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Resumo

Resumo

Com o objetivo de caracterizar molecularmente a cepa Saccharomyces cerevisiae
LBCM 427, selecionada a partir de dornas de fermentacdo de cachaga, utilizaram-se vérias
metodologias de andlise de polimorfismo de DNA para permitir a discriminag¢do entre esta e as
cepas presentes no local de origem. Os resultados demonstraram que RAPD-PCR, mtDNA, e
PCR utilizando primers complementares a regidao do gene COXI nao foram suficientes para uma
boa diferenciacio entre a cepa LBCM 427 e cepas isoladas na mesma dorna de fermentagdo. Por
outro lado, o uso da cariotipagem para diferenciagdo com base no perfil cromossomal permitiu
uma nitida distin¢do entre o grupo de cepas analisadas. Estes resultados demonstram que o uso
de cepas iniciadoras requer um acompanhamento com o uso combinado de métodos
bioquimicos e moleculares. A cepa parenteral LBCM 427, foi segregada e as tétrades analisadas
quanto a estabilidade fisioldégica e bioquimica em passagens sucessivas. Avaliaram-se os
seguintes parametros floculacdo, ndo producdo de H,S, resisténcia a 5,5°,5" -trifluoro-DL-
leucina (TFL) e cerulenina, crescimento em diferentes condigdes de pressdo osmdtica e de
temperatura. Os resultados demonstraram que nenhuma cepa segregante reuniu todas as
caracteristicas da cepa parental. Diante disto, foi selecionada uma cepa segregante que atendia
ao critério de resisténcia a TFL e cerulenina para analisar o comportamento em uma
fermentacdo em caldo de cana e possiveis mutacdes no gene LEU4 que transcreve para a o-
isopropilmalato sintase. Esta segregante ndo foi afetada na presenca de altas concentragdes de
L-leucina (20 mM) e, apresentou mutagdes no gene LEU4 ainda ndo descritas pela literatura. A
cepa LBCM 427 e segregante foram avaliadas quanto a producdo de cachaga em escala piloto.
Os parametros analisados foram: o perfil quimico da bebida produzida e a adaptacdo das cepas
em condicdes similares as encontradas na fabricacdo artesanal da cachaga. Por cromatografia
gasosa, quantificaram-se os compostos voldteis sendo estes o acetaldeido, acetato de etila,
metanol, n-propanol, isobutanol, 4dlcool isoamilico, e furfural. Verificou-se que as cepas LBCM
427 e segregante produzem elevados teores de dlcool isoamilico e élcool isobutilico quando
comparadas a uma cepa Saccharomyces cerevisiae comercial utilizada como controle. Outra
cepa utilizada como controle do processo, a cepa nativa LBCM 422, sensivel a ambos
compostos, produziu quantidades semelhantes de dlcool isoamilico quando comparada as cepas
LBCM 427 e segregante, resistentes a TFL e cerulenina. Os resultados apresentados oferecem
uma importante contribuicdo para o desenvolvimento de novas estratégias de selecdo de cepas
selvagem com caracteristicas especificas, levando a produ¢do da cachaca com maior produgdo

de compostos flavorizantes.
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Abstract

Abstract

Aiming the molecular characterization of Saccharomyces cerevisiae LBCM 427
strain, selected from fermentations vats of a cachaga distillery, several analysis using
polymorphism analysis of DNA for the characterization/discrimination of this and the
selvagem strains present in the origin place was used. Results showed that RAPD-PCR,
mtDNA, and PCR using complementary primers COXI gene region were not sufficient
for distinguishing among them. On the other hand, the chromosomal pattern profile of
kariotyping showed to be useful to discriminate the strains studied. These results
showed that use of starting strains requires the combined use of biochemical and
molecular methods for monitoring start strains. The parental strain LBCM 427, was
sporulated and its tetrads were analyzed for physiologic and biochemical stability
through successive generations. We selected the strains for: capacity flocculation, no
H,S production, 5, 57,5 -trifluoro-DL-leucine (TFL) and cerulenin resistance and
ability to adapt to stress conditions during fermentation of the sugarcane juice such as
high osmotic concentration and temperature. No single segregant was found that kept
entirely all the characteristics of the parental strain. In view of this result, a segregant
keeping the characteristic of resistance to TFL and cerulenin compounds was selected
for analysis of fermentation of sugar cane juice and probable mutation in the LEU4 gene
that encodes for alpha isopropylmalate synthase (alpha-IPM). This segregant showed
that alpha-IPM activity was not affected by the presence of increasing leucine
concentrations (20 mM), and showed a new mutation in the LEU4 gene which has not
been previously described in the literature. LBCM 427 and segregant strains were
submitted to a small-scale distillation for cachaga production. The parameters analysed
were the chemical profile of the product as well as strain ability to adapt to stress
conditions during fermentation of the sugarcane juice in artisanal cachaca's factory.
Volatile compounds such as acetaldehyde, ethyl acetate, methanol, n-propanol, isobutyl
alcohol, isoamyl alcohol and furfural were quantified by gas chromatography assays. It
was found that LBCM 427 and segregant strains produced higher level of isoamyl
alcohol and isobutyl alcohol compared with control S. cerevisie strains of the process.
Another strain, LBCM 422 native S. cerevisiae strain, sensitive to both TFL and
cerulenin, a control strain for the fermentation process, produced similar levels of
isoamyl alcohol in relation to both LBCM 427 and TFL and cerulenin resistant
segregant strain. The results offer an important contribution for the development of a
strategy for strains selection from fermentation vats of cachaga distillery, showing

higher production capacity of flavouring substances..
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Introducdo

1. - A Cachaca

A cachaca ¢ uma bebida destilada tipicamente brasileira e que tem a seguinte
definicdo legal: “Cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva da Aguardente de Cana
produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de 38 % v/v a 48% v/v a 20° C, obtida
pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-acticar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até 6g/L, expressos em

sacarose” (Brasil, 2005).

1.2 — Importancia econémica da cachaca

Dados do Servico de Apoio as Micro e Pequenas Empresas de Minas Gerais
(SEBRAE-MG) de 2002 mostraram que a producdo da cachaga no Estado de Minas
Gerais € da ordem de 230 milhdes de litros/safra, representando cerca de 18% da
producdo nacional de aguardentes. Neste estudo, o Estado contabilizava cerca de 8.466
estabelecimentos produtores, que associando a producdo da cachaca as atividades
agropecudrias, empregavam direta e indiretamente, aproximadamente 240.000 pessoas,
gerando uma renda anual estimada de R$ 1,5 bilhdo. Os estudos do SEBRAE-MG
indicaram ainda que apenas 15% dos estabelecimentos produtores estdo regularmente
registrados e 85% operam de forma clandestina, sendo que 43% da cachaga produzida
provém de estabelecimentos registrados e 57% dos clandestinos. (SEBRAE, 2002)

As exportacdes brasileiras de cachaca ganharam forte impulso nos ultimos anos.
Em 2003 e 2004, somados, foram negociados 17,251 milhdes de litros com o exterior
gerando uma renda de aproximadamente U$ 20 milhdes. Apenas nos 8 primeiros meses
de 2005 o volume de negdcios chegou a 6,953milhdes de litros. O Brasil exporta este
produto para 45 paises, mas essas vendas ndo atingem 1% da produgdo nacional que
varia de 1,3 bilhdo a 2 bilhdes de litros. Apesar desses nimeros, o Brasil exporta pouco
e de forma inadequada, pois estima-se que um terco do produto é vendido a granel, o
que torna dificil o controle de origem e a agregacao de valor ao produto. Os principais
clientes da cachaca no mercado internacional sdo: Alemanha, Paraguai, Uruguai,
Portugal, Angola, Estados Unidos, Argentina, Itdlia, Bélgica, Espanha, Chile, Franca e
Holanda. A Alemanha € nosso principal importador de destilado com 2,292 milhdes de

litros em 2004 (Rosa e cols., 2005).
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1.3 — Legislacao Vigente

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) publicou em junho
de 2005 a Instrucao Normativa n°13 que reitera a definicdo de cachaca e de aguardente
e estabelece novas classificacoes para o produto envelhecido. A Premium deve conter
100% de cachaga, ou aguardente, envelhecida por um periodo ndo inferior a um ano. J&a
a Extrapremium também deve conter 100% de cachaga, ou aguardente, mas com
envelhecimento minimo de trés anos. A terceira categoria € a Envelhecida, que contem
pelo menos 50% de cachaca reservada por um periodo ndo inferior a um ano. As normas
exigem controle sobre contaminantes como carbamato de etila, acroleina, dlcool séc-
butilico, dlcool n-butilico, chumbo, arsénio, cobre e metanol (Brasil, 2005).

No dia 21 de dezembro de 2001, o entdo Presidente da Republica Fernando
Henrique Cardoso, assinou um decreto 4.062 reconhecendo a exclusividade de uso da
indicacdo geografica “cachaca” por parte do Brasil. Essa medida impde patente sobre a
expressdo ‘“‘cachaca”, preservando o produto nacional. Outra medida tomada pelo
governo federal foi proteger a identidade da bebida no pais regulamentando uma
definicdo legal para a “cachaca” estabelecida no Decreto Federal n° 4.072 de janeiro de
2002. Agora o Brasil aguarda a definicao da Organizacao Mundial das Aduanas (OMA)
para solicitacdo de um cédigo de enquadramento da cachaca ou da aguardente, sendo
este diferente do rum.

Na ultima década algumas leis foram regulamentadas para padronizar as
condic¢des técnicas e higiénicas de trabalho para a producao da bebida, bem como dar
cardter empresarial ao setor. A Lei Federal n° 8.918, de 14.07.94, dispde sobre
padronizacao, registro, inspecao, producao e fiscaliza¢do de todas as bebidas alcodlicas,
inclusive a cachaca, além de sucos produzidos no Brasil. Esta lei, regulamentada pelo
Decreto Federal n° 2.314, de 04.09.1997, traz indicagdes de caracteristicas técnicas e
responsabilidades de fiscaliza¢do de bebidas em geral. O licenciamento do produto para
comércio estd a cargo do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, por intermédio
da Secretaria Nacional de Defesa Agropecudria — (SDA). A Instrucdo Normativa
N°13/2005 dispde sobre os padrdes de identidade e qualidade da cachaga, mencionando
especificamente os seguintes itens: grau alcodlico e teores de acucares totais, acidez

volatil em 4cido acético, dlcoois superiores (expressos pela soma do dlcool n-propilico,
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alcool isobutilico e alcoois isoamilicos), furfural somado a hidroximetilfurfural,
aldeidos em acetaldeido e ésteres totais em acetato de etila.

Em Minas Gerais a cachaca também foi regulamentada com a edicdo da Lei da
Cachacga de Minas, Lei Estadual n° 11.949, de 11/07/2001 que estabelece o padriao de
identidade e as caracteristicas do processo de elaboragdo da “Cachaca de Minas”. Com
esta lei, o produtor pode vislumbrar a profissionalizacdo e a remodelagem dos
estabelecimentos tradicionais, maiores facilidades de comercializacdo do produto e
legitimagdo dos padrdes de identidade e qualidade da cachaca mineira (SEBRAE,
2002).

Uma outra iniciativa adotada pelo governo mineiro foi a criagdo do Programa
Mineiro de Incentivo a Producdo de Aguardentes de Qualidade (Pr6-Cachaca), Lei n°
10.853/92, regulamentada pelo Decreto Estadual n° 34.645/93, que estimulou a
organizacdo e mobilizacdo dos produtores de cachaca em entidades ou cooperativas.
Esta medida proporcionou aos pequenos produtores algumas facilidades de
comercializacio do produto e de difusdo de conhecimentos para melhorar e/ou

aprimorar a qualidade do destilado produzido.

1.4 — Fabricacao da cachaca artesanal

A fabricagdo da cachaca artesanal inicia-se na colheita de cana-de-agucar que €
cortada manualmente, despalhada e transportada para uma instalacdo onde passaré pelo
processo de moagem. Utilizando-se moendas elétricas, a cana-de-agucar € moida inteira
ou previamente picada, e o caldo extraido € recolhido em reservatério onde permanece
com objetivo de deixar decantar as impurezas do liquido (pequenos fragmentos da cana-
de-acucar — bagacilho; fragmentos de solo; outras impurezas). Apds a decantagdo, o
caldo ¢ filtrado e encaminhado, por tubulacdes, em geral de PVC, até as dornas de
fermentacao.

A cachaca de alambique mais tradicional utiliza o “pé-de-cuba” ou “pé-de-
fermentacdo”, normalmente preparado no préprio local de produgdo da bebida, que tem
como agente da fermentacdo uma mistura de leveduras presentes no ambiente. Cada
produtor tem uma férmula segundo as tradi¢des locais, mas geralmente, o “pé-de-cuba”
tem como componentes o farelo de arroz, fuba de milho, caldo de limao, etc. Uma das

vdrias maneiras descritas para a preparacdo do “pé-de-cuba’” sugere que os componentes
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sejam misturados em quantidade suficiente para formar uma pasta e deixado em repouso
por 12 a 24 horas. Adiciona-se o caldo de cana-de-actcar diluido (1:1) até que o
material fique submerso e deixa-se em repouso por mais 24 horas. Uma nova
quantidade de caldo diluido é adicionada quando ocorre desprendimento de diéxido de
carbono (CO,) o que indica atividade fermentativa; uma vez mais, a mistura é deixada
em repouso por 24 horas. Repete-se este procedimento até que seja obtido um volume
correspondente a 20% do volume do mosto a ser fermentado na dorna.
Alternativamente, o fermento de panificacdo prensado pode ser usado como indculo; no
entanto, este tipo de fermento foi desenvolvido para atender as caracteristicas da
inddstria de panificagdo.

As dornas geralmente cilindricas sdao produzidas em madeira, ago inoxidavel e
aco-carbono com um volume total de acordo com a capacidade do aparelho de
destilacdo. O processo fermentativo da cana-de-actiicar em mosto pode levar até 24
horas. A dorna € abastecida lentamente pelo caldo de cana-de-agicar, podendo estar
pré-aquecido ou ndo, de acordo com o clima da regido. Ao término da fermentacao,
aguarda-se a decanta¢do do fermento e o vinho sobrenadante € encaminhado, por
tubulagdes, para destilacdo e um novo processo de fermentagdo é iniciado. O mesmo
fermento ¢é usado sucessivamente caracterizando um processo fermentativo
semicontinuo.

A destilagdo do mosto € realizada em alambiques de cobre. O mosto € aquecido
por fornalha ou caldeira, até que a mistura entre em ebuli¢do e seja iniciada a emissao
de vapores. A condensagdo dos vapores ocorre em uma serpentina de resfriamento, € o
liquido formado (destilado) é entdo recolhido. O destilado é dividido em trés partes
referidas popularmente como: “cabeca”, “coracdo” e ‘“cauda”. A primeira fracdo é
descartada por conter grande quantidade de metanol. A “cauda” € desprezada ou
redestilada por conter grande quantidade de &4gua e produtos menos voldteis. O
“coragdo”, que corresponde a cachaca, ¢ encaminhada para o envase ou para o
envelhecimento.

O produtor determina o tempo de envelhecimento e o tipo de madeira
empregada nos barris. Ao término desta etapa, amostras do destilado sdo encaminhadas
para andlise dos Padrdes de Identidade e Qualidade que se aprovadas pelos parametros

instituidos na legislacdo, permitem que a bebida seja engarrafada e comercializada. A
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comercializacdo do produto é regulamentada por lei e o produto deve seguir normas e

estar registrado nos 6rgdos competentes (Cardoso, 2001; Gravata, 1999).

1.5 — Padroes de Identidade

A cachaca tem sua identidade e qualidade regulamentada pela INSTRUCAO
NORMATIVA N° 13, DE 29 DE JUNHO DE 2005, tendo sido estabelecidos os
seguintes padrdes: graduagdo alcodlica de 38% a 48% em volume a 20° C, obtida pela
destilagio do mosto fermentado do caldo de cana-de-agicar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até 6g/L, expressos em
sacarose. Segundo a Instrucdo, cachaga deve apresentar os seguintes teores maximos de

componentes do Coeficiente de Congéneres:

Acidez volatil, em acido actiCO.........covvvuummeeereeennnn. 150 mg/100mL de 4lcool anidro
Esteres totais, em acetato de etila.............ooevvvvvunnnnnn. 200 mg/100mL de 4lcool anidro
Aldeidos totais, em acetaldeido.........ccoeeeeveevevvnnnnnnn.. 30 mg/100mL de 4lcool anidro
Furfural somado a hidroximetilfurfural................... 5 mg/100mL de alcool anidro

Alcoois superiores, soma de dlcoois isobutilico,

isoamilico € N-propilico........ccceevvvvieriieeniiieenieeenneen. 360 mg/100mL de 4lcool anidro

O Coeficiente de Congéneres para os produtos ndo poderd ser inferior a 200mg
por 100mL e ndo podera ser superior a 650 mg por 100mL de 4lcool anidro.

E permitido um teor maximo de 25 mg de metanol /100mL de dlcool anidro e o
conteido de cobre ndo pode ultrapassar a 5 mg/L do produto. Contaminantes
inorganicos como chumbo e arsénio ndo podem estar em quantidade superior a 200
pg/L e 100 pg/L respectivamente. Enquanto contaminantes organicos como o
carbamato de etila e acroleina (2-propenal) ndo podem estar em quantidade superior a
150 pg/Le 5 mg/100mL respectivamente.

Os métodos adotados pelo Ministério de Agricultura para quantificar os aldeidos
e dcidos totais ndo oferecem resultados confidveis em amostras coloridas e ndo

permitem a especificagdo dos compostos. Esta limitacdo constitui uma desvantagem,
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pois as propriedades quimicas e toxicoldgicas ndao sdo as mesmas para todos os
membros de uma série homdloga (Nascimento e cols., 1998).

Boscolo e cols (2000) investigaram o contetido de élcoois e ésteres de cachaca
de diversas regides produtoras e demonstraram que os valores de dlcoois superiores
estdo proximos aos limites estabelecidos por lei, enquanto o éster estd aproximadamente
dez vezes inferior ao limite (Tabela 1). A quantidade de metanol na cachaga se encontra
dentro dos limites legais, e € semelhante ao encontrado nas amostras de rum, entretanto,
muito inferior a encontrada no vinho. O acetato de etila, um éster encontrado em
bebidas, apresenta um teor trés vezes menor na cachagca quando comparado ao uisque. A
quantidade de dlcool isoamilico da cachaca € menor que a encontrada no uisque. O fato
da quantidade de ésteres na cachaca ser baixa em relacio a outras bebidas pode

influenciar no aroma e na qualidade, uma vez que o teor destes compostos esta ligado a

essas caracteristicas (Cardoso e cols., 2004; Nobrega, 2003; Nonato e cols., 2001).
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Tabela 1 — Comparagdo dos teores de dlcoois superiores e ésteres em diferentes bebidas

Composto Legislagio Cachaca Rum Uisque Vinho
Brasileira

Metanol 25 5,7 6,6 - 22
Alcool isoamilico - 136 104 250 230
isobutanol - 63 162 90 136
n-propanol - 46 38 31 44
Alcoois totais 360 263 314 468 410
Esteres totais 200 24,4 69,7 74,1 -

Resultados em mg/100mL de alcool anidro.

Fonte: Boscolo e cols (2000)
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1.6 — Pontos criticos do processo de producao da cachaca.

O processo de fabricacdo tem seu inicio na colheita da cana-de-actcar e hoje o
agricultor dispde de variedades de cana-de-agucar que se adaptam a diversos tipos de
solos e a variados climas, podendo ser colhidas em diferentes épocas do ano. Deve-se
escolher uma variedade de cana-de-acticar que proporcione a obten¢do de um produto
final de qualidade e que contribua para manter a continuidade da safra, cujo periodo se
estende de maio a novembro (Cardoso, 2001; Gravata, 1999).

A qualidade do caldo de cana-de-agicar que chega as dornas de fermentagdo
contribui para o resultado final do produto. Cuidados inerentes a higiene no local de
moagem da cana-de-agtcar, bem como onde o caldo de cana € filtrado e/ou aquecido,
sdo de fundamental importancia. A fermentagcdo € ponto chave de todo o processo de
fabricacdo de cachaca, sendo considerados fatores fundamentais: a escolha do indculo,
com cepas de qualidade, e do local, que deve ser apropriado para ocorrer 0 processo
fermentativo. E comum na produgio artesanal da cachaca o uso de dorna manufaturada
com material impréprio, como por exemplo, a madeira. Materiais porosos e de dificil
limpeza contribuem para a contaminagdo com microrganismos indesejaveis
comprometendo assim a fermentacdo. Outro aspecto importante € a fermentacdo com
temperatura controlada. A fermentac¢do, na maioria dos alambiques, ocorre em sistema
aberto, desprovido de manutengao da temperatura adequada para o processo.

A incorporacdo de cepas selecionadas que contribuam para a manuteng¢do da
identidade e da qualidade da cachaca produzida pode se constituir em etapa importante
para o processo. Segundo Pataro e cols. (1998), durante uma safra, diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae estdo presentes na fermentacdo, e isto pode ser uma das
causas que proporciona a irregularidade do destilado, em termos de composi¢cdo quimica
e de caracterizacdo organoléptica. Também por esta razdo, safras distintas podem
produzir cachacas com composi¢do e caracteristicas diferentes. O estabelecimento de
parametros que levem a escolha de cepas que se adaptem as condi¢des de producao, e
que contribuam para manter ou melhorar a qualidade da cachaca € um tema ainda pouco
explorado e merecedor de muitos estudos.

O envelhecimento da cachaga ocorre geralmente em barris de carvalho (Quercus
Alba L), também utilizado no envelhecimento de vinhos e uisque. De origem

estrangeira, o carvalho também se encontra em extingdo, sendo dificil sua aquisicdo no
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mercado; desta forma, possui um alto valor no mercado. Como alternativa, tém-se
estudado madeiras nativas para serem empregadas nesta atividade, tais como:
amendoim (Pterogyne nitens), amburana (Amburana cearensis) e jequitiba (Cariniana
estrellensis). As condicdes das adegas s@o as mais diversas. Na maioria dos casos,
certas condi¢des, tais como o controle de temperatura, de umidade, de luminosidade e
de outros fatores que podem influir no envelhecimento nao € levado em consideracao.
Diversas reacdes quimicas acontecem durante este processo de envelhecimento, entre
elas podem ser citadas: evaporacao de compostos voléteis através da madeira do barril;
formacao de complexos moleculares estdveis a partir dos compostos secundarios; e
reacoes dos componentes da madeira com os componentes originais do destilado
(Cardello & Faria, 1998; Cerdan e cols., 2004; Dias e cols., 1998; Escalona e cols.,
2002; Mori e cols., 2003).

Ap6s um periodo de envelhecimento em barris, a bebida adquire odor, cor e
sabor tipicos da madeira na qual foi acondicionada. E necessdrio conhecer bem as
propriedades da madeira empregada na confeccdo do barril para se utilizar destas
caracteristicas para o aprimoramento do sabor e do aroma da bebida (Cardello & Faria,
1998; Cardoso, 2001; Mori e cols., 2003).

O engarrafamento e a comercializacdo da cachaca constituem a parte final do
processo. Nem sempre as garrafas utilizadas no envase sdo fabricadas para este fim;
muitos produtores ainda utilizam garrafas recicladas sem padronizagdo de tipo, cor e
material. Esta caracteristica desqualifica o produto frente ao consumidor. A utilizacao
de vasilhame que diferencie e sofistique o produto pode ser um fator capaz agregar

valor a bebida (SEBRAE, 2002).

1.7 — A busca por qualidade nas bebidas.

O aumento do consumo interno e a busca por espago no mercado internacional
sao fatores que reforcam a necessidade de se melhorar e ou de se garantir a qualidade da
cachaca produzida. Entretanto, em fun¢do de reduzido nimero de trabalhos publicados
e/ou literatura especializada disponivel € dificil estabelecer um padrdo de qualidade para
a cachacga.

Para que um tecndlogo de bebidas possa modificar as caracteristicas e/ou

controlar a qualidade de um produto € necessario que se conhega a composicdo quimica
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do produto final. A cachaca € muito apreciada por possuir aroma e sabor caracteristicos;
segundo Nonato e cols. (2001), sua composi¢do pode ser descrita como uma solugdo
aquosa complexa, constituida de dgua, etanol, dlcoois superiores, etil ésteres, aldeidos,
cetonas e 4cidos organicos. Apesar de representar menos de 1% do total, os ésteres e 0s
alcoois superiores sdo importantes para as caracteristicas organolépticas da bebida,
sendo seu aroma atribuido principalmente aos dlcoois superiores e ésteres presentes
(Boscolo e cols., 2000; Boza & Horii, 1998; Cardello & Faria, 1998; Cardoso e cols.,
2004). Conhecer os compostos que atribuem identidade a uma bebida (por exemplo, o
acetato de isoamila confere aroma caracteristico do vinho tinto preparado com a
variedade de uva Pinotage) é fator de avango tecnoldgico para melhorar sua qualidade
(Falqué e cols., 2001; Fraile e cols., 2000; Hernandez-Orte e cols., 2002).

Os compostos que proporcionam sabor € aroma ao vinho sdo formados durante a
fermentagdo alcodlica e sua producdo depende principalmente da espécie de levedura
usada e das condi¢cdes de fermentagdao(Pretorius, 2000). Na fabricacdo moderna de
vinhos, cepas da levedura S. cerevisiae, usadas na fermentacdo alcodlica, produzem
quantidades diferentes de compostos voléteis na bebida. Estudos demonstraram que a
inoculacdo de cepas selecionadas contribui para as caracteristicas do vinho, assim &
importante conhecer os diferentes potenciais de produg¢do de compostos volateis das
cepas de S. cerevisiae para escolher a melhor cepa para a produ¢dao de um vinho com
mais qualidade (Cardoso e cols., 2004; Fraile e cols., 2000; Hernandez-Orte e cols.,
2002; Ostergaard e cols., 2000; Patel & Shibamoto, 2002; Pretorius & Bauer, 2002;
Pretorius & Hoj, 2005; Vianna & Ebeler, 2001).

A produtividade e a eficiéncia de fermentacdo, a tolerancia ao etanol e a
temperatura, a resisténcia a altas concentracdes de agucar, a habilidade de flocular, e a
de produzir certos componentes do aroma da bebida, sdo algumas caracteristicas
desejaveis as linhagens de leveduras selecionadas para o processo de producdo de
bebidas. De modo contrario, a produc¢do de sulfeto de hidrogénio € indesejavel nas
bebidas alcodlicas, devido a seu odor repugnante e ao baixo limite de deteccdo
(Ostergaard e cols.,, 2000; Pretorius, 2000; Ribeiro & Horii, 2004). Devido a
importancia da levedura no processo de fermentagdo e ds conseqiientes caracteristicas
organolépticas das bebidas fermentadas, a seguir descreveremos detalhadamente os

aspectos relacionados a este microrganismo.
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1.8 — Importancia da levedura no processo de fermentacao
1.8.1 — Constituicao genética de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae ¢ um microorganismo leveduriforme que possui geralmente uma
forma elipsoidal. Em condi¢des 6timas de cultura e nutri¢do, sua biomassa € dobrada a
cada 90 minutos Esta levedura se reproduz de forma assexuada através de brotos
(divisao mitdtica) ou sexuada por esporulacdo (meiose, segregacdo e formacgdo de
haploides) e cruzamento com formacao de diploides “mating” (Pretorius, 2000).

