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Analise Das Leveduras Do Mosto Da Fermentacio Alcoolica De Alambiques
Artesanais Produtores De Cacha¢a Em Pernambuco

MEIRIANA XAVIER VILA NOVA
RESUMO

A producgdo de cachaga no Brasil data do inicio da colonizagdo. Entretanto, as industrias de
cachaca até 1945 eram rurais e rudimentares, nao havendo padrdes de qualidade. A producao
doméstica aumentou bastante e desde entdo o processo de produg¢do vem sendo aperfeicoado e
melhorado, o que tem acarretado melhorias no rendimento, produtividade e qualidade do
produto final. E uma bebida tipicamente brasileira, vem conquistando parcela crescente do
mercado internacional de bebidas destiladas por ser considerada exoética e de sabor especial. O
processo artesanal, no entanto, carece de procedimentos tecnoldgicos mais refinados que
tornem o produto competitivo no mercado, tanto em termos de produtividade quanto em
qualidade. Estas caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a qualidade da populacao
de leveduras envolvidas no processo fermentativo da cachaga. A analise desta populacao
poderd fornecer subsidios para a identificacdo de linhagens especificas para os diferentes
alambiques, as quais deverdo unir o maior rendimento com a produ¢do de metabolitos que
qualificam o produto em termos de aroma e sabor. A partir destes fatos, t€ém-se como objetivos
caracterizar ¢ identificar a populacdo de leveduras do processo fermentativo em diferentes
unidades de producdo de cachaca artezanal da zona da mata de Pernambuco e avaliar a
producdo de metabdlitos fermentativos de interesse para a qualidade organoléptica da cachaca
a partir de culturas puras das leveduras isoladas. A caracterizagdo molecular das leveduras
isoladas através de marcadores de PCR, forneceram dados importantes para detectar quais sao
os perfis de leveduras presente na fermentacdo da cachaga e através do sequenciamento
detectamos as espécies. Os isolados foram caracterizados quanto ao perfil de amplificacao do
locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA ribossomal e agrupados em ribotipos. A relacdo genética entre
os isolados do mesmo ribotipo e a diferenciacdo entre os ribotipos foram comprovadas pela
técnica de DNA-fingerprinting usando os iniciadores (GTG)s, M13 e (GACA);. Um ou dois
representantes de cada ribotipo foi posteriormente identificado por seqiienciamento da regido
D1/D2 do gene 26S de rDNA. Além de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae
foram encontradas também as espécies Pichia caribbica (Candida fermentati), Candida millei,
C. drosophilae, C. ubatubensis, C. guillermondii ¢ Zygosaccharomyces fermentati. Dois
isolados foram identificados como Candida sp e Zyqosaccharomyces sp. Para as
caracteristicas metabolicas foram cultivadas células em meio YPD, coletadas e reinoculadas
em meio de caldo de cana filtrado para concentracdo final de células de 10% (m/v). Os
indculos foram incubados até o final da fermentacdo, os metabodlitos presentes nos
sobrenadantes foram determinados por cromatografia gasosa. As linhagens isoladas de
alambiques produtores de aguardente artesanal apresentaram diferengas significativas em
relagdo aos parametros produgdo de rendimento da fermentagdao e na formagao dos principais
compostos volateis. Nao foi observada a produ¢@o de metanol nos ensaios fermentativos.

Palavras chave: fermentagdo alcoolica, caracterizagdo genética, Saccharomyces cerevisiae,
cachaga, ISSR, (GTG)s, (GACA),;, M13.
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ANALYSIS OF THE LEAVENINGS OF THE ALCOHOLIC FERMENTATION IN
THREE STILLS WITH DIFFERENT LEVELS OF QUALITY OF PRODUCTION OF
CACHACA IN PERNAMBUCO

MEIRIANA XAVIER VILA NOVA

ABSTRACT

The production of cachaga in Brazil dates of the beginning of the settling. However, the
industries of cachaga up to 1945 were agricultural and rudimentary, not having quality
standards. The domestic production increased sufficiently and since then the production
process comes being perfected and improved, what it has caused improvements the income,
productivity and final product quality. It is a typically Brazilian drink, it comes conquering
increasing parcel of the international market of drinks distilled for being considered exotic and
of special flavor. The artisan process, however, lacks of technological procedures finer than
they become the competitive product in the market, as much in terms of productivity how
much in quality. These characteristics directly are related with the quality of the population of
involved leavenings in the fermentativo process of cachaca. The analysis of this population
will be able to supply subsidies the identification of specific ancestries for the different stills,
which will have to join the biggest income with the production of metabolitos that characterize
the product in aroma terms and flavor. To leave of these facts, it is had as objective to
characterize and to identify the population of leavenings of the fermentativo process in
different units of artezanal production of cachaca of the zone of the bush of Pernambuco and
to evaluate the production of fermentativos metabolitos of interest for the organoléptica
quality of cachaga from pure cultures of the leavenings isoladas.A molecular characterization
of the isolated leavenings through PCR markers, had supplied given important to detect which
is perfins of leavenings present in the fermentation of cachaga and through the
sequenciamento we detect the species. The isolated ones had been characterized how much to
the profile of amplification of locus ITS1-5.8s-ITS2 of the ribossomal and grouped DNA in
ribotipos. The genetic relation exactly enters the isolated ones of ribotipo and the
differentiation between the ribotipos had been proven by the technique of DNA-fingerprinting
using the starters (GTG)S, M13 e (GACA)4. One or two representative of each ribotipo later
was identified by seqilienciamento of region D1/D2 of the gene 26S of rDNA. Beyond
different ancestries of Saccharomyces cerevisiae the species caribbica Pichia (Candida
fermentati), Candida had also been found milleri, C. drosophilag, C. ubatubensis, C.
guillermondii and Zygosaccharomyces fermentati. Two isolated ones had been identified as
Candida sp and Zyqosaccharomyces sp. Pra the metabolic characteristics cells had been
cultivated in half YPD, collected and reinoculadas in way of broth of sugar cane filtered for
final concentration of 10% cells (m/v). The indculos had been incubados until the end of the
fermentation, indicated for the stop in the Co2 production and the metabolitos gifts in the
sobrenadantes had been determined by gaseous chromatography. The isolated ancestries of
producing stills of aguardente artisan had presented significant differences in relation to the
fermentativos parameters of income of the fermentation and in the formation of main volatile
composites. The methanol production was not observed in the fermentativos assays.

Words key: alcoholic fermentation, genetic characterization, Saccharomyces cerevisiae,
ISSR, (GTG)s, (GACA)4, M13.
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1. INTRODUCAO

A cachacga, bebida tipicamente brasileira, vem conquistando parcela crescente do
mercado internacional de bebidas destiladas por ser considerada exotica e de sabor especial.
Embora os volumes de producao alcancem de 1,5 bilhdes de litros/ano, os valores da Carteira
de Comércio Exterior do Banco do Brasil (CACEX) demonstram que a exportagdo ndo passou
de 0,2% do total produzido em 1990 ( ETANISLAU et al., 2002) Apesar da sua tradicdo e
importancia, a indistria de aguardentes seguiu até a década de 90 na dire¢cdo do aumento de
produgdo sem se preocupar com a qualidade final do produto. A partir de 1990, varios
segmentos ligados a produgdo da aguardente se manifestaram pela necessidade de medidas
que viessem possibilitar o salto de qualidade da bebida. Como resultado, as exportagdes
alcangaram cerca de 14,8 milhoes de litros em 2002 ( PATARO et al ., 2002)

A projecdo de exportagdo de 40 milhdes de litros para 2010 representa evolugdo das
possibilidades de se conquistar o mercado externo pela melhoria da sua qualidade. A producao
de cachaca de alambique tem merecido destaque na economia do estado de Minas Gerais,
Pernambuco e Sao Paulo. O Estado de Pernambuco, concentrando principalmente alambiques
artesanais, possui um grande potencial para a producdo desta bebida, o qual vem sendo
considerado um grande produto de exportagdo e geragdo de divisas em todo pais ( PIRES,
2001).

O processo artesanal, no entanto, carece de procedimentos tecnoldgicos mais refinados
que tornem o produto competitivo no mercado, tanto em termos de produtividade quanto em
qualidade. E estas duas caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a qualidade da
populagdo de leveduras envolvidas no processo fermentativo da cachaga. A andlise desta
populacdo podera fornecer subsidios para a identificacdo de linhagens especificas para os
diferentes alambiques, as quais deverdo unir o maior rendimento com a producdo de
metabolitos que qualificam o produto, tais como: alcoois superiores, aldeidos e acidos

organicos em termos de aroma e sabor ( BOZA & HORII , 1998).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ORIGEM E CARACTERIZACAO DA CACHACA
2.1.1. Historico da cachaca

A tecnologia de producdo das bebidas alcoolicas espalhou-se pelo Velho e Novo
Mundo. Na Italia, o destilado de uva fica conhecido como grappa. Na Alemanha, a partir da
cerveja, o kirsh. Na Escocia, o Whisky, destilado da cevada sacarificada. Na Russia, a vodka,
de centeio. Na China e Japao, o saké, de arroz. Em Portugal, destilado do bagago de uva, a
bagaceira (LIMA, 2001a). Com o descobrimento do Brasil, Portugal trouxe a cana-de-agucar,
originaria da Asia Meridional entre 1532 ¢ 1548. A historia da cachaga confunde-se entio com
a propria historia do Brasil, sendo produzida como uma bebida alcodlica resultante dos tachos
de melago, a garapa azeda que passou entdo mais tarde a ser chamada cagaga e finalmente
cachaca (LIMA, 2001b).

A produgdo de cachaca no Brasil data do inicio da colonizacdo. Entretanto, as
industrias de cachaga até 1945 eram rurais e rudimentares, ndo havendo padrdes de qualidade.
A produgdo doméstica aumentou bastante e desde entdo o processo de produgcdo vem sendo
aperfeicoado e melhorado, o que tem acarretado melhorias no rendimento, produtividade e
qualidade do produto final (PATARO et al., 2002).

O mercado de cachaca no Brasil tem passado por recentes transformacdes,
configuradas, principalmente, por uma certa elitizacdo do consumo e por uma busca crescente
de qualidade Atualmente, o mercado brasileiro da cachaga movimenta um volume de
aproximadamente 2,0 bilhdes de litros, o que coloca a bebida como a segunda mais vendida no
Brasil, perdendo apenas para a cerveja. Embora a produgao nacional seja consumida quase que
totalmente no mercado interno, tem se verificado um crescimento acentuado da sua aceitagcao
no mercado internacional, haja vista que hoje ela representa o terceiro destilado mais
consumido no mundo (ETANISLAU et al., 2002).

Assim, o atual estdgio de desenvolvimento do mercado da cachaga mostra grande
potencial para a exportagdo, levando-se em consideracdo a crescente aceitacdo e a pequena
parcela da produgdo que ¢ destinada ao exterior (ETANISLAU et al., 2002). Apenas cerca de

1% da producao nacional é exportada, totalizando 14,8 milhdes de litros em 2002.
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Como conseqiiéncia do aumento da producdo, surgiu uma demanda técnica e
cientifica, da cultura da cana-de-agucar ao engarrafamento da cachaga. Muitos estudos e
pesquisas foram feitos na area de fermentagdo do caldo de cana-de-acticar e muitos foram os
conhecimentos adquiridos quanto a extragdo do caldo, purificagdo, fermentagdo, desinfecgdo,
técnicas de destilagdo, busca de leveduras apropriadas e selecionadas, e outros parametros.
Esses estudos contribuiram para o aperfeicoamento técnico da antiga e rotineira industria
aguardenteira, e seu acervo foi muito importante quando a industria de alcool etilico no Brasil
foi solicitada a incrementar suas atividades com a finalidade de produzir etanol como
combustivel liquido alternativo (LIMA, 2001a).

Motivadas pela expansdao do consumo, tém-se percebido agdes voltadas no sentido de
tornar a atividade mais eficiente e articulada, uma vez que historicamente ela se caracteriza
como bastante pulverizada e com elevado indice de informalidade. Destas iniciativas, temos o
Programa Brasileiro de Desenvolvimento de Aguardente de Cana (PBDAC), o Programa
Especial de Exportacdes (PEE), o Programa dos Novos Poélos para Exportacio (PNPE) ¢ a
Rede Mineira de Tecnologia da Cachaga (RTMC). Embora o objetivo final seja a inser¢do no
mercado através da qualidade do produto final, esfor¢os tém que ser dispensados desde a
obtencdo da matéria-prima, passando por todas as etapas do processamento, até chegar a
comercializacado (ETANISLAU et al., 2002).

De acordo com os dados da Associacao Brasileira de Bebidas (ABRABE), a cachaga
posiciona-se como a segunda bebida alcodlica mais consumida no Brasil. Estima-se o
consumo de 70 milhdes de doses diarios, o que representa, em média, aproximadamente 6L
por habitante/ano. Dados oficiais apontam uma produgao de 1,6 bilhdes de litro por ano, sendo
90% de cachaga industrial ¢ 10% de cachaga artesanal (LIMA et al., 2005). E ainda um
produto exclusivamente nacional que participa de um dos maiores mercados mundiais de
bebidas e ¢ a bebida destilada mais popular no Brasil. Representa uma atividade economica
de 2,5 bilhdes de dolares nos Estados Unidos (VICENTE et al., 2005). Este fato fez com que o
governo federal decidisse considerar a cachaca bebida genuinamente brasileira,
desencadeando, com isso um processo de valorizacdo da bebida com o objetivo de estimular o
aumento de produgdo e a melhoria da qualidade visando a amplia¢do ao mercado externo.

Atualmente o estado de Pernambuco ¢ considerado grande produtor de cachaga. A

Pitd, indutstria instalada em Vitoria de Santo Antdo, ¢ a maior exportadora de cachaca no
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Brasil. Estima-se que existam mais de cinqlienta produtores informais de cachaga e cerca de

15 a 20 formalizados em Pernambuco (PIRES, 2001).
2.1.2 Definicao e caracterizacdo da cachaca

A cachaga de alambique, produto alcodlico tipico brasileiro obtido para destilagdo do
caldo de cana fermentado, sob a atuagdo de leveduras. Segundo informes da ABRABE, a
aguardente de cana, caninha ou cachaga ¢ uma bebida tipicamente brasileira, produzida em
quase todos os Estados da Federagdo, atendendo pelos mais diversos nomes - branquinha,
cana, imaculada, maria branca, birita, caninha, zuninga, pinga, entre outros, podendo ser
produzida por pequenos, médios e grandes produtores (PIRES, 2001).

A tao brasileira cachaga ¢ a denominacao tipica e exclusiva da aguardente de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum L) (Rolim 1981) produzida no Brasil, bebida fermento-
destilada com graduacdo alcoolica de trinta e 38% a 48% v/v (volume por volume) a
temperatura de 20°C obtida pela destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agticar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até seis gramas por
litro, expressos em sacarose (BRASIL, 2005).

A Tabela I mostra a composi¢ao tipica da cachaga (coeficiente de congéneres) segundo
o novo Regulamento Técnico para fixagdo dos Padrdoes de Identidade e Qualidade para

cachaca.

TABELA 1. Composicdo tipica da cachaca pela legislagdo brasileira

Composto Limite Maximo
Teor alcodlico 38 a 48 % etanol v/v
Esteres em acetato de etila 200 mg/100mL de alcool anidro
Acidez volatil em acido acético 150 mg/100mL de alcool anidro
Aldeidos em aldeido acético 30 mg/100mL de alcool anidro
Furfural e Hidroximetilfurfural 5 mg/100mL de alcool anidro
Soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol), 360mg/100mL de alcool anidro
isoamilicos (2-metil -1- butanol +3 metil-1-butanol) e n-
propilico (1- propanol),

Fonte: BRASIL, 2005

Segundo este Regulamento Técnico sdo fixados limites méximos para contaminantes

organicos e inorganicos, mostrados na Tabela II, a seguir.
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TABELA II. Limites maximos para contaminantes organicos ¢ inorganicos

Contaminastes Organicos Limite Maximo
Alcool metilico 20,0 mg/100 mL de alcool anidro
Carbamato de etila 150pg/L
Acroleina (2-propenal) 5mg/100mL de alcool anidro

Alcool sec-butilico (2-butanol)  10mg/100mL de &lcool anidro
Alcool n-butilico (1-butanol) 3mg/100mL

Contaminantes Inorgéanicos Limite Maximo
Cobre (Cu) Smg/L
Chumbo (Pb) 200pg/L
Arsénio (As) 100pg/L

Fonte: BRASIL, 2005

2.1.3 Matéria-prima

A matéria-prima bésica para a fabricacdo de cachaga ¢ a cana-de-agucar. No Brasil
normalmente ¢ feita uma selecdo entre as variedades existentes para producdo de aglicar e
alcool, tentando-se obter as que possam ser utilizadas na producdo de cachaca de alambique
(ANDRADE & CARDOSO, 2004). Na sele¢do da matéria-prima deve-se levar em conta a
diversidade do solo ¢ as condigdes culturais e industriais da variedade. Para otimizar o
processo de produgdo de cachaga, a cana deve estar perfeitamente madura e apresentar boas
condicoes fitossanitarias. A safra de cana ocorre de maio a dezembro ¢ cada variedade tem seu

ponto de maturagdo em determinada época (TRINDADE, 2006).

2.1.4 Extracao do caldo e condi¢coes de fermentacio

A extragdo do caldo de cana-de-agucar ¢ feita por esmagamento direto nas moendas,
cuja capacidade vai variar de acordo com a capacidade de processamento da fabrica. O maior
ou menor rendimento em cachaca estd ligado a eficiéncia na extragdo do caldo (LIMA,
2001a).

Tecnologicamente, todo liquido susceptivel de fermentar ¢ denominado mosto. Apos
moagem, o caldo de cana-de-agucar ¢ filtrado e clarificado por decantagdo, que retira parte das
impurezas em suspensdo. O caldo obtido pela moagem da cana-de-actcar ¢ formado por agua

entre 78% e 86%, sacarose entre 11% e 18%, pelos compostos orgénicos ndo aguicares que sao
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constituidos de substancias nitrogenadas entre 0,5% e 1,0%, tais como proteinas, aminoacidos,
etc., além das gorduras, ceras, pectinas, 4cido malico, 4cido succinico e de corantes como a
clorofila, sacaretina e antocianina. Os compostos inorganicos deste caldo sdo representados
pelas cinzas entre 0,3% e 0,5%, que tém como componentes principais a silica, potassio,
fosforo, célcio, sddio, magnésio, enxofre, ferro, aluminio, cloro e outros (LIMA, 2001b).

O preparo do mosto envolve operagdes que permitem melhorar as condi¢des de
fermentagdo do caldo de cana. Inicia-se pela sua filtracdo e decantagcdo, com ajustes no teor de
acucar, acidez, nutrientes e temperatura. O caldo de cana proveniente da moenda ¢ filtrado em
tela fina, passando em seguida por decantador tipo chicana, de modo a eliminar a terra e o
bagacilho, particulas de terra e outras impurezas menores. Na filtragdo, sdo eliminados os

pedacos maiores de bagaco arrastados com o caldo (RIBEIRO, 2002).

A fermentacao ideal ocorre com o caldo de cana numa concentracao de aglicares em
torno de 15° brix. Normalmente, o caldo apresenta uma concentragdo de agucares de 14° a 22°
brix. Acima de 15° brix, ¢ necessario diluir o caldo de cana, para garantir a estabilidade do
fermento ao longo de todo o periodo de fabricagdo. Teores de agliicar acima de 15° brix
acarretam fermentacdes mais lentas e freqiientemente incompletas, além de dificultarem a
multiplicagdo do fermento. Quando se destila um mosto com fermentagdo incompleta,
ocorrem incrustacdes no alambique e formacdo de furfural, que provocam aroma e gosto
indesejaveis na cachaca. Ja teores de agucar abaixo de 15° brix permitem fermenta¢des mais
rapidas, sendo importantes na etapa de multiplicacdo do fermento. Entretanto, acarretam uma
diminui¢do no rendimento industrial (ANDRADE & CARDOSO, 2004).

O pH desejavel do caldo a ser fermentado situa-se entre 4,0 e 5,0. O caldo da cana-de-
acucar sadia e madura apresenta um pH que varia de 5,0 a 6,0, o que demonstra a necessidade
de aumento de acidez para se obter uma boa fermentagcdo. Essa diminui¢do do pH na
fabricacdo artesanal ¢ feita naturalmente, como parte integrante do processo (RIBEIRO,
2002). Na produgdo da cachaca artesanal mineira, essa acidificacdo ¢ realizada colocando-se
fuba no fundo da dorna de fermentagdo, ou ajustando para maior o volume do chamado pé-de-
cuba (ver adiante). Outra pratica utilizada para aumentar a acidez ¢ a adi¢do de vinhoto a dgua
usada para diluir o caldo para o ajuste do brix (RIBEIRO, 2002). E a temperatura ideal para
fermentacdo situa-se entre 28° e 32°. Temperaturas mais baixas diminuem a atividade do
fermento, enquanto as mais elevadas favorecem o desenvolvimento de bactérias indesejaveis,

provocando o enfraquecimento das leveduras (ANDRADE & CARDOSO, 2004).
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2.1.5 Producio de cachaca

A cachaga industrial ndo ¢ obtida em alambiques, mas em destilarias de coluna,
chamadas “destiladores continuos”, colunas industriais de destilacdo ou colunas de destilagao
continua. Sao equipamentos peculiares a producao do alcool. Na realidade, o aproveitamento
total do volume fermentado para a destilagdo, entre outras praticas industriais, ndo consegue
dar qualidade sensorial a pinga industrial, que normalmente, ndo possui aroma e gosto
agradavel e tem os mesmos efeitos criticados por consumidores que passam da segunda dose.
O grande desafio industrial ¢ aprimorar a estrutura organoléptica do seu produto, dar-lhe
melhor perfume e sabor, para que fique tdo atraente quanto a cachaga artesanal (CAMERA,
2004).

