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Resumo

Cachaca é a bebida alcodlica destilada mais consumida no Brasil. O aumento do
consumo no mercado interno e a possibilidade de ampliacdo da exportacdo exigem um
produto padronizado de qualidade. Por conseguinte, a busca pela qualidade exige
procedimentos técnicos em toda cadeia de suprimentos, desde a plantacdo da cana-de-
acucar até praticas de destilacdo, incluindo a qualidade do processo de fermentacao,
inoculacdo de estirpes apropriadas em concentracdo adequada, reciclagem controlada e
condigbes ambientais, todos sdo importantes para atingir essa padronizacdo. Este
trabalho visou a caracterizacdo molecular e bioguimica de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae da regido de Salinas (MG) para fins de Identificacdo Geografica. Assim, foi
isolado 7680 linhagens oriundas de 14 alambiques da microrregido de Salinas (MG),
das quais selecionamos 18 linhagens de S. cerevisiae com caracteristicas desejaveis para
a producdo de cachaga conforme metodologia desenvolvida (INPI-MG Protocolo-315).
As linhagens selecionadas foram identificadas como S. cerevisiae pela analise com
enzimas de restricdo da regido ITS (internal transcribed spacer region). Das dezoito
linhagens selecionadas, 15 linhagens foram submetidas a um experimento em escala
piloto, usando dornas com capacidade de 40 L por 10 ciclos consecutivos, avaliando o
desempenho fermentativo como: consumo de sélidos soluveis, teor alcodlico e acidez
do vinho, bem como os compostos volateis presentes no produto final a cachaca. Das 15
linhagens testadas foram selecionadas seis para avaliar a repetibilidade dos resultados
no ano seguinte. Das seis linhagens selecionadas, duas linhagens apresentaram melhor
desempenho fermentativo e foram testadas em escala de producéo, usando dornas com
capacidade de 800 L, para avaliar o desempenho em escala de producdo e a qualidade
do produto final. Posteriormente as linhagens foram analisadas quanto a producdo de
alcodis superiores e ésteres através de cromatografia gasosa, demonstrando que as
linhagens produzem elevada quantidade de &lcool superior. Foi realizado teste de
aceitacédo das cachacas produzidas com as linhagens selecionadas. Para a caracterizagdo
molecular das linhagens em estudo, o polimorfismo do DNA das linhagens foi analisado
com as técnicas de RAPD-PCR, COX-PCR e andlises de microssatélites. N0ssos
resultados demonstraram que a analise de microssatélites permitiu uma nitida distin¢ao

dentre as linhagens analisadas, ao contrario das técnicas de RAPD-PCR e COX-PCR.
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Demonstrando, assim, ser necessario o uso de diferentes técnicas combinadas na analise
do polimorfismo das linhagens. A caracterizacdo molecular mostrou um polimorfismo
entre as linhagens selecionadas e claras diferencas sobre linhagens isoladas de outras
regides de Minas Gerais, sugerindo uma forte correlacéo entre a origem geografica e as

caracteristicas genéticas de linhagens de leveduras.
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Abstract

Cachaca is the distilled drink more consumed in Brazil. The increase in domestic
consumption and the possibility of expanding the export require a standardized product.
Therefore, the search for quality requires technical procedures throughout the supply
chain, from the planting of sugar cane to distillation, practices including the quality of
the fermentation process, appropriate strains inoculation on suitable concentration,
recycling and controlled environmental conditions are important to achieve this
standardization. This work aimed the molecular and biochemical characterization of
strains of S. cerevisiae in Salinas (MG) for identification purposes. In this work, there
isolated and selected 18 strains of S. cerevisiae from 14 alembic of the microregion of
Salinas (MG), as the methodology developed (INPI-MG Protocol-315), selecting yeasts
with desirable characteristics for the production of cachaca. In this work, the strains
selected by this methodology were identified as S. cerevisiae by analyzing with
restriction enzymes of the ITS (internal transcribed spacer region). Of the eighteen
selected strains, 15 strains were submitted to a pilot-scale experiment, using barrels with
a capacity of 40 L for 10 consecutive cycles, evaluating fermentation performance as:
consumption of soluble solids, alcohol content and acidity of the wine, as well as the
volatile compounds present in the final product to rum. Of the 15 strains tested 6 were
selected to assess the repeatability of the results the following year. Of the six selected
strains two showed better performance and fermentation, testing them in production
scale, using barrels with a capacity of 800 L, to evaluate the performance in production
scale and the quality of the final product. Later the strains were examined with regard to
the production of higher alcohols and esters by gas chromatography, demonstrating that
the strains produce high amount of alcohol. DNA polymorphism of the strains was
examined by RAPD-PCR techniques, COX-PCR and microsatellite analyses. Our
results showed that microsatellite analysis allowed a clear distinction among the strains
examined, unlike the RAPD-PCR techniques and COX-PCR. This result demonstrated
the need of use different techniques combined in the analysis of the polymorphism of
the strains. The molecular characterization showed great polymorphism between the

selected strains and clear differences on strains isolated from other regions of Minas



Gerais and other States of Brazil, suggesting a strong correlation between the
geographical origin and genetic characteristics of yeast strains.
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1. INTRODUCAO

1.1  Cachaca - conceitos e tendéncias

Cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no
Brasil, com caracterizacdo de identidade especifica, obtida pela destilacdo do mosto
fermentado de cana-de-agUcar, com graduacdo alcodlica de 38 a 48% (v/v) a 20 °C, e
caracteristicas sensoriais peculiares podendo ser adicionada de agUcares até 6 g/L,
expresso em sacarose (BRASIL, 2005).

A valorizacdo da cachaca no mercado interno e externo tem direcionado a
producdo da bebida no Brasil com foco na sua qualidade e valor agregado (CAMPELDO,
2002). Muito diferente daquelas produzidas em escala industrial, a cachaca de
alambique é elaborada em quantidade reduzida, pois o processo de fermentagdo €
natural e lento, sendo que nesse processo as leveduras selvagens, provenientes dos
equipamentos de moagem e da dorna de fermentacéo, sdo multiplicadas usando caldo de
cana como substrato por 5-10 dias, até atingirem concentragdo suficiente para iniciar um
ciclo fermentativo (PATARO et al., 1998, 2000, 2002; SCHWAN et al., 2001). Sendo
considerado um produto de melhor qualidade por alguns apreciadores da bebida. O
estado de Minas Gerais se destaca nesse cenario como maior produtor de cachaca de
alambique do Brasil, sendo mais de 60% do total produzido, segundo estimativas da
Associacdo Mineira dos Produtores de Cachaga de Qualidade (OLIVEIRA, 2004).

