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RESUMO
O sulfeto de hidrogênio (H S) é um produto secundário da fermentação alcoólica que possui um aroma desagradável a ovos podres. 
A quantidade de H S produzido durante a vinificação é influenciada pela estirpe de levedura utilizada e pela composição do mosto. 
Foi objetivo deste trabalho, avaliar a capacidade de produção de H S em leveduras indígenas de origem enológica e selecionar iso-
lados pouco produtores de sulfeto. A atividade sulfito redutase foi pesquisada, em 259 leveduras isoladas de mostos e vinhos, no 
meio comercial BiGGY Agar. Os resultados demonstraram que as leveduras não produziram mais H S que as leve-
duras do gênero . A relação entre a produção de sulfeto de hidrogênio e a composição do mosto foi avaliada em 25 
isolados pouco produtores de H S no meio comercial. Foram utilizados 11 mostos de uva e um mosto sintético de composição quí-
mica definida, aos quais foi adicionado citrato de bismuto como indicador. Os resultados demonstram haver uma influência signi-
ficativa da composição do mosto no potencial das leveduras para produzir H S. O mosto natural com citrato de bismuto é um meio 
adequado para prever a capacidade de uma dada levedura produzir H S num determinado mosto.

 leveduras; ; não ; sulfeto de hidrogênio; vinho. 
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SUMMARY
SCREENING OF SUPHITE REDUCTASE ACTIVITY IN WINE RELATED YEASTS. Hydrogen sulphide (H S) is a by-product of 
alcoholic fermentation that has an off-odour like rotten eggs. The amount of H S produced during winemaking is influenced by the 
yeast strain and must composition. The purpose of this work was to evaluate the ability of indigenous wine yeast to produce H S, 
and select isolates low-sulphide producers. Sulphite reductase activity was screened in 259 isolates from musts and wines in 
BiGGY Agar Medium. The results demonstrate that non-Saccharomyces yeasts were higher H S-producers than those strains of 
Saccharomyces used in this study. The relationship between H S production and medium composition was evaluated in 25 
isolates that displayed low H S production on BiGGY Agar. For that, 11 natural grape musts and a chemically defined grape juice 
medium with bismuth citrate as indicator were used. The results demonstrate that the must composition influenced significantly 
the ability of the yeast to produce H S. The use of natural grape juice with bismuth citrate as indicator is an adequate medium to 
predict the potential of a determined yeast strain to produce H S in a specific must.    
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1 - INTRODUÇÃO

O sulfeto de hidrogênio (H S) é um produto secundá-
rio da fermentação alcoólica que possui aroma de ovos po-
dres, cujo limiar de percepção num vinho neutro varia en-
tre 50 e 80 g.L  [12]. Têm sido apontados numerosos fa-
tores que condicionam a produção de H S durante a fer-
mentação vínica: concentração em compostos nitrogena-
dos; teor em compostos sulfurados; o estado de matura-
ção da uva; as práticas enológicas; a taxa e a temperatu-
ra de fermentação; e a estirpe de levedura [1, 3, 4, 5, 6, 9, 
10, 11, 12, 15, 16, 18, 20]. Sem dúvida, um dos fatores 
que se destaca pela sua importância, é a capacidade in-
trínseca da levedura para produzir H S [14, 16, 20]. A pro-
dução de H S pelas leveduras envolve a incorporação do 
sulfato (SO ) na célula e a sua redução [16]. 
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(Figura 1) 

ZAMBONELLI, SOLLI & GUERRA [20], observaram uma 
acumulação de sulfito em meios de cultura em que fer-
mentações eram conduzidas por estirpes de 

 não produtoras de H S, o que 
os levou a relacionar esta incapacidade para produzir 
H S com a ausência de atividade da enzima sulfito redu-
tase. 

ZAMBONELLI [19] utilizou um meio sólido contendo 
sulfito de bismuto para avaliar a capacidade de estirpes 
de leveduras para reduzir o sulfito a sulfeto. JIRANEK, 
LANGRIDGE & HENSCHKE [8] validaram o emprego do 
meio comercial BiGGY Agar, que contém bismuto como 
indicador da formação de sulfeto, para avaliar o potenci-
al de leveduras do vinho para produzir H S. Os autores ve-
rificaram existir uma relação direta entre o escurecimen-
to da colônia em BiGGY Agar e a capacidade da levedura 
para produzir H S durante a fermentação vínica. Mais tar-
de, MENDES-FERREIRA, MENDES-FAIA & LEÃO [10], 
utilizando diversos mostos naturais e sintéticos com ci-
trato de bismuto como indicador, constataram haver 
uma diferença significativa entre os resultados obtidos 
nos diversos meios e em BiGGY Agar, concluindo haver 
uma influência da composição do meio de cultura nos ní-
veis de atividade sulfito redutase das diferentes estirpes 
comerciais estudadas.

