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1 – INTRODUÇÃO

O processo tradicional de obtenção do vinho, fermen-
tação natural (espontânea) do mosto de uva é realizada
por uma seqüência de diferentes espécies de leveduras.
Inúmeras leveduras, que não-Saccharomyces cerevisiae,
como as do gênero Saccharomyces, Kloeckera, Candida,
Hansenula, Hanseniospora, Pichia, Zigossacharomyces, en-
tre outras, fazem parte da microflora da uva e podem ini-
ciar a fermentação [11].

O crescimento destas leveduras durante a fermen-
tação é influenciado por diferentes fatores como pH,
concentração de nitrogênio e açúcar, concentração de
SO2, conteúdo de álcool e ainda pela temperatura de
fermentação [12]. As leveduras do gênero Saccharomyces
são resistentes a altas concentrações de etanol e por
isso dominam a fermentação alcoólica de mosto de uva
para produção de vinho. Já as leveduras do genêro
Kloeckera, Candida, Hanseniospora, Hansenula, Pichia e
Kluyveromyces, comuns a microflora da uva, são menos
resitentes ao etanol e morrem no terceiro ou quarto

dia de fermentação [9]. Embora estas leveduras partici-
pem 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 cerevisiae pode ser importante para
a indústria de vinhos. A Kloeckera apiculata tem capaci-
dade de produzir altas concentrações de compostos
voláteis tais como: álcoois superiores, ésteres e áci-
dos, compostos de carbono conhecidos como produtos
secundários da fermentação [10,18,19].

Este trabalho procurou investigar a produção de
compostos de aroma pelas leveduras Kloeckera apicula-
ta e Saccharomyces cerevisiae durante a fermentação al-
coólica dos mostos de uvas Chardonnay e Pinot Noir
sob temperaturas de 15°C e 20°C.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Leveduras

As leveduras Saccharomyces cerevisiae e a Kloeckera
apiculata foram isoladas do bago de uva Chardonnay
cultivada na região da Serra Gaúcha (RS). As várias
colônias isoladas em placa de Petri contendo meio
“yeast malt” (1% de glicose; 2% de ágar; 0,5% de peptona;
0,3% malte e 0,3% de extrato de levedura) foram sele-
cionadas com base em sua morfologia e repicadas no-
vamente. Análises microscópicas verificaram a pureza
do isolado. O isolado foi mantido em meio descrito aci-
ma com sucessivos repiques de 15 em 15 dias até a
sua identificação.
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento do crescimento, bem como a produção de compostos voláteis durante a
fermentação de mosto de uva pelas leveduras Kloeckera apiculata e Saccharomyces cerevisiae. As concentrações dos compostos voláteis
majoritários da fermentação foram dependentes da temperatura de fermentação. Nas fermentações a 20°C, as concentrações da massa
celular seca e dos compostos voláteis foram maiores do que na fermentação a 15°C. A Kloeckera apiculata produziu altas concentrações
de acetato de etila (197,0mg/L – 310,0mg/L) e acetato de isoamila (19,3mg/L – 31,3mg/L), ésteres de grande importância sensorial. No
entanto, a concentração de etanol obtida foi baixa, cerca de 6,3g/L – 24,0g/L, em comparação à conseguida utilizando Saccharomyces
cerevisiae como agente de fermentação (27,3g/L – 34,0g/L)
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SUMMARY
EVALUATION OF THE MAJOR COMPOUNDS FORMED DURING GRAPE MUST FERMENTATION BY YEAST ISOLATED FROM “SERRA
GAÚCHA” (RS) REGION. The objective of this work was to study the growth behavior, as well as, volatile compounds production during
grape must fermentation by Kloeckera apiculata and Saccharomyces cerevisiae. The concentrations of the major volatile compounds
during the fermentation were dependent of the temperature of the fermentation. In fermentation at 20°C, the concentration of the dry
weight biomass and volatile compounds were greater than that ones at 15°C. The Kloeckera apiculata produced high concentrations of
the ethyl acetate (197.0mg/L – 310.0mg/L) and isoamyl acetate (19.3mg/L – 31.3mg/L), esters of great sensory importance. However, the
ethanol concentration obtained was lower, about 6.3g/L – 24.0g/L, than that one obtained with fermentation by Saccharomyces
cerevisiae (27.3g/L – 34.0g/L).
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2.2 – Identificação das leveduras

A identificação das duas leveduras foi realizada pela
galeria ID 32 C (Biomeriux) segundo PINA & HOGG
[15]. Esta galeria é padronizada para identificação de
leveduras que utiliza mini-testes de assimilação pa-
dronizados e uma base de dados experimentais adap-
tada. A interpretação da leitura da galeria ID 32 C foi
realizada pelo modo automático mini-API (Biomeriux).