O genoma da cepa de laboratério de S. cerevisie (linhagem BY4742) foi
completamente seqiienciado apresentando-se relativamente pequeno, com grande
numero de cromossomos, baixa ocorréncia de DNA repetitivo e de “introns”. Cepas
hapléides contém aproximadamente 12 a 13 megabases de DNA nuclear distribuidos ao
longo de 16 cromossomos lineares e cerca de 6000 genes que transcrevem para
proteinas. O genoma possui aproximadamente 35 a 55 cOpias de retrotransposons
(elementos Ty). Esses elementos moéveis transportam-se de uma posi¢do para outra no
genoma por meio de um intermedidrio de RNA, provavelmente usando transcriptase
reversa para fazer uma copia de DNA partir de RNA, seguido pela integracdo num novo
sitio. S. cerevisiae possui um DNA mitocondrial de 75Kb, rico em adenina e timina
(Pretorius, 2000; Pretorius, 2003).

O fendmeno “Killer” observado em linhagens produtoras de micocinas que no
processo fermentativo eliminam linhagens sensiveis, nesta levedura estd associado a
determinantes genéticos nao-Mendelianos que ocorrem em fitas duplas de RNA e
associadas a particulas virais (Virus-like Particles — VLP) nao infecciosas. As VLPs sao
de 2 tipos de RNA de dupla fita: o genoma L e M. O genoma L transcreve para um
RNA-dependente de RNA polimerase e uma capa viral que encapsula ambos os
genomas. O genoma M trasncreve para uma micocina e fator de imunidade. A micocina
secretada € letal para cepas sensiveis de leveduras. As micocinas diferem entre espécies
ou cepas mostrando uma diversidade de tamanho molecular, maturacdo de estrutura e

imunidade (Marquina e cols., 2002; Pretorius, 2000; Pretorius & Hoj, 2005).
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1.8.2 — Melhoramento genético de leveduras

O uso de inoculo a partir de uma cultura pura selecionada de levedura no
processo industrial de fermentacdo de vinho e cerveja data de aproximadamente dois
séculos (Pretorius, 2000). Desde entdo a busca por leveduras que melhorem as
caracteristicas do processo ou produto final tem sido o objetivo de muitas pesquisas. De
um modo geral, o melhoramento genético das propriedades dos microorganismos
usados no processo fermentativo é limitado pelo conhecimento do controle dos
processos metabdlicos que ocorrem dentro da célula.

As modificacoes genéticas das cepas de leveduras industriais s@o
tradicionalmente realizadas com técnicas cldssicas como a mutagénese, hibridizacao e
fusdo de protoblastos. A técnica de hibridizacdo consiste no cruzamento de células
hapléides de tipos de acasalamentos diferentes (“Mating type”) produzindo novos
diploides heterozigotos, porém a maioria das cepas industriais esporulam pobremente
dificultando a ampla aplicagdo do método. Outra técnica de hibridizacdo, a fusdao de
protoblastos, utiliza a fusdo de células de diferentes ploidias e ou espécies. Esta técnica
apresenta resultados instdveis uma vez que pode ndo ocorrer uma completa fusio
genética entre as cepas parentais. A técnica da mutagénese consiste em submeter as
leveduras a diferentes dosagens de UV e isolamento em meio sélido seletivo. Apds o
emprego de uma dessas técnicas, as leveduras sio selecionadas por caracteristicas como
a capacidade de fermentacao, tolerancia a etanol, auséncia de producdo de compostos de
odor desagraddvel, osmotolerancia, floculagdo e utilizacdo de carboidratos. Uma
desvantagem do uso destas técnicas cldssicas € a dificuldade de adicionar ou remover
caracteristicas das cepas sem alterar a desempenho para a obteng¢do do produto final
(Pretorius, 2000).

Nos dltimos vinte anos, o grande progresso no desenvolvimento de novas
técnicas moleculares para S. crevisiae e aplicados com sucesso em cepas industriais
permitiu o desenvolvimento de cepas especializadas. Um exemplo importante é a
melhora significativa da qualidade organoleptica de produtos como o vinho (Pretorius &
Hoj, 2005).

A levedura S. cerevisiae ¢ um microorganismo modelo muito popular e
importante na indudstria alimenticia. A maioria das cepas comerciais usadas na industria

do vinho, por exemplo, sdo da espécie S. -cerevisiae. Essas cepas sao
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predominantemente homotalicas, dipléides e com baixa capacidade de esporulacio,
quando comparadas com cepas de laboratério, elas exibem rearranjos e polimorfismo ao
longo do cromossomo. Outro ponto importante é que as cepas padrdo normalmente
usadas em laboratérios sdo descendentes de isolados naturais, hapléides ou dipldides e
tem o tamanho do cromossomo definido (Perez-Ortin e cols., 2002; Puig e cols., 2000).

A ploidia em leveduras pode conferir a vantagem de adaptacdo as varidveis do
meio externo. As leveduras do vinho tém a habilidade de reorganizacdo dos
cromossosmos durante o crescimento mitético, capacidade observada ou ndo em cepas
hapléides de laboratério. Devido a essa capacidade exacerbada de mudancas, em
contraste com cepas de laboratério, parece nao manter a uniformidade genética. A razao
para isso € a habilidade natural de mudanga no “mating type” quando hapldides
(homotalismo). Usando esta capacidade, as células podem evoluir em trés etapas:
esporulagdo (que produz células hapléides através da redugdo mitdtica), mudanca de
“mating type” das células filhas e conjuga¢do com alguma outra célula da mesma
colonia. Este mecanismo pode produzir cepas altamente homozigotas que eliminam
mutacoes deletérias pela selecio natural. Existem ainda outros caminhos que as
leveduras podem seguir para mudar suas caracteristicas ao longo do tempo como, por
exemplo, as mutacdes espontaneas, transposons Ty e adaptacao ao meio ambiente(Dunn
e cols., 2005; Poggeler, 2001; Pretorius & Hoj, 2005).

Desde a década de 1970, a inoculacao de culturas puras selecionada de leveduras
no mosto de vinho ou cerveja, tem melhorado a qualidade do produto. Durante a
primeira metade do século vinte, as leveduras do vinho, por exemplo, eram selecionadas
de forma quase empirica utilizando os métodos de genética cldssica. A evolucdo da
engenharia genética trouxe a possibilidade de mudangas nas caracteristicas das
leveduras com grande precisdo e estabilidade fenotipica. As técnicas de DNA
recombinante proporcionaram um grande avanco no campo da genética molecular,
fisiologia e biotecnologia, possibilitando a construcdo de cepas comerciais alternando a
expressdo de genes (super-expressdo ou dele¢do) (Dunn e cols., 2005; Pretorius, 2000;
Pretorius & Hoj, 2005).

Atualmente muitas estratégias para que linhagens apresentem determinadas
caracteristicas podem ser utilizadas para aperfeicoar uma cepa de levedura. Inicialmente

pode-se isolar uma cepa da fermentagcdo espontanea por de critérios tecnolégicos que
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contribuam para melhorar a qualidade do produto final. Em seguida, modificar genes
que codificam para enzimas ou outras atividades celulares que possam direta ou
indiretamente contribuir para a aquisicdo de caracteristicas desejdveis (Gimren-Alcaniz

& Matallana, 2001).

1.8.3 — Técnicas para analise genética de leveduras

Atualmente sabe-se que, pelo menos para o vinho, uma bebida muito estudada, a
linhagem de levedura presente no processo de fermentagdo € de crucial importancia para
as caracteristicas do produto final. Especialmente importante para a manuten¢do da
qualidade do produto é que este seja o resultado de uma fermentacao de uma cepa capaz
de predominar no processo. Para a cachacga este processo é ainda mais sensivel, visto
que o mesmo € feito em sistema aberto. No sentido de acompanhar a ou as leveduras
presentes no processo, utilizam-se atualmente se tem utilizado vérias técnicas de andlise
genética.

As cepas de S. cerevisiae diferem significativamente em seu desempenho,
contribuicdo no sabor e qualidade de vinhos e destilados. Esta razdo levou ao
desenvolvimento de métodos de identificagdo moleculares para diferenciacdo de cepas
de leveduras, permitindo assim o estudo da relagdo dessas diferengas com caracteristicas
que contribuam favoravelmente para a qualidade da bebida (Lambrechts & Pretorius,
2000; Pretorius & Bauer, 2002; Pretorius & Hoj, 2005).

Durante o processo artesanal de fermentacdo do caldo de cana, existe uma
sucessao de espécies de leveduras sendo S. cerevisiae prevalente no final do processo
fermentativo. Estudos observaram que em uma populacido de leveduras de diferentes
destilarias, algumas espécies sdo especificas de cada local e que as cepas estudadas
apresentam alto polimorfismo genético (Guerra e cols., 2001; Morais e cols., 1997;
Pataro e cols., 2000). Este fato aponta para a necessidade de técnicas que acompanhem
a presenga de leveduras S. cerevisiae iniciadoras em um processo fermentativo para
garantir agilidade em possiveis intervengdes com vistas a melhorar a qualidade do
produto final (Lopez e cols., 2001; Schuller e cols., 2004; Valero e cols., 2005).

Leveduras usadas na inddstria de bebidas alcodlicas sdo caracterizadas
morfologicamente, fisiologicamente e por critérios bioquimicos. Entretanto essas

técnicas nao sdo suficientes para diferenciar cepas da mesma espécie. Por essa razao, o
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uso de técnicas que possibilitem a distincdo da cepa inoculada das restantes da
microbiota natural presente no processo fermentativo tem incentivado o
desenvolvimento de novas tecnologias. Nos ultimos anos, novas metodologias baseadas
no polimorfismo de DNA foram desenvolvidas para discriminar entre cepas proximas,
especialmente para a indudstria do vinho. A seguir serdo citadas resumidamente as
técnicas até entdo empregadas.

- Cariotipagem — A separacdo cromossOmica realizada por um campo de
eletroforese revelou considerdvel variabilidade na constituicio cromossomal de cepas
comerciais de leveduras utilizadas na inddstria do vinho, sendo entdo um importante
método para identificacio de espécies de leveduras. Porém, a cariotipagem
cromossOmica tem como desvantagem a sua elevada complexidade, cara, laboriosa e
demorada, o que impede sua utiliza¢ao para um grande numero de isolados (Fernandez-
Espinar e cols., 2001; Querol e cols., 1992b; Schuller e cols., 2004).

- mt-DNA-RFLP (Restriction fragment length polymorphism analysis of
mitochondrial DNA - O polimorfismo do DNA-mitocondrial (mtDNA) é uma técnica
largamente utilizada para caracterizar leveduras utilizadas na industria da cerveja e do
vinho. Esta técnica tem obtido muito sucesso na diferencia¢ao tanto de género quanto da
espécie de S. cerevisiae. E um método simples e rapido que utilizando a digestio do
DNA mitocondrial por enzimas de restricdo (exemplo a Hinfl ou Rsal) associado ao alto
polimorfismo genético, tem sido usada para estudar a autenticidade de cepas comerciais
de leveduras(Guillamon e cols., 1994; Lopez e cols., 2001; Querol e cols., 1992b;
Querol & Barrio, 1990).

- PCR (Polymerase chain reaction) - O desenvolvimento da técnica de PCR
abriu novas possibilidades de identificacdo de cepas. Essa técnica tem sido aplicada
usando iniciadores randdomicos ou especificos. O genoma do S. cerevisiae contém
seqiiéncias repetitivas de DNA tal como as seqiiéncias 0 que sdo frequentemente
associadas aos elementos transposons Tyl. O nimero desses elementos e sua
localizagdo t€m variabilidade intra-especifica e podem ser usados como identidade
genética. A reacdo de PCR utilizando a seqiiéncia & tem bons resultados para
discriminacdo entre cepas comerciais, porém ndo apresenta boa resolucdo para

discriminar entre cepas selvagens. Uma extensiva pesquisa no programa BLAST
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possibilitou aperfeicoar estes primers e como resultado encontrar alto perfil polimérfico
nas cepas comerciais estudadas (De Barros e cols., 1996; Legras & Karst, 2003;
Schuller e cols., 2004). Outro método utilizando PCR é o RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA). ). Esta técnica se baseia na amplificacdo de regides randdmicas
usando iniciadores “especificos ou ndo”. Um exemplo bem descrito para S. cerevisiae é
a utilizagdo dos iniciadores EIl e LA que contém seqii€éncias complementares ao sitio
de splicing dos introns. Uma vez que os introns nio sao essenciais para as funcgdes
génicas, eles apresentam seqiiéncias ndo conservadas e varidveis que podem ser usadas
para identificacdo de espécie e intra-espécie. A vantagem dessa técnica é de analisar
muitas amostras rapidamente permitindo monitorar a propagacdo das leveduras no
processo fermentativo (Guerra e cols., 2001; Pataro e cols., 2000).

- AFLP (Amplified fragment length polymorphism) - A investigacdo da variacao
genética possibilitou o desenvolvimento de outro método para diferenciagao de cepas e
espécies de leveduras: Esta técnica baseia-se na amplificacdo por PCR de fragmentos de
DNA especificos seguida de digestdao por enzimas de restricdo e andlise dos fragmentos
gerados. Apesar de ser uma importante técnica para diferenciar cepas de S. cereviae, sua
aplicacao na rotina do controle de qualidade industrial pode ser inviabilizada pelo longo
tempo exigido para emissdo do resultado (De Barros e cols., 1999; Fernandez-Espinar e
cols., 2001).

Varia¢do do nimero e posi¢do dos introns no gene mitocondrial COXI - Ainda
utilizando o método de PCR, outro protocolo foi desenvolvido: A variagdo no intron
COXI tem sido observada entre cepas e entre espécies permitindo a diferenciacdo de
cepas de S. cerevisiae. Uma reagao de PCR multiplex com quatro primers selecionados
mostrou-se muito efetivo na andlise de polimorfismo de leveduras selvagens e
comerciais para uso na fermentac¢do do vinho (Lopez e cols., 2003).

- O PCR-DGGE (DGGE - Denaturing gradient gel electrophoresis) — esta € uma
técnica baseada na amplificagcdo por PCR de uma seqiiéncia especifica alvo no DNA e
seguida pela separacdo dos fragmentos gerados em gel de poliacrilamida contendo um
gradiente linear desnaturante. Neste processo, diferencas minimas de nimeros de bases
sao detectadas e utilizadas como parametro de comparacao Utilizando os iniciadores

Schaf/Schar foi possivel identificar cepas de leveduras usadas como iniciadoras em
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processo industrial e em estudos ecoldgicos de fermentacdo de vinho e cerveja
(Manzano e cols., 2004)

- Andlise de microsatélites - Microsatelites sdo seqiiéncias de DNA de pequenos
motivos repetidos (1-10 nucleotideos) dispostos lado a lado dispersos por genoma e que
mostram variacdo no numero de repeticdes entre diferentes espécies ou intra-espécie.
Essas seqii€éncias estdo presentes no genoma de eucariotos, procariotos e virus e sio
usados como marcadores genéticos para estudo de mapeamento genético de populagdes.
Apesar de ser uma técnica muito promissora para a diferenciacdo de cepas de S.
cerevisiae, do ponto de vista da aplicacdo industrial, tem a desvantagem de utilizar
equipamentos muito caros e apresentar demora em emitir laudos (Howell e cols., 2004;

Legras e cols., 2005; Marinangeli e cols., 2004; Perez e cols., 2001)

1.8.4 — Biossintese de alcoois superiores e ésteres

Em um modelo de processo fermentativo com S. cerevisiae, partindo de um
inoculo com 22 a 24% de agucar, 95% € convertido a etanol e di6xido de carbono, 1% é
convertido em material celular e o restante € convertido em outros produtos como
glicerol, dlcoois superiores e ésteres (Lambrechts & Pretorius, 2000).

Os dlcoois superiores sao produzidos pelas leveduras durante a fermentagdo e
contribuem para as caracteristicas organolépticas das bebidas alcodlicas. Os dlcoois
superiores sdo derivados geralmente da transaminacdo de o-cetodcidos intermedidrios
das vias biossintéticas de aminoacidos, tais como a valina, leucina, isoleucina, treonina
e fenilalanina. O «o-cetoisovalerato pode ser convertido no dlcool isobutilico e o -
cetoisocaproato em dlcool isoamilico (Pretorius, 2000).

A sintese de dlcool isoamilico, por exemplo, pode ser realizada por dois
caminhos: pelo mecanismo de Ehrlich, onde ocorre a descarboxilacido e reducdo de o-
cetodcidos (Figura 1); ou a partir do o-cetoisocaproato, um precursor do dlcool
isoamilico sintetizado na via de sintese de L-leucina a partir de glicose (Figura 2). No
mecanismo de Ehrlich, os aminoécidos extracelulares sdo absorvidos pelas leveduras,
via transportadores (por exemplo; aminodcidos permease, Gaplp; transportadores

especificos de alta e baixa afinidade para aminodcidos, Bap2p e Bap3p), e

transaminados para formar os o-cetodcidos, os quais siao
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Figura 1 — Mecanismo de Ehrlich. A formagdo de &lcoois superiores ocorre com a

descarboxilagdo e reducdo de a-cetodcidos.

Fonte: (Hazelwood e cols., 2006; Vuralhan e cols., 2005) (Adaptado)
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Figura 2 — Biossintese de L-leucina e formagdo de &dlcool isoamilico e acetato de
isoamila. O a-cetoisocaproato é convertido em L-leucina ou dlcool isoamilico. A o-
IPM sintase € a enzima chave no controle desta via sintética. O acimulo de L-leucina

inibe a atividade da o-IPM.

Fonte: (Ashida e cols., 1987; Kohlhaw, 2003; Oba e cols., 2006) (Adaptado)
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descarboxilados e reduzidos a dlcoois superiores como o n-propanol, dlcool isobutilico e
alcool isoamilico. O primeiro passo no catabolismo de aminodcidos € a transaminagao
do respectivo o-cetodcido, reagdo catalisada por aminodcido transferases citosélicas e
mitocondriais, codificadas pelos genes BAT1 e BAT2 respectivamente. Ambas as
isoenzimas resultantes permitem a catalise de transferéncia de reacdo do grupo amino da
L-Leucina para o 2-oxoglutarato, produzindo o oxodcido. No segundo passo ocorre a
conversdao do correspondente O-cetodcidos para funcdo de aldeido via reacdo de
descarboxilagdo pela enzima piruvato descarboxilase. Estes aldeidos sdo reduzidos a
alcoois superiores pela dlcool desidrogenase (Ashida e cols., 1987; Casalone e cols.,
1997; Eden e cols., 2001; Lilly e cols., 2000; Pretorius, 2000; Schoondermark-Stolk e
cols., 2005; Swiegers e cols., 2005; Van Der Sluis e cols., 2002; Yoshikawa e cols.,
1995; Yoshizawa, 1999).

A sintese de dlcool isoamilico via biossintese de L-leucina ocorre a partir da
descarboxilagdo seguida de redug@o do a-cetoisocaproato resultando em isovaleraldeido
(Figura 2). A biossintese de L-leucina a partir de glicose via o-isopropilmalato, €
catalisada seqiiencialmente pela o-IPM sintase (gene LEU4), a-IPM isomerase (gene
LEU1), e B-IPM desidrogenase (gene LEU2) e tem como substrado o o-cetoisovalerato,
o-isopropilmalato e [-isopropilmalato respectivamente. O o-cetoisocaproato €
convertido em L-leucina ou dlcool isoamilico. A o-IPM sintase € a enzima chave no
controle desta via sintética e isto € feito pelo produto final, ou seja, o acimulo de L-
leucina inibe a atividade da o-IPM. A transcri¢do dos genes LEU4, LEU1 e LEU2 sao
induzidos pelo fator transcricional Leup3. Este fator atua como um repressor na
auséncia e ativador na presenca de o-IPM (Kohlhaw, 2003; Oba e cols., 2006).

Por outro lado, os ésteres encontrados em bebidas alcodlicas sdo produzidos
durante a fermentacdo como produtos secunddrios do metabolismo de acucares e
constituem um importante grupo de componentes que afetam o sabor e aroma do
produto. Os ésteres de bebidas alcodlicas podem ser classificados por diferentes
parametros como pelo ponto de ebuli¢dao (baixo, médio e alto), pelo odor (flores e frutas
etc) e polaridade (polar e apolar) (Lambrechts & Pretorius, 2000).

Os ésteres sdao geralmente formados intracelularmente pela reacdo de

condensagdo entre acetil coenzima A e etanol ou alcoois superiores produzidos no

38



Introducdo

metabolismo de aminodcidos. A sintese de ésteres por S. cerevisiae é catalizada por um
grupo de enzimas chamadas dlcool O-acetiltransferases (AATSs) que utilizam os dlcoois
e acetil coenzima A como substratos. Foram descritas quatro diferentes dlcool
acetiltransferases: Atflp, Lg-Atflp, Atf2p e Ehtlp (etanol hexanoil transferase). Esta
possivelmente responsavel pela conversao de etanol e hexanoil coenzima A em caproato
de etila (Fujii e cols., 1996; Fujiwara e cols., 1999; Fukuda e cols., 1998; Fukuda e
cols., 2000; Lilly e cols., 2000; Lyness e cols., 1997; Mason & Dufour, 2000;
Verstrepen e cols., 2003c; Verstrepen e cols., 2003a; Verstrepen e cols., 2004;
Yoshikawa e cols., 1995; Yoshizawa, 1999).

A dlcool acetiltransferase I, Atflp, tem sido apontada como a principal
responsavel pela formacdo da maior parte de compostos de ésteres pela fermentacao
com cepas de S. cerevisiae (Lilly e cols., 2000; Verstrepen e cols., 2003c). Alguns
ésteres como acetato de isoamila e acetato de etila, sio compostos importantes para o
aroma do vinho, cerveja e outras bebidas. Esta enzima estd localizada em particulas
lipidicas da levedura sugerindo que a Atflp tem um papel especifico no metabolismo de
lipideos e/ou esterol (Verstrepen e cols., 2004).

A Atflp € codificada pelo gene ATF1 e consiste de 525 aminoacidos com massa
molecular de 61kDa. Atflp € apontada como responsavel por 80% da formagdo de
acetato de isoamila e 40% do acetato de etila em vinho. Este dado € reforcado por
experimentos de superexpressdo de Atfl que resultaram em um aumento de 100 vezes
na concentracio de acetato de isoamila e acetado de etila. O gene ATF1 € reprimido por
tracos de oxigénio, auséncia de fontes de nitrogénio e carbono e 4cidos graxos
insaturados de cadeia média (Fujii e cols., 1997; Lilly e cols., 2000; Mason & Dufour,
2000).

A producdo de maiores teores dos ésteres acetato de isoamila e caproato de etila
dependem da disponibilidade dos precursores e do controle das atividades das enzimas
envolvidas na sintese e na hidrélise destes compostos. Os genes ATF1, ATF2 e IAH1
foram clonados e superexpressos em leveduras do vinho. Executando-se uma
fermentacdo com estes transformantes comparou-se a concentragcdo de ésteres no vinho
e no destilado. A superexpressao dos genes ATF1 e ATF2 resultou no aumento da
concentracdo de acetato de isoamila e de acetato de etila enquanto para o gene IAHI1

mostrou uma significativa diminuicdo desses ésteres. Resultado semelhante foi
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observado em leveduras de Saccharomyces cerevisiae usadas na fabricacdo de sake.
(Fukuda e cols., 1996; Fukuda e cols., 1998; Lilly e cols., 2000; Mason & Dufour,
2000; Swiegers e cols., 2005). Recentemente foi descrito que a investigagdo e
manipulacdo dos aspectos que estdo envolvidos na produgdo de ésteres pelas leveduras
pode resultar em desenvolvimento de estratégias para uma maior producdo desse

composto (Pretorius & Hoj, 2005).

1.8.5 — Estratégias para aumentar a producao de ésteres

O aroma e o sabor sdo caracteristicas que diferenciam, identificam e oferecem
qualidade a alimentos e a bebidas fermentadas. Varios sdo os fatores que influenciam
nestas caracteristicas. Neste sentido, aproximadamente 100 compostos foram
identificados no vinho e cerca de 300 no saqué. Em vinhos e “brandies”, foi
demonstrado que os ésteres e dlcoois superiores produzidos durante o processo
fermentativo das leveduras contribuem para o aroma destas bebidas. O aroma de frutas
presente no vinho, “brandy”, saqué e em outras bebidas € atribuido a compostos como o
caproato de etila (maca), acetato de isoamila (banana), caprilato de etila (macgd) e
acetato de 2-feniletil (frutas, flores e mel) (Yoshizawa, 1999; Lilly et al., 2000; Nonato
et al., 2001; Falqué et al., 2001).

Estudos sobre a produgdo de compostos aromatizantes pelas leveduras utilizadas
na producgdo do saqué tém tido grande impulso nos dltimos anos, como uma estratégia
de melhoria da qualidade desta bebida. Isto também se explica pelo fato de que o
consumo da cerveja e do vinho tem aumentado, causando um declinio do consumo do
saqué. Como conseqiiéncia, o consumo de saqué de melhor qualidade tem aumentado
sensivelmente. A criacdo do ‘“National Research Institute of Brewing” no Japdo,
possibilitou a sistematizacdo do processo de fabricacio da bebida e melhorou a
qualidade e variedade do saqué (Yoshizawa, 1999).

O desenvolvimento de leveduras de referéncia contribuiu significativamente
para a microbiologia e biotecnologia industrial (Yoshizawa, 1999).Varias leveduras
foram desenvolvidas para aumentar a concentragdo de compostos que conferem aroma
no saqué. Para isso, cepas mutantes induzidas foram selecionadas e passaram a ser
usadas no processo de fabricacdo da bebida. Muitas destas cepas tém inoperante o

sistema de inibicdo por “feedback” da sintese de alguns aminodcidos. Alguns mutantes
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foram obtidos por exposicdo a irradiacdo UV ou a agentes quimicos como o
etilmetanosulfonato (SEM) e selecionadas usando um andlogo da L-leucina, 0 5,57,5°"-
trifluoro-DL-leucina (TFL) no meio seletivo. Os mutantes resistentes a TFL ndo sao
retroinibidos por L-leucina o que possibilita o acimulo de dlcool isoamilico (Ashida e
cols., 1987). Cepas com habilidade de formacdo e actimulo de dcido caprdico foram
obtidas com mutantes resistentes a cerulenina, uma droga que inibe a sintese de acidos
graxos (Yoshizawa, 1999).

