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“Avaliação do perfil em aminoácidos de vinhos brancos da casta Arinto fermentados 

em barricas com leveduras Saccharomyces e leveduras nativas” 

 

Diferentes espécies de levedura possuem características específicas no seu me-

tabolismo, que produzem diversos tipos de compostos primários e secundários, que irão 

influenciar muitas das características finais do vinho. 

Os aminoácidos são compostos azotados diretamente relacionados ao metabo-

lismo das leveduras. Estão presentes nas uvas e no vinho, e são utilizados pelas levedu-

ras, exceto a prolina, durante o processo de fermentação do mosto.  

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o perfil de aminoácidos livres 

em vinhos brancos da casta Arinto fermentados em barricas de carvalho francês, com 

três diferentes leveduras comerciais (QA23, CY3079, EC1118) e uma fermentação com 

leveduras indígenas. 

A técnica utilizada para quantificação e identificação dos aminoácidos foi a cro-

matografia líquida de alta eficiência, com detetor Diode Array, utilizando o comprimento 

de onda de 280 nm para as análises.  

Foram feitos o teste ANOVA e observou-se nos resultados obtidos que houve 

diferenças significativas para os aminoácidos: Glutamina, Serina, Asparagina, Glicina, Ar-

ginina, Alanina, Glicina, Metionina, Prolina) entre as leveduras utilizadas nos ensaios. 

Foi feito teste de análise discriminante canônica (CDA) e observou-se nos resul-

tados obtidos que houve a formação de quatro grupos distintos respetivos as leveduras 

utilizadas. 

 

Palavras-Chave: Vinho branco, Aminoácidos, Leveduras indígenas, HPLC - DAD 
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“Evaluation of the amino acid profile in white Arinto wines fermented with Saccharo-

myces yeasts and native yeasts” 

 

Different species of yeast have specific characteristics in their metabolism, which 

produce various types of primary and secondary compounds, which will influence many 

of the final characteristics of wine. 

Amino acids are nitrogenous compounds directly related to yeast metabolism. 

They are present in grapes and wine, and are used by yeast, except proline, during the 

must fermentation process. 

This work was carried out In order to evaluate the amino acid profile of white 

Arinto wines fermented in French oak barrels, with three different commercial yeasts 

(QA23, CY3079, EC1118) and a fermentation with indigenous yeasts. 

The technique used to quantify and identify amino acids was high performance 

liquid chromatography with Diode Array detector using 280 nm wavelength for analysis. 

The ANOVA test was performed and it was observed in the obtained results that 

there were significant differences for the amino acids: Glutamine, Serine, Asparagine, 

Glycine, Arginine, Alanine, Glycine, Methionine, Proline) between the yeasts used in the 

assays. 

Canonical discriminant analysis (CDA) test was performed and it was observed in 

the obtained results that there was the formation of four distinct groups respective 

yeasts used. 

 

Keywords: White wine, Amino acids, Indigenous yeasts, HPLC - DAD
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1. Introdução 

1.1. Problemática 

No mundo dos vinhos muito se fala sobre o termo “Terroir”, que em resumo 

pode ser definido como sendo um conjunto de fatores naturais de determinada região 

como: solo, clima, topografia (altitude, relevo), entre outros, criando condições edafo-

climáticas especificas da região, que ao interagir com a genética da planta, se expres-

sam, em forma de sabores, aromas, cores e etc. 

Durante a elaboração de um vinho, sabe-se que muitos fatores como técnicas e 

processos de vinificação podem interferir em termos qualitativos e sensoriais, de forma 

que irão favorecer ou não a chamada expressão do “Terroir”. Um ponto importante que 

se tem levado em consideração na elaboração de vinhos, que à partida expressam o 

“terroir”, é a utilização de leveduras comerciais e “leveduras nativas” (naturais, indíge-

nas). 

Na enologia moderna é possível observar duas filosofias de vinificação distintas, 

que estão ligadas diretamente aos dois grupos principais de leveduras. Os enólogos que 

defendem a utilização de “leveduras nativas”, que à partida expressam o “terroir” (vi-

nha/clima do ano/solo/castas), remontando uma época em que não existia grandes tec-

nologias, nem utilização de leveduras comercias, e os defensores das “leveduras selec-

cionadas”, que procuram perfil frutado e expressão máxima da(s) casta(s) ou buscam 

por um estilo de vinhos mais comercial, com intenção de não ariscar a produção. 

Além da fermentação alcoólica (conversão do açúcar em álcool), as leveduras 

produzem vários subprodutos, tais como ésteres (compostos voláteis que impactam nos 

aromas), aldeídos como por exemplo os acetaldeídos (precursores do ácido acético – 

vinagre), álcoois superiores e entre outros, que possuem uma vasta gama de influências 

nos sabores e aromas.  

No entanto, as leveduras ainda são capazes de interagir com compostos azota-

dos, enxofre e outros compostos fenólicos, além de metabolizar compostos relaciona-

dos aos sabores e criar outros durante sua autólise (autodestruição das células).  
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Dentre os compostos azotados, os aminoácidos (AA) constituem um papel muito 

importante relacionado com os aromas secundários (aromas que resultam da fermen-

tação e da ação das leveduras sobre o mosto), são precursores de uma panóplia de aro-

mas. Os aminoácidos estão presentes nas uvas e consequentemente no mosto, consti-

tuindo uma fonte de azoto assimilável pelas leveduras durante a fermentação alcoólica 

do mosto.  

1.2. Objetivos 

O principal objetivo deste trabalho foi verificar se a utilização de leveduras dife-

rentes (comerciais e nativas) influenciam de algum modo o perfil de aminoácidos de 

vinho branco da casta Arinto fermentados em barricas de 2º uso. 

 

Assim, com este trabalho pretendeu-se: 

 

 Identificar e quantificar os aminoácidos livres, através da técnica de cromatogra-

fia líquida de alta eficiência (HPLC), com detetor Diode Array (DAD);  

 Avaliar a influência das diferentes leveduras no teor em aminoácidos de vinhos.  
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2. Fundamento teórico  

2.1.  Terroir  

Na viticultura e enologia, utilizamos muito o termo francês “Terroir” (da palavra 

terre, que significa solo), que se refere basicamente as inúmeras interações entre o am-

biente físico e as vinhas.  

Segundo Magalhães (2010), o conceito “Terroir” surgiu no fim do século XIX, po-

dendo ser definido como um conjunto de factores naturais que fazem parte das carac-

terísticas e condições edafoclimáticas de uma determinada região. 

Uma definição proposta pela Organização Internacional da Vinha e do Vinho 

(OIV) refere-se à originalidade do vinho produzido em um determinado terroir e, por-

tanto, ao valor agregado:  

“O “terroir” vitivinícola é um conceito que se refere a uma área na qual o conhecimento 

coletivo das interações entre o ambiente físico e biológico identificável e as práticas 

vitivinícolas aplicadas se desenvolve, fornecendo características distintivas para os pro-

dutos oriundos dessa área. “Terroir” inclui solo específico, topografia, clima, caracte-

rísticas da paisagem e características da biodiversidade.” (OIV, 2010, p. 1)  

As características regionais edafoclimáticas onde as videiras crescem, tem 

grande influência no desenvolvimento e na maturação da uva e consequentemente in-

fluenciando os atributos sensoriais do vinho (van Leeuwen, 2010).   

O Terroir pode ser definido como sendo um ecossistema muito complexo em um 

determinado local, na qual inclui diversos fatores, como: condições climáticas, cultivar, 

porta-enxerto, geografia e topografia. Além das características do solo e subsolo como 

nutrição mineral e abastecimento de água (Costantini et al., 2012; van Leeuwen, 2010).   

 Fatores humanos também devem ser incluídos, práticas de manejo, como: po-

das, irrigação, sistemas de condução entre outras (van Leeuwen & Seguin, 2006).  

O reconhecimento do “Terroir” tem sido visto como um fator muito importante 

na qualidade e estilo de um vinho, especialmente nos vinhos europeus. O conceito de 

“Terroir” vem sendo definido mais especificamente, ao ponto de avaliarem as influên-

cias da microbiota nativa das uvas (ex: leveduras indígenas) nas características orga-

nolépticas dos vinhos de determinada região (Comitini et al., 2017). 
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2.2. Leveduras não-Saccharomyces e Saccharomyces 

O atual mercado de vinhos vem sofrendo uma forte tendência por vinhos que 

realmente expressam o chamado “terroir”. Sendo que, produções biodinâmicas e 

orgânicas onde se tem o menor ou nenhum uso de produtos químicos, aliado a uma 

produção de vinhos com fermentações espontâneas “levedura indígenas ou nativas”, na 

qual vêm atraindo a preferência de muitos consumidores. 

Segundo o OIV, “terroir” refere-se a “uma área” e se pode determinar o “terroir 

microbiano”, que representa o microbioma do local que contribui para criar a identidade 

do vinho de determinada região, desde as vinhas, os diferentes estágios de fermentação 

até o vinho (Comitini et al., 2017) 

As leveduras são as principais responsáveis pela fermentação alcoólica do vinho. 