2.3 – Avaliação físico-química

Os mostos puros Chardonnay e Pinot Noir sofreram
a avaliação do conteúdo de açúcar, nitrogênio amoniacal,
SO

2 
livre e total, acidez volátil e total e valor de pH, bem

como da estimativa da quantidade de álcool provável de
ser formada. Os dados da concentração de açúcar e
álcool foram obtidos pela relação com os valores da den-
sidade calculada pelo densímetro Mustimetre Dujardin-
Salleron (385200). O valor de pH foi medido em pHmetro
(Metter Toledo 320- Tecnal). A concentração de acidez
volátil foi calculada pelo destilador Gilbertini
(Distillatore Eletrônic Enochimic). O valor da concen-
tração da acidez total foi obtido por titulação de acordo
com OUGH & AMERINE [14]. A quantidade de SO2 livre
e total foi obtida por uma adaptação do método de
RIBEREAU & PEYNAUD [16]. A concentração de nitro-
gênio amoniacal foi obtida pelo método de OUGH  [13].

2.4 – Condições de fermentação dos mostos
Chardonnay e Pinot Noir

Mostos de uvas Chardonnay e Pinot Noir, doados
pela indústria Chandon do Brasil S/A, situada no Es-
tado do Rio Grande do Sul (RS), foram usados para in-
vestigação da produção de aroma por duas leveduras
durante uma fermentação de sete dias. A fermentação
foi iniciada após a adição de 1 x 107 células/mL (K.
apiculata ou S. cerevisiae) em erlenmeyers de 125mL con-
tendo 25mL de mosto. Antes de iniciar a fermentação
os mostos foram filtrados em membrana (Millipore) de
0,22µm. Os erlenmeyers tampados foram incubados a
temperaturas de 20°C e 15°C, temperaturas as quais
são as mais próximas das condições de fermentação
para produção industrial de vinho. A cada 24 horas, um
frasco, contendo 25mL de mosto fermentado foi filtrado
em membrana (Millipore) de 0,22µm. O filtrado foi reco-
lhido e o seu pH determinado de acordo com o item 2.3.
A concentração celular, expressa em massa seca (MS),
foi quantitativamente determinada através de secagem
destas membranas a 100°C, por 24 horas, e divisão pelo
correspondente volume filtrado. As fermentações foram
realizadas em triplicatas.

2.5 – Condições cromatográficas para análise dos
compostos voláteis

a) Os compostos voláteis foram isolados pelo siste-
ma de “Purge and Trap concentrator/Dynamic
Headspace” (G1900-60500), usando o polímero Tenax.
As condições de isolamento e concentração dos
voláteis foram: Temperatura da amostra: 30°C; Tempo

de purga: 15 minutos; velocidade de fluxo do gás
de arraste: 30mL/min.; Temperatura de desorção:
180°C; Tempo de desorção: 10min. A temperatura
da linha de transferência usada foi de 180°C.

b) O cromatógrafo gasoso HP-G 1908-60500 (FID)
foi equipado com uma coluna capilar HP-Innowax
(30m x 0,25mm x 0,25mm), de fase ligada polieti-
lenoglicol. O gás de arraste utilizado foi o
Hélio:1mL/min. A programação da temperatura da
coluna foi: 35°C/5 min., rampa: 3°C/min. → 140°C
→ 180°C/5min., temperatura do detector: 250°C,
temperatura do injetor: 200°C. O modo de injeção
foi do tipo “splitless”.

c) As análises de identificação foram realizadas em
um cromatógrafo gasoso Shimadzu – (EM) QP 5000
(Espectrometria de massas). A programação da tem-
peratura da coluna foi igual à seqüência reporta-
da acima, com exceção para o sistema de injeção,
o qual foi utilizado o modo split (1:100). A volta-
gem de ionização aplicada foi de 70eV e o espec-
tro de massa obtido de uma faixa de varredura de
35-350m/z.

A quantificação foi realizada pelo método de padro-
nização externa usando gráficos de padrões de voláteis
correspondentes da Sigma-Aldrich e Merck. As análi-
ses foram realizadas em triplicatas.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Seleção das leveduras

As leveduras foram identificadas de acordo com sis-
tema automático mini-API ID 32 C como Saccharomyces
cerevisiae e Kloeckera apiculata. A intervalo de confiança
da identificação do gênero dada pelo sistema automáti-
co foi de 99,8% e 99,9% para a Saccharomyces cerevisiae
e Kloeckera apiculata, respectivamente.

