, podendo ser 

globosos a ligeiramente elipsoidais (YARROW, 1984). A espécie Saccharomyces cerevisiae é 

um microrganismo eucarioto unicelular, capaz de transformar de forma eficiente os açúcares 

da uva em álcool etílico e outros compostos como glicerol e ésteres. As linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae por serem tolerantes ao etanol dominam o estádio intermediário e o 

final da fermentação. É muito comum no início do processo fermentativo, serem encontradas 

linhagens como Pichia, Candida e Hanseniaspora (COCOLIN et al., 2004) No ambiente das 

cantinas foram encontradas linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera e Pichia 

(SANGORÍN et al., 2007). Embora estas leveduras participem apenas do início da 

fermentação, elas produzem compostos de aroma que têm grande contribuição para a 

qualidade sensorial do vinho. Por isso, o estudo das propriedades metabólicas e fisiológicas 

das leveduras não-Saccharomyces pode ser importante para a indústria de vinhos (MAMEDE 

& PASTORE, 2004). A espécie Kloeckera apiculata por exemplo, possui capacidade de 

produzir altas concentrações de compostos voláteis como: álcoois superiores, ésteres e ácidos 

(GRANCHI et al., 2002). Há linhagens que morrem logo no início da fermentação e outras 

são eliminadas à medida que o processo fermentativo avança e outras que permanecem até o 

final da fermentação (FLEET et al., 1984). Para que as linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae se desenvolvam sob à população microbiológica, essas devem apresentar 

características enológicas que permitam a sobrevivência das condições adversas apresentadas 

no meio fermentativo, como por exemplo, a diminuição de substrato (glicose), aumento de 

http://www.indexfungorum.org/
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etanol, quantidade limitada de nitrogênio e oxigênio e pH baixo (PARAPOULI et al., 2010). 

Embora a linhagem de Saccharomyces cerevisiae inoculada domine o processo de vinificação, 

outros gêneros autóctones também podem se desenvolver interferindo na qualidade e na 

complexidade do vinho. Espécies tais como, Kloeckera apiculata, Candida stellata, Candida 

colliculosa, Candida pulcherrima e Hansenula anomala mostraram importante crescimento 

mesmo após a inoculação com uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae (HEARD & 

FLEET, 1985). A superfície de bagas maduras podem possuir, dependendo do estádio de 

maturação, Aureobasidium pullulans e espécies de Metschnikowia, Hanseniaspora Kloeckera, 

Cryptococcus e Rhodotorula (FLEET, 2003) Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces, 

Candida, Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia, Zygoascus, Zygosaccharomyces e 

Torulaspora (BARATA et al., 2012). Todos esses microrganismos estão de uma forma direta 

ou indireta relacionada com a complexidade e a qualidade do vinho, mesmo que sua 

participação no processo de vinificação seja aparentemente pequena. 

 

3.3 IMPORTANCIA DA UTILIZAÇÃO DE LEVEDURAS SELECIONADAS NA 

ELABORAÇÃO DE VINHO 

 

Os principais microrganismos envolvidos na fermentação alcoólica são as leveduras 

que transformam os açúcares presentes no mosto da uva em etanol, gás carbônico (CO2) e 

vários compostos, entre eles, os aromáticos. 

Já foi várias vezes aqui mencionado que há diversas espécies de leveduras presentes 

na superfície de bagas de uva, entretanto, Romano et al. (2003) comentam que apenas uma 

pequena porção delas participam da fermentação alcoólica. Deve-se levar em consideração, 

no entanto, que embora muitos gêneros não participem de todo o processo de vinificação de 

forma ativa, como se comportam as linhagens de Saccharomyces cerevisiae, estes gêneros 

podem, durante o tempo que estiveram atuando, ter dado sua contribuição no que se refere ao 

desenvolvimento de aromas, entre outros importantes atributos. As leveduras, entendam-se as 

Saccharomyces e as não-Saccharomyces, são os agentes mais importantes que influênciam o 

sabor dos vinhos, sejam estes vinhos elaborados por meio de fermentações espontâneas, sejam 

por fermentações onde leveduras selecionadas são inoculadas. Tanto num processo como no 

outro, há interação com leveduras do vinhedo e do ambiente da própria cantina 

(LAMBRECHTS & PRETORIUS, 2000). Uvas maduras podem conter concentrações de 

leveduras que vão de 10
4
 a 10

6
 ufc/g enquanto em uvas não maduras, a quantidade de 
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levedura varia de 10
1
 a 10

3
 ufc/g (FLEET, 2003). O início da fermentação é dominado pelas 

espécies de não-Saccharomyces como: Kluyveromyces thermotolerans, Hanseniaspora 

guilliermondii, Hanseniaspora uvarum e Issatchenkia orientalis todas caracterizadas pelo 

baixo poder fermentativo (CLAVIJO et al., 2010). Há vários relatos abordando a influência 

das leveduras autóctones presentes na superfície das uvas sobre a qualidade sensorial do 

produto final Romano et al. (2003); Jolly et al. (2003a, b, c). Além disso, pode atuar sobre o 

processo fermentativo (JOLLY et al., 2003a) sem apresentar inibição (JOLLY et al.,2003c).  

Outras espécies de não-Saccharomyces podem ser encontradas no início da 

fermentação como Kloeckera apiculata, Candida stellata, Candida pulcherrima e Candida 

calliculosa. Mamede & Pastore, (2004) mostraram que a espécie Kloeckera apiculata 

produziu grande quantidade de acetato de etila e acetato de isoamila, compostos estes de 

importância sensorial. O tipo de levedura encontrada na película da uva depende diretamente 

da cultivar, da safra e grau de maturação da uva (SABATE et al., 2002). Por outro lado, as 

variações climáticas de dois anos consecutivos não influenciaram nem as linhagens mais 

frequentemente encontradas no ambiente das cantinas, e nem a dinâmica de populações 

(SABATE et al., 1998). Sabe-se que o emprego de leveduras Saccharomyces cerevisiae 

devidamente selecionadas, para o processo de elaboração de vinhos, é responsável pela 

melhoria na qualidade do produto, pois diminuem as diferenças do vinho de uma safra para 

outra (SILVA & SILVA, 1987). Dessa forma, as leveduras selecionadas a partir da microflora 

da região onde serão utilizadas possuem maior probabilidade de apresentar resultados 

satisfatórios, por estarem adaptadas às condições climáticas e práticas cultural. Estudos de 

seleção de leveduras vem sendo desenvolvido há anos na região da Serra Gaúcha, com o 

objetivo de obter linhagens autóctones ideais para elaboração de vinhos.  

Sabate et al. (2002) observaram as linhagens isoladas de vinhedos foram 

predominantemente sem potencial enológico. Por esse motivo, Sabate et al. (2002) 

propuseram uma classificação para as linhagens de vinhedos, denominando as espécies 

oxidativas de residentes e fermentativas de transientes. 

Selecionar e empregar leveduras com características enológicas adequadas são atitudes 

que promovem a melhoria da qualidade do vinho. O emprego de leveduras autóctones 

selecionadas pode ser um importante coadjuvante no processo de padronização e 

diferenciação do produto final, influenciando no aroma e na intensidade da cor do vinho 

(SILVA & MURATORE, 2006). As linhagens de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de 

bagas de uvas, podem ser determinantes para a elaboração de vinhos com características 
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peculiares diferenciadas pelo alto poder fermentativo e sensibilidade a ação de fungicidas. A 

região da Serra Gaúcha apresenta clima úmido e por conta disso, demanda quantidades 

maiores de tratamentos fitossanitários contra doenças fúngicas. Segundo Santos & Chavarria 

(2012), no cultivo de uvas da cultivar Vitis vinífera, no estado do Rio Grande do Sul, são 

realizadas, em média, 14 pulverizações com fungicidas. Os fungicidas Captan e Folpan são 

utilizados no combate as moléstias fúngicas (GARRIDO & SÔNEGO, 2003). Resíduos de 

fungicidas podem estar envolvidos com arraste de fermentação ou até mesmo com a parada 

do processo fermentativo (SILVA et al., 2007) e ainda exercer influência sobre a seleção e 

desenvolvimento de linhagens de leveduras durante o processo fermentativo (CABONI & 

CABRAS, 2010). 

 

3.4 CRITÉRIOS PARA SELEÇÃO DE LEVEDURAS AUTÓCTONES 

 

3.4.1 Capacidade fermentativa 

 

É importante que a conversão de glicose a etanol se dê numa taxa de conversão 

elevada. A capacidade de transformação da levedura aliada à alta concentração de açúcares 

resulta numa atividade metabólica tal que pode ser visualizada pela intensa movimentação da 

massa líquida devido à liberação do CO2. Esta corresponde à fase tumultuosa da vinificação. 

A conversão pode ser monitorada por análises químicas, avaliando a concentração de açúcares 

redutores totais e a quantidade de etanol formada, ou por processos físicos, medindo a 

densidade do mosto em processo fermentativo ou por gravimetria. 

 De acordo com FLET (1993), a fermentação alcoólica em vinhos é constituída por 

diversas etapas. Dentre elas, estão a complexidade da atuação e a interação microbiana. 

Dentre os gênero que podem estar presentes no mosto no estádio inicial da fermentação 

alcoólica estão as que apresentam baixo poder fermentativo, como Candida, Hanseniaspora, 

Pichia, Hansenula (HEARD & FLEET, 1985), Metschnikowia, Kluyveromyces, 

Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Torulaspora, Schizosaccharomyces Rhodotorula 

(FLEET, 2008). Junto a estes gêneros encontram-se também linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae. Algumas destas linhagens apresentam aptidão enológica e outras não. A inoculação 

do mosto com uma levedura selecionada minimiza a influência negativa da linhagem sem 

aptidão, mas sem impedir que linhagens não-Saccharomyces desempenhem o seu papel. Fleet 

(2008) têm alertado para a hipótese geralmente aceita, onde afirma que fermentações 
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conduzidas com linhagens selecionadas não poderiam usufruir dos benefícios promovidos 

pelos gêneros não- Saccharomyces, não ser necessariamente válida. As leveduras autóctones 

podem contribuir com a qualidade do vinho, além de dar contribuições únicas e, reservando 

para uma determinada área geográfica, nuanças regionais típicas (HEARD, 1999; FLEET et 

al., 2002). Ao mesmo tempo em que estas linhagens atuam no processo fermentativo, a 

espécie Saccharomyces cerevisiae caracterizada pelo seu alto poder fermentativo, domina o 

processo de vinificação e completa a fermentação do mosto (BARRE et al., 2000). As 

linhagens de Saccharomyces cerevisiae são de extrema importância na elaboração de vinhos, 

sendo assim é importante selecionar linhagens com alta capacidade fermentativa, uma vez 

que, segundo da Silva et al. (2007), retardos no processo fermentativo em geral são 

acompanhados pela ação de outros microrganismos contaminantes mais resistentes, em geral 

as bactérias. 