Existe uma enorme variedade de espécies, de bactérias e leveduras que estão 

associadas a fermentação do mosto de uva para produção de vinho. A microbiota 

presente nas uvas e no mosto pode chegar a ter mais de 40 gêneros e 100 espécies 

diferentes de leveduras (Bisson et al., 2017). 

As variadas espécies de leveduras que estão envolvidas no processo de 

vinificação influenciam diretamente na velocidade de fermentação, bem como na 

natureza e concentrações dos produtos secundários que são formados durante a 

fermentação alcoólica, influenciando assim as características organolépticas do vinho. 

Cada espécie pode possuir um grande número de estirpes e apresentarem variadas 

propriedades tecnológicas (Bell & Henschke, 2005). 

Tradicionalmente e naturalmente ao longo da história milenar do vinho, as 

fermentações decorriam de forma espontânea usando leveduras presentes na 

superfície das uvas e no ambiente da adega, sem inoculação de cultura de espécies puras 

de interesse (Aranda et al., 2011). 

A microbiota associada às uvas sofre interferência por muitos fatores: clima, 

topografia, localização geográfica das vinhas, composição do solo, práticas agrícolas, 

variedades utilizadas, vetores de insetos residentes e transitórios, vetores de aves e 

animais, atividade humana e adjacências, e tempo de colheita (Padilla et al., 2016; 

Bisson, 2017). 
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A microbiota de leveduras que está presente na superfície das uvas tem como 

predominância a espécie Kloeckera apiculata, sendo encontradas também em 

proporções menores outras espécies leveduras aeróbicas ou levemente fermentativas 

obrigatórias, com limitada tolerância ao álcool, pertencentes aos gêneros Candida, 

Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Metschnikowia, 

Pichia e Rhodotorula. Espécies comumente responsáveis pela maior parte da 

fermentação como Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces bayanus estão presentes 

em baixas concentrações, sendo que, Saccharomyces cerevisiae está associada a flora 

presente nos equipamentos da adega (Fugelsang & Edwards, 2007; Ribereau-Gayon et 

al., 2006; Aranda et al., 2011). 

As leveduras indígenas não Saccharomyces em contraste com as espécies de 

Saccharomyces, produzem durante a fermentação alcoólica diversas enzimas 

(esterases, glicosidases, lipases, 6-glicosidases, proteases, celulases e etc), que podem 

interagir com compostos ativos de aroma tendo importante papel na influência do 

bouquet do vinho (Lambrechts & Pretorius, 2000). 

Nas condições de fermentação espontânea as primeiras horas após o 

enchimento das cubas com mosto a flora predominante pertence aos mesmos gêneros 

geralmente encontrados nas uvas, predominantemente Hanseniaspora / Kloeckera. 

Após cercas de 20 horas as leveduras do gênero Saccharomyces (principalmente S. 

cerevisiae) passam a se desenvolver em maior velocidade realizando o início da 

fermentação juntamente com a flora de levedura derivada da uva. Com decorrer da 

fermentação e consequente aumento das condições anaeróbicas e do teor alcoólico em 

aproximadamente 3 ou 4 dias as leveduras gênero Saccharomyces passam a predominar 

o mosto em fermentação e serão elas as responsáveis pela conclusão da fermentação 

alcoólica (Aranda et al., 2011, Ribéreau-Gayon et al., 2006). 

As primeiras seleções de leveduras foram feitas por Louis Pasteur, há cerca de 

um século e meio atrás, com intuito de demonstrar o papel das leveduras nas 

fermentações. Mas somente há cerca de 80 anos se começou a selecionar leveduras 

direcionadas para produção do vinho. Primeiramente, com o objetivo de evitar 

fermentações paradas e lentas, avaliando a capacidade da levedura de converter 

rapidamente açúcar em etanol realizando de forma confiável a fermentação. Com a 

melhoria das técnicas de culturas de arranque, se iniciou a produção de fermentos 



Avaliação do perfil em aminoácidos em vinho branco fermentado com leveduras 
Saccharomyces e leveduras indígenas   

dez-19 | Página 6 

 

líquidos e posteriormente culturas iniciadoras ativas e enológicas, e foram mais aceitas 

pelos produtores de vinho. A partir da década de 1970, o uso de levedura seca ativa 

(ADY) facilitou enormemente a inoculação de levedura e se difundiu imensamente o uso 

da espécie Saccharomyces cerevisiae para realizar a fermentação do mosto, sendo 

utilizadas por muitos produtores de vinho na atualidade (Specht, 2010; Marullo, 2010; 

Ramón, 2011). 

O gênero Saccharomyces pode possuir mais de 700 grupos mais bem definidos, 

denominandos espécies como por exemplo a espécie cerevisiae (Specht, 2010). 

A espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae é sem dúvidas a mais adaptada 

ao ambiente de fermentação de vinhos, sendo também a espécie mais estudada. Apesar 

desta espécie ser pouco detectável no mosto de uva recém extraído sem inoculação, 

com decorrer da fermentação espontânea ela domina rapidamente as outras espécies 

de leveduras sendo responsável por concluir a fermentação alcoólica (Aranda et al., 

2011; Prior, 2019). 

A utilização de estirpes comerciais de leveduras como starters de fermentação, 

principalmente estirpes de Saccharomyces cerevisiae, tem por objetivo em primeiro 

lugar garantir uma dominância rápida do mosto de forma que a fermentação ocorra 

rapidamente e por completo tornando o processo previsível e reprodutível. Além disso, 

por dominar o meio rapidamente minimiza a contribuição das leveduras não 

Saccharomyces “indígenas, nativas”, caso não seja de interesse do enólogo, ou por 

afetar negativamente o progresso da fermentação e as características do produto final 

com compostos indesejáveis, como as aminas biogénicas. A inoculação tem por função 

também, ser utilizada quando se quer acentuar a componente de fruta no perfil de 

aroma e sabor do vinho, utilizando estirpes de levedura conhecidas para esta função 

(Bisson et al., 2017). 

Por outro lado, acredita-se que as fermentações espontâneas dos mostos, 

apresentam uma maior variedade e complexidade das características do perfil 

aromático e de sabor do vinho contribuindo para que o vinho expresse o “terroir”, em 

contrapartida fermentações espontâneas podem ser muitas vezes imprevisíveis devido 

à complexidade microbiana, levando a produção de compostos indesejáveis e até 

mesmo paragens de fermentação ou fermentações incompletas (Bisson et al., 2017; 

Boynton & Greig, 2016; Comitini et al., 2017). 
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A influência das diferentes espécies de levedura no perfil organoléptico de um 

vinho está diretamente relacionada ao metabolismo das leveduras de acordo com os 

nutrientes disponíveis. A interação das leveduras com o mosto durante a fermentação 

alcoólica se faz por diversos mecanismos: 

  

(i) Utilizam os constituintes do mosto para aumento de biomassa, 

(ii) Produzem etanol e outros solventes que ajudam a extrair componentes de 

sabor e aroma das partes sólidas da uva,  

(iii) Produzem enzimas que transformam compostos neutros das uvas conver-

tendo em compostos ativos,  

(iv) Produzem inúmeros metabólitos secundários ativos que contribuem para 

formação do perfil aromático e de sabor do vinho (por exemplo, ácidos, ál-

coois, ésteres, polióis, aldeídos, cetonas, compostos voláteis de enxofre),  

(v) Degradação autolítica de células de levedura mortas, que contribuem para 

liberação de aminoácidos orgânicos. 

As exigências nutricionais variam de acordo com a espécie e a linhagem de leve-

dura e consequentemente a produção de metabolitos secundários também irá variar 

(Fleet, 2003).  

Durante a fermentação para além da produção de etanol e do CO2, vários outros 

metabolitos secundários e subprodutos são produzidos pelas leveduras, dentre eles: 

glicerol, ácido succínico, ácidos acético e láctico, bem como acetaldeído, além de outras 

substâncias voláteis e não voláteis que contribuem de forma individual ou 

coletivamente nas características sensoriais do vinho (Fugelsang & Edwards, 2007). 
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2.3. Importância do azoto 

O processo de fermentação alcoólica depende de inúmeros fatores, para que 

ocorra de forma completa e com cinética confiável, as condições do ambiente 

juntamente com as características nutritivas dos mostos, são de extrema importância 

para o crescimento e desenvolvimento saudável das leveduras, garantindo uma 

biomassa de levedura ótima (Jiranek et al., 1995; Prior et al., 2019).   

Os compostos azotados no vinho que podem ser utilizados pela levedura, são 

denominados de azoto assimilável à levedura (YAN - yeast assimilable nitrogen). O grupo 

de YAN, inclui o azoto na forma de aminoácidos livres, que são todos os aminoácidos 

exceto a prolina, que é um aminoácido proteinogênico, e as leveduras não são capazes 

de metabolizá-la sob condições anaeróbicas, e o azoto na forma amoniacal (Henschke 

& Jiranek, 1995; Prior et al., 2019; Mendes-ferreira et al., 2011).  

