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RESUMO

A aguardente de cana-de-agucar, também conhecida como cachaga, € uma bebida
genuinamente brasileira que vem ganhando espaco no mercado internacional de bebidas destiladas.
Os compostos volateis sdo responsaveis pelo sabor caracteristico dessa bebida e sdo produzidos
pelas leveduras durante o processo fermentativo. A relevancia da levedura Dekkera bruxellensis no
contexto fermentativo tem despertado o interesse em analisar a viabilidade de utilizagdo desta
levedura para a producdo de cachacga. Neste trabalho, foram analisados o perfil metabdlico e a
producdo de compostos aromaticos pela levedura D. bruxellensis durante a fermentacdo no caldo de
cana e em diferentes meios sintéticos com diversas fontes de nitrogénio. Os ensaios foram
realizados em pequena escala, simulando as condigfes empregadas na producdo de cachaca
artesanal. Os resultados mostraram que, a suplementacdo do meio com aminoacidos ramificados
exerce uma forte influéncia no metabolismo e na producéo de aromas da levedura D. bruxellensis.
Foi também confirmado que essa levedura é capaz de assimilar fontes de nitrogénio alternativas
como os aminoacidos ramificados, porém, com rendimentos fermentativos menores aos observados
em meios com fontes de nitrogénio preferenciais, como o sulfato de amoénio. Sendo assim, esses
resultados confirmam a grande influéncia da fonte de nitrogénio no metabolismo de alcoois
superiores e ésteres, ratificam a relevancia de estudar mais a fundo as necessidades de nitrogénio
para um melhor controle dos aromas que sdo formados no processo fermentativo e podera abrir

perspectivas para a utilizagdo industrial desta levedura na elaboragéo da cachaga.

Palavra-chave: cachaca, fermentagéo alcoolica, alcodis superiores, ésteres volateis, via de Ehrlich,

nitrogénio



ABSTRACT

The sugar cane spirit, also known as cachaca, is a genuinely Brazilian drink that has
increased its market share among international distilled beverages. The volatile compounds are
responsible for the characteristic taste of the drink and are produced by the yeast during the
fermentation process. The relevance of the yeast Dekkera bruxellensis in the fermentation context
has stimulated interest in examining the feasibility of using this yeast for the production of cachaca.
This work, were analyzed the metabolic profile and the production of aromatic compounds by yeast
D. bruxellensis during fermentation in sugar cane and in different synthetic media with different
nitrogen sources. Assays were performed on a small scale, simulating the conditions employed in
the production of craft cachaca. The results show that supplementation of the medium
with branched amino acids have a strong influence on the metabolism and production of flavors on
the yeast D.  bruxellensis. It was also confirmed that this yeast is able to
assimilate alternative nitrogen  sources such as branched amino acids, but with
lower fermentative yields to those observed in the media with preferential nitrogen sources such as
ammonium sulfate. As such, these results confirm the strong influence of the nitrogen source in the
metabolism of higher alcohols and esters, they confirm the relevance of studying further the
nitrogen needs for better control of scents which are formed in the fermentation process and may
open prospects for industrial use of this particular yeast in the preparation of cachaca.

Key words: cachaca, alcoholic fermentation, higher alcohols, volatile esters, Ehrlich pathway,

nitrogen.
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INTRODUCAO

A cachaca é uma bebida destilada genuinamente brasileira que nos ultimos anos vem
posicionando-se no mercado internacional pelo seu aroma e bouquet especial, esta aguardente é
produzida a partir da destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agUcar. Durante o processo de
fermentacdo alcodlica, além de serem produzidos majoritariamente etanol e didxido de carbono, sdo
elaborados outros compostos derivados do metabolismo secundario que sdo os principais
responsaveis pelo sabor particular e caracteristico desta bebida. Entre esses, 0s alcodis superiores e
0s ésteres volateis representam 0 maior grupo e 0 mais importante. Estes sdo responsaveis pelo
sabor e aroma floral e frutado altamente desejados nas bebidas alcodlicas. A quantidade desses
compostos no mosto fermentado e por conseqiliéncia no destilado depende de multiplos fatores, dos
quais se destacam as condicGes de fermentacdo, a natureza da fonte de nitrogénio e a cepa de
levedura empregada.

Muitas leveduras tém sido testadas para a producéo de bebidas fermentadas pela capacidade
de producédo de etanol e de substancias aromaticas. A espécie Dekkera bruxellensis é utilizada na
producdo de cervejas Belgas do tipo Lambic, embora sua principal reputacdo seja a de contaminar
destilarias de alcool combustivel e vinicolas em todo o mundo, estando associada a queda do
rendimento em etanol e a mudancas no aroma e sabor dos vinhos. Entretanto, nos Gltimos anos esse
conceito tem mudado, pois trabalhos recentes mostram que isolados industriais dessa levedura
apresentam rendimentos finais de fermentagdo comparaveis aos de Saccharomyces cerevisie, que é
a levedura normalmente usada em processos fermentativos, embora a produtividade ainda seja
menor.

Considerando a importancia da cepa de levedura na producdo de cachaga e a relevancia da
levedura D. bruxellensis no contexto fermentativo, tem se despertado o interesse em analisar a
viabilidade de utilizacdo desta levedura como fermento para a producdo de uma cachaca com
qualidades sensoriais diferenciadas. Sendo assim, neste trabalho foi determinado o perfil metabdlico
e a producdo de compostos sensoriais pela levedura D. bruxellensis GDB 248 em ensaios
fermentativos simulando condi¢6es industriais, utilizando o caldo de cana e meios sintéticos com
altas concentracdes de nitrogénio na forma de sulfato de aménio ou de aminoacidos ramificados. A
influéncia destes parametros na producdo de compostos importantes para o aroma e sabor das
bebidas alcodlicas foi avaliada. Desta forma, o presente estudo gerou dados sobre 0 comportamento
fisiologico da levedura D. bruxellensis GDB 248 em funcdo das diferentes fontes de nitrogénio,
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bem como podera abrir perspectivas para a utilizacdo industrial desta levedura na elaboracdo da

cachaga.

1. CAPITULO I: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Importéncia da cachaca no Brasil

A aguardente de cana de agucar conhecida como “cachaca” ¢ a bebida destilada tradicional
brasileira. Esta bebida espirituosa € a mais consumida no Brasil e nos ultimos anos vem
posicionando-se no mercado internacional pelo seu aroma e bouquet especial. A cachaca esta
intimamente ligada a historia e cultura do Brasil, presente na mdsica, na culinaria, e nas festas
populares, entre outros. O setor produtivo da cachaga desempenha importante papel na economia
nacional. O Brasil possui uma capacidade instalada de producéo de 1,2 bilhdo de litros por ano, com
cerca de 40.000 produtores, entretanto apenas 15% sdo registrados (IBRAC). O setor ainda enfrenta
muitas dificuldades, tais como, o alto indice de informalidade, falta de higiene e seguranca
alimentar durante o processo de producdo, falta de divulgacdo do produto, baixa competitividade
das cachacas de alambiques e a falta de suporte efetivo das instituicdes governamentais. Em Abril
de 2012 os EUA reconheceram a cachaga como um produto exclusivo e genuinamente brasileiro,
esse reconhecimento permitiu as empresas brasileiras venderem o destilado nos Estados Unidos
apenas com o nome de cachaca, ficando proibido o uso da denominagdo cachaga por empresas de

outros paises.

1.2. Legislacdo da cachaca

De acordo com a Legislacdo Brasileira, cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva da
aguardente de cana produzida no Brasil, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo da
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), com teor alcodlico de 38 a 48% (v/v) em volume, a 20
°C (BRASIL,1997 e 2005). A Tabela 1 dispde sobre os padrdes de identidade e qualidade da
aguardente de cana e cachaca mencionando especificamente os seguintes itens: grau alcodlico e
teores de acUcares totais, acidez volatil em &acido acético, alcoois superiores (expressos pela soma
do alcool n-propilico, alcool isobutilico e alcool isoamilico), furfural somado a hidroximetilfurfural,
aldeidos em acetaldeido e ésteres totais em acetato de etila (BRASIL,1997).

Apos a destilacdo, a cachaca esta pronta para o consumo, mas pode ser envelhecida em

tonéis de madeira como parte importante do processo de sua fabricacdo para a melhora do sabor,
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como ocorre com outras bebidas fermento-destiladas, tais como uisque e rum. De acordo com
Piggott e colaboradores (1989) o envelhecimento de bebidas consiste em armazena-las
adequadamente em barris de madeira por um tempo determinado, agdo que produz mudangas na
composicao quimica, no aroma, no sabor e na cor da bebida e, portanto, na qualidade sensorial. Esta
etapa, no entanto, é opcional de acordo com a Legislacdo Brasileira. A aguardente de cana sera
denominada envelhecida, quando contiver pelo menos 50% de aguardente de cana envelhecida em
tonéis de madeira, por pelo menos um ano, podendo ser adicionado caramelo para padronizacdo da
cor (BRASIL, 1997). As normas exigem controle sobre contaminantes como carbamato de etila,

acroleina, alcool sec-butilico, alcool n-butilico, chumbo, arsénio, cobre e metanol (BRASIL, 2005).

Tabela 1: Composicéo tipica da cachaga segundo o novo Regulamento Técnico para fixacdo dos

Padrdes de Identidade e Qualidade para cachaca.

Composto Limite Maximo
Teor alcodlico 38 a 48 % ctanol v/v
Esteres em acetato de etila 200 mg/100mL de alcool anidro
Acidez volatil em acido acético 150 mg/100mL de akcool anidro
Aldecidos em aldeido acético 30 mg/100mL de alcool anidro
Furfural ¢ Hidroximetitfurfural 5 mg/100mL de alcool anidro
Soma dos alcoois sobutihico (2-metil propanol),
isoamilicos (2-metil -1- butanol +3 metil-1- 360mg/100mL de lcool anidro

butanol) e n-propilico (1- propanol)
Fonte: BRASIL, 2005

1.3. Elaboracéo da cachaca

Como mencionado anteriormente, a cachaca é obtida através da destilacdo do mosto
fermentado do caldo de cana (Pataro et al., 2001). Durante a fermentacdo alcodlica além de
produzir-se majoritariamente etanol e dioxido de carbono, sdo elaborados outros metabolitos
derivados do metabolismo secundario que, junto com 0s compostos provenientes do processo de
envelhecimento (se este acontecer) sdo 0s principais responsaveis pelos sabores particulares e
caracteristicos desta bebida. O inicio do processo de producdo da cachaga ocorre com o plantio,
colheita e moagem da cana. O caldo de cana-de-acUcar ¢ filtrado e clarificado por decantacao,
retirando parte das impurezas em suspensdo, seguida pela fermentacdo do caldo resultante da
moagem. A concentracdo de acUcar varia de 120-140g/L, principalmente sob a forma de sacarose, e

15



0 teor de nitrogénio na forma de amonio livre assimilavel varia em torno de 100 mg/L (O'connor-
Cox e Ingledew, 1989; Espinosa Vidal et al., 2012). Essas concentra¢Ges dependem diretamente da
variedade da cana empregada e das condi¢des agrondmicas de cultivo.