 O processo de fermentação ocorre em anaerobiose. O metabolismo da Saccharomyces 

cerevisiae nessas condições, ao invés de ser conduzido para o sistema oxidativo, aí inclui a 

via do ciclo tricaboxílico e fosforilação oxidadtiva, é desviado para a formação de etanol. 

 A transformação da sacarose em etanol e CO2 envolve, no mínimo 12 reações em 

sequência ordenada, cada uma catalisada por uma enzima específica. Em leveduras, a 

principal rota metabólica envolvida na fermentação alcoólica é a glicólise. Uma molécula de 

glicose é metabolizada, resultando na produção de duas moléculas de piruvato. Em condições 

anaeróbicas, o piruvato é descaraboxilado e o etanal resultante é reduzido pelo NADH
+
H

+
 e 

assim, convertido em etanol e CO2. Para cada molécula de etanol formada, são geradas duas 

moléculas ricas em energia, ATP. O objetivo principal da levedura, ao metabolizar 

anaerobicamente o açúcar, é gerar uma forma de energia (ATP Adenosina Trifosfato) que será 

empregada na realização de diversas funções fisiológicas. O início da fermentação do mosto é 

caracterizado pela adição de leveduras com aptidão enológica desejável. Segundo da Silva et 

al. (2005), a evolução de CO2, medida por gravimetria, se assemelha às fases do crescimento 

celular em batelada, ou seja, Fases lag, exponencial, desaceleração e estacionária (Figura 1). A 

fase lag é responsável pela intensa multiplicação celular e adaptação ao meio (PIRT, 1985). 

Finalizada a adaptação no meio, inicia-se a fase exponencial, caracterizada pelo grande 

desprendimento de dióxido de carbono (CO2), aumento de temperatura do mosto, redução da 

densidade e aumento na produção de álcool. Nesta fase, se observa, como já dito, um 

movimento intenso da massa líquida. A esta fase se dá o nome de tumultuosa. A fase de 
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desaceleração e estacionária são caracterizadas pela redução expressiva da velocidade 

liberação CO2.  

 

 

FIGURA 1. FASES CRESCIMENTO CELULAR DAS LEVEDURAS 

FONTE: www.ebah.com.br 

O mosto é inoculado com células de leveduras crescidas em meio líquido. A esta 

suspensão de células se dá o nome de "PÉ DE CUBA" ou simplesmente "inóculo". Podem-se 

também empregar leveduras secas ativas. Estas devem ser, antes de adicionadas ao mosto, 

hidratadas na temperatura e nas condições determinadas pelo fabricante. As células cultivadas 

devem estar, preferencialmente, na fase exponencial para encurtar a fase lag. 

As leveduras devem ser selecionadas de acordo com o vinho que se deseja obter. Para 

isso, deve-se assegurar que a linhagem selecionada esteja em maior número, seja mais ativa 

que as linhagens autóctones e que as bactérias lácticas não iniciem suas atividades, quando 

necessárias, de forma prematura. Para prevenir a ação das bactérias no início da vinificação e 

restringir a atividade de determinados gêneros de leveduras autóctones, usa-se o SO2 

(RIBÉREAU-GAYON et al., 2006). 

 

3.4.2 Produção de Sulfeto de Hidrogênio (H2S) 

 

Na indústria de bebidas alcoólicas o controle, a prevenção e remoção de sulfeto de 

hidrogênio (H2S) é de suma importância. A formação deste gás pode degradar os produtos 

elaborados, acarretando perdas econômicas. A produção ou não de H2S durante a fermentação 
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alcoólica depende de vários fatores (SPIROPOULOS & BISSON, 2000), entre eles, a 

composição química do meio, a linhagem, a temperatura empregada durante o processo 

fermentativo, a concentração de compostos nitrogenados, o teor de compostos sulfurados, o 

estado de maturação da uva, resíduos de agrotóxicos, deficiência de alguns compostos 

orgânicos, pH e as práticas enológicas adotadas.  

O H2S é um composto indesejável, pois confere defeitos sensoriais, como aroma de 

ovo podre e é produzido como consequência do metabolismo das leveduras. A remoção do 

H2S do vinho é complexa e problemática. É fundamental que, na elaboração de vinho sejam 

empregadas linhagens com capacidade de efetuar uma rápida combinação do H2S formado 

com precursores nitrogenados ou com deficiência na atividade da sulfito redutase 

(WLODARCZYK et al., 2012).  

A síntese de H2S em Saccharomyces cerevisiae está relacionada com o metabolismo 

de alguns aminoácidos e podem ser controlada, alterando-se a composição do meio. 

Diferentes linhagens de levedura podem se comportar diferentemente com relação à formação 

de H2S e à disponibilidade de fonte de nitrogênio prontamente assimilável (UGLIANO et al., 

2009, 2011), indicando que a composição química do mosto pode estimular a formação do 

gás para umas linhagens e não para outras. 

A formação de H2S realizada por algumas linhagens de leveduras, é decorrente da 

utilização de fontes de íons de sulfatos (SO4) (BERRY & WATSON, 1987) presentes no 

mosto.  

Esse gás é produzido por via enzimática e possui relação com a redução de sulfato 

exógeno para a síntese de aminoácidos sulfurados (STRATFORD & ROSE, 1985; JORDAN 

& SLAUGHTER, 1986; JIRANEK et al., 1995). Os aminoácidos como metionina e cisteína, 

que são sulfurados, são compostos essenciais para o metabolismo das leveduras. Quando 

esses componentes estão em baixa quantidade no mosto da uva, a levedura necessita 

biossintetizá-los (LINDERHOLM et al., 2008). Como mostra a Figura 2, a levedura assimila 

o enxofre extracelular que está presente no suco de uva na forma de sulfato (CORDENTE et 

al., 2009). Avaliando a atividade da sulfito redutase de 21 linhagens comerciais de 

Saccharomyces cerevisiae Mendes-Ferreira et al., (2002) observaram que apenas em uma 

linhagem a atividade da enzima era ausente. As linhagens que produziram H2S variaram na 

intensidade e isso dependia da composição química do meio. O mesmo comportamento foi 

observado com relação às linhagens não-Saccharomyces. Linderholm et al., (2008), 

trabalhando com mutantes, observaram também que os níveis de produção de H2S estavam 
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relacionados com as condições nutricionais. Os autores verificaram que a deleção de oito 

genes relacionados com a formação de H2S aumentaram a produção deste composto. Quatro 

destes genes (CYS4, HOM2, HOM6 e MET17) promovem a formação de proteína que 

reduzem o sulfato. O gene MET17é o responsável pela incorporação direta do H2S na 

molécula receptora O-acetil-LHomoserina para formar homocisteína. Por esse motivo, uma 

deleção neste gene acarreta acúmulo do sulfeto de hidrogênio. O HOM2, HOM6 estão 

envolvidos na síntese da O-acetil-L-Homoserina. Logo, o resultado obtido com essas duas 

deleções se assemelha ao que se obteve com a deleção no gene MET17. A deleção do gene 

CYS4 também aumenta a concentração de H2S porque o nivel de cisteína no meio é um fator 

regulador. Este gene participa da conversão de cistationina, molécula proveniente da cisteína, 

em homocisteína. No Brasil, um estudo foi realizado por Silva & Dalarmi, (2003) mostrou 

que 79% das linhagens isoladas da Região do Vale dos Vinhedos (BG) sintetizavam H2S. 

Strauss et al., (2001) mostraram que 45 linhagens de diferentes espécies de leveduras não- 

Saccharomyces apenas uma não exibiu capacidade de produção de H2S. Zambonelli et al., 

(1984) salientam que apenas 1,1%, entre 11.800 linhagens de Saccharomyces não 

sintetizaram H2S. 

 

.  
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FIGURA 2. ROTA METABÓLICA DA PRODUÇÃO DE SULFETO DE HIDROGÊNIO 

DE LEVEDURAS 

FONTE: Neto e Mendes-Ferreira, (2005) 

 

 

 

3.4.3 Fator Killer  

  

Foi observado por Makower & Bevan, (1963) que determinadas linhagens, quando 

crescidas juntas, podiam apresentar dois comportamentos distintos. Uma linhagem poderia 

matar outra ou as duas poderiam conviver no mesmo ambiente sem apresentar inibição. A 

linhagem que mostrava capacidade de matar uma outra linhagem foi denominada de killer. A 

linhagem que morria por ação da linhagem killer foi chamada de sensível e a terceira 

linhagem que não apresentava capacidade de matar e nem de morrer foi designada como 

neutra. Este foi o primeiro relato do fenômeno killer em leveduras. Foi verificado também que 

o contato célula/célula não era necessário para que houvesse a reação de morte. Woods & 

Bevan (1968) demonstraram que este fenômeno tinha estreita relação com uma proteína 

instável e estabeleceram as condições para a estabilidade da molécula. Somers & Bevan 
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(1969) descobriram que o fator killer era controlado por dois tipos de determinantes genéticos 

citoplasmáticos. A natureza química destes determinantes genéticos de determinadas 

linhagens de Saccharomyces cerevisiae foi definida por Berry & Bevan, (1972) e confirmada 

por Vodkin & Fink (1973). Mais tarde, os determinantes citoplasmáticos (VLPs) dsRNA 

também foram denominados V1 e V2, onde se verificou que V1 era independente do genes 

nucleares como MAK1 e V2 dependia tanto do gene MAK1 quanto da presença de V1 

(MITCHELL et al., 1976), o que veio, de certa forma, confirmar os resultados obtidos por 

Woods & Bevan (1968) e Somers & Bevan (1969). A produção da toxina killer, de natureza 

glicoprotéica, depende, portanto dos segmentos de RNA de cadeia dupla, situados no 

citoplasma da célula, estes segmentos são os plasmídeos M-dsRNA e L-dsRNA, sendo o 

primeiro o responsável pela produção da toxina killer e resistência à mesma. O segundo 

responde por sua própria replicação e a do MdsRNA. Portanto, para que a levedura seja 

portadora da toxina killer deve conter os dois tipos de ds-RNA. Caso estiver presente apenas a 

forma de L-A dsRNA a levedura apresentará sensibilidade ao fator killer (SILVA, 2003).  

Fenotipicamente, as leveduras foram agrupadas por Makower & Bevan (1963), 

conforme o comportamento em relação à toxina, como killer (K
+
R

+
), quando apresenta 

capacidade de matar linhagens sensíveis e mostra resistência à ação da sua própria toxina ou 

de sua mesma classe; neutra (K
-
R

+
), quando a levedura não possui capacidade de matar 

linhagens sensíveis e nem de ser morta por linhagens killer (WOODS & BEVAN, 1968; 

BUSSEY, 1972; SILVA, 1996). Há outros tipos de fenótipos, entre estes estão linhagens 

sensíveis supressivas, suicidas e super killer (WICKNER, 1976; BUSSEY, 1981). 