Durante o processo de fermentação, cerca de 1 e 2 g / l de aminoácidos são 

assimilados pelas leveduras. Parte desses aminoácidos assimilados são excretados em 

quantidades significativas, mas variáveis de diferentes aminoácidos no final da 

fermentação, existindo algumas centenas de miligramas de aminoácidos por litro, sendo 

que a prolina geralmente pode representar metade destes aminoácidos (Ribéreau-

Gayon et al., 2006). 

Quando as concentrações de YAN estão baixas, podem levar a fermentações 

lentas ou paragens de fermentação e um aumento na formação de sulfeto de hidrogênio 

- H2S (odor de ovos podres). A explicação para este facto pode residir no facto de que 

com o decorrer da fermentação alcoólica, as fontes de azoto no mosto vão diminuindo 

até chegar à exaustão, levando a uma paragem na síntese de proteínas, causando uma 

diminuição drástica na atividade de transporte de açúcar e consequente diminuição na 

taxa de produção de CO2.  

Como forma de prevenir a inativação do transporte de glicose, é preciso manter 

uma alta taxa de síntese protéica, podendo esta ser feita mantendo um suprimento de 

amônio amplo, antes da diminuição do YAN.  

Outros dois mecanismos podem explicar a diminuição nas taxas de fermentação, 

relacionadas à falta de uma fonte de azoto. O primeiro mecanismo está relacionado com 

a desativação da enzima chave fosfofructoquinase pela falta do composto amônia, que 
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é um ativador alostérico da fosfofructoquinase. O segundo mecanismo está relacionado 

também com a desativação da enzima chave fosfofructoquinase, à medida que se tem 

uma diminuição no suprimento de amônia, a via de sinalização induzida pela presença 

de açúcar fermentável é diretamente afetada, reduzindo desta forma as taxas de 

fermentação (Alexandre & Charpentier, 1998). 

Concentrações mais altas de YAN podem aumentar a turbidez, causar uma 

instabilidade microbiana e promover a produção de aromas anormais (Burin et al., 2015; 

Prior et. al, 2019; Mendes-Ferreira et al, 2011; Sturgeon et al., 2013). 

Mesmo com todas tecnologias atuais ainda é difícil prever o motivo exato de uma 

fermentação parar, sendo assim, atualmente muitos produtores de vinho optam por 

adicionarem suplementos nutricionais tendo como diretriz a concentração inicial de 

azoto assimilável por leveduras (YAN) (Prior et al., 2019; Specht, 2010).  

 

2.3.1. Compostos azotados nas uvas, no mosto e no vinho  

Ao decorrer da maturação, ocorre uma grande quantidade de fenómenos e alte-

rações nas uvas, a partir da fase do “pintor” vários compostos serão acumulados, trans-

formados e sintetizados. A acumulação de açúcares e minerais, a síntese de compostos 

fenólicos e a evolução dos compostos azotados e precursores do aroma, é somente uma 

pequena parte das inúmeras reações que podem ocorrer (Magalhães, 2010; Conde et 

al., 2007). 

Vários fatores, como, uso de adubos, variedades da uva, adição de suplementos 

na adega, infecção por Botrytis cinerea (que consome grandes quantidades de 

nutrientes que podem ser assimilados pelas leveduras Saccharomyces), clima, região, 

momento da colheita, podem interferir no teor em compostos azotados, especialmente 

em mostos de uvas brancas (Aranda et al., 2011; Soufleros et al., 2003) 

Segundo Ribéreau-Gayon et al., (2006); Magalhães, (2010), as substâncias azota-

das são transportadas através do xilema e do floema para a uva, principalmente nas 

formas de catião de amônio ou aminoácidos. 
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Ao evoluir a maturação das uvas as formas de azoto encontradas vão se modifi-

cando, passando a ter a seguintes constituições (Magalhães, 2010): 

 

 

 Azoto inorgânico (mineral ou amoniacal): Pode ser encontrado na forma de sais 

de amônia (3% - 10%), como DAP (fosfato de diamônio) ou sulfato de amônia. 

 Azoto orgânico (α-amino): É constituído pelos aminoácidos livres com exceção 

da prolina que não é assimilada pelas leveduras. Sendo dividida em três frações 

distintas: 

 Azoto amínico, com cerca de (25% - 30%) de aminoácidos. 

 Azoto polipeptídico, com cerca de (25% - 40%) de polipeptídeos. 

 Azoto proteico, com cerca de (5% - 10%) de proteínas. 

O mosto de uvas maduras contém aproximadamente apenas 20% do total do 

azoto total do bago, sendo que, o restante fica retido nas peles e nas grainhas, que libe-

ram formas solúveis de azoto (catiões e aminoácidos) na polpa durante o final da matu-

ração. Em fermentações com maceração pelicular, se tem maior extração destes com-

postos azotados. Podem estar presentes diversas formas orgânicas, entre elas os ami-

noácidos, oligopeptídeos e polipéptidos, proteínas, amidas e em menores quantidades, 

nitratos, nucleotídeos, aminas e vitaminas (Specht, 2010; Ribéreau-Gayon et al., 2006a; 

Aranda et at., 2011). 

 

2.3.2. Azoto Amoniacal (inorgânico) 

O azoto amoniacal (inorgânico) é encontrado na forma de sais de amônia, como 

DAP ou sulfato de amônia, tem como função de suplementar os mostos pobres em 

compostos azotados e aumentar a disponibilidade de azoto na produção de vinho. 

A suplementação com azoto inorgânico pode não obter os melhores resultados 

satisfatórios na fermentação, sendo que o uma suplementação acima do necessário 

pode levar ao desenvolvimento de alguns caracteres agressivos no vinho (Specht, 2010). 
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2.3.3. Azoto orgânico  

A importância do azoto orgânico é bem conhecida como uma fonte altamente 

eficiente de nutrientes para leveduras de vinho, especialmente quando comparada ao 

azoto inorgânico do fosfato de diamônio (DAP). Os aminoácidos contidos nas uvas são 

predominantemente prolina, arginina e glutamina. A suplementação dos mostos com 

azoto orgânico, pode ser feita com os aminoácidos e peptídeos provenientes de 

leveduras inativadas (Specht, 2010). 

 

2.3.4. Aminoácidos (AA) 

Os aminoácidos como mostrado na Figura 1 são unidades químicas orgânicas de 

baixo peso molecular, existem 20 tipos de aminoácidos comuns denominados a-

aminoácidos, que possuem um átomo de carbono assimétrico (Cα), exceto a glicina, com 

pelo menos um grupo amina (NH2) e um grupo ácido carboxílico (COOH) ligados ao 

mesmo átomo de carbono. Possuem cadeias laterais ou grupos R e um átomo de 

hidrogênio que os difere uns dos outros. (Nelson, D.L 2014; Campbell, 2007). Compõem, 

junto com as proteínas e peptídeos, cerca de 30 a 40% do N total (Soufleros, et al., 2003). 

Estrutura geral de um 
aminoácido. 
Esta estrutura é comum a to-
dos os tipos de a-aminoácidos, 
exceto um (a prolina, aminoá-
cido cíclico, é a exceção). O 
grupo R, ou cadeia lateral 
(roxo), ligado ao carbono a 
(cinza) é diferente em cada 
aminoácido. 

 

 

 
Os aminoácidos podem ser classificados de acordo com algumas propriedades 

química do grupo R (cadeias laterais), particularmente sua polaridade ou tendência para 

interagir com a água em pH biológico (próximo do pH 7,0), portanto podem ser ácidas 

(ácido glutâmico, ácido aspártico) e básicas (arginina, histidina e lisina), polares não car-

regadas (Serina, Treonina, Cistéina, Asparagina e Glutamina), apolares (Glicina, Alanina, 

Prolina, Valina, Leucina, Isoleucina e Metionina), aromáticos (Fenilalanina, Tirosina e 

Figura 1: Estrutura geral de um aminoácido (Fonte: Bruce Alberts et al., 2017; Nelson, 2014) 
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Triptofano). Esses aminoácidos recebem abreviação tanto de uma como de três letras 

como mostrado na Tabela 1 (Alberts et al., 2017; Nelson, 2014). 

 

Aminoácidos Abreviaturas 

Alanina Ala 

Arginina Arg 

Alanina Asparagina Asn 

Ácido Aspártico Asp 

Cisteína Cis 

Ácido Glutâmico Glu 

Glutamina Gln 

Glicina Gli 

Histidina His 

Isoleucina Ile 

Leucina Leu 

Lisina Lis 

Metionina Met 

Fenilalanina Fen 

Prolina Pro 

Serina Ser 

Treonina Tre 

Triptofano Tri 

Tirosina Tir 

Valina Val 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Nomes e abreviações dos 20 aminoácidos comuns 

(Adaptado de: (Campbell & Farrel,2007)). 
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Segundo Alberts et al., (2017) os aminoácidos se unem por ligações peptídicas, 

formando longos polímeros (polímeros naturais) que dão origem as proteínas.  