Com relacdo as caracteristicas do processo de producdo, o uso de leveduras
selecionadas, notadamente da espécie S. cerevisiae, isoladas das préprias unidades de
producdo da bebida, € uma alternativa na tentativa de controlar eficientemente o
processo fermentativo da cachaga. O uso de linhagens de leveduras selecionadas para a
producdo de cachaca apresenta diversas vantagens, em relacdo a fermentacdo
espontanea, tais como: minimizacéo das contaminagdes indesejaveis, reducdo do tempo
de fermentacdo, rendimento alcodlico elevado e obtencdo de um produto final uniforme
e de qualidade (SCHWAN & CASTRO, 2001; SCHWAN et al., 2006).

Segundo Pataro e colaboradores (2002b), o uso de leveduras selecionadas, na

maioria das vezes, aumenta a produtividade e melhora a qualidade do produto final,



principalmente em relagdo aos teores de acidez e concentracdo de alcoois superiores.
Vicente (2007) também observou que o uso de um indculo com linhagens de leveduras
selecionadas pode aumentar a produtividade e a eficiéncia da fermentacdo, assim como
a producdo principalmente de ésteres e alcoois superiores responsaveis pelo aroma da
bebida. Além dessas propriedades, as linhagens selecionadas possuem maior tolerancia
as condigOes de estresse encontradas durante a fermentacgdo, tais como: maior tolerancia
a elevadas concentracdes de sacarose, altas temperaturas e concentracGes elevadas de
etanol, somada a sua capacidade de floculacgéo.

Além disso, sabe-se que o processo fermentativo realizado com linhagens de
leveduras selecionadas tem como vantagens, favorecer o inicio mais rapido do processo,
evitar riscos de contaminacdo apresentados pela fermentacdo, taxas de fermentacgdo
mais rapidas e uniformes, maior rendimento e qualidade do produto resultante e
eliminar variagdes no “flavour” da bebida (FLEET & GILLIAN, 1985; MARTINEZ et
al., 1990; SANNI & LONNER, 1993; ROMANO et al., 2003).

1.2 Importancia econdmica da cachaca

A importancia econdmica do destilado vem crescendo, entre outros fatores, em
virtude do Decreto n°® 4062 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) que define a cachaca como sendo um produto genuinamente brasileiro
(MAPA, 2002). Por outro lado, a producdo da cachaca, vem desempenhando também
importante papel na estruturacdo de milhares de pequenas propriedades rurais no Brasil.
Tais fatos justificam, portanto, a caracterizagdo dos parametros e variantes do processo
produtivo, sobretudo nas fases de fermentacdo e destilacdo, e ainda sua influéncia na
composicdo fisico-quimica tanto inorganica (metais e outros), quanto organica
(componentes secundarios) da cachaca (ARESTA et al., 2001; LIMA et al., 2006).

A cadeia produtiva da cachaga vem se firmando como um importante setor do
agronegocio brasileiro (BORGES, 2011). Atualmente, o Brasil produz 1,3 bilhdes de
litros de cachaca por ano, sendo a segunda bebida alcodlica mais consumida no pais,
superada apenas pela cerveja, e a terceira bebida destilada mais consumida no mundo,
depois apenas da vodka e do soju (SILVA, 2010).



No Brasil, estima-se que existam mais de 40 mil produtores, gerando em torno
de 650 mil empregos diretos e indiretos. H& cerca de 4 mil marcas registradas
(SEBRAE, 2009) e 1.824 estabelecimentos produtores de cachaca, aqui incluidos os
processos produtivos de coluna e de alambique, conforme atesta o Ministério da
Agricultura (SANTIAGO, 2008).

O processo produtivo da cachaga no Brasil vem expandindo suas atividades,
destacando-se novos investimentos no setor (CARDOSO, 2006). Sendo assim, o
aprimoramento da qualidade e da padronizacdo da cachaca € essencial para que a bebida
atenda aos padrdes internacionais e seja aceita pelo mercado externo, proporcionando
condigBes de abertura e manutengdo do mercado de exportacdo (MIRANDA et al.,
2007).

Os principais produtores de cachaca do Brasil sdo os estados de Sdo Paulo
(44%), Pernambuco (12%), Ceara (12%), Minas Gerais (8%) e Paraiba (8%) (APEX,
2006). Do volume total, estima-se que 70% sejam de cachaca industrial e 30% de
cachaca de alambique (COOCACHACA, 2008).

A producao de cachaca de alambique em Minas Gerais, mesmo registrando alto
grau de clandestinidade, desempenha importante papel na estruturacdo da economia
agroindustrial do Estado. A producdo de cachaga combinada com atividades
agropecudrias emprega, direta e indiretamente, cerca de 240.000 pessoas e gera uma
renda anual total estimada de R$ 1,5 bilh&o, em toda a cadeia produtiva, o que favorece
o desenvolvimento da regido (SEBRAE, 2002).

Segundo o IBGE (2006), o Norte de Minas Gerais e 0 Vale do Jequitinhonha
detém 48,6% do numero de alambiques do estado, totalizando 4.118 estabelecimentos.
Salinas esta entre as dez maiores economias do Norte de Minas, levando em
consideracdo a sua contribuicdo na arrecadacdo de ICMS, em toda a mesorregido norte
mineira. A cachaca em Salinas é a segunda atividade econémica do municipio com
participacdo de 33% em média na economia da cidade. Em 2006, a arrecadacdo de
ICMS do setor de cachaca, em Minas Gerais, foi de R$ 1.494 milhdo e, desse montante,
Salinas arrecadou R$ 693 mil, ou seja, 46,4%, quase metade do ICMS arrecadado sobre
a producdo da bebida em todo o territorio mineiro, demonstrando, assim, a forga da
atividade econdmica da regido (SEBRAE, 2001).



A cachaga comecgou a ser produzida no municipio com a vinda dos primeiros
fazendeiros para a regido, seguindo os rastros da pecudria, cujos primeiros rebanhos
bovinos vieram da Bahia, porém era produzida como atividade complementar a
atividade pecuaria. As boas perspectivas para a cachaca de Salinas tiveram inicio a
partir das décadas de 40 e 50. Nessa época, algumas marcas de cachaga comegaram a
ser produzidas em Salinas, como a Piragybana, Havana entre outras. Tais marcas foram
prenunciadoras de outras, que foram produzidas a partir do langamento do
PROCACHACA (Programa Mineiro de Incentivo de Producdo a Aguardente), pelo
governo do Estado, em 1992. Atualmente, a cachaca de Salinas € comercializada com
aproximadamente 60 marcas em todo o pais e no exterior. Definitivamente, a cadeia
produtiva no municipio encontra-se consolidada e, desde o inicio da década passada, a
producdo da cachaca na regido gera entre 1.000 e 1.500 empregos (diretos e indiretos)
durante o periodo de producéo, de junho a outubro (SEBRAE, 2001).