Em leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, foi relatada a ocorrência de três 

tipos de toxina: toxina killer K1, K2 e K28 (SCHMITT & TIPPER, 1990, 1992; TIPPER & 

SCHMITT, 1991; SCHMITT & SCHERNIKAU, 1997; SCHMITT & BREINIG, 2002; 

PÉREZ-NEVADO et al., 2006; EL- BANNA et al., 2011; MAQUEDA et al., 2012; 

SERVIENE et al., 2012; PIECZYNSKA et al., 2013; RODRÍGUEZ- COUSIÑO et al., 2013). 

As toxinas K1 e K2 podem apresentar modos de ação muito semelhantes, onde se ligam a 

receptores da parede celular de leveduras sensíveis interagindo com receptores da membrana 

celular, tornando-a permeável a íons e moléculas de alta massa molecular, como por exemplo 

moléculas de ATP (MARQUINA et al., 2002). A toxina K28 possui afinidade com a fração 

manoprotéica da parede celular das leveduras. A fração entra no núcleo por difusão passiva 

(SCHMITT et al., 1996), interage com proteínas essenciais do ciclo celular e atua impedindo 
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a síntese de DNA interrompendo, assim, seu ciclo celular no início da fase S (SCHMITT & 

BREINIG, 2006). 

A toxina K1 possui atividade em uma estreita faixa de pH, 4,6-4,8, e pode ser 

inativada por agitação. A faixa de pH ótima para a toxina K2 varia de 2,9 a 4,9 (MARQUINA 

et al., 2002). Segundo Maqueda et al. (2012), o pH do mosto varia de acordo com a 

temperatura ambiental. Em geral, quando a temperatura ambiental é elevadas durante o 

amadurecimento ou colheita, o pH se eleva. No caso específico dos experimentos conduzidos 

por estes autores, o pH variou de 3,1 a 3,6 em áreas mais frias e de 3,3 a 4,2 em áreas mais 

quentes. Portanto, a toxina K2 parece ser é a única capaz de atuar na fermentação vínica 

(MARQUINA et al., 2002). A sensibilidade de linhagens de levedura ao tipo K2 se mostrou 

variável (LOPES et al., 2006, 2007). Por conta do efeito antibiótico das linhagens produtoras 

da toxina, muitos pesquisadores têm usado industrialmente leveduras killer em processos 

fermentativos não estéreis. Durante a fermentação do mosto pode ocorrer fenômenos de 

antagonismo entre as leveduras killer e sensíveis, ou até mesmo entre linhagens killer ou entre 

linhagens sensíveis, pois há diferentes graus de sensibilidade dentro de um mesmo fenótipo 

(SILVA, 1999). Esse fenômeno de antagonismo pode resultar em ameaça ao processo de 

vinificação (MARQUINA et al., 2002). 

Na literatura encontra-se uma vasta descrição de microrganismos produtores da toxina 

killer. Dentre eles destacam-se: Saccharomyces cerevisiae de origem ambiental (SILVA, 

1996) Williopsis mrakii (KAZANTSEVA & ZIMINA, 1989; HODGSON et al., 1994, 1995; 

WALKER et al., 1995; EL-BANNA et al., 2011), Williopsis saturnus (YAP et al., 2000; 

GUYARD et al., 2002a, b; BUZZINI et al., 2004; LIU & TSAO, 2009; OCHIGAVA et al., 

2011), Kluyveromyces lactis (BOLEN et al., 1992; BUTLER et al., 1991; KITAMOTO et al., 

1993; IZGÜ & ALTINBAY, 1997; KLASSEN et al., 2002) Hansenula anômala (ROSINI, 

1983; KAGIYAMA et al., 1988; IZGÜ & ALTINBAY, 1997; PASSOTH et al., 2011), 

Candida tropicalis (IZGÜ & ALTINBAY, 1997; IZGÜ & ALTINBAY, 1997), Ustilago 

maydis (DAY & ANAGNOSTAKIS, 1973; KINAL et al., 1995; SANTOS et al., 2011b,a), 

Kluyveromyces phaffii (PALPACELLI et al., 1991; CIANI & FATICHENTI, 2001; 

COMITINI et al., 2004b; COMITINI & CIANI, 2010), Picchia anômala (COMITINI et al., 

2004a; HERNÁNDEZ et al., 2008) e Kluyveromyces wickerhamii (COMITINI et al., 2004a; 

COMITINI & CIANI, 2011). Silva (1996) observou que o percentual de resistência ou 

imunidade de leveduras a uma determinada linhagem killer pode variar de acordo com o meio 

empregado. Mostrou que, em relação à linhagem Saccharomyces cerevisiae 91B84, 56.5% 
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das linhagens se mostraram resistentes em meio YEPD-MB mas este número aumentou para 

81,2% em meio MA-MB. O emprego de leveduras selecionadas na vinificação pode exercer 

pressão sobre as linhagens autóctones, entretanto para que isso ocorra, a linhagem deve ter 

alta atividade fermentativa e quantidade suficiente para dominar o processo. Para melhor 

atividade destas leveduras é importante que elas sejam adicionadas imediatamente após 

esmagamento da uva. Segundo SILVA & MURATORE, 2006, não é necessário utilizar 

linhagens killer no processo com a finalidade de dominá-lo. Para que isso ocorra é suficiente 

que as leveduras sejam neutras 

 

3.5 IDENTIFICAÇÃO DE LINHAGENS 

 

3.5.1 PCR 

 

A tendência da indústria vinicultora é continuar selecionando novas linhagens de 

leveduras na busca por melhoria no processo fermentativo de tal forma que as novas 

linhagens confiram determinadas características de sabor e aroma ao vinho (FLEET, 2008).  

A dinâmica das espécies de leveduras durante as fermentações alcoólicas interfere na 

composição química e na qualidade sensorial do vinho produzido. A identificação dos 

microrganismos que atuam no processo de elaboração de vinhos, por biologia molecular tem 

sido bastante utilizada (CARUSO et al., 2002; AGNOLUCCI et al., 2007, 2009; AGUSTINI 

et al., 2014).  

Existem várias técnicas para identificação de leveduras. Os métodos mais empregados 

na diferenciação de leveduras são: hibridização DNA, cariótipo eletroforetico, análise de 

microssatélite, análise de DNA polimórfico amplificado aleatoriamente, análise de DNA 

mitocondrial por polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restrição, RFLP 

(restriction fragmente length polymorphism) e análise de DNA cromossômico por RFLP 

(ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999). Em leveduras Saccharomyces cerevisiae, o DNA 

ribossomal (rDNA), que codifica as moléculas de RNA ribossomal (rRNA) que compõem os 

ribossomos, compreende 150 a 200 cópias in tandem, pertencentes ao cromossomo XII 

(PETES, 1979; JAMES et al., 2009). Cada uma destas repetições é formada por quatro genes 

do rRNA como: a subunidade grande (LSU ou 26S rRNA), a subunidade pequena (SSU ou 

18S rRNA) e os genes 5S e 5.8S. Além disso, fazem parte destas repetições, os espaçadores 

transcritos internos (Internal Transcribed Spacers, ITS) e externos (External Transcribed 
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Spacers, ETS), flanqueados por regiões não transcritas (Nontranscribed Spacers, NTS) 

(FERNÁNDEZ-ESPINAR et al., 2006).O maior desafio ao se identificar leveduras recai na 

necessidade de diferenciar gêneros e espécies que taxonomicamente estão muito próximos, 

porém possuem propriedades diferentes no que se refere às suas características fermentativas. 

A biologia molecular possui técnicas para determinação taxonômica de leveduras que inclui a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR: Polymerase Chain Reaction). PCR é uma técnica que 

envolve a síntese enzimática in vitro de milhões de segmento específico de DNA na presença 

de DNA polimerase. Cada ciclo de PCR envolve três etapas: Desnaturação, pareamento e 

extensão. A dupla fita de DNA alvo é desnaturada pela elevação da temperatura a 94°C. No 

pareamento, a temperatura é reduzida para 64°C, de modo que, ocorra a ligação DNA-DNA 

de cada primer (iniciador) com as sequências complementares que flanqueiam a região alvo. 

Na terceira etapa, eleva-se a temperatura a 72°C para que o DNA polimerase realize a 

extensão com a adição de nucleotídeos, utilizando como molde a sequência alvo, a partir de 

cada terminal 3’ do primer. A facilidade, a rapidez, a versatilidade e a sensibilidade da PCR 

tornam-na uma poderosa ferramenta para estudos genéticos moleculares, envolvendo grande 

número de indivíduos de qualquer organismo vivo. 

 

3.5.2 PCR-RFLP 

 

 Dentre as metodologias baseadas na PCR, destaca-se a análise de Polimorfismo no 

Comprimento de Fragmentos de Restrição (do inglês, Restriction Fragment Length 

Polymorphism, RFLP). O RFLP consiste na diferenciação de linhagens por análise de 

fragmentos de DNA, após a amplificação do gene alvo pela PCR, utilizando enzimas 

endonucleases que clivam em sequência palindrômica específica. A ação destas 

endonucleases, resulta normalmente em fragmentos que variam de tamanho conforme a 

espécie do microrganismo. O perfil de fragmentos revelado pela coloração do gel, é 

comparado com o perfil de espécies conhecidas e assim, identifica-se o microrganismo 

(GUILLAMÓN et al., 1998) Embora a técnica de RFLP consiga distinguir espécies 

(BELTRAN et al., 2002; BEDRIÑANA et al., 2010; BEZERRA-BUSSOLI et al., 2013; 

ALAM et al., 2014; DIDEHDAR et al., 2014; GALLARDO et al., 2014), nem sempre uma 

análise de PCR-RFLP do ITS1-5,8S rDNA-ITS2 consegue distinguir espécies. Nestes casos, 

outras técnicas, como RAPD, precisam ser empregadas no processo de discriminação 

(ANDRADE et al., 2006). 
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3.5.3 DIFERENCIAÇÃO DE LINHAGENS POR RAPD 

 

Com o surgimento da PCR (Polymerase Chain Reaction), em meados da década de 80, 

houve uma verdadeira revolução em termos de pesquisas genéticas (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1995). Os avanços dos estudos moleculares trouxeram um aumento 

significativo dos conhecimentos na área de Genética de Populações, com diversas aplicações 

em estudos evolutivos, permitindo avaliar a diversidade genética diretamente ao nível de 

DNA, livre de influências do ambiente ou do estádio de desenvolvimento do organismo 

analisado (LACERDA et. al. 2002). Entretanto, a necessidade de conhecimentos prévios sobre 

a sequência de nucleotídeos da espécie a ser estudada, e os custos elevados para a obtenção 

destes conhecimentos limitaram, durante alguns anos, a aplicação das novas técnicas 

desenvolvidas baseadas em PCR (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Welsh & 