Do ponto de vista bioldgico, o processo para fabricagdo de cachaga de alambique
constitui-se de duas etapas principais: na primeira ¢ preparado o indculo, chamado também pé-
de-cuba. Nesta etapa, basicamente os microrganismos sdao multiplicados em condigdes
apropriadas, para garantir o desenvolvimento adequado da segunda etapa, que corresponde a
conversao de agucar em alcool e gas carbonico, fase que ¢ chamada fermentacao (PATARO et
al., 2002). O processo mais utilizado por produtores de cachaca de alambique € o de batelada
simples com reciclagem de indculo. Este método consiste na incubacao de uma dorna com o
pé de cuba. Quando a fermentagdo atinge um estado apropriado (formacao de bolhas) passa-se
metade do contetdo para uma dorna vazia, o corte de dorna. Em seguida, completa-se o
volume das duas com o caldo a ser fermentado (PATARO et al., 2002).

Um dos métodos mais usados para uma boa producdo de cachaca artesanal ¢ a
utilizacdo do pé de cuba “fermento selvagem”, pois ha propaga¢ao exclusivamente a partir das
leveduras presentes naturalmente no ambiente do canavial. Para o preparo do pé de cuba
selvagem acrescenta-se caldo-de-cana a farelo de arroz, fuba de milho, farinha de rosca e sulco
de limao ou de laranja até que se forme uma pasta (TRINDADE, 2006).

A Figura 1 mostra o fluxograma da producdo da cachaga. A cana-de-actcar depois de
moida e separado o bagaco, ¢ submetida a uma filtracdo, por passagem em peneiras, ou
decantado para separacao do bagacilho. O caldo pronto para fermentar ¢ denominado mosto, é
colocado para fermentar na presenga do fermento ou pé-de-cuba. Apds o término da
fermenta¢do do mosto o caldo ¢ chamado de vinho, que depois de sedimentado ¢ destilado.

Durante a destilagdo, sdo separadas fracdes da cabeca, primeira etapa da destilagdo que
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contém impurezas tais como metanol, coragdo, que corresponde a cachaga propriamente dita, €
cauda, que ¢ ultima etapa da destilacdo que contém os 4lcoois de cadeia pesada ou alcoois de
fasel. Uma vez coletada, a bebida entdo pode ser envelhecida, ou engarrafada logo a seguir da

producao (LIMA, 2001b).

| Moagem I—a‘ﬂy—'ﬂ =

Caldo de Cana

| Filtragao/Decantagéo |—B2saciho,

Caldo

Féde Cuba -I Fermentacio (mosto) J

Vinho

| Sedimentagio | Pé de Cuba_

Vinhe Clarificado

Cabeca
. Vinhato | Destilagéo Ii:ﬁaudn

Cachaga (Coragdo)

| Envelhecimento ]

Cachaga Envelhecida

| Engarrafamento |

Figura 1. Fluxograma da producdo de cachaga.

2.1.6 Fermentacao alcodlica

No Brasil, por volta do século XV, a fermentagao foi inicialmente utilizada para o
preparo de bebidas, cachaga, e a producdo de certos alimentos utilizando a planta da mandioca
para essa finalidade (LEAO, 2005).

A fermentacdo descontinua é também conhecida por fermentagdo por batelada ou

processo descontinuo de fermentacdo, na qual o mosto ¢ o pé-de-cuba sdo adiconados ao
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mesmo tempo até o volume de trabalho das dornas e a fermentagao ¢ permitida até o final sem
alteracdo do volume. O processo definido como fermentagdo descontinua alimentada ¢ uma
técnica aprimorada da batelada no qual um ou mais nutrientes sdo adicionados ao fermentador
durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final da fermentagao, por cerca de
24 horas. A adicdo de mosto pode ser continua ou intermitente (CARVALHO, 2001;
PATARO et al., 2002).

Sdo varios os fatores que interferem na qualidade das bebidas alcodlicas destiladas tais
como matéria-prima e o método de condugdo do processo fermentativo. No entanto, leveduras
e as condigdes de fermentagdo t€m sido apontadas como os fatores que mais influenciam o
sabor das bebidas alcodlicas. O tipo de alambique e a técnica de destilagdo também afetam o
sabor dos destilados. O cobre age de forma a reduzir o teor de compostos sulfurados volateis
no destilado, e, portanto o desagradavel odor tipico de sulfeto, o principal componente desta

classe de compostos ¢ dimetilsulfeto (OLIVEIRA, 2001).

2.1.7 Compostos secundarios na produc¢ao da cachaca

Alem dos principais produtos de fermentacdo alcodlica com caldo de cana, que sdo
alcool etilico e didxido de carbono, ha normalmente a formacdo de pequenas quantidades de
outros componentes os produtos secundarios da fermentacao alcodlica (MAIA & NELSON,
1994). O acido acético tem sido quantitativamente o principal componente da fracao de acidos
orgéanicos das aguardentes (NYKAMEN, 1983). O acido acético ¢ formado principalmente por
bactérias acéticas e lacticas e por leveduras acéticas, por exemplo Dekkera sp. Quanto maior a
acidez acética das dornas, menor o rendimento da fermentacdo, e este parametro depende da
linhagem da levedura utilizada, pureza da fermentagdo, higiene dos equipamentos, tempo e
temperatura de fermentacdo e tempo de espera para destilar o vinho. Esta acidez das cachagas
pode atingir nivel muito alto, inviabilizando o produto (PINHEIRO, 1999). H4 ainda os acidos
graxos que sdo produzidos durante o periodo de aeragdo das leveduras para formacdo do
mosto fermentativo, sendo esses, altamente indesejaveis, pois aumentam a turvacao e
promovem aromas desagradaveis na bebida (MAIA & NELSON, 1994). Dentre os compostos
carbonilicos, os aldeidos sdo os mais importantes componentes do aroma, pois, mesmo em
baixas concentragdes, interferem nas caracteristicas sensoriais da bebida e podem ter origem

pela acdo das leveduras durante estagios preliminares do processo de fermentagao (PIGOOTT
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et al., 1989). O acetaldeido ¢ o maior componente, geralmente constituindo 90% do contetido
total de aldeidos em vinhos e bebidas destiladas sendo originado do metabolismo de leveduras
durante fermentacdes alcoodlicas (LONGO et al., 1992; ROMANO et al., 1998). Diferentes
linhagens de Saccharomyces cerevisiae produzem altos niveis de acetaldeido, entre 50 a 120
mg/L, o que pode prejudicar o produto. O furfural, um aldeido produzido pela reagdo quimica
entre compostos aromaticos e a glicose, influencia negativamente o aroma e o paladar da
cachaga e deve ser evitado (PINHEIRO, 1999).

Os ésteres sao formados em reacdes de esterificacdo entre alcoois e acidos carboxilicos
durante o processo de oxidacdo, apresenta aroma tipico, agradavel e suave (GALHINE, 1988).
Os ésteres de acidos graxos sao os que mais contribuem para o sabor das bebidas em geral
(NONATO et al., 2001). O principal éster da cachaca ¢ o acetato de etila, responsavel pela
forma¢ao de aroma frutal, que ¢ desejavel. O acetato de iso-amila e o butirato de amila tém
aroma de banana e, em quantidades excessivas, torna a bebida enjoativa (PINHEIRO, 1999).

O glicerol ¢ um composto produzido em decorréncia do crescimento celular e tem
importincia na composi¢do do “bouquet” e textura das bebidas destiladas, devido a sua
viscosidade (WALKER, 1998).

Os alcoois superiores sdo provenientes das transformacdes dos aminoacidos durante o
processo fermentativo, € como destaque temos o dlcool amilico e o alcool propilico com até
cinco carbonos, responsaveis pelo odor da bebida (GALHANE, 1988). A formagdo dos
alcoois superiores ocorre através da descarboxilacdo de cetoacidos intermedidrios da
biossintese de aminoacidos, seguida de redugdo de aldeidos pela desidrogenase alcodlica
(WEBB; INGRAHAM, 1963). Os principais alcoois superiores sao n-propilico, isopropilico,
n-butilico, isobutilico, amilico e isoamilico e dlcoois aromaticos, dos quais o fenotil-alcool ¢ o
mais importante (WALKER, 1998).

O metanol é um produto da decomposi¢do de pectinas, através da hidrélise enzimatica
microbiana, e ocorre principalmente quando ndo ha uma boa clarificagdo e o caldo de cana
apresenta grandes quantidades de bagacilho. Cachacas que apresentem o somatorio desses
componentes acima de 30,0 mg/100 mL de alcool anidro, sdo consideradas improprias para o
consumo (PINHEIRO, 1999). Além do metanol, o cobre ¢ um componente indesejavel da
cachaca, pois elimina os odores desejaveis do produto (MAIA & NELSON., 1994).

Existe diferenga quanto aos produtos do metabolismo celular da levedura S. cerevisiae

em condic¢des de respiragdo e de fermentagdo. Em condigdes de respiragdo, quando a formacao
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de biomassa ¢ predominante, a levedura ainda produz etanol quando esta em condigdes
favoraveis para producdo de biomassa. Ao se duplicar, a célula da levedura retira energia das
ligagdes quimicas do agucar. ). Assim, a glicose de seis carbonos ¢ hidrolisada, inicialmente,
em duas moléculas de 3 carbonos, como, alcoodis aldeidicos e cetonicos que sdo convertidos a
duas moléculas de acido priavico. Esta seqiiéncia de transformagdes quimicas constitui a via
metabodlica chamada glicolise. O acido piravico ¢ completamente oxidado nas mitocondrias
pelo Ciclo de Krebs, liberando CO, e NADH, e este tltimo ¢ oxidado pela cadeia respiratoria
até ATP e 4dgua. Esta energia de oxidacdo ¢ utilizada para converter intermedidrios da
degradagdo metabdlica em materiais para constru¢ao de novas células (ALTERTHUM, 2001).

A diferenca basica nos produtos do metabolismo celular da levedura S. cerevisiae
quando esta se encontra fermentando, em relagdo ao metabolismo aerdbico consiste no
seguinte: o acido pirtivico formado ¢ convertido no citosol a etanol, glicerol, CO, e acido

succinico como principais produtos (ALTERTHUM, 2001).

2.2 PROPAGACAO DO FERMENTO

2.2.1 Leveduras que participam na producio de cachaca

As leveduras sdo fungos unicelulares, eucariontes, heterotrofos, caracteristicamente
esféricos, ovais ou cilindricos, com fase somatica ou vegetativa, reproduzem-se assexuada
mitoticamente por processo denominado brotamento multilateral ou fissdo e sexuadamente por
producao de esporos e conjugacdo, envolvendo mitose ¢ meiose. Na classificagdo taxonomica,
as leveduras podem ser divididas em dois filos Ascomycota e Basidiomycota.
(ALEXOPOULOS et al., 1996). A capacidade das leveduras de sintetizar produtos industriais
como lipidios, proteinas e substancias como etanol, ¢ conhecida desde o século dezenove, mas
0 interesse por esses microrganismos vem crescendo nos ultimos vinte e cinco anos. As
leveduras mais estudadas sdo as que pertencem aos géneros Candida, Saccharomyces e
Schizosaccharomyces A primeira pela sua importancia médica ¢ as duas tltimas sdo muito
utilizadas como modelos eucariotos em trabalhos cientificos (LIMA, 2001a). As leveduras sdo
consideradas como importantes modelos para a genética, elas tém contribuido com enorme
soma de conhecimentos para um melhor entendimento dos processos genéticos. Sua

distribui¢do ¢ ampla, como eucaridticas, além de crescerem e reproduzirem-se rapidamente em
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meio simples gerando uma alta densidade celular, se requer pouco tempo para um nimero
determinado de geracdes, assim elas podem ser usadas, com eficiéncia, na resolugdo de muitos
problemas. Devido a facilidade de manipulacdo e por apresentar altos niveis de producao de
proteinas secretoras, estudos genéticos neste grupo tém sido intensamente realizados
(ANCHORENA MATIENZO, 2002).

As leveduras sdo constituidas de proteinas, carboidratos, matéria graxa, sais minerais e
contem vitaminas cujas propor¢des variam com a cepa € com o meio ambiente. Os
carboidratos representam de 15 a 60% da matéria seca e incluem 33% de trealose, 27%
glucanas, 21% de mananas e 12% de glicogénio. As glucanas ¢ mananas sdo polissacarideos
nao redutores, formados de glicose e manose, que sdo encontrados na membrana celular.
Apresentam baixos teores de vitamina A, mais s@o ricas de vitamina do complexo B e de
provitaminas D, transformével em vitamina D por irradiagdo ultravioleta (AQUARONE et al.,
2005).

A industrializacdo de leveduras secas para fins alimentares exige a producdo de
concentrados com teor de proteinas bruto capaz de competir economicamente com 47% dos
farelos de soja (Glycine max), e com os 39 a 44% das tortas de farelo de algoddo (Gossypium
hirsutum) (LIMA et al., 2005).

Em condig¢des de restricdo de oxigénio, as leveduras absorvem a sacarose na forma de
seus monossacarideos estruturais, glicose e frutose, a partir da oxidagdo parcial dessas
moléculas ao piruvato. Esse piruvato ¢ descarboxilado para a formagao de acetilaldeido e CO,,
reacdo catalisada pela enzima piruvato-descarboxilase. A reducdo do acetilaldeido a etanol
ocorre através da enzima dalcool-desidrogenase com a re-oxidagdo do NADH produzido
durante a glicolise a NAD" (LEAO, 2005).

As leveduras utilizadas na fabricacdo de bebidas alcoolicas geralmente sdo linhagens
da espécie Saccharomyces cerevisiae. Nas fermenta¢des espontaneas, um grande numero de
espécies pode estar envolvido, com predominancia de S. cerevisiae (PATARO, 2000).

Existem os fermentos "caipiras", os selecionados e os prensados. O fermento natural
ou pé-de-cuba ¢ usualmente preparado pelo método conhecido como fermento caipira, que
consiste numa mistura de caldo de cana-de-agucar ndo diluido, farelo de arroz (Oryza Sativa),
farinha de milho (Zhea mays) ou soja, entre outros cereais, com adi¢ao de suco de limdo
(Citrus Limon) ou laranja (Citrus sinensis) azeda para abaixar o pH. Sao feitas adi¢Ges diarias

de caldo de cana-de-acticar no periodo de cinco a sete dias (RIBEIRO, 2002), quando as
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leveduras naturalmente presentes nos substratos estao se reproduzindo e o volume de massa
celular esta aumentado. Desta forma, o indculo ¢ obtido a partir da fermentag¢do espontanea do
caldo por microrganismos selvagens presentes no caldo da cana-de-agucar, nos equipamentos
e nas dornas de fermentacdo. O fermento prensado ¢ um produto comercial contendo células
da levedura S. cerevisae a mais especifica para a fermenta¢ao da garapa, como por exemplo,
Fermento Fleischmann, Itaquara, Mauri, etc.

A utilizagdo de leveduras selecionadas tem sido pesquisada, visando um aumento da
produtividade, vantagens tecnologicas e melhoria das caracteristicas sensoriais da cachaga
(PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001). Segundo MORALIS et al. (1997) foi observado
que durante a multiplicagdo do fermento natural e no decorrer da fermentacao para producao
de aguardente de cana artesanal, a qual varia de 12 a 48 horas, ha uma sucessao de espécies de
leveduras, sendo a espécie predominante S. cerevisiae. Candida sake, Kluyveromyces
marxianus var. drosophilarum e leveduras apiculadas também sao freqiientes.

Nas grandes destilarias brasileiras de alcool € mesmo em pequenas fabricas, ja ¢
comum o uso de fermentos selecionados no inicio da safra, mas ainda hd um grande ntimero
de fabricas que trabalha com leveduras de panificacdo, prensadas, e com fermentos naturais.
Ao longo dos ciclos de fermentagdo, que dura normalmente entre 20 a 24 horas, o caldo de
cana-de-agucar vai sendo lentamente ‘“contaminado” pelas leveduras indigenas, que se
sobrepdem e dominam o processo fermentativo. Isso ocorre em qualquer regido do pais, com
predominancia de microrganismos adaptados as condi¢des locais (LIMA, 2001). Observa-se
que de uma forma geral, S. cerevisiae prevalece nas fermentagdes, sejam espontaneas ou
conduzidas (SCHWAN et al., 2001).

Pataro et al. (2000) mostraram uma sucessao de populacdo de leveduras em diferentes
periodos de fermentacdo da cachaca, em trés alambiques no estado de Minas Gerais.
Saccharomyces servazzi, Pichia anamala, S. unipsorus e Torulaspora delbrueckii foram
exclusivamente isoladas de fermentagdes iniciais, Candida glabrata, C. colliculosa e C krusei
foram isoladas nas fermentagdes medianas; a maioria das linhagens de S. pombe, S. cerevisiae
foram espécies predominantes em todo periodo da fermentacao.

Segundo Oliveira (2001), a fermentagdo artesanal da cachaga de cana caracteriza-se
por ser conduzida por uma microbiota mista de leveduras, com predominancia de linhagens de
S. cerevisiae, leveduras apiculadas (Kloeckera japonica) e espécies de Candida,

Kluyveromyces e Picchia sdo também freqiientemente isoladas. As leveduras presentes nessas
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fermentagdes estdo em constante sucessao, devido a introdu¢do de microrganismos que

acompanham o caldo de cana, e também devido as condigdes de processo.

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (Figura 2) ¢ uma levedura heterotalica que em seu ciclo de
vida apresentam as fases haploide e diploide estaveis, pertence ao filo Ascomycota, a ordem
Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae e género Saccharomyces. Apresenta
reproducdo assexuada por brotamento multilateral podendo reproduzir sexuadamente
formando quatro ascosporos em ascos livres, os quais tém origem tanto de um zigoto quanto
de uma célula somatica partenogénica. Dois ascosporos em cada asco possuem o sinal de
acasalamento a, enquanto os outros dois possuem o sinal de acalamento a. Apds a fusdo, o
zigoto inicia o brotamento seguido da formagdo dos ascosporos (ALEXOPOULOS et al.,
1996).
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Figura 2. Saccharomyces cerevisiae. A) Aspectos macroscopicos da cultura; B) Micrografia eletronica de
varredura do estagio de reproduc@o assexuada por brotamento; C) Estrutura celular.

Fonte: University of Kent Biosciences.

O uso de S. cerevisiae na biotecnologia tem grande importancia ¢ interesse econdmico
no Brasil. Encontra-se no centro da Biotecnologia tradicional, pelo seu papel milenar nos
processos fermentativos para producao de paes, bebidas e alcool combustivel, devido a sua

capacidade de produzir alcool e didxido de carbono que permite a expansdo da massa do pao a

partir de agucares. (LIMA 2001a)

2.2.3 Candida milleri

Candida milleri (Figura 3) foi encontrada a primeira vez na Africa do Sul, foi isolada
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de agua, cerveja e pao. Classificada como pertencente ao filo Ascomycota, a ordem
Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae e género Candida (BARNETT et al,
2002)

CBS 5658

Figura 3. Candida milleri. A) Aspectos microscopicos da cultura; B) Aspectos macroscopicos

da cultura.
Fonte: http://www.cbec.knaw.nl/yeast/BioloMICS.aspx

2.2.4 Pichia guilliermondii

Pichia guilliermondii (Figura 4) foi isolada de agua, pele humana, cerveja, soro de
leite, agua do mar, arvores, solo, sendo encontrada pela primeira vez na Italia e na Africa do
Sul. Classificada como pertencente ao filo Ascomycota, a ordem Saccharomycetales e a

familia Saccharomycetaceae e género Pichia (BARNETT et al, 2002)

N D 2 \ ces 7921

Figura 4. Pichia guilliermondii. A) Aspectos microscopicos da cultura; B) Aspectos
macroscopicos da cultura.
Fonte http://www.cbs.knaw.nl/yeast/Files/177/7921-col+.JPG

2.2.5 Pichia caribbica


http://www.cbc.knaw.nl/yeast/BioloMICS.aspx
http://www.cbs.knaw.nl/yeast/Files/177/7921-col+.JPG
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Pichia caribbica (Figura 5) foi isolada de agua e classificada como pertencente ao filo
Ascomycota, a ordem Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae ¢ género Pichia
(BARNETT et al, 2002). Esta levedura representa a teleomorfa (forma com reprodugao

sexuada) do anamorfo (forma sem reproducao sexuada) de Candida fermentati.
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Figura 5. Pichia caribbica. A) Aspectos microscopicos da cultura; B) Aspectos macroscopicos
da cultura.
Fonte: http://www.cbc.knaw.nl/yeast/BioloMICS.aspx

2.2.6 Candida ubatubensis

Candida ubatubensis foi classificada como pertencente ao filo Ascomycota, a ordem
Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae e género Candida (BARNETT et al,

2002) e foi recentemente descoberta.