O atual Instituto Federal do Norte de Minas Gerais, reconhecendo a importancia
econdmica e social intrinseca a producdo de cachaca, no municipio de Salinas e no
Norte de Minas, indicou a necessidade da formacdo de um quadro técnico especializado
para garantir a eficiéncia na producéo e na qualidade da bebida. Para isso, o IFNMG
criou o curso Superior de Tecnologia em Producdo de Cachaca, em 2005, tendo a sua
primeira turma concluida em 2008.

Com relacdo ao mercado externo e considerando a primeira década do século
XXI, a producdo de cachaca destacou-se com um aumento na pauta de exportacdo do
pais de 15,6% em relacdo a década anterior. No periodo de 2000 a 2009, houve um
aumento de 52% no valor exportado e, em 2010, o pais exportou 10,44 milhGes de litros
de cachaga, o que gerou uma receita de US$ 15,95 milhdes (IBRAC, 2011la),
proporcionando um preco medio de US$ 1,44 por litro. Atualmente, sdo
aproximadamente 180 empresas exportadoras e a cachaca € exportada para mais de 60
paises (IBRAC, 2011b).

De forma notavel, o volume de cachaga adquirido pelos Estados Unidos
aumentou em 12,62% de janeiro a junho de 2012, se comparado aos primeiros seis
meses de 2011, segundo dados do MAPA. De acordo com este ministério, o
reconhecimento da bebida como “genuinamente brasileira” alavancou as exportagdes. A

medida ocorreu oficialmente durante a visita do presidente americano ao Brasil, no



inicio de abril 2012, ap6s mais de dez anos de negociagdes e foi recentemente
regulamentada pelo governo americano.

Até abril de 2011, a cachaca era identificada nos Estados Unidos como Brazilian
Rum, devido a forma de classificacdo das bebidas adotadas pela legislacdo local, que
inseria os dois produtos na mesma categoria, por utilizarem cana-de-aglcar como
matéria-prima. Agora, as bebidas destiladas de cana, identificadas como cachaca sé

podem ser vendidas nos EUA se forem produzidas no Brasil.

1.3 Padrdes de identidade da cachaca

O decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, regulamenta a Lei n° 8.918, de 14 de
julho de 1994, dispondo sobre a padronizacao, a classificacao, o registro, a inspecao, a
producdo e a fiscalizagdo de bebidas.

Porém a legislacéo brasileira (BRASIL, 2005) definiu os padrdes de identidade e
qualidade da cachaca que devem estar de acordo com a Instru¢cdo Normativa n°® 13 de 30
de junho de 2005. Segundo esta legislacdo, cabe ao Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento a definicdo da composi¢do quimica, dos requisitos de qualidade e a
concentracdo méaxima permitida de contaminantes dessas bebidas. Os respectivos
padrdes tém seus limites com a finalidade de garantir a qualidade destes produtos

assegurando protecdo a saude publica (ver Tabela 1).

1.4 Processo de produgéo da cachaca

A producdo de cachaca necessita de um processo de fabricacdo, baseado em préaticas
criteriosamente determinadas em relacdo as condicdes higiénico-sanitarias e controle
nos processos, para obtencdo de um produto padronizado e com qualidade comprovada
nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais (GONCALVES et al., 2009). Nos moldes
tradicionais, é necessario obter o caldo de cana-de-acucar livre de impurezas e diluido
de modo que o teor de sélidos solGveis alcance entre 14-16 °Brix. Em seguida, o caldo é
adicionado em dornas de fermentacdo, onde se concentram as leveduras, micro-
organismos capazes de realizar a fermentacédo alcodlica, perfazendo um total de cerca de

20% do volume do processo fermentativo. A fermentagdo tem uma duragéo entre 24 e



Tabela 1. Padrfes de identidade e qualidade para a cachaga segundo Instrugéo

Normativa 13

COMPONENTES LIMITES UNIDADE
Graduagdo Alcodlica 38<e>48 % em volume de alcool etilico a
20°C
Acidez volétil, em &cido acético <150 mg.(100 mL de &lcool anidro)™
Esteres totais, em acetato de etila <200
Aldeidos totais, em acetaldeido <30
Soma de furfural e hidroximetilfurfural <5
Soma dos alcoois superiores * <360
Soma dos congéneres ** 200 <e =650
Alcool metilico <20
Alcool séc-butilico <10
Alcool n-butilico <3
Acroleina <5
Carbamato de etila <150 ug.L*
Chumbo <200
Arsénio <100
Cobre <5 mg.L™*

* Alcoois superiores = (isobutilico + isoamilicos + n-propilico)

** Congéneres = (Acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + hidroximetilfurfural + alcoois

superiores).
Fonte: BRASIL (2005).



48 h (SALES, 2001). A etapa seguinte é a destilacdo que consiste em aquecer o vinho
resultante da fermentacdo (SORATTO, 2007), para promover a evaporagdo do alcool e
de demais componentes do vinho (mosto fermentado), além de promover algumas
reacOes quimicas induzidas pelo calor. Assim, os componentes volateis do vinho podem
aumentar ou diminuir e ainda originar novos compostos, sendo, entdo, importante o
controle da temperatura na destilagdo, a fim de evitar componentes indesejaveis na
cachaca, além de interferir na qualidade e no rendimento da bebida.

A destilacdo é uma operacdo complexa, uma vez que muitos fatores interferem
tanto na sua eficiéncia, como nas caracteristicas sensoriais, pela alteracdo nas
quantidades de compostos volateis absolutos e relativos resultantes, bem como pelas
reacGes quimicas que ocorrem devido ao aguecimento (MUTTON, 1992; OLIVEIRA,
2001). Na producdo de cachaca de alambique, obtém-se, por meio da destilacdo do
mosto fermentado, trés fracGes (cabeca, coragéo e cauda) e, ainda o vinhoto (YOKOYA,
1995). Por meio da destilacdo, o vinho proveniente da fermentacéo alcodlica, contendo
cerca de 5 a 8% em volume de alcool etilico, devera produzir 15 a 17% do volume do
vinho destilado em cachaca, contendo de 38 a 48% v/v (SALES, 2001). Os
componentes da cachaga classificados como primarios séo, respectivamente, a agua e o
etanol, e os secundarios constituem um grupo de produtos minoritarios oriundos do
processo de fermentacdo e separados durante a destilacdo, sendo constituido
principalmente por substancias organicas como alcodis superiores, alcool metilico,
ésteres, aldeidos, e inorganicas como o cobre, entre outros. Tais substancias podem
contribuir para o aroma e o sabor da bebida, além de estar relacionada com aspectos
toxicologicamente nocivos dos destilados em geral (VALSECHI, 1960; AQUARONE
etal., 1983; SCHWAN et al., 2001; ARESTA et al., 2001).