McClelland, (1990) desenvolveram o que chamaram de AP-PCR (Arbitrarily Primed 

Polymerase Chain Reaction), uma técnica que utiliza primers de sequência arbitrária com 

cerca de 34 nucleotídeos, corrida eletroforética em géis de poliacrilamida e visualização das 

bandas por autorradiografia, os autores também usaram: 1% agarose 1 x TBE gel e 

visualizaram as bandas em brometo de etídeo. Em 1991, Caetano-Anólles et al. publicaram 

uma técnica similar denominada DAF (DNA Amplification Fingerprinting), que também 

utiliza géis de poliacrilamida, mas se baseia no uso de primers bem menores (entre 5 e 8 

nucleotídeos). A técnica que acabou tornando-se a mais popular das três foi descrita por 

Williams et al., ainda em 1990, e recebeu o nome de RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA). Foi com o desenvolvimento de técnicas de amplificação de DNA, utilizando primers 

(iniciadores) pequenos e de sequência arbitrária, que o uso da PCR se difundiu por todo o 

mundo. Isso permitiu a análise genética de diversas espécies a um custo relativamente baixo e 

de forma simplificada. Hadrys et al. (1992) apontam como vantagens da técnica do RAPD a 

aplicabilidade em trabalhar com genomas desconhecidos, poder ser aplicado em casos onde se 

tem apenas uma pequena quantidade de DNA, ser um processo eficiente e ter como 

característica o baixo custo analítico. Esta técnica tem aplicação em vários campos da ciência 

biológica. Tem sido usada para amplificação de fragmentos de DNA na caracterização de 

leveduras (REISS et al., 1998; DEAK et al., 2000; THEELEN et al., 2001), fungos 

filamentosos (GEISEN et al., 2001; BAU et al., 2005; ESTEBAN et al., 2006a; 

MARTORELL et al., 2005; ESTEBAN et al., 2006b; CABAÑAS et al., 2008; SEPAHVAND 
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et al., 2011; SINACORI et al., 2014), bactérias como Staphylococcus, Streptococcus e plantas, 

como arroz (WELSH & MCCLELLAND, 1990), em tumores do tipo fibrosarcoma 

(KUCHIKI et al., 1999), para determinar a paternidade entre espécies de libélula altamente 

poligâmica denominada Orthetrum coerulescens (HADRYS et al., 1993) e em estudos para a 

reconstrução filogenética de peixes do gênero Xiphophorus (BOROWSKY et al., 1995). Entre 

as diversos empregos, podem-se citar o estudo de mutagênese e de sinal normal e anormal de 

tradução, a determinação da estrutura populacional de um ecossistema, a verificação da 

história evolucionária, a construção de mapas genéticos e a definição de marcadores genéticos 

(WELSH et al., 1995).  

A técnica de PCR-RAPD baseia-se na amplificação do DNA genômico com auxílio de 

apenas um iniciador, geralmente com 10 nucleotídeos. Devido à utilização de uma 

temperatura de pareamento relativamente baixa (35ºC), os iniciadores se ligam a alvos 

inespecíficos gerando produtos de amplificação de DNA polimórficos (Figura 3). Os produtos 

de amplificação são separados e visualizados por eletroforese em gel (ALCOBA-FLÓRES et 

al., 2007). Os amplicons obtidos formam uma impressão digital que nada mais é do que uma 

combinação de amplicons de diferentes tamanhos. Se por um lado, a técnica, gerando este 

perfil, se torna espécie ou linhagem específica e possui o potencial de ser empregada no 

controle de qualidade de inóculos em processos fermentativos (ORBERA- RATÓN, 2004), 

por outro lado, pode, dependendo do primer empregado, não discriminar determinadas 

espécies (ERGON & GÜLAY, 2005). 
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FIGURA 3. RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPD)  

FONTE: ALCOBA-FLORES et al., (2007) 

  Saccharomyces cerevisiae vem sendo muito estudada não apenas pela sua grande 

importância na elaboração de bebidas e alimentos, mas também pela sua capacidade de causar 

sérios problemas de deterioração de alimentos. Isso aumenta o interesse por parte das 

industrias em discriminar linhagens dessa espécies (COUTO et al., 1996).  

Couto et al. (1994) utilizaram a técnica de RAPD para diferenciar linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae, Zigosaccharomyces bailii e de Zygosaccharomyces rouxii.  

Estudo realizado por Guerra et al. (2001) na caracterização de linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae coletadas durante a fermentação espontânea de cachaça artesanal, 

utilizando o primer M13, observaram a grande diversidade genética ente linhagens, sugerindo 

haver grande número de genótipos individuais dentro das espécies. Capece et al. (2010) 

utilizaram o iniciador M13 para diferenciar 341 linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

isoladas de bagas de uva de diversas regiões da Sicília. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 COLETA DAS UVAS  

 

O isolamento das leveduras foi efetuado em bagas de uvas coletadas na safra de 2014. 

Foram utilizados cachos de uvas de três cultivares pertencentes à espécie Vitis vinífera 

(Malvasia Bianca, Moscato Alexandria e Moscato Tradicional), oriundas de vinhedos da 

região de Farroupilha- Rio Grande do Sul. O isolamento das linhagens foi realizado por 

diluição em série, seguida por plaqueamento em meio sólido mosto ágar (SILVA, 1996). O 

meio sólido conteve por 100 mL, 1 g de extrato de levedura (Bacto TM Yeast Extract) 2 g de 

ágar (Bacto TM Ágar) e 25mL de mosto de uva. As placas foram incubadas em estufa a 24 °C 

por 72 horas. As 150 linhagens isolada das variedades de Moscato Alexandria, Malvasia 

Bianca e Moscato Tradicional, receberam os códigos FMA14, FMB14 e MBTF14, 

respectivamente, com a numeração de 1 a 50 para inserção na Coleção de Microrganismos do 

Laboratório de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho. Os procedimentos para o 

isolamento das leveduras seguiu metodologia descrita por Silva & Silva, 1987. É importante 

salientar que todos os meios utilizados no presente trabalho foram esterilizados em autoclave 

horizontal (FABRE modelo 104) por 30 minutos a 121ºC. 

 

4.2 PRESERVAÇÃO  

 

Durante os experimentos, as linhagens de Saccharomyces cerevisiae Embrapa 

1VVT97, 1B84, 91B84, 26B84 e a linhagem comercial K1 Lallemand, assim como as demais 

linhagens isoladas do mosto de uva das cultivares mencionadas acima, foram mantidas a -

80°C. Para isso, foi utilizado crioprotetor duplo (sacarose/glicerol) composto por: 20 g 

Sacarose, 5 ml de tampão citrato -fosfato (ácido cítrico + Fosfato de sódio 12 hidrato 0,1 M), 

4,93 g MgSO4.7H2O, 45 mL H2O (Esterilizar por filtração), 130 ml de Glicerol (esterilizado 

em autoclave e adicionado aos outros componentes depois de resfriado), H2O q.s.p. 200 mL. 

As leveduras foram crescidas no meio G7100 composto por: Extrato de Levedura não 

Comercial (ELNC) - 114 mL, Sacarose - 100 g, H2O q.s.p. 1000 mL, o meio foi autoclavado 

a 121 °C por 30 min.  

Seguiu-se o seguinte procedimento para o crescimento e preparo da suspensão para a 

manutenção: 
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1. Foram preparados tubos e triplicata; 

2. Foi anotada a sequência definida das leveduras; 

3. Foram vertidos 2 mL do meio G7100 em cada tubo; 

4. As levedura foram transferidas para cada tubo; 

5. A suspensão de células foi incubada por 24 h a 25°C em agitador rotativo (New 

Brunswick - G7, USA) a 150 rpm 

6. Foi transferido 0,5 mL do crioprotetor duplo para microtubos Labcon de 1,5 mL e 

adicionou-se 0,5 mL da suspensão de células. A mistura foi mantida em ultra-freezer (Sanyo - 

USA) a -80 °C. 

 

4.3 LINHAGENS PADRÃO 

 

A levedura Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1VVT97, pertencente à Coleção do 

laboratório de Microbiologia Aplicada da Embrapa Uva e Vinho, foi utilizada neste trabalho 

como levedura padrão, por apresentar características metabólicas potencialmente úteis na 

condução do processos fermentativos de alta qualidade. Esta levedura foi isolada a partir do 

mosto de uvas tintas da região do Vale dos Vinhedos Bento Gonçalves- RS (da Silva et al., 

2005). Foram utilizadas três linhagens killer da espécie Saccharomyces cerevisiae, 

denominadas Embrapa 1B84 (K
+
R

w
), Embrapa 91B84 que foram isoladas por da Silva (1996), 

e uma linhagem comercial K1 (K
+
R

+
), adquirida da empresa Lallemand (Canadá), que 

também é utilizada como linhagem padrão na avaliação do potencial fermentativo e padrão 

positivo na produção de sulfeto de hidrogênio. Foi utilizada, como linhagem sensível, 

Saccharomyces cerevisiae 26B84 (K
-
R

-
) isolada por da Silva (1996). A linhagem Embrapa 

1B84 (K
+
R

w
), apesar de ser killer, é assim representada como distintivo de fraca capacidade 

de resistência à ação da toxina killer (TIPPER & BOSTIAN, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

22 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS LINHAGENS ISOLADAS 

 

4.4.1 Teste da capacidade fermentativa  

 

Para acompanhar a curva de fermentação de cada linhagem isolada, avaliou-se a 

formação de CO2 por gravimetria (GIUDICI & ZAMBONELLI 1992; CIANI & FERRARO 

1996; CIANI & FATICHENTI 2001) em intervalos de 6 e 18 horas por 96 h (4 dias).  

4.4.2 Acompanhamento da produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 

 A detecção das linhagens produtoras de H2S foi acompanhada pela metodologia 

definida por Silva & Silva (1984). Foram utilizadas fitas de papel filtro (chromatography 

Paper-WatmanInternational- 1CHR) com dimensões de 0,5 x 6,0 cm, sendo posteriormente 

colocadas em placa de Petri e mergulhadas em solução de acetato de chumbo 3% (Merck ®). 

As fitas foram fixadas em tubo de tampa rosqueável. A produção de sulfeto de hidrogênio 

(H2S) foi determinada qualitativamente pela reação do H2S com acetato de chumbo presente 

na tira de papel filtro, caracterizada pelo escurecimento da mesma. Foram utilizadas como 

linhagens padrão a 1vvt/97 como controle negativo e a linhagem comercial K1 como controle 

positivo. A produção de H2S foi avaliada durante a determinação da capacidade fermentativa. 