2.2.7 Zygosaccharomyces fermentati

Zygosaccharomyces fermentati (Figura 6) foi encontrada na Espanha, isolada de
arvores e frutos de laranja (Citrus sinensis) e classificada como pertencente ao filo
Ascomycota, a ordem Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae e género

Zygosaccharomyces (BARNETT et al, 2002).


http://www.cbc.knaw.nl/yeast/BioloMICS.aspx
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L
O
Figura 6. Zygosaccharomyces fermentati. A) Aspectos microscopicos da cultura; B) Aspectos

macroscdpicos da cultura.
Fonte: http://www.cbs.knaw.nl/yeast/Files/177/707-col+.ijpg

2.2.8 Dekkera bruxellensis

Espécies do género Dekkera apresentam, ao microscopio, células esferoidais a
elipsoidais, muitas vezes ogivais. A reprodugdo vegetativa se da por brotamento e exibe
pseudomicélio. Como caracteristicas gerais, podem ainda ser listadas seu lento crescimento,
curta duragdo de vida em placas, aroma caracteristico, forte producao de acido acético a partir
de glicose, estimulo da fermentacdo pelo oxigénio molecular e exigéncia de fonte externa de
vitaminas. A espécie D. bruxellensis representa a espécie tipica deste género. (Walt ,1984).
Sao associadas com o vinho tém sido, quaseque exclusivamente, isoladas de vinhos prontos ou

em fermentacao (Walt & Kerken, 1961, SOUSA LIBERAL, et al .,2002).

2.2.9 Fatores que influenciam diretamente na propagaciao do fermento

2.2.9.1 Aeracio e agitaciao

Para preparagdo de culturas “starter” (ou indculo) e no controle da fermentacdo
alcodlica, ¢ importante considerar a funcdo do oxigénio no controle do metabolismo e
crescimento da levedura. Quando o oxigénio esta disponivel, o metabolismo da levedura
direciona para a respiragdo, rendendo teoricamente 38 moles de ATP para cada mol de glicose,
desta forma, permitindo uma maior velocidade de crescimento, maior producdo de biomassa, e
a sintese de materiais de reserva, como esterdis e acidos graxos. Desta forma, a aeragdo ¢
usada na preparagdo de culturas “starter” quando uma quantidade maior de biomassa ¢

requerida (HENICK-KLING, 1988).


http://www.cbs.knaw.nl/yeast/Files/177/707-col+.jpg
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Segundo Schmidell (2001), um cultivo que seja altamente eficiente, ocorre com
elevadas velocidades de crescimento celular, significa altas velocidades de consumo da fonte
de carbono, a fim de que haja abundancia de elétrons transportados na cadeia respiratdria
(geracao de ATP). Mas significa também, obrigatoriamente, a necessidade da existéncia de
oxigénio dissolvido, a fim de que estes elétrons sejam drenados ao final desta cadeia. A
concentragdo de oxigénio dissolvido na saturagdo ¢ apenas da ordem de 7mg O,/L (ou 7 ppm),
ao se borbulhar ar atmosférico a pressdo de 1 atm e a 35 °C. Por esta razdo ¢ que se costuma
afirmar que a extensdo de um processo descontinuo aerdbio e, por conseguinte, a obtenc¢ao de
elevadas concentragdes do produto desejado, depende enormemente da capacidade de se
transferir o oxigénio para a fase liquida, especialmente nos instantes mais avancados do
processo, onde a concentracdo celular pode ser elevada. Em outras palavras, podem-se ter
situacdes em que a capacidade de transferéncia de oxigénio é que ditard as condicdes de
operagdo. Formas menos eficientes, em termos de transferéncia de oxigénio, podem ser
interessantes sob outros aspectos, como, por exemplo, a de submeterem as células a um menor
cisalhamento. Deve-se lembrar também que sempre se adicionam solug¢des de nutrientes, o que
significa a presenca de muitas substancias dissolvidas, as quais, no computo final, reduzem a

concentragdo de oxigénio em relagdo ao valor observado para a 4gua (SCHMIDELL, 2001).

2.2.9.2 Temperatura

Pataro et al. (2000) estudaram as caracteristicas da fisiologia de crescimento de 210
isolados de leveduras obtidos de um alambique de cachaga de alambique do estado de Minas
Gerais. A maioria das linhagens foi fisiologicamente adaptada as condi¢des ambientais
observadas nas dornas de fermentagdo. Elas foram capazes de crescer a 35°C, em meio
contendo até 25% de glicose e em concentragdo de 5 % (v/v) de etanol. A temperatura 6tima
para a fermentagdao ¢ de 5 a 10°C acima do 6timo para o crescimento da levedura, que se
encontra na faixa de 25 a 30°C (JONES et al. 1981). Stupiello e Horii (1981) afirmam que a
reproducdo de células pode ocorrer até a temperatura da ordem de 38 °C, havendo inibi¢do da

multiplicagdo a 40 °C e na presenga de 8 a 9 % v/v de etanol.
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2.2.9.3 Requerimentos para o crescimento e composi¢cio quimica do mosto

E importante observar que as condigdes de cultivo que proporcionem o maximo de
crescimento celular podem ndo ser necessariamente aquelas que proporcionem o maximo de
rendimento de algum produto do metabolismo. Sabe-se que metabolicamente as leveduras sao
predominantemente anaerdbias facultativas, sendo capazes de crescer tanto na auséncia de ar
(fermentacdo) como na sua presenca (respiracdo ou metabolismo oxidativo) (AIBA et al.,
1973). A célula de levedura possui compartimentacdes para adequacdo da atividade
metabolica. A fermentacdo alcoodlica (glicolise anaerdbia) ocorre no citoplasma, enquanto que
a oxidacao total do agtcar (respiragdao) se da na mitocondria (LIMA, 2001a). Observa-se que,
quando os microrganismos sdo capazes de crescer em ambas as situagdes
(aerobiose/anaerobiose), um substrato que ¢ metabolizado aerobiamente ocasiona um
crescimento celular muito maior quando comparado ao substrato metabolizado
anaerobiamente (STUPIELLO & HORII, 1981). Na verdade, poucas espécies sao capazes de
crescer mais rapidamente sob estas condig¢des, ¢ S. cerevisiae se sobressai como uma levedura
anaerdbias facultativas. E comumente aceito que anaerdbios facultativos tém a habilidade de
crescer sob ambas as condi¢cdes de aerobiose ou anaerobiose usando, respectivamente,
oxigénio molecular ou outro composto como aceptor final de elétrons ou redutores
equivalentes vindos do processo anabolico (PEREIRA et al, 2003).

Segundo Reed e Nagodawithana (1991), muitos autores tém demonstrado a relagdo
entre a composicdo da biomassa das leveduras e a quantidade dos varios nutrientes requeridos
para alcangar esta composi¢do. A composi¢ao de leveduras S. cerevisiae de fermento prensado
para panificacdo ¢ mostrada na Tabela III, a seguir. Pulzatto (2000) comenta que a composi¢ao
quimica da levedura ¢ amplamente afetada pelas condi¢des quimicas e fisicas do meio de
crescimento, mas podem ser resumidas como tendo alto teor de proteina, alto conteudo de
acidos nucléicos, baixo conteudo de lipideos, alto para cinzas, conteido moderado de

carboidratos e alto para vitaminas.

2.2.9.3.1 Fonte de Carbono
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A concentracdo de glicose no meio tem provado ter uma importante fungao regulativa
no metabolismo. A concentracdo de acgucar no caldo de cana-de-agucar deve ser diferente nas
duas etapas distintas do processo fermentativo. A primeira esta relacionada com a propagagao
de S. cerevisiae que ¢ feita sob intensa aeragdo. Normalmente ¢ recomendado que o teor de
acucar ndo seja superior a 2-3% (p/v), ja que concentracdes mais altas prejudicam a respiragao
da célula, que ¢ indispensédvel para um crescimento eficiente. A segunda etapa esté relacionada
com a fermentagao propriamente dita, ou seja, a conversao de aglicar em etanol e CO,. Nesta
etapa, o teor médio de acucar tolerado pela levedura ¢ em torno de 15% (p/v). Este limite pode
ser variavel de acordo com a levedura e as demais condi¢des do processo fermentativo (MAIA

etal., 1992; SCHWAN et al 2001).

TABELA III. Composi¢ao de leveduras de
fermento prensado

Componente % em base seca

Proteina 47
Carboidratos 33
Minerais 8
Acidos Nucléicos 8
Lipideos 4

Fonte: Reed e Nagodawithana (1991)

Maia & Nelson (1994) comenta que em cultura aerdbia, o proprio substrato ¢
reconhecido com agente regulador do metabolismo da glicose. O efeito Crabtree ¢ descrito
como o efeito repressor da atividade respiratoria pela glicose livre. Assim, S. cerevisiae seria
“sensivel” a glicose, pois em concentracdes de 100 a 200 mg/L ja ¢ iniciada a fermentagdo.
Segundo Peppler e Reed (1987) esta repressao ocorre na concentragdo de 0,2 % p/v, e esta é a
razdo para se conduzir fermentagdes em batelada alimentada. O actcar deve ser alimentado
continuamente a uma taxa lenta para que possa ser consumido continuamente e ndo ultrapasse
a concentragdo critica. Devido a formagao de etanol diminuir o rendimento em biomassa, ¢
necessario controlar a taxa de alimentagdo de agucar no propagador para minimizar a

producdo de etanol. Desta forma, a concentracdo de aglcar ¢ o parametro principal para

efetiva producdo de massa celular de levedura (KASPERSKI, MISKIEWICZ , 2002).
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2.2.9.3.2 Fonte de Nitrogénio

As leveduras geralmente podem sintetizar todos os aminodcidos e bases nitrogenadas
necessarias para seu crescimento celular a partir do ion amoénio (HENICK-KLING, 1988). No
entanto, Maia & Nelson (1994) comenta que a utilizacdo de sulfato de amonio como fonte
nitrogenada resulta em maior acidez do meio, que embora possa favorecer o controle da
contaminagdo bacteriana (e conseqiiente redu¢do da formagdo de acidos latico e acético),
causa estresse a levedura, diminuindo a viabilidade e multiplicacao.

Pode-se usar suplementacdo com amonio ou sais de amonio, mas segundo Aiba et al.
(1973), o crescimento ¢ mais rapido quando se usa nitrogénio organico. A produgdo especifica
de células de levedura (Yys) normalmente aumenta linearmente com o aumento do nitrogénio
protéico no meio de fermentacdo sintético (PULZA, 2000). Portanto, a reproducdo de S.
cerevisiae varia em fung¢do do nivel de nutrientes encontrados na matéria-prima, e dentre estes
o nitrogénio ¢ o que apresenta uma resposta mais significativa. A levedura ndo assimila
instantaneamente o nitrogénio quando adicionado na forma de uréia (46% de N) ou sulfato de
amonio (21% de N) (PIGGOTT et al.,1999).

Visando verificar a influéncia da adi¢do de nitrogénio protéico na fermentagao
alcoolica de caldo de cana-de-agucar para producdo de cachaga, Jeronimo (2004) testou o uso
de trés diferentes fontes de nitrogénio protéico, dentre elas, um isolado protéico de soja
(denominado comercialmente de SUPRO 780 — anteriormente denominado Samprosoy 90 LH
produzido pela Bunge Alimentos), obtendo uma boa multiplicacdo e viabilidade da levedura,
propiciando assim, melhor qualidade no fermento reciclado. Neste experimento, a viabilidade
manteve-se elevada até o final do experimento (6 reciclos), e a massa celular produzida
também. Segundo este autor, o nitrogénio protéico original do caldo de cana-de-agucar foi
praticamente todo consumido, o que significa estar em forma assimilavel pela levedura. Do
ponto de vista nutricional da levedura, os resultados deste trabalho mostram que o N protéico

presente no caldo ¢ insuficiente para suprir a nutri¢do da levedura em fermentacao.

2.2.9.3.3 Adic¢ao de farinha de milho e de soja ao mosto

Maia (1991) propds que a adicdo de farinha de milho ao mosto resulta em alguns

beneficios ao processo fermentativo, como a adsor¢do pelo amido de metabdlitos secundarios
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da propria fermentacao alcoolica, cuja presenga no mosto afeta a via glicolitica. Porem Cleto
(1997) testou a suplementacdo do mosto com fubd de milho, ndo obtendo alteragdes
significativas na viabilidade celular. O autor observou um menor teor de acidez no mosto

suplementado com fub4, resultando também numa cachaga com menor acidez total.

2.2.9.3.4. Fonte de Minerais

As leveduras exigem diversos ions inorganicos (minerais) em concentragdes tanto
micro como milimolar para manifestarem Otimos crescimentos e rendimento fermentativo.
Deficiéncias ou concentracdes elevadas de tais minerais, ou seja, um desequilibrio entre os
nutrientes minerais provoca alteragdes metabolicas significativas (BASSO et al., 1996).

Microelementos t€ém uma fun¢do importante no metabolismo celular, principalmente
devido aos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas (STEHLIK-TOMAS et al.,
2004). Aparentemente, ions metalicos sdo vitais para todos os organismos, e¢ desta forma,
transportadores destes ions tém um papel crucial na manutencdo da homeostase. Todavia,
quantidades excessivas destes mesmos ions sdo toxicas e podem causar danos as fungdes as
quais se prestam (STEHLIK-TOMAS et al., 2004). A composi¢do elementar de uma célula
microbiana depende de muitos fatores, como condigdes de cultivo, espécie do
microorganismo, e at¢é mesmo do substrato utilizado para seu crescimento (CARVALHO;
SATO, 2001). Zinco, cobre e manganés sao muito interessantes devido ao efeito positivo na
atividade respiratoria e na taxa de crescimento de S. cerevisiae (STEHLIK-TOMAS et al.,
2004). Fosforo, potassio enxofre € magnésio sao os minerais mais encontrados na composi¢ao
de microrganismos, e estes e outros elementos presentes em quantidades significativas devem
ser suplementados ao meio de cultura. A seguir, sdo mostrados na Tabela IV os constituintes

inorganicos de leveduras.

2+
O zinco na sua forma biologicamente mais relevante (ions Zn ) ¢ essencial como

cofator catalitico em varias enzimas, inclusive alcool desidrogenase, fosfatase alcalina,
anidrase carbonica e varias carboxipeptidases, ndo sendo substituido por nenhum outro ion em

suas fungdes (STEHLIK-TOMAS ET AL., 2004). Tem sido apontado que a presenga de ions

2+
Zn em quantidades de 5-15 uM no meio nutriente otimizam o fator de crescimento de células

de levedura, assim como a produ¢do de etanol. De forma oposta, sua deficiéncia paralisa o



VILA NOVA, M .X. Analise das leveduras da fermentagéo alcodlica em... 38

crescimento celular e atividade fermentativa. Todavia, altas concentragdes de zinco no meio
de crescimento podem ser toxicas, uma vez que o zinco afeta a permeabilidade das membranas
ao potassio, causando um efeito antagonista no crescimento e fermentacao (JONES et al 1981,
STEHLIK-TOMAS et al., 2004). O cobre também ¢ um cation divalente vital para células de
leveduras, agindo como cofator de algumas enzimas como citocromo c-oxidase, lactase ¢ Cu-
Zn superoxido dismutase (STEHLIK-TOMAS et al., 2004). A concentra¢do 6tima no meio
nutritivo para crescimento da levedura e atividade fermentativa estd na faixa de 1-10 uM. O
manganés como um elemento traco essencial a uma concentra¢dao de 2-10 uM para otimizar o
crescimento. O manganés tem uma funcdo importante no metabolismo de S. cerevisiae como
parte de algumas enzimas, por exemplo, piruvato descarboxilase. Stehlik-Tomas et al. (2004)
conduziram um experimento visando estudar a incorpora¢do de alguns microelementos a
células de S. cerevisiae e o impacto no estado fisiologico das células. A adicao de 0,1 g/L de
cada um dos sais ZnSO4, CuSO4e MnSO4 aumentou o rendimento em biomassa celular em
30% em condi¢des semiaerdbias. Em condi¢des de anaerobiose, o rendimento de biomassa
aumentou 10%, e a produgdo de 4lcool aumentou 20%. O ferro ¢ um importante elemento da
nutricdo das leveduras e concentragdes tdo baixas quanto 0,01 g/100 mL de (NH4),Fea(SO4)3

em meio de cultivo aerdbio ou em cultivos em batelada alimentada de S. cerevisiae

proporcionaram aumento do rendimento de producdao da biomass (BACH ET AL., 1978;

ALBA, 1976); OURA (1974).

TABELA 1V. Constituintes inorganicos das leveduras

Elementos AIBA et al. (1973) REED; NAGODAWITHANA (1991)
(g/100g peso seco)
Fosforo 0,8-2,6 1,35
Enxofre 0,01 -0,24 0,39
Potassio 1,0-4,0 2,1
Magnésio 0,1-0,5 0,165
Sodio 0,01 -0,1 0,012
Calcio 0,1-0,3 0,075
Ferro 0,01 -0,5 0,002
Zinco 0,017
Cobre 0,002 - 0,01 0,0008
Manganés 0,0005 — 0,007 0,000002
Molibdénio 0,0001 — 0,0002 0,00004

Total de Minerais

5-10

Fonte LIMA, U.A, 2001b
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2.3 FERRAMENTAS MOLECULARES NO ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA
DE LEVEDURAS

Constantemente, aumentam-se o uso de técnicas moleculares para caracterizagdo,
identificacdo e classificacdo de organismos e a disponibilidade dos métodos genéticos para
investigacdo dos acidos desoxirribonucléicos (DNA) vem crescendo acentuadamente.

A reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) é uma
ferramenta importante na identificacdo e discriminacdo de organismos, envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, na presenga da
enzima DNA polimerase. A reacdo baseia-se na desnaturagdo de fita dupla face de DNA, por
alta temperatura, seguida de anelamento de um par de iniciadores de seqiiéncias conhecida,
com posterior extensdo de uma nova molécula pela acdo da polimerase (CARVALHO &
TORRES, 2002).

A tecnologia de PCR tem gerado diversas classes de marcadores moleculares que
podem ser aplicado no estudo de DNA inteiro ou fragmentado, tais como: ISSR ¢ rDNA.

Seqiiéncias curtas de 1 a 6 nucleotideos repetidos em blocos (microsatélites)
encontrados dispersos no genoma dos organismos véem sendo bastante utilizadas na
caracterizagdo genética desses organismos e, por serem instaveis devido ao alto acimulo de
mutagdes, estes marcadores altamente polimoérficos se tornam extremamente tteis a estudos
genéticos (CARVALHO & TORRES, 2002). A utilizacdo deste tipo de seqiliéncia como
marcador molecular ocorre através da propria seqiiéncia do microssatélites como iniciador da
amplificacio de DNA, neste caso, as seqiiéncias de nucleotideos localizadas entre as
microssatélites sdo amplificadas, método chamado de amplificagdo de seqiiéncias simples
entre repeticoes de DNA (Inter Simple Sequence Repeats - ISSR), apresentando padroes
intraespecificos distintos (SILVA FILHO , 2003).

A combinag¢do do produto de PCR com anélises de RFLP (Polimorfismo de fragmentos
de DNA obtidos por enzimas de restri¢do) permite diferenciar organismos e até linhagens
através da clivagem do DNA analisando variagdes no comprimento dos sitios de restri¢ao

(HILL, 2005).
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As seqliéncias do DNA que codificam RNA ribossomico apresentam regides altamente
conservadas e outras varidveis permitindo analise de diferentes niveis taxondmicos. Essas
seqiiéncias apresentam-se como um agrupamento génico, no qual se tem o gene 18S, o gene
5,8S e o gene 28S. Esses genes sdo separados por regides denominadas seqiiéncias internas
transcritas, ITS1 e ITS2 (Figura 7) e sdo processadas para dar origem ao RNA ribossomico
maduro. A regido 18S ¢ mais conservada sendo utilizada para comparagdo de organismos
distantemente relacionados. A regido 28S ¢ mais varidvel apropriada para comparagdo de
género e espécies. O fato das regides ITS serem flanqueadas por segmentos conservados,
relativamente curtos (500 a 800 pb), e aparecerem em grande nimero de copias no genoma
permite que sejam amplificadas e utilizadas na identificacdo de fungos. A amplificagdao desta
regido, digestdo com enzimas de restricdo e separacdo eletroforética dos fragmentos ¢ rapida,
simples, relativamente barata e facilmente adaptivel para novos grupos de fungos
(FUNGARO, 2000).