1.5 O processo fermentativo na producgéo de cachaca

No Brasil, o processo de fermentacdo espontanea em dornas de fermentacdo
aberta geralmente é empregado na fabricagdo de cachaca, sendo caracterizado por uma
mistura de culturas microbianas com sucessGes continuas de espécies de leveduras.
Alguns trabalhos de isolamento e selecdo de leveduras, em que linhagens de S.

cerevisiae selecionadas sdo utilizadas na producdo de cachaca, sdo relatados. Essas



linhagens sdo selecionadas por apresentarem caracteristicas de adaptacdo as condi¢Bes
de estresse durante a fermentacgéo, tais como: alta concentracéo de sacarose, alto teor de
etanol, altas temperaturas, capacidade de floculacdo e alta capacidade fermentativa
(VICENTE et al., 2006).

O microrganismo normalmente empregado em grande escala, em processos
fermentativos, tanto do mosto de cana-de-agUcar, mosto de uva, mosto da cerveja
quanto também na producdo de pdes & a levedura ascomicética, S. cerevisiae
(MAMEDE & PASTORE, 2004; KUYPER et al., 2005; RAVANELI et al., 2006). Suas
células sdo elipticas, medindo entre 3 a 8 mm de comprimento entre 5-10 um de largura
(CARVALHO et al., 2006). Podem apresentar tanto reproducdo assexuada quanto
sexuada. A reproducdo assexuada é realizada através do brotamento e a reproducédo
sexuada a partir de eventos de meiose com formacao ascdsporo.

Apesar de S. cerevisiae ser a levedura predominante, outras espécie também
participam efetivamente no processo fermentativo, durante a producdo de cachagca,
principalmente apds 24 h, tais como: Rhodotorula glutinis e Candida maltosa
(SCHWAN et al., 2001). As espécies Kluyveromyces marxianus, Pichia heimii e
Hanseniaspora uvarum foram observadas apenas no inicio da fermentacdo; Pichia
subpelliculosa e Debaryomyces hansenii no meio e fim da fermentacdo; e Pichia
methanolica no final da fermentacdo (SCHWAN et al., 2001). O principal agUcar
encontrado no mosto é a sacarose, onde 0 primeiro passo para sua utilizacdo pela
levedura S. cerevisiae é a hidrolise extracelular, através da enzima invertase. Desta
forma, obtém-se glicose e frutose, que sdo transportadas para o interior da célula,
degradadas pela via glicolitica até piruvato e transformadas em etanol e gas carbdnico
pelo processo de fermentacdo alcoodlica (BARNETT, 1981; GANCEDO; SERRANO,
1989). Em geral, a frutose € metabolizada mais lentamente que a glicose, podendo
ocasionar fermentacGes incompletas com consequentes perdas de produtividade
(BERTHELS et al., 2004)

A presenca quantitativa de diferentes espécies durante a fermentacdo e a sua
influéncia no bouquet final de diferentes bebidas sdo determinadas pelas condicGes de
fermentacdo, inoculo inicial de leveduras S. cerevisiae, temperatura de fermentacao,
concentracdo de oxigénio e composi¢do do suco de uva (HEARD & FLEET, 1988;
GAO & FLEET; 1988; HANSEN et al., 2001; ERTEN, 2002). As linhagens de



leveduras devem possuir alta capacidade de producdo de compostos secundarios,
especialmente os ésteres e alcoois superiores, que contribuem para conferir sabor e
aroma ao produto final (VICENTE et al., 2006).

1.5.1 Producdo de ésteres

Os ésteres sdo formados a partir de acidos organicos e alcoois durante a
fermentacdo, sendo que estes compostos secundarios sdo fundamentalmente
responsaveis pelo “aroma” tipico dos destilados (KAOSOWSKI & CZUPRYNSKI,
2006). Porém, no que diz respeito a sintese de esteres, existem duas categorias de
ésteres importantes: os ésteres de acetato e os ésteres de acido graxo de cadeia média.
Do ponto de vista sensorial, os mais importantes sdo: acetato de etila; acetato de
isoamila; acetato de feniletila (VERSTREPEN et al., 2003b). Comparados aos alcoois
superiores sdo produzidos em concentracdes muito baixas, muito aquém do limite de
percepgao olfativa humana. Mesmo assim, ¢ devido a um efeito chamado de “matrix”,
ocorre uma sinergia entre as substancias provocando uma sensacdo olfativa agradavel
ao consumidor (SOUZA, 2010).

Dentre os compostos fisico-quimicos mais importantes € um dos principais
ésteres responsaveis no aroma da cachaca, € sintetizado a partir de alcool isoamilico e
acetil-coenzima A, pela acdo da enzima alcool-acetiltransferase e hidrolisado por
esterases (YOSHIKAWA, 1999; MASON & DUFOUR, 2000; KAOSOWSKI &
CZUPRYNSKI, 2006). Os ésteres sdo também hidrolizados por esterases especificas;
desse modo, a producdo de maiores teores de ésteres como o acetato de etila, 0 acetato
de isoamila e o caproato de etila depende da disponibilidade dos precursores e do
controle das atividades das enzimas envolvidas na sintese e na hidrdlise destes
compostos (LYNESS et al., 1997; FUKUDA et al., 1998; YOSHIKAWA et al., 1999;
LILLY et al., 2000).

O élcool isoamilico também pode ser produzido a partir da via de biossintese de
leucina, coordenada pela enzima a-isopropil malato-sintase (CASALONE et al., 1997).
Nesse caso, quando se aumenta a sintese de leucina, produz-se mais alcool isoamilico,

precursor da producdo de acetato de isoamila (CASALONE et al., 1997).



Outro importante composto aromatico produzido pelas leveduras é o caproato de
etila (YOSHIKAWA, 1999). A sintese e 0 acumulo de caproato de etila nas células das
leveduras sdo dependentes da presenca de precursores (etanol e acido caprdéico), que
controlam a enzima alcool acil-transferase e esterases (VERSTREPEN et al., 2003a).

Segundo Vicente (2007), o analogo da L-leucina, TFL, € um composto que
permite selecionar leveduras que perderam a capacidade de retro-inibig&o por L-leucina,
e, como consequéncia, produzem maiores quantidades de alcool isoamilico e/ou acetato
de isoamila.