 

4.4.3 Detecção de fator Killer e sensibilidade ao fator killer 

O teste de detecção ao fator killer juntamente com o de sensibilidade ao fator killer 

foram determinados de acordo com da Silva (1996). Foi empregado o meio Lorena/ELNC 

(SILVA & ALMEIDA, 2006) na proporção de 80 mL de mosto da cultivar Lorena e 20 ml de 

ELNC conforme descrito por Silva et al., 2011. A técnica de detecção do fator killer consiste 

em transferir com o auxílio da alça de cromo/níquel, massas pontuais em duplicata de células 

em estudo sob o meio sólido totalizando 16 linhagens em cada placa. Antes de aplicar as 

massas pontuais das linhagens, foram transferidos 100 mL de uma suspensão de células com 

10
7
cél.mL

-1
 da linhagem sensível 26B84, para placa de Petri, contendo o meio sólido. As 

células foram uniformemente espalhadas com o auxílio da alça de Drigalski. 
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O teste de sensibilidade ao fator killer foi realizado da seguinte forma: em cada placa 

foram semeadas 100 μL da suspensão de células contendo 10
7
cél.mL

-1
 de cada linhagem 

isolada. As células foram uniformemente espalhadas na placa de Petri com o auxílio da alça 

de Drigalski. Posteriormente, foram aplicadas massas pontuais das linhagens killer K1, 1B e 

91B em triplicata. Foi conduzido um experimento controle, onde a placa foi semeada com a 

linhagem sensível 26B84. Foram aplicados pontos contendo as células das linhagens killer 

K1, 1B e 91B. As placas foram mantidas em estufa 18 °C por 48 a 72 horas. 

 

4.4.4 Teste sensibilidade Killer/Killer 

 

 A sensibilidade de linhagens Killer contra linhagens killer foi avaliada em placas de 

Petri contendo o meio Lorena/ELNC (80:20). O experimento teve o objetivo de detectar 

linhagens killer que são sensíveis a outras linhagens killer. O experimento foi conduzido da 

seguinte forma: semearam-se 100µL da suspensão de 10
7
cel/mL de linhagens killer em teste e 

as células foram espalhadas em toda a sua extensão com o auxílio da alça de Drigalski. Foram 

aplicadas massas pontuais das demais linhagens em teste que também tiveram comportamento 

killer. As linhagens testadas foram: 8 MAF/14, 19MAF/14, 33MAF/14, 37MAF/14, 

46MAF/14, 47MAF/14 (oriundas da cultivar Moscato Alexandria), 33 FMB/14 (oriunda da 

cultivar Malvasia Bianca) e 3 MBTF/14, 10 MBTF/14, 12MBTF/14, 13MBTF/14, 

23MBTF/14, 26MBTF/14, 28MBTF/14 (oriundas da cultivar Moscato Tradicional), foram 

empregadas também as linhagens killer de referência 1B84, 91B84 e K1. As placas foram 

acondicionadas em estufa a 24°C por 48 a 72 horas. 

 

4.4.5 Identificação taxonômica de linhagens fermentescíveis e linhagens 

Killer por PCR- RFLP 

 

 A extração do DNA das linhagens foi realizada a partir do congelamento e 

descongelamento das suspensões conforme descrito por Silva et al. (2012).  Foram utilizados 

os primers o ITS 1(5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS 4 (5’ 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (AGUSTINI et al., 2014). O produto de PCR foi aplicado 

em gel de agarose 1,5%, corado com uma solução de 0,5 μg.mL
-1

 de brometo de etídeo 

durante 20 minutos e fotodocumentado por meio de fotodocumentador Biorad Molecular 
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Imager Gel DCOTM, empregando o software Image labTM Software (USA) (Biorad - USA). 

O programa utilizado foi o seguinte: um ciclo de desnaturação de 95 °C por cinco minutos; 40 

ciclos de 95 °C por trinta segundos; 60 °C por um minuto; 72 °C por um minuto e um ciclo 

final de 72 °C por 10 minutos. 

A identificação das linhagens foi realizada pela técnica de RFLP. As enzimas 

endonucleases utilizadas foram:  CfoI (Sigma) (5’ CC↓GCG 3’), HinfI (Sigma) (5’ 

GC↓CTNA 3’) e DdeI (JenaBioscience) (5’ C↓TNAG 3’). 

Para a diferenciação do gênero Hanseniaspora, foi utilizada a endonucleases DdeI 

(JenaBioscience) (5’ C↓TNAG 3’). As reações com as enzimas citadas a cima foram 

realizadas conforme instruções do fabricante. A detecção dos amplicons gerados com a ação 

das endonucleases se deu por eletroforese em gel de agarose 3% em solução tampão TBE1x. 

O volume final da reação foi de 10 μl, esse volume foi posteriormente homogeneizado com 3 

μl do tampão de corrida e aplicado no gel.   

 

4.7 VARIABILIDADE GENÉTICA DAS LINHAGENS UTILIZANDO PCR-RAPD 

 

 A metodologia empregada para extração do material genômico foi descrita por 

Silva et al.(2012).  Após ter crescido em meio mosto ágar por 24 a 48 horas em estufa a 24ºC, 

uma alíquota das células foi adicionada em 600 mL de água ultra pura e posteriormente a 

mistura foi homogeneizada em vórtex. No presente trabalho, a técnica de PCR-RAPD foi 

utilizada para investigar a variação genética entre as leveduras da espécie de Saccharomyces 

cerevisiae pertencentes a coleção do Laboratório de Microbiologia-CNPUV. As linhagens 

foram isoladas de bagas de uva das regiões de Pinto Bandeira (RS) na safra de 2012, 

Colombo (PR), e Monte Belo do Sul (RS). As 5 linhagens de Saccharomyces cerevisiae da 

coleção do Laboratório de Microbiologia- CNPUV utilizadas foram: 1vvt97, 91B84, 1B84, 

26B84, A1, A5, A8, A10, A12, A15, A16, A18, A21, A25, A30, A33, A35, A36, A38, A40 

(Pinto Bandeira, RS), 2MB13 (Monte Belo do Sul - RS). Foram também incluídas a linhagem 

comercial K1 da Lallemand e a linhagem 2CO13 de Colombo. A diferenciação das linhagens 

de leveduras Saccharomyces cerevisiae foi realizada por PCR-RAPD de acordo com o 

procedimento descrito por Caruso et al. (2002); Andrighetto et al. (2000); Couto et al. (1996).  

Os iniciadores utilizados foram: (GACA)4, (GTG)5, (GAC)5, M13 (5’ GAG GGT 

GGC GGT TCT 3’).  

As reações foram realizadas em termociclador (Proflex PCR System Applied 
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USA). Os programas utilizados foram: 

GAC: um ciclo de desnaturação de 94 °C por cinco minutos; 40 ciclos de: 94 °C por 

quinze segundos; 45 °C quarenta e cinco segundos; 72 °C por um minuto e três segundos 

e um ciclo final de 72 °C por 4 minutos. 

GTG: um ciclo de desnaturação de 94 °C por cinco minutos; 40 ciclos de: 94 °C por 

quinze segundos; 55 °C quarenta e cinco segundos; 72 °C por um minuto e três segundos 

e um ciclo final de 72 °C por 4 minutos. 

M13: um ciclo de desnaturação de 95 °C por cinco minutos; 35 ciclos de: 95 °C por trinta 

segundos; 35 °C por um minuto; 72 °C por um minuto e um ciclo final de 72 °C por 10 

minutos. 

GACA: um ciclo de desnaturação de 94 °C por cinco minutos; 40 ciclos de: 94 °C por 

quinze segundos; 36 °C por quarenta e cinco segundos; 72 °C por um minuto e um ciclo 

final de 72 °C. 

A PCR-RAPD foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em solução 

tampão de TBE 1x (Tris 90 mM, Ácido Bórico 90 mM, EDTA 2 mM). As separações 

eletroforéticas foram realizadas em sistema horizontal a 120 V com duração de 2 horas. 

Como referência de tamanho molecular foi utilizado o marcador 100 pb DNA Ladder 

(Invitrogen-USA). A revelação da PCR-RAPD foram realizadas por imersão do gel em 

brometo de etídeo a 0,5 μg.mL
-1

 durante 20 minutos e após realizada a fotodocumentação 

por meio de fotodocumentador Biorad Molecular Imager Gel DCOTM, empregando o 

software Image labTM Software (USA) (Biorad – USA).  

5. Resultados e Discussão 

 

5.2 TESTE DE VELOCIDADE DE FERMENTAÇÃO 

 

O papel primário das leveduras vínicas é catalisar a rápida, completa e eficiente 

conversão do açúcar da uva, em especial as hexoses, em etanol, dióxido de carbono e outros 

componentes, como ésteres ácidos voláteis e glicerol, considerados de grande importância 

como metabolitos indutores de flavour. A célula vai responder aos estímulos ao longo da 

vinificação, uma vez que a disponibilidade e as concentrações de certos nutrientes se alteram 

a cada momento (BAUER & PRETERIUS, 2000). A mudança constante verificada é uma 

característica do processo de fermentação em batelada. 
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Apenas três linhagens (29MBTF/14, 39MBTF/14 e 50 MBTF/14) apresentaram 

potencial fermentativo, sendo estas provenientes da cultivar Moscato Tradicional. Este 

resultado é visível quando comparado com a evolução exponencial de CO2 que apresentaram 

as linhagens referência Saccharomyces cerevisiae 1VVT97 e a K1 (Lallemand) (Gráficos 1 e 

2). Destas, embora em pouca quantidade apenas a linhagem 29 MBTF/14 produziu H2S. 

Portanto, apenas duas linhagens da série MBTF14, o que corresponde a 4%, apresentaram alta 

velocidade de fermentação sem produzir H2S. A produção de CO2, no processo fermentativo, 

e de etanol, entre outros fatores, pode variar de acordo com a espécie de levedura utilizada, 

temperatura de incubação da cultura e composição do meio de cultura. Sabe-se que a 

produção de etanol está diretamente vinculada à formação de ATP (energia metabólica) e 

oxidação de agentes que participam do processo de oxi-redução. Processos metabólicos 

essenciais vinculados ao crescimento celular, requerem biossíntese de energia, a qual está, em 

geral, correlacionada diretamente à produção de CO2 (THORNTON, 1991). 

Como a vinificação não pode ser realizada em meio estéril é importante dispor de uma 

levedura para inocular que apresente uma fase “lag” relativamente curta. Diminuindo a fase 

“lag” pode-se reduzir a interferência de microrganismos indesejáveis no processo 

fermentativo (AMORIN et al., 1998).  A ausência de fermentação ou a lentidão no processo 

pode ocasionar o domínio da fermentação por linhagens presentes no mosto sobre a linhagem 

selecionada e, consequentemente, efeitos indesejáveis como produção de H2S.  

As leveduras não-Saccharomyces crescem bem durante estágios iniciais da 

fermentação, quando a concentração de etanol ainda é baixa, sendo substituídas 

posteriormente por Saccharomyces tolerantes ao etanol a elevadas concentrações de açúcares. 