Os dominios D1-D2 da regido do gene 26S (Figura 7) dos organismos eucariotos
mostra um alto grau de variacdes especificas e tem sido utilizado na taxonomia e identificagdo
das leveduras O seqiienciamento desses dominios se mostra um método seguro e eficaz na
determinagdo de espécies, devido a analise serem feita diretamente do genoma do
microrganismo. (STENDER et al, 2000).

Segundo Silva Filho, (2003) o iniciador (GTG)s mostrou uma alta capacidade de
discriminacdo entre géneros de leveduras que podem estar associados a episddios de
contaminagdo do processo de produgdo de alcool combustivel. Adicionalmente, hd indicagdes

que este marcador podera ser uma ferramenta Util no estabelecimento do nivel de

relacionamento genético entre espécies muito proximas da S. cerevisiae.

UNIDADE rDNA ETS NTS ETS UNIDADE rDNA ETS NTS ETS UNIDADE rDNA
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Figura 7. Agrupamento génico do DNA ribossomal com a representacdo da regido espagadora transcrita interna
(ITS), dos sitios de reconhecimento dos iniciadores universais ITS4 e ITS5 e dos dominios D1-D2 da regido do
gene 26S. Além dos genes, estdo indicados: espacador transcrito externo (ETS) e espagador ndo transcrito (NTS).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

Basicamente, a producdo de cachaga consiste em se extrair o caldo da cana-de-agtcar
na operacdo de moagem, converté-lo em vinho pelo processo de fermentagdo e transformar o
vinho de cana-de-agucar em cachaga através da destilagdo. Tradicionalmente, a propagagdo do
fermento nas fabricas de cachaga de alambique ¢ feita diretamente dentro das dornas de
fermentagdo. Esta pratica, no entanto, estd associada a um elevado grau de contaminagdo por
bactérias e leveduras, devido a precariedade operacional. Pois a maior parte da produgdo ainda
concentra-se em alambiques artesanais que continuam a utilizar técnicas tradicionais,
principalmente na producdo do fermento, chamado pé-de-cuba. Desta forma, ndo existe
controle microbiologico que assegure a constdncia na qualidade do produto, a qual estd
relacionada ao conjunto de substincias produzidas pela microbiota presente durante a
fermentagdo acarretando, muitas vezes, em sérios problemas operacionais, perda da
produtividade e qualidade do produto.

Estudos de dindmica populacional de leveduras produtoras de cachaga artesanal
utilizando as técnicas de tipagem genética apresentam bons resultados na identificacdo dos
microrganismos ¢ abrem caminho para a utilizagdo de linhagens selecionadas, o que pode
representar um salto de qualidade para a cachaca de alambique. Com esse efeito, a proposta
deste trabalho aponta excelentes perspectivas para se implementar a qualidade sensorial do
destilado e uma rotina de controle do processo fermentativo, o qual certamente repercutiria na
uniformidade da qualidade do produto beneficiando o setor de produg¢do de aguardente

artesanal na zona da mata de Pernambuco.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar leveduras isoladas da cachacga no estado de Pernambuco através de analises
fisiologicas e determinar a variabilidade genética da populacdo de leveduras através de
marcadores moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e identificar leveduras de diferentes unidades produtoras de cachaga da Zona da
Mata do Estado de Pernambuco;

e Selecionar as principais leveduras envolvidas no processo através de marcadores de PCR;
e Determinar a capacidade fermentativa das principais leveduras envolvidas no processo;

avaliar a produ¢do de metabolitos secundarios, tais como: alcoois, aldeidos das principais
leveduras envolvidas no processo.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DA ESPECIES Sacharomyce cerevisiae
EXISTENTE NO MOSTO FERMENTADO DE ALAMBIQUES ARTESANAIS NO
ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae foram coletadas em alambiques artesanais que
utilizam diferentes procedimentos de fermentacdo para produgdo da cachaca no estado de
Pernambuco. As linhagens foram caracterizados quanto ao perfil de amplificacdo genética
aplicando a técnica de ISSR usando os iniciadores (GTG)s, M13 ¢ (GACA)s. Um ou dois
representantes de cada ribotipo foi posteriormente identificado por seqiienciamento da regido
D1/D2 do gene 26S de rDNA Os resultados demonstraram que o marcador (GTG)S5 foi o mais
eficiente para discriminar as linhagens e pode ser comparado com outros marcadores
baseados em cariotipo ou reagdo de PCR no acompanhamento da dinamica de leveduras no

processo fermentativo.

Palavras chave: fermentacdo alcoolica (cachaga), caracterizagdo genética, Saccharomyces
cerevisiae, ISSR, (GTG)s, (GACA)4, M13, 26S de rDNA.

INTRODUCAO

O Brasil produz anualmente cerca de 1.3 bilhdes de litros de cachaga, que rendem
cerca de US$ 2 bilhdes ao pais (CARDELLO et al., 1998; NASCIMENTO et al., 1999).
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Cachaga de Alambique (IBCA), dos 1.3 bilhdo de
litros produzidos por ano, aproximadamente 1.0 bilhdo ¢ de cachaga industrial, produzida em
destilarias, e o restante, de cachaga artesanal, feito em pequenos alambiques.
(VASCONCELOQOS, 2003).

A cachaca vem conquistando novos mercados; em 2002, foram exportados 14,8
milhdes de litros (1% da producdo) para 70 paises. A Europa compra cerca de 60% do total
exportado, sendo a Alemanha a maior importadora com 30% do total (VASCONCELOS,
2003). Atualmente, Pernambuco ¢ um Estado considerado grande produtor de cachaga. A Pitq,

indutstria instalada em Vitdria de Santo Antdo, ¢ a maior exportadora de cachaca no Brasil.
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Estima-se que existam mais de cinqiienta produtores de cachaga, informais, em Pernambuco, e
cerca de 15 a 20 formalizados (PIRES, 2001).

A fermentagdo artesanal da cachaca de cana caracteriza-se por ser conduzida por uma
microbiota mista de leveduras, com predominancia de linhagens de Saccharomyces cerevisiae
(OLIVEIRA 2001). Desta forma, as linhagens de S. cerevisiae envolvidas no processo
fermentativo estdo expostas a condi¢des climaticas significativamente diferentes nesses locais
e em formas de produ¢do da bebida, podendo apresentar diferencas na morfologia, fisiologia

e ate mesmo molecular.

Estudos indicam que a padronizagdo na qualidade da cachaga resultaria em melhor
aceitagao do produto tanto por consumidores, como por novos apreciadores, criando condigdes
para aumentar o volume de exportacdes (BOZA; HORII, 1998). Levando em consideragao a
importancia das leveduras na formag¢do do sabor e a necessidade de obten¢do de um produto
padronizado, a andalise da diversidade molecular dessas linhagens em diferentes métodos de

producao de cachaca ¢ de grande importancia.

O acompanhamento da dindmica de populagdes de leveduras em processos
fermentativos artesanal pode trazer valiosas informacgdes com relagdo a selegdo linhagens de
S. cerevisiae nativas (STROPPA et al., 2002). O desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular tem permitido nas tltimas décadas estudos de tipagem, identificacao, classificacao
e ecologia microbiana, contribuindo para as areas de ecologia e taxonomia microbiana

(PEREZ et al.,2001).

Marcadores moleculares baseados em PCR (Polimerase Chain Reaction) sio
importantes ferramentas na discriminacdo inter e intraespecifica de leveduras presentes em
fermentagdo industrial e artesanal. Gomes et al (2000) Estas técnicas baseadas em PCR tém
demonstrado um elevado poder de discriminagdo intraespecifica, aliado ao baixo custo
operacional e ao menor tempo de analise (Pataro et al, 2000). O presente trabalho tem como
objetivo detectar o potencial de iniciadores da PCR na discriminagdo de S. cerevisiae

presentes na fermentacdo da cachaca no estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Coletas das amostras e isolados das leveduras



VILA NOVA, M .X. Analise das leveduras da fermentagfo alcodlica em... 55

As coletas para o acompanhamento das populacdes de leveduras produtoras de cachaga
artesanal do processo fermentativo ocorreram nos Alambiques O Mirante da Cachaga -
Paudalho/PE, Sdo Sarué - Igarassu/PE e Engenho Agua Doce - Vicéncia/PE. As amostras
foram obtidas através de coletas de 30mL de mosto fermentado colhidas diretamente da dorna
do pré-fermentador do processo de batelada.

Para o isolamento de leveduras, o mosto foi diluido em solucao salina 0,85% até 1:10
e 0,ImL desta diluicdo foi plaqueado em duplicata, sobre 0 meioWLN (Caldo Wallerstein
Nutriente, com corante) contendo em placa de petri, de forma a se obter aproximadamente 10
a 20 colonias de leveduras por placa. A incubacdo foi realizada a 30°C por sete dias. As
colonias formadas foram caracterizadas morfologicamente quanto ao bordo, superficie,
consisténcia, tamanho e cor. Amostras das colonias foram suspensas em 1mL de salina 0,85%

e semeadas por estrias em meio WLN por no minimo duas vezes para confirmagdo da pureza
das culturas. As culturas puras foram mantidas em tubo com meio WLN sem corante, ¢
preservadas sob 60leo mineral esterilizado.

As coletas do alambique Agua Doce (Vicéncia/PE), primeira batelada, foram realizadas
durante o periodo de sete dias, no més de outubro de 2005, nos intervalos de zero hora, 24 horas,
48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas e 144 horas. Na segunda batelada, as coletas foram
realizadas durante o periodo de dois dias, no més de margo de 2006, nos intervalos de zero hora e
24 horas com fermento reutilizado.

O fermento utilizado no Engenho Agua Doce é preparado com grios triturados (milho
30kg, soja Skg, arroz 10kg) e adicionado por sete dias, a cada 24 horas, 100L de caldo-de-cana
com diferentes concentragdes de Brix (6; 8; 10; 12; 14 e no sexto e sétimo dia em torno de 15).
Sendo o mesmo reutilizado depois de sete dias de fermentagao, por trés meses. Depois dos sete
dias de fermentagdo, todo material fermentado ¢ retirado para destilar, este fermento natural
permanece no pé de cuba e ¢ utilizado para novas fermentagdes, as quais sdo realizadas em 24 ou

48 horas, assim que o Brix chega a zero. Foi assim que foi feita a coleta da segunda batelada.

No alambique Sao Sarué (Igarassu/PE), as coletas foram realizadas no tempo zero hora,
uma hora, 24 horas e 48 horas, quando o Brix chegou a zero.O fermento ¢ comercial e ¢é
utilizado caldo de cana diluido Brix 16.

No alambique O Mirante da Cachaca (Paudalho/PE), as coletas foram realizadas em zero
, 24 e 48 horas, o material para fermentacdo tem o mesmo procedimento do alambique Sao

Sarué.
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Extracao de DNA Nuclear

As leveduras foram transferidas, separadamente, para frascos de Erlenmeyer de
150mL, contendo 40mL de meio YPD (glicose, peptona e extrato de levedura) liquido e
incubadas a 30°C por 16 horas a 150rpm. Amostras de 1,0mL de cada cultura foram
transferidas para microtubos de 1,5mL e centrifugadas por trés minutos a 5.900g. O
sobrenadante foi descartado e 600uL de tampao de extragao (Tris-HCl 200mM pH 8.0; NaCl
250mM; EDTA 25Mm; Dodecil Sulfato de Sodio 1%) foram adicionados, seguido de
incubagdo a 65°C por 30 minutos com agitacdo por inversdo a cada cinco minutos. Em
seguida, foi adicionado um volume de fenol/cloroférmio (24:1) e apos breve homogeneizagao,
as suspensoes foram centrifugadas a 15.400g por 10 minutos. Apods a centrifugagdo, foram
transferidos 500uL do sobrenadante para microtubos novos de 1,5mL e a estes foram
adicionados iguais volumes da solucdo cloroférmio/alcool isoamilico (1:1). As amostras foram
centrifugadas mais uma vez por igual periodo e rotacdo ¢ 400uL. do sobrenadante foram
transferidos para microtubos novos. A estes microtubos foram adicionados 800uL de etanol
absoluto gelado, permanecendo por duas horas a —20°C para precipitagdo do DNA. Em
seguida, o DNA foi coletado por centrifugacao a 15.400g por 10 minutos, lavado em etanol a
70% por duas vezes e secado em estufa a 37°C por 30 minutos. Este precipitado foi
ressuspendido cuidadosamente com 100uL de tampao TE pH 8,0 (TRIS 10mM/EDTA 1mM)
e mantido a —20°C.

A quantificagdo foi realizada por espectrofotometria utilizando-se comprimento de
onda de 260nm apds diluicdo das amostras de 1:200. Para o célculo da concentragdo de DNA,
foi utilizada a relagdo 1 DO = 50pg/mL (SAMBROOK et al.,1989).

Seqiienciamento

Para a amplificagdo dos dominios divergentes D1/D2 da subunidade 26S do rDNA
foram utilizados, tampao de PCR 10X, BSA (Soro albumina bovina) 0,25ug/ul, dNTP 2,0
mM, iniciador NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) 10,0pmol/uL, iniciador
NL-4 (5’-GGT3.3.2 CCGTGTTTCAAGACGG-3’) 10,0pmol/ul, MgCl, 50mM, Tagq DNA
polimerase SU/uL e DNA 50ng/uL, como descrito por O’Donnel, (1993), utilizando-se um
termociclador HAIBAID PXE.

A reacdo de amplificagdo foi programada para um ciclo de desnaturagdo inicial a 94°C

durante cinco minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
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anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, com um ciclo de
extensdo final a 72°C durante cinco minutos.

A eletroforese dos fragmentos amplificados foi feita em gel de agarose a 1,3% em
tampao TBE 0,5X, durante 40 minutos em 75W. O produto diretamente da amplificacao foi
purificado com o Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). A eletroforese
dos fragmentos purificados foi feita em gel de agarose a 1,3% com TBE 0,5X por 90 minutos,
juntamente com o marcador A DNA/HIndIIl. Os fragmentos foram corados em solug¢do de
brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/mL - SAMBROOK et al., 1989), visualizados em
transiluminador de luz U.V. e fotografados em sistema de fotodocumentagdo Vilber-Loumart .

Os dominios D1/D2 da regido 26S de rDNA das espécies de leveduras ndo-
Saccharomyces foram seqiienciados no Laboratorio do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
da Universidade Federal de Pernambuco, utilizando o BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Para a identificagdo de cada isolado foi feito um BLAST
nucleotideo a nucleotideo. As seqliéncias destas leveduras foram comparadas com as
seqiiéncias DI1/D2 de fungos e leveduras disponiveis no  Genbank (
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/- National Center for Biotechnology Information )

Amplificacdo com os iniciadores (GTG)s, (GACA)4 e M13

As reagdes de amplificagdo do DNA da regido ISSR com os iniciadores (GTG)s (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’), (GACA)s (5-GACAGACAGACAGACA-3’) e MI13 (5’-
GTAAAACGACGGCCAGT -3’) descritos por Silva-Filho et al. (2005) e foram realizadas no
volume final de 25 pL nas seguintes condi¢gdes: tampao de PCR 10X (Tris-HCI 20mM pH 8.4;
KCl1 50mM), MgCl, 0.75Mm, BSA (Soro albumina bovina) 0,25ug/uL, dNTP 0.25mM, 0.25
uM do iniciador, Taq DNA polimerase 0.1U (Operon Technologies CA) e 50 ng de DNA,
utilizando-se um termociclador HAIBAID PXE.

A amplificagdo para (GTG)s foi programada para um ciclo de desnaturacao de 5
minutos a 94°C seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a
55°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos e finalmente, 6 minutos a 72° C para
extensdo final. Para os iniciadores (GACA)s e M13 foram utilizado a mesma programagao
alterando a temperatura de anelamento de 45°C para (GACA)4 ¢ o iniciador M 13 para 50°C.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3%
a 7,5 volts/cm por 2 horas e 30 minutos em tampao TBE 0,5X, utilizando-se como marcador S.

cerevisiae, corados em solucdo de brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/mL -
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SAMBROOK et al., 1989), visualizados em transiluminador de luz U.V. e fotografados em
sistema de fotodocumentagdo Vilber-Loumart (Francga).
Analises Estatisticas

Os dados obtidos das amplificagdes de ISSR com o iniciador (GTG)s das leveduras S.
cerevisiae foram analisados pelo programa Numerical Taxonomy System of Multivariate
Programs — NTSYS-PC 2.1 (BUSSAB et al. 1990; ROHLF, 2002). Os dados foram
introduzidos na forma de varidveis bindrias, nas quais o nimero 1 (um) significa a presenca da
banda e o numero 0 (zero) a auséncia da banda. A partir das bandas no gel, o programa
construiu uma matriz de similaridade utilizando o coeficiente similaridade Simple Matching

(SM) calculado de acordo com a formula:

Onde:

SM= (a+d) a = niimero coincidéncias positivas
(atbtetd) | bec=nimero de ndo-coincidéncias

d = niimero coincidéncias negativas

A partir da matriz de similaridade foi gerado um dendrograma pelo método de

agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetical Average).

RESULTADOS

Identificacio e tipificacio dos isolados de S. cerevisiae

Para identificagdo dos perfis de amplificacdo das linhagens de S. cerevisiae, foi
adotado o eletroferograma utilizado no trabalho de Silva-Filho et al. (2005) (Figura 1). Os
fragmentos de 650, 980, 1020, 1080, 1120, 1350, 1450, 1500, 2200 ¢ 3100pb apresentaram-se
como um conjunto de fragmentos monomorficos, caracterizando o perfil tipico da espécie S.
cerevisiae. A presenca ou auséncia de fragmentos neste intervalo, juntamente com a presenga
ou auséncia da banda de 750pb permitiram discriminar linhagens de S. cerevisiae.
Dinimica da populagiio de S. cerevisiae no Alambique do Engenho Agua Doce

Durante sete dias da primeira batelada e dois dias da segunda batelada, foram isoladas
207 e 31 coldnias, respectivamente, do mosto fermentado e 99 e 20, respectivamente, foram as
que apresentaram fragmento de 850pb foram amplificadas pelo (GTG)s. Dezenove linhagens da
espécie de S. cerevisiae foram amplificadas com os iniciadores (GTG)s, M13 e (CAGA)4
(Figura 2). A amplificagdo com os iniciadores (GACA); e MI13, ndo apresentou quase

nenhuma variagdo intraespecifica entre os isolados de S. cerevisiae. A amplificagdo com o
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iniciador (GTG)s. Demonstrou a maior variacdo genética na formacao de 4 tipos de perfis
genéticos P1, P5, P6 e P25 que apresentaram padrao de fragmentos que variou de 650 a 3100pb
detectados a partir de 10% na populagdo.
S. cerevisiae no Alambique Sao Sarué

Durante quarenta e oito horas de batelada, foram isoladas 61 colonias, do mosto
fermentado e 30 foram as que apresentaram fragmento de 850pb e foram amplificadas pelo
(GTG)s. Dez amostras foram submetidas a amplificagdes com trés diferentes tipos de
iniciadores de ISSR (Figura 3). A amplificagdo com os iniciadores (GACA)s e M13, ndo
apresentou quase nenhuma varia¢do intraespecifica entre as espécies de S. cerevisiae. A
amplificacao com o iniciador (GTG)s. formou apenas 3 tipos de perfis genéticos P1, P1A e P5
que apresentaram padrao de fragmentos que variou de 650 a 3100pb detectados a partir de 10%
na populagao.
S. cerevisiae no Alambique Mirante da cachaca

Durante quarenta e oito horas de batelada, foram isoladas 36 colonias, do mosto
fermentado e 28 foram as que apresentaram fragmento de 850pb foram amplificadas pelo
(GTG)s. Nove amostras foram submetidas a amplificacdes com trés diferentes tipos de
iniciadores de ISSR (GTG)s, M13 e (CAGA)4 (Figura 4). A amplificagdo com os iniciadores
(GACA)s e M13, também nao apresentou quase nenhuma variagdo intraespecifica entre as
espécies de S. cerevisiae. A amplificagdo com o iniciador (GTG)s. demonstrou a maior
variagdo genética na formagao de 4 tipos de perfis genéticos P1, P5, P6 e P25 que apresentaram
padrdo de fragmentos que variou de 650 a 3100pb detectados a partir de 10% na populagdo.
Os mesmos representantes dos 5 perfis genéticos ( P1, P1A, PS5, P6 E P25) caracterizados pelo
(GTG)s foram amplificados com o inciador (GACA)s e M13 para amplificacdo de ISSR nos
trés alambiques. A amplificacdo com o inciador (GACA), gerou perfis contendo cerca de 9 a
14 fragmentos e peso molecular variando entre 300 e 2800pb. Com o iniciador M13, a
amplificacao gerou 7 fragmentos para todas as linhagens e o peso molecular variou de 700 e
1800pb.
Analise de agrupamento genético dos isolados de S. cerevisiae

Representantes dos 5 perfis gerados pela amplificagdo com iniciador (GTG)s foram
agrupados pelo método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade de Simple Matching
(SM). O dendrograma obtido apresentado na Figura 5 mostra o grau de similaridade entre eles.