Por outro lado, a cerulenina ¢ uma droga inibidora da enzima &cido graxo
sintase, permitindo, assim, selecionar leveduras que apresentam desregulacdo da
biossintese de acidos graxos, podendo apresentar maior producdo de &cido caproico e
consequentemente, caproato de etila (VICENTE, 2007).

Em algumas bebidas, em especial em cervejas, a concentracdo de acetato de
isoamila e hexanoato de etila atinge niveis minimos de detec¢do. Entretanto, a presenca
de diferentes ésteres pode gerar um efeito sinérgico no aroma final. Como a maioria dos
ésteres presentes em bebidas € encontrada em concentracBes em torno de limites
minimos de deteccdo, pequenas variagfes podem causar grandes diferencas no aroma
final da bebida (VERSTREPEN et al., 2003c).

Outros avancos tém sido obtidos na analise e interpretacdo de ésteres em vinho,
brandy e uisque (CAMPO et al., 2006). As evidéncias sugerem que estes compostos sao
formados pela esterificacdo de alcool e é&cidos formados por diferentes micro-
organismos.

Portanto, a estratégia de usar linhagens que possam aumentar a produtividade e
os teores de compostos secundarios importantes nos aromas da cachaca é fundamental
para o desenvolvimento e a padronizacdo industrial deste produto (VICENTE et al.,
2006).

As quantidades mensuradas de compostos secundarios variam muito entre as
diversas marcas comerciais de cachaca, devido & conducdo dos processos de
fermentagdo e a destilacdo, ultrapassando, em alguns casos, 0s niveis permitidos pela
legislagdo (MAPA, 2005a). Torna-se, portanto, necessario o controle fisico-quimico do
processo de fabricacdo da cachaca (PIGGOTT et al., 1989; CERDAN et al., 2002).

Além disso, ndo ha um padrdo legal definido entre os processos de destilagdo, ou seja,
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entre cachacga de coluna, ou destilada em coluna de retificacdo, e cachaga de alambique,
destilada em alambique de cobre e/ou ago inoxidavel, pois os compostos secundarios
(aldeidos, ésteres, alcoois, dentre outros) estdo presentes em ambas, independentemente
do processo de destilacao.

Portanto, 0 manejo, o controle e a sistematizacdo das opera¢Bes unitérias da
fermentac&o e da destilacdo sdo fatores fundamentais no desenvolvimento de estratégias

de melhoria fisico-quimica, sensorial e rendimento industrial da cachaca de qualidade.

1.6 Identificacdo geografica (1G)

As IndicacBes Geograficas sdo reguladas pela Lei de Propriedade Industrial (n°
9279/96), sendo que o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) € o
responsavel por estabelecer as condic6es de registro. De acordo com a Lei n° 9.279/96,
a Lei da Propriedade Industrial vigente no Brasil, as indicacdes geograficas podem ser
classificadas em uma simples dicotomia: indicacdo de procedéncia e denominacdo de
origem.

A indicacdo de procedéncia relaciona-se com 0 nome geografico de pais, cidade,
regido ou localidade de seu territdrio, conhecido como centro de extragdo, producéo,
fabricacdo de um determinado produto agropecudrio ou extrativista, e tem como
fundamento a notoriedade. Ja a denominacdo de origem é caracterizada por uma area
geografica de pais, cidade, regido ou localidade de seu territorio, que designe produto ou
servico cujas qualidades ou caracteristicas se devam exclusiva ou essencialmente ao
meio geogréfico, incluidos fatores naturais e humanos (art. 178).

A indicacdo geografica é uma forma de agregar valor e credibilidade a um
produto ou servico, conferindo-lhes um diferencial de mercado em funcdo das
caracteristicas de seu local de origem. Uma vez reconhecida, a indicacdo geografica s6
podera ser utilizada pelos membros daquela localidade que produzem ou prestam
servico de maneira homogénea.

A mais recente discussdo no ambito das indicacbes geogréficas brasileiras
envolve a cachaca. Como descrito anteriormente, a bebida é produzida a partir da cana-
de-acucar e € mundialmente conhecida como proveniente do Brasil. Portanto, era de se

esperar que 0s Orgdos internacionais de registro reconhecessem que o termo cachaga,
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por sua defini¢do, ndo deveria ser concedido como um bem de propriedade industrial a
quem quer que o requeira (MACHADO, 2009).

A Associacdo Brasileira da Propriedade Intelectual (ABPI), dentro da sua
comissdo de estudos sobre as indicacdes geograficas, vem discutindo a possibilidade de
se enquadrar a cachaga como uma indicacdo geogréfica brasileira. Para tanto, vem
estudando legislagdes estrangeiras que ja vislumbram com certa tradi¢do o instituto das
denominacdes de origem, como Franga, Italia, Portugal e Espanha. A ABPI também
vem estudando a apresentacdo de um projeto de lei que visa a regulamentacdo das
denominacdes de origem no Brasil (MACHADO, 2009).

A consolidacdo da indicacdo geografica para a cachaca e o presente momento da
criagdo do “Regulamento de Uso” e do “Conselho Regulador” da indicacdo geografica
da bebida proporcionardo maior reputacdo e dinamismo da cachaca nos mercados
internacionais e sua valorizagdo no mercado interno, havendo, assim, a necessidade
crescente de defender a observancia aos padrdes de identidade e de qualidade da bebida
e maior governanga na cadeia produtiva, como formas de preservar e aumentar sua
valorizacdo internacional e nacional (MACHADO, 2009).

No Brasil, foram registradas treze indicacdes de procedéncia no pais: o vinho do
Vale dos Vinhedos (RS), o café do Cerrado Mineiro (MG), a carne do Pampa Gaucho
(RS), o couro do Vale do Rio dos Sinos (RS), a cachaga de Paraty (RJ), as uvas e as
mangas do Vale do Submédio Sdo Francisco (BA/PE), os vinhos de Pinto Bandeira
(RS), o café da Serra da Mantiqueira (MG), as panelas de barro de Goiabeiras (ES), o
artesanato em capim dourado do Jalapdo (TO), os doces de Pelotas (RS), o queijo do
Serro (MG) e a cachaca de Salinas (MG). Por outro lado, h& apenas duas denominacdes
de origem, sendo estas as do arroz do Litoral Norte Gaucho (RS) e os camardes da
Costa Negra (CE).

Em junho de 2012, a regido de Salinas recebeu o registro de indicacdo de
procedéncia do INPI. A regido reconhecida com a indicacéo de procedéncia do produto
de qualidade compreende, além de Salinas, outros municipios circunvizinhos como
Novorizonte parte de Taiobeiras, Rubelita, Santa Cruz de Salinas e Fruta de Leite,
vinculadas a APACS (Associagédo dos Produtores de Cachaca de Salinas). O certificado

foi concedido a 24 alambiques e uma cooperativa de 109 produtores da agricultura
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familiar, integrantes da APACS, agregando, dessa forma, valor e diferenciacdo do
produto com o dos concorrentes, produzidos em outras localidades.