Como abordamos anteriormente (Figura 2), a biossintese de L-leucina a partir de
glicose via o-isopropilmalato, € catalisada por vérias enzimas como, por exemplo, a O-
IPM sintase. A o-IPM sintase € a enzima chave no controle desta via sintética e isto €
feito pelo produto final, ou seja, o acimulo de L-leucina inibe a atividade da o-IPM
(Figura 2). Cepas mutantes que apresentam a o-IPM insensivel a inibicdo por
“feedback” por L-leucina, apresentam uma superproducio de L-leucina e resisténcia a
TFL (Ashida e cols.,, 1987; Bendoni e cols.,, 1999; Casalone e cols.,, 1997;
Satyanarayana e cols., 1968; Ulm e cols., 1972).

Segundo Yoshizawa (1999), cepas selvagens em presenca de TFL promovem a
incorporacdo deste andlogo em proteinas. Como estas proteinas terdo suas atividades
afetadas, a sintese de L-leucina € inibida e a célula ndo sobrevive a exposi¢do a este
composto em meios de cultivo. Mutantes resistentes a TFL ndo apresentam a inibi¢ao
por L-leucina, desta forma, a célula ndo somente sobrevive como produz grandes
quantidades de dlcool isoamilico e de L-leucina.

z

Por outro lado, o caproato de etila € um importante componente do saqué,
conferindo sabor de maga a bebida. Este composto é sintetizado pela enzima dlcool
aciltransferase, usando como precursores o etanol e o caproil coenzima A (caproil-
CoA). O caproato de etila também pode ser convertido por uma esterase, sendo que
neste caso os produtos sdo o dcido caproéico e o etanol (Yoshizawa, 1999).

Na busca pelo desenvolvimento de leveduras que produzam elevados teores
desse éster, Ichikawa e cols. (1991) isoloram mutantes resistentes a cerulenina que
produziam maiores quantidades de etil caproato no processo de producdo do sake

quando comparados as cepas originais e sugeriram que o dcido caprdico tem relagdo

com a sintese de 4dcidos graxos. A sintese de dcidos graxos na levedura é catalisada por
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uma enzima multifuncional com sete sitios cataliticos, a 4cido graxo sintetase (Figura 3)
Mudangas na atividade catalitica da enzima 4cido graxo sintetase tem como resultado a
alteracdo do comprimento de 4cidos graxos formados. A cerulenina é um inibidor
especifico da dcido graxo sintetase. A andlise de cepas mutantes resistentes a cerulenina
indicou que mutagdo no gene FAS2 pode ser responsdvel por essa resisténcia e alta
producdo de caproato de etila (Akada e cols., 1999; Akada e cols., 2001; Arikawa e
cols., 2000; Aritomi e cols., 2004; Asano e cols., 2000; Ashida e cols., 1987; Ichikawa e
cols., 1991).

1.8.6 — Metodologia para aumentar a producdao de compostos
aromatizantes da cachaca.

O Laboratério de Biologia Celular ¢ Molecular - LBCM — do Nicleo de
Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas - NUPEB, desenvolveu uma metodologia para o
isolamento de cepas de S. cerevisiae, a partir de amostras de fermentacdao em dornas de
producdo da cachaga, com maiores teores de compostos aromatizantes como dlcoois
superiores e ésteres (Figura 4). As cepas foram selecionadas seguindo critérios
relevantes para a producdo da bebida, como: ndo producdo de H,S, floculacio,
capacidade fermentativa, tolerancia a etanol e a temperaturas elevadas. As leveduras
selecionadas foram expostas ao TFL e cerulenina como parte de uma estratégia para
identificar aquelas maiores produtoras de dlcoois superiores e ésteres. Selecionaram-se
duas cepas, LBCM 427 e LBCM 422, naturalmente resistente a TFL e cerulenina e
naturalmente sensivel a estes compostos, respectivamente. Por cromatografia gasosa,
quantificou-se a producdo de dlcool isoamilico e acido capdico e verificou-se que a cepa
resistente a TFL e cerulenina produz elevados teores de ambos os compostos (Vicente e
cols., 2003; Vicente, 2003). Os resultados em conjunto encontrados neste trabalho
permitiram vislumbrar a investigacdo de outros aspectos como avaliar a capacidade
destas leveduras adaptarem-se no processo fermentativo do caldo de cana-de-actcar,
qualidade sensorial da cachaca produzida, assim como estudar as diferencas genéticas

das leveduras selecionadas que podem diferenciar e ou melhorar a qualidade do produto
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aminodcidos

Glicolise
BAT1,2

Py o-cetoacidos — aldeidos

4 / Alcool superiores
Piruvato, A Esteres
/ \ : lIAHl
Acetil-CoA Alcool superiores
Acetaldeidos 2 . !
[t Acido Graxo Sintetase
Etanol Acidos graxos-CoA

|

Acidos graxos

Acil graxo ésteres

Figura 3 - Biosintese de 4cidos graxos em leveduras. A sintese de 4cidos graxos na
levedura € catalisada por uma enzima multifuncional, a dcido graxo sintetase. Mudancas
na atividade catalitica da 4cido graxo sintetase tem como resultado a alteracdo do
comprimento dos dcidos graxos formados. O metabolismo de formacao de éster pode
ser um processo de desintoxicagdo da levedura, uma vez que dcidos graxos de cadeias
entre Cg e Cj4 sdo toxicos para a célula. A cerulenina € um inibidor especifico da dcido

graxo sintetase.

Fonte:(Beltran e cols., 2006; Ichikawa e cols., 1991).
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final. Este trabalho permitiu ainda conjecturar a introducao de métodos de isolamento
e/ou geracdo de mutantes que apresentem perfis com caracteristicas mais adequadas

para contribuir para a produc¢do de teores mais elevados de compostos aromatizantes.
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Figura 4 — Estratégia para selecio de leveduras produtoras de maiores teores de

compostos aromatizantes. A selecdo da levedura € dividida em trés fases: identificacao,

selecdo e dosagem dos compostos.
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2.1 — Objetivo Geral
Caracterizacdo molecular de cepas utilizadas na producdo de cachaca de

alambique com &nfase nos mecanismos de produ¢do de compostos aromatizantes.

2.2 — Objetivos Especificos

Avaliar métodos de identificacio molecular quanto a capacidade de
discriminar leveduras selecionadas das cepas nativas presentes no processo

fermentativo da producdo de cachaga de alambique do local onde foi isolada;

Obter cepas segregantes de leveduras selecionadas para avaliar a estabilidade
fisiolégica e eventuais mutagdes no gene que codifica para a enzima O-

isopropilmalato sintase;

Selecionar cepas segregantes resistentes a TFL e a cerulenina com
caracteristicas apropriadas para atender as condicdes empregadas no

processo artesanal de producdo da cachaga;

Validar o método de selecdo das leveduras por producdo da cachaca em

alambique de cobre, em escala piloto;

Determinar os niveis de compostos voldteis e analisar sensorialmente o
destilado produzido durante o processo fermentativo utilizando as cepas

selecionadas.
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3.1 — Linhagens utilizadas

Cepas Descrigdo

LBCM 427 Cepa Saccharomyces cerevisiae resistente a

TFL e Cerulenina (Vicente e cols., 2006)

LBCM 422 Cepa Saccharomyces cerevisiae sensivel a
TFL e Cerulenina (Vicente e cols., 2006)
RB 23A Cepa segregante da cepa parental LBCM 427

resistente a TFL e Cerulenina

R 300 a R 330 Cepas isoladas de caldo fermentado da safra
2003 de uma destilaria de cachaga da regiao de

Ouro Preto - MG

RB1, RB5, RB7, RB8, RB10, RB14,|Cepas segregantes da cepa parenteral LBCM
RB18, RB19, RB23, RB26, RB27,|427 (indicacdo de resisténcia a drogas ver

RB31, RB35, RB36 Tabela 5)

Saccharomyces paradoxus Cepa selvagem de laboratério
Saccharomyces kluveri Cepa selvagem de laboratério

S. cerevisiae var. boulardii Cepa selvagem de laboratério

S. cerevisiae (W303) Cepa selvagem de laboratério

Candida glabrata NCYC 388 Cepa produtora de micocina

S. cerevisiae NCYC 1006 Cepa sensivel a micocina

S. cerevisiae Comercial Cepa comercial usada na produc¢do de vinho

3.1.2 — Manutencao das leveduras
As cepas de leveduras foram mantidas em Meio YP dextrose 2% e estocadas em
geladeira a cerca 4°C. As leveduras também foram armazenadas junto a colecdo do

laboratério em Meio YP dextrose 2%, acrescido de glicerol 10% em freezer —80°C.
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3.2 — Meios de Cultura
3.2.1 — Meio YP

O meio YP (Yeast Peptone) é composto por extrato de levedura 10g/1, peptona 20g/1
e agar 20g/l (para meio so6lido) e fonte de carbono. Nos experimentos foram utilizadas
diferentes fontes de carbono (Por exemplo, glicose, etanol, sacarose) em diferentes

concentracdes conforme indicado nas figuras e tabelas.

3.2.2 — Meio YP caldo de cana 10% agar

O meio YP caldo de cana é composto por caldo de cana recém colhido, extrato de
levedura 10g/l, bacto-peptona 20g/l e agar 2g/l. O caldo de cana ndo sofreu nenhum
processo de esterilizagdo. No momento do plaqueamento adicionou-se 100 pg/mL do

antibidtico cloranfenicol para prevenir contaminacao por bactérias (Pataro e cols., 2000).

3.2.3 — Meio Minimo
O Meio Minimo é composto por 6,7 g/l de base nitrogenada sem aminodcidos e sem

suplementar com aminodcidos, glicose 2%, agar (1,5%) para meio s6lido, pH 6,5.

3.2.4 — Meio Yeast Carbon Base (DIFCO Laboratories)
O meio Yeast Carbon Base (DIFCO Laboratories) foi preparado conforme indicado

pelo fabricante. As fontes de nitrogénio utilizadas foram: nitrato de potdssio e lisina.

3.2.5 — Meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories)
O meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories) foi preparado conforme

indicado pelo fabricante.

3.2.6 — Meio YEPD-MB (Yeast Extract Peptone Dextrose — Methylene Blue)
O MeioYEPD-B € composto por extrato de leveduras (1%), peptona (2%), glicose
(2%) e agar (3%) em tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 4,5. No momento de plaqueamento

adiciona-se 0,01% de azul de metileno (Morais e cols., 1997; Pataro e cols., 1998).
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3.3 — Isolamento das leveduras na destilaria

Para verificar a presenga das cepas LBCM422 e LBCM427 na destilaria, coletamos
novas amostras de mosto fermentado dois anos apds o primeiro estudo. As amostras de
mosto foram coletadas no ano de 2003, nas dornas da destilaria localizada no distrito de
Santo Antdnio do Leite, Municipio de Ouro Preto — MG no inicio da safra de producio de
cachaca (10 dias de producdo) e com quatro horas de fermentagdo. As amostras foram
coletas em frascos estéreis previamente identificados, mergulhando-os nas dornas e
coletando cerca de 150 mL de mosto fermentado. Os frascos foram acondicionados em gelo
e transportados ao laboratdrio e processados em até uma hora apds a coleta. Essas amostras
foram submetidas a dilui¢do seriada em dgua estéril (1:10; 1:100 e 1:1000) e aliquotas de
100 pl foram inoculadas, em triplicata, em placas contendo meio YP caldo de cana
cloranfenicol 100pug/mL e incubadas a 30° C por 72 horas. Todas as colonias de leveduras
crescidas nestes meios de cultura foram repicadas para meio YPD 2% e incubadas a 30° C
por 72 horas (Pataro e cols., 2000). Foram obtidas 358 leveduras das quais 35 foram

aleatoriamente escolhidas para testes de resisténcia a TFL e cerulenina.

3.4 — Teste de selecao para as cepas segregantes

A levedura LBCM 427 foi inoculada em meio YPD 2% e incubadas a 30° C
“overnight” e transferida para o meio de esporulacio (Acetato de sédio 1,5%, Agar 2%). Os
ascos foram dessecados utilizando micromanipulador e os esporos foram germinados em
meio YPD Agar. Este experimento foi realizado no laboratério do doutor Johan M.
Thevelein no Centre for Malting and Brewing Science, Department of Food and Microbial

Technology, K.U. Leuven, Belgium.

3.4.1 - Testes de Floculacao

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Em seguida foram feitos indculos em tubos de ensaio
contendo 4 mL de meio YPD 2%. Esses tubos foram incubados por 24 horas, a 28° C, sob
agitacdo a 200 rpm (Incubador Rotatério New Brunswick Model G25). Apds esse periodo,

uma aliquota de 50 pl da amostra em estudo e 950 pl de meio YPD 2% foi transferida
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assepticamente para uma cubeta e medido a DOgyonm €m um espectrofotometro (Beckman
Modelo DU-68). A amostra era incubada até atingir uma DOggonm igual a uma unidade e a
floculagdo foi observada visualmente (D'Hautcourt & Smart, 1999; Jin & Speers, 2000; Jin
& Speers, 1998; Powell e cols., 2003; Verstrepen e cols., 2001; Verstrepen e cols., 2003b).

3.4.2 — Medida da producao de H,S

As leveduras foram crescidas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Apds este periodo, as leveduras foram inoculadas em
meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories) e incubadas a 30° C durante 72 horas. As
colonias que apresentavam colorac@o negra apos o término do tempo de incubagdo foram

consideradas produtoras de H,S (Jiranek e cols., 1995b; Jiranek e cols., 1995a).

3.4.3 — Medida da producao e resisténcia a micocinas

As cepas segregantes, Cdndida glabrata NCYC 388 e Saccharomyces cerevisiae
NCYC 1006 foram crescidas separadamente em placas contendo YPD e incubadas a 30° C
por 48 horas. Apds o crescimento as colOnias de leveduras foram submetidas a dilui¢do em
ImL de solugdo salina (0,9% de NaCl) sendo que 100 uL de solug¢do contendo a levedura
Candida glabrata NCYC 388 ou Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006, foram inoculados
no meio MeioYEPD-B com o auxilio de uma alca de Drigalski. Estas cepas foram
utilizadas como cepas sensivel e produtora de micocinas, respectivamente Em seguida
aplicou-se 5 uL da levedura teste em pontos previamente identificados. As placas foram
entdo incubadas a 25° C durante 7 dias para verificar a produgdo e a resisténcia ou
sensibilidade a micocinas. As cepas foram identificadas como produtoras de micocinas pela
formac@o de um halo azul escuro préximo a colonia teste (Morais e cols., 1997; Pataro e

cols., 1998).

3.4.4 — Tolerancia ao estresse

A maioria das linhagens de leveduras isoladas em alambiques artesanais mostra-se
bem adaptada as condigdes ambientais observadas nas dornas de fermentacdo. Elas sdo
capazes de crescer em condicdes de estresse extremo como a 37° C, em meio contendo

25% de glicose e 8% etanol (Pataro e cols., 2000).
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As segregantes da cepa LBCM 427 foram submetidas a diferentes meios de cultura
e temperatura para simular os parametros de estresse encontrados nas dornas e selecionar
aquelas que sejam resistentes ou mais adaptadas. Para isso, primeiramente as cepas foram
crescidas em meio YPD 2% e incubadas a 30° C por 72 horas. As cepas entdo foram
submetidas aos seguintes meios e condi¢des: YP glicose 20%, YP sacarose 20%, YP etanol

10% a 30°C e 37°C por 72 horas.

3.4.5 — Tolerancia a temperatura

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Posteriormente, as leveduras foram transferidas para
YP galactose 2%, YP maltose 2%, YP glicose 2%, YP glicose 20%, YP sacarose 20%, YP
etanol 10%, e incubadas a 30° C e 37° C por 72 horas.

3.4.6 — Teste de resisténcia a 5,5’,5”-trifluoro-DL-leucina (TFL) e Cerulenina
3.4.6.1 — Teste de sensibilidade natural a TFL

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas; apds o crescimento foram transferidas por “replica
plating” para placas de Petri contendo meio minimo com glicose (2%) como fonte de
carbono, suplementadas e ndo com 1 mM de TFL. Estas placas foram incubadas a 30° C
por 72 horas. As cepas de levedura que crescem em tais condi¢cdes sdo consideradas
resistentes a TFL (Ashida e cols., 1987; Bendoni e cols., 1999; Casalone e cols., 1997,
Cavalieri e cols., 1999).

3.4.6.2 - Teste de sensibilidade natural a Cerulenina

As leveduras foram inoculadas em placas contendo meio YPD 2% e incubadas a
30°C durante 72 horas. Em seguida, as leveduras foram transferidas por “replica plating”
para meio minimo contendo glicose (2%), suplementadas e ndo com 25 UM de cerulenina.
Estas placas foram incubadas a 30° C por 72 horas. As cepas de levedura que crescem em
tais condicdes sdo consideradas resistentes a cerulenina (Arikawa e cols., 2000; Ichikawa e

cols., 1991)
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3.5 - Ensaios enzimaticos
3.5.1 — Determinacao da atividade enzimatica da invertase
3.5.1.1 — Inoculacéo e crescimento das células.

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Ap0s este periodo, as leveduras foram crescidas em 5
mL de meio YPD 4% e de meio YP Rafinose 2% 24 horas, a 28° C, sob agitacdo
(Incubador Rotatério New Brunswick Model G25).

Ap6s este procedimento, uma aliquota de 50 pl da amostra em estudo e 950 ul de
meio YPD 2% foi transferida assepticamente para uma cubeta para medir a DOgoonm €m
espectrofotometro (Beckman Model DU-68). Prosseguiu-se o crescimento das leveduras até

que a DOgponm atingisse uma unidade (Salgado e cols., 2002).

3.5.1.2 — Preparo de extratos celulares para determinacao da atividade
enzimatica da invertase

Ap0s atingir a DOgoonm de uma unidade, a cultura foi centrifugada por 5 minutos, 4°
C, 1000 g. Ap6s o descarte do sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspenso em 3 mL
de 4dgua destilada gelada. A amostra foi novamente centrifugada; o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular ressuspenso em 3mL de tampdo imidazol 200 mM
(Imidazol 200 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7) e centrifugado nas mesmas
condi¢cOes. Apds o ultimo descarte do sobrenadante, adicionou-se 1 mL de tampao imidazol
50 mM (Imidazol 50 mM, MgCl, 40 mM, KC1 400 mM, pH 7) e 0,5 g de pérola de vidro
em cada tubo. As células foram rompidas por agitacdo em vortex (3 X 60 segundos) com
repouso em gelo nos intervalos de agitacdo. Apds esse procedimento, adicionou-se 2,5 pul
de 100 mM PMSF (Phenylmetyl Sulphonyl Fluoride). O sobrenadante foi transferido para
um tubo de microcentrifuga tipo eppendorf 1,8 ml e centrifugado por 5 minutos, a 3500
rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13). O sobrenadante foi coletado e acondicionado em
tubos de amostra do aparelho de dosagem bioquimica (COBAS-FARA Roche®). O extrato
livre de células foi estocado em temperatura de —20° C até o momento da dosagem

(Salgado e cols., 2002).
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3.5.1.3 — Dosagem da enzima invertase

A dosagem da enzima invertase foi realizada em um aparelho de dosagens
bioquimica (COBAS-FARA Roche®). Foi utilizado como substrato para a reacdo uma
solucdo de sacarose 0,3 M em acetato de potdassio 100 mM, pH 5,1. Apds 5 minutos de
incubacdo a 30° C, a reacdo era interrompida pela adicdo de NaOH 1 M e em seguida
adicionado igual volume de HCl 1 M para neutralizar o pH da reagdo. Apds esse
procedimento, a glicose liberada foi determinada pela reacdo cldssica de glicose-
oxidase/peroxidase, tendo a ortodianisidina como reativo de cor e a leitura da absorbancia
feita a 546 nm. A atividade da enzima invertase foi expressa em nmoles de glicose.min®

'.mg proteina” (Celenza & Carlson, 1989; Goldstein & Lampen, 1975).

3.5.2 - Dosagem da atividade enzimatica da a-Isopropilmalato Sintase
3.5.2.1— Preparo do inéculo e crescimento celular

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Apdés o crescimento das leveduras em placas,
inoculou-se 5 ml de meio YPD 2% e meio minimo (SD) contendo glicose (2%)
suplementado com 2 mM de L-Leucina. Esses tubos foram incubados por 24 horas, a 28°
C, sob agitacdo a 200 rpm (Incubador rotatério New Brunswick Model G25). Apés esse
periodo, uma aliquota de 50 pl da amostra em estudo e 950 pl de meio YPD 2% foi
transferida assepticamente para um cubeta de pldstico para medir a DOgypnm em
espectrofotometro (Beckman Model DU-68). As amostras foram crescidas até atingir-se

uma DO de 2 unidades(Satyanarayana e cols., 1968; Ulm e cols., 1972).

3.5.2.2 — Preparo de extrato para determinacao da atividade enzimatica da o-
Isopropilmalato Sintase

Ap0s atingir a DOgoonm 2, 0 volume total de cada amostra foi centrifugado por 5
minutos, a 4° C, 1000 g. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 3
mL de dgua destilada gelada. A amostra foi novamente centrifugada e o sobrenadante
descartado; as células foram ressuspensas em 3 mL de Tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e

novamente centrifugado. Apds o descarte do sobrenadante, foram adicionados 1 mL de
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Tampao Tris-HC1 50 mM pH 7 e 0,5 gramas de pérolas de vidro em cada tubo. As células
foram rompidas por agitacdo em vortex (3 X 60 segundos) com repouso em gelo nos
intervalos de agitacdo. Apds esse procedimento foi adicionado 2,5 pl de PMSF 100 mM; o
sobrenadante transferido para um tubo de 1,8 mL de microcentrifuga tipo eppendorf e entao
centrifugado 20 minutos, a 4° C a 3.500 rpm (centrifuga Heraeus Sepatech, Biofuge 13). O
sobrenadante foi coletado e acondicionado em tubos de amostra do aparelho de dosagens
bioquimicas (COBAS-FARA Roche®). O extrato livre de células foi estocado em
temperatura de —20° C até o momento da dosagem (Ashida e cols., 1987; Kohlhaw e cols.,

1969; Satyanarayana e cols., 1968; Ulm e cols., 1972; Webster & Gross, 1965).

3.5.2.3 — Dosagem da a-Isopropilmalato sintase.

A atividade da o-Isopropilmalato Sintase foi medida pela determinagdo da
concentracdo de Coenzima A (CoA) liberada em um determinado periodo de tempo
utilizando o 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DNTB) como reativo de cor. Uma mistura de
incubacdo de volume final de 50 pl, de tampao Tris-HCl 50 umoles pH 8,5 contendo 20
pmoles de KCI; 0,2 umol de acetil-Coenzima A (acetil CoA); 1 wmol de a-cetoisovalerato;
e extrato celular suficiente para leitura da absorbancia variar entre 0,02 a 0,2. Para verificar
a retro-inibi¢cao da enzima, adicionamos a mistura de incubacio 1, 2, 4, 10 e 20 mM de L-
Leucina.

Ap0s incubagdo a 30° C, durante 10 minutos, a reacdo foi interrompida com 750 pl
de etanol PA. Em seguida, foi adicionado 500-ul de DTNB (DTNB 1 mM em tampao Tris-
HCI1 20 mM pH 8). Uma aliquota foi transferida para uma cubeta de vidro e realizada a
leitura em espectrofotometro (Beckman Model DU-68) no comprimento de onda de 412
nm. A reacdo se mostrou linear por 15 minutos. Dos valores obtidos subtraiu-se o valor da
absorbancia de uma amostra sem o O-cetoisovalerato na mistura reacional. A atividade da
enzima O-Isopropilmalato sintase assim determinada foi expressa em nmoles de o-

Isopropilmalato.min”.mg proteina™ (Ashida e cols., 1987; Satyanarayana e cols., 1968;

Ulm e cols., 1972).
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3.5.3 — Dosagem de Proteinas
A dosagem da proteina das amostras foi realizada segundo método de Lowry

(Lowry e cols., 1951), usando-se soroalbumina bovina como padrao.

3.6 — Fermentacao em escala piloto das leveduras selecionadas neste estudo
3.6.1 — Preparo do Inéculo

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Apds o crescimento, as leveduras foram inoculadas em
20 mL de caldo de cana diluido a 8 °Brix, e previamente esterilizado, e incubadas a 28° C
por 24 horas, sem agitacdo mecanica. Apos esse periodo, a aliquota foi inoculada em 100
mL de caldo de cana previamente esterilizado e diluido a 12 °Brix, e incubado a 28°C por
24 horas, sem agitagdo. Esta aliquota foi transferida para 1000 mL de caldo de cana
previamente esterilizado, diluido a 15 °Brix, e incubado a 28° C por 24 horas sem agitacao.
Esta pré-cultura foi inoculada em dornas de aco inox com capacidade para 20 litros e
contendo 12 litros de caldo de cana recém colhido, diluido a 15° Brix. Os parametros de
fermentacdo foram acompanhados conforme pode ser observado nas figuras. Ao termino da
primeira fermentacdo, a dorna foi novamente preenchida com 12 litros de caldo de cana
recém colhido, diluido a 15 °Brix. Finalizado a fermentacdo, a dorna foi preenchida uma
terceira e ultima vez com caldo de cana recém colhido e diluido a 15 °Brix (Figura 5). Este
experimento foi realizado no Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade

Federal de Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais, pelo doutor Paulo Henrique Alves da Silva.

3.6.2 - Determinacao do grau alcodlico.

A cada 0, 24, 48 e 72 horas, aliquotas de 100 mL foram coletadas do caldo
fermentado e destilado (Distillatore Elettronico Enochimico Gibertini). O grau alcodlico foi
determinado pelo método de densitometria em picnometro de vidro, com capacidade para
20mL. Os picnometros foram calibrados com 4gua destilada e os dados coletados em
triplicata e as analises feitas a 20°C. A partir da densidade determinou-se o grau alcodlico

expresso em °GL por meio de uma tabela de conversdo.
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Figura 5 — Estratégia para fermentacdo e producdo de cachaca, em escala piloto, das

leveduras selecionadas.
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3.6.3 — Determinacao de sacarose

Uma aliquota de 500 pl do caldo fermentado foi retirado a cada 0, 24, 48 e 72 horas
e teor de sacarose era medido em um refratdmetro. Quando a concentragdo do actcar foi
inferior a 8°Brix o caldo fermentado foi encaminhado para destilacio em alambique de

cobre como descrito no item 3.6.5.