Dentre uma infinidade de aminoácidos existentes nos organismos, apenas 20 

formam um conjunto, que são comumente encontrados em proteínas (Campbell & 

Farell, 2007; Nelson, 2014). 

As proteínas fazem parte de cada organismo, desde bactérias aos seres 

humanos, e controlam praticamente todos os processos que ocorrem em uma célula, 

possuindo uma diversidade de funções, como estruturais (ex: crescimento das paredes 

celulares), transportadora (ex: hemoglobina) e etc (Nelson, 2014). 

Nos mostos os aminoácidos são os principais componentes da fração azotada, 

representando cerca 60 a 90% do teor de nitrogênio total mostos de uva (Rapp & Versini, 

1995). 

Os aminoácidos livres em mostos servem como fonte de nutrientes azotados 

para leveduras em fermentação alcoólica e para bactérias lácticas em fermentação 

malolática, são considerados também como uma fonte de precursores de compostos 

aromáticos, devido aos subprodutos formados do metabolismo de aminoácidos na 

levedura (como acetato de isoamil, ácido isovalérico e ácido isobutírico e seus ésteres 

etílicos, álcoois superiores e metionol) (Conde et al., 2007; Moreno-Arribas & Polo, 

2009; Ferreira et al.,  2000).  

Os principais aminoácidos existentes no vinho encontram-se na Figura 2:  
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Figura 2: Principais aminoácidos no vinho (Adaptado de: (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 

Aminoácidos Estrutura

  Aminoácidos 

Alanina

  Aminoácidos 

Arginina

 

 Alanina

  Aminoácidos  Aminoácidos 

Ácido Glutâmico 

Glutamina 

Glicina 
Ácido Aspártico 

Histidina 
Asparagina 

Citrulina Isoleucina 

Cisteina  Leucina  

Lisina  Serina 

Metionina 
Treonina 

Ornitina Triptofano 

Fenillalanina 

Tirosina 

Prolina 
Valina 

Hidroxi 3 prolina 
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A alanina e a arginina são os aminoácidos mais encontrados no mosto (Ribéreau-

Gayon et al., 2006). 

A prolina também é um dos principais aminoácidos encontrados no mosto, mas 

este não é utilizado pelas leveduras durante a fermentação (Aranda et al., 2011). 

Segundo Fairbairn et al., (2017); Prior, (2019); Rapp & Versini, (1995) os 

diferentes aminoácidos possuem intensidades de metabolização diferentes pelas 

leveduras, sendo que: glutamina, asparagina, serina, ácido glutâmico, ácido aspártico e 

arginina constituem uma fonte preferencial para crescimento das leveduras e todos os 

outros sendo intermediários ou não preferíveis. 

A composição e concentração dos aminoácidos, nas uvas e no mosto são factores 

muito importantes na diferenciação e autenticidade dos vinhos (Burin et al., 2015; 

Fairbairn et al., 2017).  

 

3. Identificação e quantificação de aminoácidos no vinho  

Muito já se estudou sobre a importância do azoto assimilável para o crescimento 

e o metabolismo das leveduras e as causas da deficiência e do excesso, bem como o 

papel na formação do bouquet do vinho (Jiranek, 1995; Moreno-Arribas & Polo, 2009; 

Rapp & Versini, 1995). 

A cromatografia líquida (CL) é uma técnica analítica que nos permite separar os 

constituintes de uma determinada mistura (amostra). A separação ocorre quando a mis-

tura atravessa a fase estacionária (coluna), com o auxílio da fase móvel (solventes orgâ-

nicos ou aquosos, por exemplo). Existe uma grande variabilidade de possíveis combina-

ções entre a fase móvel e estacionária. À saída da coluna os compostos passam por um 

detector gerando-se um gráfico chamado “cromatograma” (Kazakevich & Lobrutto, 2007). 

Quando temos o equipamento de cromatografia líquida acoplados com detecto-

res de massas ou detector de diodos estes fornecem também informações importante 

para a identificação de cada composto, juntamente com os tempos de retenção. A utili-

zação de padrões é tamém uma grande ajuda para a identificação dos compostos.  

Com a melhoria das tecnologias surgiu o HPLC que é uma forma moderna de CL, 

onde se usa colunas de partículas pequenas através das quais a fase móvel é bombeada 

a alta pressão (Dong, 2006). 
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4. Cromatografia líquida de alta performance (HPLC)  

4.1. Princípios básicos 

A cromatografia líquida de alta performance (HPLC- High Performance Liquid 

Chromatography), antes chamada de (HPLC- High Pressure Liquid Chromatography), é 

uma das técnicas mais utilizadas da química analítica. O processo tem a capacidade de 

separar e quantificar os compostos que estão presentes em qualquer amostra, desde 

que essa possa ser dissolvida em uma solução (Waters, 2017). 

O método possui uma grande sensibilidade, dependendo do detetor, tem uma 

fácil adaptação para determinações quantitativas e uma boa adequação à separação de 

espécies não voláteis ou termicamente frágeis, além disso, possui ampla aplicabilidade 

a vários compostos de grande interesse para a indústria, para muitos campos da ciência. 

Dentre estes compostos podemos ter como exemplo: aminoácidos, proteínas, ácidos 

nucleicos, pesticidas e muitos outros compostos (Skoog, Holler, & Crouch, 2016). 

O sistema de HPLC tem como característica o uso de colunas em aço inoxidável 

com diâmetro interno entre 2-5 mm, existem diferentes tipos de materiais para se em-

pacotar uma coluna, são empacotadas com partículas porosas esféricas de tamanho 

muito pequeno, 3-10 μm, que constituem a fase estacionária (Meyer, 2004). 

Durante o processo a fase móvel passa continuamente pela coluna, o fluxo e a 

pressão são controlados. Uma maior eficiência do método se consegue com o uso de 

pressões elevadas, permitindo assim uma maior eficiência das análises, além disso com 

o uso de colunas desenvolvidas com micropartículas, a separação dos compostos terá 

uma maior eficiência (Meyer, 2004). 

Os compostos de uma amostra são separados, quando ocorre a passagem da 

mistura transportada pela fase móvel, pela fase estacionária, esta separação só é possí-

vel devido a cada componente da mistura interagir de forma diferenciada com o mate-

rial sorvente, gerando diferentes velocidades para cada componente e levando à sepa-

ração conforme eles percorrem a coluna. Há diferentes tipos de enchimento que uma 

coluna cromatográfica pode conter, influenciando na afinidade entre a amostra e a fase 

estacionária (Rocha, 2015).  
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No método de HPLC é utilizado um termo chamado tempo de retenção (tR) ilus-

trado na Figura 3, que se define como sendo, o tempo que demora para a substância 

juntamente com a fase móvel, atravessar a coluna (fase estacionária) e a atingir o dete-

tor formando um pico no cromatograma. O tempo de retenção pode sofrer variações 

com o fluxo, o comprimento e o diâmetro da coluna e com os solventes utilizados como 

eluentes. (Dong, 2006). 

 

A afinidade da amostra com as fases móvel e estacionária, influencia 

significativamente o método de separação, podendo este ser afetado tanto na 

seletividade como na eficiência de separação dos compostos de interesse, sendo um dos 

passos importantes no desenvolvimento de um método cromatográfico. As diferentes 

interações que ocorrem na coluna cromatográfica podem ser classificadas como: 

partição, adsorção, exclusão ou troca iónica. 

Divide – se em 2 grupos a separação por partição: partição em fase normal (NP-

HPLC) ou partição em fase reversa (RP-HPLC). A divisão entre NP-HPLC e RP-HPLC está 

relacionada com a polaridade das fases de separação do sistema. Na fase normal (NP-

HPLC) a fase estacionária é polar e a fase móvel é apolar, neste caso o componente 

menos polar é eluído primeiro, aumentando a polaridade da fase móvel diminui então 

o tempo de eluição. Na RP-HPLC, a fase estacionária é apolar e a fase móvel polar, o 

Figura 3: Gráfico ilustrativo do tempo de retenção (Fonte: Kazakevich & Lobrutto, 2007) 
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componente mais polar elui primeiro, e aumentar a polaridade da fase móvel aumenta 

o tempo de eluição (Harris, 2012; Skoog, Holler, & Crouch, 2016). 

Se na separação for utilizada um único solvente (ou mistura de solventes 

constante), se dá o nome de eluição isocrática. Caso o solvente não fornecer eluição 

suficientemente rápida de todos os componentes, então se utiliza a eluição gradiente, 

que consiste, em adicionar quantidades crescentes de solvente B ao solvente A para 

criar um gradiente contínuo (Harris, 2012). 