1.7 A utilizacéo de leveduras nativas como fatores de indicacédo geografica

No Brasil, o Departamento de Propriedade Intelectual e Tecnologia da
Agropecuéria (DEPTA) MAPA, por intermédio da Coordenacdo de Incentivo a
Indicacdo Geogréafica de Produtos Agropecuarios (CIG), trata de temas relacionados as
indicacdes geograficas e politicas de incentivo correlatas. Porém, o conceito de
indicacdo geografica, no Brasil, ainda estd em construgdo, tanto do ponto de vista do
conhecimento dos produtos com IG — pelos produtores e consumidores além dos setores
institucionais. Nesse contexto, torna-se necessario reforcar as competéncias dos
profissionais brasileiros para promover, implantar, avaliar e consolidar as indicagdes
geogréficas no pais.

A qualidade da cachaca esta fortemente relacionada com a ecologia microbiana e
suas populac@es, durante o processo de fermentacdo, sendo esses fatores determinantes
para o rendimento do etanol e para a formacdo dos compostos secundarios (GOMES et
al., 2009). Por outro lado, a producdo desses compostos varia com as espécies e as
linhagens de leveduras (DATO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004, 2005).

Estudos tém monitorado populacbes de leveduras durante 0 processo
fermentativo da producéo de cachaca e foi observada também uma sucessao de espécies
de leveduras, culminando com a predominancia de S. cerevisiae (MORAIS et al., 1997;
PATARO et al., 1998; PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001; VICENTE et al.,
2006; GOMES et al., 2007; SOUZA et al., 2012). Isso ocorre devido a capacidade
adaptativa desta espécie as condicdes fermentativas associadas a producdo de cachaca,
pois sdo boas competidoras no processo fermentativo, quando o caldo de cana-de-agucar
ndo passa por um tratamento de esterilizacdo previo, processo realizado a fim de
diminuir a microbiota autoctone (GUERRA et al., 2001; PATARO et al., 2002b;
GOMES et al., 2007).

Portanto, pareceu-nos oportuno realizar um estudo sistematico sobre a populacéo

de celulas de leveduras predominantes na regido de Salinas, conhecido centro produtor
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de cachaca como uma estratégia de qualificacdo da Indicacdo Geogréfica da regido no
sentido de obten¢do da Denominagao de Origem.

1.7.1 — Caracterizacado molecular de celulas de leveduras

A identificacdo e a caracterizagcdo de linhagens de populacGes de S. cerevisiae
sdo de grande importancia para a compreensao do processo fermentativo da cachaca,
uma vez que a qualidade da bebida pode depender das linhagens prevalecentes durante
0 processo, principalmente em termos de sua dindmica e ocorréncia (ARAUJO et al.,
2007).

As linhagens utilizadas no processo fermentativo estdo associadas ao nicho
ecologico e possuem um importante papel tanto na fermentacdo espontanea quanto na
inoculada (COCOLIN et al., 2004). Linhagens de S. cerevisiae diferem entre si
significativamente em seu desempenho fermentativo e em sua contribuicdo para o
aroma final e qualidade da bebida; entretanto, a maioria destas linhagens pertence a
espécie S. cerevisiae, o que torna limitado o uso de métodos morfoldgicos, fisioldgicos
e bioquimicos classicos para sua distincdo (BARROS LOPES et al., 1996;
FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2001).

Linhagens de S. cerevisiae diferem significativamente em seu desempenho,
interferindo no sabor e na qualidade de vinhos e destilados. Isso levou ao
desenvolvimento de métodos de identificacdo moleculares para diferenciacdo de
linhagens de leveduras, permitindo, assim, o estudo da relacdo dessas diferencas com
caracteristicas que contribuam favoravelmente para a qualidade da bebida
(LAMBRECHTS, 2000; PRETORIUS, 2002; PRETORIUS, 2005).

Atualmente, um grande numero de linhagens selecionadas de leveduras tem sido
utilizado para a producdo de bebidas alcodlicas. A caracterizacdo dessas linhagens é
necessaria para o controle da qualidade do produto final e do processo fermentativo,
assegurando que este foi realmente conduzido pelas linhagens originalmente inoculadas
(QUEROI et al., 1992a). Assim, o uso de técnicas que tornem possivel a distin¢éo entre
linhagens inoculadas e linhagens remanescentes presentes da microbiota indigena é

importante e possui um grande interesse industrial (PLENGVIDHYA et al., 2004).
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Atualmente, além dos testes fisiologicos para identificacdo e separacdo de
linhagens de leveduras, técnicas moleculares como cariotipagem, analises de DNA
mitocondrial e amplicacdo de fragmentos de DNA por PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) tém sido utilizadas (QUEROL et al., 1992b; GUERRA et al., 2001;
FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2001; MARIANGELI et al., 2003; LEGRAS &
KARST, 2003; SCHULLER et al., 2004a; COCOLIN et al., 2004). Cada um desses
métodos permite uma distingdo mais precisa entre as linhagens de S. cerevisiae, uma
vez que a sistematica de leveduras baseada em critérios morfoldgicos, fisioldgicos e
bioguimicos provou ser inadequada e ineficiente para a determinacdo de espécies,
principalmente em grupos de leveduras de perfil nutricional restrito, como é o caso do
género Saccharomyces. Embora estes critérios continuem sendo usados para
identificacdo de um isolado ndo conhecido (BARNETT et al., 1990), essas
caracteristicas morfo-fisioldgicas e bioquimicas sdo determinadas apenas por uma
pequena fracdo do genoma (BARROS LOPES et al., 1998). Recentemente,
caracteristicas fenotipicas usadas na sistematica de leveduras tém sido combinadas com
0 emprego de técnicas moleculares que possibilitem o acompanhamento da dindmica de
populagdes de micro-organismos durante o ciclo fermentativo (QUEROL et al., 1992a;
COMI et al., 2000).

Uma das ferramentas de identificacdo de micro-organismos trata-se da analise de
fragmentos de restricdo do rDNA amplificados por PCR, designada por ARDRA
(Andlise de Restricdo de DNA Ribossdomico Amplificado). Essa analise baseia-se na
diferenca de comprimento dos fragmentos resultantes da clivagem por endonucleases de
um fragmento de rDNA amplificado. Para realizar a analise séo escolhidos
determinados locais do rDNA, amplificados por PCR.