A producdo em pequena escala ou tradicional é feita por produtores rurais em alambiques de
cobre, gerando um produto diferenciado quando comparado a producdo em larga escala, que é feita
utilizando colunas continuas de aco inoxidavel (Oliveira et al., 2004). Um ciclo curto de
fermentacdo artesanal dura de 18-30 h, com altos teores diarios de alcool, presenca de uma alta
concentracdo de leveduras (10° células/mL, aprox.10-12% cel. w/v), alta pressdo de di6xido de
carbono, temperatura elevada (entre 30 e 33 °C) e auséncia de agitacdo do meio (Guerra et al.,
2001; Espinosa Vidal et al., 2012). A maioria das destilarias tradicionais produz esta alta biomassa
por meio da fermentagdo espontanea, entanto uma minoria usa a incorporagdo de leveduras
industrial. O fermento caipira, espontaneo ou natural é preparado por varios métodos, incluindo o
desenvolvimento da microbiota no caldo de cana puro, ou com uma mistura de milho moido, cru ou
tostado, po de arroz e frutas citricas para diminuir o pH. Depois de um periodo de tempo que varia
de 5 a 20 dias a microbiota, majoritariamente leveduras, porém com a presenca de bactérias e
fungos filamentosos, atinge niveis suficientemente altos para permitir o comeco do ciclo de
fermentagdo, o qual consiste em adicdo diéria de caldo de cana até a conclusdo do volume da cuba
(Morais et al., 1997; Pataro et al., 2001). A populacdo de levedura presente nessa fermentacédo esta
em constante mudanca, devido a introducdo de novas cepas vindas do caldo de cana, levando em
consideracao que o processo ndo é estéril (Pataro et al., 1998).

Na producgdo industrial ocorre a adi¢do de uma linhagem selecionada de S. cerevisiae, isso
contribui para acelerar o processo e garantir a qualidade da bebida produzida (Bernardi et al., 2008).
Adicionam-se também vitaminas, substancias nitrogenadas a base de fésforo e sais minerais para
favorecer o crescimento e a atividade da levedura; bactericidas e antibioticos para minimizar a
proliferacdo de bactérias contaminantes; substancias antiespumantes para evitar a formacdo de
espumas e acidos para ajuste do pH entre 4,5 e 5,0 (Pinheiro et al., 2011).

Apos o término da fermentacdo do caldo, o chamado mosto ou vinho é transferido para
alambiques de cobre onde é destilado. Durante a destilagdo ocorre a separacdo das substancias
volateis, assim como algumas reagdes quimicas dentro dos destiladores (Boza e Horii, 1998). O
destilado finalmente é diluido com &gua até a concentracdo de etanol atingir 38 a 40% (v/v), em
seguida segue-se para o engarrafamento ou para maturacdo em barris de carvalho por tempo
indeterminado. Como resultado, o perfil organoléptico da cachaca vai depender da qualidade da
matéria-prima, do processo de fermentacdo empregado e do tipo de envelhecimento selecionado. O
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tipo de alambique e a técnica de destilacdo também afetam o sabor dos destilados. Por exemplo, o
cobre age de forma a reduzir o teor de compostos sulfurados volateis no destilado, e, portanto, o
desagradavel odor tipico de sulfeto, produzido principalmente pela presenca de dimetilsulfeto
(Oliveira et al., 2004). Entanto, as leveduras e as condicdes de fermentacdo tém sido apontadas
como os fatores que mais influenciam o sabor das bebidas alcoolicas, visto que, a maioria dos

compostos aromaticos é formada durante a fermentacdo (Suomalainen e Lehtonen, 1979).

1.4. As leveduras do processo fermentativo

As leveduras sdo fungos unicelulares, eucariontes, heterétrofos, caracteristicamente
esfericos, ovais ou cilindricos, com fase somatica ou vegetativa, reproduzem-se assexuadamente por
processo denominado brotamento multilateral ou fisséo e sexuadamente por producdo de esporos e
conjugacdo envolvendo mitose e meiose. Na classificagdo taxondmica, as leveduras podem ser
divididas em dois filos Ascomycota e Basidiomycota (Alexopoulos, 1996). S&o microrganismos
tradicionalmente envolvidos em processos fermentativos que trazem como conseqliéncia a
modificacdo, o melhoramento ou a deterioracdo dos alimentos agucarados.

As leveduras utilizadas na fabricacdo de bebidas alcodlicas geralmente sdo linhagens da
espécie Saccharomyces cerevisiae. Nas fermentacfes espontaneas, um grande numero de espécies
pode estar envolvido, com predominancia de S. cerevisiae (Pataro et al., 2001). O uso de linhagens
selecionadas favorece o inicio mais rapido do processo e 0s riscos de contaminacdo apresentados
pela fermentacdo espontdnea podem ser evitados, favorecendo uma menor competicdo por
nutrientes essenciais, maior rendimento e qualidade do produto resultante (Dorneles et al., 2005).
As culturas iniciadoras conseguem dominar o processo porque sdo adicionadas em altas
concentracdes, prevalecendo sobre a microbiota autoctone.

A condicdo natural das dornas de fermentacdo é estressante para as leveduras presente no
processo, isso pode contribuir para uma forte pressao seletiva sobre as cepas a serem utilizadas na
fermentacdo. Diferentes linhagens de S. cerevisiae tém sido detectadas nas cubas de fermentacdo
durante todos os ciclos, como resultado, esta diversidade pode ocasionar variagcdes nas propriedades
sensoriais da cachaca (Guerra et al., 2001; Pataro et al., 2001; Vila Nova et al., 2009). Embora
bactérias e leveduras ndo-Saccharomyces apresentem baixa tolerancia ao etanol e, ao longo do
processo sejam substituidas por linhagens de S.cerevisiae, elas desempenham um papel importante
nas caracteristicas sensoriais das bebidas por produzirem compostos que contribuem com a

complexidade aromatica. Estas caracteristicas permanecerdo no produto final, mesmo apds a
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remocdo do micro-organismo (Ciani e Ferraro, 1999; Bernardi et al., 2008). Entretanto, vale
ressaltar que em varios processos essas leveduras nao-Saccharomyces podem permanecer em alta
densidade celular até o final do processo fermentativo, contribuindo de forma direta para a
qualidade do produto destilado (Vila Nova et al., 2009).

Para garantir a sobrevivéncia nas dornas de fermentacdo e ter potencial para dominar o
processo, as cepas selvagens devem ter a habilidade de crescer em altas temperaturas, em altos
niveis de concentracdo de etanol, deve ter osmotolerancia, altos niveis de atividade invertase,
acumulo de trealose, e deve produzir baixos niveis de acidez (Pataro et al., 2002). Parametros
fermentativos como, alto rendimento em etanol, elevada velocidade especifica de crescimento e alta
produtividade também sdo caracteristicas essenciais para um bom desempenho da levedura no
processo fermentativo (Oliveira et al., 2004).

Em estudo feito através da comparacdo do uso de duas linhagens de S. cerevisiae, uma
comercial e outra indigena, como fermento em uma destilaria de cachaca. Observou-se que as duas
linhagens predominaram nas dornas de fermentacdo por aproximadamente 30 dias e foram
promissoras para serem utilizadas como iniciadoras do processo fermentativo para a producdo de
cachaca. Leveduras ndo Saccharomyces foram isoladas do processo tais como: Candida, Pichia,
Kloeckerae, Schizosaccharomyces, além de linhagens S. cerevisiae provenientes do substrato, mas
todas foram isoladas em menor proporcdo(Gomes et al., 2009). Além disso, varios estudos tem
avaliado a influéncia de cepas de levedura na formacdo de compostos aromaticos em diferentes
bebidas alcodlicas como vinho, cerveja, uisque e conhaque (Longo et al., 1992; Lurton et al., 1995;
Romano et al., 2003). Em trabalho realizado por Vila Nova e colaboradores (2009) foi identificado
a producdo de metabdlitos secundarios por diversas leveduras isoladas do processo fermentativo de
alambiques artesanais.

A falta de controle microbioldgico durante a fermentacdo pode levar ao aumento na
biodiversidade e por consequéncia produzir variagdes organolépticas nas bebidas. Essas leveduras
podem ser provenientes do mosto de alimentacdo ou podem ser ainda residentes do processo,
localizando-se na tubulagéo, nos trocadores de calor e na agua de lavagem da cana e de diluicdo do
mosto (Silva-Filho, 2003). Episodios de contaminacdo ao longo da safra podem fazer com que
outras especies de leveduras substituam o indculo inicial, com especial atencdo para levedura
Dekkera bruxellensis que foi identificada como a principal contaminante nos processos
fermentativos de producdo de alcool combustivel e vinho em todo mundo (Abbott et al., 2005; De
Souza Liberal et al., 2007).
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1.5. Dekkera bruxellensis: aspectos gerais

A levedura da espécie D. Bruxellensis, anamorfo Brettanomyces bruxellensis, € o objeto do
presente estudo e pertence a Familia Saccharomycetacea (Barnett et al., 1983). O género
Brettanomyces é conhecido desde 1904. Esta levedura foi isolada no final da fermentagdo de uma
cerveja inglesa e sua participacdo no processo estava relacionada a caracteristicas aromaticas
(Claussen, 1904). Entretanto, a descricdo morfoldgica e fisiologica sé foi realizada em 1940 com a
identificacdo da producéo de &cido acético como principal metabolito durante o crescimento celular
aerobio e auséncia de ascosporos. Mais adiante, em 1964 o género Dekkera foi introduzido quando
a formacdo de esporos foi observada em isolados de Brettanomyces (Van Der Walt, 1964). A
morfologia das células da levedura D. bruxellensis (Figura 1) é bastante diversificada,

apresentando-se principalmente na forma eliptica (Van Der Walt, 1964).

Figura 1. Linhagens da espécie Dekkera bruxellensis. (A) linhagem CBS 74; (B) linhagem CBS
2499; (C) linhagem GDB 248 (industrial) em meio YPD (Microscopia de contraste de fase).
Retirado de Leite (2012).

A espécie D. bruxellensis e utilizada na producdo de cervejas Belgas do tipo Lambic
(Martens et al, 1997), embora sua principal reputacdo é a de contaminar destilarias de alcool
combustivel no Nordeste brasileiro (De Souza Liberal et al., 2007; Basilio et al., 2008) nos EUA e
Canada (Abbott et al., 2005) e na industria de vinho na Europa (Loureiro e Malfeito-Ferreira,
2003). Esses trabalhos relatam a associacdo desta levedura & queda do rendimento em etanol e a
mudancas no aroma e sabor dos vinhos (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; De Souza Liberal et al.,
2007; Basilio et al., 2008).