O sistema de HPLC está geralmente interligado a um computador, onde os dados 

das análises são processados gerando um gráfico (cromatograma), a leitura do gráfico 

vai nos permitir determinar a área do pico formado para cada composto detetado e 

posteriormente fazer sua quantificação a partir de retas de calibração, indicando a pre-

sença dos analitos que foram identificados pelo detetor, bem como suas concentrações 

(Waters, 2017). 

O sistema HPLC é constituído por vários componentes, dentre eles a bomba, o 

injetor, a coluna, o detetor e o sistema de registo e processamento de dados, como 

mostra na figura 4 (Skoog, Holler, & Crouch, 2016). 

  

 

O injetor tem como função introduzir a amostra na fase móvel, que a seguir será 

introduzida na coluna do sistema de cromatografia líquida, dando início no processo de 

separação cromatográfica. A maioria dos aparelhos de HPLC modernos operam de 

Figura 4: Sistema de cromatografia líquida de alta eficiência [HPLC] (Adaptado de: (Waters 2017)). 
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forma autosampler, desta forma é possível realizar uma programação contínua de inje-

ções automáticas das amostras (Porto, 2014).  

A distribuição da fase móvel pela coluna cromatográfica é feita com auxílio de 

uma bomba, que fornece o fluxo constante e contínuo da fase móvel através do sistema 

(Kazakevich & Lobrutto, 2007). 

A coluna pode ser considerada como o coração do sistema HPLC, nela ocorre 

realmente a separação dos compostos da amostra. A amostra é “arrastada” pela fase 

móvel sobre a fase estacionária, neste processo, os diversos componentes da mistura 

serão separados de acordo com suas propriedades de solubilidade e adsorção para a 

seguir passarem pelo detetor (Kazakevich & Lobrutto, 2007; Pinho, 2016). 

O detetor é o dispositivo que irá fazer o registro contínuo de propriedades físicas 

(às vezes químicas) específicas do efluente da coluna, controlando a sensibilidade com 

que cada composto irá se detetado e medido (Kazakevich & Lobrutto, 2007; Sequeira, 

2012).  

Os detetores podem ser de vários tipos, entre eles os de, ultravioleta (UV), índice 

de refração (IR), espectrometria de massa (MS), Diode Array (DAD) e fluorescência (FL) 

(Sequeira, 2012). Sendo que o DAD é o mais comumente utilizado para registrar os 

espectros de absorção ultravioleta e visível (UV-vis), este tipo de detetor tem como 

vantagem a capacidade de selecionar o melhor comprimento de onda para análise. 

Quando o composto chega na célula de fluxo do detetor ele causa uma alteração da 

absorbância. Se o composto absorver mais do que a fase móvel, um sinal positivo é 

obtido (Kazakevich & Lobrutto, 2007; Skoog, Holler, & Crouch, 2016). 

 

4.2. Derivatização 

A derivatização química pré ou pós-coluna tem por objetivo, aumentar a seleti-

vidade e a sensibilidade de detecção durante uma análise por HPLC (Proestos et al., 

2008). Devido os aminoácidos e aminas biogénicas não possuírem um cromóforo espe-

cífico e as suas diferentes estruturas, é difícil fazer sua análise direta, sendo necessário 

realizar a derivatização para modificar quimicamente o composto, facilitando a sua de-

tecção (Arrieta and Prats-Moya, 2012; Wang et al., 2014). 
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A derivatização pode ser realizada normalmente de duas formas: antes (pré-co-

luna) ou após a separação cromatográfica dos aminoácidos (pós-coluna), sendo que ra-

ramente na coluna (Callejón et al., 2010). 

Existem vários agentes de derivação diferentes e cada um apresenta suas vanta-

gens e desvantagens (Callejón et al., 2010). Neste presente trabalho foi utilizado o 

agente de derivatização DEEMM (dietil etoximetilenomalonato), é um agente de deri-

vatização de pré-coluna que apresenta como as seguintes vantagens: reage com amino-

ácidos primários e secundários, derivação direta sem preparação prévia, a boa estabili-

dade dos derivados de aminoenona produzidos, a simplicidade de seu uso e a ausência 

de subprodutos pós-reação e o excesso de reagente não interfere (Callejón et al., 2010; 

Wang et al., 2014; Redruello et al., 2012). 

  

4.3. Padrão Interno  

O uso de padrões internos (PI) no método de HPLC tem como objetivo aumentar a 

precisão das análises, corrigindo perdas de compostos no decorrer do processo e que 

podem induzir a variações cromatográficas. É um composto químico, normalmente com 

estrutura análoga ao composto a quantificar, durante o procedimento é introduzida 

uma quantidade do PI conhecida e igual para todas as amostras. Para se analisar os 

cromatogramas é utilizado como parâmetro analítico a razão entre as áreas do pico do 

composto e do pico do padrão interno. É esperado que o pico do padrão interno seja 

bem distinto dos picos dos outros compostos da amostra (Silva, 2012). 
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5. Metodologia  

5.1. Ensaio e Vinificações  

As microvinificações utilizadas na realização deste experimento foram executa-

das na vindima de 2018, utilizando a casta branca Arinto. 

As uvas foram prensadas com os cachos inteiros sem serem desengaçados e o 

mosto distribuído entre 24 barricas de carvalho francês (2º uso), foram formados 4 

grupos de 6 barricas cada. Cada grupo recebeu um respetivo tratamento, foi utilizado 

3 leveduras comerciais de vinho, suas referências (correspondentes a nomes comerci-

ais) foram: QA23, EC1118, CY3079 e uma fermentação espontânea (Leveduras indíge-

nas). As leveduras utilizadas foram escolhidas pela disponibilidade destas durante a re-

alização do experimento. Foram utilizadas doses recomendadas pelo fabricante para 

inoculação de cada levedura.  A ficha técnica de cada levedura se encontra no anexo. 

 

 6 barricas inoculadas com levedura QA23 (Saccharomyces cerevisiae bayanus) 

 6 barricas inoculadas com levedura EC1118 (Saccharomyces cerevisiae, var ba-

yanus) 

 6 barricas inoculadas com levedura CY3079 (Saccharomyces cerevisiae, var ce-

revisiae) 

 6 barricas com fermentação espontânea (leveduras indígenas)  

                            

5.2. Caracterização físico-química dos vinhos 

Para as 24 amostras analisaram-se alguns parâmetros enológicos, tais como:  

• pH  

• Acidez Total  

• Acidez Volátil 

• SO2 Livre  

• SO2 Total 

• Teor Alcoólico  



Avaliação do perfil em aminoácidos em vinho branco fermentado com leveduras 
Saccharomyces e leveduras indígenas   

dez-19 | Página 22 

 

Abaixo nas Figuras 5, 6 e 7 está ilustrado algumas amostras e equipamentos utilizados 

para as análises. 

                             

            

Figura 5: Algumas das amostras analisadas. 

Figura 6: Potenciómetro utilizado nas análises. 
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Todas as análises realizadas foram feitas no laboratório de enologia da 

Universidade de Évora (Mitra), onde se seguiu os protocolos utilizados no mesmo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Análise de acidez volátil. 
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5.3. Identificação e quantificação de aminoácidos por HPLC-DAD 

5.3.1. Aminoácidos analisados  

Neste experimento foram estudados 21 aminoácidos, estando estes descritos na 

Tabela 2. 

 

Aminoácidos 

Ácido Aspártico Isoleucina 

Ácido Glutâmico Lisina 

Alanina Leucina 

Arginina Metionina 

Asparagina Ornitina 

Cisteína Prolina 

Fenilalanina Serina 

GABA Tirosina 

Glicina Treonina 

Glutamina Valina 

Histidina  

Tabela 2: Aminoácidos estudados neste experimento 

 

5.3.2. Preparação dos padrões  

Foi preparada uma “solução-mãe” contendo uma quantidade conhecida de cada 

um dos aminoácidos em estudo. Esta solução foi preparada em HCl 0.1 N. Posterior-

mente foram efectuadas diluições, numa gama de concentrações entre 300 mg/L e 20 

mg/L para todos os aminoácidos exceto a prolina que variou entre 1000 mg/L e 100 

mg/L.  

Os padrões sofreram o mesmo processo de derivação que as amostras de 

vinho. 
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5.3.3. Preparação das amostras  

Foram realizadas três réplicas de cada amostra de vinificação para análise, sendo 

que para cada um se preparou em tubos de vidro, uma reação de derivatização, a qual 

está presente na Tabela 3. 

 

Volume Reagente 

1,75 mL Tampão Borato 

750 μL Metanol 

1 mL Amostra  

20 μL Ácido 2-aminoadipico, 1 g/L (Padrão Interno) 

30 μL DEEMM (Agente Derivatizante) 

Agitar suavemente 

Ultra-sons (30 min) 

Estufa (2h, a 70 ⁰C) 

Tabela 3: Reação de derivatização. 
 

Preparou-se também um branco, no qual se substituiu a amostra por 1 mL de 

HCl 0.1 N. Após este processo, as amostras foram filtradas, através de filtros de 

membrana de 0,45 μm, para vials de HPLC. A seguir colocou-se os vials no aparelho de 

HPLC respetivo e prosseguiu-se com a análise. 