O foi observado, neste estudo, o fato de haver um número muito grande de linhagens sem 

aptidão enológica. Fato este também verificado por Sabate et al. (2002). Estudo realizado por 

Kraková et al. (2011), a fim de investigar a diversidade genética das leveduras presentes no 

mosto e durante a fermentação, na Eslovenia, demostrou que linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae foram encontradas somente durante a fermentação alcóolica, onde, na fase inicial 

do processo, as linhagens que predominavam foram as não- Saccharomyces. O isolamento de 

leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae parece ter relação com a cultivar. Wlodarczyk 

et al. (2012), isolando leveduras das cultivares Cabernet Franc, Ancellotta e Tannat da região 

de Pinto Bandeira- RS, encontraram somente 16 linhagens todas oriundas da cultivar 

Ancellotta, com potencial fermentativo para elaboração de vinhos, ou seja, alta velocidade de 

fermentação, com características neutras, em relação ao fator Killer e nula produção de sulfeto 



 

 

27 

 

de hidrogênio. A baixa incidência de leveduras Saccharomyces cerevisiae antes da 

fermentação pode dever-se ao fato de estas se encontrarem em concentrações muito reduzidas, 

dificultando o seu isolamento. Pode ser também verdadeiro que o processo de vinificação, 

nestes casos, não seja efetuado por microrganismos provenientes do vinhedo, mas se dê por 

ação de linhagens contaminantes de Saccharomyces cerevisiae presentes no ambiente da 

cantina. Segundo Barata et al., 2012, a proporção existente entre os microrganismos que 

habitam a baga da uva depende do estádio de maturação e da disponibilidade de nutrientes. 

 

 

 

GRÁFICO 1. EVOLUÇÃO DE CO2 DAS LINHAGENS DA CULTIVAR MOSCATO 

TRADICIONAL, COMPARANDO COM AS LINHAGENS PADRÃO 1VVT/97 E K1 

FONTE: Autor (2015) 
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GRÁFICO 2. VELOCIDADE DE FERMENTAÇÃO DE LINHAGENS MAIS 

PROMISSORAS ISOLADAS DA CULTIVAR MOSCATO TRADICIONAL   

FONTE: Autor (2015). 

 

5.2 PRODUÇÃO DE H2S 

 

Considerando todas as séries, aqui estudadas, o que perfez um total de 150 linhagens 

isoladas observou-se que 23,33%, 19,33% e 23,33%, das linhagens apresentaram 

respectivamente, baixo, médio e alto desprendimento de H2S. As linhagens foram subdividas 

de acordo com a produção de H2S.  As linhagens foram subdividas de acordo com a produção 

de H2S pela notação “+++” indicando linhagens com alta produção, “++” com produção 

média e “+” linhagens com produção baixa (Figura 4). Como está apresentado no Gráfico 3, a 

maioria (66%) apresentaram-se capazes de produzir H2S.  
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FIGURA 4. NÍVEIS DA PRODUÇÃO DE H2S: “+++” ALTA PRODUÇÃO DE H2S; “++” 

MÉDIA PRODUÇÃO, “+” BAIXA PRODUÇÃO E “-“  NENHUMA PRODUÇÃO 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

GRÁFICO 3.  PRODUÇÃO DE H2S DAS LINHAGENS ISOLADAS EM 

FARROUPILHA/RS  

FONTE: Autor (2015) 
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ovo podre (UGLIANO et al., 2011; EISENMAN, 2013; WINTER et al., 2011). Por outro lado, se 

forem adicionadas suplementações nutricionais ao meio de fermentação, pode ocorrer a formação 

de 3- mercaptohexano-1-ol (3MH) e acetato de 3- mercaptohexil (3MHA), responsáveis pelo 

aroma frutado e decréscimo na concentração de H2S (WINTER et al., 2011). 

A biossíntese de sulfito redutase pode ser realizado pelas leveduras da espécie de 

Saccharomyces cerevisiae, sendo bastante comum a presença deste gás nos vinhos. Rankine 

(1963) encontrou valores que variaram de 0,1 a 1,0 mg.L
-1

. O sulfeto de hidrogênio é um gás, 

que, apresenta um limiar de percepção baixo (0,9 a 1,5 ppb) (LABORATORIES, 2001) sendo 

a principal causa de perdas da qualidade aromática dos vinhos (JIRANEK et al., 1995; 

CORDENTE et al., 2009; HUANG et al., 2014). 

A remoção do H2S do vinho é complexa e problemática, pois é necessária a areação do 

vinho, e consequentemente a perda de compostos voláteis importantes, causando também 

possíveis oxidações. Por isso, é fundamental que, na elaboração de vinho sejam empregadas 

linhagens com capacidade de efetuar uma rápida combinação do H2S formado com 

precursores nitrogenados ou com deficiência na atividade da sulfito redutase (MENDES-

FERREIRA et al., 2002; CORDENTE et al., 2009). 

Os gráficos 4, 5 e 6 demostram a produção de H2S de cada linhagem isolada da região 

de Farroupilha- RS. A produção de sulfeto de hidrogênio pareceu variar de acordo com a 

cultivar. Foram isoladas linhagens que apresentaram produção de H2S de, respectivamente, 

84%, 76% e 36% das cultivares Malvasia Bianca, Moscato Tradicional e Moscato Alexandria 

isoladas de áreas distintas da região de Farroupilha conforme gráfico 7. A variação encontrada 

pode ser explicada pela composição química das diferentes cultivares empregadas, a qual 

privilegiou determinados tipos de microrganismos. Pode também ser devido ao tipo de 

tratamento fitossanitário recebido por cada cultivar. O uso de fungicidas no cultivo da videira 

pode ser uma fonte de precursores ou de indutores seletivos para a formação do H2S. Estes 

produtos podem conter resíduos de enxofre elementar, o qual é diretamente reduzido a H2S 

(JIRANECK; LANGRIDGE; HENSCHKE, 1995). Wlodarczyk et al. (2012) observaram que 

35,8% das 120 linhagens isoladas da região de Pinto Bandeira- RS provenientes de cultivares 

tintas, apresentaram desprendimento de sulfeto de hidrogênio. 
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GRÁFICO 4. NÍVEIS DE PRODUÇÃO DE H2S DAS LINHAGENS DA CULTIVAR 

MALVASIA BIANCA  

FONTE: Autor (2015) 

 

GRÁFICO 5. NÍVEIS DE PRODUÇÃO DE H2S DAS LINHAGENS DA CULTIVAR 

MOSCATO ALEXANDRIA  

FONTE: Autor (2015) 
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GRÁFICO 6. NÍVEIS DE PRODUÇÃO DE H2S DAS LINHAGENS DA CULTIVAR 

MOSCATO TRADICIONAL 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

 

GRÁFICO 7. PORCENTAGEM DE LINHAGENS ISOLADAS DE CADA CULTIVAR EM 

RELAÇÃO A PRODUÇÃO DE H2S  

FONTE: Autor (2015) 

 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que apenas 34% do total de linhagens 

isoladas apresentam uma atividade extremamente baixa da enzima sulfito redutase ou são 

aptas em promoverem uma rápida combinação do H2S formado com precursores 

nitrogenados. 
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Os resultados de produção de H2S apresentados pelas leveduras isoladas de 

Farroupilha/RS se assemelham aos apresentados por Silva & Dalarmi (2003). Neste estudo 

houve o isolamento de 100 linhagens a partir de cachos de uvas Cabernet Sauvignon no Vale 

dos Vinhedos na safra de 2003, onde 79 linhagens (79%) produziram H2S. Em estudo 

realizado em Pinto Bandeira na safra de 2012 foram selecionadas 79 linhagens de duas 

cultivares tintas e 46,84% apresentaram capacidade de biossintetizar H2S (CANOSSA et al., 

2012). 

 

5.4 DETECÇÃO PROTEÍNA KILLER 

 

Das 150 linhagens isoladas das bagas das cultivares da região de Farroupilha/RS, 

apenas 14 apresentaram comportamento killer (9,33%), provocando a morte da linhagem 

sensível Embrapa 26B. Isto foi observado pela formação do halo de morte em torno da 

linhagem testada (Figura 5).   Das 14 linhagens Killer, 64,28% foram também produtoras de 

H2S sendo portanto fortes candidatas a prejudicar tanto a fermentação quanto a qualidade do 

produto final, mesmo que sejam microrganismos não-Saccharomyces (SILVA, 1996). Estudo 

realizado por Silva (1996) no município de Bento Gonçalves- RS, demostrou que 24,7% dos 

microrganismos isolados apresentaram fenótipo killer. 

 

 

FIGURA 5. HALO DE MORTE PROVOCADO POR ALGUMAS DAS LEVEDURAS 

ISOLADAS NA LINHAGEM EMBRAPA 26B 

FONTE: Autor (2015) 
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As linhagens que apresentaram comportamento killer foram 8FMA, 19FMA, 33FMA, 

37FMA, 46FMA e 47FMA da cultivar Moscato Alexandria, 3MBTF, 10MBTF, 12MBTF, 

13MBTF, 23MBTF, 26MBTF e 28MBTF que pertencem a cultivar Moscato Tradicional e 

apenas uma da cultivar Malvasia Bianca sendo a 33FMB. Foi observado que 42% das 

linhagens isoladas de mosto em fermentação das variedades Malbec e Merlot apresentaram 

fenótipo Killer (SANGORRÍN et al., 2001). Na região de Pinto Bandeira- RS 6,33% das 

linhagens apresentaram comportamento Killer (CANOSSA, et al., 2012). Estudo também 

realizado na região Norte da Patagônia, mostrou que 35% das linhagens isoladas apresentaram 

fenótipo killer (SANGORRÍN et al., 2007). É importante selecionar leveduras neutras, ou 

seja, com fenótipo K
-
R

+
, em processos não estéreis onde linhagens sensíveis possam 

contribuir, com sua atividade metabólica, para aumentar a qualidade ou mesmo imprimir 

características regionais ao produto elaborado (SILVA 1996; ORTIZ et al.2013).  Silva, (1996) 

ressalta ainda que as leveduras devem ser selecionadas por suas características enológicas e 

não por sua atividade “killer”. 

 O mosto conta com a presença de inúmeros microrganismos autóctones de 

comportamento desconhecido que podem comprometer a qualidade do vinho. Com o objetivo 

de reduzir a carga destes microrganismos utiliza-se SO2 e, posteriormente, inocula-se a 

levedura selecionada. Linhagens com comportamento “killer” têm sido utilizadas com 

finalidade de inibir microrganismos autóctones desconhecidos, entretanto essa característica 

não garante por si só, a predominância de uma determinada levedura no processo. Por conta 

disso se faz necessário conhecer o perfil das linhagens autóctones existentes no mosto e sua 

capacidade de resistir ao fator “killer” como citado por Silva (1999a). 