Nos vinhos, esse micro-organismo converte &cidos hidroxicindmicos em compostos

fenodlicos volateis, que em determinadas concentragdes ocasionam o aparecimento de “off-flavours”,
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ou seja, substancias que conferem odores e sabores indesejaveis as bebidas. Entretanto a
contaminagdo nos vinhos geralmente ndo acontece durante a fermentagdo, sendo esta levedura
frequentemente encontrada durante a conservagdo nos barris ou ap6s envase, em média de 6 a 10
meses apds o armazenamento (Cocolin et al., 2004).

Recentemente foi mostrado que o genoma desta levedura possui dois genes que codificam
para a enzima responsavel pela producdo do fenil-acetaldeido (De Souza Liberal et al.,2012), uma
substancia que confere o aroma floral aos vinhos (Verstrepen et al., 2003). A presenca de dois
paralogos para este gene chamado de ARO10 no genoma de D. bruxellensis parece ser uma
caracteristica Unica dentre os ascomicetos, pelo menos dagueles cujo genoma ja fora sequenciado
(De Souza Liberal et al., 2012). Isto mostra o potencial que esta levedura pode ter na producéo de
substancias capazes de conferir sabores desejaveis as bebidas.

1.5.1. Fisiologia de Dekkera bruxellensis

A linhagem GDB 248 (figura 1C), isolada de destilaria de alcool combustivel na regido
Nordeste do Brasil (De Souza Liberal et al., 2007), tem se destacado por sua alta adaptabilidade ao
processo industrial quando comparada a S. cerevisiae. Esse destaque pode estar relacionado com a
maior tolerancia a pH baixo e a elevada resisténcia a etanol descritas para a espécie (Rozpedowska
et al., 2011). Com isso, episodios de contaminagdo do processo industrial tém sido relatados, nos
quais, a populacdo de D. bruxellensis chega a substituir a de S. cerevisiae, o que correlaciona com
diminuicdo no rendimento em etanol, gerando significativos prejuizos econdmicos (De Souza
Liberal et al., 2007). Essa capacidade de substituir a populagéo inicial de S. cerevisiae faz da D.
bruxellensis um contaminante significativo em destilarias que fermentam o caldo da cana. Apesar
de ser considerada contaminante, ja existem trabalhos mostrando que esta levedura é capaz de
produzir etanol em rendimentos muito proximos aqueles apresentados por S. cerevisiae (Passoth et
al., 2007; Blomqvist et al., 2010). Sendo o maior problema desta levedura a menor produtividade
causada pela lenta assimilacdo dos acucares do mosto (De Souza Liberal et al., 2007; Leite et al.,
2012; Pereira et al., 2012). O rendimento em etanol e produtividade, bem como o crescimento
dessas células sdo influenciados pela variagdo de temperatura, pH e fonte de carbono (Blomguvist et
al., 2010).

As especies D.bruxellensis e S. cerevisiae compartilham algumas semelhangas fisioldgicas,
tais como: tolerancia a etanol, capacidade de crescer em anaerobiose, capacidade de fermentar
mesmo na presenca de oxigénio desde que, no meio tenha elevada concentracdo de glicose (efeito

20



Crabtree positivo) e capacidade de sobreviver sem DNA mitocondrial (efeito petite positivo)
(Woolfit et al., 2007). D. bruxellensis é capaz de assimilar uma grande variedade de fontes de
carbono que incluem os monossacarideos glicose, frutose e galactose, e os dissacarideos maltose,
celobiose, trealose e sacarose (Blomqvist et al., 2010; Leite et al., 2012). Entre as fontes de
nitrogénio, esta levedura é capaz de assimilar aménia, glutamato, glutamina, prolina, arginina e
nitrato (Conterno et al., 2006; De Barros Pita et al., 2013). O fato de D. Bruxellensis ter a
capacidade de assimilar nitrogénio na forma de nitrato pode conferir uma vantagem adaptativa ao
processo de fermentagéo industrial quando comparada a S. cerevisiae (De Barros Pita et al., 2011).

Embora sob condic¢des limitantes de oxigénio se verifica a producédo de glicerol pelas células
de D. bruxellensis a fim de re-oxidar NADH gerado durante os processos oxidativos (Van Dijken e
Scheffers, 1986). Dados recentes mostram que esta producao é limitada quando comparado a S.
cerevisiae (Aguilar Uscanga et al., 2003; De Souza Liberal et al., 2007; Blomqvist et al., 2010).
Esta incapacidade levaria ao chamado efeito Custer, isto €, a inibicdo temporaria de fermentagédo
quando o oxigénio do meio se torna limitante (Wijsman et al., 1984). Este € sem duvida o fator
limitante mais importante na utilizacdo de D. bruxellensis em processos fermentativos industriais.
Com essa baixa capacidade de producdo de glicerol, o acetato se torna o principal metabdlito
produzido durante o crescimento aerdbio, sendo produzido a partir de diferentes fontes de carbono
como glicose ou etanol (Aguilar Uscanga et al., 2003; Freer et al., 2003; Blomgvist et al., 2010), é
influenciado pela concentracdo de oxigénio no meio (Aguilar Uscanga et al., 2003), pela
temperatura (Castro Martinez et al., 2005) e pH (Freer et al., 2003).

Apesar de diversos estudos abordarem diferentes aspectos da fisiologia de D. bruxellensis nos
ultimos anos, a producdo de compostos organolépticos de interesse industrial por esta levedura ainda

permanece desconhecido.

1.6. Substancias organolépticas

Uma multiplicidade de compostos contribui para o sabor das bebidas alcoolicas. O etanol e
dioxido de carbono séo os produtos majoritarios da fermentacéo, no entanto, o carater essencial das
bebidas é determinado pela a variedade de metabolitos secundarios que sdo produzidos pelas
leveduras durante a fermentacdo (Boulton e Quain, 2001). Os principais compostos secundarios que
influenciam o aroma e sabor das bebidas fermentadas sdo: os acidos organicos, 0s compostos
carbonilicos, os alcodis superiores e 0s ésteres volateis. Dentre estes, 0s alcodis superiores e 0s

ésteres volateis representam o maior grupo e mais importante, ja que séo responsaveis pelo aroma
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floral e frutado altamente desejados nas bebidas alcodlicas (Verstrepen et al., 2003), assim como o
glicerol (Vila Nova et al 2009). A quantidade desses compostos depende de muitos fatores, mas
principalmente das condi¢cdes de fermentagdo, a natureza da fonte de nitrogénio e da cepa de
levedura utilizada (Pisarnitskii, 2001; Carrau et al., 2008). Alguns desses compostos contribuem
positivamente para a qualidade final do produto, enquanto outros ddo notas indesejaveis: “off-
flavours ™.

Existe uma grande variedade de acidos organicos, muitos dos quais sdo derivados do mosto
e outros sdo produzidos pelas leveduras durante a fermentacdo, que em geral conferem sabores
amargos ao produto. Entre os &cidos organicos estdo o piruvato, citrato, malato, acetato,
oxoglutarato e succinato. A maioria dos &cidos organicos € derivada do piruvato ou a partir do ciclo
do 4acido tricarboxilico (Boulton e Quain, 2001). O &cido acético € o 4&cido organico
predominantemente excretado no meio, apesar da sua proporcao variar nas diferentes bebidas, na
maioria dos casos corresponde de 60 a 95% da acidez total da bebida (Nykénen e Suomalainen,
1983).

Dentre 0s compostos carbonilicos, os aldeidos sdo 0s mais importantes componentes do
aroma, pois, mesmo em baixas concentrages, interferem nas caracteristicas sensoriais da bebida e
podem ter origem pela acdo das leveduras durante estagios preliminares do processo de fermentacéo
(Piggott et al., 1989). Os aldeidos que sdo formados dentro das células das leveduras e excretados
para 0 meio, podem ser reabsorvidos e reduzidos ao alcool correspondente, durante os ultimos
estagios da fermentacdo (Lea e Piggott, 2003). O acetaldeido € o maior componente, geralmente
constituindo 90% do conteudo total de aldeidos em vinhos e bebidas destiladas sendo originado a
partir da descarboxilacdo do piruvato durante a fermentacao alcodlica (Longo et al., 1992; Romano
et al., 2008). Este é um composto muito importante devido aos seus efeitos negativos em relagcdo ao
consumo das bebidas fermentadas, j& que esta associado a problemas clinicos tais como
enxaquecas, ressacas e até problemas neuroldgicos (Vila Nova et al., 2009). A producdo deste
composto depende da composicdo da populacao de leveduras no processo (Vila Nova et al., 2009).
O furfural é também um aldeido importante, produzido pela reacdo quimica entre compostos
aromaticos e a glicose, influenciando de forma negativa o aroma e o paladar da cachaca, sendo
assim, deve ser evitado (Pinheiro, 1999).

O glicerol é um composto produzido em decorréncia do crescimento celular e tem
importancia na composicao do “bouquet” e textura das bebidas destiladas, devido a sua viscosidade.

Este € produzido pelas células das leveduras como subproduto do crescimento celular e da producéao
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dos aminoacidos, atuando como via de regenera¢io do NAD" a partir de NADH na manutengdo do

balanco redox intracelular (Berovic e Herga, 2007).

1.6.1 Alcoois superiores

Sao compostos secundarios produzidos pelas leveduras durante 0 metabolismo fermentativo,
sendo formados por alcodis de cadeia simples ou ramificadas, com nimero de carbono maior que
dois e peso molecular e ponto de ebulicdo superior ao do etanol (Bidan, 1975). Esses compostos,
também conhecidos como alcool fusel, sdo muito importantes para a qualidade das bebidas
fermentadas. O nome “fusel” ¢ derivado da palavra alema fusel (licor ruim), o que corresponde as
fragdes finais pesadas do processo de destilagdo. Portanto, um produto enriquecido com estes
compostos pesados apresenta gosto ruim. Embora altas concentracfes de alcool fusel transmitem
sabores indesejados “off-flavours”, baixas concentracbes contribuem essencialmente para o0s
sabores e aromas das bebidas fermentadas (Hazelwood et al., 2008). Os alcodis superiores sdo
compostos por alcoois alinfaticos e aromaticos (Nykénen e Nykénen, 1977). Os alcodis alinfaticos
incluem propanol, isobutanol, &lcool amilico ativo, alcool isoamilico, enquanto o 2-feniletanol é
considerado o alcool aroméatico mais importante no aroma das bebidas. O &lcool isoamilico, alcool
amilico ativo e o isobutanol sdo conhecidos como alcodis de cadeia ramificada porque eles sdo
produtos da degradacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada, leucina, isoleucina e valina
(Lambrechts e Pretorius, 2000). Esses alcoois contribuem para intensificar o sabor alcoolico das
bebidas e conferir uma caracteristica calida as mesmas (Boulton e Quain, 2008). Também sao
conhecidos pelo seu aroma forte e pungente, sendo responsaveis pelas notas florais e frutadas que
sdo esperadas nas bebidas alcodlicas (Torrea et al., 2003) Como exemplos: o alcool isoamilico
(notas de banana), o alcool feniletilico (notas de rosas e jasmim), o alcool benzilico (notas de
améndoas e nozes).