3.6.4 — Coleta de amostras para o acompanhamento das leveduras durante o
processo fermentativo

A cada 0, 12, 24, 48 e 72 horas, uma aliquota de 1 mL foi coletada assepticamente
do caldo fermentado das diferentes dornas e transferida para tubos conicos de polietileno de
1,8 mL, previamente identificados, adicionado de 100ul de glicerol e armazenado a -20°C.
Outra aliquota de aproximadamente 200ul do caldo fermentado foi inoculada em YPD 2%
e incubada a 30°C por 48 horas. Apds este periodo, foram coletadas aleatoriamente 100
colodnias de cada placa de petri e inoculada em YPD 2% e incubada a 30°C por 48 horas.
Estas leveduras foram utilizadas para identificagdo da espécie e avaliacdo diversidade de

cepas.

3.6.5 — Destilacao em alambique de cobre

O alambique de cobre com capacidade para 20 litros foi utilizado para a destilacio
do caldo fermentado. O caldo fermentado foi transferido para o alambique, aquecido e
mantido a temperatura interna em torno de 100°C visualizado por um termOmetro. A
evolucdo da destilacdo em alambique de cobre foi monitorada pela dosagem do grau
alcodlico utilizando um picnometro como descrito anteriormente. A destilacao foi dividida
em trés partes: a primeira (10% que correspondem a ‘“cabeca”) e a ultima (10% que
correspondem a “cauda”) foram descartadas; a parte intermediaria (80% que correspondem
ao “coragdo”) foi utilizada para a dosagem dos componentes volateis da cachaca. ). Este
experimento foi realizado no Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade

Federal de Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais, pelo doutor Paulo Henrique Alves da Silva.
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3.6.6 — Determinacao dos compostos volateis na cachaca

A determinacdo dos ésteres foi realizada em cromatdgrafo a gds Shimadzu 17A,
com detector de ionizacdo em chama, utilizando-se uma coluna capilar de polietileno glicol
(Supelco) de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 umm de espessura de filme. As
condi¢Oes cromatograficas foram as seguintes: temperatura de injetor igual a 180° C,
temperatura do detector igual a 200° C; fluxo de géds de arraste (Helio) 1 mL/min; vazao
dos gases no detector, hidrogénio 30 mL/min e ar sintético 300 mL/min. e taxa de split
igual a 2. A programacdo de temperatura do forno da coluna durante a andlise
cromatogréfica: inicialmente a 35° C por 10 minutos e entdo foi levada a 200° a uma razao
de 10° C/min, permanecendo a 200° C por 5 minuto. Foram feitas injecoes de 1,0 ul do
destilado obtido no item 4.13.5 (Boscolo e cols., 2000; Cardoso e cols., 2004; Nonato e
cols., 2001).

3.6.6.1 - Reagentes e Padroes para cromatografia

Foram utilizados os seguintes padroes Merck: acetato de isoamila (grau HPLC),
alcool isoamilico (grau PA), etanol (grau PA), acetato de etila (grau PA), metanol (grau
PA), 1-propanol (grau PA), acetaldeido (grau PA), isobutanol ( grau PA) e furfural (grau
PA). Foi utilizada dgua do Sistema de Purificacdo Milli-Q.

3.6.6.2 - Identificacao e quantificacao dos compostos volateis

Os compostos foram identificados por compara¢do com os tempos de retencdo dos
padrdes. Inicialmente os padrdes foram injetados separadamente para determinar o tempo
de retencdo e o grau de pureza. A quantificacdo dos compostos nas amostras foi realizada
pelo método da padronizacdo externa.

Para determinagdo dos ésteres e dlcoois na amostra, foi tomada uma aliquota de 1,0
mL do destilado e a solucdo analisada no cromatdgrafo nas condi¢Oes descritas

anteriormente (Boscolo e cols., 2000; Nonato € cols., 2001) .
3.6.7 — Analise sensorial da cachaca

Cada destilado recém produzido foi armazenado em frasco de vidro transparente,

mantido em repouso por 1 ano e conservados em temperatura ambiente. Apds este periodo,
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as amostras foram submetidas aos testes sensoriais. As andlises sensoriais das cachacas
produzidas foram avaliadas por 19 provadores treinados ou consumidores contumazes. A
avaliacdo sensorial global realizou-se segundo a escala hedonica de 9 pontos (1-desgostei
extremamente/ 9-gostei extremamente). Este experimento foi realizado no Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vicosa, Minas Gerais,

pelo doutor Paulo Henrique Alves da Silva.

3.7 — Reprodutividade dos resultados

Todos os experimentos foram realizados no minimo trés vezes. Para todos os
resultados obtidos foram computados os valores médios com seus respectivos desvios-
padrdo, conforme mostram as figuras.

Quando necessario foi utilizado a Andlise de Componentes Principais (Principal
Component Analysis - PCA). A PCA € uma técnica estatistica de andlise multivariada que
transforma linearmente um conjunto original de varidveis em um conjunto
substancialmente menor de varidveis ndo correlacionadas que contem a maior parte de
informacdo do conjunto original. Em uma andlise de componentes principais, o
agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de graficos de score e
loadings, cujos eixos sdo componentes principais (PCs) nos quais os dados sdo projetados.
Os scores fornecem a composicdo das PCs em relacdo as amostras, enquanto os loadings
fornecem essa mesma composi¢do em relacdo as varidveis. Como as PCs sdo ortogonais, €
possivel examinar as relagdes entre amostras e varidveis através dos graficos dos scores e
loadings. O estudo conjunto de scores e loadings ainda permite estimar a influéncia de cada
varidvel em cada amostra (Ferreira e cols., 1999). Os dados experimentais originais foram
pré-processados pelo método de normalizacido de forma que todas as varidveis passam a ter
a mesma importancia, ou seja, 0 mesmo peso.

As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico MINITAB Release
14 for Windows .
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3.8 - Identificacao e analise do Polimorfismo molecular das cepas
3.8.1 — Preparacao do DNA Genémico de leveduras

As leveduras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30° C durante 72 horas. Ap6s este periodo, as leveduras foram crescidas em
tubos de ensaio contendo 5 mL de meio YPD 2% até a fase estacionaria, a 28° C, sob
agitacao de 200 rpm (New Brunswick). O volume total da cultura foi centrifugado por 5
minutos, a 4° C, 1000xg. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 0,5
mL de dgua destilada. Apds centrifugacdo a 3750 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13) por
3 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 200 pl
tampdo de extragdo (sorbitol 1M, citrato de Sédio 100 mM, EDTA 60 mM, pH 7). A
seguir, adicionou-se 100 pl de solug¢do Lyticase 1000 U/mL (0,3 mg/mL Lyticase e 8 ul/mL
B-Mercaptoetanol em tampao de extragdo) e agitou-se ligeiramente. Esse tubo foi incubado
por 3 horas a 37° C. Apés este procedimento, adicionou-se 300 pl de tampao de lise (SDS
2% em Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8), agitou-se cuidadosamente, e procedeu-se
uma inubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, adicionou-se 200 pl de
NaCl 5 M e mantendo-se em gelo durante 2 horas. Ao término deste tempo, procedeu-se a
centrifugacdo por 10 minutos a 13000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13). O sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular ressuspenso em 300 pl de TE (Tris-HCl 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8). A seguir, adicionou-se ao tubo 400 pl de PCI (fenol/cloroférmio/
dlcool isoamilico na propor¢do 25:24:1) promovendo-se a homogeneizagdo em vortex por 2
minutos. Apds este procedimento, o tubo foi novamente centrifugado por 10 minutos a
13000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13). Ao término da centrifugacdo, a camada
superior foi transferida para outro tubo eppendorf previamente identificado, adicionando-se
2 volumes de etanol PA gelado. Este tudo foi deixado a temperatura de —20° C por 12
horas. Apés o descongelamento, procedeu-se uma centrifugaco por 10 minutos a 3500 rpm
(Heraeus Sepatech, Biofuge 13); o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado
com 500 ul de etanol 70% e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Apds a
centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante o sedimento foi concentrado a vacuo
(“speedvac” Savant AS 290) Apds este procedimento, o DNA foi ressuspenso em 60 pl de
dgua purificada (Sistema Milli-Q Millipore).
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3.8.2 — Método de Identificacao por RAPD - PCR

Para o ensaio do RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA), dois
primers foram utilizados: EIl (CTGGCTTGGTGTATGT) e LAl
(GCGACGGTGTACTAACQC) (Pataro e cols., 2000). A reacao foi procedida em um volume
final de 50 pl, o qual continha 1 ul de DNA genomico (0,3 ng), 40 pmol de cada primer,
0,2mM de dNTP, 3 ul do tampao 10X e 2,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificacdao
passou por um passo inicial de desnaturacdo a 95° C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos
de desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 44° C por 2 minutos e extensdo a 72° C
por 1,5 minutos. Depois do ultimo ciclo houve uma extensdo final a 72° C por 5 minutos. A
andlise do produto de RAPD-PCR foi conduzida em gel de acrilamida 6%, a 120 volts por
aproximadamente 5 horas. Apds a corrida o gel foi corado com prata passando por uma
solucdo inicial de fixacao (etanol 10% e 4cido acético 0,5%) durante 3 minutos. Houve uma
lavagem rdpida com dgua, em seguida o gel foi deixado por 5 minutos na etapa de
coloracgdo (etanol 10%, acido acético 0,5% e nitrato de prata 12 mM). Logo ap6s procedeu-
se nova lavagem com &4gua durante 2 minutos. Por fim, foi utilizada a solucdo de
desenvolvimento (NaOH 0,75 M e formaldeido 38%) até o aparecimento da cor. O gel
entdo foi analizado e fotografado. Um marcador de 1KB DNA (Invitrogen) foi usado como

padrdo (De Barros e cols., 1996; Pataro e cols., 2000).

3.8.3 — Método de Identificacao por mtDNA-RFLP
3.8.3.1-Preparacao do DNA mitocondrial

As células foram inoculadas em 5 mL de meio YPD 2% e incubadas até a fase
estaciondria, a 28° C, sob agitacdo de 200 rpm em incubador New Brunswick Model G25.
A cultura foi centrifugada por 5 minutos a 1.000g, o sobrenadante descartado e as células
ressuspensas em 1000 pul de dgua milli-Q estéril. A amostra foi transferida para um tubo
eppendorf e centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge 13). O
sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento celular ressuspenso em 500 ul de
sorbitol 1M, EDTA 0,1M, pH 7, 5, com adi¢@o de 20 ul de solucio de Lyticase (0,3 mg/mL
de liticase e 8 pl /mL de B-mercaptoetanol em tampao de extracdo). Os tubos foram entdo
incubados a 37° C por 3 horas e a formagdo dos esferoplastos foi monitorada opticamente

em um microscopio. Os esferoplastos foram centrifugados a 5.000g por 5 minutos e o
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precipitado ressuspenso em 500 ul de 50 mM Tris-HCI - 20 mM EDTA, pH 7,4. Em
seguida foram adicionados 13 pl de SDS (Duodecil Sulfato de S6dio) 10%, e a mistura
incubada a 65° C por 15 minutos. Imediatamente depois foram adicionados 200 ul de
acetato de potdssio 1M, os tubos foram colocados no gelo por 5 minutos e
subseqiientemente centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge
13) e colocados a temperatura de —20° C por 5 minutos. Este procedimento foi repetido trés
vezes. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e o DNA foi
precipitado pela adi¢cdo de um volume de isopropanol. Depois de incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNAmt lavado com etanol 70%. Procedeu-se nova
centrifugacdo a 10.000g por 10 minutos, € o sobrenadante foi descartado e o DNA seco a
68° C durante 10 minutos. Apds este procedimento o DNA foi ressuspenso em 30 ul de
dgua milli-Q estéril (Lopez e cols., 2001; Querol e cols., 1992b; Querol e cols., 1992a;
Querol & Barrio, 1990).

3.8.3.2-Digestao com enzimas de restricao

Ap6s a purificagdo do DNA como descrito anteriormente, os fragmentos foram
digeridos com as enzimas Hinf'I e Rsa 1(Gibco BRL Life Technologies). Para tanto, foram
adicionados ao tubo eppendorf de 1,8 mL, 20ul do fragmento obtido pelo método anterior,
2ul de Tampao 10X REACT 2, 1ul da enzima Hinf I. Em outro tubo eppendof de 1,8 mL,
foram adicionados 10ul de fragmento de DNA, 2ul de tampao 10X REACT, 1, ul da
enzima RSA I e 8ul de dgua Miliq. A digestdo com as enzimas de restricao foi conduzida
por 2 horas a 37°C. Ao termino deste tempo, o DNA foi purificado utilizando o método
PCI (fenol/cloroférmio/élcool isoamilico) descrito anteriormente. O produto da digestdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e tampao TAE 1X. Apés a revelagdo com
brometo de etido (0,5ug/mL), o gel foi fotografado usando-se o sistema Sony. (Fernandez-

Espinar e cols., 2001; Lopez e cols., 2001; Querol e cols., 1992b; Querol e cols., 1992a)
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3.8.4 — Método de Identificacao por COX — PCR
3.8.4.1 — Condicoes do COX-PCR

Foi utilizado como molde amostras de DNA mitocondrial extraido de acordo com o
item 3.8.3.1. O gene mitocondrial COXI que codifica a subunidade 1 da citocromo oxidase
foi utilizado para andlise devido a variacdo no niimero e posi¢do de seus introns (Lopez e
cols., 2003). Os introns do COXI foram amplificados por PCR utilizando os primers 3L
(GCTTTAATTGGWGGWTTTGG), 3R (ATTGTCATACCATTTGTYCTYAT), 4L
(GAAGTAGCAGGWGGWGGWGA) e 5R (GTTAGCTAAGGCWACWCCWGT). O
DNA foi amplificado em um termociclador (Eppendorf-Mastercycler). A reacdo de
amplificagdo continha 50 pmol de cada primer, 0,2 mM de dNTP, 5 ul do tampdo 10X, 2,5
U de Taq DNA polimerase e 5 pl de DNAmt (0,3 ng), em um volume final de 50 pl. Os
parametros de amplificacdo utilizados foram: uma desnaturacdo inicial a 95° C por 4
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1 minuto; anelamento a 51° C por 1 minuto
e extensdo a 72° C por 2 minutos, com extensdo final a 72° C por 5 minutos. O produto de
PCR foi separado em gel de acrilamida 6%, a 120 volts por aproximadamente 5 horas.
Apo6s a corrida o gel foi corado com prata como descrito anteriormente, visualizado e

fotografado. Um marcador de 1KB DNA (Invitrogen) foi usado como padrao.

3.8.5 — Método de Cariotipagem

As células de levedura foram cultivadas em S5mL de meio YPD por 24 horas a 160
rpm, 28° C. O DNA cromossomal foi isolado como descrito por Lopes e cols (2001);
lavado em tampao TE (EDTA 1 Mm, Tris-HCL 10Mm, pH 8,0) a 50° C durante 30 minutos
e entdo lavado novamente trés vezes com o0 mesmo tampao a temperatura ambiente, por 30
minutos. Os DNAs foram colocados em um gel de agarose (Seakem® Gold) 1% (w/v) e a
corrida foi conduzida usando um sisttema TAFE (transverse alternating field
electrophoresis) Geneline, Beckman. As condi¢des utilizadas foram as seguintes: voltagem
constante de 250 V por 6 horas com 35 segundos pulso de tempo, seguido por 20 horas a
275 V com 55 segundos pulso de tempo a temperatura constante de 14° C (Schuller e cols.,
2004). O tampao utilizado na corrida eletroforética era composto por Tris base 10m M,

EDTA 0,5 mM e 4cido acético 4 mM. O gel foi entdo corado com brometo de etidio,
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visualizado e fotografado. Este experimento foi realizado na Universidade do Minho em

Braga, Portugal, pelas doutoras Dorit Schuller e Margarida Casal.

3.9 — Isolamento e analise por sequenciamento do gene da a-isopropilmalato
sintase
3.9.1 - Dosagem do DNA

Uma aliquota de 5 pl da amostra de DNA gendmico, preparada conforme o
procedimento descrito no item 3.8.1, foi diluida com 950 pl de dgua purificada (Sistema
Milli-Q Millipore). A amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo e para medir a
absorbancia. Sabendo-se que uma absorbéncia de 1 a 260 nm corresponde a uma solucdo

contendo 50 pug/mL de DNA calculou-se a concentracdo do DNA da amostra.

3.9.2 - Ampilificacao por PCR

A regiao LEU4 do DNA gendmico que corresponde a regido da o-isopropilmalato
sintase da levedura foi amplificada pela PCR utilizando-se os iniciadores IPMF (GGG GTA
CCA CAA AAA GAC AAG GAA C) e IPMR (CGG AAT TCG AAT AAG TCC TGA
AAT AC) (White e cols., 1990). Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de PCR: 20 pmol
de cada iniciador, 0,25 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 15 ng de DNA gendmico e 0,5 U
Taq DNA polimerase em volume final de 50 pl. A mistura foi submetida a desnaturagcdo
inicial de 4 min a 94° C, seguida de 34 ciclos de 94° C por 1min, 48° C por 1 min e 72° C
por 2,20 min. A extensdo final foi feita a 72° C por 10 min (Casalone e cols., 1997;

Cavalieri e cols., 1999).

3.9.3 — Purificacao do produto de PCR

Uma aliquota de 45 pl do produto da PCR foi transferida para um tubo eppendorf de
1,8mL, previamente identificado, contendo 255 pl de dgua purificada (Sistema Milli-Q
Millipore) esterilizada. A este tubo foi adicionado 300 pul de PCI (fenol/cloroférmio/ dlcool
isoamilico na propor¢cdo 25:24:1) e procedendo-se a homogeneizacio em vortex por 2
minutos. Entdo, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm (Heraeus Sepatech,
Biofuge 13). Ao término da centrifugacdo, a camada superior foi transferida para outro tubo

eppendorf previamente identificado, adicionando-se em seguida acetato de sédio 3 M pH
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5,2 (1/10 do volume total). A este tubo foram adicionados também 2 volumes de etanol
absoluto gelado e deixando-se por no minimo 1 hora a temperatura de —20° C. Ao término
deste tempo, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm (Heraeus Sepatech,
Biofuge 13). O sobrenadante foi descartado e 500 ul de etanol 70% foi adicionado. Apds
nova centrifugacdo, o DNA foi seco a vacuo (“speedvac” Savant AS 290) e ressuspenso em

25 ul de dgua purificada (Sistema Milli-Q Millipore).

3.94 - Ligacao do fragmento amplificado ao vetor plasmidial TOPO TA
Cloning
A ligacdo do fragmento foi feita de acordo com o manual do fabricante do kit

TOPO-TA cloning (Invitrogen).

3.9.5 - Preparacao de bactérias competentes

Células de bactérias TOP 10F’ foram crescidas por 24 horas a 37° C em placas de
Petri contendo meio LB-gar suplementado com 15 pug de tetraciclina e 20 pg/ul de
Streptomicina. O meio LB (LURIA-BERTAINI Medium) € composto por bacto-peptona
1%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sodio 0,5% e pH ajustado para 7,5. Apds o
crescimento, uma colonia foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 4 mL de meio LB e
incubado a 37° C por 16 horas. Apés este periodo de tempo, uma aliquota de 1 mL foi
utilizada para inocular 100 mL de meio LB, sem suplementacido de antibidtico, que foi
incubado a 37° C sob agitagcdo constante de 250 rpm (New Brunswick) até atingir um valor
DOgno (densidade 6tica) proximo de 0,8. Apds este procedimento, a cultura foi transferida
para um tubo polietileno cdnico, com tampa, capacidade de 50 mL, e centrifugada por 10
minutos a 1000 g. O sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 40 mL de
CaCl, 0,1 M e deixado em gelo durante 1 hora. Ao final deste tempo, a suspensdo de
células foi centrifugada por 10 minutos, a 4° C a 1000 g. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 1 mL de CaCl, 0,1 M gelado. Essa suspensado celular foi
aliquotada em tubos eppendorf de 1,8 mL e adicionou-se uma concentracdo final de

20%(v/v) de glicerol e armazenada em temperatura de —75° C.
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3.9.6 — Transformacao de bactérias

Um tubo eppendorff de 1,8mL contendo 100 pl de células de E. coli competentes
(item 4.16.4) foi mantido em gelo até o descongelamento da aliquota. Adicionou-se a este
tudo 20 ul da ligacdo anteriormente descrita e deixada novamente no gelo por 45 minutos.
Ao final deste tempo, o tubo foi colocado a 42° C por 1 minuto e uma vez mais resfriado
em gelo. Adicionou-se 1 mL de meio de cultura LB e este tubo incubado a 37° C por 40
minutos. Apds este procedimento, centrifugou-se todo o conteido a 6000 rpm por 4
minutos. Desprezou-se o sobrenadante e as células foram ressuspensas em 100 ul de LB. A
suspensao foi plaqueada em placas LBXIA (bacto-peptona 1%, extrato de levedura 0,5%,
cloreto de sédio 0,5%, agar 1,5% em pH 7,5; 100 pg/mL de ampicilina, 1 mM de IPTG e
40 pug/mL de X-Gal) e o plaqueamento foi feito com auxilio de pérolas de vidro estéreis.

Estas placas foram incubadas por 24 horas a 37° C.

3.9.7 — Extracao de DNA Plasmidial

As colonias brancas obtidas no procedimento anterior foram analisadas para
confirmar a inser¢do do fragmento desejado. Para isto, as colonias foram inoculadas em
tubos contendo meio 5 mL de meio LB-ampicilina e incubadas a 37° C por 24 horas. Apds
o crescimento, a suspensdo de células foi transferida para tubos eppendorf de 1,8 mL e
centrifugadas a 3500 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13) por 3 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular foi ressuspenso com 200 pl de STET (sacarose 8%,
TritonX 0,1%, EDTA 50 mM e Tris-HCl 50 mM pH 8), adicionado de 5 pl de lisozima (50
mg/mL) e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds esta incubacao, o tubo foi
aquecido a 95° C por 1 minuto e em seguida centrifugado a 13000 rpm (Heraeus Sepatech,
Biofuge 13) por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um eppendorf de 1,8 mL
previamente identificado, adicionado de 8 pul de CTAB (Brometo de trimetil amonio 5%) e
centrifugado a 13000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13). por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 300 pl NaCl 1,2 M e homogeneizado por 1
minuto em vortex. ApoOs este procedimento, foram adicionados 750 pl de etanol PA e o
tubo deixado a temperatura de —20° C por 24 horas. O tubo foi centrifugado por 10 minutos
a 13000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13), o sobrenadante foi descartado e o DNA

plamidial lavado com 800 pl de etanol 70%. Procedeu-se nova centrifugacido a 13000 rpm
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por 10 mnutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA seco a viacuo (“speedvac” Savant
AS 290). Ap6s este procedimento, o DNA foi ressuspenso em 20 pl de dgua purificada
(Sistema Milli-Q Millipore).

3.9.8 — Reacao de digestao do DNA utilizando a enzima de restricao Kpn Il e
EcoR |

Ap6s a purificagdo do DNA plasmidial, este fragmento foi digerido com a enzima
Kpn I e EcoR. Para tanto, foram adicionados ao tubo eppendorf de 1,8mL, 6 ul do
fragmento obtido pelo método anteriormente descrito, 15 pl de dgua estéril, 3 ul de BSA,
Iul de RNAase, 3 ul de tampdo 10X React 1 (Biolabs) e 1 pl da enzima Kpn I e EcoR
(GIBCO-BRL). Essa digestao foi feita por 3 horas a 37° C. Ao término deste tempo, o
DNA foi purificado utilizando o método PCI (fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico) como
descrito no item 5.16.3. O produto de digestdao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% e tampao TAE 1X. Ap6s revelacdo com brometo de etidio, o gel foi visualizado

e fotografado usando-se sistema Sony®

3.9.9 — Sequenciamento automatico de DNA

As reagdes de sequenciamento foram conduzidas utilizando-se os primers M13
reverse (GGAAAAGCTATGACCATG), M13 Forward (CGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGAC), IPMIF Forward (CCTTCCTCCAAGTACAAGC), IPM3F Forward
(CGGTGGAAGCATTAACAGG), IPM6R reverse (GTTCAACCACATCTAAGGAC),
IPM8R  reverse (TGGTCTTGAACGGCGCTAG), IPMOR reverse (ATCGAC
GATCTGGTGGCCTAC), IPMI10R reverse (ATTACGCCTATACGATAG). As amostras
foram corridas em seqiienciador capilar automatica ABI PRISM 3100. As seqiiéncias foram
comparadas com a seqiiéncia descrita na Saccharomyces Genome Database (

http://genome-www2.stanford.edu:5555/cq1-bin/blastsgd) usando o Blast Search (Basic

Local Alignment Search Tool). As seqiiéncias foram alinhadas usando-se o programa

Clustawl (http://ebi.ac.uk/clustawl) e traduzidas usando o programa BlastX. A percentagem

de similaridade das seqiiéncias dos fragmentos clonados com a seqii€éncia descrita na

Database foi calculada através do BLAST (White ef al., 1990).
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4.1 - Identificacao molecular de leveduras
4.1.1-Anadlise do Polimorfismo molecular das cepas por RAPD - PCR

Em estudo realizado por nosso grupo, desenvolvemos uma metodologia para isolar
e selecionar leveduras S.cerevisiae para serem utilizadas na producao de cachaga (Vicente e
cols., 2003; Vicente e cols., 2006). De acordo com a estratégia proposta, selecionamos a
cepa LBCM 427 como a que melhor atendia aos critérios adotados: melhor adaptacdo a
condi¢des encontradas durante o processo de fermentacdo do caldo de cana, como
resisténcia a altas concentragdes de sacarose, etanol e alta temperatura, capacidade de
floculagdo, boa capacidade de fermentacdo e resisténcia a cerulenina e TFL. Como ja
discutido anteriormente, a resisténcia a esses compostos seleciona leveduras com alto
potencial de produgdo de dlcool isoamilico e acido caprdico, respectivamente. A cepa
LBCM 422, isolada na mesma ocasido, apresenta as mesmas caracteristicas exceto por
sensibilidade aos compostos e por essa razdo utilizada neste estudo como controle negativo
para a cepa LBCM 427. Para acompanhar o comportamento destas cepas como leveduras
iniciadoras na fermentacdo do caldo de cana no processo de producdo de cachaga, se
fizeram necessario avaliar técnicas de biologia molecular que melhor discriminam entre as
leveduras S. cerevisiae e as cepas em estudo coletadas na mesma destilaria.