 

5.5 SENSIBILIDADE E NEUTRALIDADE AO FATOR KILLER 

 

 Na região de Farroupilha, na safra de 2014 apenas 6,66% (Tabela 1) das linhagens 

isoladas apresentaram sensibilidade a proteína killer e 84% das linhagens apresentaram-se 

neutras (Figura 6).  
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FIGURA 6. ALGUMAS LINHAGENS SENSÍVEIS E NÃO SENSÍVEIS AO FATOR 

KILLER 

 FONTE: Autor (2015) 

 

TABELA 1. PANORAMA GERAL DAS LINHAGENS KILLER, NEUTRA E SENSÍVEL ISOLADAS DA 

REGIÃO DE FARROUPILHA-RS 

Fenótipo Leveduras Total Total em 

porcentagem(%) 

Sensível 33FMB/14, 7 FMB/14, 14 FMB/14, 4MBTF/14, 8 MBTF/14, 11 

MBTF/14, 24 MBTF/14, 25 MBTF/1445 MBTF/14, 48 MBTF/14 

10 6,66 

Killer 33FMB/14, 8FMA/14, 19 FMA/14, 33 FMA/14, 37 FMA/14, 46 

FMA/14, 27 FMA/14, 3MBTF/14, 10 MBTF/14, 12 MBTF/14, 

13 MBTF/14, 23 MBTF/14, 26 MBTF/14, 28 MBTF/14 

14 9,33 

Neutro Demais Linhagens 124 84 

Total  150 100 

FONTE: Autor (2015)  

 

Além dos fatores ambientais típicos da região de origem das leveduras, a atividade killer 

depende também da interação entre a população microbiana existente na microflora da uva. 

As leveduras sensíveis à toxina killer dependem de alguns fatores, tais como, o tipo da toxina 

que as linhagens killer produzem, a linhagem de leveduras expostas à toxina, bem como a fase 

de crescimento da mesma e o estado da cultura (BARTUNEK et al., 2001). Na Espanha, 64% 
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das leveduras isoladas apresentaram fenótipo neutro, enquanto 38% apresentaram-se killer 

(ORTIZ et al., 2013). Na Patagônia- Argentina, 40% das leveduras isoladas apresentaram 

sensibilidade ao fator Killer e apenas 25% apresentaram-se neutras (SANGORRÍN et al., 

2007). Na região de Pinto Bandeira, RS, no ano de 2012, nenhuma das 79 linhagens isoladas 

apresentou sensibilidade ao fator killer (CANOSSA et al., 2012). A frequência de linhagens 

killer, sensível e neutra depende do ambiente de onde foram isoladas e especialmente das 

linhagens de referência empregadas (CANOSSA et al., 2014). 

 

5.6 SENSIBILIDADE KILLER/KILLER 

 

 Uma linhagem “killer” pode apresentar sensibilidade à outra linhagem killer. Este 

teste teve o objetivo de detectar linhagens killer que sejam sensíveis à outra levedura killer, 

comparando-as uma com as outras para observar a formação ou não do halo de morte. 

Silva (1999b) mostrou que a linhagem 1B apresentou ao mesmo tempo a característica 

killer, neutra e sensível, uma vez que matou a linhagem sensível 26B, apresentando 

resistência à linhagem K1 e foi sensível à ação da proteína killer da linhagem 91B. O mesmo 

ocorreu em um estudo realizado por Canossa et al. (2012), onde as linhagens padrão 91B e 1B 

foram mortas pelas linhagens oriundas da região de Farroupilha 12 MPB/12 e 30MPB/12, 

ambas produtoras da toxina killer.  

Nenhuma das linhagens testadas apresentou sensibilidade à outra linhagem killer. 

Entretanto a linhagem padrão killer 91B foi morta pelas linhagens 19FMA/14, 37FMA/14, 

47FMA/14 e 33FMB/14 (Tabela 2).  No processo de vinificação pode haver interações entre 

leveduras killer autóctones entre si e entre leveduras selecionadas e leveduras autóctones 

autóctones, uma vez que interações entre linhagens killer também já foram observadas por 

Starmer et al. (1987), Silva (1996), Soares & Sato (1999), Silva (1999b), Yap et al. (2000), 

Pérez-Nevado et al. (2006).  

 

 

 

 

 

TABELA 2. LINHAGENS QUE APRESENTARAM FATOR KILLER POSITIVO SOBRE A LINHAGEM 

EMBRAPA 91B 

  Linhagens padrão    
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Linhagens killer K1 1B 91B 

19FMA/14 - - + 

37FMA/14 - - + 

47FMA/14 - - + 

33FMA/14 - - + 
FONTE: Autor (2015) 

 

5.7 IDENTIFICAÇÕES DAS LINHAGENS POR PCR-RFLP 

 

As linhagens, que mostraram intensa fermentação, ou seja, 29MBTF/14, 39MBTF/14 

e 50MBTF14 apresentaram fragmentos de amplificação em aproximadamente 880 pares de 

base (Figura 7). A quantidade de pares de base do amplicon obtido é característica da espécie 

Saccharomyces cerevisiae (GUILLAMÓN et al., 1998). As linhagens isoladas da cultivar 

Moscato Tradicional com velocidade de fermentação elevada, foram identificadas, portanto, 

Saccharomyces cerevisiae (Tabela 3). 

Segundo Beltran et al. (2002) as linhagens predominantes na superfície da uva da 

cultivar Garnatxa e dependendo do ano de colheita, foram as espécies Candida stellata e 

Hanseniaspora uvarum. Em 1996, os autores encontraram apenas a espécie Hanseniaspora 

uvarum e em 1999, apenas Saccharomyces cerevisiae. 

 

 

 

FIGURA 7. GEL AGAROSE 1,5% DAS LINHAGENS QUE APRESENTARAM POTENCIAL 

FERMENTATIVO COM OS INICIADORES ITS1 E ITS4 
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LINHA: 1- Branco, 2- 29MBTF/12, 3-39MBTF/14, 4- 50MBTF/14, 5- Marcador  

FONTE: Autor (2015)  

 

TABELA 3. IDENTIFICAÇÃO DAS LINHAGENS FERMENTESCÍVEIS ISOLADAS DA CULTIVAR 

MOSCATO TRADICIOONAL 

Linhagens  Resultado do Genótipo 

com IT1-ITS4 

Capacidade 

fermentativa 

Comportamento 

Killer 

Produção 

H2S 

29MBTF Saccharomyces 

cerevisiae 

Alta Neutra Baixa 

39MBTF Saccharomyces 

cerevisiae 

Alta Neutra Nula 

50MBTF Saccharomyces 

cerevisiae 

Alta Neutra Nula 

FONTE: Autor (2015) 

 

As 14 linhagens killer isoladas de diferentes cultivares também foram identificadas 

(Tabela 4). A linhagem 8FMA14 apresentou fragmento em 450 pares de base, após realização 

de PCR com os iniciadores ITS1 e ITS4. A região ITS1-5.8S-ITS2 das linhagens 10MBTF14, 

12MBTF14, 13MBTF14, 23MBTF14, 26MBTF14, 28MBTF14, 33FMB14, 19FMA14, 

37FMA14 e a 47FMA14 não puderam ser amplificadas, utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 

(Figura 8). Estas mesmas linhagens foram submetidas a uma nova PCR, utilizando os 

iniciadores 28Candiv3 e 28Candiv4. Estes iniciadores foram desenvolvidos no Laboratório de 

Microbiologia- CNPUV para identificar especificamente as linhagens da espécie Candida 

diversa, pois normalmente tem-se observado que os primers ITS1 e ITS4, talvez por questão 

de falta de pareamento. Desta forma, foi possível identificar as linhagens em estudo, 

confirmando se tratar da espécie Candida diversa. A amplificação com os iniciadores 

28Candiv3 e 28Candiv4 foram obtidos fragmentos de 292 pares de base (Figura 9). Hierro et 

al. (2006) isolaram principalmente linhagens das espécies de Hanseniaspora uvarum e 

Candida diversa do mosto de uvas brancas. As demais linhagens killer em estudo como a 

3MBTF14, 33FMA14 e 46FMA14 apresentaram amplificação, com os iniciadores ITS1 e 

ITS4 estimada em 750 pares de base, podendo se tratar das espécies Hanseniaspora opuntiae 

ou Hanseniaspora uvarum.  
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FIGURA 8. PERFIL ELETROFORETICO DA REGIÃO RDNA ITS1-5.8S-ITS2 

AMPLIFICADA COM OS PRIMERS ITS1 E ITS4 DAS LINHAGENS KILLER 

ISOLADAS DA REGIÃO DE FARROUPILHA- RS 

LINHA: 1-  3MBTF14; 2- 10MBTF14; 3- 12MBTF14; 4- 13MBTF14; 5- 23MBTF14; 6-

26MBTF14; 7-28MBTF14; 8-33FMB14; 9- 8FMA14; 10-19FMA14; 11-33FMA14; 12-

37FMA14; 13-46FMA14; 14-47FMA14; 15-Marcador 

 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

 

FIGURA 9. PERFIL ELETROFORETICO DA REGIÃO RDNA ITS1-5.8S-ITS2 

AMPLIFICADA COM OS PRIMERS 28CANDIV3 E 28CANDIV 4 E ITS1 E ITS4 DAS 

LINHAGENS KILLER ISOLADAS DA REGIÃO DE FARROUPILHA- RS 

LINHA:1-10MBTF; 2- 12MBTF; 3-  13MBTF; 4-  33FMB; 5- 23 MBTF; 6-  26 MBTF; 7- 

28 MBTF; 8-19 FMA; 9-37 FMA; 10- 47FMA; 11- Marcador; 12- 3MBTF; 13-8 FMA; 14-

46FMA; 15- 33 FMA 

 

FONTE: Autor (2015) 
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Para a diferenciação destas espécies foi utilizada a técnica de PCR-RFLP com as 

enzimas de restrição CfoI, HinfI e DdeI (Figura 10). A linhagem 3MBTF14 apresentou 

fragmentos com tamanhos de 300-70-80 pares de base, utilizando a enzima DedI. Estes 

fragmentos são característicos da espécie Hanseniaspora uvarum (WANG & LIU, 2013). 

Leveduras isoladas da cultivar Campbell, na Coréia, tinham como a espécie 

representativa a Hanseniapora uvarum (Hong & Park, 2013). A levedura 8FMA14 apresentou 

fragmentos em: 200-100 pares de base com a enzima CfoI e 230-240 com a HinfI. Segundo 

Agustini et al. (2014), estes fragmentos são característicos da espécie Starmerella bacillaris. 

As linhagens 33FMA14 e 46FMA14 apresentaram amplificação em 750 pares de base 

utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4. O produto de PCR foi clivado com a enzima de 

restrição DdeI, apresentando fragmentos em 50-200-500, entretanto estes fragmentos não 

correspondiam a nenhuma espécie citada na literatura. Foi efetuada uma nova PCR com os 

primers 28Candiv 3 e 28Candiv 4, apresentando amplificação em 292 pb, o que corresponde à 

Candida diversa (Figura 11). 