A producgdo desses compostos se d& durante toda a fermentacdo alcodlica e compdem o
maior grupo de compostos aromaticos nas bebidas alcodlicas. Os niveis de alcodis superiores
formados durante a fermentacdo dependem da temperatura de fermentacdo, da cepa de levedura
empregada, dos nutrientes nitrogenados e das condic¢des de aeracdo (Ough e Bell, 1980; Vila Nova
et al., 2009). Os alcoois superiores podem ser formados a partir do metabolismo dos carboidratos
através do piruvato ou através do catabolismo dos aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada

pela chamada via de Ehrlich (Figura 2; Hazelwood et al., 2008).
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Esta ultima é a mais utilizada pelas leveduras para obter nitrogénio a partir dos aminoacidos
ramificados, e sera discutida adiante, embora seja mais usada somente quando fontes de nitrogénio
preferénciais estdo em baixas concentragcdes. Assim, quando o aménio é usado como fonte de
nitrogénio, os alcodis superiores sdo formados a partir do esqueleto carbonado proveniente do
catabolismo do piruvato (Derrick e Large, 1993; Espinosa Vidal, 2008). Depois de produzidos,
esses compostos sdo excretados para 0 meio, ja que ndo podem ser utilizados como fonte de

carbono auxiliar no metabolismo principal (Espinosa Vidal, 2008).

1.6.2. Via de Ehrlich

O atual interesse cientifico pela via Ehrlich é suportada pelo aumento da demanda de
identificacdo de compostos aromaticos, bem como pela necessidade de controlar aromas produzidos
pelas leveduras em alimentos fermentados (Hazelwood et al., 2008). Em 1907, Ehrlich demonstrou
que varios alcodis superiores procediam da degradacdo metabdlica dos aminoacidos, mediante um
mecanismo que engloba reacdes subseqlientes de transaminacao, descarboxilagdo e reducdo. Nessa
via (Figura 2), os aminoacidos sdo primeiramente transaminados a a-cetodcido, em seguida séo
descarboxilados a aldeidos e finalmente reduzido para o correspondente alcool (Hazelwood et al.,
2008; Espinosa Vidal et al., 2012).

Apos a reagéo de transaminacdo inicial, 0 a-ceto acido resultante ndo pode ser redirecionado
para 0 metabolismo central do carbono e € pouco excretado para 0 meio de crescimento. Portanto,
estes compostos sao convertidos aos aldeidos correspondentes pela acdo de descarboxilases, e estes
sdo posteriormente reduzidos aos alcoois superiores pelas desidrogenases (Hazelwood et al., 2008).
Alternativamente, os a-ceto aldeidos sdo oxidados aos a-cetoacidos quando as células estdo sob
regime oxidativo, crescendo em altas concentracdes de oxigénio dissolvido no meio (Hazelwood et
al., 2008). Os aminoacidos que podem ser convertidos por meio da via de Ehrlich sdo quase
inteiramente convertidos em alcool fusel, tendo a formacgdo do acido fusel um papel menor no
metabolismo celular (Dickinson et al., 2003). O mecanismo de exportacdo do alcool fusel da célula
para 0 meio de cultura ainda é desconhecido. Por outro lado, a exportacdo do &cido fasel ocorre
através de um transportador de membrana (Hazelwood et al., 2008).
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Figura 2. Catabolismo dos amino&cidos. Via de Ehrlich. Adaptado de (Hazelwood et al., 2008).

1.6.3. Relagéo entre anabolismo e catabolismos dos aminoécidos ramificados

O aminoécido leucina € formado a partir do piruvato em varios passos biossintéticos. No
intermediario a-cetoisovalerato ocorre a integracdo das vias de biossintese de valina e leucina
(Figura 3). Este intermediario pode ser convertido em a-isopropilmalato pela enzima o-
isopropilmalato sintase e em seguida sofrer uma série de reacGes para produzir leucina e 0 seu
respectivo alcool superior: 3-metil-butanol. O outro composto produzido através do a-
cetoisovaleraro é a valina, o que acontece quando o intermediario é aminado (Espinosa Vidal,
2008).
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Figura 3. Sintese de leucina e valina em S. cerevisiae (modificado de www.biocyc.org)

1.6.4. Esteres

Os ésteres volateis sao responsaveis pelo carater frutado de bebidas fermentadas (Verstrepen
et al., 2003). Sdo formados em reagdes de esterificacdo entre um &lcool e um &acido carboxilico
durante o processo de oxidacdo e apresentam aroma agradavel e suave. Dois grupos apresentam
grande influéncia nas caracteristicas organolépticas das bebidas fermentadas: Os ésteres de acido
graxo e os ésteres de acetato. Suas concentragdes podem variar bastante em bebidas alcodlicas
(Boulton e Quain, 2001). Tem sido relatado que a relagdo C/N (Palmer e Rennie, 1974) e a sintese
de lipidios (Boulton e Quain, 2001), a composi¢do do mosto e a aeracdo (Verstrepen et al., 2003)

influenciam a concentragédo de éster no meio.
1.6.4.1. Esteres de acetato
O principal éster da cachaca € o acetato de etila, responsavel pela formacdo de aroma tipo

solvente; o acetato de isoamila tem aroma de banana e, em quantidades excessivas, torna a bebida
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enjoativa; ja o acetato de feniletila confere aromas florais, de rosas e mel a bebida (Pinheiro, 1999).
Estes sdo os principais ésteres presentes em bebidas fermentadas e a qualidade do produto final
depende das concentra¢Ges de cada um deles no mosto. O acetato de isoamila é sintetizado a partir
da condensacdo do alcool isoamilico e da acetil coenzima A pela enzima alcool acetiltransferase
(AATFase), mas também ¢é hidrolisado pelas esterases (Fujii et al., 1996). Fukuda e colaboradores
(1998) sugeriram a hip6tese de que o equilibrio de ambas as atividades enziméticas é importante
para a concentracdo final deste éster durante a fabricagdo de cerveja. Portanto, baixos niveis de
alcool isoamilico, de acetil-CoA, e baixos niveis da enzima AATFase podem resultar na produgédo
deficiente do éster (Verstrepen et al., 2003). O acetato de etila € formado pela condensacdo do
etanol com acetil-CoA também pela AATFase e na cachaca se encontra na metade da concentracdo
que existe normalmente em rum e uisque. O fato de que o total de ésteres presente na cachaca é
menor do que os encontrados em outras bebidas deve provavelmente ser reflexo do fato de que a

cachaca é em geral uma bebida jovem (Boscolo et al., 2000).

1.6.4.2. Esteres de acido graxo

Os ésteres de acidos graxos sdo 0s que mais contribuem para o sabor das bebidas em geral
(Boscolo et al., 2000). Sao ésteres de cadeia média (C6-C10), produzidos pela condensacédo do acil-
CoA e de um alcool (geralmente etanol). Dentre os mais importantes se encontram o caproato de
etila (hexanoato de etila) e caprilato de etila (octanoato de etila), os quais apresentam aroma de
maca e mamao, respectivamente (Meilgaard, 2001). Com relagdo aos niveis de ésteres de acidos
graxo em células de leveduras, tanto a sintese como o acumulo sdo dependentes da presenca dos
precursores (etanol e acido graxo) assim como pelo controle da enzimas AATases (Verstrepen et
al., 2003).

1.7 METABOLISMO DO NITROGENIO

1.7.1. Aspectos gerais

O nitrogénio é um nutriente essencial para os seres vivos. As leveduras podem usar quase 30
fontes de nitrogénio distintas, como: aminoacidos, uréia, aménia, bases nitrogenadas e derivados de
purina (Cooper, 1982). Essas moléculas entram na célula por meio de permeases e sdo

imediatamente usadas como blocos de construcdo em reacdes de biossintese ou catalisadas para
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liberar nitrogénio na forma de aménia (via desaminacgéo), glutamato (via transaminagdo) ou ambas
(Cooper, 1982; Magasanik, 1992). As leveduras respondem metabolicamente a diferencas na
disponibilidade de nitrogénio, afetando o crescimento celular, além de alterar a eficiéncia da
fermentacao e redistribuicdo das vias biosintéticas. Sendo assim, a falta de controle do nitrogénio no

meio gera diferencas na composicdo das bebidas (Beltran et al., 2005).

1.7.2. Assimilacéo da fonte de nitrogénio

Para o adequado desenvolvimento das células de levedura, € necessario monitorar a
disponibilidade dos compostos alimentares, ajustar a maquinaria enzimatica e o sistema de absor¢édo
para uma melhor eficiéncia da utilizacdo das fontes alimentares (Boer et al., 2007). A membrana
plasmatica das leveduras ndo é livremente permeavel para muitos compostos, sendo assim
leveduras como a S. cerevisiae, desenvolveram um sistema de transporte para absorver varias
substancias do meio externo, como por exemplo, os aminoacidos, sendo estes acumulados dentro da
célula contra o gradiente de concentrac&o.

Apesar de assimilarem uma ampla variedade de fontes de nitrogénio, as leveduras
apresentam preferéncia na utilizacdo de determinados compostos nitrogenados (Magasanik e
Kaiser, 2002a). Foi observado que amodnia, glutamato, glutamina e asparginina, sao
preferencialmente utilizadas pelas leveduras e induzem altas taxas de crescimento. Quando uma
dessas fontes estd em grande quantidade, ocorre a repressdo das vias catabolicas de degradacéo de
outros compostos nitrogenados como arginina, prolina e uréia. Esse mecanismo é chamado
Repressdo Catabdlica do Nitrogénio (NCR) (Cooper e Sumrada, 1983).

Todas as vias para a utilizacdo de fontes de nitrogénio, preferenciais e ndo-preferenciais, se
convergem para uma via em comum, a producdo de glutamato e glutamina. Estes dois aminoécidos
servem como doadores de nitrogénio para todos os outros compostos nitrogenados da célula e,
juntamente com a amdnia, formam a via do Metabolismo Central do Nitrogénio (Magasanik, 2003).
Independente da fonte de nitrogénio, o primeiro passo é a liberacdo da amdnia. Dentro da célula, a
amoOnia pode servir para aminacdo do a- cetoglutarato, sintetizado a partir do &cido tricarboxilico
para produzir glutamato ou pode aminar diretamente o glutamato para produzir glutamina. Usando
diferentes enzimas, e a glutamina como Unica fonte de nitrogénio, pode ser convertida em
glutamato, e o glutamato como Unica fonte de nitrogénio pode ser convertido em glutamina
(Magasanik e Kaiser, 2002).
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Os aminoacidos sdo absorvidos pela levedura em uma sequencia que levou a categorizagédo
dos aminoécidos em grupos ordenados. No grupo A estdo 0s aminoacidos que sdo absorvidos
rapidamente do meio de cultura e desaparecem no inicio da fermentagdo, tais como glutamina,
acido glutamico, arginina e serina. No grupo B estdo os aminoacidos que sdo assimilados de forma
mais lenta, tais como a valina, leucina e isoleucina. No grupo C, estdo os aminoacidos absorvidos
apenas apos a completa assimilacdo dos aminoacidos do grupo A, tais como fenilalanina, tirosina e
triptofano. O grupo D é formado apenas pela prolina, um aminoacido de baixa absor¢do (O'connor-
Cox e Ingledew, 1989).