Em varios estudos a técnica de RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) foi utilizada para determinar o grau de polimorfismos entre as cepas de leveduras.
Este método € utilizado para discriminar cepas entre as espécies presentes no processo
fermentativo, bem como estudos epidemioldgico e ecoldgico de leveduras. Tem a vantagem
de ser rdpido, confidvel e simples permitindo identificar e monitorar a presenca de
leveduras iniciadoras durante a fermentacdo. Baseia-se no uso de primers (EIl1 e LAI)
complementares ao sitio de splicing dos introns. Uma vez que os introns nao sdo essenciais
para as funcdes génicas, eles apresentam seqiiéncia de motivos conservados, usados nos
iniciadores para direcionamento da ampplificacdo e altamente varidveis gerando uma
diversidade utilizada como pardmetro de comparacdo (De Barros e cols., 1996; Guerra e
cols., 2001; Pataro e cols., 2000; Plengvidhya e cols., 2004).

Para avaliar o poder desta técnica de discriminar entre as leveduras LBCM 427,
LBCM 422 e selvagens presentes no processo fermentativo, coletamos em 2003 novas

amostras de mosto no mesmo local de isolamento das cepas em estudo. As leveduras recém
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coletadas e isoladas em meio s6lido YP caldo de cana 10% agar conforme descrito no item
3.3. Apds a incubacdo foram obtidas 358 leveduras das quais foram randomicamente
escolhidas 35 para testes de resisténcia a TFL e cerulenina. As leveduras ndo passaram por
testes de identificacdo, mas apenas quanto a resisténcia ou sensibilidade a TFL e cerulenina
que foi realizado conforme descrito em 3.4.6. As 35 leveduras foram expostas
primeiramente a TFL para selecdo de cepas resistentes a este composto. Deste grupo de
cepas 51,4% € naturalmente resistente ao andlogo como pode ser observado na Tabela 2. As
leveduras também foram expostas a cerulenina para verificar resisténcia a esta droga. Este
teste indicou que 48,5% das leveduras apresentaram resisténcia natural. (Tabela 2). Quando
comparamos com o perfil de resisténcia a drogas das cepas coletadas em 2001 com as de
2003 podemos observar que ha certa variagdo entre os dois grupos de cepas.

A partir destes testes foram escolhidas quatro cepas para caracterizagdo molecular:
R304, sensivel a ambos compostos; R335, resistente a ambos compostos; R321, resistente a
TFL e sensivel a cerulenina; e R329, resistente a cerulenina e sensivel a TFL. (Tabela 3).

Para confirmar a capacidade do método RAPD-PCR em diferenciar o género
Saccharomyces, utilizamos para controle as cepas S. paradoxus e S. kluyveri. As cepas R
304, R321, R329 e R335 foram utilizadas para representar as cepas atualmente presentes na
destilaria e avaliar quanto a discriminacdo das cepas LBCM422 e LBCM427. Também
utilizamos as cepas LBCM 423 e LBCM 424 isoladas em 2001 e que apresentam
caracteristicas distintas quanto a resisténcia a cerulenina e TFL para avaliar as diferencas de
perfil de bandeamento.

Como podemos observar na Figura 5, o perfil de bandeamento apresentado pelas
espécies S. paradoxus e S. kluyveri se mostraram bastante diferenciados e distintos das
demais cepas. As cepas LBCM422 e LBCM427 apresentaram um perfil de bandeamento
idénticas porém elas diferem quanto a sensibilidade a TFL e cerulenina como € apresentado
na Tabela 2. As cepas LBCM423 e LBCM424 tem perfis de bandeamento muito similares,
entretanto essas mesmas cepas tem perfis completamente diferentes quanto a resisténcia a
drogas (Tabela 3). Quando comparamos os perfis de banda de cepas coletadas no mesmo
ano nao encontramos diferencas de perfis de bandas entre as cepas. O mesmo acontece
quando comparamos o perfil das cepas coletadas em anos diferentes, ndo encontrando uma

regido de bandeamento que possam diferencia-las.
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Tabela 2 — Perfil de resisténcia a TFL e Cerulenina das cepas coletadas em 2001 e 2003

Perfil de Resisténcia

Ano de coleta

2001(%) 2003(%)
Resistente a TFL e Cerulenina 37,5 20,0
Resistente a TFL e sensivel a Cerulenina 18,0 31,4
Sensivel a TFL e Cerulenina 26,4 25,7
Resistente a Cerulenina e sensivel a TFL 18,0 22,8
Total de cepas 72 35
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Tabela 3 — Perfil de Resisténcia da TFL e Cerulenina das cepas selecionadas para andlise

do perfil molecular

Perfil de Resistencia
Ano Levedura Especie
TFL Cerulenina
LBCM 422 S. cerevisiae _ _
LBCM 423 S. cerevisiae +
2001 -
LBCM 424 S. cerevisiae + _
LBCM 427 S. cerevisiae + +
R 304 * _ _
R 321 * _ +
2003
R 329 * + _
R 335 * + +

- - Sensivel
+ - Resistente

- identificacdo ndo realizada
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PM

246

Figura 06 — RAPD-PCR das cepas de leveduras isoladas de uma destilaria
artesanal de cachaga em 2003 (linhas 1 — 4) e leveduras isoladas em 2001 (linhas
5 - 8). Linhas: 1 - R304: 2 - R321; 3 - R329; 4 - R335; 5 - LBCM 422; 6 - LBCM
423;7 - LBCM 424; 8 - LBCM 427; 9 - S. kluyveri ; 10 - S. paradoxus. PM representa o

padrdo de peso molecular (1KB Invitrogen).
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4.1.2 — Método de Identificacao por mtDNA-RFLP

Em funcdo dos resultados obtidos com o RAPD, as cepas LBCM 422 e LBCM 427
foram submetidas a outro método moleculares para avaliar o poder de descriminacido de
linhagens iniciadoras e cepas selvagens presentes no processo fermentativo do caldo de
cana na producdo de cachaca. A técnica de mtDNA-RFLP tem sido muito utilizada para
estudar a autencidade de cepas comerciais de leveduras e por esse motivo foi o proximo
método escolhido.

O método de mtDNA — RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism analysis
of mitocondrial DNA) consiste no isolamento do DNA total da levedura e o uso de
endonucleases de restricdo que reconhecem um grande numero de sitios no DNA nuclear
da levedura mas poucos sitios do DNA mitocondrial. Este método ¢ muito utilizado para
diferenciar cepas de leveduras S. cerevisiae além de ser descrito como eficiente para
diferenciar cepas de um mesmo ecossistema (Querol e cols., 1992b). E uma técnica de facil
uso desde que as condi¢cdes sejam cuidadosamente padronizadas (Beltran e cols., 2002;
Fernandez-Espinar e cols., 2001; Lopes e cols., 2002; Lopez e cols., 2001; Martinez e cols.,
2004; Pramateftaki e cols., 2000; Querol e cols., 1992b; Querol e cols., 1992a; Sabate e
cols., 1998; Schuller e cols., 2004; Torija e cols., 2001).

A técnica proposta tem obtido sucesso na diferenciacdo de género e espécie de
Saccharomyces. Desta forma, utilizamos as leveduras S. cerevisiae var. boulardii,
S.paradoxus, S. kluyverii e S.cerevisiae W303 para amostra controle de género e LBCM422
e LBCM427 para controle de espécie para podermos avaliar assim a capacidade desta
técnica em discriminar entre as cepas.

Na Figura 6 podemos observar o resultado da digestdo com a endounuclease de
restricdo Hinf I, e verifica-se que as cepas LBCM422 e LBCM427 apresentaram um perfil
idéntico de bandeamento. A cepa S.cerevisiae W303 apresentou um perfil de bandeamento
bem diferenciado das demais leveduras o que pode ser evidenciado pela presenca de um
fragmento de 4.0Kb. A cepa da espécie S. cerevisiae var. boulardii apresenta um perfil de
bandeamento bem distinto das demais, como poder ser observado na presenca de
fragmentos em 5.0 e 6.5Kb. As cepas S. paradoxus e S.kluyverii apresentam um perfil de
bandeamento completamente diferente das demais e entre elas ocorre apenas um fragmento

coincidente proximo a 3.7Kb.
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Figura 07 — Eletroforese em gel de agarose 1%corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz UV, mostrando o perfil de mtDNA-RFLP (mitocondrial DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism) das cepas LBCM 427, LBCM 422 e
outras leveduras do género Saccharomyces. M representa o padrao de peso

molecular.
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4.1.3 — Método de Identificacao por COX — PCR

O sistema COX-PCR foi utilizado como outro método tentativo de
acompanhamento e discriminagdo de linhagens de leveduras para monitorar a presenca ao
longo do processo fermentativo e diferenciar as cepas LBCM422 e LBCM427 entre si e das
demais presentes no meio.

O COX-PCR € um método que basea-se na variagcdo do nimero e posicdo dos
introns no gene mitocondrial COXI. Varia¢do no intron COXI tem sido observada entre
cepas e entre espécies permitindo a diferenciacdo de cepas de S. cerevisiae. Uma reagdo de
PCR multiplex com quatro primers selecionados mostrou-se muito efetivo na andlise de
polimorfismo de leveduras selvagens e comerciais para uso na fermentacdo do vinho
(Lopez e cols., 2003).

A Figura 7 mostra o resultado da reacdo de amplificacdo com os 4 primers
mencionados em Lopez e cols, 2003. No resultado para a cepa da espécie S. paradoxus
podemos observar a presenga de duas bandas, uma de aproximadamente 450 pb e outra
com cerca de 1230 pb e na espécie S.kluyverii, a qual € diferente das demais cepas,
observamos apenas uma banda de aproximadamente 500 pb.

Como podemos observar, a cepa LBCM 422 apresenta trés fragmentos de
aproximadamente 370 pb, 480 pb e 740 pb, sendo que esta ultima parece que a diferencia
das cepas LBCM 423, LBCM 424 e LBCM427. Estas cepas mostraram um perfil de
bandeamento com grande similaridade porem apresentam resultados distintos quando
expostas a TFL e cerulenina (Tabela 3). Quanto as cepas R304, R321, R329 e R335
também apresentaram um perfil de bandeamento muito pouco diferenciado entre si porem
tem perfis de resisténcia a TFL e cerulenina distintos (Tabela 3). Quando comparamos em
conjunto as cepas coletadas em 2001 e 2003 podemos encontrar fragmentos que as
diferenciam, porem entre elas hd grande variedade de comportamento quanto a resisténcia a

drogas.
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Figura 08 — COX-PCR das cepas de S. cerevisiae isoladas de uma destilaria
artesanal de cachaca em 2001 (linhas 3 — 6) e 2003 (linhas 7-10). Linhas: 1 - S.
kluyveri; 2 - S. paradoxus; 3 - LBCM 422; 4 - LBCM 423; 5 - LBCM 424; 6 - LBCM
427; 7 - R304; 8 - R321; 9 - R329; 10 - R335. PM representa o padrdao de peso
molecular (1KB Invitrogen)
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4.1.4 — Método de Cariotipagem

O método de cariotipagem mostra-se muito eficiente para discriminar entre cepas
geneticamente relacionadas. Tendo sido usado como método de escolha para verificar
rearranjos cromossomais. Além disto, tem sido sendo também muito util para identificacao
de cepas. Entretanto esta técnica € muito laboriosa e complicada para o uso rotineiro na
industria (Schuller e cols., 2004).

A aplicagdo desta técnica em nossas cepas de leveduras possibilitou uma clara
diferenciacdo de cada cepa pelo perfil cromossomal especifico. Como mostrado na Figura
8, cada cepa de levedura apresentou um perfil de bandeamento distinto demonstrando que
hd uma grande diversidade genética entre as cepas analisadas. Mesmo as cepas utilizadas na
producdo de cachaca e selecionadas pelos mesmos critérios bioquimicos, apresentaram
fragmentos de tamanhos diferentes, comprovando que hd um grande polimorfismo

molecular entre as cepas utilizadas no processo fermentativo da cachaca.
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LBCM422
LBCM427
S. paradoxus

w303
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]

S. kluyverii

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz UV, utilizando um sistema TAFE (transverse alternating field
electrophoresis), mostrando o perfil do cariétipo de diferentes espécies S.
cerevisiae (W303 e S. cerevisiae var. boulardii), S. paradoxus e S. kluyveri. Este
experimento foi realizado na Universidade do Minho em Braga, Portugal pelas
doutoras Dorit Schuller e Margarida Casal.
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4.2 — Segregantes da cepa parental LBCM 427
4.2 1 - Estudo das cepas segregantes

A manipulacdo genética de cepas de S. cerevisiae € de grande importancia para
elucidar mecanismos moleculares e fisioldgicos deste microrganismo, e tem sido usada para
melhorar o desempenho das cepas utilizadas na inddstria alimenticia e de bebidas. Para o
melhoramento genético de cepas varios caminhos podem ser seguidos, dentre eles a sele¢ao
de cepas variantes ou mutantes para uma dada caracteristica ou fendtipo. Desta forma,
avaliamos a possibilidade de obter cepas variantes utilizando a técnica de esporulacdo da
cepa LBCM 427. Esta técnica é muito utilizada para o estudo genético e caracterizagdo de
cepas utilizadas em laboratério (Gimren-Alcaniz & Matallana, 2001).

Para analisar uma cepa segregante de S. cerevisiae € necessdrio considerar a
habilidade de a cepa produzir uma razodvel freqiiéncia de ascos e da viabilidade de
ascosporos. A viabilidade é definida como a habilidade do esporo produzir uma colonia
visivel dentro de 2 a 5 dias de incubacdo a 30°C.(Johnston e cols., 2000; Marullo e cols.,
2004; Romano e cols., 1998; Sipiczki e cols., 2004). O indice de esporulagdo da cepa
parental LBCM427 mostrou-se alto (>50% de ascos vidveis) (Tabela 4). De acordo com
esses resultados, o grupo que apresentou viabilidade de quatro esporos foi escolhido para a
andlise da estabilidade e caracterizacgdo fisioldgica das cepas.

O grupo selecionado de cepas segregantes foi submetido a metodologia de selecao
de leveduras com caracteristicas apropriadas a producdo de cachaca proposto por nosso
laboratorio, que teve como objetivo avaliar a estabilidade fisiolégica em algumas condi¢cdes
similares as encontradas nas dornas de fermentacdo da cachaca como o crescimento a 37°
C, etanol 8% e glicose 50%(Pataro e cols., 2000). As 40 cepas segregantes foram avaliadas
sob os seguintes parametros: resisténcia a TFL e cerulenina; floculagcdo; capacidade de
producdo de micocinas (Killer); ndo producao de H,S; crescimento em YPD 2% 30° C, YP
sacarose 20%, YPD 20%, YP galactose 2%, YP maltose 2% e YP etanol 10% incubadas a
30° C e 37° C. Para avaliar a estabilidade fisioldgica as cepas segregantes foram crescidas
em meio YPD 2% e incubadas a 30° C e 37° C por 48 horas (entdo denominada geragcdo
F1). Ao final deste periodo as cepas foram submetidas aos testes mencionados
anteriormente por réplica plating. As cepas segregantes da geragdo F1 foram repassadas

para o meio YPD2% nas mesmas condi¢des anteriores originando a geracdo F2 e assim
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Tabela 4 — Resultado da segregacio da cepa parental LBCM427

Total de
N° ascos Viabilidade esporos/ascos %0
esporos
dissecados viabilidade
vidveis
4 3 2 1
36 10 5 13 7 61,1 88
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sucessivamente. A geracdo F1, F4 e F6 foram submetidas aos testes e os resultados podem
ser observados na Tabela 5.

Como podemos observar na Tabela 5, ndo encontramos cepa segregante que tenha
reunido todas essas caracteristicas a0 mesmo tempo. O grupo de segregantes apresentou um
comportamento variado de crescimento ao longo dos testes. Apenas o segregante RB 23A
manteve a caracteristica de resisténcia aos compostos TFL e cerulenina concomitantemente
e por essa razao foi escolhido para os testes de fermentagdo em caldo de cana.

Para analisar o comportamento das segregantes aos testes de estabilidade, utilizamos
Andlise de Componentes Principais (PCA). Como podemos observar na Figura 9, a andlise
de PCA reune as segregantes em trés grupos que corresponde as geracdes F1, F4 e F6
respectivamente. As duas primeiras componentes explicam juntas 84,77 % da variancia dos
dados na analise das segregantes. A andlise do grupo de tétrades utilizando como banco de
dados os resultados destas cepas quando expostas a todos os testes revelou uma mudanga de
perfil de similaridade de respostas frente aos testes citados (Figura 9). As leveduras da
geracdo F1, F4 e F6 estdo localizadas em diferentes quadrantes o que indica respostas
heterogéneas de geracdo para geracdo e similaridade entre as segregantes da mesma
geracdo. Portanto, essas segregantes demonstram uma tendéncia a instabilidade fisioldgica
frente a um mesmo teste ao longo das geracdes.

Na PCA, os vetores indicam a importancia de cada varidvel para explicar as
variagdes entre as amostras. Vetores com medidas distantes de zero, correspondem a
variagdes com maior influéncia sobre o valor do componente, enquanto que, vetores mais
préoximos de zero, indicam que correspondem a uma varidvel com pequena influencia sobre
o componente. Na primeira componente (PC1 73,59%) a varidvel com menor peso
atribuido foi a YP Galactose 2% 37°C (GAL2F37) e de maior peso a floculagdo (FLOC).
Na segunda componente (PC2 11,18%), YP glicose 2% 30°C (G2F30) foi a varidvel com
maior e YP glicose 20% 37°C (GLI20F37) com menor peso.
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Tabela 5 — Avaliacio bioquimica e fisioldgica das cepas segregantes

Killer Prod Atividadade Resistencia a TFL Resistencia a Cerulenina FLOC YPD2%
Cepas Crec. c s
H2S Invertase F1 F2 F4 F6 F1 F2 F4 F6 F1 F4 | F6

RB-5A + - - 1574 S S S S S R R R + +
RB-5B + - - 563] S S S S S R R R +
RB-5C + - 182] S S S S S S R R +
RB-5D + + + - 346] S S S S S R R R +
RB-7A + - + - 2742 S S S S S S S S +
RB-7B + - + - 16045] S S S S S S S S +
RB-7C + - + - 2654 S S S S S S S S +
RB-7D + - - - 2927 S S S S S S S S +
RB-8A pobre - - 5468 S S S S S S S S -
RB-8B + - + - 1971 R S R R R R R R +
RB-8C pobre - - - 8280] R S S R S R R R + - +
RB-8D + - + - 2456] S S S S S S S S + - +
RB-14A + - - - 2065 S S S S R R R R -
RB-14B + - + - 1348] S R R R S S S S
RB-14C + - + - 1063] S S S S S S S S
RB-14D + - - - 1598] S S S S S R R R
RB-18A pobre - - 3122 S S S S S S R S
RB-18B + - - 4415 S S S S S R R R
RB-18C pobre - - 7321] S S S S S R S S + - +
RB-18D pobre - - - 26326| S S S S S R R R + - +
RB-23A + - + - 199 R R R R R R R R -
RB-23B pobre - - - 11506] S S S S S S S S + - +
RB-23C + + + - 618] R S S S R R R R -
RB-23D pobre - - - 7340 S S S S S S R R + - +
RB-26A + - + - 1827] R S S S S S R R -
RB-26B + - + - 1901] R S S S S S S S -
RB-26C + - + - 772] R S S S S S R R + - +
RB-26D pobre - - - 20730 S S S S S S S S + +
RB-27A + - + - 1202 R S S S S R R R +
RB-27B + - + - 879] R S S S S S S S + +
RB-27C + - + - 1403] S S S S S S S S - +
RB-27D + - + - 1241] R S S S R R R R +
RB-31A pobre - - - 4607 S S S S S S S R + + |+
RB-31B + - + - 1763 R S S S S S S S +
RB-31C + + + - 1357] R S S S S S S S + +
RB-31D + + + - 1072 S S S S S R R R - -
RB-36A + - + - 1795 R S S S S S R R + +
RB-36B pobre - - - 3289] S S S S S S S R + - +
RB-36C pobre - - 3472 S S S S S S S S + +
RB-36D + + + - 495] R S S S S S S R + +

Cresc — crescimento
Floc — Floculacao

Killer — producdo de micocinas
C - Candida glabrata NCYC 388

S — 8. cerevisiae NCYC 1006
Atividade invertdsica - (nmoles glicose.mim'mg proteina™)
Prod H,S - producédo de H,S
F1, F2, F4 e F6 — nimero de passagens das cepas

R — resistente
S — sensivel

- - auséncia de crescimento

+ - crescimento
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Tabela 5 — Avaliacdo da estabilidade fisioldgica das cepas segregantes (continuagao)

YP GALACTOSE 2% YP MALTOSE 2% YP GLICOSE 2%

Cepas F1 | F4 I F6 Fa4 F6 F1 Fa F6

|
iy
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[
=3

©
Q
@
J

o

C

[
=3

o
Q
[~
=3

o

B-5A

+
+
+
+
+
+

+ +

B-5B

B-5C

+
+

|

B-5D

B-7A

I B3 O Eo o

B-7B

B-7C

B-7D

DDV 0|0V |V|JV|T| 1

B-8A

N A A

RB-8B

T E3 B3 B S B o o

RB-8C

[ 3N N O o ER R O ) PR o
T 3 o B3 O B B O S P B

[ OO o A

RB-8D

N E E E  E E EA R

+

RB-14A

[ E3 B3 B3 S B S O o P P B S
I Ea B B

C+

RB-14B

+
I+

RB-14C

+

RB-14D

N E Ea B3

+ |+ |+ |+
I E O
e+

RB-18A

RB-18B

+

|+
+

RB-18C

+
+
+

I B o B B o O N B o S S B S A P B

|+

|

RB-18D

+

RB-23A

T o Eo B3 B B O R R P PR P R B o O [ O B B S

|+

+

RB-23B

RB-23C

|+
|+
+
|+
+
[ e
+

RB-23D

RB-26A

'+
'+
+
Cl+
+

RB-26B

RB-26C

+
+

RB-26D

+

RB-27A

RB-27B

[ 3 o B B
[ 3 o B B
N o N C E R
N S

+
'+

RB-27C

RB-27D

RB-31A

RB-31B

+

]
]

RB-31C

[ OO o P S
+

RB-31D

RB-36A

RB-36B

RO R PO ER O S O E o B R R O PR (O PR (P R B S S O O PO B PO ) O B PO R PO O RO R o B P S
+

o R B B o B e o b B L R o C e B LA B A E E E e A E A E e E R A A Ea ER R B

ER O EON ER o B o PR O B S B O PR I P B o
+l+ |+
[ E3 E B3 S A B o B B

L

+
I Eo O O O o N

I o B O S
N E E e
+

RB-36C

S

ERI F3 N R R PR I PR B O R PO B R R PO S RO B O S O E RO R o PR O B O R o B R B o B o B
+

ERI F3 N R R PR I PR S O R PO B R O O S O B O O O R RO B o PR O B O R o B R I o B o B
+
 +
+

+l+ |+

RB-36D + + +

+ -

F2, F4 e F6 — numero de passagens das cepas

30°C e 37°C — temperatura a que foi submetida a levedura
- - auséncia de crescimento

+ - crescimento
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Tabela 5 — Avaliacdo da estabilidade fisioldgica das cepas segregantes (continuagao)

YP GLICOSE 20% YP SACAROSE 20% YP ETANOL 10%
Cepas F1 F4 F6 F1 F4 F6 F1 | F4 | F6
30C 37°C 30eC 37°C 302C 37°C | 30°C | 37°C 30°C 37°C 30C 37eC 30eC 37°C 302C 37°C 30°C 37°C
RB-5A + + + + + + + + + + + + - - + - + -
RB-5B + + + + + + + + + + + + + + - +
RB-5C + + + + + + + + + + + + + + - +
RB-5D + + + + + + + + + + + + + + - +
RB-7A + + + + + - + + + + + - + + - +
RB-7B + + + + + + + + + + + + + - +
RB-7C + + + + + + + + + + + + + - +
RB-7D + + + + + + + + + + + + + - +
RB-8A + + + + + + + + + + + + + - +
RB-8B + + + + + - + + + + + - + - +
RB-8C + - + + + - + - + + + + - +
RB-8D + + + + + - + + + - + - + - -
RB-14A + - + + + - + - + + + + - - -
RB-14B + + + + + + - + + + + - - +
RB-14C + + + + - + - + + + + - - -
RB-14D + + + + + + + - + + + - + + - +
RB-18A + - + - + - + - + + + + - - +
RB-18B + + + + - + - + + + + + - +
RB-18C + + + + + + - + + + + + - +
RB-18D + + + + + + - + + + - + - +
RB-23A + - + + + + + - + + + + - +
RB-23B + + + + + - + + + - + - - -
RB-23C + + + + + - + - + + + + - +
RB-23D + + + + + - + + + + + - - -
RB-26A + + + + + + + + + + + + - +
RB-26B + + + - + + + - + + + - - -
RB-26C + - + + + - + - + + + + + - +
RB-26D + + + + + - + + + + - + - +
RB-27A + + + + + + + + + + + + - +
RB-27B + - + + + - + - + + + + - +
RB-27C + + + + + + + + + + + - - -
RB-27D + + + + + + + + + + + + - +
RB-31A + + + + + - + + + + + - - +
RB-31B + - + + + + + - + + + + + - +
RB-31C + - + + + + + - + + + - - +
RB-31D + + + + + + + + + + + - - - +
RB-36A + + + + + + + - + + + + - - +
RB-36B + + + + + + + + + + + + + - - +
RB-36C + + + + + + + + + + + - - - +
RB-36D + + + + + - + + + - + + - - -

F2, F4 e F6 — ntimero de passagens das cepas

30°C e 37°C — temperatura a que foi submetida a levedura
- - auséncia de crescimento

+ - crescimento
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Figura 10 - Analise de Componentes Principais (PCA) correspondendo a

respostas das cepas segregantes quanto a estabilidade fisiologica. Painel A:
Loadings. Painel B: Score: F1, F4 e F6 correspondem as geracbes 1, 2 e 3

respectivamente.
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4.2.2 — Atividade da enzima o-isopropilmalate Sintase

As leveduras resistentes ao andlogo da L-leucina apresentam a enzima o-
Isopropilmalato Sintase (o-IPM) insensivel a retro-inibicio por L-leucina, como
demonstrado por nosso grupo (Vicente e cols., 2006). Assim sendo, foram medidas as
atividades da o-IPM nas cepas LBCM 422, LBCM 427, RB 23A e RB 8C. A segregante
RB 8C apresentou instabilidade quanto a resposta de resisténcia a TFL e por esta razdo foi
incluida no teste.

Como podemos observar na Figura 10, a atividade da o-IPM medida a partir da
cepa LBCM 427, ndo € inibida por baixas concentracoes de L-leucina, e sendo
parcialmente inibida (20%) em altas concentracdes de L-leucina (20 mM). J4 na levedura
LBCM 422, a enzima apresentou-se insensivel até a concentragdo de 10 mM de L-leucina,
mas na concentragdo de 20 mM de L-leucina encontra-se inibida (60% de inibi¢do).