3.2 – Dados físico-químicos dos mostos Chardonnay
e Pinot Noir puros (sem fermentação).

As análises físico-químicas dos mostos foram rea-
lizadas com o intuito de verificar se estes estariam com
concentrações de açúcar, nitrogênio, acidez, SO

2
 den-

tro de limites propícios para iniciar a fermentação. Os
dados destas análises estão apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Avaliação físico-química dos mostos.

Média de 3 repetições.

Parâmetros Químicos Mosto Chardonnay Mosto Pinot Noir 

Densidade 1,074 
12 °C 

1,071 
17 °C 

% de álcool provável 10,23 8,91 

Açúcar (g/L) 172,10 164,40 

Acidez total (g/L) 4,90 3,70 

SO2 liv re (mg/L) 5,60 9,90 

SO2 total (mg/L) 19,80 38,66 

NH4
+

 (mg/L) 76,60 75,60 

pH 3,20 3,21 

Acidez volátil (g/L) 0,18 0,07 
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Segundo BISSON [3] uma fermentação de 25 a 55
dias necessita de uma concentração de açúcar em torno
de 150-240g/L e uma concentração mínima de nitrogê-
nio da forma amoniacal em torno de 70-140mg/L.

A presença de SO
2
, bem como sua quantidade, no

mosto regula a atividade microbiana e impede o cresci-
mento de alguns microrganismos. A quantidade de 1 a
10mg/L de SO2 livre é o suficiente para que não ocorra
contaminação do mosto por bactérias lácticas durante
a fermentação alcoólica [17].

O pH do mosto para produção de vinho espumante
deve estar em torno de 3 [4]. De acordo com BOULTON
et al. [4], BISSON [3] e ROMANO & SUZZI [17], os mos-
tos utilizados neste trabalho estão em condições pro-
pícias para iniciar a fermentação.

3.3 – Variação da massa celular seca e pH dos mos-
tos Chardonnay e Pinot Noir.

A variação da massa celular durante a fermentação
a 20°C dos mostos Chardonnay e Pinot Noir pela Kloeckera
apiculata esta representada na Figura 1. A fase de cresci-
mento da Kloeckera apiculata no mosto Chardonnay apre-
sentou um rápido crescimento nas 72 horas iniciais da
fermentação. A sua massa celular alcançou uma con-
centração de 12,3mg/L (expressa em massa seca) em
168 horas de fermentação. No mosto Pinot Noir o com-
portamento da variação da massa celular foi muito simi-
lar. O período de maior crescimento aconteceu nas 72
horas iniciais da fermentação. Após este período, houve
um declínio da velocidade, correspondendo à fase esta-
cionária. Em 168 horas de fermentação, a concentração
celular obtida foi de 10,1mg/L

FIGURA 1. Concentração celular, expressa em massa seca
(MS) para fermentação por Kloeckera apiculata a 20°C.
(A) Mosto Pinot Noir, (B) Mosto Chardonnay.

A variação da concentração celular nos mostos
Chardonnay e Pinot Noir fermentados a 20°C com a
Saccharomyces cerevisiae está representada na Figura 2.
A Saccharomyces cerevisiae mostrou um rápido cresci-
mento nas 72 horas iniciais da fermentação no mosto
Chardonnay, mas após este período o crescimento prati-

camente estagnou. A concentração celular de 12,4mg/L
(expressa em massa seca) foi alcançada totalmente nas
72 horas iniciais da fermentação. A fermentação no
mosto Pinot Noir pela Saccharomyces cerevisiae mostrou
ser rápida e brusca nas 48 horas iniciais da fermenta-
ção. Após este período o crescimento foi diminuindo
até alcançar a fase estacionária, entre 144 e 168 horas
de fermentação.

Os dados reportados acima estão similares aos de
FLEET & HEARD [9], onde estes autores verificaram
que as leveduras do gênero Saccharomyces e Kloeckera
atingem sua fase de maior crescimento nas 72 horas
iniciais da fermentação.

FIGURA 2. Concentração celular, expressa em massa seca
(MS) para fermentação por Saccharomyces cerevisiae a
20°C. (A) Mosto Pinot Noir, (B) Mosto Chardonnay.

FIGURA 3. Concentração celular, expressa em massa seca
(MS) para fermentação por Kloeckera apiculata a 15°C.
(A) Mosto Pinot Noir, (B) Mosto Chardonnay.

O crescimento celular a 15°C mostrou ser um pou-
co diferente daquele a 20°C. As concentrações celula-
res das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kloeckera
apiculata alcançadas após 168 horas de fermentação a
15°C foram menores e as fases exponenciais de cresci-
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TABELA 2. Composição de voláteis das amostras de mostos
após 168 horas de fermentação tanto a 20°C quanto a
15°C.