Com relacdo a producdo de cachaca, a adi¢do de sulfato de aménio ao caldo de cana é
amplamente aceita por produtores artesanais e industriais, para ajudar a manter uma alta taxa de
fermentacdo e elevada populacdo de leveduras durante o processo de fermentacdo (Angelis e
Mutton, 1992).

1.7.3. Influéncia do nitrogénio na formac&o dos compostos organolépticos

A natureza e disponibilidade da fonte de nitrogénio no meio de fermentacdo contribuem
fortemente na qualidade sensorial do fermentado (O'connor-Cox e Ingledew, 1989; Lambrechts e
Pretorius, 2000; Hazelwood et al., 2008). A deficiéncia de nitrogénio aumenta o tempo de
fermentacao, aumenta a concentracdo de agucar residual, diminui o rendimento de biomassa e gera
sub-produtos indesejaveis “off-flavours” (Mendes Ferreira et al., 2004).

No contexto da producgdo de aguardente, € dificil descobrir que concentracdo de nitrogénio
no meio é necessaria para a populacdo de leveduras presente na dorna de fermentacdo. A
concentracdo de nitrogénio ird depender de varios parametros, como por exemplo, o tipo de células,
que depende da cepa de levedura utilizada, o tamanho do inoculo e as condi¢gfes de fermentacéo,
tais como aeracdo e a concentracdo de acglcar (Espinosa Vidal et al., 2012). A adi¢do de sais de
amonio ao caldo de cana como suplemento, pode exercer uma forte influéncia nos parametros
fermentativos e no perfil aroméatico do fermentado, jA que esse suplemento influencia no
metabolismo da levedura com relacdo a producdo de compostos aromaticos, e na expressdo dos
genes relacionados a via de Erlich (Espinosa Vidal et al., 2012).

Em estudos feitos por Mendes Ferreira e colaboradores (2004), a suplementacdo de
nitrogénio favoreceu o processo aumentando a biomassa, a taxa de fermentacéo e o rendimento em
etanol, podendo gerar um efeito positivo na qualidade sensorial que é esperada no vinho.
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Entretanto, o excesso de compostos nitrogenados, adicionados na suplementa¢do do mosto, pode
resultar no incremento anormal de aminoacidos e conseqliente aumento dos teores de alcodis
superiores, podendo assim a aguardente ultrapassar o limite legal para esta classe de compostos. Um
aminoacido em excesso, gera elevadas concentracdes de alcool por estimular o crescimento celular.
Entretanto, quando a concentracdo de nitrogénio é muito baixa, também produz uma alta
concentracdo de alcool superior (Szlavko, 1974). Nesse exemplo, o teor de nitrogénio limitado ira
promover a sintese enddgena aumentada de aminoécidos, estimulando a rota anabdlica sintética dos
alcoois superiores (Boulton e Quain, 2001). No entanto, no vinho, a producdo de &lcoois superior
tende a diminuir com o aumento da suplementacdo de nitrogénio (Carrau et al., 2008). Segundo
Espinosa Vidal e colaboradores (2012) a suplementagdo do caldo de cana com altas concentracdes
de sais de amonio, também vai diminuir a producdo de alcoois superiores e isso é explicado pela
repressdo dos genes da via de Erlich. Por outro lado, isto leva ao aumento da producgéo de ésteres de
acetato.

Dessa forma, determinar o perfil metabolico da levedura D. bruxellensis durante a
fermentacdo alcodlica poderd abrir perspectivas para utilizagdo industrial dessa levedura na
producdo de bebidas diferenciadas. O presente trabalho apresenta dados metabdlicos que avaliam a
influéncia das diferentes fontes de nitrogénio na produgdo de metabdlitos que qualificam o produto,

tais como: alcoois superiores, ésteres volateis e acidos organicos.
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Resumo

A cachaca é uma bebida genuinamente brasileira que vem ganhando espaco no mercado
internacional de bebidas destiladas. Os compostos volateis produzidos pelas leveduras durante o
processo fermentativo sdo responsaveis pelo sabor e aroma caracteristico dessa bebida. A relevancia
da levedura Dekkera bruxellensis no contexto fermentativo tem despertado o interesse em analisar a
viabilidade de utilizacdo desta levedura para a producdo de cachaga. Neste trabalho foi analisado o
perfil metabdlico e a producdo de compostos aromaticos pela levedura D. bruxellensis em ensaios
fermentativos simulando condic¢des industriais, utilizando o caldo de cana-de-agcUcar e meios
sintéticos com altas concentracdes de nitrogénio na forma de sulfato de aménia ou aminoacidos
ramificados. Os resultados mostraram que, a suplementacdo do meio com aminoacidos ramificados
exerce uma forte influéncia no metabolismo e na producgdo de aromas da levedura D. bruxellensis.
Foi confirmado que essa levedura é capaz de assimilar fontes de nitrogénio alternativas como 0s
aminoacidos ramificados, porém com rendimentos fermentativos menores aos observados em meios
com fontes de nitrogénio preferenciais, como sulfato de amonio. Sendo assim, esses resultados
confirmam a influéncia da fonte de nitrogénio no metabolismo de alcodis superiores e ésteres, e
ratificam a relevancia de estudar mais a fundo as necessidades de nitrogénio para um melhor
controle dos aromas que sdo formados no processo fermentativo, bem como podera abrir

perspectivas reais para a utilizacao industrial desta levedura na elaboragéo da cachaca.

Palavra-chave: cachaca, fermentacdo alcoolica, alcodis superiores, ésteres volateis, via de Ehrlich,

nitrogénio
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Introducéo

A cachaca é a mais tradicional bebida alcoolica produzida no Brasil. Esta bebida espirituosa
é produzida a partir da destilacdo do mosto fermentado da cana-de-acUcar. A fermentacdo ocorre
com a presenca de alta concentragdo de leveduras (10°células /mL, aprox. 10-12% cel. wiv), alta
pressdao de dioxido de carbono, temperatura elevada (entre 30 e 33 °C) e auséncia de agitacdo do
meio (Espinosa Vidal et al., 2012). Durante o processo de fermentagdo alcoodlica sdo produzidos
majoritariamente etanol e dioxido de carbono, e em menor quantidade outros metabolitos que sao
responsaveis pelo sabor particular e caracteristico desta bebida (Nykénen e Suomalainen, 1983;
Lambrechts e Pretorius, 2000). Dentre esses, 0s alcoois superiores e 0s esteres volateis representam
0 maior e mais importante grupo das substancias responsaveis pelo sabor e aroma floral e frutado
altamente desejados nas bebidas alcodlicas (Verstrepen et al., 2003).

Os alcoois superiores podem ser formados a partir do anabolismo dos carboidratos atraves
do piruvato ou a partir do catabolismo dos aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada pela
chamada via de Ehrlich (Hazelwood et al., 2008). Entre os alcodis superiores com propriedades
organolépticas 0s mais importantes sdo: alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) derivado da leucina;
alcool amilico ativo (2-metil-1-butanol) derivado da isoleucina; isobutanol (2-metil-1-propanol)
derivado da valina; triptofol (3-indole etil alcool) derivado do triptofano; tirosol derivado da
tirosina; feniletanol (2-feniletanol) derivado da fenilalanina (Boulton e Quain, 2001). J& os ésteres
de acetato sdo formados em reacdes de trans-esterificacdo entre um alcool e um &cido carboxilico
(Meilgaard, 2001). O principal éster encontrado na cachaca € o acetato de etila, responsavel pela
formacédo de aroma tipo solvente (Pinheiro, 1999). A quantidade desses compostos depende de
multiplos fatores, dos quais se destacam as condi¢cdes de fermentagdo, a natureza da fonte de
nitrogénio e a cepa de levedura empregada (Pisarnitskii, 2001; Carrau et al., 2008; Hazelwood et
al., 2008).

Durante a elaboracdo da cachaca artesanal utilizando fermentos caipiras ou naturais no
processo fermentativo, ocorre uma sucessao de espécies de leveduras, fungos e bactérias que em
conjunto podem definir a qualidade do produto final a partir dos metabolitos produzidos, que
podem ser desejaveis ou indesejaveis ao processo (Pataro et al., 1998; Vila Nova et al., 2009).
Muitas leveduras tém sido testadas para a producdo de bebidas fermentadas pela capacidade de
producdo de etanol e de substancias sensoriais. Por exemplo, a levedura da espécie Dekkera
bruxellensis é utilizada na producdo de cervejas Belgas do tipo Lambic (Martens et al, 1997),
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embora sua principal reputacdo é a de contaminar destilarias de alcool combustivel e vinicolas em
todo o mundo, estando associada a queda do rendimento em etanol e a mudangas no aroma e sabor
dos vinhos. (Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; De Souza Liberal et al., 2007; Basilio et al., 2008).

Entretanto, esse conceito tem mudado, pois ja existem trabalhos mostrando que isolados
industriais dessa levedura produzem maiores rendimentos de etanol, apesar de ter uma menor
produtividade, quando comparada a S. cerevisie, que é a levedura normalmente usada em processos
fermentativos (De Souza Liberal et al., 2007; Passoth et al., 2007; Blomqvist et al., 2010).

Com relagédo as propriedades fermentativas, a espécie D. bruxellensis é capaz de assimilar
uma grande variedade de fontes de carbono e nitrogénio. Dentre as fontes de carbono, estdo os
monossacarideos glicose, frutose e galactose, e dissacarideos, como sacarose, maltose, celobiose e
trealose. As fontes de nitrogénio assimilaveis por esta levedura sdo: amonia, nitrato, arginina e
prolina (Conterno et al., 2006). O fato de D. Bruxellensis ter a capacidade de assimilar nitrogénio
na forma de nitrato pode conferir a esta levedura uma vantagem adaptativa no processo de
fermentacao industrial de caldo de cana quando comparada a S. cerevisiae (De Barros Pita et al.,
2011).