A o-IPM encontrada na levedura RB 23A ndo € inibida por L-leucina. Como
demonstrado na Figura 10, a atividade da o-IPM nesta cepa ndo € inibida, pelo contrério,
observa-se uma estimulacdo da atividade em baixas concentra¢des de L-leucina (2 a 10
mM), e em altas concentracdes de L-leucina (20mM) sua atividade estd aumentada em 10%
quando comparada com aquela obtida na auséncia de L-leucina. Por outro lado, a levedura
RB 8B niao ¢ inibida por baixas concentra¢des de L-leucina, sendo parcialmente inibida

(20%) em altas concentragdes de L-leucina (20 mM).

4.2.3 - Anadlise da sequiéncia nucleotidica dos genes codificantes da o-
Isopropilmalato Sintase

As leveduras resistentes ao andlogo do aminodcido L-leucina apresentam a enzima
o-Isopropilmalato Sintase insensivel a retro-inibicdo por L-leucina e isso pode estar

associado a mutacdes que causam essa perda de sensibilidade. O gene LEU4 codifica para a
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Figura 11 - Atividade da enzima a-IPM nas cepas de S. cerevisiae LBCM 427,
LBCM 422, RB 8B e RB 23A . As células foram crescidas em meio minimo,
suplementado com glicose (2%) e L-leucina (2 mM), por 24 horas, a 28° C, sob
agitacdo. A atividade da o-lsopropilmalato sintase foi medida no extrato celular,
determinando-se a concentragdo de Coenzima A (CoA) liberada em um
determinado periodo de tempo utilizando o 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DNTB)
como reativo de cor. Para verificar a retro-inibicdo da enzima, adicionamos a

mistura de incubacgéo 1, 2, 4, 10 e 20 mM de L-Leucina.
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enzima o—isopropilmalato sintase que catalisa a conversdo de 2-cetoisovalerato em o-
isopropilmalato na via biossintética da leucina. Esse gene codifica uma das duas enzimas
responsdveis pela sintese de o-IPM descritos em S. cerevisiae: o-IPM sintase I e II
responsdveis por 80% e 20% do total de atividade da enzima segundo Kohlhaw,2003.

Segundo Cavalieri e cols., 1999 e Oba e cols., 2005 muta¢des no gene LEU4 podem
ser responsaveis pela perda da inibicdo por feedback da leucina. Segundo esses autores,
mutacdes dos aminodcidos Gly514Asp, Gly516Asp, Ser519Thr, Glu540Lys, His541Pro,
SerSer547/8Ser, Ala552Thr e AspS78Tyr localizadas préximo ao sitio de ligagdo da enzima
levariam a mudanca na conformacao dificultando a ligacao da leucina.

Para verificar a presenca de mutagdes no gene LEU4 das cepas resistentes a TFL, as
cepas RB 23A e RB 8B foram seqiienciadas para esse gene. Inicialmente os genes foram
amplificados por PCR usando-se primers especificos e os genes foram sequenciados usando
os primers MI13  reverse (GGAAAAGCTATGACCATG), MI13  Forward
(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC), IPMIF  Forward (CCTTCCTCCAAG
TACAAGC), IPM3F Forward (CGGTGGAAGCATTAACAGG), IPM6R reverse
(GTTCAACCACATCTAAGGAC), IPM8R reverse (TGGTCTTGAACGGCGCTAG),
IPM9R reverse (ATCGAC GATCTGGTGGCCTAOQO), IPM10R reverse
(ATTACGCCTATACGATAG).

A andlise comparativa da seqiiéncia de nucleotideos da cepa RB 23A, através do
programa BLAST-N, apresentou 99% de identidade com a seqiiéncia LEU4 como ¢é
observado na Figura 11. Esta seqiiéncia apresentou trocas de nucleotideos nas posicoes
441(A—>G), T09(T—C), 746(A—G), 865(A—G), 939(G—A), 1230(G—C) e 1826(T—C).
Quando realizamos a traducdo desta seqiiéncia e analisamos comparativamente com a
proteina codificada pelo gene LEU4, encontramos identidade de 99% como pode ser
observado na Figura 12. Apenas as mudancas de nucleotideos nas posi¢des 709, 746 e 1826
resultaram em mutacdo de aminoédcido enquanto as demais ndo foram observadas alteracao
do aminoécido quando comparado a seqiiéncia traduzida de LEU4.

Em conseqiiéncia das mutacdes encontradas ocorreram mudangas quanto a
caracteristica dos residuos de aminodcidos. A mutacdo encontrada na posi¢do 237 do
aminodcido, que corresponde a regido 709 de nucleotideo, observamos a troca de Isoleucina

(D) por Valina (V,Val) que apresentam cadeia lateral alifdtica, ndo polar. Em outra mutacdo,
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Query: 1860 TTATGCAGAGCCAGATGCCGCAGCATTCTTACCTCCGACCTCGGCCARAGATGGAATGGA 1801
CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerrr e el
Sbjct: 424897 TTATGCAGAGCCAGATGCCGCAGCATTCTTACCT TCGACCTCGGCCARAGATGGAATGGA 424956

Query: 1800 CACATCACCAGAATGGATAATATTGTTAATGGTGGCAAAGATGGCTCTCACTGAAGAATC 1741

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrr e e e el
Sbjct: 424957 CACATCACCAGAATGGATAATATTIGITAATGGTGGCAAAGATGGCTCTCACTGAAGAATC 425016

Query: 1740 ACCGACATCTTCGGAGACACCTACACCCCATTITGTAGGCCTTTTCGTTGTCGGCATTACG 1681

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e el
Sbjct: 425017 ACCGACATCTTCGGAGACACCTACACCCCATTITGTAGGCCTTTTCGTTGTCGGCATTACG 425076

Query: 1680 CCTATACGATAGATGGATGTAAGAAGCAGCTTGCGTAGAAGAACCAGAACCTAGAGAATG 1621

CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr et e el
Sbjct: 425077 CCTATACGATAGATGGATGTAAGAAGCAGCTTGCGTAGAAGAACCAGAACCTAGAGAATG 425136

Query: 1620 CTCTGTIGTAGTTTGCTACGGCAAATCTCACGTTCAACAAGTTTGATAGGGCGTCGACCAA 1561

CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr et et el
Sbjct: 425137 CTCTGTGTAGTTTGCTACGGCAAATCTCACGTITCAACAAGTTTGATAGGGCGTCGACCAA 425196

Query: 1560 AGAAGAGATTGGACCATTACCTGTACCTTCAATATCGACGATCTGGTCGCCTACTTTGAC 1501

FEETTEErrrrr et ettt ettt el
Sbjct: 425197 AGAAGAGATTGGACCATTACCTIGTACCTTCAATATCGACGATCTGGTCGCCTACTTTGAC 425256

Query: 1500 TTGACCAGTGAACACTCTACGTTCAGTGCCGAATTTTTCAACATTATAATTGACTAAACT 1441

FEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 425257 TTGACCAGTGAACACTCTACGTTCAGTGCCGAATTTTTCAACATTATAATTGACTAAACT 425316

Query: 1440 AATAGCTTGGTACTGTITCGTICATTGTAGTTGTAAGCCTCTTTGAATAACTTGGAAATCTC 1381

FEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 425317 AATAGCTTGGTACTGITCGTCATTGTAGTTGTAAGCCTCTTTGAATAACTTGGAAATCTC 425376

Query: 1380 ATCTGATTTTAGTTCTCTACCCAAGGAGTCAGCATGGTCTTGAACGGCGCTAGAAAATTC 1321

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 425377 ATCTGATTTTAGTTCTCTACCCAAGGAGTCAGCATGGTCTTGAACGGCGCTAGARAATTC 425436

Query: 1320 GATTTGCATGTTTCTTGGTAGATCCAAACCCAAAGATCTCAAAATAACCCAAGCGGCACC 1261

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e el
Sbjct: 425437 GATTTGCATGTTTCTIGGTAGATCCAAACCCAAAGATCTCAAAATAACCCAAGCGGCACC 425496

Query: 1260  ACCTTTACCAGACTGAGAGTTGACTCTGATCACAGCTTCGTAATCACGGCCAATGTCCTT 1201
R R
Sbjct: 425497 ACCTTTACCAGACTGAGAGTTGACTCTGATGACAGCTTCGTAATCACGGCCAATGICCTT 425556

Query: 1200 TGGATCCAATGGCAAGTATGGGATTCTCCATTGAGTTTCACCTTGAGCACGCTTCTTGTT 1141

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 425557 TGGATCCAATGGCAAGTATGGGATTCTCCATTGAGTTTCACCTTGAGCACGCTTCTTGTT 425616

Figura 12 — Analise comparativa, feita através do programa BLAST, da sequéncia
amplificada pelos iniciadores M13, IPM1F, IPM3F, IM6R, IPM8R, IPM9R e
IPM10R da cepa RB 23A, com a seqiéncia do gene LEU4 descrita no
Saccharomyces cerevisiae Genome Database. As substituicbes nas bases estao
indicadas em negrito.
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

1140

425617

1080

425677

1020

425737

960

425797

900

425857

840

425917

780

425977

720

426037

660

426097

600

426157

540

426217

480

426277

TTGTAAGTTGAAACCCTTCTTAATGGCGTCTTGGTGAGAACCGGAAAAGGCACAAACGAC

FEEEEEE e e e e e et e e e e e e b e e e e
TTGTAAGTTGAARACCCTTCTTAATGGCGTCTTGGTGAGAACCGGAAAAGGCACAAACGAC

CAAGTCACCGCCGTATGGTGCTCTTTGCGATACTGGGATCTTATTACAACGCTCAACCAC

FEETTEEErrrr et et e e e et r el
CAAGTCACCGCCGTATGGTGCTCTTTGCGATACTGGGATCTTATTACAACGCTCAACCAC

ATCTAGGACAGAGGTCAAGTCAGAGAAATCCAAATTAGGAGAAACACCTTGGGTATACAT

FEETTEErrrrr et ettt ettt el
ATCTAGGACAGAGGTCAAGTCAGAGAAATCCAAATTAGGAGAAACACCTTGGGTATACAT

ATTCATAGCAACAGTAACCAAATCCACATTACCTGTACGTTCACCATTACCAAAGAGACA
CEErrrrrrrrrrrrrrrrer reerrrrrrrrrrrrr et e e e e e
ATTCATAGCAACAGTAACCAAGTCCACATTACCTGTACGTTCACCATTACCAAAGAGACA

TCCTTCTACACGGTCGGCACCTGCAAGCATACCTAGCTCTGTGGCGGCGACACCGCAACC
FEEEEErrrrrrrr e e rrrer e e e e e rer e e e e e e
TCCTTCTACACGGTCGGCACCTGCAAGCATACCTAACTCTGTGGCGGCGACACCGCAACC

ACGGTCATTGTGACAATGTGTAGAGATGCAAACCTTCTCACGCTCAGTAATATGGGTAGC

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e b e e e e
ACGGTCATTGTGACAATGTGTAGAGATGCAAACCTTCTCACGCTCAGTAATATGGGTAGC

GAAGTATTCAATCTGATCAGCATAAACATTTGGAGGGGCAACTTCTACGGTAGCAGGTAR
FEEEErr e e e e e e e e rrr e e e e e e
GAAGTATTCAATCTGATCAGCATAAACATTTGGAGAGGCAACTTCTACGGTAGCAGGTAA

GTTGAAAATGACTGGATTTTCCTCGGTAGGTTCCCAAGCCTTCTTAACAGCTTCGCAAAT
Frrrrrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GTTGARAATGA T TGGATTTTCCTCGGTAGGTTCCCAAGCCTTCTTAACAGCTTCGCAAAT

TTCTACAGCAAATTCACCTGGAGTATCACTGAAACATTCGGGGGAAAACTCATAGGACCA

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e b e e e e
TTCTACAGCAAATTCACCTGGAGTATCACTGAAACATTCGGGGGARAACTCATAGGACCA

ACGAGTGGCTTGTTGGGAAGGGTCATCCTTAGTTAGTTTCCTAACTAGTTTGGTGGCCTC

FEETTEErrrrr e et e et e et r el
ACGAGTGGCTTGTTGGGAAGGGTCATCCTTAGTTAGTTTCCTAACTAGTTTGGTGGCCTC

TACTGCCTTGGAAATAGCTTCCTCTCTAGACATATTAAAAACAATTTCACGGAACATATC

FEETTEErrrrr e et e et ettt el
TACTGCCTTGGAAATAGCTTCCTCTCTAGACATATTAAAAACAATTTCACGGAACATATC

ACTTGTTGCCAAGTAAGTATGTATAGTAGCCTTTTTAGCGCCTGTTAATGCTTCCACCGT
CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrr rerr el
ACTTGTTGCCAAGTAAGTATGTATAGTAGCCTTTTTAGCACCTGTTAATGCTTCCACCGT
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

420

426337

360

426397

300

426457

240

426517

180

426577

120

426637

60

426697

TCTCTTAATCAAGTGTTCTCTAGATTGGACAAGACATTGAATACTAACATCGTCTGGGGC
Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrr e et e e e e e
TCTCTTAATCAAGTGTTCTCTAGATTGGACAAGACATTGAATACTAACATCGTCTGGGGC

GTTTTCTACAGCATATCTAGTGAAGTCGAAATCTGTTTGAGATGCAGAGGGGAAGGAAAC

FEETTEEErrrr et et e e e et r el
GITTTCTACAGCATATCTAGTGAAGTCGAAATCTGTTTGAGATGCAGAGGGGAAGGAAAC

CTCGATTTCTTTGAACCCAATATTGACCAGCTTGTGAAAGTATTCTTTCTTTTGTTCCAC

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrr e e e e e e e e
CTCGATTTCTTTGAACCCAATATTGACCAGCTTGTGAAAGTATTCTTTCTTTTGTTCCAC

TGACATGGGATCCGGCAGAGATTGGTTACCATCTCTCAAATCTGTTGATAACCAACGAGG

FEEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e b e e e e e
TGACATGGGATCCGGCAGAGATTGGTTACCATCTCTCAAATCTGTTGATAACCAACGAGG

AGCCCTCGTGATCCGGTTATCCGGCCACTTTCTATTAGATAGCTTTGGAGCGTTAAATGG

CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr et et el
AGCCCTCGTGATCCGGTTATCCGGCCACTTTCTATTAGATAGCTTTGGAGCGTTAAATGG

CTTGTACTTGGAGGAAGGGTCCTTAAGCATATTTTTATAGGCTAGCTTCACTGGAGGAAT

FEEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e b e e e e e
CTTGTACTTGGAGGAAGGGTCCTTAAGCATATTTTTATAGGCTAGCTTCACTGGAGGAAT

AACTCTTGAGGCTCTGGAGGCCGCATGCTCAGCAAGAGCAATAATACTCTCTTTAACCAT

FEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACTCTTGAGGCTCTGGAGGCCGCATGCTCAGCAAGAGCAATAATACTCTCTTTAACCAT
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

1261

421

1441

MVKESIIALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPEFNAPKLSNRKWPDNRITRA
MVKESIIALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPEFNAPKLSNRKWPDNRITRA
MVKESITALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPFNAPKLSNRKWPDNRITRA

PRWLSTDLRDGNQSLPDPMSVEQKKEYFHKLVNIGFKEIEVSFPSASQTDFDFTRYAVEN
PRWLSTDLRDGNQSLPDPMSVEQKKEYFHKLVNIGFKEIEVSFPSASQTDFDFTRYAVEN
PRWLSTDLRDGNQSLPDPMSVEQKKEYFHKLVNIGFKEIEVSFPSASQTDFDFTRYAVEN

APDDVSIQCLVQSREHLIKRTVEALTGAKKATIHTYLATSDMFREIVENMSREEAISKAV
APDDVSIQCLVQSREHLIKRTVEALTGAKKATIHTYLATSDMFREIVENMSREEAISKAV
APDDVSIQCLVQSREHLIKRTVEALTGAKKATIHTYLATSDMFREIVENMSREEATISKAV

EATKLVRKLTKDDPSQQATRWSYEF SPECFSDTPGEFAVEICEAVKKAWEPTEENPV IFN
EATKLVRKLTKDDPSQQATRWSYEFSPECFSDTPGEFAVEICEAVKKAWEPTEENP+IFN

EATKLVRKLTKDDPSQQATRWSYEFSPECFSDTPGEFAVEICEAVKKAWEPTEENP L IFN

LPATVEVAPPNVYADQIEYFATHITEREKVCISTHCHNDRGCGVAATELGMLAGADRVEG
LPATVEVA PNVYADQIEYFATHITEREKVCISTHCHNDRGCGVAATELGMLAGADRVEG

LPATVEVASPNVYADQIEYFATHITEREKVCISTHCHNDRGCGVAATELGMLAGADRVEG

CLEFGNGERTGNVDLVTVAMNMYTQGVSPNLDFSDLTSVLDVVERCNKIPVSQRAPYGGDL
CLEFGNGERTGNVDLVTVAMNMYTQGVSPNLDFSDLTSVLDVVERCNKIPVSQRAPYGGDL
CLEFGNGERTGNVDLVTVAMNMYTQGVSPNLDEFSDLTSVLDVVERCNKIPVSQRAPYGGDL

VVCAFSGSHQDATKKGEFNLONKKRAQGETQWRIPYLPLDPKDIGRDYEAVIRVNSQSGKG
VVCAFSGSHQDATKKGFNLONKKRAQGETQWRIPYLPLDPKDIGRDYEAVIRVNSQSGKG
VVCAFSGSHQDAIKKGEFNLONKKRAQGETQWRIPYLPLDPKDIGRDYEAVIRVNSQSGKG

GAAWVILRSLGLDLPRNMQIEFSSAVQDHADSLGRELKSDEISKLFKEAYNYNDEQYQAT
GAAWVILRSLGLDLPRNMQIEFSSAVQODHADSLGRELKSDEISKLEFKEAYNYNDEQYQAT
GAAWVILRSLGLDLPRNMQIEFSSAVQDHADSLGRELKSDEISKLEFKEAYNYNDEQYQAT

SLVNYNVEKFGTERRVFTGQVKVGDQIVDIEGTGNGPISSLVDALSNLLNVRFAVANYTE
SLVNYNVEKFGTERRVFTGQVKVGDQIVDIEGTGNGPISSLVDALSNLLNVRFAVANYTE
SLVNYNVEKFGTERRVFTGQVKVGDQIVDIEGTGNGPISSLVDALSNLLNVRFAVANYTE

HSLGSGSSTQAASYIHLSYRRNADNEKAYKWGVGVSEDVGDSSVRAIFATINNIIHSGDV
HSLGSGSSTQAASYIHLSYRRNADNEKAYKWGVGVSEDVGDSSVRAIFATINNIIHSGDV
HSLGSGSSTQAASYIHLSYRRNADNEKAYKWGVGVSEDVGDSSVRAIFATINNIIHSGDV

SIPSLAEVGGKNAAASGSA* 1860
SIPSLAEV GKNAAASGSA*

SIPSLAEVERGKNAAASGSA* 620
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540

180

720
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900
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360
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420

1440

480

1620

540

1800

600

Figura 13 — Tradugédo da sequéncia amplificada pelos iniciadores M13, IPM1F,
IPM3F, IM6R, IPM8R, IPMO9R e IPM10R da cepa RB 23A, feita através do

programa BLAST e comparada com a sequéncia do gene LEU4 descrita no

Saccharomyces cerevisiae Genome Database. A mutacdo do aminoacido é

destacada em negrito.
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Resultados

posicdo 249 da seqiiéncia de aminodcidos que corresponde a regido 746 da sequencia de
nucleotideos, Serina (S — cadeia lateral sem carga, polar) é substituida por Prolina (P, Pro)
que apresenta cadeia lateral apolar. A terceira mutacdo, posi¢cdo 609 da seqiiéncia de
aminodcidos que corresponde a regidao 1826 da seqiiéncia de nucleotideos, um residuo
dcido glutamico (E — cadeia lateral 4cida) é substituido por Glicina (G, Gly) que apresenta
cadeia lateral sem carga e apolar.

A andlise de comparacdo da seqiiéncia traduzida da cepa RB 23A com o
alinhamento de multiplas seqiiéncias de LEU4, através do site Saccharomyces
cerevisiae Database (http://www.yeastgenome.org), observamos que a mutagdo de
Valys; estd localizada em uma regido altamente conservada, enquanto a Proysg estd
localizada em uma regido medianamente conservada. A mutacdo Glyggo estd localizada em
uma regido de conservagao variavel.

Como podemos observar na Figura 13, para a cepa RB 8B a andlise comparativa,
através do programa BLAST-N, da seqiiéncia de nucleotideos apresentou 99% de
identidade com a sequencia LEU 4. A seqiiéncia apresentou trocas de bases nas posicoes
812(C —> T), 865 (T— C), 885(C—T), 938(C—-T) e 1230(C—G). Entretanto, estas trocas
ndo resultaram em mudancgas de aminodcidos como podemos observar na Figura 14. A
andlise comparativa da seqiiéncia traduzida apresentou 100% de identidade com o gene

LEU4.
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

721

721

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

ATTTGCGAAGCTGTTAAGAAGGCTTGGGAACCTACCGAGGARAATCCAATCATTTTCAAC
Frrrrrrrrrrrrerr e et e e e e e
ATTTGCGAAGCTGTTAAGAAGGCTTGGGAACCTACCGAGGAAAATCCAATCATTTTCAAC

TTACCTGCTACCGTAGAAGTTGCCTCTCCAAATGTTTATGCTGATCAGATTGAATACTTC

FEETTErrrrr e e ettt e e el
TTACCTGCTACCGTAGAAGTTGCCTCTCCAAATGTTTATGCTGATCAGATTGAATACTTC

GCTACCCATATTACTGAGCGTGAGAAGGTTTGTATCTCTACACATTGTCACAATGACCGT

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr reerrrr et e e el
GCTACCCATATTACTGAGCGTGAGAAGGTTTGCATCTCTACACATTGTCACAATGACCGT

GGTTGCGGTGTCGCCGCCACAGAGCTAGGTATGCTTGCAGGTGCTGACCGTGTAGAAGGA

R
GGTTGCGGTGTCGCCGCCACAGAGTTAGGTATGCTTGCAGGTGCCGACCGTGTAGAAGGA

TGTCTCTTTGGTAATGGTGAACGTACAGGTAATGTGGATTTGGTTACTGTTGCTATGAAT

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerr el
TGTCTCTTTGGTAATGGTGAACGTACAGGTAATGTGGACTTGGTTACTGTTGCTATGAAT

ATGTATACCCAAGGTGTTTCTCCTAATTTGGATTTCTCTGACTTGACCTCTGTCCTAGAT

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATGTATACCCAAGGTGTTTCTCCTAATTTGGATTTCTCTGACTTGACCTCTGTCCTAGAT

GTGGTTGAGCGTTGTAATAAGATCCCAGTATCGCAAAGAGCACCATACGGCGGTGACTTG

FEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e b e e e e e
GTGGTTGAGCGTTGTAATAAGATCCCAGTATCGCAAAGAGCACCATACGGCGGTGACTTG

GTCGTTTGTGCCTTTTCCGGTTCTCACCAAGACGCCATTAAGAAGGGTTTCAACTTACAA

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e b e e e e e
GTCGTTTGTGCCTTTTCCGGTTCTCACCAAGACGCCATTAAGAAGGGTTTCAACTTACAA

AACAAGAAGCGTGCTCAAGGTGAAACTCAATGGAGAATCCCATACTTGCCATTGGATCCA
CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr et e e el
AACAAGAAGCGTGCTCAAGGTGAAACTCAATGGAGAATCCCATACTTGCCATTGGATCCA

AAGGACATTGGCCGTGATTACGAAGCTGTGATCAGAGTCAACTCTCAGTCTGGTAAAGGT

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr reerrrrrrr e e e e el
AAGGACATTGGCCGTGATTACGAAGCTGTCATCAGAGTCAACTCTCAGTCTGGTAAAGGT

GGTGCCGCTTGGGTTATTTTGAGATCTTTGGGTTTGGATCTACCAAGAAACATGCAAATC

FEEErrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
GGTGCCGCTTGGGTTATTTTGAGATCTTTGGGTTTGGATCTACCAAGAAACATGCAAATC

GAATTTTCTAGCGCCGTTCAAGACCATGCTGACTCCTTGGGTAGAGAACTAAAATCAGAT

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAATTTTCTAGCGCCGTTCAAGACCATGCTGACTCCTTGGGTAGAGAACTAAAATCAGAT

720

720

780

780

840

840

900

900

960

960

1020

1020

1080

1080

1140

1140

1200

1200

1260

1260

1320

1320

1380

1380

Figura 14 — Analise comparativa, feita através do programa BLAST, da seqiéncia
amplificada pelos iniciadores M13, IPM1F, IPM3F, IM6R, IPM8R,
IPM10R da cepa RB 8B, com a seqgiéncia do gene LEU4 descrita no

IPM9R e

Saccharomyces cerevisiae Genome Database. As substituicoes nas bases estao

indicadas em negrito.
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

61

61

121

121

421

421

ATGGTTAAAGAGAGTATTATTGCTCTTGCTGAGCATGCGGCCTCCAGAGCCTCAAGAGTT

FEEErrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
ATGGTTAAAGAGAGTATTATTGCTCTTGCTGAGCATGCGGCCTCCAGAGCCTCAAGAGTT

ATTCCTCCAGTGAAGCTAGCCTATAAAAATATGCTTAAGGACCCTTCCTCCAAGTACAAG

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTCCTCCAGTGAAGCTAGCCTATAARAATATGCTTAAGGACCCTTCCTCCAAGTACAAG

CCATTTAACGCTCCAAAGCTATCTAATAGAAAGTGGCCGGATAACCGGATCACGAGGGCT

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCATTTAACGCTCCAAAGCTATCTAATAGARAGTGGCCGGATAACCGGATCACGAGGGCT

CCTCGTTGGTTATCAACAGATTTGAGAGATGGTAACCAATCTCTGCCGGATCCCATGTCA
CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e el
CCTCGTTGGTTATCAACAGATTTGAGAGATGGTAACCAATCTCTGCCGGATCCCATGTCA

GTGGAACAAAAGAAAGAATACTTTCACAAGCTGGTCAATATTGGGTTCAAAGAAATCGAG

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e b e e e e
GTGGAACAAAAGAAAGAATACTTTCACAAGCTGGTCAATATTGGGTTCAAAGAAATCGAG

GTTTCCTTCCCCTCTGCATCTCAAACAGATTTCGACTTCACTAGATATGCTGTAGAAAAC
CEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e el
GTTTCCTTCCCCTCTGCATCTCAAACAGATTTCGACTTCACTAGATATGCTGTAGAAAAC