Saccharomyces cerevisiae
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FIGURA 1 - Via de redução do sulfato em Saccharomyces cerevi-
siae

Pretendeu-se neste trabalho avaliar o potencial de le-
veduras indígenas de origem enológica para produzir 
H S, no sentido de selecionar estirpes pouco ou não pro-
dutoras de sulfeto e, simultaneamente, avaliar o efeito da 
composição do meio de cultura na capacidade de produ-
ção de H S de estirpes previamente selecionadas como 
pouco produtoras.

Foram isoladas leveduras de mostos e vinhos da 
Região Demarcada do Douro, Portugal. Os isolamentos 
foram efetuados em meio de cultura WL Differential 
Medium (Difco). O meio de cultura foi preparado de acor-
do com as instruções do fabricante, suplementado com 
0,5g.L  de cloranfenicol (Sigma). 

Os isolados foram mantidos em tubos inclinados 
com meio YPD (0,5% extracto de levedura, 1% peptona, 
2% glucose e 2% agar) a 4ºC.

Os isolados foram divididos em  e 
não-  utilizando-se  Lysine  Medium  
(Oxoid) e posteriormente identificados recorrendo-se à 
chave de identificação de leveduras associadas ao vinho 
e ao seu processo de elaboração, apresentado por 
BARNETT, PAYNE & YARROW [2].
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2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Isolamento das leveduras

2.2 - Identificação das leveduras
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2.3 - Avaliação da atividade sulfito redutase

2.4 - Análise estatística

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para determinar o potencial para produzir H S, em to-
das as leveduras, empregou-se o meio de cultura BiGGY 
Agar (Difco). Posteriormente, os isolados menos produto-
res de H S neste meio de cultura foram testados em mos-
to sintético de composição química definida (MS) e em 11 
mostos naturais (M1 a M11) de uvas brancas e tintas da 
Região Demarcada do Douro, Portugal. O meio de cultu-
ra BiGGY Agar foi preparado de acordo com os procedi-
mentos descritos pelo fabricante. O MS foi preparado de 
acordo com HENSCHKE & JIRANEK [7] modificado por 
MENDES-FERREIRA, MENDES-FAIA & LEÃO [10]. Após 
descongelação, os mostos naturais foram centrifugados 
(10.000rpm x 15min x 10ºC) e adicionados 11g.L  de ci-
trato de bismuto (Sigma) e 20g.L  de ágar (Difco). Os mos-
tos foram, então, aquecidos até a completa dissolução do 
ágar e distribuídos em placas de Petri.

Após 24h de crescimento a 25ºC em meio de cultura 
YPD, os isolados foram repicados para os meios descritos 
acima e cultivados durante 48h a 30ºC, sendo, em segui-
da, avaliada a cor da colônia no meio de cultura.

A avaliação qualitativa da produção de sulfeto (S ) foi 
feita pela atribuição de um valor de uma escala arbitrária 
e contínua, entre 0 e 4, consoante a coloração da colônia 
no meio de cultura: branco (0), bege (1), marrom claro (2), 
marrom escuro (3) e preto (4).

A análise de variância e a análise fatorial foram efe-
tuadas utilizando o pacote estatístico SPSS (versão 8.0 
para Windows, SPSS Inc.). Para efetuar a análise fatorial, 
a amostra foi avaliada quanto a sua adequação ao mode-
lo pela medida de adequação da amostra de Kaiser-
Meyer-Olkin (KMO) e pelo teste de esfericidade de Barlett 
(10). A análise fatorial foi efetuada utilizando-se o méto-
do de extração de componentes principais, tendo sido em-
pregue o método de rotação VARIMAX com normalização 
de Kaiser.

Foram isoladas 259 leveduras de mostos e vinhos, 
sendo 149 do gênero  e 110 de gêneros 
não . A atividade sulfito redutase foi de-
tectada em todos os isolados pesquisados, que apresen-
taram variado grau de escurecimento no meio de cultura 
BiGGY Agar. A maioria dos isolados pode ser considera-
da medianamente produtora de H S, visto que apresen-
taram uma coloração entre marrom claro (2) e marrom es-
curo (3) no meio de cultura BiGGY Agar.