Na Figura 8 está ilustrado os materiais utilizados na preparação das amostras. 
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5.3.4. Condições de quantificação de aminoácidos por HPLC-DAD  

As análises cromatográficas foram feitas com o equipamento de HPLC Alliance 

Waters, equipado com detetor DAD e software Empower, como mostra Figura 9.  

Figura 8: Filtração das amostras para tubos de HPLC. 
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Foi utilizado um método adaptado de Gómez-Alonso, et al (2007). A fase 

estacionária consistiu numa coluna de fase reversa ACE C18-HL (250 mm x 4,6 mm, 5 

μm). A fase móvel teve como eluente A um tampão acetato 25 mM (pH 5.8) com 0,4 g 

de azida de sódio e o eluente B uma mistura de acetonitrilo e metanol, com uma 

proporção de 4:1 (v/v). O fluxo foi de 0,9 mL/min e o volume de amostra injetado foi de 

50 μL, sendo a injecção feita de forma automática. As condições da análise estão 

apresentadas na Tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: HPLC Alliance Waters (Mitra). 
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Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) 

0 90 10 

20 90 10 

30 83 17 

30.01 81 19 

31 81 19 

31.01 80.5 19.5 

39.51 77 23 

60.11 70.6 29.4 

68.11 28 72 

73.11 18 82 

77.11 0 100 

80.11 0 100 

85.11 90 10 

90 90 10 

Tabela 4: Condições da análise de HPLC. 

 

A detecção foi feita com um detetor Diode Array, utilizando os comprimentos de 

onda 269, 280 e 300 nm.  

A utilização de um detetor DAD nos permite selecionar os melhores comprimen-

tos de onda para a análise real, além disso, tem uma vantagem que está relacionada a 

sobreposição dos picos no cromatograma. Muitas vezes a forma do pico em si não revela 

que realmente corresponde a um, dois (ou até mais) componentes, podendo estar so-

brepostos, sendo assim, esta limitação de absorvância em vários comprimentos de onda 

é particularmente útil para decidir se o pico representa um único composto ou se possui 

mais de um composto. 

A identificação dos aminoácidos foi conseguida comparando com o tempo de 

retenção do respectivo padrão. 

Para se fazer a quantificação foi utilizado as retas de calibração para o respetivo 

padrão. 
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6. Análise estatística dos resultados  

Todos os resultados apresentados foram expressos como média ± desvio padrão. 

No tratamento estatístico dos dados experimentais obtidos recorreu-se ao auxílio do 

programa IBM SPSS® Statistics v25. 

Com o objetivo de avaliar a existência de diferenças significativas entre os valores 

experimentais obtidos recorreu-se à análise de variância (ANOVA) e análise discrimi-

nante canônica (CDA), que é uma técnica para redução de dimensão, relacionada à aná-

lise de componentes principais e correlação canônica. As funções discriminantes são 

combinações de variáveis que melhor discriminam grupos definidos à priori. Neste tra-

balho considerámos a existência de 4 grupos de vinhos, quando baseados no tipo de 

levedura utilizado (1 – EC1118, 2 – CY3079, 3 – QA23, 4 - Nativas). Neste trabalho, a 

ANOVA foi sempre efetuada com um nível de significância <0,05, correspondente a um 

grau de confiança de 95%. 

 

7. Resultados e discussão 

7.1. Caracterização físico-química dos vinhos  

Para compreender melhor os vinhos que foram utilizados neste ensaio, foram feitos 

analises físico-químicas de rotina para as 24 amostras das vinificações. Analisou-se 

alguns parâmetros enológicos como: SO2 Livre, SO2 Total, teor alcoólico, acidez total, 

acidez volátil e pH, estando os resultados presentes na Tabela 5, apresentando-se o 

valor médio ± DP, o valor mínimo e o valor máximo encontrados. 

 

Leveduras 

SO2 Livre ± DP 

(mg/dm3) 

SO2 Total ± DP  

(mg/dm3) 

 Teor Álcool ± DP 

(% vol) 

Ac. Total ± DP (Ác. 

Tart. g/dm3) 

Ac. Volátil ± DP 

(Ác. Acét. g/dm3) 
pH ± Dp 

1 (EC1118) 
5 ± 2,19 

(4 – 11) 

25,5 ± 7,06 

(13 – 33) 

13,8 ± 0,16 

(13,5 – 13,9) 

6,76 ± 1,03 

(5,91 – 8,94) 

0,49 ± 0,17 

(0,39 – 0,66) 

3,06 ± 0,07 

(3,0 – 3,21) 

2 (CY3079) 
5 ± 0,57 

(4 – 6) 

16,5 ± 2,85 

(14 – 22) 

13,6 ± 0,03 

(13,5 – 13,6) 

7,40 ± 0,38 

(7,26 – 8,11) 

0,46 ± 0,09 

(0,39 – 0,66) 

3,07 ± 0,01 

(3,05 – 3,10) 

3 (QA23) 
5 ± 0,47 

(4 – 5) 

23 ± 7,79 

(11 – 34) 

13,6 ± 0,09 

(13,6 – 13,8) 

7,07 ± 0,83 

(6,75 – 8,75) 

0,48 ± 0,05 

(0,42 – 0,57) 

3,06 ± 0,04 

(2,99 – 3,08) 

4 (Nativas) 
5 ± 0,37 

(4 – 5) 

21 ± 1,86 

(18 – 21) 

13,5 ± 0,19 

(13,1 – 13,7) 

6,64 ± 0,42 

(5,50 – 6,75) 

0,66 ± 0,04 

(0,69 – 0,57) 

3,14 ± 0,05 

(3,12 – 3,27) 

Tabela 5: Valores médios (±DP) dos parâmetros enológicos analisados. 
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As amostras foram coletadas após o término da fermentação alcoólica das 

vinificações e posterior análise. O facto dos valores de SO2 estarem baixos se 

justifica, porque só foi adicionado SO2 durante a prensagem, e na altura da coleta 

das amostras o teor de SO2 ainda não havia sido corrigido. Levando em conta que 

o estudo foi feito com vinho de casta branca, o teor alcoólico dos vinhos foi 

relativamente alto. Nos vinhos analisados todos os valores para acidez total foram 

superiores ao que se tem como base, que é superior ou igual a 3,5 g/dm3 (expressa 

em ácido tartárico Hat), estes vinhos não sofreram nenhuma correção de acidez nos 

mostos. 

A acidez volátil de todos os vinhos analisados foi abaixo aos parâmetros 

estabelecidos, que tem de ser igual ou inferior a 1,2 g/dm3 (expressa em ácido 

acético - Hac). 
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7.2. Quantificação dos aminoácidos nos vinhos e teste ANOVA  

As quantificações dos aminoácidos foram feitas a partir dos cromatogramas re-

ferentes ao comprimento de onda de 280 nm. Para se fazer a quantificação de cada 

aminoácido foram utilizadas retas de calibração de cada um deles, que foram elaboradas 

a partir de padrões que continham concentrações conhecidas dos mesmos.  

Na Tabela 6 estão apresentados os tempos de retenção de cada aminoácido ± 

desvio padrão, e ainda a equação da reta obtida para cada composto, que foi utilizada 

para o cálculo das concentrações de cada amostra, bem como o respetivo coeficiente 

de correlação (R2). 

AA 
Tempo de retenção 

(min) ± DP 
Equação da reta 

(y = mx - b)  R2 

1 - Ácido Aspártico 4,12 ± 0,02 y = 0,0233x - 0,462 0,9961 

2 - Ácido Glutâmico 7,06 ± 0,02 y = 0,0235x -0,4427 0,998 

3 - Aspargina 12,37 ± 0,03 y = 0,0235x -0,4326 0,9981 

4 - Serina 15,14 ± 0,01 y = 0,0337x - 0,6507 0,9973 

5 - Histidina  16,42 ± 0,02 y = 0,0209x -0,4059 0,9975 

6 - Glutamina 17,34 ± 0,04 y = 0,0306x -0,6769 0,9975 

7 - Glicina 18,11 ± 0,03 y = 0,0445x - 0,8511 0,9971 

8 - Treonina 28,54 ± 0,06 y = 0,0479x - 0,9183 0,9978 

9 - Arginina 30,04 ± 0,04 y = 0,0157x - 0,3018 0,9979 

10 - Alanina 34,52 ± 0,02 y = 0,0377x - 0,6828 0,9972 

11 - GABA 34,79 ± 0,02 y = 0,0323x - 0,6016 0,9973 

12 - Prolina 36,68 ± 0,03 y = 0,0041x - 0,0334 0,9981 

13 - Tirosina 39,86 ± 0,01 y = 0,0137x - 0,132 0,9981 

14 - Valina 46,37 ± 0,02 y = 0,0292x - 0,531 0,9973 

15 - Metionina 48,95 ± 0,04 y = 0,0227x - 0,4416 0,9972 

16 - Cisteína 50 ± 0,02 y = 0,006x - 0,0974 0,9971 

17 - Isoleucina 55,70 ± 0,03 y = 0,0256x - 0,4807 0,9973 

18 - Leucina 58,04 ± 0,02 y = 0,0229x - 0,433 0,998 

19 - Fenilalanina 59,45 ± 0,05 y = 0,0256x - 0,5408 0,9978 

20 - Ornitina 64,66 ± 0,04 y = 0,0555x - 1,0676 0,9976 

21 - Lisina 66,64 ± 0,03 y = 0,034x - 0,624 0,9981 

Tabela 6: Tempo de retenção e equação das retas de calibração para cada aminoácido. 
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  Na figura 10 apresenta-se como exemplo um dos cromatogramas obtidos, onde 
se pode observar para cada tempo de retenção, o pico correspondente a cada 
aminoácido. A sua identificação encontra-se na tabela 6. 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Cromatograma no c.d.o de 280 nm referente a uma amostra. 