GCCCCAGACGATGTTAGTATTCAATGTCTTGTCCAATCTAGAGAACACTTGATTAAGAGA

Frrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GCCCCAGACGATGTTAGTATTCAATGTCTTGTCCAATCTAGAGAACACTTGATTAAGAGA

ACGGTGGAAGCATTAACAGGTGCTAAAAAGGCTACTATACATACTTACTTGGCAACAAGT

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrr e e e e e e e e
ACGGTGGAAGCATTAACAGGTGCTAAAAAGGCTACTATACATACTTACTTGGCAACAAGT

GATATGTTCCGTGAAATTGTTTTTAATATGTCTAGAGAGGAAGCTATTTCCAAGGCAGTA

FEErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATATGTTCCGTGAAATTGTTTTTAATATGTCTAGAGAGGAAGCTATTTCCAAGGCAGTA

GAGGCCACCAAACTAGTTAGGAAACTAACTAAGGATGACCCTTCCCAACAAGCCACTCGT

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGCCACCAAACTAGTTAGGAAACTAACTAAGGATGACCCTTCCCAACAAGCCACTCGT

TGGTCCTATGAGTTTTCCCCCGAATGTTTCAGTGATACTCCAGGTGAATTTGCTGTAGAA
CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e el
TGGTCCTATGAGTTTTCCCCCGAATGTTTCAGTGATACTCCAGGTGAATTTGCTGTAGAA
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

1381

1381

1441

1441

1501

1501

1561

1561

1621

1621

1681

1681

1741

1741

1801

1801

GAGATTTCCAAGTTATTCAAAGAGGCTTACAACTACAATGACGAACAGTACCAAGCTATT

FEETTErrrrr e e ettt e e el
GAGATTTCCAAGTTATTCAAAGAGGCTTACAACTACAATGACGAACAGTACCAAGCTATT

AGTTTAGTCAATTATAATGTTGAAAAATTCGGCACTGAACGTAGAGTGTTCACTGGTCAA

Frrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e
AGTTTAGTCAATTATAATGTTGAAAAATTCGGCACTGAACGTAGAGTGTTCACTGGTCAA

GTCAAAGTAGGCGACCAGATCGTCGATATTGAAGGTACAGGTAATGGTCCAATCTCTTCT

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrr e e e e e e e e rrrd
GTCAAAGTAGGCGACCAGATCGTCGATATTGAAGGTACAGGTAATGGTCCAATCTCTTCT

TTGGTCGACGCCCTATCAAACTTGTTGAACGTGAGATTTGCCGTAGCAAACTACACAGAG

R R
TTGGTCGACGCCCTATCAAACTTGTTGAACGTGAGATTTGCCGTAGCAAACTACACAGAG

CATTCTCTAGGTTCTGGTTCTTCTACGCAAGCTGCTTCTTACATCCATCTATCGTATAGG

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CATTCTCTAGGTTCTGGTTCTTCTACGCAAGCTGCTTCTTACATCCATCTATCGTATAGG

CGTAATGCCGACAACGAAAAGGCCTACAAATGGGGTGTAGGTGTCTCCGAAGATGTCGGT

FEETTEErrrr et ettt e et
CGTAATGCCGACAACGAAAAGGCCTACAAATGGGGTGTAGGTGTCTCCGAAGATGTCGGT

GATTCTTCAGTGAGAGCCATCTTTGCCACCATTAACAATATTATCCATTCTGGTGATGTG

FEETTEErrrr et ettt e et
GATTCTTCAGTGAGAGCCATCTTTGCCACCATTAACAATATTATCCATICIGGTGATGTG

TCCATTCCATCTTTGGCCGAGGTCGAAGGTAAGAATGCTGCGGCATCTGGCTCTGCATAA

CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer et e el
TCCATTCCATCTTTGGCCGAGGTCGAAGGTAAGAATGCTGCGGCATCTGGCTCTGCATAA
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Resultados

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

721

241

1261

421

1441

481

1621

MVKESITALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPFNAPKLSNRKWPDNRITRA
MVKESITIALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPFNAPKLSNRKWPDNRITRA
MVKESITIALAEHAASRASRVIPPVKLAYKNMLKDPSSKYKPEFNAPKLSNRKWPDNRITRA
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Figura 15 — Tradugédo da sequéncia amplificada pelos iniciadores M13, IPM1F,
IPM3F, IM6R, IPM8R, IPM9R e IPM10R da cepa RB 8B, feita através do programa
BLAST e comparada com a sequéncia do gene LEU4 descrita no Saccharomyces

cerevisiae Genome Database.
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4.3 - Fermentacao em escala piloto das leveduras selecionadas
4.3.1- Avaliacao da fermentacao em escala piloto das leveduras selecionadas
As cepas LBCM 427, LBCM422, RB 23A foram submetidas a fermentagdo em

escala piloto, utilizando também uma cepa comercial como controle do processo.

4.3.2 - Determinagcao do consumo de sacarose

A Figura 15 (Painel A, B e C) mostra o consumo de sacarose em fungdo do tempo.
Podemos observar que na primeira e segunda repeti¢do do processo fermentativo (Painel A
e B), as cepas LBCM 427, LBCM 422 e RB 23A tiveram um consumo total de sacarose em
72 horas de fermentacdo. A terceira repeti¢do (Painel C), as cepas LBCM 427 e RB 23A
terminaram o processo fermentativo em 48 horas, enquanto a cepa LBCM 422 finalizou a
fermentacdo em 24 horas. Em todos os casos, quando os niveis de sacarose chegaram a
aproximadamente 8 °Brix o caldo fermentado foi encaminhado para a destilagdo. A cepa
comercial em nenhuma das repeti¢des teve um completo consumo de sacarose, neste caso

foi padronizado a destilacdo no mesmo tempo de fermentacido das demais cepas.

4.3.3 - Determinacao do etanol

A Figura 15 (Painel D, E e F) apresenta o etanol produzido ao longo do crescimento
das leveduras selecionadas neste estudo. Como pode ser observado, ao longo do tempo de
crescimento ocorre um aumento na concentracao de etanol do meio, sendo que no tempo 48
e 72 horas a concentragdo de etanol é maxima. Assim como na sacarose, as leveduras
LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A apresentam um perfil semelhante de producao de etanol

quando comparadas no mesmo tempo.
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Figura 16: Determinacdo do consumo de sacarose e formacao de etanol. As
leveduras foram cultivadas em caldo de cana com 15°Brix e uma aliquota foi
coletada a 0, 24, 48 e 72 horas para analise. Painel A, B e C — Consumo de
sacarose no primeiro, segundo e terceiro ciclo de fermentacao respectivamente;
D, E e F — Producdo de etanol no primeiro, segundo e terceiro ciclo de

fermentagéo respectivamente.
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4.3.4 - Acompanhamento das leveduras durante o processo fermentativo

O método de mtDNA — RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism analysis
of mitocondrial DNA) foi utilizado para acompanhar as leveduras no processo fermentativo
das cepas LBCM 427, LBCM422, RB 23A. Como descrito no item 3.3, para cada levedura
estudada foram coletados aleatoriamente 100 coldnias de leveduras de cada tempo pré-
estabelecido e destas, 30 colonias também escolhidas aleatoriamente, foram utilizadas para
a realizag¢do do teste de acompanhamento molecular. O resultado destes testes revelou que
todas as 30 colonias, em todos os tempos coletados apresentaram o mesmo perfil de
bandeamento. Na Figura 16 podemos observar o resultado da digestdo de apenas trés
colOnias para cada tempo inicial e final do experimento e verifica-se que aquelas cepas

apresentaram um perfil idéntico de bandeamento.
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LBCM 422 LBCM 427 RB 23A

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio,
mostrando o perfil do mtDNA-RFLP (mitocondrial DNA Restriction Fragment
Length Polymorphism) de cepas LBCM 427, LBCM 422 e RB 23A. Sao mostradas
3 coldnias para cada tempo inicial e final do experimento. Este experimento foi
realizado na Universidade do Minho em Braga, Portugal pelos doutores Dorit
Schiller, Margarida Casal e Luciano Fietto.
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4.3.5 - Determinacao dos componentes volateis da cachaca

A Tabela 6 apresenta os resultados das dosagens dos teores de dlcool isoamilico,
alcool etilico, dlcool isobutilico, n-propanol, metanol, acetato de etila, furfural e acetaldeido
produzidos pelo destilado do caldo fermentado pelas cepas LBCM 422, LBCM427, RB
23A e cepa comercial conforme descrito em Material e métodos.

Conforme pode ser observado, a produgdo de dlcool isoamilico foi semelhante nas
cepas LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A e mais elevada quando comparada a cepa
Comercial. A andlise estatistica foi realizada com a analise de variancia (ANOVA) de cada
composto e Test t de student para comparagdo das médias das amostras. Foi observado que
existe diferenca estatistica significativa na producdo de dlcool isoamilico entre a cepa
comercial e as demais cepas. Entretanto, nao foi observada diferenca significativa entre as
cepas LBCM422, LBCM427 e RB 23A quanto a producdo de dlcool isoamilico.

Por outro lado, a produg@o de dlcool isobutilico foi mais elevada na cepa RB 23A
quando comparada a produgdo das cepas LBCM422, LBCM 427 e cepa comercial. Foram
observadas diferencgas estatisticas significativas quanto a producdo de élcool isobutilico
pela cepa RB 23A e as demais cepas. As LBCM 422 e LBCM 427 apresentaram uma
producdo semelhante de dlcool isobutilico e maior quando comparada a cepa comercial.
Ap6s a aplicacdo do Test t de student foi observado diferenga estatisticamente significativa
entre a cepa comercial, LBCM422 e RB 23A.

A produgdo de élcool etilico foi semelhante nas cepas LBCM422, LBCM 427 e RB
23A e mais elevada quando comparada a cepa comercial. Foram observadas diferencas
estatisticas quanto a producao de etanol pela cepa comercial e as demais cepas. Os demais
compostos apresentaram resultados semelhantes de produgdo pelas quatro cepas.

A Tabela 6 apresenta ainda resultados das dosagens dos compostos volateis da
cachaga produzida no local de origem das leveduras em estudo no ano de 2003 e 2005.
Estes dois lotes de cachacas foram coletados imediatamente apds a producao, sem qualquer
tratamento e analisadas por métodos cromatograficos descritos em Material e Métodos.
Como podemos observar, os teores dos compostos apresentam semelhanca nos dois anos de
coleta. Quando comparamos os resultados obtidos pelas cepas LBCM 422, LBCM 427 e
RB 23A quanto a producdo de dlcool isoamilico estas apresentam aproximadamente 4

vezes maior que a cachaga do produtor. O mesmo pode ser observado para a produgdo de
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Tabela 6 - Concentracao de etanol (%v/v) e compostos volateis (mg/100 mL de alcool anidro) em cachagas obtidas com

diferentes cepas de leveduras

) Acetato de Alcool Alcool
cepa Etanol Acetaldeido Etila Metanol 1- Propanol Isobutilico Isoamilico Furfural

LBCM 422 38,72 +0,17 | 69,47 +42,37 | 72,96 + 61,88 19,88 +12,56 | 25,26 + 12,56 | 96,69 + 11,64 | 286,42 + 36,85 0,28 * 0,2¢
LBCM 427 35,63 +3,31 | 36,48 + 15,42 | 48,36 + 22,21 10,25 +5,98 31,25+5,98 | 112,24 +7,95 | 284,65 + 28,40 0,11 + 0,2(
RB 23A 37,07+1,32 | 51,98+5,78 | 64,91 + 23,26 14,18 £9,27 26,77 9,27 | 135,69 + 10,34° | 333,20 + 30,89 0,52 + 0,1¢
Cepa comercial’ 27,42 +3,7* | 54,34 +43,60 | 141,37 £ 81,80 8,13 +9,37 24,05 +9,37 | 59,88 +21,18* | 196,37 + 31,38° 0,14 £+ 0,2¢
Produtor 2003 42,5 * 18,00 * 19,60 13,10 71,10 *
Produtor 2005 47,0 1,91 13,56 19,54 18,20 20,23 69,75 0,01

1 — Levedura comercial utilizada como controle do processo.
2 — Resultado da andlise de cachacas recém destiladas, coletadas no local de origem das cepas LBCM 422 e LBCM 427 em 2003 e 2005.

a - Valores diferem significativamente entre a Cepa comercial e as demais cepas (ANOVA)

b — Valores diferem significativamente entre a cepa LBCM 427, LBCM 422 e RB 23A (ANOVA)

* - analises ndo realizadas
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alcool isobutilico e acetato de etila. A produgdo de acetaldeido foi de aproximadamente 50
vezes superior pelas cepas em estudo quando comparada a cachaca do produtor enquanto a
producdo de dlcool etilico e n-propanol foi semelhante entre as cepas LBCM422, LBCM
427 e RB23 A e esta cachaca.

4.3.6- Avaliacao sensorial de cachacas produzidas com cepas selecionadas
como iniciadoras.

A Tabela 7 apresenta os resultados das notas de avaliagdes sensoriais produzidos
pelo destilado do caldo fermentado pelas cepas LBCM 422, LBCM427, RB 23A e cepa
comercial conforme descrito em Material e métodos. Conforme podemos observar, todas as
cachacas tiveram boa aceitacdo, com notas de impressdo global intermediarias na escala
hedonica de pontos. A andlise estatistica foi realizada com a andlise de variancia (ANOVA)
e Test t de student para comparacao das médias das amostras. Foi observado que ndo existe

diferenca estatistica significativa entre as amostras de cachaga.
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Tabela 7 — Notas de avaliagdes sensoriais cachagas obtidas com diferentes cepas

de leveduras e em fermentacdes sucessivas

Notas de

Cachacas Batelada avaliacoes Médias
sensorial *

4,5

5,6

5,4 5,2

5,6

4,6

4,4 4,9

5,2

5,2

4,5 5,0

3,9

5,1

4 4,3

LBCM 422

LBCM 427

RB 23 A

Comercial

WN =[O =[O =N =

* Médias de avaliagdo sensorial global segundo escala hedonica de 9 pontos ( 1-desgostei extremamente/ 9-

gostei extremamente)
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Para analisar a similaridade entre as cachagas produzidas pelas cepas LBCM 422,
LBCM 427, RB 23A e cepa comercial, utilizamos o método de Andlise de Componentes
Principais (PCA). Neste estudo, utilizando as respostas encontradas na Tabela 6 e 7,
construimos a matriz para andlise no método PCA considerando os valores de acetaldeido,
acetato de etila, metanol, 1-propanol, dlcool isobutilico, dlcool isoamilico, furfural, acido
acético e notas sensoriais como varidveis e dispostas em colunas enquanto as cepas, como
amostras, em fileiras. Um pré-processamento dos dados foi necessdrio para atribuir pesos
equivalentes aos teores dos analitos nas amostras.

Como podemos observar na Figura 17, a variacdo ocorrida entre as amostras pode
ser explicada pelo Componente Principal 1 (88%) e apenas 11% pelo Componente
Principal 2. Os componentes Principais 1 e 2 explicam juntos 99% da variacdo ocorrida
entre as amostras. Isto demonstra que os descritores empregados discriminam
satisfatoriamente as amostras analisadas.

A andlise conjunta dos graficos de scores e loadings (Painel A e B) mostra que PC1
separa as amostras em dois grandes grupos e que a andlise sensorial contribuiu com maior
peso sobre a variabilidade associada ao primeiro componente. Por outro lado, o acetaldeido
teve maior influéncia sobre a segunda componente (PC2).

As amostras ficaram bem distintas umas das outras, marcadas pelas localiza¢des
bem definidas de cada uma no gréfico bidimensional (Figura 17). Para a cepa comercial, as
trés fermentacdes sucessivas deram origem a cachagas com caracteristicas proximas entre si
e diferente quando comparada a LBCM 422, LBCM 427 E RB 23A. Por outro lado, as
amostras de cachagas produzidas pelas cepas LBCM 427 e RB 23A foram reunidas no
mesmo grupo, enquanto as amostras de cachacas da cepa LBCM 422 foram agrupadas

distante das demais.
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Figura 18 - Andlise de Componentes Principais correspondendo a respostas das
cepas LBCM 422, LBCM 427, RB 23A e comercial, quanto aos compostos volateis
e anadlise sensorial da cachaca. Painel A: Loadings PCA; Painel B: Score PCA.
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5 — DISCUSSAO
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5.1 - Analise do Polimorfismo molecular das cepas

A producdo de cachaga de alambique € caracterizada pela fermentac@o do caldo de
cana por uma mistura de leveduras com predominio da espécie S. cerevisiae. A populagdo
de leveduras presentes neste processo fermentativo estd em constante mudancga devido a
introducdo de novas cepas provenientes do caldo de cana uma vez que este ndo €
esterilizado e o processo fermentativo € realizado em ambiente aberto(Morais e cols., 1997,
Pataro e cols., 1998).

Virios fatores podem interferir na qualidade de uma bebida destilada como o tempo
de envelhecimento, tipo de madeira usado no armazenamento, processo de destilagdo,
entretanto as leveduras e as condi¢des de fermentacdo sdo de grande importincia uma vez
que os compostos aromatizantes sdo formados durante a fermentacido. Este fato denota a
importincia do uso de cepas selecionadas com caracteristica importantes a0 processo para
melhorar a qualidade do produto final, contribuir para uma fermentagao eficiente, e reduzir
as variacdes de propriedades sensoriais da bebida de ano para ano. Entretanto, apenas a
inoculagdo de uma cepa selecionada ndao € suficiente para garantir a permanéncia desta
levedura por longos periodos no processo fermentativo fazendo-se necessirio o
acompanhamento da levedura de interesse ao longo do processo fermentativo (Cardello &
Faria, 1998; Oliveira e cols., 2004; Oliveira e cols., 2005; Querol e cols., 1994).

Nosso laboratério desenvolveu uma metodologia para o isolamento de cepas de
S.cerevisiae para serem usadas na produgdo da cachaca(Vicente e cols., 2006). A estratégia
propde a selecdo de leveduras com capacidade de adaptacdo as condigdes encontradas
durante o processo fermentativo do caldo de cana como: altas concentracdes de sacarose e
etanol, além de elevadas temperaturas; capacidade de floculagdo; alta capacidade
fermentativa e maior potencial de producdo de agentes aromatizantes. Para selecionar cepas
com capacidade de maior producdo de componentes aromatizantes, avaliamos a resisténcia
das cepas a TFL e cerulenina que sdo compostos que foram descritos como capazes de
selecionar leveduras com maior capacidade de producdo de substancias tais como o dlcool
isoamilico e 4cido caprdico respectivamente. Este protocolo busca selecionar leveduras
iniciadoras que melhorem e preservem a qualidade da bebida e que possam ser utilizadas
em qualquer alambique de producdo artesanal de cachaga. Como serd discutido neste

capitulo, os resultados apresentados neste trabalho permitem validar a metodologia
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proposta uma vez que as leveduras selecionadas apresentaram uma boa adaptacdo e
capacidade fermentativa no caldo de cana, além de produzirem elevados teores de
compostos voléteis quando comparados ao produzido no alambique de origem.

O uso de técnicas que possibilitem a distingdo entre o indculo de uma determinada
cepa e a microbiota naturalmente presente no processo fermentativo sao de grande interesse
para a industria de bebidas. Nos dltimos anos, muitas metodologias t€m sido desenvolvidas
para permitir a discriminacao entre leveduras de interesse e outras que estejam presentes no
processo. Metodologias baseadas no polimorfismo do DNA tém sido de grande ajuda nesta
tarefa de diferenciagdo. Estudos mostram que as cepas de S. cerevisiae presentes no
processo fermentativo da cachaca e de outras bebidas apresentam alto grau de polimorfismo
genético entre diferentes destilarias, alta variabilidade genética isoladas em diferentes
estagios de fermentacdo e uma sucessdo de cepas geneticamente diferentes durante o
processo de producdo da aguardente (Guerra e cols., 2001; Pataro e cols., 2000; Schuller e
cols., 2004).

As cepas LBCM 422 e LBCM 427 foram submetidas a diferentes métodos
moleculares para avaliar a permanéncia no processo fermentativo no caldo de cana.
Utilizamos a técnica de RAPD-PCR que se baseia no uso de primers (EIl e LAI)
complementares ao sitio de splicing dos introns. E uma técnica que ndo necessita do
isolamento do DNA e por isso permite a andlise de muitas amostras em um mesmo dia e ja
demonstrou adequada para monitorar a presenca de cepas iniciadoras durante o processo de
fermentacdo (De Barros e cols., 1996).

Para avaliar a capacidade de discrimina¢do do método entre as cepas LBCM 422 e
LBCM 427, isoladas da mesma dorna, realizamos nova coleta de amostra de mosto
fermentado no mesmo local de origem destas leveduras dois anos apds a primeira coleta. A
coleta foi realizada com quatro horas de fermentacdo porque espera-se encontrar leveduras
com diferentes caracteristicas de adaptacdo e este fato aumentaria a possibilidade de
diferenciar as cepas LBCM422 e LBCM 427 pelo método proposto (Morais e cols., 1997).
Foram isoladas 358 leveduras e escolhidas aleatoriamente 35, que corresponde a 10% do
grupo, para testes de resisténcia a TFL e cerulenina a fim de conhecer o comportamento de
resisténcia aos compostos dois anos apos o primeiro estudo. Este novo grupo de leveduras

ndo foi identificado quanto a espécie, pois tinhamos como objetivo avaliar o perfil de
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bandeamento genético das leveduras selvagens e possivelmente diferencid-las das cepas
LBCM 422 e LBCM 427, mesmo porque a maior parte das leveduras isoladas sdo da
espécie S. cerevisiae (Vicente e cols., 2006). Como podemos observar na Tabela 2, o perfil
de resisténcia aos dois compostos é muito semelhante possivelmente explicado pelo grande
polimorfismo genético no processo fermentativo de producdo de cachaca. Diante destes
resultados, selecionamos as cepas R304, R321, R329 e R335 que representam os diferentes
comportamentos de resisténcia aos compostos para controle no método RAPD-PCR
(Tabela 3).

Como podemos observar na Figura 5, o método de RAPD-PCR nio diferenciou a
levedura LBCM 427 das outras cepas avaliadas no teste. O grupo de leveduras coletadas
em 2001 e 2003 apresenta o mesmo perfil de bandeamento, entretanto as leveduras
S.paradoxus e S. kluyveri apresentam perfil de bandeamento distinto das demais cepas o
que demonstra que o método diferencia leveduras do género Saccharomyces. O fato do
método ndo diferenciar estas leveduras, que apresentam caracteristicas bioquimicas e
fisiol6gicas diferentes, sugere a existéncia de mutagdes pontuais ndo detectdveis por esta
metodologia. Guerra e col, (2001), estudando a diversidade de cepas S. cerevisie durante o
processo fermentativo da cachaca observaram poucas diferencas de perfil de bandeamento
entre as leveduras isoladas utilizando o método de RAPD-PCR. Este autor atribuiu esta
observacdo a possibilidade de existéncia de mutacdes pontuais ou pequenas
delecoes/insercoes distribuidas no genoma. Em estudo sobre a dindmica de leveduras
selvagens e cepas iniciadoras em vinho tipos Riesling e Chardonnay, observou-se que é
possivel distinguir algumas cepas selvagens, mas ndo todas, utilizando diferentes primers
em reacdes de PCR (Egli e cols., 1998).

Outro método utilizado, o mtDNA-RFLP que baseia-se no uso de endonucleases de
restri¢do, foi escolhido por ser muito usado no controle de qualidade industrial de cepas
iniciadoras mas também para o estudo da diversidade de cepas selvagens durante a
producdo de bebidas. Como podem ser observados na Figura 06, os perfis de bandeamento
das cepas LBCM 422 e LBCM 427 sdo idénticos. As demais cepas do género
Saccharomyces apresentaram um perfil de bandeamento que a distingue umas das outras.

Para acompanhar uma levedura iniciadora no processo fermentativo rotineiramente

€ necessdrio que o método seja rapido, eficiente e baixo custo financeiro. O método de PCR
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atende a estes requisitos e por isso decidimos avaliar o método COX-PCR. Este método
baseia-se no uso de quatro primers e se mostrou efetivo na andlise de polimorfismo de
leveduras selvagens e comerciais para uso na fermentacdo do vinho (Lopez e cols., 2003).
Como podemos observar na Figura 7, ndo foi possivel diferenciar a cepa LBCM 427 das
cepas LBCM 423 e LBCM 424 que apresentam perfis diferentes de resisténcia a TFL e
cerulenina. A cepa LBCM 422 apresentou trés fragmentos que a diferencia das demais.
Quanto ao grupo de cepas R304, R321, R323 e R335 também apresentaram um perfil de
bandeamento muito similar entre si, porém estas leveduras apresentam perfis de resisténcia
a TFL e cerulenina distintos. Este método entdo se mostrou mais efetivo na discriminacio
de cepas de levedura isoladas da mesma dorna, porém ndo foi capaz de distinguir todas as
cepas que sabidamente apresentam caracteristicas bioquimicas de resisténcia a drogas
diferenciadas.

O método de cariotipagem € eficiente para discriminar cepas geneticamente
proximas e de escolha para identificar a presenca de rearranjos cromossomais. Como
podemos observar na Figura 8, as cepas LBCM422 e LBCM 427 apresentam um perfil do
cariotipo diferente entre si. Este fato sugere que a dificuldade dos métodos anteriores em
nao diferencid-las € possivelmente devido a presenca de mutagdes pontuais ou rearranjos
cromossomais que resultem em leveduras com caracteristicas fisioldgicas distintas.
Conforme os resultados encontrados neste trabalho, uma estratégia para acompanhar a
permanéncia da cepa iniciadora no processo fermentativo da cachaca € o uso combinado de
métodos moleculares e bioquimicos. Dunn e cols. (2005) utilizando a técnica de
Microarray karyotyping em leveduras de comerciais de vinho observou pequena variagdao
nos genes entre diferentes leveduras do vinho, mas que sa@o suficientes para identificd-las e
algumas variagdes estdo correlacionadas com a sensibilidade a drogas. Segundo o autor, o
pequeno numero de diferencas genéticas entre cepas que tem propriedades fermentativas e
organolépticas diferentes pode ser atribuido a um também pequeno nimero de mudangas
genéticas, sendo entdo necessdrio acrescentarem testes que observem as diferengas

sensoriais no produto final (Antunovics e cols., 2005).
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5.2 - Anadlise das segregantes da cepa parental LBCM 427

Outra abordagem de nosso trabalho foi o estudo das cepas segregantes da cepa
parental LBCM 427. As cepas S. cerevisiae largamente utilizadas em laboratdrios sao
hapléides ou dipléides e tem um perfil eletroforético dos cromossomos constante enquanto
cepas selvagens, como por exemplo, as leveduras do vinho, sdo principalmente dipldides,
ou polipléides, homotdlicas, e com alto nivel de polimorfismo nos cromossomos. As cepas
do vinho ndo parecem ser geneticamente uniformes, apresentando exacerbada capacidade
de reorganiza¢do do seu genoma por mecanismos COmo rearranjos Cromossomais, crossing-
over mitético, conversdo génica e promotores com rdpida capacidade de adaptacdo a
mudangas no meio. A ploidia e o rearranjo cromossomal das leveduras podem conferir
vantagem de adaptacdo ao meio externo. Outro aspecto € que as leveduras podem fazer
mudancas gendmicas no processo de adaptacdo as condi¢des de laboratério (Dequin, 2001;
Perez-Ortin e cols., 2002; Pretorius, 2000; Pretorius, 2003).