Amostras: 1= Mostos Chardonnay e Pinot Noir fermentados por Kloeckera apicula-
ta; 2 = Mostos Chardonnay e Pinot Noir fermentados por Saccharomyces cerevisiae;
3 = Mosto Chardonnay sem fermentação; 4 = Mosto Pinot Noir sem fermentação.
Compostos identificados por Espectrometria de massas.

TABELA 3. Valores das médias da concentração dos com-
postos majoritários após 168 horas de fermentação.

As fermentações das amostras 1-4 foram realizadas a 20°C: 1 = Mosto Chardonnay
fermentado pela Saccharomyces cerevisiae, 2 = Mosto Pinot Noir fermentado pela
Saccharomyces cerevisiae, 3 = Mosto Chardonnay fermentado pela Kloeckera apicula-
ta, 4 = Mosto Pinot Noir fermentado pela Kloeckera apiculata. As fermentações das
amostras de 1’ a 4’ foram realizadas a 15°C e seguem a mesma seqüência de ordem
das amostras 1-4. Médias marcadas com letras iguais não diferem entre si significa-
tivamente pelo teste de Tukey (p≤0,05).

BILBAO et al. [2] observaram que a produção de
ésteres, álcoois superiores e aldeídos durante a fer-
mentação alcoólica pela Saccharomyces cerevisiae e
Kloeckera apiculata são influenciados pela temperatura
de fermentação. Neste trabalho foi observado que a
concentração dos compostos voláteis variou em rela-

mento foram lentas, acontecendo entre 72 e 96 horas
de fermentação. Neste caso, a 15°C, a fermentação mos-
trou ser um pouco mais lenta. As concentrações celu-
lares máximas da levedura Kloeckera apiculata foram
equivalentes tanto no mosto Chardonnay como no mos-
to Pinot Noir (Figura 3), pois pelo teste de Análise de
Variância (ANOVA) não apresentaram diferenças signi-
ficativas.

As variações das concentrações celulares da
Saccharomyces cerevisiae nos mostos Chardonnay e Pinot
Noir estão representadas na Figura 4. Esta levedura
apresentou sua fase de maior crescimento nas 72 ho-
ras iniciais da fermentação tanto no mosto Chardonnay
quanto no Pinot Noir. Após as 168 horas de fermenta-
ção, a concentração celular foi de 10,4mg/L (expressa
em massa seca), não apresentando diferenças signifi-
cativas em relação aos mostos de uvas utilizados.

FIGURA 4. Concentração celular, expressa em massa seca
(MS) para fermentação por Saccharomyces cerevisiae a
15°C. (A) Mosto Pinot Noir, (B) Mosto Chardonnay.

Estes dados mostraram que os meios de fermenta-
ção (mostos Chardonnay e Pinot Noir), mesmo com con-
centrações diferentes de açúcar, não tiveram influên-
cia nas fases de crescimento, nem mesmo no valor da
concentração celular máxima obtida.

O valor de pH inicial, que era de 3,20, durante a fer-
mentação a 20°C caiu para 2,80, enquanto que na fer-
mentação a 15°C o pH final permaneceu em torno de 2,90.

3.4 – Compostos voláteis da fermentação

O isolamento dos voláteis pelo sistema automáti-
co “Purge and Trap/Concentrator –Dynamic Headspace”
mostrou que a técnica foi muito eficaz para compos-
tos de baixo ponto de ebulição. Segundo FERREIRA et
al. [8] esta técnica não é sensível para analisar com-
postos com ponto de ebulição médio e alto. Por esta
técnica, foi possível isolar 22 compostos de aroma pre-
sentes nas amostras após 168 horas de fermentação
(Tabela 2).

Não houve diferenças da detecção dos compostos vo-
láteis dos mostos fermentados a 15°C e a 20°C (Tabela 2).
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ção às temperaturas de fermentação utilizadas. Após
168 horas de fermentação dos mostos Chardonnay e
Pinot Noir pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Kloeckera apiculata, a concentração dos compostos ma-
joritários da fermentação como o acetaldeído, acetato
de etial, etanol, 1-propanol, Isobutanol, acetato de
isoamila e álcool isoamílico foram quantificados (Tabe-
la 3). A fermentação a 20°C favoreceu a produção de
uma maior concentração dos compostos voláteis majo-
ritários de aroma do que a fermentação realizada a 15°C.