Todos os perfis puderam ser agrupados com cerca de 93% de similaridade. Cinco perfis foram
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reunidos em dois grupos: o grupo A representado pelos perfis P1 e PlA com
approximadamente 97% de similaridade entre eles, por apresentar um Unico fragmento de
2600pb presente em P1A. O grupo B representado pelos perfis PS5, P6 e P25 com 95% de
fragmentos comuns entre si. Entretanto, os isolados P5 e P6 apresentaram menor distancia
genética com apenas 97% de similaridade, por conta da presenca de um Unico fragmento de

750pb em P6.

DISCUSSAO

Os isolados de S. cerevisiae apresentaram diferengas no padrdo de perfis entre si na
amplificacdo com o iniciador (GTG)s nas linhagens de todos os trés alambiques. Silva-Filho
et al. (2005), afima que o alto grau de discriminagdo alcangado por (GTG)s permite a sua
utilizagdo para identificacdo de leveduras contaminantes em processos de fermentacdo. Varios
autores ja relataram a eficiéncia do iniciador (GTG)s relacionando com pesquisas de
taxonomia, ecologia, biotecnologia e etc.

Sousa (2004) utilizou o método ISSR, aplicando (GTG)s e (GACA)4 para analisar
linhagens de Colletotrichum gloeosporioides e observou que o (GTG)s apresentou maior
diversidade genética em relagdo a regido complementar ao tetranucleotideo (GACA)a.

Baleiras Couto et al (1996) realizaram acompanhamento de leveduras presentes na
produgdo de maionese, onde encontraram as espécies do género Zygosaccharomyces, Candida
e Pichia, aplicaram os iniciadores (GAC)s e (GTG)s. Entretanto, o (GTG)s foi o mais eficiente
na discriminagdo intra e interespecifica das espécies analisadas.

Meyer e Mit Chell (1995) estudaram a espécie de Crytococcus neoforman por meio da
regido ISSR, e observou que o iniciador (GTG)s apresentou resultados mais convincentes em
relacdo ao (GACA)4 na discriminagdo intraespecifica.

Caruso et al, (2002), estudaram a tipagem de espécies de S. cerevisiae, Kloeckera
apiculata do vinho anglicano, por meio dos iniciadores (GTG)s e (GAC)s, onde o
dendrograma gerado por meio do programa UPGMA mostrou a similaridade das espécies e
detectou a discriminagdo intraespecifica da espécie K. apiculata e a determinagéo

intraespecifica para a espécie de S. cerevisiae.
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Figura 1 Eletroferograma dos perfis (GTG)s das leveduras

Saccharomyces cerevisiae, isoladas do mosto fermentado de destilarias
produtoras de alcool (SILVA-FILHO et al, 2005).
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Figura 2. Perfis de amplificagdo de ISSR com os iniciadores (GTG);s
(A), (GACA); (B) e MI13 (C) das Saccharomyces Cerevisiae,
encontradas no alambique Agua Doce/PE, primeira e segunda batelada,
safra 2005/2006, em gel de agarose. Pista M, marcador de peso
molecular 100pb. Na terceira pista, encontra se a levedura seqiienciada.
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Figura 3. .Perfis de amplifica¢do de ISSR com os iniciadores
(GTG)s (A), (GACA), (B) e MI13 (C) das Saccharomyces
Cerevisiae, encontradas no alambique S3o Sarué/PE, safra
2005/2006,em gel de agarose. Pista M, marcador de peso
molecular 100pb. Na segunda pista, encontra-se a levedura
seqiienciada.
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Figura 4. .Perfis de amplificagdo de ISSR com os iniciadores
(GTG)s (A), (GACA), (B), e M13 (C) das Saccharomyces
Cerevisiae, encontradas no alambique O Mirante da
Cachaca/PE, safra 2005/2006, em gel de agarose. Pista M,
marcador de peso molecular 100pb. Na terceira pista,
encontra-se a levedura seqiienciada.
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Figura 5. Dendrograma dos perfis resultantes da amplificacdo de ISSR com o iniciador (GTG)s das leveduras
Saccharomyces cerevisiae, isoladas nos Alambiques do Engenho Agua Doce - Vicéncia/PE, Sio Sarué -
Igarassu/PE ¢ O Mirante da Cachaga - Paudalho/PE, obtido pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando o
coeficiente de similaridade de Simple Matching (SM).
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LEVEDURAS DO MOSTO
FERMENTADO DE ALAMBIQUES ARTESANAIS NO ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO

Espécies de leveduras foram coletadas em alambiques artesanais que utilizam diferentes
procedimentos de fermentagdo. Os isolados foram caracterizados quanto ao perfil de
amplificagdo do locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA ribossomal e agrupados em ribotipos. A
relacdo genética entre os isolados do mesmo ribotipo e a diferencia¢do entre os ribotipos
foram comprovadas pela técnica de DNA-fingerprinting usando os iniciadores (GTG)s, M13 e
(GACA)4. Um ou dois representantes de cada ribotipo foi posteriormente identificado por
seqiienciamento da regido D1/D2 do gene 26S de rDNA. Além de diferentes linhagens de
Saccharomyces cerevisiae foram encontradas também as espécies Pichia caribbica (Candida
fermentati), Candida milleri, C. drosophilae, C. ubatubensis, C. guillermondii e
Zyqosaccharomyces fermentati. Os resultados de composi¢ido da populagdo de levedura nos
diferentes alambiques mostram que existe uma relacdo direta entre a assepsia do processo € o
numero de espécies diferentes, ou seja, quanto mais controlado menor o nimero de espécies.

Palavras chave: fermentacdo alcoolica (cachaga), caracterizagdo genética, Saccharomyces
cerevisiae, cachaga, ITS-rDNA, ISSR, (GTG)s, (GACA)4, M13, 26S de rDNA.

INTRODUCAO

A zona da mata do Estado de Pernambuco se caracteriza pela atividade canavieira
relacionada a produg¢do de agucar, alcool combustivel e aguardente. Esta ultima vem
adquirindo importancia econdmica substancial devido a valorizagdo do produto,
principalmente para exportacdo (FALCAO, 2003). Entretanto, a maior parte da producdo
ainda concentra-se em alambiques artesanais que continuam a utilizar técnicas tradicionais,
principalmente na produgdo do fermento, chamado pé-de-cuba.(MAIA, et al 1994).

A utilizagdo de leveduras selecionadas tem sido pesquisada, visando um aumento da
produtividade, vantagens tecnologicas e melhoria das caracteristicas sensoriais da cachaca
(PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001). Segundo MORALIS et al. (1997) foi observado
que durante a multiplicagdo do fermento natural e no decorrer da fermentacao para producao
de aguardente de cana artesanal, a qual varia de 12 a 48 horas, ha uma sucessao de espécies de
leveduras, sendo as espécies predominantes S. cerevisiae. Candida sake, Kluyveromyces
marxianus var. drosophilarum e leveduras apiculadas também sao freqiientes.

Pataro et al. (2000) mostraram uma sucessao de populagdo de leveduras em diferentes

periodos de fermentacdo da cachaga, em trés alambiques no estado de Minas Gerais.
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Saccharomyces servazzi, Pichia anamala, S. unipsorus e Torulaspora delbrueckii foram
exclusivamente isoladas de fermentagdes iniciais, Candida glabrata, C. colliculosa e C krusei
foram isoladas nas fermentagdes medianas; a maioria das linhagens de S. pombe, S. cerevisiae
foram espécies predominantes em todo periodo da fermentacao.

Segundo Oliveira (2001) fermentagdo artesanal da cachaga de cana caracteriza-se por
ser conduzida por uma microbiota mista de leveduras, com predominancia de linhagens de S.
cerevisiae, leveduras apiculadas (Kloeckera japonica) e espécies de Candida, Kluyveromyces
e Pichia sdo também, freqiientemente, isoladas. As leveduras presentes nessas fermentagdes
estdo em constante sucessdo, devido a introdu¢do de microrganismos que acompanham o
caldo de cana, e também devido as condi¢des de processo.

E de grande relevancia o estudo molecular dessa microbiota, com a finalidade de
identificar quais as possiveis leveduras presentes em todo processo de fermentagao alcodlica,
técnicas moleculares tem permitido nas ultimas décadas estudos de tipagem, identificagdo,
classificagdo e ecologia microbiana, contribuindo para as areas de ecologia e taxonomia
microbiana.

Marcadores como os microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats), bastantes
utilizados por serem de simples execugdo, apresentar alta resolu¢do em matriz de
poliacrilamida ou agarose, amplificarem regides especificas do genoma, com uso de pequenas
quantidades de DNA (RAMOS et al, 2006). A técnica pode ser utilizada para compor
programas de controle de qualidade realizados em laboratorios de pesquisa, em programas de
melhoramento genético e de andlise de sementes (SMITH, 1998).

A partir do exposto, o presente trabalho tem como objetivo identificar e discriminar

espécies de leveduras do processo fermentativo da cachaga por meio de marcadores ISSR.

METODOLOGIA

Coletas das amostras e isolamento das leveduras do mosto fermentado de cana-de-
agucar

As coletas para o acompanhamento das populacdes de leveduras produtoras de cachaga
artesanal do processo fermentativo ocorreram nos Alambiques o Mirante da Cachaga -
Paudalho/PE, Sdo Sarué - Igarassu/PE e Engenho Agua Doce - Vicéncia/PE. As amostras
foram obtidas através de coletas de 30mL de mosto fermentado colhidas diretamente da dorna

do pré-fermentador do processo de batelada.
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Para o isolamento das leveduras foram realizados dois meios de cultura, um contendo
o meio WLN sem actidione (ciclohexamida) e o outro meio WLN com actidione na
concentragdo final de Sug/mL para quantificar leveduras ndo-Saccharomyces cerevisiae.
Ambos os meios contendo o corante verde de bromocresol, os antibioticos ampicilina e 4cido
nalidixico na concentracdo final de 50ug/mL para quantificar leveduras totais e inibir o
crescimento bacteriano. O mosto foi diluido em solugio salina 0,85% até 1:10” e 0,1mL das
dilui¢des 1:10” foram plaqueados em duplicata, de forma a se obter aproximadamente 10 a 20
colonias de leveduras por placa. A incubagdo foi realizada a 30°C por sete dias. As colonias
formadas foram caracterizadas morfologicamente quanto ao bordo, superficie, consisténcia,
tamanho e cor.

Amostras das colonias foram suspensas em ImL de salina 0,85% e semeadas por
estrias em meio WLN para confirmagdo da pureza das culturas. As culturas puras foram
mantidas em tubo com meio WLN sem corante, sob 6leo mineral esterilizado.

As coletas do alambique do Engenho Agua Doce (Vicéncia/PE), primeira batelada, foram
realizadas durante o periodo de sete dias, no més de outubro de 2005, nos intervalos de tempo
zero, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas e 144 horas. Na segunda batelada, as
coletas foram realizadas durante o periodo de dois dias, no més de mar¢o de 2006, nos
intervalos de zero hora e 24 horas com fermento reutilizado. O fermento utilizado no Engenho
Agua Doce ¢ preparado com grios triturados (milho 30kg, soja 5kg, arroz 10kg) e adicionado
por sete dias, a cada 24 horas, 100L de caldo-de-cana com diferentes concentragdes de Brix
(6; 8; 10; 12; 14 e no sexto e sétimo dia em torno de 15). Sendo o mesmo reutilizado depois de
sete dias de fermentacdo, por trés meses. Depois dos sete dias de fermentagdo, retira todo
material fermentado para destilar, este fermento natural permanece no pé de cuba e ¢ utilizado
para novas fermentagdes, as quais sdo realizadas em 24 ou 48 horas, assim que o Brix chega a

zero. Foi assim que foi feita a coleta da segunda batelada.

No alambique Sao Sarué (Igarassu/PE), as coletas foram realizadas em tempo zero hora, uma

hora, 24 horas e 48 horas, quando o Brix chegou a zero. O fermento ¢ comercial e ¢ utilizado

caldo de cana diluido Brix 16.

No alambique O Mirante da Cachaga (Paudalho/PE), as coletas foram realizadas em tempo

zero, 24 e 48 horas, o material para fermentacdo tem o mesmo procedimento do alambique Sao

Sarué.
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Extracao de DNA Nuclear

As leveduras foram transferidas, separadamente, para frascos de Erlenmeyer de
150mL, contendo 40mL de meio YPD liquido e incubadas a 30°C por 16 horas a 150rpm.
Amostras de 1,0mL de cada cultura foram transferidas para microtubos de 1,5mL e
centrifugadas por trés minutos a 5.900g. O sobrenadante foi descartado e 600uL de tampao de
extracao (Tris-HCl 200mM pH 8.0; NaCl 250mM; EDTA 25Mm; Dodecil Sulfato de Sodio
1%) foram adicionados, seguido de incubagdo a 65°C por 30 minutos com agitagdo por
inversdo a cada cinco minutos. Em seguida, foi adicionado um volume de fenol/cloroférmio
(24:1) e apds breve homogeneizacdo, as suspensdes foram centrifugadas a 15.400g por 10
minutos. Apos a centrifugacdo, foram transferidos 500uL do sobrenadante para microtubos
novos de 1,5mL e a estes foram adicionados iguais volumes da solugdo cloroférmio/alcool
1soamilico (1:1). As amostras foram centrifugadas mais uma vez por igual periodo e rotagao e
400uL do sobrenadante foram transferidos para microtubos novos. A estes microtubos foram
adicionados 800uL de etanol absoluto gelado, permanecendo por duas horas a —20°C para
precipitacdo do DNA. Em seguida, o DNA foi coletado por centrifugagao a 15.400g por 10
minutos, lavado em etanol a 70% por duas vezes e secado em estufa a 37°C por 30 minutos.
Este precipitado foi ressuspendido cuidadosamente com 100uL de tampao TE pH 8,0 (TRIS
10mM/EDTA 1mM) e mantido a —20°C.

A quantificagcdo foi realizada por espectrofotometria utilizando-se comprimento de
onda de 260nm apds diluicdo das amostras de 1:200. Para o célculo da concentragdo de DNA,
foi utilizada a relagdo 1 DO = 50pg/mL (SAMBROOK et al.,1989).

Amplificacdo de DNA da Regido ITS do DNA Ribossomal

As reagdes de amplificagdo das regides ITS1, ITS2 e da subunidade 5.8S do rDNA
com os iniciadores ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITSS (5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-3’) descritos por White et al. (1990), foram feitas no
volume final de 25 pL nas seguintes condi¢des: tampao de PCR 10X (Tris-HCI 20mM pH 8.4;
KCl 50mM), MgClp 1.5mM  BSA (Soro albumina bovina) 0,25pg/uL, dNTP 0.2mM, cada

iniciador 12.5 pmols, Taq DNA polimerase 1.25 U (Operon Technologies CA), DNA 50 ng,
utilizando-se um termociclador HAIBAID PXE.
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A amplificag¢do foi programada para realizar uma desnaturagdo inicial de 6 minutos a
94°C, seguido de 35 ciclos para desnaturagdo a 94°C por 20 segundos, pareamento a 53°C por
20 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos e finalmente, 5 minutos a 72° C para extenséo
final. Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3%
a 7,5 volts/cm por 90 minutos em tampao TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA) utilizando-se o
marcador de peso molecular de 123-bp (Invitrogen Life Technologies), corados em brometo
de etidio (TBE 1X/EtBr 0,5ug/mL), visualizados em transiluminador de luz U.V e
fotografados em sistema de fotodocumentagdo Vilber-Loumart (Franca).

Amplificacio de DNA da Regido ISSR — iniciadores (GTG)s, (GACA)4 e M13

As reagdes de amplificagdo do DNA da regido ISSR com os iniciadores (GTG)s (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’), (GACA)s (5-GACAGACAGACAGACA-3’) e MI13 (5’-
GTAAAACGACGGCCAGT -3’) descritos por Silva-Filho et al. (2005), foram feitas no
volume final de 25 pL nas seguintes condi¢des: tampao de PCR 10X (Tris-HCI 20mM pH 8.4;
KC1 50mM), MgCl, 0.75Mm, BSA (Soro albumina bovina) 0,25ug/ulL, dNTP 0.25mM, 0.25
uM do iniciador, Tag DNA polimerase 0.1U (Operon Technologies CA) e DNA 50 ng,
utilizando-se um termociclador HAIBAID PXE.

A amplificagdo para (GTG)s foi programada para um ciclo de desnaturacao de 5
minutos a 94°C seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a
55°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos e finalmente, 6 minutos a 72° C para
extensdo final. Para o iniciador (GACA), foi utilizado a mesma programagdo alterando a
temperatura de anelamento para 45°C e o iniciador M 13 para 50°C.

Os produtos de amplificagcdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3%
a 7,5 volts/cm por 2 horas e 30 minutos em tampao TBE 0,5X, utilizando-se como marcador S.
cerevisiae, corados em solugdo de brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/mL -
SAMBROOK et al., 1989), visualizados em transiluminador de luz U.V. e fotografados em
sistema de fotodocumentacdo Vilber-Loumart (Franga).

Seqiienciamento

Para a amplificacdo dos dominios divergentes D1/D2 da subunidade 26S do rDNA
foram utilizados, tampao de PCR 10X, BSA (Soro albumina bovina) 0,25ug/ul, dNTP 2,0
mM, iniciador NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) 10,0pmol/uL, iniciador
NL-4 (5’-GGT3.3.2 CCGTGTTTCAAGACGG-3’) 10,0pmol/ul, MgCl, 50mM, Tagq DNA



VILA NOVA, M.X. Analise das leveduras da fermentagdo alcodlica em... 74

polimerase SU/uL ¢ DNA 50ng/uL, como descrito por O’Donnel, (1993), utilizando-se um
termociclador HAIBAID PXE.

A reagdo de amplificacdo foi programada para um ciclo de desnaturacgao inicial a 94°C
durante cinco minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, com um ciclo de
extensao final a 72°C durante cinco minutos.

A eletroforese dos fragmentos amplificados foi feita em gel de agarose a 1,3% em
tampao TBE 0,5X, durante 40 minutos. O produto diretamente da amplificagdo foi purificado
com o Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). A eletroforese dos
fragmentos purificados foi feita em gel de agarose a 1,3% com TBE 0,5X por 90 minutos,
juntamente com o marcador A DNA/HIndIIl. Os fragmentos foram corados em solug¢do de
brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/mL - SAMBROOK et al., 1989), visualizados em
transiluminador de luz U.V. e fotografados em sistema de fotodocumentagao Vilber-Loumart .

Os dominios D1/D2 da regido 26S de rDNA das espécies de leveduras nao-
Saccharomyces foram seqiienciados no Laboratorio do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
da Universidade Federal de Pernambuco, utilizando o BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Para a identificagdo de cada isolado foi feito um BLAST
nucleotideo a nucleotideo. As seqiliéncias destas leveduras foram comparadas com as

seqiiéncias D1/D2 de fungos e leveduras disponiveis no Genbank. (Tabela 1)

RESULTADOS

Tipagem das leveduras de alambiques produtores de aguardente artesanal na Zona da
Mata do Estado de Pernambuco

Todas as espécies nao-Saccharomyces cerevisiae encontradas no processo de fermentagio
dos alambiques produtoras de aguardente artesanal caracterizadas pelo tamanho diferente do
fragmento tipico de 850 pares de base (pb) da levedura de processo S. cerevisiae foram
identificadas através do seqiienciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S de rDNA. Uma
linhagem de S. cerevisiae foi seqiienciada e usada como controle, e as seqiiéncias obtidas

foram comparadas as disponiveis no Genbank por um procedimento de BLAST.
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A Figura 1 mostra a amplificagdo do locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA ribossomal das
leveduras isoladas em sete dias de fermentagdo da cachaca do Alambique do Engenho Agua
Doce, safra 2005/2006. Esta amplificacdo gerou fragmentos de aproximadamente 550, 600, 700
e 850pb para todas as amostras do mosto fermentado da primeira batelada. Este resultado
aponta a presenca de pelo menos quatro espécies de leveduras. Os ribotipos foram agrupados
nas diferentes amostras coletadas do processo, a partir do qual se pode determinar a propor¢ado
de cada um deles ao longo da producdo de cachaga.

Estas amostras foram submetidas a amplificagcdes com trés diferentes tipos de iniciadores
de ISSR. Os resultados mostrados na Figura 2 mostram que de fato cada perfil ITS apresentou
um padrao especifico de amplificacao para os trés marcadores. As amostras foram agrupadas
entdo em quatro grupos fendticos representados pelos perfis de ribotipo: o grupo 1 (550pb),
grupo 2 (600pb), grupo 3 (700pb) e grupo 4 (850pb).

Um representante de cada grupo de isolados foi submetido a andlise de seqiiéncia de
nucleotideos da regido D1/D2 do gene 26S-rDNA. As seqiiéncias foram submetidas a andlise
de alinhamento local (BLAST) no banco de dados genéticos NCBI. O tnico isolado do grupo
de 550pb, isolado SADB1C1(4), foi identificado como Candida sp, ou seja, a seqiiéncia obtida
ndo apresentou similaridade acima de 99% com nenhuma seqiiéncia previamente identificada
no banco de dados, e pode representar uma nova espécie de levedura. O representante do grupo
600 pb, isolado SADBICI(1), foi identificado Pichia caribica, teleomorfo de Candida
fermentati, o de 700pb, isolado CADB1C3(1), como Candida milleri ¢ o do grupo 850pb,
isolado SADB1C4(3), foi identificado como pertencente a espécie Saccharomyces cerevisiae,
estando ultimo de acordo com resultados anteriores para o perfil de amplificacdo de S.
cerevisiae do locos ITS do rDNA e para os trés marcadores de ISSR (SILVA-FILHO et al,
2005a; SILVA-FILHO et al, 2005b).