As cepas segregantes foram submetidas aos critérios estabelecidos por nossa
metodologia para selecionar leveduras com caracteristicas apropriadas a producdo da
cachaga. Como podemos observar na Figura 9, as cepas apresentaram uma instabilidade de
resposta ao testes avaliados e ndo encontramos uma levedura que tenha reunido todas as
caracteristicas fisioldgicas da cepa parental. Além disso, as cepas segregantes apresentam
uma mudanga no perfil de resposta aos testes ao longo das passagens em meio de cultura
(Figura 9). Sipiczki e cols. (2001) em estudo da segregacdo de cepas S. cerevisiae,
observou uma significativa variagdo na utilizacdo de galactose, maltose; resisténcia a
diferentes concentragdes de didxido de enxofre, cobre, etanol; e eficiéncia na produgdo de
varios compostos como n-propanol, isobutanol, dlcool isoamilico, acetaldeido e acetato de
etila. Isto demonstra que a populacio de S. cerevisiae pode ancorar alelos que causam uma
macica alteracio no padrdo global de expressao dos genes (Cavalieri e cols., 2000; Sipiczki
e cols., 2004).

De acordo com nossa metodologia para selecao de leveduras, as resisténcias a TFL
e cerulenina sdao importantes parametros de inclusido de candidatas a boas cepas iniciadoras.
Desta forma, a segregante RB 23A que apresentou resisténcia a ambos compostos e
estabilidade de resposta ao longo dos testes de resisténcia, foi escolhida para os testes de

fermentacdo em caldo de cana e avaliagdo da atividade da o-IPM.
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Como abordado anteriormente, a via biossintética da L-leucina tem como ponto de
regulacdo a enzima o-isopropimalato sintase, que € uma enzima alostérica retro-inibida por
altas concentracdes de L-leucina. O andlogo da L-leucina, TFL, € um composto que permite
selecionar leveduras que perderam a capacidade de retro-inibi¢do por L-leucina, € como
conseqiiéncia que produzem maiores quantidades de dlcool isoamilico e/ou acetato de
isoamila. Por outro lado, a cerulenina € uma droga inibidora da 4cido graxo sintetase, e
como j4 comentado anteriormente, esta droga seleciona leveduras que apresentam
desregulacdo da biossintese de dcidos graxos, podendo apresentar maior producao de dcido
caprdico e consequentemente, caproato de etila.

Como mostrado na Figura 10, e corroborando os testes de resisténcia a TFL, a
atividade da o-IPM da cepa LBCM 427 ndo € retro-inibida por L-leucina até a
concentracdo de 10 mM. Somente na concentracdo de 20 mM de L-leucina, a atividade da
a-isopropilmalato sintase tem uma inibicdo de 20%, o que pode significar que a enzima
ainda tenha o sitio de retro-inibicdo, porém outros fatores podem estar atuando neste
mecanismo retro-inibicao.

Por sua vez, a cepa LBCM 422 mostrou-se insensivel até a concentragdo de 10 mM,
mas com 60% de inibi¢ao em 20 mM de L-leucina, sugerindo que a enzima da cepa LBCM
422 € mais sensivel a L-leucina confirmando os resultados de resisténcia ao TFL.

Outro fato importante a considerar € que as leveduras mutantes obtidas a partir de
cepas de S. cerevisiae isoladas da fabricacdo de vinho e saqué, apresentam uma retro-
inibicdo em 10 mM enquanto as leveduras isoladas no processo produtivo da cachaca € de
até 20 mM (Casalone e cols., 1997; Cavalieri e cols., 1999; Satyanarayana e cols., 1968;
Ulm e cols., 1972).

A levedura RB 23A, que é uma segregante da cepa parental LBCM 427, ndo é retro-
inibida por L-leucina, e ao contrdrio, tem sua atividade aumentada em 10% quando
comparada a auséncia de L-leucina. Sugerindo que independente da presenca de L-leucina
no meio, a enzima O-isopropilmalato sintase estd em maior atividade. Por outro lado, a
segregante RB 8B, que apresentou instabilidade de resisténcia a TFL (Tabela 5), também
ndo € retro-inibida por L-leucina em 10 mM, mas em 20 mM de L-leucina apresentou

atividade da a-isopropilmalato sintase com 20% inibicao.

117



Discussdo

Ap6s a medida da atividade da a-isopropilmalato sintase das segregantes RB 23A e
RB 8B, o gene LEU4 que codifica esta enzima, foi seqiienciado. Estudos mostram que
cepas com mutacdo no gene LEU4 apresentam resisténcia a TFL, insensibilidade a
retroinibi¢do por L-leucina e produzem elevados teores de élcool isoamilico. Casalone e
cols. (1997) caracterizaram molecularmente sete mutantes espontaneos resistentes a TFL, e
verificaram mutacdo no gene LEU4: Gly514Asp, Gly516Asp, Ser519Thr, Glu540Lys,
His541Pro, Ser547/8 Ser e Ala552Thr localizadas na regido-R da proteina que estd
envolvida na retro-inibi¢io por L-leucina e inativacio mediada por Z** e Coenzima A.
Outra importante mutacdo foi localizada no aminoédcido AspS78Tyr e que resultou no
estreitamento do sitio de ligacdo da L-leucina consequentemente impedindo sua ligagdo a
proteina (Oba e cols., 2005).

A andlise do sequenciamento da segregante RB 23A revelou a presenga de trés
mutacdes na seqiiéncia traduzida desta cepa. Conforme podemos observar na Figura 11, a
seqiiéncia de nucleotideos identificou uma similaridade de 97% com o gene LEU4 e troca
de nucleotideos em sete posicdes: 441(A—G), 709(T—C), 746(A—G), 865(A—QG),
939(G—A), 1230(G—C) e 1826(T—C). A tradugdo desta seqiiéncia identificou uma
similaridade de 99% com a proteina codificada pelo gene LEU4 e muta¢cdo em apenas trés
aminodcidos: 1237, S249, E609 que corresponde a regido 709,746 e 1826 de nucleotideos
respectivamente (Figura 12). Quando comparamos esta seqiiéncia com o alinhamento de
miultiplas seqiiéncias de o-IPM conhecidas (ver Saccharomyces cerevisiae Database),
observamos que a mutagdo na posicdo 237 estd localizada em uma regido altamente
conservada, enquanto a 249 estd em regido medianamente conservada e 609 em uma regidao
variada.

A mutac@o na posi¢do 237 da seqiiéncia de aminodcidos onde ocorreu a troca de
isoleucina por valina, aminodcidos de cadeia lateral apolar, em uma regido conservada pode
ndo trazer conseqiiéncias para a estabilidade da estrutura da proteina uma vez que sao
semelhantes quimicamente. Entretanto a mutacio ocorrida na posi¢cdo 249, onde ocorreu a
troca de serina por prolina pode comprometer a flexibilidade da estrutura protéica uma vez
que a prolina com seu grupo imino € mantido em uma conformacio rigida que reduz a
flexibilidade estrutural no ponto da cadeia protéica. A terceira mutacdo na posicao 609,

onde ocorre a troca de acido glutamico, cadeia lateral carregada negativamente, por glicina,
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cadeia lateral ndo polar, mostra uma mudancga radical da caracteristica do aminoacido o que
pode por sua vez estar relacionado com alguma mudanga estrutural ou funcional na enzima.
Residuos de aminodcidos carregados costumam ser importantes em sitios ativos
enzimaticos (Cavalieri e cols., 1999; Oba e cols., 2005).

Surpreendentemente, as mutacdes encontradas nao estdo localizadas na regido
reguladora da proteina descrita pela literatura, porém ndo podemos afirmar que as mutacoes
ndo podem causar alguma mudanca estrutural que influencie a atividade enzimdtica
indiretamente, esta questdo poderia ser melhor investigada por andlises de modelagem
molecular ou cristalografia de raio-X, porém estas abordagens estdo fora do escopo desta
tese. Caso as mutacdes realmente ndo afetem a estrutura geral e atividade da enzima podem
existir outros fatores pds-transcricionais (como glicosilagdo e fosforilacao) que levam a ndo
retro-inibi¢cao por L-leucina, ainda que em altas concentracdes (20 mM), da cepa RB 23A e
que ndo sdo possiveis de serem determinados somente com a avaliagdo da sequéncia de
aminodcidos da proteina deduzida.

O sequenciamento da segregante RB 8B indicou uma identidade da seqiiéncia de
nucleotideos de 99% com a seqiiéncia LEU 4 (Figura 13). A seqii€ncia apresentou trocas de
bases nas posicoes 812(C — T), 865 (T— C), 885(C—-T), 938(C—-T) e 1230(C—-G).
Dentre estas trocas, a regido 812 e 885 ndo sdo comuns entre a segregante RB 8B e RB
23A. Entretanto, estas trocas ndo resultaram em mudancas de aminodcidos como podemos
observar na Figura 14. Estes resultados sugerem que outros mecanismos podem estar
interagindo para que mesmo leveduras que apresentam resisténcia a TFL e auséncia de
retro-inibicdo por altas concentracdes de L-leucina ndo apresentem mutacdes importantes

no sitio de liga¢do da proteina.

5.3 — Cepas de leveduras selecionadas usadas na producao de cachaca

Outra abordagem neste trabalho foi avaliar o comportamento das cepas LBCM 422,
LBCM 427 e RB 23A como cepas iniciadoras no processo fermentativo do caldo de cana
em escala piloto. Adicionamos como cepa controle, uma cepa comercial para avaliar
comparativamente a capacidadade fermentativa das cepas. A segregante RB 23A foi
escolhida para este teste por apresentar estabilidade de resisténcia a TFL e cerulenina e alta

atividade da o-IPM. Conforme pode ser observado na Figura 15, as leveduras LBCM 422,
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LBCM 427 e RB 23A apresentaram um perfil semelhante de consumo de sacarose nas duas
primeiras repeticoes (Painel A, B e C). Entretanto, a terceira repeticdo do processo a cepa
LBCM 422 finalizou a fermentagdo em 24 horas enquanto as cepas LBCM 427 e RB 23A
em 48 horas. A cepa comercial ndo alcangcou um consumo completo de sacarose nas
repeticoes no tempo padronizado. Estes dados em conjunto sugerem que estas cepas
adaptaram-se bem ao meio caldo de cana (15°Brix) e que a cepa LBCM 422 parece ser uma
melhor fermentador do que as demais testadas, ainda que as cepas LBCM 427 e RB 23A
apresentam um comportamento muito similar de consumo de sacarose. Quanto a producao
de etanol, todas as cepas apresentaram um mesmo perfil quando comparadas no mesmo
tempo (Painel D, E e F).

Durante o processo fermentativo, utilizamos o método de mtDNA — RFLP para
acompanhar as leveduras no processo fermentativo das cepas LBCM 427, LBCM422, RB
23A. O resultado destes testes revelou que todas as 30 coldnias, em todos os tempos
coletados apresentaram o mesmo perfil de bandeamento (Figura 16). Apesar de este método
ndo diferenciar entre as leveduras LBCM 422 e LBCM 427, é um bom método para
identificar a presenca de cepas do gé€nero Saccharomyces e cepas da ecologia de
fermentagdes espontineas. Além disto, para o objetivo pretendido de verificar se cepas
externas contaminariam e prevaleceriam no sistema durante a fermentacdo esta técnica foi
satisfatéria. Como este teste foi realizado em uma regido distante (Vigcosa-MG) do local de
origem das leveduras (Ouro Preto-MG), e as condicdes de fermentagcdo foi adequada, com
in6culo inicial denso, ¢ muito provdavel que de acordo com os resultados obtidos as

leveduras iniciadoras se mantiveram presentes ao longo do processo fermentativo.

5.3.1-Anadlise dos componentes volateis

Os alcoois superiores e ésteres sdo compostos presentes na cachaca que se
incorporam ao sabor e ao aroma da bebida. Esses compostos estdo presentes em pequenas
quantidades, mas o suficiente para oferecer caracteristicas proprias a cachaca (Boscolo e
cols., 2000; Cardello & Faria, 1998; Nonato e cols., 2001; Oliveira e cols., 2005). Assim,
uma vez caracterizados os perfis de crescimento fermentativo das cepas, em condicdes
semelhantes as encontradas na producdo da cachaga, dosamos as concentra¢des de dlcool

isoamilico; n-propanol; dlcool isobutilico; metanol; etanol; acetato de etila; furfural e
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acetaldeido presentes na cachaga produzida pelas leveduras. Conforme pode ser observado
na Tabela 6, a producgdo de dlcool etilico foi semelhante nas cepas LBCM422, LBCM 427 e
RB 23A e estatisticamente significativa mais elevada quando comparada a cepa comercial.
A concentracdo do dlcool isobutilico foi significativamente mais elevada na cepa RB 23A
quando comparada a producdo das cepas LBCM422, LBCM 427 e cepa comercial. As
cepas LBCM 422 e LBCM 427 apresentaram uma producdo semelhante de alcool
isobutilico e significativamente maior quando comparada a cepa comercial. A producdo de
dlcool isoamilico foi semelhante entre as cepas LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A e
significativamente mais elevada quando comparada a cepa comercial.

Quando comparamos os teores de dlcool isoamilico, dlcool isobutilico e acetato de
etila encontrados nas cepas LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A com os encontrados por
Boscolo e cols (2000), observamos que sdo de aproximadamente duas vezes superior € 0 n-
propanol, por sua vez, apresentou aproximadamente metade dos valores encontrados por
aquele autor (Tabela 1). A Tabela 6 apresenta ainda resultados das dosagens dos compostos
volateis da cachaca produzida no local de origem das leveduras em estudo no ano de 2003 e
2005. Como podemos observar, os teores dos compostos apresentam semelhanga nos dois
anos de coleta. Quando comparamos os resultados obtidos pelas cepas LBCM 422, LBCM
427 e RB 23A quanto a produgdo de alcool isoamilico estas apresentam aproximadamente
4 vezes maior que a cachaca do produtor. O mesmo pode ser observado para a produgdo de
alcool isobutilico e acetato de etila. A produgdo de acetaldeido foi de aproximadamente 50
vezes superior pelas cepas em estudo quando comparada a cachaca do produtor enquanto a
producdo de dlcool etilico e n-propanol foi semelhante entre as cepas LBCM422, LBCM
427 e RB23 A. Outro aspecto a destacar € que aos teores de dlcoois totais encontrados nas
cepas LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A estdo acima do permitido pela Legislacdao
enquanto ésteres totais estdo em acordo com os indices permitidos.

Surpreendentemente, os resultados de produgdo de dlcool isoamilico das cepas
LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A ndo estdo em acordo com os resultados obtidos quando
as leveduras foram testadas quanto a sensibilidade a TFL, ou seja, cepas resistentes a TFL
mostram maior resisténcia a retroinibi¢do da enzima o-IPM por L-leucina, tendo como
conseqiiéncia uma maior produgdo do dlcool isoamilico (Ashida e cols., 1987; Casalone e

cols., 1997; Yoshizawa, 1999). Este resultado, mais uma vez, sugere que outros fatores
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podem estar envolvidos na regulacdo deste mecanismo de producdo de dlcool isoamilico
pelo menos durante o processo fermentativo utilizado, ou ainda que o dlcool isoamilico
produzido esteja sendo convertido em algum outro composto ndo analisado nesta tese.

A sintese de élcool isoamilico pode ser realizada a partir do o-cetoisocaproato, este
um precursor na via de sintese de L-leucina a partir de glicose, ou por reducdo de «o-
cetodcidos (via de Ehrlich). Ja a sintese de dlcool isobutilico pode ser realizada a partir do
a-cetoisovalerato, um precursor da via biossintética da valina. O o-cetoisovalerato é
convertido pelas enzimas o-IPM sintase, o-IPM isomerase, e B-IPM desidrogenase em o~
cetoisocaproato que € convertido em L-leucina ou dlcool isoamilico (Figura 2). A a-IPM
sintase € a enzima chave no controle desta via biossintética. Estudos mostram que a adicao
de altas concentracdes individuais de aminodcidos leva ao aumento da producdo do
respectivo dlcool superior e dcido, entretanto também ocorre o aumento de outros dlcoois
indicando uma maior e complexa interacdo metabdlica (Kodama e cols., 2001; Lilly e cols.,
2006; Yoshimoto e cols., 2002). Outro aspecto a considerar sdo os genes BAT1 e BAT2
que codificam para a transaminagdo de o-cetoédcidos, primeiro passo na via de Ehrlich, na
mitocondria e citossol respectivamente. Estudos sugerem que a transcricao dos genes da via
biosintética de L-leucina (LEU) e BAT sa@o co-regulados pela fonte de nitrogénio e em
condi¢des anaerdbicas, Batlp pode contribuir para a produgdo de dlcool isoamilico. A
superexpressao de BAT2 em leveduras resultou no aumento da assimilacdo de leucina,
isoleucina e valina ocorrendo o aumento da producao de dlcool isoamilico, entretanto nao
foi observado o aumento de dlcool isobutilico, sugerindo que os mecanismos de producao
de dlcoois superiores sao distintos e inter-relacionados (Kodama e cols., 2001; Yoshimoto e
cols., 2002). Conforme podemos observar na Tabela 6, as leveduras LBCM 422, LBCM
427 e RB 23A produziram teores mais elevados de dlcool isoamilico e dlcool isobutilico
quando comparadas a cepa comercial. Este fato, de forma especulativa, sugere que a
presenca de maiores quantidades de o-cetoisovalerato na célula sinalizaria para maiores
concentracdes da enzima o-IPM. Esta enzima em maiores concentragdes exigiria uma
maior concentracao de L-leucina para retroinibi¢ao (20 mM).

Outra abordagem possivelmente explicativa seria quanto a regulacdo génica da o-
IPM. A regulacdao do gene LEU4 e seu importante produto génico € muito complexa, e

depende de trés elementos distantes € um proximo do promotores LEU4. O elemento mais
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distante Leu3p, € ligante na seqiiéncia ativadora a montante (UAS leu). Mutacdes nesta
regido implicam em perda do controle por Leu3p. Os outros dois elementos estdo na regidao
identificada como Gend4p sitio de ligagdo; mutacdes nesta regido eliminam o controle geral
de LEU4. A ativacao transcricional € aditiva, ou seja, os elementos ndo competem entre si
ou agem sinergicamente. Estudos mostram que as condi¢des do meio de cultivo também
interagem na regulacdo do gene LEU4 como, por exemplo, a presenca de fosfato no meio
de crescimento diminui em 40% a expressdao do gene (Kohlhaw, 2003). Por outro lado,
estudos mostram uma nova classe de RNA e que originalmente localizada préximo do
elemento promotor conhecido, ndo atuam como um mRNA, podendo regular a transcri¢cdo a
jusante do mRNA. As RNAs nucleares pequenos (snRNAs) sdo encontrados em
abundancia no nidcleo de muitos eucariotos, variando de tamanho entre 106 a 189
nucleotideos e sdo complexados com proteinas nucleares pequenas para formar particulas
conhecidas como ribonucleoproteinas. A producdo de RNAs instdveis sdo propriedades
comuns dos promotores, € que em alguns casos, eles indicam a presenca de um promotor
auxiliar que ajuda a preservar o estado de repressdo ou ativacgao transcricional independente
da presenca de mRNA(Davis & Jr, 2006). Estas observacdes em conjunto, demonstram a
complexidade envolvida nos mecanismos de controle e expressdo génica e o nimero de
varidveis que poderiam explicar a auséncia de mutacio na regido do sitio ligante de L-
leucina no gene LEU4, a auséncia de retroinibi¢do em altas dosagens de L-leucina (20 mM)

e resisténcia a TFL das segregantes RB 23A e RB 8B.

5.3.2- Avaliacao sensorial de cachacas produzidas com cepas selecionadas
como iniciadoras.

A avaliagdo sensorial global das cachacas produzidas por trés fermentagcdes
sucessivas das cepas LBCM 422, LBCM 427 e RB 23A demonstraram uma boa aceitacao
pelos provadores. Comparando o perfil sensorial das amostras, ndo foi possivel distingui-
las entre si uma vez que apresentam notas de avaliacdo sensorial intermedidria na escala
hedonica.

Cachacas produzidas por diferentes cepas de leveduras apresentam variacdes de
concentracdo de compostos voldteis, mas estas variacdes podem ndo resultar em diferencas

perceptiveis no aroma e impressdo sensorial global da bebida (Oliveira e cols., 2005). As
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variagdes de quantidades e propor¢des de compostos voldteis ndo influenciaram na
aceitacdo da cachaca produzida pelas cepas LBCM 422, LBCM 427 ¢ RB 23A. A maior
quantidade de dlcool isoamilico produzida por estas cepas quando comparada a cepa
comercial ndo contribuiu negativamente na aceitagdo da cachaca.

O método de andlise exploratdria mostrou-se util para a discriminacdo dos grupos e
diferenciou as amostras em trés grupos distintos: LBCM422: LBCM 427 e RB 23A; e cepa
comercial (Figura 17). O grupo de amostras de cachacas das cepas LBCM 427 e a
segregante RB 23A pode ser explicado por apresentarem caracteristicas bioquimicas e
genéticas semelhantes. Por sua vez, os grupos de amostras das cepas LBCM 422 e cepa
comercial apresentaram separagdo espacial sugerindo que elas apresentam caracteristicas
diferentes entre si. Estes dados estdo em acordo com os resultados obtidos quando as
leveduras foram testadas quanto a cariotipagem e este método revelou diferencas entre as
cepas LBCM 422 e LBCM 427. Apesar da proximidade genética destas cepas, elas
apresentam caracteristicas fisioldgicas distintas e este fato sugere que uma estratégia para
acompanhar a permanéncia da cepa iniciadora no processo fermentativo da cachaca € o uso

combinado de métodos moleculares e bioquimicos.
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que € possivel selecionar cepas
com indicativo de alta producdo de compostos flavorizantes e que esta drea é ampla de
possibilidades. Podemos perceber que os fatores genéticos envolvidos nos processos de
producdo de agentes aromatizantes sdo bastante complexos incluindo controle ao nivel de
estrutura génica, quando aparentemente relacionados ao controle da expressdo e atividade
do produto génico. As andlises dos segregantes sugerem fortemente que a maioria das
caracteristicas fenotipicas utilizadas no processo de selecdo das cepas parece ser poligénica
e ter segregacdo independente. Estes dados demonstram que estudos sobre leveduras
utilizadas no processo fermentativo da cachaca ainda sdo pouco explorados no pais, sendo
uma area bastante promissora. A investigacdo das diferencas genéticas e bioquimicas das
leveduras utilizadas no processo pode contribuir para ressaltar caracteristicas sensoriais que
diferenciem e ou melhorem a qualidade do produto final. Esses estudos podem determinar
novas estratégias, ou ainda melhorar o método patenteado por nosso grupo para o
isolamento de leveduras que preservem a qualidade organoléptica sem prejuizo da
diversidade de aroma e bouquet peculiar da bebida.

A estratégia desenvolvida por nosso laboratério para o isolamento de cepas de
S.cerevisiae que produzam teores elevados de compostos aromatizantes pode ser
considerada validada, pois foi possivel verificar que alguns dos compostos analisados estao
realmente em maiores teores na bebida produzida em escala piloto. As leveduras isoladas
por essa metodologia obtiveram sucesso no processo fermentivo de caldo de cana e
produziram uma cachaga com maiores quantidades de componentes volateis.

Os métodos de identificacio molecular utilizados neste trabalho, exceto a
cariotipagem, foram falhos para diferenciar cepas isoladas da mesma dorna, como entre as
cepas LBCM 422 e LBCM 427. O mesmo ocorreu entre estas e cepas selvagens presentes
no local de origem da coletada dois anos apds o primeiro isolamento. Como a cariotipagem
€ considerado um método caro e demorado, podemos sugerir como alternativa o uso aliado
de métodos bioquimicos (como a resisténcia a TFL e cerulenina) e métodos moleculares
para diferenciar cepas de origem selvagem umas das outras. Quando o objetivo € identificar
cepas de diferentes isolados as técnicas de mtDNA-RFLP, COX-PCR e cariotipagem

podem ser utilizadas.
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As cepas segregantes da cepa parental LBCM 427 demonstraram instabilidade
fisiolégica e perda de algumas caracteristicas fenotipicas. Além disto, estas sub-populacdes
apresentaram diferentes perfis de respostas frente a0 mesmo teste bioquimico ao longo dos
repasses em meio de cultura. Este resultado pode indicar alteracdes no padrdo de expressao
dos genes nas cepas segregantes ou ainda um estado de ndo haploidia devido a
possibilidade da cepa parental poder ser polipldide. Certamente os dados obtidos
demonstram a necessidade de um estudo genético para avaliar a natureza dessas alteracoes.
Outro aspecto € que o método de segregacdo da cepa LBCM 427 resultou em uma
segregante, RB 23A, que produziu quantidade semelhante de compostos voléteis da cepa
parental. Podemos considerar que a metodologia utilizada para a escolha da cepa foi valida.
Interessante para a continuidade deste estudo poderia ser o cruzamento entre segregantes
para estabilizacdo e somatdria das caracteristicas fenotipicas de interesse.

O sequenciamento do gene LEU4 da cepa RB 23A demonstrou que as mutacdes
encontradas nio estdo localizadas na regido reguladora da proteina descrita pela literatura,
porém ndo podemos afirmar que as muta¢des nao podem causar alguma mudanga estrutural
que influencie a atividade enzimdtica indiretamente. Por outro lado, o sequenciamento
deste gene da cepa RB 8B ndo demonstrou mutagdes mesmo esta cepa apresentando alta
atividade enzimatica na presenga de L-leucina (20 mM) e producdo de elevados teores de
dlcool isoamilico. Estes resultados sugerem que outros mecanismos podem estar
interagindo para que mesmo leveduras que apresentam resisténcia a TFL e auséncia de
retro-inibi¢do por altas concentracdes de L-leucina ndo apresentem mutagdes importantes
no sitio de liga¢do da proteina.

Finalmente, este trabalho oferece uma importante contribuicdo para o
desenvolvimento de novas estratégias de selecdo de cepas selvagens com caracteristicas

especificas, levando a producdo de bebidas de maior qualidade.
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