 

Os resultados do teste ANOVA foram analisados e pode-se verificar que, para 

cada um dos aminoácidos (Glu, Ser, Asn, Gli, Arg, Ala, Gln, Met, Prol) a concentração 

média entre as respetivas leveduras diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey 

a 5% de significância. Construiu-se um gráfico para cada um desses aminoácidos e estão 

representados nos Gráficos 1 a 6, a fim de visualizar melhor os resultados e verificar 

eventuais diferenças entre as amostras dos ensaios que tiveram diferenças 

significativas. 

A análise dos resultados do teste ANOVA para os aminoácidos (Asp, His, Tre, 

GABA, Tir, Val, Cis, Ile, Leu, Fen, Orn e Lis), permitiu verificar que, a concentração média 

destes aminoácidos entre as respetivas leveduras não difere estatisticamente entre si, 

pelo teste Tukey a 5% de significância.  

 Os resultados do teste ANOVA, para todos os aminoácidos se encontram na 

Tabela 1a e Tabela 2a no anexo, sendo apresentado os valores médios de concentração 

(± desvio padrão) de cada aminoácido nos vinhos estudados, para respetiva levedura 

utilizada na fermentação, bem como os valores de máximo e mínimo da concentração 

de cada aminoácido quantificado nos vinhos.  

  



Avaliação do perfil em aminoácidos em vinho branco fermentado com leveduras 
Saccharomyces e leveduras indígenas   

dez-19 | Página 33 

 

  

 

 

 

Gráfico 4: Concentração de Arginina para cada levedura. Gráfico 3: Concentração de Glicina para cada levedura. 

Gráfico 1: Concentração de Ác. Glutamico para cada levedura. 

Gráfico 5: Concentração de Prolina para cada levedura.  

Gráfico 2: Concentração de Glutamina para cada levedura. 

Gráfico 6: Concentração de Asparagina para cada levedura. 
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A diferença encontrada no perfil dos aminoácidos, dos diferentes vinhos 

avaliados, mediante ao tipo de levedura utilizado, pode ser explicado pelo metabolismo 

dos compostos azotados, que é específico para cada estirpe de levedura. 

Neste estudo partimos do princípio de que a concentração de aminoácidos no 

mosto da uva foi igual para todas as vinificações, uma vez que foi utilizado mosto de 

uvas do mesmo local.  

Durante o processo de fermentação do mosto, os compostos azotados são 

transportados para as células da levedura, muitos fatores, como pH, concentração de 

etanol, temperatura, pressão de dióxido de carbono e grau de aeração do meio, podem 

afetar a assimilação dos aminoácidos (Henschke & Jiranek, 1995). 

Além de, cada estirpe levedura possuir algumas permeases de aminoácidos 

específicas, os aminoácidos possuem uma ordem específica de preferência para serem 

Gráfico 7: Concentração de Alanina para cada levedura. Gráfico 8: Concentração de Metionina para cada levedura. 

Gráfico 9: Concentração de Serina para cada levedura. 
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assimilados e catabolizados (Fairbairn et al., 2017; Prior et al., 2019; Manginot et al., 

1998; Crépin et al., 2012). 

Esta ordem de utilização de aminoácidos pode ainda ser influenciada pela 

concentração das várias fontes de azoto, particularmente o azoto na forma amoniacal, 

que é uma fonte de azoto com grande preferência neste ambiente e prontamente 

utilizada (Manginot et al., 1998; Bisson, 1999).  

Segundo, Cooper & Sumrada, (1983), as células das leveduras capturam 

seletivamente compostos azotados do seu mosto por um mecanismo chamado Nitrogen 

Catabolite Repression (NCR), que tem por função controlar a capacidade da levedura de 

usar fontes de azoto em baixas concentrações na presença de fontes de azoto com 

maiores concentrações.  

 

7.3. Resultados da Análise discriminante canônica (CDA) 

Neste trabalho consideramos a existência de 4 grupos de vinhos, de acordo com 

o tipo de levedura utilizado na fermentação alcoólica dos vinhos (1 – EC1118, 2 – 

CY3079, 3 – QA23, 4 - Nativas).  

 A Tabela 7, lista os eingenvalues (autovalores), proporções de variância de cada 

função discriminante canônica e proporções cumulativas de variância total e correlação 

canônica das três funções discriminantes canônicas obtidas. A Tabela 8, lista os 

coeficientes padronizados de cada aminoácido para as três funções.  

As três funções principais explicam a totalidade da variância, conforme 

apresentado na Tabela 7.  

 

 

 

Tabela 7: Funções discriminantes usadas na análise e sua distribuição. 
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Tabela 8: Coeficientes padronizados de cada aminoácido para 
as três funções. 
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Na Tabela 9 estão listados os valores de Wilki’s Lambda para as três funções. Este 

valor de Wilk’s Lambda é uma medida da contribuição de cada função para a separação 

dos grupos, sendo igual à proporção do total de variância não explicada pelas diferenças 

entre os grupos. Quanto menor for este valor maior é o poder discriminante obtido. 

A representação gráfica mostrada na Figura 10, identifica claramente os 4 tipos 

de vinhos produzidos com as respetivas leveduras e sua análise permite-nos verificar 

que é possível agrupar os vinhos em função da sua composição em aminoácidos e de 

acordo com o tipo de levedura utilizado. 

 

 

 

Tabela 9: Valores de Wilki’s Lambda 

Figura 11: Gráfico das Funções discriminantes canonical 
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Como mostrado na Tabela 7 e Figura 11 a função 1 explica 42,7% do total de 

variância entre as amostras e a função dois contribui com 38.2% do total de variância. 

Portanto o total de variância explicado por essas duas funções foi de 80,9%.  

Relativamente à análise multivariada quando avaliamos os componentes 

principais em função da sua composição em aminoácidos, conseguimos identificar 

perfeitamente os quatro tipos de vinho de acordo com a levedura utilizada. O que nos 

permite dizer que para cada tipo de vinho têm um perfil de aminoácidos próprio, em 

função da levedura que foi utilizada na fermentação, visto que, sendo o mosto inicial o 

mesmo, o seu teor em aminoácidos livres era também o mesmo. Estes resultados estão 

de acordo com os obtidos por Mandl et al., (2017). Estes autores verificaram a influência 

de diferentes leveduras no padrão de aminoácidos do vinho rosé avaliando 27 diferentes 

leveduras comerciais e concluíram que tiveram diferenças significativas no perfil em 

aminoácidos dos vinhos. 
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8. Conclusões 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influência da a utilização de dife-

rentes estirpes de levedura para fermentação de mosto de uva branca, no perfil de ami-

noácidos dos vinhos, sendo três estirpes comerciais Saccharomyces e leveduras nativas. 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que os vinhos finais apresen-

taram um perfil de aminoácidos distinto para cada tratamento de acordo com a levedura 

utilizada. 

Podemos concluir que o perfil de aminoácidos sendo diferente para cada leve-

dura, irá influenciar diretamente nas características organolépticas de cada vinho, sendo 

necessário um estudo mais aprofundado para identificação e quantificação dos compos-

tos que influenciam o sabor e o aroma.  