Para o acompanhamento da segunda batelada (safra 2006/2007) do alambique do
Engenho Agua Doce foram realizadas apenas duas coletas para caracterizagdo do fermento
reutilizado da primeira. Inicialmente as amostras foram agrupadas segundo o tamanho do
fragmento produzido pela amplificacao dos locos ITS, e dois grupos foram definidos: 600pb e
850pb (Figura 3). Os isolados destes grupos foram submetidos a amplificacio com os
iniciadores (GACA)4, (GTG)s e M13 e os resultados mostraram perfis de amplificagdo
semelhantes aqueles dos grupos correspondentes aos isolados da primeira batelada (Figura 4),

indicando que estes isolados pertencem as espécies P. caribbica e S. cerevisiae. Esta
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identificacao foi posteriormente confirmada pelo seqiienciamento da regido D1/D2 do gene
26S-rDNA.

A amplificacdo do locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA ribossomal das leveduras isoladas
tempo zero hora 1 hora, 24 e 48 horas ap6s a colocagdo do fermento no Alambique da
Cachaga Sao Saru¢, safra 2006/2007, gerou fragmentos de aproximadamente 600 e 850pb
(Figura 5) para todas as amostras do mosto fermentado. Estas amostras foram submetidas a
amplificagdes com trés diferentes tipos de iniciadores de ISSR. Os resultados mostrados na
Figura 5 ilustram que de fato cada perfil ITS apresentou um padrdo especifico de
amplificacdo para os trés marcadores. Estas amostras foram agrupadas entdo em dois grupos
fenéticos distintos representados pelos perfis de ribotipo: o grupo 1 (600pb) e grupo 2
(850pb).

Um representante de cada grupo de isolados foi submetido a analise de seqiiéncia de
nucleotideos da regido D1/D2 do gene 26S-rDNA e estas seqiiéncias foram submetidas a
analise de alinhamento local (BLAST) no banco de dados genéticos NCBI. O tnico isolado
do grupo de 600 pb, isolado SAIB1C1(41), foi identificado como P. caribbica e o
representante do grupo 850 pb, isolado (SAIBIC2(51), como S. cerevisiae. Este tltimo
resultado estd de acordo como nossos resultados anteriores para o perfil de amplificacdo de S.
cerevisiae do locos ITS e para os trés marcadores de PCR-fingerprinting (SILVA-FILHO,
2003)

A Figura 7 ilustra a amplificacdo do locus ITS1-5.8s—ITS2 do rDNA das leveduras
isoladas em tempo zero, 24 ¢ 48 horas apds a colocagdo do fermento no Alambique O Mirante
da Cachaga, safra 2005/2006. Esta amplificacdo gerou fragmentos de aproximadamente 500,
600, 700 e 850pb para todas as amostras do mosto fermentado. Este resultado aponta a
presenga de pelo menos seis espécies de leveduras. Os ribotipos foram agrupados nas
diferentes amostras coletadas do processo, a partir do qual se pode determinar a proporgdo de
cada um deles ao longo da produgdo de cachaca.

Estas amostras foram submetidas a amplificacdes com trés diferentes tipos de iniciadores
de ISSR. Os resultados mostrados na Figura 8 mostram que de fato cada perfil ITS apresentou
um padrio especifico de amplificacdo para os trés marcadores. Amostras foram agrupadas
entdo em quatro grupos fenéticos representados pelos perfis de ribotipo: o grupo 1 (500pb),

grupo 2 (600pb), grupo 3 (700pb) e grupo 4 (850pb).



VILA NOVA, M .X. Analise das leveduras da fermentagéo alcodlica em... 77

Um representante de cada grupo de isolados foi submetido a analise de seqiiéncia de
nucleotideos da regido D1/D2 do gene 26S-rDNA e estas seqiiéncias foram submetidas a
analise de alinhamento local (BLAST) no banco de dados genéticos NCBI. Dois isolados do
grupo de 500pb, o isolado CPDC2(2) foi identificado como C. drosophilae ¢ o isolado
CPDC2(5) como C. ubatubensis. Os representantes do grupo 600pb, o isolado SAPDC1(13)
foi identificado como pertencente a espécie P. caribbica, teleomorfo de C. fermentati e
isolado CPDC2(3) como P. guillermondii. O representante do grupo 700pb, isolado
SPDC2(7), foi identificado como pertencente o género Zygosaccharomyces, isolado
CPDC2(4) como Z. fermentati. E finalmente, o representante do grupo 850pb, isolado
SPDCI1(1), foi identificado como pertencente a espécie S. cerevisiae. Este ultimo resultado
estd de acordo como nossos resultados anteriores para o perfil de amplificacio de S.
cerevisiae do locos ITS e para os trés marcadores de PCR-fingerprinting (SILVA-FILHO
2003).

DISCUSSAO

Além de Saccharomyces cerevisiae foram isolados também as espécies Pichia
caribbica teleomorfo de Candida fermentati, Candida milleri, C. drosophilae, C. ubatubensis,
C. guillermondii, Zygosaccharomyces fermentati,Candida sp ¢ Zygosaccharomyces sp.

Utilizando os primers ITS4 e ITSS para amplificar a regido do rDNA, foi identificado
diferentes espécies de leveduras encontradas em alambiques da Zona da Mata no Estado de
Pernambuco, assim foio possivel confirmar através do iniciador (GTGS) a presenca de S.
cerevisiae. Concordando com este trabalho, Xufre et al. (2000) utilizando os mesmos
iniciadores para seis espécies do género Saccharomyces, observaram na amplificagdo que
ndo houve variagdes de perfis entre nas linhagens de S.cerevisiae. Mccullough et al. (1998) por
meio de amplificagdo da regido ITS, conseguiram discriminar espécies do género
Saccharomyces e Candida, onde S. cerevisiae, S. pastorinus, S. paradoxus, obtiveram
fragmentos de 850pb ¢ espécies de C. albicans e C. clabrata,obtiveram 520 ¢ 640 pb
respectivamente. Vinnere et al. (2002), por meio da regido I'TS1-5.8s-ITS2 distinguir por meio
de fragmnetos espécies de Colletotrichum.

Na amplificagdo com ISSR aplicando os iniciadores (GTG)s, M13 e (GACA)s; em

leveduras dos alambiques Agua Doce (1* ¢ 2* bateleda), Sdo Sarué e O Mirante da Cachaga foi
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possivel detectar as diferengas e o agrupamento repetido em cada iniciador da mesma espécie
isolada. Silva-Filho (2003), utilizou o iniciador (GTG)s observou perfis distintos para cada
uma das espécies estudadas, indicando o poder de discriminagdo interspecifico do iniciador.
Cardoso et al (2002) investigaram através dos iniciadores (GAC)s e (GTG)s o polimorfismo
das leveduras Kloeckera apiculata e S. cerevisiae isoladas do vinho, onde observaram nos

resultados a separagdo das duas espécies apresentando pefis diferentes.
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Tabela 1. Tamanho do fragmento da regido ITS-rDNA das espécies de leveduras
encontradas em trés alambiques produtoras de cachaca artesanal no Estado de

Pernambuco
ALAMBIQUES ITS (pb) ESPECIES
550 Candida sp
AGUA DOCE 600 | Pichia caribbica
(primeira batelada) 700 | Candida milleri
850 Saccharomyces cerevisiae
AGUA DOCE 600 | Pichia caribbica
(segunda batelada) 850 | Saccharomyces cerevisiae
SAO SARUE 600 Pichia caribbica _
850 Saccharomyces cerevisiae
500 Candida ubatubensis
500 Candida drosophilae
oumaNtEDs |8 et
CACHACA :
700 Zygosaccharomyces fermentati
700 Zygosaccharomyces sp
850 Saccharomyces cerevisiae
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Figura 1. Perfis de amplificacdo da regido ITS do rDNA dos isolados de leveduras obtidos com os
iniciadores ITS4 e ITSS, em gel de agarose. Na pista M, marcador de peso molecular 100bp. Nas pistas de 1 a
18 encontram-se os DNAs das leveduras da cachaca do Alambique do Engenho Agua Doce — Vicéncia/PE,
safra 2005/2006: 1 - SADBICI1(4), 2 - SADBICI(2), 3 - SADBIC3(20), 4 - CADBIC5(#4), 5 -
CADBIC6(1), 6 - SADBICI(8), 7 - CADB1C3(1), 8 - SADBI1C4(1), 9 — CADBIC5(1) 10 - SADB1C6(7),
11- SADBI1C7(13), 12 - SADBICI(5), 13 - SADBI1C2(1), 14 - SADBI1C3(13), 15 - SADB1C4(3), 16 -
SADBIC5(1), 17 - SADB1C6(2), 18 - SADB1C7(1).
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Figura 2. Perfis de amplificagdo de ISSR com os iniciadores
(GACA); (A), (GTG)s (B) e M13 (C) das leveduras do Alambique
do Engenho Agua Doce — Vicéncia/PE, safra 2005/2006, em gel de
agarose. Na pista M, o marcador de peso molecular 100bp; Na pista
1, encontra-se 0 DNA de Candida sp. SADB1C1(4); nas pistas de 2
a 5, encontram-se os DNAs de Picchia caribbica: 2. SADBICI1(2),
3. SADBIC3(20), 4. CADBIC5(4) e 5. CADB1C6(1); Nas pistas de
6 a 11, encontram-se os DNAs de Candida miller: 6. SADB1CI1(8),
7. CADBIC3(1), 8. SADBIC4(1), 9. CADBIC5(1) 10.
SADBIC6(7) e 11. SADBIC7(13); Nas pistas de 12 a 18,
encontram-se 0os DNAs de Saccharomyces cerevisiae: 12.
SADBICI1(5), 13. SADBIC2(1), 14. SADBIC3(13), 15.
SADBI1C4(3), 16. SADBIC5(1), 17. SADBIC6(2) e 18.
SADBIC7(1).



VILA NOVA, M.X. Analise das leveduras da fermentagfo alcodlica em... 83

B50ph -
500pb -

Figura 3. Perfis de amplificacdo da regido ITS do rDNA obtidos com
os iniciadores ITS4 e ITSS, em gel de agarose. Na pista M, encontra-se
o marcador de peso molecular 100bp ¢ na pista 5, DNA de
Saccharomyces cerevisiae. Nas pistas de 1 a 4 e de 6 a 9 encontram-se
os DNAs das leveduras da cachaga do Alambique do Engenho Agua
Doce - Vicéncia/PE, safra 2006/2007: 1. SADBI1(1), 2. SADB2C1(4),
3. SADB2CI(5), 4. SADB2C1(9), 6. SADB2CI1(14), 7. SADB2C2(8),
8. SADC2(9), 9. SADC2(11).
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* Levedura seqlienciada

Figura 4. Perfis de amplificagdo de ISSR com os
iniciadores (GACA)4 (A), (GTG)s (B) e M13 (C). Na
pista M, encontra-se o marcador de peso molecular
100bp e na pista 5, DNA de Saccharomyces cerevisiae.
Nas pistas de 1 a 4 ¢ de 6 a 9 encontram-se os DNAs
das leveduras da cachaga do Alambique do Engenho
Agua Doce - Vicéncia/PE, safra 2006/2007, em gel de
agarose: 1. SADBI(l), 2. SADB2Cl1(4), 3.
SADB2C1(5), 4. SADB2C1(9), 6. SADB2CI1(14), 7.
SADB2C2(8), 8. SADC2(9), 9. SADC2(11).
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Figura 5. Perfis de amplificagdo da regido ITS do rDNA obtidos com
os iniciadores ITS4 e ITS5, em gel de agarose. Na pista M, marcador
de peso molecular 100bp. Nas pista 1, encontra-se o DNA de
Saccharomyces cerevisiae e nas pistas de 2 a 7 encontram-se os DNAs
das leveduras da cachaca do Alambique do Sao Sarué. 1. CAIBI(1), 2.
CAIBI1(8), 3. CAIBIC2(13), 4. CAIBIC3(21), 5. SAIBICI(41), 6.
(SAIB1C2(51), 7. SAIB1C3(61).
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* Levedura seqiienciada

Figura 6. Perfis de amplificagio de ISSR com os
iniciadores (GACA); (A), (GTG)s (B) e M13 (C) das
leveduras do Alambique Alambique S&o Sarué -
Igarassu/PE, da safra 2005/2006, em gel de agarose. Nas
pistas M, marcador de peso molecular 100bp. Nas pistas
1 a 4 os DNAs dos isolados: 1. CAIBI(1), 2. CAIBI(8),
3. CAIBIC2(13), 4. CAIB1C3(21), 5. SAIBIC1(41), 6.
(SAIBIC2(51), 7. SAIBIC3(61), 8. SAIB1C4(67).
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Figura 7. Perfis de amplificacdo da regido ITS do
rDNA obtidos com os iniciadores ITS4 e ITSS, em gel
de agarose. Na pista M, marcador de peso molecular
100bp. Nas pistas de 1 a 8 encontram-se os DNAs das
leveduras da cachaga do Alambique O Mirante da
Cachaga — Paudalho/PE, safra 2005/2006: 1. CPDC2(5)
(Candida ubatubensis), 2. CPDC2(2) (Candida
drosophilae), 3. SPDC1(13) (Pichia caribbica), 4.
CPDC2(3) (Pichia guillermondii), 5. SPDC2(7)
(Zygosaccharomyces sp), 6. CPDC2(4)
(Zygosaccharomyces fermentati), . 7. CPDC2(4)
(Zygosaccharomyces  fermentati), 8. (NOME
ISOLADO) Sacharomyces cerevisiae. 9. (NOME
ISOLADO) Sacharomyces cerevisiae.
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Figura 8. Perfis de amplificagdo de ISSR com os iniciadores (GACA),
(A), (GTG)s (B) e M13 (C) das leveduras do Alambique do Mirante da
Cachaga — Paudalho/PE, da safra 2005/2006, em gel de agarose. Nas
pistas M, marcador de peso molecular 100bp. Nas pistas 1 a 5 encontram-
se os DNAs de Saccharomyces cerevisiae (ITS/850pb): 1. SPDCI(1), 2.
SPDC1(2), 3. SPDC2(1), 4. SAQPDC2(2), 5. SPDCI(13) (Pichia
caribbica), 6. SPDC2(7) (Zygosaccharomyces sp), 7. SPDC2(11) (Pichia
caribbica), 8. CPDC2(4) (Zygosaccharomyces fermentati), 9. CPDC2(2)
(Candida drosofilae), 10. CPDC2(3) (Pichia guillermondii), 11.
CPDC2(4) (Zygosaccharomyces fermentati), 12. CPDC2(5) (Candida
ubatubensis).
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5.3 METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR LEVEDURAS ENVOLVIDAS
NO PROCESSO DE PRODUCAO DE CACHACA NO ESTADO DE PERNAMBUCO
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METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR LEVEDURAS ENVOLVIDAS
NO PROCESSO DE PRODUCAO DE CACHACA NO ESTADO DE PERNAMBUCO
RESUMO

Foi avaliada a producdo de metabolitos secundérios de interesse para a qualidade
organoléptica da cachacga a partir de culturas puras das leveduras isoladas e identificadas como
Saccharomyces cerevisiae, Candida drosophilae, C. milleri C. ubatubensis, Pichia caribbica,
P. guillermondii, Zygosaccharomyces fermentati, Zygosaccharomyces sp ¢ Candida sp. As
células foram cultivadas em meio YPD, coletadas e reinoculadas em meio de caldo de cana
filtrado para concentragdo final de células de 10% (m/v). Os indculos foram incubados até o
final da fermentacao, indicado pela parada na produgdo de CO, e os metabdlitos presentes nos
sobrenadantes foram determinado por cromatografia gasosa. As linhagens isoladas de
alambiques produtores de aguardente artesanal apresentaram diferengas significativas em
relacdo aos parametros fermentativos de rendimento da fermentagdo e na formacdo dos
principais compostos volateis. Nao foi observada a producdo de metanol nos ensaios
fermentativos. Entretanto, alguns problemas foram evidenciados. Por exemplo, os isolados de
P. guillermondii produziram acetaldeido e alcool n-propilico nas faixas de 50 mg/L e 35 mg/L,
respectivamente. Estes valores estdo acima do recomendado para a produgdo de cachaca.
Portanto, a presenga dessas células no processo fermentativo pode comprometer a produgdo do
alambique, refor¢ando a necessidade de controle microbiologico do processo.

Palavras chave: fermentagdo alcodlica, metabolitos secundarios, Saccharomyces cerevisiae,
cachaca.

INTRODUCAO

A cachaga, bebida tipicamente brasileira, vem conquistando parcela crescente do
mercado internacional de bebidas destiladas por ser considerada exotica e de sabor especial.
(TRINDADE, 2006). A cachaga artesanal ¢ considerada um produto de maior qualidade pelos
apreciadores da bebida, quando comparada com a cachacga industrial, mas ocupa um espago

que ainda ndo chega a 20% da produgao total da bebida no Brasil (SEBRAE, 2001).

A producao de cachaga no pais destina-se quase totalmente ao mercado interno;
contudo, a bebida vem conquistando novos mercados. Em 2002, foram exportados 14,8
milhdes de litros (1% da produgdo) para 70 paises. (VASCONCELOS, 2003). Os maiores
produtores no Brasil sdo, Minas Gerais, Pernambuco ¢ Sao Paulo (CARDELLO & FARIAS,
1998). Em Pernambuco a relagdo com a cachaga ¢ muito forte, além de possuir alambiques

artesanais ha fabricas que distribui em todo Norte e Nordeste e exporta para diversos paises.



VILA NOVA, M.X. Analise das leveduras da fermentagéo alcodlica em... 91

Ha também programas de cooperagdo e parcerias com producao locais da cana-de-agucar

(Camara , 2004).

O processo para fabricagdo de cachaca de alambique constitui-se do preparado do
indculo, chamado também pé-de-cuba, onde basicamente o0s microrganismos sao
multiplicados em condi¢des apropriadas, para garantir o desenvolvimento adequado, que
corresponde a conversdo de agucar em alcool e géas carbonico, fase que ¢ chamada
fermenta¢do (PATARO et al., 2002).

Espécies de leveduras apresentam propriedades fisioldgicas diferentes, levando a
variagdo no produto final da fermentagdo. Dentre as propriedades fisiologicas de importancia
neste processo podemos citar o rendimento de fermentagdo e metabolitos secundarios
(ANTONINI & PIRAZZY, 2000). A fermentagdo alcodlica pode ser influenciada por diversos
fatores, tais como o microrganismo utilizado, o tamanho do indculo, o tipo de substrato,
temperatura, pH e fatores genéticos de cada microrganismo (SOUZA, 1994).0
acompanhamento da dinadmica de populagdes de leveduras em processos fermentativos
artesanais podem trazer valiosas informagdes com relagdo a selegdo de leveduras nativas
com alto potencial fermentativo, a adequacdo do processo as necessidades fermentativas e
correcdes de condutas operacionais inadequadas, os quais podem resultar em ganhos de
rendimento e produtividade (Alves et al., 2005).

O processo artesanal, carece de procedimentos tecnologicos mais refinados que tornem
o produto competitivo no mercado, tanto em termos de produtividade quanto em qualidade.
Essas caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a qualidade da populagio de
leveduras envolvidas no processo fermentativo da cachaga. A andlise desta populagcdo podera
fornecer subsidios para a identificacdo de linhagens especificas para os diferentes alambiques,
as quais deverdo unir o maior rendimento com a produgdo de metabdlitos que qualificam o
produto em termos de aroma e sabor(Camara, 2004)

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras
do processo fermentativo de alambiques artesanais na zona da mata de Pernambuco que
utilizam trés métodos de producdo distintos e relacionar aos metabolitos secundarios

produzidos por essas leveduras.

MATERIAL E METODOS

Coletas das amostras e plaqueamento do mosto fermentado de cana-de-acucar
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As coletas para o acompanhamento das populacdes de leveduras produtoras de cachaga
artesanal do processo fermentativo ocorreram nos Alambiques do Mirante da Cachaga -
Paudalho/PE, Sdo Sarué - Igarassu/PE e Engenho Agua Doce - Vicéncia/PE. As amostras
foram obtidas através de coletas de 30mL de mosto fermentado colhidas diretamente da dorna
do pré-fermentador do processo de batelada.

Foram realizados dois tipos de plaqueamento, um contendo o meio WLN sem
actidione (ciclohexamida) e o outro meio WLN com actidione na concentragdo final de
Sug/mL para quantificar leveduras ndo-Saccharomyces cerevisiae. Ambos os meios contendo
o corante verde de bromocresol, os antibioticos ampicilina e acido nalidixico na concentracao
final de 50ug/mL para quantificar leveduras totais e inibir o crescimento bacteriano. O mosto
foi diluido em solugdo salina 0,85% até 1:10” e 0,1mL das dilui¢des 1:10” foram plaqueados
em duplicata, de forma a se obter aproximadamente 10 a 20 coldnias de leveduras por placa. A
incubacao foi realizada a 30°C por sete dias. As colonias formadas foram caracterizadas
morfologicamente quanto ao bordo, superficie, consisténcia, tamanho e cor.