Em seu trabalho, ZAMBONELLI, SOLLI & GUERRA 
[20] encontraram 1,1% de estirpes de  
não produtoras de H S entre 11800 testadas. Nesta pes-
quisa, encontrou-se uma freqüência semelhante à en-
contrada por estes autores dentre os isolados do gênero 

, dos quais dois isolados (1,3%) eram mui-
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to pouco produtores de H S (resultado  1 em BiGGY 
Agar). As leveduras não , cujas colônias 
apresentaram majoritariamente (85,5%) coloração mar-
rom claro (2) a preto (4) quando cultivadas em BiGGY 
Agar, foram significativamente (P<0,001) mais produto-
ras de H S (2,73±0,09) que os isolados  
(2,22±0,06). Também STRAUSS et al. [17] verificaram 
que as leveduras não  de origem enológi-
ca apresentam majoritariamente elevado potencial para 
produzir H S. MENDES-FERREIRA, MENDES-FAIA & 
LEÃO [10] também estudaram a presença de atividade 
sulfito redutase em estirpes  co-
merciais e em leveduras não  de origem 
enológica, tendo verificado uma grande diversidade de re-
sultados tanto para as estirpes do gênero  
como para as não , evidenciando a gran-
de variabilidade desta característica nas leveduras estu-
dadas. Estes resultados justificam o emprego de estirpes 
não produtoras de sulfeto para a condução das fermen-
tações na indústria.

Os 25 isolados  com menor atividade sulfi-
to redutase, demonstrado pela pontuação inferior a 2 em 
meio de cultura BiGGY Agar, foram utilizados para  ava-
liar a influência do meio de cultura na capacidade da es-
tirpe para produzir H S . 

A análise de variância dos resultados demonstrou a 
existência de uma interação significativa entre as estir-
pes e os meios de cultura. A amostra adequou-se bem à 
análise em componentes principais, visto que, na medi-
da de adequação da amostra, KMO, obteve-se o valor 
0,874. O teste da esfericidade de Barllet indicou um valor 
de  igual a 499,6 com 78 graus de liberdade (P<0,001) o 
que leva a rejeitar a hipótese de que não há correlações 
entre as variáveis iniciais. Na análise de componentes 
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(Tabela 1)

(Tabela 2)
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TABELA 1 - Estirpes com menor atividade sulfito redutase

TABELA 2 - Intensidade de H S produzido pelas estirpes nos di-
versos meios de cultura

2

principais, a variância dos resultados obtidos nos dife-
rentes meios foi decomposta em dois fatores que expli-
cam 85,2% da variância inicial. O primeiro componente 
(74,2%) é definido pelos resultados observados nos 11 
mostos naturais, enquanto o segundo (11,0%), pelos re-
sultados dos outros meios (MS e BiGGY Agar). A  
ilustra a distribuição das leveduras pelos dois compo-
nentes principais.

As estirpes  I78, VB52, 
VB57, VB62, VB63, I80, C84, H86, VC109, VC114, 
VC117, VC118, VF122, VG139, VA153, VA155, VD162, 
VD166, VO261 e  F40 são melhor dife-
renciadas pelos resultados obtidos em mosto sintético e 
BiGGY Agar, enquanto as estirpes 

 VO256,  D19 e  
D20 e J71 são melhor diferenciadas nos mostos naturais 

. De fato, os mostos naturais parecem ser mais 
adequados para diferenciar as estirpes não 

 das  usadas. 
Podemos ainda destacar a estirpe 

 VH176 por apresentar menor atividade sulfito redu-
tase em todos os meios utilizados, vindo ao encontro ao 
objetivo deste trabalho de selecionar uma estirpe pouco 
produtora de H S.

Os resultados confirmam que a composição do mos-
to influencia significativamente a capacidade de uma de-

Figura 2

Saccharomyces cerevisiae

Candida pelliculosa

Saccharomyces cerevi-
siae Pichia anomala Candida pulcherrima

(Figura 2)

Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevi-

siae
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terminada estirpe de levedura produzir ou não H S. 
Portanto, é razoável admitir-se que o mosto adicionado de 
citrato de bismuto seja o meio adequado para prever o po-
tencial de uma dada estirpe de levedura produzir H S num 
determinado mosto.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram 
que a quantidade de H S produzida durante a vinificação é 
influenciada pela estirpe de levedura utilizada e pela com-
posição do mosto. As leveduras não pro-
duziram mais H S que as leveduras do gênero 

. Para além da grande variabilidade entre 
leveduras, relativamente a sua capacidade de formação de 
sulfeto, também a composição do mosto influencia signifi-
cativamente a capacidade de uma determinada estirpe de 
levedura produzir ou não H S. Por isso, se sugere que o po-
tencial de uma dada estirpe de levedura para produzir H S 
num determinado mosto seja previamente avaliado antes 
da sua inoculação no mosto. Estes resultados justificam o 
emprego de estirpes não produtoras de sulfeto para a con-
dução das fermentações na indústria.
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