Além disso o perfil de aminoácidos sendo diferentes para cada levedura, implica 

que as exigências nutricionais serão diferentes para cada tipo de levedura e nos leva a 

pensar que, a forma como é feita a nutrição azotada em muitas adegas, aplicando-se a 

mesma quantidade de azoto para diferentes tipos de leveduras não seria a forma de 

melhor eficiência. 
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9. Limitações e Perspectivas futuras 

 

Numa fase inicial deste trabalho, estava prevista a análise da componente volátil dos 

vinhos por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa, 

(GM/MS), visto ser bem conhecido que diferentes leveduras dão origem a perfis voláteis 

diferentes. Porém tal não foi possível. Numa perspectiva de continuação deste trabalho 

seria interessante analisar a componente volátil dos vinhos e realizar uma análise 

sensorial com intuito de verificar se as eventuais diferenças encontradas nos perfis 

voláteis, se conseguem detectar através da análise sensorial e se de facto, a 

fermentação com diferentes leveduras dá ou não origem a vinhos capazes de serem 

diferenciados pelos provadores. 
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11. Anexo I 

 

 
 

Amostra 

SO2 Livre 

(mg/dm3) 

SO2 Total 

(mg/dm3) 

Teor Álcool 

Adquirido 

(% vol) 

Acidez Total 

(Ác. Tart. 

g/dm3) 

Acidez Volátil 

(Ác. Acét. 

g/dm3) 

 

pH 

1.1 (EC1118) 6 33 13,9 8,94 0,45 3 

1.2 (EC1118) 5 27 13,9 6,79 0,45 3,06 

1.3 (EC1118) 5 29 13,8 6,73 0,51 3,06 

1.4 (EC1118) 4 24 13,8       7,51 0,48 3,06 

1.5 (EC1118) 11 13 13,5 5,91 0,57 3,21 

1.6 (EC1118) 5 16 13,5 5,96 0,96 3,19 

2.1 (CY3079) 5 14 13,5 7,26 0,39 3,07 

2.2 (CY3079) 5 14 13,6 8,11 0,45 3,08 

2.3 (CY3079) 4 15 13,6 7,51 0,69 3,06 

2.4 (CY3079) 5 18 13,6 7,58 0,45 3,05 

2.5 (CY3079) 5 22 13,6 6,85 0,48 3,08 

2.6 (CY3079) 6 18 13,6 7,30 0,48 3,10 

3.1 (QA23) 5 24 13,6 7,01 0,42 3,08 

3.2 (QA23) 4 34 13,8 8,69 0,48 2,99 

3.3 (QA23) 5 22 13,6 7,13 0,45 3,05 

3.4 (QA23) 4 30 13,8 8,75 0,54 3,02 

3.5 (QA23) 5 16 13,6 7,01 0,48 3,07 

3.6 (QA23) 5 11 13,6 6,75 0,57 3,13 

4.1 (Nativas) 5 21 13,6 6,64 0,57 3,12 

4.2 (Nativas) 5 21 13,1 6,66 0,69 3,13 

4.3 (Nativas) 5 23 13,7 6,56 0,66 3,21 

4.4 (Nativas) 5 23 13,5 6,57 0,66 3,16 

4.5 (Nativas) 5 19 13,5 6,75 0,66 3,12 

4.6 (Nativas) 4 18 13,6 5.50 0,57 3,27 

Tabela a 1: Valores dos parâmetros enológicos analisados. 
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AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Ácido  
Aspártico 

(Asp) 

1 23,51 ± 2,31 20,54 25,46 
Ácido 

Glutâmico 
(Glu) 

1 24,84a ± 2,95 21,59 28,12 

2 20,59 ± 0,07 20,51 20,67 2 24,54a ± 1,96 22,83 28,24 

3 20,65 ± 0,02 20,62 20,68 3 20,39b ± 0,54 19,81 21,38 

4 20,54 ± 0,05 20,46 20,6 4 22,30ab ± 1,31 21,01 24,61 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Asparagina 
(Asn) 

1 21,51a ± 1,7 19,79 23,78 

Serina 
(Ser)  

1 22,47a ± 1,3 21,01 24,41 

2 24,82b ± 2,47 21,22 27,48 2 26,20b ± 2,57 23,98 30,36 

3 21,29a ± 0,95 20,18 22,6 3 24,49ab ± 1,68 22,22 27,27 

4 21,21a ± 1,23 20,04 23,36 4 23,94ab ± 2,26 21,72 27,83 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Histidina 
(His) 

1 19,80 ± 0,2 19,53 20,05 

Glutamina 
(Gln) 

1 23,67a ± 0,41 23,07 24,21 

2 19,70 ± 0,17 19,53 20,01 2 25,30b ± 0,81 24,33 26,36 

3 N/Q - - 3 24,38ab ± 1,28 22,69 26,21 

4 N/Q - - 4 23,23a ± 0,67 22,4 24,12 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Glicina 
(Gly) 

1 21,27a ± 0,62 20,48 22,18 

Treonina 
(Thr) 

1 20,17 ± 0,69 19,65 21,22 

2 24,84ab ± 2,09 22,27 27,6 2 21,18 ± 1,19 20,34 23,47 

3 22,81ab ± 0,75 21,95 24,04 3 20,70 ± 0,36 20,17 21,13 

4 24,56b ± 1,83 22,28 26,85 4 20,62 ± 1,3 19,79 23,2 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Arginina 
(Arg) 

1 24,80ac ± 2,49 22,22 27,48 

Alanina 
(Ala) 

1 30,58ac ± 6,56 22,38 40,06 

2 31,69bc ± 3,75 26,61 37,08 2 56,71b ± 12,04 41,28 72,22 

3 28,55abc ± 2,7 25,54 33,27 3 37,05ac ± 5,22 30,76 46,12 

4 23,64a ± 2,27 21,41 26,88 4 48,27bc ± 11,9 34,96 65,56 

Tabela a 2: Valores médios de concentração mg/L (± desvio padrão) de cada AA nos vinhos, valores de 
concentração Máx. Mín., e teste ANOVA 
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AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

GABA 

1 22,39 ± 1,3 19,86 23,65 

Prolina 
(Prol) 

1 358,65a ± 49,96 276,26 414,38 

2 25,08 ± 4,23 20,98 33,14 2 615,46b ± 147,6 410,11 817,45 

3 23,91 ± 2,2 20,95 26,76 3 529,72ab ± 158,65 334,28 797,39 

4 22,59 ± 2,03 20,23 25,58 4 548,31ab ± 188,33 277,28 796,65 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Tirosina 
(Tyr) 

1 12,52 ± 0,97 11,31 14 

Valina 
(Val) 

1 20,65 ± 0,94 19,58 21,92 

2 14,78 ± 2,15 12,44 18,69 2 21,51 ± 2,1 20,07 25,69 

3 14,35 ± 1,34 12,74 16,46 3 20,93 ± 0,85 19,69 22,13 

4 14,16 ± 1,95 12,1 16,74 4 21,68 ± 1,89 20,26 25,41 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Metionina 
(Met) 

1 20,14a ± 0,74 19,59 21,24 

Císteina 
(Cys) 

1 17,17 ± 0,41 16,66 17,56 

2 21,34b ± 0,53 20,58 22,13 2 17,55 ± 0,86 16,73 19,11 

3 20,30ab ± 0,48 19,97 21,23 3 18,34 ± 1,05 17,08 19,38 

4 20,60ab ± 0,98 19,93 22,46 4 17,26 ± 0,43 16,7 17,89 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Isoleucina 
(Ile) 

1 20,44 ± 1,03 19,43 21,93 

Leucina 
(Leu) 

1 26,85 ± 3,09 22,9 31,15 

2 21,74 ± 1,36 20,36 24,35 2 30,95 ± 5,73 25,51 42,02 

3 21,59 ± 0,93 20,38 22,92 3 30,15 ± 4,12 24,33 35,7 

4 21,51 ± 1,59 20,16 24,38 4 29,05 ± 5,31 24,33 38,91 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. AA Levedura Média ± DP Mín. Máx. 

Fenilalanina 
(Phe) 

1 24,81 ± 1,22 22,82 26,27 

Ornitina 
(Orn) 

1 19,87 ± 0,57 19,39 20,72 

2 26,57 ± 2,52 24,04 31,35 2 20,18 ± 0,55 19,65 21,21 

3 25,31 ± 1,31 23,39 27,15 3 19,56 ± 0,15 19,4 19,8 

4 26,14 ± 1,84 24,45 29,52 4 19,65 ± 0,28 19,44 20,19 

AA Levedura Média ± DP Mín. Máx.      

Lisina 
(Lys) 

1 24,97 ± 2,21 21,56 28,05      

2 30,48 ± 4,00 25,43 37,26      

3 28,51 ± 2,93 24,83 32,99      

4 27,93 ± 4,22 24,01 34,42      

Tabela a 3: Valores médios de concentração mg/L (± desvio padrão) de cada AA nos vinhos, valores de 
concentração Máx. Mín., e teste ANOVA 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Avaliação do perfil em aminoácidos em vinho branco fermentado com leveduras 
Saccharomyces e leveduras indígenas   

dez-19 | Página 49 

 

 
12. Anexo II 

 
Figura a 1: Ficha técnica da levedura CY3079. 
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Figura a 1: Ficha técnica da levedura CY3079. 

 



Avaliação do perfil em aminoácidos em vinho branco fermentado com leveduras 
Saccharomyces e leveduras indígenas   

dez-19 | Página 51 

 

  
 
 

 
 
 

Figura a 2: Ficha técnica da levedura EC1118. 
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Figura a 2: Ficha técnica da levedura EC1118. 
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Figura a 3: Ficha técnica da levedura QA23. 
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Figura a 3: Ficha técnica da levedura QA23. 

 