Amostras das colonias foram suspensas em ImL de salina 0,85% e semeadas por
estrias em meio WLN por no minimo duas vezes para confirmagdo da pureza das culturas. As
culturas puras foram mantidas em tubo com meio WLN sem corante, sob 6leo mineral
esterilizado.

Descricio das coletas e do alambique Engenho Agua Doce

As coletas do alambique Agua Doce (Vicéncia PE), primeira batelada, foram
realizadas durante o periodo de sete dias, no més de outubro de 2005, nos intervalos de zero
hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas e 144 horas. Na segunda batelada, as
coletas foram realizadas durante o periodo de dois dias, no més de mar¢o de 2006, nos
intervalos de zero hora e 24 horas com fermento reutilizado. O fermento utilizado no Engenho
Agua Doce ¢ preparado com grios triturados (milho 30kg, soja 5kg, arroz 10kg) e adicionado
por sete dias, a cada 24 horas, 100L de caldo-de-cana com diferentes concentragdes de Brix
(6; 8; 10; 12; 14 e no sexto e sétimo dia em torno de 15). Sendo o mesmo reutilizado depois de
sete dias de fermentagdo, por trés meses. Depois dos sete dias de fermentacao, retira todo
material fermentado para destilar, este fermento natural permanece no pé de cuba e ¢ utilizado
para novas fermentagdes, as quais sao realizadas em 24 ou 48 horas, assim que o Brix chega a

zero. Foi assim que foi feita a coleta da segunda batelada (Figura 1) .
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Descri¢ao das coletas e do alambique Sao Sarué

No alambique Sdo Sarué (Igarassu — PE), as coletas foram realizadas em zero
hora, uma hora, 24 horas e 48 horas, quando o brix chegou a zero.O fermento ¢ comercial e
¢ utilizado caldo de cana diluido Brix 16.
Descricao das coletas e do alambique Mirante da Cachaga

Alabique o Mirante da Cachaga (Paudalho — PE), as coletas foram realizadas em zero, 24
e 48 horas, o material para fermentacdo tem o mesmo procedimento do alambique Sao Sarué
(Figura 3).

Sequenciamento de DNA

Para a amplificacdo dos dominios divergentes D1/D2 da subunidade 26S do rDNA
foram utilizados, tampao de PCR 10X, BSA (Soro albumina bovina) 0,25ug/ul, dNTP 2,0
mM, iniciador NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) 10,0pmol/uL, iniciador
NL-4 (5°-GGT3.3.2 CCGTGTTTCAAGACGG-3") 10,0pmol/ul, MgCl, 50mM, , Taqg DNA
polimerase SU/uL ¢ DNA 50ng/uL, como descrito por O’Donnel, (1993), utilizando-se um
termociclador HAIBAID PXE.

A reagdo de amplificacdo foi programada para um ciclo de desnaturagao inicial a 94°C
durante cinco minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, com um ciclo de
extensao final a 72°C durante cinco minutos.

A eletroforese dos fragmentos amplificados foi feita em gel de agarose a 1,3% em
tampao TBE 0,5X, durante 40 minutos. O produto diretamente da amplificagdo foi purificado
com o Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). A eletroforese dos
fragmentos purificados foi feita em gel de agarose a 1,3% com TBE 0,5X por 90 minutos,
juntamente com o marcador A DNA/HIndIIl. Os fragmentos foram corados em solug¢do de
brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 ug/mL - SAMBROOK et al., 1989), visualizados em
transiluminador de luz U.V. e fotografados em sistema de fotodocumentagdo Vilber-Loumart .
Os dominios D1/D2 da regido 26S de rDNA das espécies de leveduras nao-Saccharomyces
foram seqiienciados no Laboratorio do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da
Universidade Federal de Pernambuco, utilizando o BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Para a identificagdo de cada isolado foi feito um BLAST

nucleotideo a nucleotideo. As seqiliéncias destas leveduras foram comparadas com as
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seqiiéncias  D1/D2  de  fungos e leveduras  disponiveis no  Genbank.(

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/- National Center for Biotechnology Information )

Ensaio Fermentativo

Para cada ensaio foi necessario obter caldo de cana fresco, ou seja, moido no mesmo
dia. O caldo foi filtrado em papel de filtro e a este foram adicionados os antibidticos
ampicilina (50pg/mL) e 4cido nalidixico (100pug/mL), com o pH de 5.0, para minimizar a
contaminagdo bacteriana. O caldo de cana filtrado foi diluido com 4gua destilada autoclavada
a fim de padronizar a concentragdo inicial de a¢ticar em torno de 160g/L. O valor de referéncia
utilizado para determinar a dilui¢do foi o observado na escala do refratdmetro. Para isso,
admitiu-se que o valor observado corresponde a porcentagem de agucar presente no meio, por
exemplo, o valor 24 corresponde a 240g/L de agucar.

Inicialmente foi feito um inéculo das células em meio YPD, para o crescimento das
células procurando obter cerca de 10% de células para inocular no meio de fermentacdo.
Depois das células crescidas no meio YPD em placa de Petri durante 16 horas, foram raspadas
com uma lamina estéril e centrifugadas com 4gua destilada autoclavada, obtendo 10g de
células o equivalente a 10% do volume de meio utilizado para fermentagdo ja que a
fermentagdo foi realizada em 100mL do meio de caldo de cana.. Assim tivemos o dominio
ecoldgico de células sobre as que ja existem no caldo de cana.

A fermentagdo foi realizada em Erlenmeyer de 250mL com 100mL do meio de caldo
de cana padronizado em 160g/L, incubados a 32°C em anaerobiose ¢ observados os seus pesos
em alguns momentos da fermentagao, pois estava sendo liberado dioxido de carbono, quando
nao houve mais variacdo de peso, significava que a fermentacao chegou ao fim.
Determinacao de Glicerol

A concentracdo de glicerol do sobrenadante apds ensaio fermentativo foi determinada
pelo método enzimatico através de “kit” GPO-PAP (LABORLAB, Brasil) para determinagao
de triglicerideos em amostras clinicas. Foi preparada uma curva de calibragdo de glicerol na
concentracdo de 2g/L com dilui¢des de 1,6g/L , 1,2g/L , 0,8g/L e 0,4g/L . Para 10uL de cada
diluicao foi adicionado 1mL do reagente enzimatico. O branco foi constituido de 10uL de
agua destilada mais 1mL do reativo enzimatico. As amostras foram incubadas a 37°C por 10

minutos e a D.O lida em comprimento de onda de 505nm como recomendado pelo fabricante.
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A concentracao de glicerol em g/L foi obtida multiplicando-se a DO pela dilui¢ao da amostra

(quando houve) e pelo fator da curva de calibragao.
Determinacao do °Brix e Ac¢ucares Redutores Totais (ART)

A determinagdo do °Brix foi realizada utilizando-se o refratometro ¢ a concentragdo do
acucar inicial e final das fermentagdes foi realizada pelo método do acido dinitrosalisilico
(ADNS). Foi preparada uma curva de calibragdo com uma solugdo aquosa de glicose na
concentracdo de 2g/L. com dilui¢des de 0,5g/L, 1,0g/L, 1,5g/L e 2,0g/L. Foi utilizado 1mL da
amostra do meio fermentado adicionando-se 100pL de HCl 1M. Apos agitagdo a amostra foi
aquecida a 100°C por 10 minutos para hidrolise da sacarose e em seguida foi adicionado
100uL de NaOH 1M e 1mL de reativo ADNS. Apods aquecimento a 100°C por cinco minutos
o volume foi completado para 10mL com agua destilada apos o resfriamento e a DO lida em
comprimento de onda de 540nm. O valor do agucar em g/L foi obtido multiplicando-se o valor
da leitura de DO (densidade optica) pela diluicdo e pelo fator da curva de calibragao. O

controle foi preparado com 1mL de 4gua destilada nas mesmas condigdes.

Os resultados das analises fermentativas representam a média aritmética de trés ensaios

fermentativos consecutivos para cada isolado.
Determinacao dos Metabolicos Secundarios da Fermentacao Alcodlica

A composicdo dos metabolitos produzidos nas amostras de mosto fermentado nos
alambiques de Engenho Agua Doce, O Mirante da Cachaca e Sdo Sarué foram determinados
por cromatografia gasosa no Laboratério Analitico do Departamento de Quimica Fundamental
da Universidade Federal de Pernambuco. Apds calibragdo do equipamento, 1uL do mosto

fermentado centrifugado foi injetado para andlise do teor alcoolico.
Cromatografia Gasosa

O cromatografo utilizado foi GC 1000 e os compostos foram detectados em coluna,
CG745(30mx0,54MM), utilizando a temperatura de vapor a 150°C. Progamacdo de

temperatura inicial de 50 °C a 8 minutos final de 80 °C a 5 minutos. Volume inicial de 2pL.

RESULTADOS
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Segundo Gobo (2006) os requisitos de qualidade e composi¢ao quimica para cachaga
no Brasil fixados pela instru¢do normativa niimero 13 de 29 de junho de 2005, sdo: a)
somatorio de componentes secundarios produzidos a partir do metabolismo secundario das
leveduras que fazem a fermentagdo das bebidas alcodlicas, b) aldeidos (em acetaldeido), ¢)
¢ésteres totais (acetato de etila), d) alcoois superiores (n-propilico, iso-butilico e e isoamilico).

A Figura 5 mostra o resultado da concentracdo destes referidos subprodutos de
fermentagdo alcoolica produzidas por sete espécies de leveduras isoladas de trés alambiques
da zona da mata do Estado de Pernambuco.

Nao foram detectadas concentragdes significantes dos alcoois n-metilico e n-butilico.
Os isolados das C. ubatubensis, P. guilermondii, C. miller, P. caribbica, S. cerevisiae e C.
drosophilae ndo produziram alcool n-amilico em quantidade significante (Figura 5D).

Segundo Gobo (2006) aldeidos formados com até oito 4&tomos de carbono tem aromas
penetrantes, geralmente enjoativos, sendo indesejaveis para os produtores. Neste trabalho o
acetaldeido foi produzido em maior quantidade por Z. fermentati com cerca de 5,22mg/100mL
e menor por S. cerevisiae com 0,37mg/100mL (Figura 18A).

Acetona (Figura 5B) foi pouco produzida por todas as espécies, porém a espécie C.
ubatubensis foi a espécie que menos produziu.

Para a producao de alcool iso-amilico (Figura 5C), os maiores produtores foram P.
caribbica e Z. fermentati, com aproximadamente 8,5 ¢ 4,54mg/100mL, respectivamente.
Segundo Benitez t & Isabel (1986), a espécie Z. fermentati ndo é boa produtora de alcoois.

Apresentaram a maior producdo de alcool iso-butilico (Figura SE) os isolados P.
guillermondii e P. caribbica, com cerca de 6,87 ¢ 5,99mg/100mL, respectivamente, € a menor
produgdo por C. ubatubensis com 0,55 mg/100mL.

O n-propilico (Figura 5F) foi produzido de forma significante e semelhante por todas as
espécies, exceto P. guilliermondii ¢ C. drosophilae nao produziram. Cleto (1997) verificou que
a adicao de fuba de milho no processo fermentativo, pratica comum nos alambiques artesanais,
reduz a concentragdo de n-propanol. Esse fato esta deacordo com o presente trabalho, pois as
espécies C. miller, P. caribbica e S. cerevisiae isoladas do alambique Agua Doce, produzem o
fermento apartir da farinha do milho, a espécie P. guilliermondii foi isolada do alambique O
Miirante da Cachaca, o qual usa caldo de cana, dgua para atingir o brix de 16 e fermento de

pao. Giudici et al. (1973) verificaram que a produgdo de alcool n-propilico esta relacionada ao
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metabolismo de metionina e treonina ambos aminodcidos; e esses sdo reguladores das rotas
metabolicas de compostos sulfurados.

O acetato de etila corresponde a cerca de 80% de conteudo total de ésteres da
aguardente (GOBO, 2006), por isso teores baixos destes compostos sdo sempre desejaveis em
bebidas alcoolicas (MAIA et al., 1991). Neste trabalho todas as espécies apresentaram uma
baixa produgdo e as espécies C. ubatubensis e Z. fermentati apresentaram a mesma quantidade
com 0,63mg/100mL (Figura 5G).

Com relagdo ao teor de etanol, todas as espécies obtiveram resultados satisfatorios, pois
todas as espécies produziram etanol. Segundo Gobo et al (2006) durante a fermentagdo da
cachaga ocorre o desdobramento dos acgucares do caldo-de-cana com a formagdo do alcool
etilico e dioxido de carbono.

A Figura 6A mostra o consumo do ART, onde podemos observar a absor¢ao de cada
espécie, em gramas por litro (g/L). A espécie P. guilermondii e C. drosophilae Candida sp
Zygosaccharomyces sp foram as que absorveram agucar em menor quantidade, em torno de
0,87 a 0,70 g/L. As demais espécies obtiveram a mesma concentragdo, abaixo de 0,2g/L.
Grande parte do agucar residual ¢ utilizada no metabolismo das células para producdo do
etanol, havendo o teor de agticar residual pequeno, indica o esgotamento do substrato em todas
as espécies.

A Figura 6B mostra o grafico estressando a quantidade de glicerol produzida em
gramas por litro (g/L) das espécies de leveduras isoladas e identificadas através do
seqiienciamento. Podemos observar que os isolados de C. drosophilae, C. ubatubensis,
Candida sp e Zygosascharomyces sp produziram glicerol em menor quantidade em relagéo as
demais espécies, com 1,50 e 0,9¢/L, respectivamente. Z. fermentati, P. guilermondii, P.
caribbica e S. cerevisiae, produziram em maior quantidade o glicerol com 3,1; 2,3; 3,0; 4,0 ¢

4,2g/L, respectivamente..

DISCUSSAO

As linhagens isoladas de alambiques produtores de aguardente artesanal apresentaram
diferengas significativas em relacdo aos parametros fermentativos de rendimento da
fermentacdo e na formagdo dos principais compostos volateis. Nao foi observada a producao

de alcool metilico e n-butilico nos ensaios fermentativos por nenhuma linhagem. Miranda et al.
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(1992), que encontraram niveis de metanol acima do permitido por lei em cinco amostras de
aguardente proveniente do Estado da Bahia. O metanol ¢ formado principalmente quando nao
tem o cuidado de separar por filtragdo, os fragmentos da cana-de-actcar originados no
momento da moagem ou passagem pela prensa. Esses fragmentos sdo ricos em substancias
pécticas com unidades metoxilas liberadas pelas enzimas das leveduras fermentativas
(CLERO, 1997).

Em Guterrez (1993) observou que leveduras aplicadas em fermenta¢do com aumento do
pH no meio, reduz a producdo de alcoois principalmente alcoois superiores, no presente
trabalho as leveduras foram fermentadas em pH 5,0, portanto ndo foi utilizado o pH elevado.

Entretanto, alguns problemas foram evidenciados. O 4lcool iso-butilico, foi formado
significantemente pelas espécies P. guilermondii ¢ C. caribbica (Figura 5E) ¢ o alcool n-
propilico teve uma boa concentracdo na espécie P. guilermondii e foi pouco produzido na
espécie P. caribbica, esses resultados ndo concordam com Daudat e Hough (1975) quando
verificaram através da fermentacdo que a redugdo dos alcoois n-propilico e iso-butilico ao
mesmo tempo. Contrasta com os resultados de Rankine (1967), que verificou o decréscimo de
alcool n-propilico e aumento de alcool iso-butilico em temperatura ¢ pH mais elevados, ou
seja, acima do pH 5 o qual foi utilizado na fermenta¢do desse trabalho. O n-propilico foi
pouco produzido por Zygosaccharomyces sp,Candida sp, e C. drosophilae. Boza e Horii
(1998) relatam que a producdo de n-propilico esta diretamente relacionada com a concentragdo
de aguicar no meio, pH, fonte de nitrogénio, pelo grau de aeracdo e principalmente pelas
espécies e linhagens de leveduras. Concordando nesse aspecto com esse trabalho, pois so a P.
guilermondii produziu bem o n-propilico, apesar de todas as espécies receberem as mesmas
condicoes de fermentacao.

O alcool n-amilico s6 foi produzido significantemente por Z. fermentati e S. cerevisiae
(Figura 5B), nao concordando com Pereira et al. (2003), pois relatam que a fermentacdo em
anaerobiose promove a boa produgao de todos os alcoois superiores.

O acetaldeido ndo foi produzido pela espécie de S. cerevisiae e apresentou maior
concentragdo pelas espécie P. guilermondii ¢ Z. fermentati. Esses resultados sdo de grande
relevancia para o trabalho, pois o acetaldeido quando produzido em grande quantidade pode
apresentar modificagcdes indesejaveis sobre o aroma da cachaca e também provoca para o
consumidor nauseas, vomitos, cefaléia, decréscimo de pressdo cardiaca e taquicardia (GOBO,

2006).
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O acetato de etila s6 foi produzido significativamente por C. ubatubensis ¢ Z.
fermentati. Segundo Maia et al. (1994) o acetato de etila corresponde a cerca de 80% do
conteudo total de ésteres da aguardente, participa de qualidade negativa no produto final.

A acetona foi produzida por todas as espécies de leveduras porem as que mais
produziram foram Candisa millerii, Zygosacharomyces sp, Candida sp, C. drosophilae.
Segundo Cleto (1997), a acetona produzida em grande quantidade prejudica o produto final ,
provocando odor desagradavel.

O etanol ¢ um dos principais alcoois da fermentacdo € o composto necessario na
producgdo da cachaga (Daudat & Hough, 1975). No presente trabalho, a produgdo de etanol foi
observada de forma significante, para todas as espécies utilizando na fermentagao o brix de 16.
Esses resultados concordam com Boza e Horii (1998), pois utilizam o brix em torno de 16 para
produgdo de cachaca e obtiveram em todas as destilarias analisadas por eles bom percentual de
produgdo do etanol.

Segundo Maia et al (1994) o consumo de ART na fermentagdo esta relacionada com a
producdo de metabolitos e etanol. Ha leveduras de grande eficiéncia que tem menor producao
de etanol e menor consumo de agticar no meio, devido ao desvio de acticar para a formagdo de
material celular. No presente trabalho as espécies P guilermondii, Z. fermentat e , S.cerevisiae
foram as que produziram maior concentracao de etanol.

O glicerol ¢ um composto produzido que estd diretamente relacionado com o
crescimento celular e aeracdo da fermentacao (Walker, 1998) e tem importancia na composicao
do “bouquet” e textura das bebidas destiladas. No presente trabalho, todas as leveduras
produziram bem o glicerol com excec¢do da espécie C. drosofilae Zygosccharomyces sp e
Candida sp.Dependendo das condigdes de fermentagdo cerca de quatro a 10% de carbono
pode ser convertido em glicerol (Costenoble et al, 2000). A sintese de glicerol ¢ diretamente
proporcional a concentragdo do substrato no mosto em condi¢des de pH inicial 5,0, havendo
menor produgdo de glicerol. Costenoble et al (2000) relata que em elevada temperatura ha o
aumento de 0,25 a 0,60% na producdo de glicerol. Ferreira, (2002), afirma que a sintese de
glicerol pode ser reduzida pela baixa concentracdo de oxigénio. Essa afirmacdo concorda com
o presente resultado, pois a fermentacao foi realizada sem aeragao.

Na figura 4 mostra as concentragdes de produtos secundarios, representados nas

diversas coletas de cada alambique. Pode-se observar que as concentracdes variam em cada
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coleta, e que os metabolitos presentes foram os mesmo que apareceram na fermentacdo de

laboratodrio, s6 que de forma alterada.
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Tabela 1. Espécies de leveduras encontradas nos alambiques
produtores de cachaga artesanal no Estado de Pernambuco.