Esta metodologia tem permitido a diferenciacdo de leveduras ao nivel de espécie
(BALEIRAS-COUTO et al., 1995; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; BALEIRAS-
COUTO et al., 2005; FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2006). Baleiras-Couto e
colaboradores (2005) analisaram a diversidade de espécies de leveduras durante a
fermentagdo de vinho tinto. A analise incidiu sobre os padrfes de restricdo obtidos,
pelas enzimas Msel, Hinfll e Apal, a partir de regides amplificadas do rRNA. Foram
diferenciados 19 perfis de um total de 121 estirpes isoladas de leveduras ndo-

Saccharomyces. A identificacdo das espécies foi confirmada por sequenciamento do
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dominio D1/D2 da regido 26S do rDNA, verificando, assim, uma correlacdo entre os
resultados obtidos.

Nos ultimos anos, novas metodologias baseadas no polimorfismo de DNA foram
desenvolvidas para linhagens de leveduras filogeneticamente relacionadas,
especialmente para a industria do vinho. A técnica de cariotipagem, em que a separacao
cromossémica € realizada por eletroforese de campo pulsado (PFGE — Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), revelou consideravel variabilidade na constituicdo cromossomal de
linhagens comerciais de leveduras utilizadas na indudstria do vinho, sendo, entdo, um
importante método para identificacdo de espécies de leveduras. Porém, a cariotipagem
cromossOmica tem como desvantagem a sua elevada complexidade, sendo cara,
laboriosa e demorada, impedindo sua utilizacdo para um grande ndmero de isolados
(QUEROL et al., 1992b; FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2001; SCHULLER et al.,
2004a).

Outra técnica utilizada € o mt-DNA-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism Analysis of Mitochondrial DNA), onde o polimorfismo do DNA-
mitocondrial (mtDNA) é utilizado para caracterizar leveduras utilizadas na industria da
cerveja e do vinho. A digestdo do DNA mitocondrial por enzimas de restricdo como a
Hinfl ou Rsal, associado ao alto polimorfismo genético, tem sido usada para estudar a
autenticidade de linhagens comerciais de leveduras (QUEROL & BARRIO, 1990;
QUEROL et al., 1992b; GUILLAMON et al., 1994; LOPEZ et al., 2001).

Um método que utiliza PCR é o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA). Essa técnica se baseia na amplificacdo de regiGes randémicas usando iniciadores
“especificos ou ndo”. Um exemplo descrito para S. cerevisiae é a utilizacdo dos
iniciadores EI1 e LA. Uma vez que os introns ndo sdo essenciais para as funcgdes
génicas, eles apresentam sequéncias ndo conservadas e variaveis que podem ser usadas
para identificacdo de espécie e intraespécie. A vantagem dessa técnica é analisar muitas
amostras rapidamente, permitindo monitorar a multiplicacéo das leveduras, no processo
fermentativo (PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001).

A investigacdo da variacdo genética possibilitou o desenvolvimento de outro
método, para diferenciacdo de linhagens e espécies de leveduras, que baseia-se na
amplificacdo por PCR de fragmentos de DNA especificos seguida de clivagem por

enzimas de restricdo e analise dos fragmentos gerados. Essa técnica é denominada de
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Apesar de ser uma importante
técnica para diferenciar linhagens de S. cerevisiae, sua aplica¢do na rotina do controle
de qualidade industrial pode ser inviabilizada pelo longo tempo exigido para emisséo do
resultado (DE BARROS et al., 1999; FERNANDEZ-ESPINAR et al., 2001).

Ainda utilizando o método de PCR, a variagdo no intron COXI tem sido
observada entre linhagens e entre espécies, permitindo a diferenciacdo de linhagens de
S. cerevisiae. Uma reacdo de PCR multiplex com quatro primers selecionados mostrou-
se efetiva na andlise de polimorfismo de leveduras selvagens e comerciais para uso na
fermentacdo do vinho (LOPEZ et al., 2003).

Outra técnica utilizada para a identificacdo de leveduras é a andlise de
microssatélites, que sdo sequéncias de DNA de pequenos motivos repetidos (1-10
nucleotideos), dispostos lado a lado, dispersos pelo genoma (procariotos e eucariotos) e
que mostram varia¢do no numero de repeticdes entre diferentes espécies ou intraespécie.
Essas repetigdes sdo provavelmente consequéncia de “escorregadas” (slippage) durante
a replicacdo do DNA (FIELD & WILLS, 1998), recombinacao desigual ou alinhamento
incorreto das fitas de DNA (SALLES et al., 2003). Modificacdes na base do sistema do
marcador microssatélite geraram o marcador ISSR. Os microssatélites também séo
conhecidos por simple sequence repeats (SSR) ou short tandem repeats (STR)
(BUSCHIAZZO & GEMMEL, 2006).

Além disso, sdo classificados de acordo com numero de motivos repetidos
como mono, di, tri, tetra (os mais comuns) penta e hexanucleotideos e também de
acordo com o tipo de sequéncia repetida, como perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou
compostos (OLIVEIRA et al., 2006).

O uso de marcadores microssatélites nas analises genéticas oferece inimeras
vantagens em relacdo a outros tipos de marcadores (RFLP, RAPD, AFLP): sdo
altamente informativos (SALLES et al., 2003); s&o de heranga codominante (PEREZ et
al., 2001a) o que permite a discriminagdo entre homozigotos e heterozigotos; séo
multialélicos; ocorrem abundantemente no genoma dos eucariotos; sdo baseados em
PCR, portanto, exigem uma pequena quantidade de DNA,; sdo altamente reprodutiveis;
estdo bem dispersos nos genomas, em regifes codificadoras e ndo codificadoras
(SALLES et al., 2003).
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Os primeiros ensaios de genotipagem por microssatélites em leveduras foram
feitos no final da década de 90 para identificar linhagens laboratoriais de S. cerevisiae.
Mais recentemente eles tém sido usados para identificar linhagens industriais e
linhagens patogénicas dessa mesma espécie (RICHARD et al., 2008). A analise de
microssatélites € uma técnica que estd sendo utilizada para a diferenciacdo de linhagens
de leveduras utilizando a amplificagdo de iniciadores de microssatélites. Alguns
microssatélites tém sido utilizados com sucesso para caracterizacao e discriminagdo de
linhagens de S. cerevisiae (BALEIRAS COUTO et al., 1996; SILVA FILHO, 2003,
SOUZA et al., 2012). Silva-Filho e colaboradores (2005) utilizaram o primer (GTG)
para mostrar a sucessao de leveduras, durante a fermentacdo para producdo de alcool
combustivel. Os resultados mostraram que linhagens de S. cerevisiae indigenas
presentes no caldo de cana podem ser mais adaptadas ao processo industrial de obtencéo
do etanol. Os autores também identificaram que linhagens S. cerevisiae indigenas
dominaram a populagdo de leveduras. Os resultados confirmaram o potencial desse
marcador como ferramenta rapida e confidvel para a discriminacdo de leveduras ao
nivel de linhagens e espécie.