Considerando a importancia da cepa de levedura empregada na producdo da cachaga e a
relevancia da levedura D. bruxellensis no contexto fermentativo, foi despertado o interesse em
analisar a viabilidade de utilizacao desta levedura como fermento para a producdo de cachaca com
qualidades sensoriais diferenciadas. Deste modo, neste trabalho foi determinado o perfil metabolico
da levedura D. bruxellensis GDB 248 em meios naturais e sintéticos com diferentes fontes de
nitrogénio e em condicBes similares a industriais, verificando a influéncia das diferentes fontes de
nitrogénio na producdo de compostos importantes para a producdo de aroma e sabor nas bebidas
alcoolicas. Sendo assim, este estudo ampliou o conhecimento sobre o comportamento fisiologico da
levedura D. bruxellensis GDB 248 em func¢éo das diferentes fontes de nitrogénio, bem como podera

abrir perspectivas para a utilizagéo industrial desta levedura na elaboragéo da cachaga.

Materiais e métodos

Linhagem da levedura e condicdes de pré-cultura

A cepa industrial da D. bruxellensis GDB 248 (De Barros Pita et al., 2011) foi utilizada

neste estudo. A linhagem foi mantida em meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2%

de peptona bacterioldgica e 2% de agar) com repique constante para novas placas para manter as
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colénias de células frescas. As células foram inoculadas em frascos de agitacdo de 500 ml contendo
150 ml de YPS (1% de extrato de levedura, 2% de sacarose e 2% de peptona bacterioldgica) para
pré-cultura. O meio foi suplementado com &cido nalidixico (50 mg/mL) e ampicilina (50 ug/ml)
para evitar a contaminacdo bacteriana. As pré-culturas foram incubadas a 30 ° C e 160 rpm por 72
h.

Meios de cultura

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em meios com diferentes fontes de nitrogénio.
O meio industrial utilizado foi o caldo de cana-de-agucar (SCJ) adquirido de produtores locais.
Depois da cana-de-acUcar ser esmagada, 0 mosto extraido foi mantido em gelo e transportado para o
laboratério onde foi clarificado, esterilizados e armazenados, conforme descrito por Espinosa Vidal
et al. (2012). O meio YPS para fermentacdo apresenta a mesma composicao descrita acima, com o
conteddo de sacarose aumentado para 12% (m/v). O meio mineral MMS foi composto de YNB a
6,7 g/L com sulfato de amdnio 5 g/l e sacarose a 120 g/L de sacarose. O meio sintético MMS+AA
foi composto de YNB a 1,7 g/L sem amino&cidos e sulfato de amonio, suplementado com sacarose
a 120g/L e uma mistura de leucina, isoleucina e valina a 0,40 g/L de nitrogénio cada como fontes de
nitrogénio. A auséncia do ion sulfato foi compensada pela adi¢cdo de uma quantidade equimolar de
sulfato de potassio (Tabelal). Todos os meios de fermentacdo foram suplementados com acido

nalidixico (50 mg / mL) e ampicilina (50 ug / ml) para evitar a contaminagdo bacteriana.

Ensaio de fermentacao

Para cada ensaio de fermentacéo as células do pré-cultivo foram centrifugadas em falcons de
50 mL até se obter a biomassa de 6 g de células em peso Umido, em seguida foi complementado
com o meio de fermentacdo até 50 mL. Estas culturas foram transferidas para erlenmeyer de 125 ml
mL, resultando na concentracdo final de 120 g de células/L (10°cels/ml). Os ensaios de fermentacéo
foram realizados em replicatas bioldgicas independentes a 32 © C, semi-anaerobidse, sob suave
agitacdo (o suficiente para prevenir a sedimentacdo de células). A densidade de celulas foi medida
por contagem de células utilizando um hemocitémetro e o nivel de aclcar foi monitorizado a cada 2
h por meio de um refractdbmetro manual e expresso como ° Brix. Amostras de 1,5 mL foram
retiradas no inicio, durante a fermentacdo (2,4,6,8,10,12) horas e no tempo de 24 h (tempo final)
como replicatas técnicas, e centrifugadas a 11000 rpm durante 1 min. a 4 ° C em eppendorf. O
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sobrenadante foi armazenado a -20 © C para posterior analise de metabolitos por cromatografia

liquida de alta performance (HPLC) e cromatografia gasosa (GC).

Viabilidade celular
A viabilidade celular foi determinada por inspecédo das células coradas com azul de metileno

no microscopio dptico utilizando Camara de Neubauer (Pereira et al., 2012)

Analise quimica

Determinacéo de sacarose, glicose, frutose, glicerol, acetato e etanol

A quantificacdo dos acucares (glucose, frutose e sacarose), acetato, etanol e glicerol foi
realizada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) utilizando uma coluna de permuta
ibnica, HPX-87H (BioRad, EUA) com temperatura do forno de 35 ° C, com 5 mM de H,SO, como
fase mével e fluxo a 600 ul/min. O volume de amostra injetado foi 20 pL. Os compostos foram
identificados considerando os tempos de retencdo relativos e quantificados com base na comparagéo
direta utilizando uma curva padrdo. Os valores representam a media de duas repeti¢des bioldgicas
independente com, pelo menos, duas repeti¢des técnicas. A analise dos dados determinou que o erro

na medicdo foi inferior a 10% em todos 0S casos.

Determinacdo de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol, butanol, alcool amilico e isoamilico

A concentracdo dos compostos no meio foi determinada por cromatografia gasosa (GC),
utilizando uma coluna Restek (60 mx 0,32 mm x 1,0 mm) com hidrogénio como gas de transporte.
A temperatura de injecdo foi de 250 ° C, a temperatura inicial do forno de 40 ° C (6,5 min) a
temperatura final de 103 ° C. O fluxo de gas de transporte de 7 mL/min e a temperatura do detector
de 90 ° C. O volume de amostra injetada foi de 10 pl. Todos os compostos foram normalizados com
0 padrdo interno (2-pentanol), identificadas pelos seus tempos relativos de retencdo e quantificados
por meio de uma curva padrao feita com cada composto individual. Os valores representam a média
de duas repeticbes bioldgicas independente com duas repeticGes técnicas. A analise dos dados

determinou gue o erro na medicdo foi inferior a 10%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos parametros fermentativos

A viabilidade de utilizacdo da levedura D. bruxellensis GDB 248 para a producdo de
cachaca foi avaliada a partir do perfil metabdlico e organoléptico dessa levedura a partir de
fermentagdes em meios com diferentes fontes de nitrogénio em condicdes similares as industriais.
Quando se avalia a evolucdo do crescimento celular, em todos os meios é perceptivel o aumento da
biomassa (Figura 1) e manutencdo da viabilidade celular, com excecdo do meio MMS + AA
(Tabela 1). O maior aumento da biomassa observado foi no meio MMS ( 98,5%), seguido pelo
meio SCJ, que teve um crescimento de 88,5% quando comparara a biomassa inicial (Figura 1). Vale

ressaltar que os dois meios continham aménio como fonte de nitrogénio.
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Tabela 1. Viabilidade, composicao dos meios de cultura e parametros fermentativos em ensaios utilizando a linhagem GDB 248. (N = nitrogénio,

FAN = free amino nitrogen)

MEIOS VIABILIDADE SACAROSE NITROGENIO ETANOL ACETATO GLICEROL
[Inicial] [Final] [Inicial] [consumida] Fonte FAN Y cunoisocarose P max ¥ giicerotsacarose
% % oL &L &L myg N/L o ghL oo
Amonia 057"
sCIy 98 95 118,54 118,54 171,09 0,28 1,42 0,02
Nitrato 024"
Ext. levedura 10
YPS 97 92 121,16 104,59 5500 © 0,38 1,63 0,03
Peptona 20
MMS 95 %0 112,68 70,22 (NH, )50, 5 1059 0,43 1,25 0,04
I-isolencina 3.84
MMS + AA 93 o7 108,04 50,38 Ieucina 3,84 1229 0,15 031 0,01
L-valina 343

adetermina(;éto com nihydrina neste trabalho.

bde Barros Pita et al, 2012.
CAnnuar, et al, 2007.

46



3,5 1

SCJI

YPS

M3
MAIS+ AA

2,5 1

oDE ¢

10% cel/mL
N

0,5 ¢

Tempo (h)

Figura 1. Variacdo da biomassa de Dekkera bruxellensis durante os experimentos de fermentacédo
em meio natural de caldo de cana (SCJ), no meio completo (YPS) e nos meios minerais com
suplemento de sulfato de aménio (MMS) e com suplemento de aminoacidos ramificados
(MMS+AA). Os valores representam as médias de dois ensaios bioldgicos, com replicatas técnicas
para cada ponto.

A elevada producdo de biomassa por D.bruxellensis no meio com sacarose correspondem
com os dados relatados anteriormente pelo nosso grupo em cultivos aerdbicos (Leite et al., 2012) e
em experimentos de fermentacdo com caldo de cana (De Souza et al., 2012; Pereira et al., 2012).
Isto reforca o fato de que a levedura D. bruxellensis apresenta maior tendéncia para producdo de
biomassa quando comparado a S. cerevisiae (De Souza et al., 2012; Pereira et al., 2012).

Apesar do maior crescimento celular, verificou-se alta concentracdo de agucar residual no
meio MMS em relacdo aos outros meios (Tabela 1). O consumo da sacarose foi maior no meio SCJ
(Figura 2A), sendo toda a sacarose consumida em menos de 24 h de fermentacdo, fato nédo
observado para os meios de laboratorio. I1sso pode ter sido influenciado pela presenca do nitrato no
caldo de cana (Tabela 1). O nitrato € uma fonte de nitrogénio assimilavel por D. bruxellensis e atua
aumentando a velocidade de crescimento celular, o consumo de sacarose e revertendo o efeito
“Custer” (De Barros Pita et al., 2011; Pereira et al., 2012; Galafassi et al., 2013). O imediato
consumo de sacarose no meio SCJ pela levedura D. bruxellensis GDB 248 (Figura 2A) reafirma a
habilidade dessa levedura de se adaptar ao processo industrial, como previamente reportado (De
Souza Liberal et al.,, 2007), embora o consumo de sacarose nos meios sintéticos tenha sido
consideravelmente mais lento quando comparado ao meio natural SCJ. A maior concentragdo de

acucar residual foi verificada no meio MMS+AA, 53% em relacéo a sacarose inicial, e teve como
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resultado o baixo crescimento celular, apenas 12 % em relacdo a biomassa inicial, aléem de uma
significante perda da viabilidade celular em relacdo aos outros meios (Figura 1 e Tabela 1). Como
consequéncia, neste meio foi observada a menor producgédo de etanol, menor rendimento e menor
produtividade quando comparada aos outros meios com diferentes fontes de nitrogénio (Tabela 1).
Desta maneira podemos concluir que a linhagem de levedura GDB 248 apresenta um menor
desempenho fermentativo quando cresce com aminoacidos ramificados como fonte de nitrogénio
(Tabelal). Segundo O’connor-Cox e Ingledew (1989), a baixa assimilacdo do nitrogénio ¢ um dos
principais fatores responsaveis pelo declinio da atividade fermentativa pelas células de leveduras.