ALAMBIQUES ESPECIES
Candida sp
AGUA DOCE Pichia caribbica

(primeira batelada)

Candida milleri

Saccharomyces cerevisiae

AGUA DOCE Pichia caribbica
(segunda batelada) | Saccharomyces cerevisiae
SAO SARUE Pichia caribbica _

Saccharomyces cerevisiae
Candida ubatubensis
Candida drosophilae
O MIRANTE DA Efcﬂ!a Ca'.rl':?b'ca -
CACHACA ichia guilliermondii

Zygosaccharomyces fermentati

Zygosaccharomyces sp

Saccharomyces cerevisiae

Tabela 2. Calculo da concentrag@o de subprodutos de fermentacdo alcodlica por cromatografia a gas. Onde Cp =
Concentracao do padrao (mg/100 mL), Ap = Area do padrao, F = Fator de resposta, Aa = Area da amostra, Ca =
Concentracdo da amostra (mg/100 mL). Fator de corregdo ¢ 1

Analito Cp Ap F
Acetaldeido 0,74 4580 1,62E-04
Acetona 0,36 4264 8,44E-05
Acetato de etila 0,97 8740 1,11E-04
Alcool metilico 0,72 4904 1,47E-04
Alcool n-propilico 0,97 12198 7,95E-05
Alcool iso-butilico 0,60 10460 5,74E-05
Alcool n-butilico 0,24 3923 6,12E-05
Alcool iso-amilico 0,60 10621 5,65E-05
Alcool n-amilico 0,24 4384 5,47E-05
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Figura 1. Alambique do Engenho Agua Doce - Vicéncia/PE: A) Comeco da
fermentacdo; B) Fim da fermentagdo; C) Engenho de moer cana; D) Dorna de cobre de
fermentacdo; E) Destilador; F) Alambique; G) Produto final da Cachaca.
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Figura 2. Alambique S3o Sarué - Igarassu/PE: A) Engenho de moer cana; B)
Dorna metalica de fermentacdo; C) Fermento de corte; D) Barris de carvalho para
envelhecimento da cachaga.
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Figura 3. Alambique do Mirante da Cachaga — Paudalho/PE: A) Engenho de moer cana; B) Dornas de
ferro de fermentagao e destilador de ferro; C) Dorna de ferro; D) Fim da fermentagao.
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Figura 4. Concentragdo de metabolitos secundarios de fermentacdo alcodlica nas respectivas coletas das
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Propilico, G) Acetato de Etila ¢ H) Teor de Alcool, formados por sete espécies de leveduras isoladas de
alambiques produtores de aguardente artesanal na Zona da Mata do Estado de Pernambuco.
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Figura 6. Analise de sete espécies de leveduras isoladas de alambiques produtores de aguardente artesanal
na Zona da Mata do Estado de Pernambuco. A) Consumo de agucares redutores totais. B) Produgdo de
glicerol.
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6. CONCLUSOES

A amplificacdo de seqiiéncias simples entre repeti¢des (ISSR) com o iniciador (GTG)s
foi mais eficienate gerando perfis com polimorfismo no padrdo de bandas que permitiu a
discriminagdo de espécies de leveduras nativas de S. cerevisiae em amostras de mosto
fermentado coletadas em trés alambiques artesanais no Estado de Pernambuco.

A amplificagcdo com os iniciadores (GACA)4, (GTG)S5 e M13 de cada perfil de ribotipo do
locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA ribossomal apresentou um padrdo especifico permitindo a
discriminagdo de espécies de leveduras ndo-Saccharomyces de Saccharomyces em amostras
de mosto fermentado coletadas em alambiques produtores de aguardente ;

O marcador molecular ISSR utilizado com trés diferentes tipos de iniciadores mostrou-se
eficiente no acompanhamento de populagdes envolvidas no processo de producio de cachaga,
podendo ser utilizado como ferramenta no controle microbiolégico do processo, no
acompanhamento de leveduras inoculadas e na selecdo de leveduras nativas com maior poder
de dominancia.

As leveduras Candida milleri e Pichia caribbica foram boas fermentadoras em ensaios de
laboratério nas condigdes de temperatura, concentragdo de células e de agucares, semelhantes
aquelas encontradas nas dornas.

Os valores de acetaldeido, alcool n-propilico e iso-butilico produzidos por Pichia
guilliermondii estdo acima do recomendado para a produgdo de cachaga. Portanto, a presenca
dessas células no processo fermentativo pode comprometer a producdo do alambique,
reforgando a necessidade de controle microbioldgico do processo.

Os produtos secundarios alcool n-propilico, alcool iso-butilico, acetaldeido e acetato de

etila ndo foram produzidos pelas espécies de C. drosiphilae, Zygosaccharomyces sp Candida
sp.
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APENDICES

MEIOS DE CULTURA

Wallerstein Laboratories Nutrient Agar - WLN (p/ 1L)

Glicose (Nuclear)...........ccvvvviiiniinnnnn. 50,0g
Extrato de Levedura (Biobras)...................... 4,0g
Caseina (hidrdlise enzimatica) Sigma.......... 5,0g
KH; PO4 (Reagen) s« ......ccovvvviieiiiiiinnn. 0,55¢g
KCl  (Reagen)™ .......ccoeeeiveevieeeiieeeieens 0,43¢g
CaCl,. 6H,O (Reagen) * ......cccceevivviennnne 0,13g
MgSO, . 7TH,O (Reagen)™ .........cceevvennnne 0,13¢g
FeCl;. 6H,O (Reagen)™ ........cccccvvenenee. 0,0025¢
MnSO4. 4H,O (Reagen)* ....................... 0,0025g
Verde de Bromocresol (Reagen)................. 0,022¢
Agar-agar (Agar Brasileiro) ........ccccceceneee. 20,0g
Acido nalidiXico™ ........ocoevveeeeeeeeeeenans 0,050g
Ampicilina® ........cccoooieiiiiie, 0,050g

pH 5,5 ajustado com HCI 1IN
* componentes adicionados na forma de solugdes previamente preparadas.

Meio preparado de acordo com Oliveira e Silva (1994).

Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose - YPD (p/ 1L)

Extrato de levedura (Biobrés)...................... 10,0g
Peptona (Difco) ......ooevviiiiiiiiii 20,0g
Glicose (Nuclear)...........ccovviiniiinnnn.n. 20,0g
AGAT it 16 a 18¢g

Caldo de cana fresco pH 5.0 (p/ 1L)
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Ampiciling .......cccoeoviiieiiiiieiieee e, 50pg/mL

Acido nalidiXico .........ccovveverreeererennnn, 100pg/mL

Solucoes

GlCOSE ..ovvveveiieriiicieeicn Pesar 500g e dissolver em 1000mL de agua destilada
Fosfato de potassio .................. Pesar 5,5g e dissolver 4 100mL de agua destilada

Cloreto de potassio .................. Pesar 4,25¢g e dissolver & 100mL de 4gua destilada

Cloreto de Calcio .........coueuueee. Pesar 1,25¢g e dissolver & 100mL de 4dgua destilada

Sulfato de Magnésio ................ Pesar 1,25g e dissolver & 100mL de dgua destilada

Cloreto de Ferro ......c.ccocevuenneee Pesar 0,5g e dissolver 4 200mL de 4gua destilada

Sulfato de Manganés ................ Pesar 0,5g e dissolver 4 200mL de 4gua destilada

Verde de Bromocresol ........... Pesar 0,22g e dissolver em 5ml de é4lcool , completar para
100mL de agua destilada.

Acido Nalidixico .........c.coo........ Triturar um comprimido de 4cido nalidixico farmacéutico .
Dissolver em solugdo de NaOH 4 0,05 N (£ 10mL ), completar para 100mL agua destilada.
Ampicilina ........ccoccoeiiiiiienienne. Triturar um comprimido de 500mg de ampicilina

farmacéutico , Dissolver em 100mL com agua destilada.

Obs.: na hora do uso, colocar 10mL da glicose para 100mL de meio de cultura.

Solugdao de Actidiona (Solucdo Estoque/20 mg/mL)

Dissolver 0,2g de actidiona em 1,0mL de acetona e completar para 10mL de adgua

destilada esterilizada.

Solu¢do de Actidiona (Solucio Trabalho/5ppm)

Transferir SmL da solugdo de estoque e adicionar 95mL de agua destilada esterilizada.
Essa solucdo terd concentracdo de Img/mL.

Usar 0,5mL para cada 100mL de meio ja esterilizado e fundido. Guardar essa solucao
em geladeira.

Todos os meios e solugdes tiveram seus volumes ajustados para 1000mL com agua

destilada e foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

SOLUCOES E TAMPOES
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Soluc¢io Estoque de Tris 1M (Tris [Hidroximetil] Aminometano)
Trizma base (SIGMA) .......cccceoueeeee. 24.2g
Agua destilada q.5.p.....ccvvevirrvennne. 200mL

O pH foi ajustado para 8.0, a solucdo foi autoclavada e mantida a 4°C.

Solugao de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio)
SDS (MERCK) .....ooovvieiiieiieiieerenee Sg
Agua destilada autoclavada q.s.p........ 50mL

A solugao foi mantida a temperatura ambiente.

Solucido de NaCl 0,5M (Cloreto de Sodio)
NaCI (Vetec) cvvveeeeeiieieeeeiieee e 29,25¢g
Agua destilada q.S.p.....ceoveevveeeeeeennn. 100mL

A solucao foi autoclavada e mantida a 4°C.

Solucio Estoque de EDTA O,5 M (Acido Etileno Diamino Tetraacético)

EDTA (MERCK) ..o, 37,22¢g
Agua destilada q.S.p.....ccvveveeeeieennnnn. 200mL

O pH foi ajustado para 8.0, a solucdo foi autoclavada e mantida a 4°C.

Tampao Tris/EDTA (TE) pH 8,0

Tris-HCl IM pH 8,0 (Sigma) .......ccceeeveennnneen. 1,0mL
EDTA 0,5 M pH 8,0 (Sigma) .......c.ccceuveeeurennee. 0,2mL
Agua destilada q.S.p...vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 100mL

O tampao foi autoclavado e mantido a 4 °C.

Tampao Tris-Borato (TBE) 5X (p/ 1L)

Trizma base (Sigma) ............ccceeeveues 54,0g
Acido BOTICO ..evveneeeiieieeiieeeee, 27,5¢g
EDTA 0,5 M .oooiiiiiiieeeieeeeee 20,0mL

Agua destilada q.S.p....cooveeveveeeeeennnn 1000mL
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O pH foi ajustado para 8.0, o volume foi completado com agua destilada para 1000mL e
estocado a 4°C. No momento de uso, 100 mL do tampdo foi diluido em 4gua deionizada

esterilizada para obter uma concentragao de 0,5X.

Tampao de Amostra Para Eletroforese de DNA

Azul de bromofenol .............cccoceeneee. 250mg
Ficol (Tipo 400 Pharmacia) ............... 15¢
Agua destilada q.S.p.....ccovveveeeereennnn. 100mL

O tampao foi aquecido sem atingir o ponto de ebuli¢do e estocado em aliquotas a 4°C.

Solucido de Brometo de Etidio (SAMBROOK et al., 1989)

Brometo de Etidio .........cccoevvieiiennennne. lg

Agua destilada ...........coooovoeeeeeiienn 100mL

A solugdo foi preparada a partir de 1g de Brometo de Etidio em 100mL de agua destilada e agitada
durante uma hora em um agitador magnético, fazendo uma solucdo de estoque de 10ng/uL.
Posteriormente, estocada a 4°C em frasco escuro. No momento de uso, 10uL dessa solugcdo foram

adicionados a 200mL de tampao TBE 1X.

Tampao de Extra¢ao de DNA (RAEDER & BRODA, 1985)

Tris-HCl IM pH 8,0 ..o 2,0mL
EDTA 0,5M pH 8,0 ...oovveieieieeeee. 0,5mL
SDS 10% eveeveiieieseeieeieeee e 1,0mL
NaCIS5M oo 0,5mL
Agua destilada autoclavada.................. 6,0mL

O tampao foi preparado somente no momento de uso.

dNTPs

Os desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs) liofilizados (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
utilizados foram fornecidos separados em concentracdes de 100mM pela Invitrogen Life
Technologies. Para uso, foram misturadas partes iguais obtendo uma concentragao final de 2,5

mM de cada dNTP. A solu¢ao foi mantida a -20°C.
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Soluciio de Acido Dinitrossalicilico (p/500mL)

Solucio A

5,0 g de ADNS dissolvidos em 100mL de NaOH 2N a 70°C

Solucao B

150,0 g de tartarato de sddio e potassio dissolvidos em 100mL de dgua destilada

As solugdes foram transferidas para um baldo de 500mL e o volume foi completado com agua

destilada apos esfriamento da solugao.
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ITS Coletas - AGUA DOCE 2005
1 2 3 4 5 6 7

550 SADBICI (4),

Candida sp.
Confere ITS
Confere GTG5
Confere M13
600 SADBICI (2), CADBIC3 (17) CADBICS5 (4) CADBIC6 (1)
SADBICI (5) CADBIC3 (18) CADBICS (5) CADBL1C6 (2)
SADBICI (7) CADBIC3 (19) CADBICS (6)
CADBIC3 (20) CADBICS (7) C31 CADB1C6 (3)
0 isolado SABICI(1) de 600 pb CADBIC3 (21) CADBIC5 (8) CADBIC6 (4)
(400+200) foi identificado como CADBIC3 (22) CADBICS (9) CADBI1C6 (5)
Pichia caribbica CADBIC3 (23) CADBICS (10) CADB1C6 (6)
CADBIC3 (24) CADBICS (11) CADBI1CE6 (7)
Os isolados CI(2), C3(20), CADBIC3 (25) SADBICS (23) CADB1CS (8)
C5(4) e C6(1) sdo idénticos no CADBIC3(26) SADBICS (31 CADB1C6 (9)
GTGS SADBIC3 (20) Gh
SADBIC3 (21) SADBICS (35) C31 CADBICS (10)
SADBIC3 (22) SADBICS (36) CADB1C6 (11)
SADBIC3 (23) CADBIC6 (12)
SADBIC3 (26) SADBICS (40) €32 CADB1C6 (13)
CADBIC6 (14)
CADBICS (15)
CADBIC6 (16)
CADBICS (17)
CADBICS (18)
CADBICS (19)
CADB1C6 (20)
700 SADBICI (8) CADBIC3 (1) SADBIC4 (1) CADBICS (1) SADBIC6 (7) SADBI1C7 (13)
CADBIC3 (2) SADBIC4 (5) Candida miller SADB1C6 (11) SADB1C7 (14)
CADBIC3 (3) CADBIC4 (2)
Os isolados C1(8), C2(1), C3(1), CADBIC3 (4) CADBIC4 (3) CADBICS (2) SADBICE (15) CADB1C7 (1)
C4(1), C5(1) e C6(7) CADBIC3 (5) CADBICS (3) SADB1C6 (16) CADB1C7 (2)
CADBIC3 (6) CADB1CS6 (20) CADB1C7 (3)
CADBIC3 (7) CADB1C6 (21) CADBI1C7 (4)
CADBIC3 (8) CADBI1CS6 (22) CADB1C7 (5)
gﬁgg}g; E?é) CADBIC6 (23) CADBIC7 (6)
CADBICS 1) CADB1C6 (24)
CADBIC3 (12) CADBI1CS6 (25)
CADBIC3 (13) CADB1C6 (26)
CADBIC3 (14) CADBICS (27)
CADBIC3 (15) CADB1C6 (28)
SADBIC3 (1) CADB1C6 (29)
SADBIC3 (3)
SADBIC3 (6)
SADBIC3 (7)
SADBIC3 (11)

850 SADBICI (3)- P 25 SADC2(1) SADBIC3 (13) SADBICA4(3)Saccharomyce | SADBIC (1) SADBLC6 (1) P6 | SADB1C7 (1)P25
SADBIC (3 SADCIE) SADBIC3 (16 SADBICH () SADBIGS () SADBICE (2) P6 | SADBICT (2)P25
SADBICI (9) SADC2(5) SADBIC3 (18) SADBICA4(1) SADBICS (4) SADBICE (5) SADBIC7 (3)
SADBIC3 (13) SADC2(6) SADBIC3 (19) SADBICS (5) SADBIC6 (6) P6 | SADBIC7 (4)P6
SADBIC3 (14)- P25 SADC2 (7) SADBI1C3(24) SADBICS (6) SADB1C6 (8) SADBI1C7 (5)P6
SADBIC3 (16)- P25 Cadblc2(1) SADBIC3(25) P25 SADBICS (7) SADB1CE6 (9) SADB1C7 (6)P6

SADBIC3 (18)
SADBIC3 (19)

SADBIC3 (27)

SADBICS (8)
SADBICS (9)
SADBICS (10)
SADBICS (11)
SADBICS (12)
SADBICS (13)
SADBICS (14)
SADBICS (15)
SADBICS (16)
SADBICS (17)
SADBICS (18)
SADBICS (19)
SADBICS (20)
SADBICS (21)
SADBICS (24)
SADBICS (26)
SADBICS (27)
SADBICS (28)
SADBICS (29) P18
SADBICS (30)
SADBICS (33)
SADBICS (34)
SADBICS (37)
SADBICS (38)

SADBI1CS (10)
SADBICB6 (12)P6

SADBI1C7 (7)P6
SADBI1C7 (8)P6

SADBI1C6 (13)P6
SADBIC6 (14)P6
SADBI1C6 (17)
SADBIC6 (18)
SADBIC6 (19)
SADB1CS6 (20)
SADBIC6 (21)
SADBI1C6 (22)
SADBIC6 (23)
SADBI1C6 (24)
SADBIC6 (25)
SADBI1C6 (26)P5
SADBIC6 (27)

SADBIC7 (9)P6
SADBIC7 (10)
SADBIC7 (11)
SADBIC7 (12)P6
SADBIC7 (15)
SADB1C7
(16)P25
SADBI1C7 (17)P6
SADBIC7 (18)P6
SADB1C7

(19)P25
SADBI1C7 (20)P6
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TABELA MOSTRANDOA A 2 BATELADA DE AGUA DOCE .SAFRA 2006/2007

ITS COLETAS — AGUA DOCE 2006

1 2 Digestéo Hae Ill

600 SADCI1(1),

SADC1(4)

SADC1(5)

SADC1(6)
SADC1(8)Pchia caribica
SADC1(9)Picchia caribbica
SADC1(10)

SADC1(11)

SADC1(12)

SADC1(15)

SADC1(16)

200+400

850 SADC2(8),

SADC1(2)P6
SADC1(3)P6
SADC1(7) P6 SC
SADC1(13)
SADC1(14)

SADB2C2 (1)-P4A
SADB2C2 (2) P6
SADB2C2 (3)-SC
SADB2C2 (4)-P18
SADB2C2 (6)-P4A
SADC2(7)
SADC2(9)
SADB2C2 (10)
SADB2C2 (11)-P6
SADB2C2 (12)-P5
SADB2C2 (13)-P15
SADC2(14)SC
SADC2(15)
SADB2C2 (16)-P5

200+300+350

Tabela discri¢ao dos isolados do alambique Sao Sarué em quatro coletas

ITS COLETA ALAMBIQUE IGARASSU CACHACA SAO SARUE
1- fermento de corte | 2 — 1 hora de pois de | 3- 24 horas 4 — 48 horas
colocar o fermento

600pb CAIBICI(1) CAIB1C2(13) CAIB1C3(21) Pictia CAIB1C4(3 1)
CAIBICI1(2) caribbica
CAIBICI1(3) CAIBIC3(22) CAIB1C4(32)
Cﬁgici(@ CAIB1C3(23) CAIB1C4(33)
CABICI(E) CAIBIC3(4) | CAIBICAGY
CAIBICI(7)Pihia CAIB1C3(25) CAIBICA(35)
caribbica o CAIB1C3(26) CAIB1C4(36)
CAIBICI1(8) Pichia CAIB1C4(37)
caribbica CAIBI C3(27) CAIB1C4(38
CAIBIC1(9) CAIB1C3(28) (38)
CAIB1C1(10) CAIB1C3(29) CAIB1C4(39)

CAIB1C3(30) CAIB1C4(40)

850pb gﬁg}gggsc giig}gggg SAIB1C3(61) |[SAIBIC4(66)
SAIBICI(43) SAIBIC2(53) SAIB1C3(62) |SAIBIC4(67)
SAIBICI1(44) SAIB1C2(54) SAIB1C3(63) |SAIBIC4(68)
32131882 22“3155252 SAIB1C3(64) |SAIBIC4(69)

IB IBI1C2(5

SAIBICI(47) SAIBI1C2(57) SAIB1C3(65) |SAIBIC4(70)
SAIBIC1(48) SAIB1C2(58)
SAIBIC1(49) SAIB1C2(59)
SAIBICI1(50) SAIB1C2(60)




VILA NOVA, M.X.

Analise das leveduras da fermentacdo alcodlica em...

Tabela Mostra isolados da fermentacao do alambique o Mirante da cachaca
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ITS 1 coleta 2 coleta
500 CPDC2(2)Candida drosophilae
CPDC2(5) Candida ubatubeniss
600 SPDC1(13)Pichia caribica SPDC2(11)Pichia caribbicai
CPDC2(3) Pichia quillermondii
700 SPDC2( 7)Zygsaccharomyces sp
CPDC2(4 ) ) Zygsaccharomyces fermentati
CPDC2(1 ) Zygsaccharomyces fermentati
850 SPDCI( 1) Sacharomyces cerevisiae SPDC2( 1)
SPDCI( 2) SPDC2( 2)
SPDCI1( 3) SPDC2( 3)
SPDCI1( 4) SPDC2( 4)
SPDCI( 5) SPDC2( 5)
SPDCI( 6) SPDC2( 6)
SPDCI1(7) SPDC2( 8)
SPDCI( 8) SPDC2( 9)
SPDCI1( 9) SPDC2( 10)
SPDCI( 10)
SPDCI( 11)
SPDCI( 12)
SPDCI( 13)
SPDCI( 14)
SPDCI( 15)
SPDCI( 16)
SPDC1( 17)
SPDCI( 18)

SPDCI( 19)
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