 

FIGURA 10. PERFIS DOS FRAGMENTOS DE AMPLIFICAÇÃO UTILIZANDO AS 

ENZIMAS DE RESTRIÇÃO CFOI, HINFI E DDEI  

LINHA:1- MARCADOR; 2-  3MBTF (DdeI); 3-  33FMA (DdeI); 4-  46 FMA (DdeI); 5-  

8FMA (CfoI); 6- 8FMA (HinfI) 

FONTE: Autor (2015) 
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FIGURA 11. FOTO GEL DE AGAROSE 1,5% UTILIZANDO OS INICIADORES ITS1 E 

ITS4 E 28CANDIV 3 E 28CANDIV 4 

LINHA: 1- Marcador; 2- 33FMA(CAND); 3- 46FMA(CAND); 4- 33FMA(ITS), 5- 46FMA 

(ITS)      

FONTE: Autor (2015) 

 

TABELA 4. IDENTIFICAÇÃO DAS LINHAGENS KILLER DAS LINHAGENS ISOLADAS DE 

FARROUPILA 

Linhagens 

Killer 

Resultado do Genótipo com 

IT1-ITS4 

Produção de 

H2S 

33FMB Candida diversa Média 

8FMA Starmerella bacillaris Nula 

19FMA Candida diversa Nula 

37FMA Candida diversa Baixa 

33FMA Candida diversa Baixa  

46FMA Candida diversa Baixa  

47FMA Candida diversa Média  

3MBTF Hanseniaspora uvarum Baixa 

10MBTF Candida diversa Média  

12MBTF Candida diversa Média 
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13MBTF Candida diversa Baixa 

23MBTF Candida diversa Nula 

26MBTF Candida diversa Média  

28MBTF Candida diversa Média  

FONTE: Autor (2015) 

 

Todas linhagens em questão foram devidamente identificadas (Tabela 4). A microflora 

mostrou-se diversificada, considerando que apenas as linhagens killer e linhagens que 

apresentaram intensa fermentação tenham sido identificadas. A espécie de Candida diversa 

foi a mais representativa, entre as linhagens killer. Diversas espécies de leveduras podem ser 

isoladas a partir da baga da uva, entre estas estão: Saccharomyces, Kloeckera, Candida, 

Hansenula, Hanseniospora, Pichia, Zigossacharomyces (HEARD & FLEET, 1986). Estudo 

recente realizado por Englezos et al. (2015), demostrou que linhagens pertencentes à espécie 

de Starmerella bacillaris possuem aplicação potencial em vinificações aliadas a linhagem 

Saccharomyces cerevisiae, agregando importantes características ao produto final. 

 

5.8 DIVERSIDADE GENÉTICA DE LINHAGENS Saccharomyces cerevisiae POR PCR-

RAPD 

 

Se por um lado, as leveduras reduzem o risco de deterioração e alterações com relação 

ao aroma do vinho, por outro, podem também causar perdas de determinados aromas e 

sabores (ROMANO et al., 2003). As leveduras podem ser isoladas em diferentes fases de 

fermentações espontâneas (PULVIRENTI et al., 2009) ou diretamente da superfície das bagas 

de uvas (SILVA, 1996). 

A variabilidade genética de leveduras tem sido objeto de estudo por parte de muitos 

pesquisadores (COUTO et al., 1996; ANDRIGHETTO et al., 2000; CARUSO et al., 2002; 

ANDRADE et al., 2006, 2009; BOVO et al., 2009; CAPECE et al., 2010, 2012; 

SANGORRÍN et al., 2013). A variabilidade genética dos microrganismos pode contribuir 

aumentando a complexidade do vinho imprimindo características específicas de determinadas 

regiões. 

O uso da PCR-RAPD permite obter a chamada “Impressão digital” formada por 

diferentes fragmentos amplificados com tamanhos diferentes, gerando um padrão que é 
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espécie-específica ou linhagem-específica e a técnica vêm sendo utilizada para a 

diferenciação genética de leveduras vínicas (ORBERA-RATÓN, 2004). 

Os iniciadores (GTG)5, (GAC)5 e M13 geraram produtos de amplificação em todas 

linhagens em estudo (Figuras 12, 14, 16, 20 e 21). Entretanto, o iniciador (GACA)4 não foi 

capaz de formar fragmentos de amplificação para todas linhagens em questão (Figuras 18 e 

21). Isso sugere que este primer não encontrou sítios compatíveis necessários para amplificar 

regiões do DNA de algumas linhagens.  

A análise de RAPD com o iniciador (GTG)5 e (GAC)5 permitiu a discriminação de 

dois grupos dentro da espécie de Saccharomyces cerevisiae. O primeiro grupo constituído 

pelas linhagens K1, 1vvt97, A36 e 26B e K1, 1vvt97, 26B; 1B, 91B como mostram os 

Dendrogramas das Figuras 13 e 15. Isso mostra que as linhagens k1, 1vvt97 e 26B possuem 

similaridades, quando a análise é realizada com estes iniciadores. Um menor grau de 

diversidade foi obtido com os iniciadores M13 e (GACA)4, permitindo também a obtenção de 

dois grupos, porém com menor diferenciação. As linhagens agrupadas foram 1vvt97, 91B e 

1B contra a 1vvt97 respectivamente (Figuras 17 e 19).  A linhagem Saccharomyces cerevisiae 

1vvt97 apresentou diferenças genéticas com relação às demais linhagens em estudo. Segundo 

Couto et al. (1996), o nível de discriminação por RAPD depende primordialmente do 

iniciador utilizado. Caruso et al. (2002) diferenciaram leveduras vínicas, utilizando os 

iniciadores (GTG)5 e (GAC)5. Neste estudo o iniciador (GTG)5 gerou um polimorfismo 

genético entre estas linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Estes mesmos iniciadores 

geraram o mesmo perfil para todas linhagens de Kloekera apiculata. Estudando a diversidade 

genética de leveduras relacionadas com carne seca curada, Andrade et al. (2006) verificaram 

que a PCR-RAPD com o iniciador (GACA)4 proporcionou uma maior discriminação que os 

iniciadores (GAC)5 e (GTG)5. O iniciador (GTG)5 foi utilizado por Englezos et al. (2015) para 

diferenciação de linhagens de Starmerella bacillaris e apresentou similaridade acima de 70%. 

O iniciador M13 apresentou resultados insatisfatórios na diferenciação de linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae (AGNOLUCCI et al., 2007). Por outro lado Cocolin et al. (2004) 

relatam que o iniciador M13 mostrou ser o mais apropriado na diferenciação de linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae. O iniciador M13 mostrou-se apto na diferenciação de estirpes de 

leveduras isoladas de queijos (ANDRIGHETTO et al., 2000). 

Todos iniciadores utilizados apresentaram-se aptos na diferenciação das linhagens em 

estudo. No geral, a técnica de RAPD permitiu a obtenção de dois grupos de leveduras, 
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mostrando que há diferenças genotípicas entre as leveduras da espécie Saccharomyces 

cerevisiae em questão. 

 

 

FIGURA 12. PERFIL ELETROFORETICO UTILIZANDO O INICIADOR (GTG)5 

LINHA: 1-  A1; 2- A5; 3- A8; 4- A10; 5- A12; 6-  A15; 7- A16; 8-A18; 9- A21; 10-A25; 11-

A30; 12-A33; 13-MARCADOR; 14-A35; 15-A36; 16-A38; 17-A40; 18-2MB13; 19-2CO13; 

20-MARCADOR 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

FIGURA 13. DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA DAS LINHAGENS DE 

Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO O INICIADOR (GTG)5 

FONTE: Autor (2015) 
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FIGURA 14. PERFIL ELETROFORETICO UTILIZANDO O INICIADOR (GAC)5 

LINHA: 1-  A1; 2- A5; 3- A8; 4- A10; 5- A12; 6-  A15; 7- A16; 8-A18; 9- A21; 10-A25; 11-

A30; 12-A33; 13-MARCADOR; 14-A35; 15-A36; 16-A38; 17-A40; 18-2MB13; 19-2CO13; 

20-MARCADOR 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

Figura 15. DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA DAS LINHAGENS DE 

Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO O INICIADOR (GAC)5 

FONTE: Autor (2015) 
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FIGURA 16. PERFIL ELETROFORETICO UTILIZANDO O INICIADOR M13 

LINHA: 1-  A1; 2- A5; 3- A8; 4- A10; 5- A12; 6-  A15; 7- A16; 8-A18; 9- A21; 10-A25; 11-

A30; 12-A33; 13-MARCADOR; 14-A35; 15-A36; 16-A38; 17-A40; 18-2MB13; 19-2CO13; 

20-MARCADOR 

FONTE: Autor (2015) 

 

 

FIGURA 17. DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA DAS LINHAGENS DE 

Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO O INICIADOR M13 

FONTE: Autor (2015) 
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FIGURA 18. PERFIL ELETROFORETICO UTILIZANDO O INICIADOR (GACA)4 

LINHA: 1-  A1; 2- A5; 3- A8; 4- A10; 5- A12; 6-  A15; 7- A16; 8-A18; 9- A21; 10-A25; 11-

A30; 12-A33; 13-MARCADOR; 14-A35; 15-A36; 16-A38; 17-A40; 18-2MB13; 19-2CO13; 

20-MARCADOR 

FONTE: Autor (2015) 

 

FIGURA 19. DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA DAS LINHAGENS DE 

Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO O INICIADOR (GACA)4  

FONTE: Autor (2015) 
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FIGURA 20. PERFIL ELETROFORETICO DAS LINHAGENS PADRÃO UTILIZANDO O 

INCIADOR M13 

LINHA: 1-  1-  1VVT97; 2- 91B; 3- 1B; 4- 26B; 5-K1; 6- MARCADOR   

FONTE: Autor (2015) 

                

 

FIGURA 21. PERFIL ELETROFORETICO DAS LINHAGENS PADRÃO UTILIZANDO 

OS INICIADORES (GTG)5, (GAC)5 E (GACA)4 

LINHA: 1-  1VVT97; 2- 91B; 3- 1B; 4- 26B; 5-K1; 6- MARCADOR (GTG)5/ 1-  1VVT97; 

2- 91B; 3- 1B; 4- 26B; 5-K1; 6- MARCADOR (GAC)5/ 1-  1VVT97; 2- 91B; 3- 1B; 4- 26B; 

5-K1; 6- MARCADOR (GACA)4  

FONTE: Autor (2015) 
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6. CONCLUSÕES  

 

Linhagens aptas para elaboração de vinhos não são tão frequentes, sendo que a 

presença de tais linhagens nas bagas de uva depende de diversos fatores. Dentre estes fatores 

parece ter relação com a cultivar da qual estas leveduras são isoladas, assim como a formação 

de H2S pelas leveduras. A cultivar empregada para isolamento de linhagens, pode privilegiar a 

presença de determinada microbiota pela sua composição química, a qual poderá ou não 

favorecer a formação deste gás.  

A diferenciação genética de linhagens de Saccharomyces cerevisiae por PCR-RAPD 

mostrou ser uma boa feramenta para diferenciar geneticamente linhagens da mesma espécie. 

Contudo uma maior discriminação de algumas linhagens depende estritamente dos 

oligonucleotídeos empregado.  
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