O rapido consumo de sacarose no meio SCJ favoreceu a maior produtividade de etanol nessa
condigdo (Figura 2A e Tabela 1). Entretanto o rendimento final em etanol foi 34% menor em
relacdo ao meio MMS, que apresentou o maior rendimento (0,43 g/g) dentre todos os meios
analisados (Tabela 1). Por outro lado, no meio SCJ observa-se a maior producgéo de acetato quando
comparado com os outros meios (Figura 2C). Isto pode explicar o baixo rendimento em etanol das
células no meio SCJ pelo desvio de carbono no ponto de ramificagdo do acetaldeido. Mostrando
uma tendéncia ao metabolismo oxidativo no meio SCJ. Neste caso, a presenca de nitrato no caldo
de cana aumentaria a demanda por NADH, o qual seria formado a partir da oxidacéo do acetaldeido
a acetato. A hipoOtese do metabolismo oxidativo induzido pelo nitrato tem sido comprovada
recentemente (De Barros Pita et al., 2013; Galafassi et al., 2013). Nos meios de laboratério MMS e
YPS nédo haveria esta demanda resultando, portanto a producdo de acetato, ndo ultrapassou 1,23
g/L (Figura 2C e Tabela 1).

A producéo de acetato esta principalmente restrita aos estagios finais da fermentacdo em
todos os meios com diferentes fontes de nitrogénio (Figura 2C). A formacdo de acetato esta
associada ao crescimento aerdébio de D. bruxellensis, sendo a cadeia respiratdria ativada para a re-
oxidagdo dos co-fatores formados durante a produgdo deste metabdlito (Blomgvist et al., 2010).
Resultados anteriores do nosso grupo em cultivos aerdbios mostraram a alta eficiéncia da via de
biossintese de acetato em D.bruxellensis, tornando-se o principal produto do metabolismo da
sacarose glicose e frutose (Leite et al., 2012). Entretanto, quando as células sdo cultivada com
nitrato como Unica fonte de nitrogénio ndo ha producdo de metabodlitos de fermentacdo (etanol,
acetato e glicerol). Portanto, a maior producdo de acetato no meio SCJ corrobora 0 metabolismo de
co-assimilacdo de amonio e de nitrato presente neste substrato (De Barros Pita et al., 2011) bem
como o efeito supressor metabdlico que a amonia tem sobre os efeitos negativos do nitrato do meio
(De Barros Pita et al., 2013). Devido a essa preferéncia pela via de acetato, uma pequena
quantidade de oxigénio no meio pode ser suficiente pode disparar 0 metabolismo oxidativo nesta
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levedura. N&o foi detectado acetato na fermentacdo com o meio mineral MMS+AA possivelmente
devido ao declinio da atividade fermentativa (Figura 2C e Tabela 1).
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Figura 2. Perfil fermentativo da linhagem industrial GDB 248 de D. bruxellensis nos meios SCJ,

YPS, MMS e MMS + AA. O perfil metabdlico de consumo de sacarose (painel A), producdo de

etanol (painel B), acetato (painel C) e glicerol (painel D) sdo apresentados.

A producdo de glicerol esta associada a producdo de biomassa e é um subproduto da
fermentacao (Blonquevist et al.,, 2010). As leveduras produzem glicerol sob limitacdo de oxigénio,

a fim de re-oxidar o NADH produzido durante os processos de oxidacdo (Van Dijken e Scheffers,

1986). O NADH é gerado ndo apenas pela via glicolitica, mas também pela biossintese de
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aminoacidos. Em condicdes aerdbicas, a reacdo mais importante para a re-oxidacdo deste NADH
em excesso é a producdo de glicerol. Alguns autores afirmam que leveduras do grupo Dekkera/
Brettanomyces ndo tem capacidade de produzir glicerol, e esta incapacidade levaria ao efeito
Custer, isto é, a inibicdo temporaria de fermentacdo em condicdes de anaerobiose (Wijsman et al.,
1984). No entanto, alguns trabalhos tem relatado a producdo de glicerol por células de D.
bruxellensis, mesmo que em menor propor¢do do que aquelas encontradas em cultivos de S.
cerevisiae (Aguilar Uscanga et al., 2003; De Souza Liberal et al., 2007; Blomqvist et al., 2010; De
Souza et al., 2012; Pereira et al., 2012). Este fato foi evidenciado no presente trabalho (Figura 2D).
O rendimento de glicerol pela linhagem GDB 248 nos meios de laboratorio (YPS e MMS) foi
superior a linhagem CBS 11269 (Tabela 1; Blomquvist et al., 2010). Pode-se inferir que a linhagem
utilizada no presente trabalho possui maior capacidade de re-estabelecer o equilibrio redox das
células. O baixo rendimento do glicerol no meio natural SCJ em relacdo aos meios MMS e YPS
(Tabela 1 e Figura 2D) pode ser explicado também pela presenca do nitrato neste meio natural, ja
que o NADH proveniente da oxidagdo do acetaldeido a acetato sera reoxidado durante a reducéo do

nitrato a nitrito.

Analise dos compostos sensoriais

A Figura 3 e Tabela 2 mostram o resultado da concentracédo de alguns dos metabolitos de maior
importancia sensorial produzidos pela levedura D. bruxellensis em diferentes fontes de nitrogénio.
Em geral, o perfil de concentracdo dos compostos volateis mostrou-se diferencialmente distintos

entre meios analisados com cinéticas de producdo exponencial em funcéo do tempo (Fig. 3).

Tabela 2. Concentracao final e produtividade méaxima (Pmax) dos compostos volateis produzidos
por Dekkera bruxellensis durante a fermentacao de meio natural SCJ, do meio completo YPS e nos
meios minerais MMS e MMS+AA.

MEIOS ACETATO DE ETILA PROPANOL ISOBUTANOL FRACAO Al
[fimal] Pmax [fimal] Pmax [fimal] Pmax [fimal] Pmax
ng/L pg/HL L pg/L pg/ALL ngl pg/lL ngl pg/lL

SCJ 111,83 4,66 11,23 047 19,15 0,80 1821 0,76
YPS 55,89 2,33 4,84 0,20 20,33 0,85 17,32 0,72
MMS 77,69 324 8,48 0,35 17,87 0,74 21,11 0,88

MMS + AA 18,02 0,75 0 0 35,67 1,49 248 53 10,36
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Figura 3. Cinética de producdo de acetato de etila (painel A), propanol (painel B), isobutanol
(painel C) e da soma de alcool amilico e isoamilico - fracdo Al (Painel D) pela linhagem GDB 248
durante a fermentacdo dos meios SCJ, YPS, MMS e MMS+AA

Especificamente em relacdo as alcoois superiores derivados do catabolismo da leucina,
isoleucina e valina, como era previsto, observou-se uma maior produ¢do no meio suplementado
com os aminoacidos ramificados como Unica fonte de nitrogénio (MMS+AA). Neste meio, o alcool
superior produzido majoritariamente foi a soma de alcool amilico activo e isoamilico (fragdo Al)
(248 ug/L). A producéo de Al foi similar nos meios YPS, MMS e SCJ, resultando em uma média de
18,6 ug/L, 11 vezes menor quando comparado ao meio MMS+AA (Tabela 2 e Figura 3D). O perfil

de producdo do alcool amilico e isoamilico foi apresentado como a soma dos dois compostos (Al),
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ja que ndo foi possivel identificar estes isbmeros estruturais separadamente nas condi¢Ges de GC
empregadas. Interessantemente, empregando como referéncia o0 meio natural SCJ, pode-se observar
que a producdo de Al foi 12 vezes menor em relacdo ao produzido pela levedura S.cerevisiae ao
final da fermentacdo nas mesmas condicdes de cultura (Espinosa Vidal, et al. 2012).

Ao mesmo tempo, o isobutanol derivado do metabolismo de valina, foi o terceiro composto
majoritariamente produzido no meio MMS+AA (36 ug/L) (Figura 3C), em média 2vezes mais que
nos outros meios analisados. Entretanto, de maneira similar a Al, a produgéo de Isobutanol pela D.
bruxellesnsis foi quase 17 vezes menor, quando comparada a producdo desse &lcool por S.
cerevisiae ao final da fermentacdo e nas mesmas condic¢des de cultivo (Espinosa Vidal et al, 2012).

Pode-se observar que, apesar das concentracGes iniciais de nitrogénio serem iguais para cada
aminoécido (0,40 g/L de N), no meio MMS+AA, a produgdo final de Al, provenientes do
catabolismo da leucina e da isoleucina, foi quase sete vezes maior do que a producdo final de
isobutanol, proveniente do metabolismo da valina (Tabela 2). Pode-se perceber também que a
producdo do alcool isoamilico no meio MMS+AA comegou no inicio da fermentacédo, enquanto a
producdo de isobutanol, sé iniciou-se a partir de 8 horas da fermentacdo (Figura 3C e D). Todos
estes dados em conjunto mostram que a levedura D. bruxellensis e capaz de incorporar aminoacidos
ramificados como fonte de nitrogénio, porem com diferentes taxas assimilativas. Isto poderia ser
explicado pelos diferentes graus de afinidade das enzimas ceto-acidos decarboxilases. No contexto
da levedura S. cerevisiae, isso é explicado pelo fato de que as descarboxilases apresentam maior
afinidade pelo a-cetoisocaproato proveniente do catabolismo da leucina, enquanto menor afinidade
pelo a-cetoisovalerato proveniente da valina, e muito baixa afinidade pelo o-ceto-p-metilvalerato
proveniente da isoleucina (Vuralhan et al., 2003). Como isso, € possivel supor que as propriedades
enzimaticas das descarboxilases de D. bruxellensis sejam semelhantes as de S. cerevisiae. Podendo
também explicar a menor producdo do isobutanol no meio MMS+AA. Em S. cerevisiae a piruvato
descarboxilase codificada pelo gene PDCL1 parece ser a principal enzima na descarboxilagdo dos o-
cetodcidos provenientes do catabolismo dos aminoacidos ramificados (Ter Schure et al., 1998),
embora a enzima codificada pelo gene ARO10 (fenilpiruvato descarboxilase) apresente grande
atividade para esses substratos (Vuralhan et al., 2005). Surpreendentemente foi detectada a presenca
de dois genes ARO10 no genoma de D. bruxellensis, fato que ndo ocorre em outros
hemiascomicetos (De Souza Liberal et al., 2012). Entretanto, esses dois genes apresentam-se
reprimidos ou com expressao reduzida quando as células de D. bruxellensis sdo cultivadas na

presenca de leucina ou valina como fonte de nitrogénio (De Souza Liberal et al., 2012). Isto explica
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o fato de que a producéo desses compostos € menor em D. bruxellensis (Figura 3D) do que em S.
cerevisiae (Espinosa Vidal et al., 2012).