De um modo geral, a produção dos voláteis majori-
tários da fermentação como o etanol, 1-propanol, álcool
isoamílico, isobutanol, acetaldeído, acetato de isoamila,
acetato de etila não apresentaram diferenças significa-
tivas em relação aos mostos utilizados (Chardonnay ou
Pinot Noir). Com exceção das amostras 1’ e 2’ (mosto
Chardonnay e Pinot Noir fermentado com Saccharomyces
cerevisiae), onde as concentrações de acetaldeído diferi-
ram estatisticamente. O composto que apresentou as
maiores diferenças estatísticas de produção em relação
às temperaturas de fermentação foi o acetaldeído. O
acetaldeído é um importante composto da fermentação,
correspondendo por 90% dos aldeídos totais do vinho e
sua formação advém da descarboxilação do piruvato [5,7].

Os 3-metil-butanol (álcool isoamílico), 2-metil-bu-
tanol (álcool amil ativo), 2-metil-propanol (isobutanol)
e 1-propanol (n-propanol) são chamados de álcoois su-
periores e são oriundos do metabolismo de aminoáci-
dos ou açúcares durante a fermentação alcoólica [1].

Nas amostras de mosto de uva fermentado pela
Kloeckera apiculata a 15°C foram observadas as mais bai-
xas concentrações de etanol em comparação às demais
amostras. FLEET & HEARD [9] já haviam verificado que
a fermentação realizada pela cultura pura de Kloeckera
apiculata apresentava baixas quantidades de etanol, cer-
ca de 6,5% (v/v). A produção de 1-propanol não diferiu
estatisticamente em relação às temperaturas de fer-
mentação. A concentração do isobutanol nas amostras
de mostos de uvas fermentados com a Saccharomyces
cerevisiae a 15°C mostrou ser estatisticamente diferen-
te da concentração deste composto obtido a 20°C. A
produção de isobutanol pela Kloeckera apiculata não apre-
sentou diferenças estatísticas em relação à tempera-
tura de fermentação (amostras 3, 4, 3’ e 4’). Com rela-
ção à produção de álcool isoamílico as amostras que
não diferiram significativamente foram 1, 2, 1’ e 2’ (mos-
tos de uvas fermentados a 20°C e a 15°C pela
Saccharomyces cerevisiae). As amostras fermentadas pela
Kloeckera apiculata em relação a produção de álcool
isoamílico apresentaram diferenças estatísticas tanto
em relação ao mosto de uva, quanto em relação às tem-
peraturas de fermentação.

Os ésteres são formados, principalmente durante
a fermentação, da reação de álcoois e acetil-CoA, cata-
lisada pela enzima álcool acetiltransferase. O etanol é
o principal álcool do vinho e por isso, o acetato de etila,
originado do etanol e do acetil-CoA, é o éster mais abun-
dante do vinho [6]. A produção de acetato de etila foi
maior nas amostras de mostos fermentados com a

Kloeckera apiculata, embora a produção deste composto
nas amostras 1 e 2 (mostos de uvas fermentados com a
Saccharomyces cerevisiae a 20°C) não tenha apresenta-
do diferenças significativas em relação as amostras 3’
e 4’ (mostos de uvas fermentados com a Kloeckera api-
culata a 15°C). ZOHRE & ERTEN [19] também observa-
ram alta produção de acetato de etila pela Kloeckera
apiculata. A maior produção de acetato de isoamila acon-
teceu na amostra de mosto de uva Chardonnay fermen-
tado a 20°C pela Kloeckera apiculata. Esta amostra dife-
riu estatisticamente de todas as outras amostras.

4 – CONCLUSÕES

As culturas puras de Kloeckera apiculata e
Saccharomyces cerevisiae foram estudadas durante a fer-
mentação de mosto de uva devido ao fato destas leve-
duras serem utilizadas em fermentações naturais, ou
seja, espontâneas. A Kloeckera apiculata produziu quan-
tidades significantes de compostos importantes para a
qualidade do vinho como o acetato de etila, mas, por
outro lado, a produção de etanol foi muito baixa, um
ponto negativo para produção de vinho. Embora a pro-
dução de etanol pela Saccharomyces cerevisiae tenha sido
alta, as produções de acetato de etila e acetato de
isoamila foram baixas se comparadas com as amostras
de mosto fermentado pela Kloeckera apiculata. O próxi-
mo passo deste trabalho será verificar a interação des-
tas duas leveduras crescendo simultaneamente numa
fermentação em um fermentador. A presença de leve-
duras que não são Saccharomyces cerevisiae durante a
fermentação, em virtude da produção de compostos vo-
láteis, pode ser de grande interesse para a aplicação
biotecnológica da fabricação de vinho.
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