Outro aspecto importante que ndo se pode descartar na formacao de alcodis superiores é a sua
possivel contribuicdo na manutencdo do equilibrio redox das células juntamente com o glicerol. Na
formacéo de glicerol, assim como na reducédo do aldeido de cadeia ramificada para o alcool fusel na
via de Erlich, envolve a oxidacdo do NADH a NAD" (Van Dijken e Scheffers, 1986; Lilly et al.,
2006). Desta forma, a producdo de alcodis superiores seria um nivel a mais de ajuste fino para
regular o estado redox das células (Boulton e Quain, 2001).

Em relacdo ao escasso crescimento e a perda da viabilidade celular apresentado no meio
MMS+AA, poderia ser resultado da menor eficiéncia na assimilacdo de aminoécidos ramificados
em relagcdo ao amonio, possivelmente devido a uma menor quantidade de transportadores
especificos ou a uma menor velocidade de assimilacdo devido ao maior tamanho estrutural dos
aminoacidos ramificados, somado a um gasto energético maior do transporte. Estudos similares
com aminoacidos aromaticos apresentam linhagem GDB 248 com capacidade diferencial de
crescimento em meio mineral suplementado com esses aminoacidos (dados ndo apresentados),
entretanto esse meio gera escasso crescimento em S. cereviseae possivelmente devido aos mesmos
fatores citados acima (Espinosa Vidal, 2012). No mesmo sentido, este menor crescimento celular
poderia associar-se a sensibilidade de D. bruxellensis aos efeitos toxicos produzidos pelos alcoois
superiores (Tabela 2 e Figura 1). Alguns estudos ja& mostram que em celulas de S. cerevisiae 0
alcool isoamilico induz a formagdo de pseudohifas e reduz o crescimento celular (Martinez-Anaya
et al., 2003; Kern et al., 2004). Um maior niamero de analises necessita ser realizada para elucidar
estes diferentes comportamentos fermentativos.

Em relacao aos ésteres de acetato, foi observada uma alta taxa de producéo do acetato de etila as
primeiras 7 h da fermentagéo no meio SCJ (112 ug/L), bem como a maior produtividade em relagédo
aos outros meios (Tabela 2). Neste meio, novamente observa-se maior producdo de acetato de etila
por células de S. cerevisiae (Espinosa Vidal et al., 2012), embora a producdo desse composto em D.
bruxellensis seja metade do que é produzido por S. cerevisiae, nas mesmas condi¢des. Por outro
lado a menor produgdo desse éster foi no meio MMS+AA, que também apresentou a menor
produtividade (0,75 pg/H.L), cerca de seis vezes menor quando comparada com a produtividade do
meio SCJ (Tabela 2 e Figura 3 B). Os ésteres sdo formados pela condensacao entre um alcool, nesse
caso o etanol, e o acetil-CoA e a concentracdo final deste éster durante a fabricacdo de cerveja por
células de S. cerevisiae esta relacionada ao equilibrio das atividades enzimaticas de acil-transferases
e esterases (Fukuda et al., 1998). Essa menor producédo pelas células de D. bruxellensis precisa ser
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estudada, mas provavelmente sua tendéncia fisioldgica para o metabolismo oxidativo deva induzir a
maior producdo de esterases, deslocando esse equilibrio para as reacdes de quebra dos ésteres nos
seus componentes. Entretanto, a menor disponibilidade de acetil-CoA citosdlico, como sugerido
pela grande producdo de acetato pelas células de D. bruxellensis (Figura 2C), para as reagdes de
transcetilacdo seja uma hipotese mais direta.

A cinética de producdo do 1-propanol foi similar & producdo de acetato de etila, porem em
concentracdes 10 vezes menores (Figura 3 B). A producdo acetato de etila e propanol foi escassa o
nula no meio MMS+AA. Também, ndo foi detectada a producdo de alcool n-butilico em nenhum
dos ensaios fermentativos. Diferente dos alcodis superiores derivados do catabolismo dos
aminoacidos, o 1-propanol é formado pela condensacdo do &cido piravico e do Acetil-CoA no
metabolismo principal (Nyké&nen e Suomalainen, 1983). A linhagem GDB 248 produziu maiores
concentracOes de 1-propanol nos meios com baixas concentracdo de nitrogénio (como no meio SCJ
com 171 mg N/L), e concentracBes menores quando tinha maior nitrogénio presente no meio (como
no meio YPS com 5500 mg N/L). Esse mecanismo inverso na producdo do 1-propanol em relacao a
disponibilidade de nitrogénio ja também foi observado anteriormente em linhagens de leveduras S.
cerevisiae no contexto industrial da producao do vinho (Carrau et al., 2008).

Como mostra a Tabela 2, a producdo de compostos volateis entre 0s meios com amoénia como
fonte de nitrogénio foi, em geral, maior no meio SCJ, embora a concentracdo de amdnia no meio
MMS tenha sido seis vezes maior. Esse resultado é similar ao encontrado na producéo de vinho e no
mosto fermentado de caldo de cana, onde a producéo de alcodis superiores diminuiu com o aumento

da concentragdo total de nitrogénio (Carrau et al., 2008; Espinosa Vidal et al., 2012).

Concluséao

No presente trabalho, procurou-se analisar o comportamento fisiologico da levedura D.
bruxellensis, bem como identificar a producdo dos compostos volateis com caracteristicas
organolépticas em funcdo das diferentes fontes de nitrogénio. Com base nos resultados obtidos
neste trabalho, que simula as condic¢Bes industriais, a suplementagdo do meio com aminoacidos
ramificados exerce uma forte influéncia no metabolismo e na producdo de aromas da levedura D.
bruxellensis. Como era previsivel por estudos anteriores, foi comprovado que D. bruxellensis e
capaz de assimilar fontes de nitrogénio alternativas como os aminoacidos ramificados, porém com

rendimentos fermentativos menores aos observados em meios com fontes de nitrogénio
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preferenciais, como sulfato de amoénio. Provavelmente isto se deva a uma menor eficiéncia de
assimilacdo dos aminoacidos ramificados ou a um efeito inibidor do crescimento por parte dos
alcodis superiores. Baseado na capacidade das células de D. bruxellensis em produzir compostos
sensoriais e na alta adaptabilidade dessa levedura as condi¢cfes industriais, 0 presente estudo abre
portas para uma futura aplicacdo industrial dessa levedura como fermento para a producdo de

cachaga.
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CONCLUSAO

- A levedura D. bruxellensis apresenta maior producdo de biomassa quando comparado a S.
cerevisiae;

- A rapida assimilacdo da sacarose no meio SCJ, ratifica a vantagem do nitrato nesse meio e a
capacidade dessa levedura em se adaptar as condic¢des industriais;

- Nossa linhagem possui maior capacidade de re-estabelecer o equilibrio redox quando comparada a
outra linhagem industrial de D. bruxellensis;

- D. bruxellensis e capaz de assimilar aminoacidos ramificados com unica fonte de nitrogénio,
porém com rendimentos fermentativos menores aos observados em meios com fontes de nitrogénio
preferenciais, como sulfato de aménio.

- D. bruxellensis é capaz de produzir compostos organolépticos de interesse industrial;

- N&o foi detectado alcool n-butilico em nenhuma das fermentacdes com diferentes fontes de
nitrogénio;

- As maiores concentracédo de alcool superiores produzidos na presenca de aminoacidos ramificados
sugerem o catabolismo destes na via de Ehrlich;

- Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para um melhor entendimento da fisiologia de D.
bruxellensis em funcdo das diferentes fontes de nitrogénio, bem como podera abrir perspectivas

para a utilizacdo industrial desta levedura na elaboragéo da cachaca.
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Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological
Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered from
http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. 1., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communications, 163, 51-59,

Reference to a book:

Strunk, W., Ir., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, (Chapter
4.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. S.
Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New York: E-Publishing
Inc.

Resultados complementares

Fermentacdo com aminoacidos aromaticos por Dekkera bruxelensis

Dentre os varios fatores que influenciam na producdo de cachaca artesanal, a presenca de

diferentes fontes de nitrogénio leva a diferentes perfis fermentativos, gerando diversos aromas e
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sabores. Para o melhor entendimento de como as diferencas na fonte de nitrogénio influenciam no
perfil fermentativo da levedura Dekkera bruxellensis GDB 248, foi feito uma cinética durante a
fermentacdo dessa levedura no meio sintético MMS+ARO. Esse meio foi composto de YNB a 1,7
g/L sem aminoacidos e sulfato de amonio, suplementado com sacarose a 120g/L e uma mistura de
fenilalanina (0,40 g/L de N), triptofano (0,40 g/L de N) e tirosina (0,03 g/L de N) como fontes de
nitrogénio. A auséncia do ion sulfato foi compensada pela adi¢cdo de uma quantidade equimolar de
sulfato de potassio. A menor concentracdo de tirosina no meio € divido a sua baixa solubilidade. As
condigdes de fermentacdo foram realizadas segundo o0s experimentos descritos no manuscrito
acima. Foi observado o rapido consumo de sacarose nesse meio (Figura 1) quando comparado ao
consumo de sacarose no meio MMS + AA. O rendimento nesse meio com aminoacidos aromaticos
foi de 0,45 g/g, sendo 3 vezes maior do que no meio MMS+AA. Entretanto esse meio gera lento

consumo de acucar em S. cereviseae (Espinosa Vidal, 2012)

YNB+ ARO
120 = 120
110 - 110
100 o = 100
90 + - 90
80 - 80
70 - 70
5 60 | 50— SACAROSE
50 L 5y —X—ETANOL
40 L 40 —B-GLICEROL
30 = 30 —&— ACETATO
20 - - 20
10 1 - 10
0 Nl - 0
0 5 10 15 20 25

TEMPO (H)

Figura 1. Parametros fisiologicos do cultivo em frasco de Dekkera bruxellensis GDB 248 em meio
mineral contendo fenilalanina, triptofano e tirosina.

Um estudo de expressdo génica envolvendo D. bruxellensis mostrou a presenca de dois
genes ARO10, codificantes da enzima fenilpiruvato descarboxilase no genoma dessa levedura, uma
caracteristica Unica entre os hemiascomicetos (LIBERAL et al., 2012). Em células de S. cerevisiae
esse gene (Fenilpiruvato descarboxilase) cataliza a descarboxilacdo do fenilpiruvato para o

fenilacetaldeido, que é o segundo passo da via de Ehrlich, sendo assim, é possivel que a levedura D.
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bruxellensis produz niveis maiores do alcool 2-feniletanol, conhecido por ter uma aroma de rosas,
sendo este altamente desejados nas bebidas alcodlicas Entretanto a determinacdo desse alcool

nesses ensaios fermentativos com a suplementacdo de aminoacidos aromaticos ainda sera realizada.
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