A utilizagdo de microssatélites também inclui o estudo dos loci de
microssatélites que estdo espalhados por todo o genoma de um organismo, que é
possivel pelo sequenciamento do genoma (BRADBURY et al., 2005). Nesse caso, a
sequéncia completa do genoma de S. cerevisiae permitiu a identificacdo dessas regides
como os tamanhos absolutos dos marcadores de microssatélites conhecidos. Alguns dos
loci usados mais frequentemente sdo: YOR267C, SC8132X, SCPTSY7 (TECHERA et
al., 2001); SCAAT1-ScAAT6 (SCHULLER et al., 2004); YML091C, YOL109 W,
YFR028C, YPLO09C, YDR160 W, YLL049, YBR240C, YGL014 W e YGL139
(RICHARDS et al., 2009). Esses loci também podem ser usados para varias amostras de
reag0es de PCR multiplex onde dois ou mais loci s&o amplificados (VAUDANO &
GARCIA-MORUNO, 2008; RICHARDS et al., 2009). Resultados sdo expressos como
um numero de repeticbes de locus. Esses loci foram identificados e utilizados em
estudos para diferenciacdo entre linhagens de S. cerevisiae (FIELD & WILLIS, 1998;
TECHERA et al., 2001; PEREZ et al., 2001b; MALGOIRE et al., 2005) e avaliados
para distinguir linhagens de leveduras disponiveis comercialmente (SCHULLER et al.,
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2004; LEGRAS et al., 2005; BRADBURY et al., 2005; VAUDANO & GARCIA-
MORUNO, 2008).

Uma das vantagens dessa técnica é seu carater altamente reprodutivel, gerando
abundante polimorfismo. Envolve ainda amplificacbes de DNA gendmico, utilizando
um unico primer. Além da desobrigacdo de obter informacdes sobre a sequéncia que
flanqueia parte do genoma, a anélise de ISSR é tecnicamente mais simples do que
muitos outros sistemas marcadores (LIU & WENDEL, 2001).

Apesar de ser uma técnica muito promissora para a diferenciacdo de linhagens
de S. cerevisiae, do ponto de vista da aplicagdo industrial, tem a desvantagem de utilizar
equipamentos muito caros e apresentar demora em emitir laudos (PEREZ et al., 2001;
HOWELL et al., 2004; MARINANGELI et al., 2004; LEGRAS et al., 2005).

Por ser um método simples, econémico, eficiente e principalmente rapido, a
utilizacdo dos marcadores microssatélites para analise da diversidade de linhagens de
leveduras presentes no processo fermentativo das destilarias pode ser uma ferramenta
para o controle da permanéncia da linhagem selecionada nas dornas de producédo de
cachaca.

Mais recentemente outras metodologias de sequéncia de DNA tém sido
estudadas, as quais sdo designadas por segunda geracdo de sequenciamento de DNA,
como, o sequenciamento eletroforético realizado em microchips, o sequenciamento por
hibridacdo e em tempo real. Nos Gltimos anos, tém sido estudadas varias aplicacdes para
essa geracdo de sequéncia e a sua aplicacdo passa pelo ressequenciamento do genoma
completo para a descoberta de mutagfes ou polimorfismos, mapeamento de rearranjos
estruturais, analise de metilagbes no DNA, entre outras (SHENDURE & JI, 2008).

1.7.2 A Denominacao de Origem para a cachaca produzida em Salinas

O mercado da cachaga tem passado por transformacbes configuradas,
principalmente pela busca crescente por um produto de qualidade e padronizado. Com
isso, 0 isolamento de leveduras a partir das unidades produtivas em diferentes regides
do pais tem o intuito de facilitar a utilizacdo desse fator natural (leveduras existentes

apenas na regido escolhida) em processos de delimitacdo de uma area produtiva.
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Acresca-se a isso que a selecdo de linhagens de leveduras com qualidades
fermentativas superiores e a sua consequente aplicacdo na producdo de cachaca, atraves
da técnica de fermentacdo assistida, podera se constituir em aumento da qualidade e de
padronizacdo do produto obtido, consequentemente melhorando a qualidade da cachaca
e a adequacdo a legislacdo brasileira. Isso seria garantido com a reinoculagdo de uma
determinada linhagem de levedura para manter a predominancia ao longo da safra de
producdo. Se ainda for possivel identificar no produto assim obtido a existéncia de um
marcador fisico-quimico especifico, estaria assim criada a possibilidade de
reivindicagdo de “Denominagdo de Origem” para a cachaga produzida nas regides
indicadas. Fator importante, a Indicacdo Geogréfica € um mecanismo para agregar valor
e diferenciar os produtos frente aos concorrentes.

Além dessas vantagens, outras também garantem repercussGes positivas, por
exemplo, a fidelizacdo do consumidor, que, sob a etiqueta da indicacdo geografica,
encontrara um produto de qualidade com caracteristicas regionais; o incremento na
comercializacdo dos produtos, facilitando o acesso aos mercados através da propriedade
coletiva; o aporte de maior competitividade no mercado internacional, uma vez que as
indicacdes geograficas projetam imagem associada a qualidade e tipificacdo do produto,
promovendo garantia institucional de qualidade, reputacdo e identidade do produto.

Tendo em vista que a regido de Salinas (MG) é um importante centro de
producdo de cachaca, tendo recebido recentemente o selo de Indicacdo de Procedéncia,
nosso trabalho pretendeu caracterizar bioquimica e molecularmente linhagens de
leveduras, provenientes de diferentes unidades de producdo de cachaca da microrregiao,
visando criar as bases para o fortalecimento da identificacdo geogréfica da bebida,
criando, assim, uma possibilidade de obtencdo da Denominacdo de Origem para a

cachaca produzida na regiao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar e caracterizar bioguimica e molecularmente linhagens de S.
cerevisiae a fim de utiliza-las na producao de cachaca de alambique e como indicadores

geograficos da microrregido de Salinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar linhagens de S. cerevisiae oriundas de diferentes dornas de fermentacdo da
microrregido de Salinas (MG), visando a sua utilizacdo no processo de producdo de
cachaca de alambique;

b) Selecionar as linhagens de leveduras com caracteristicas apropriadas para atender as
condigBes empregadas no processo produtivo da cachaga, tais como: resisténcia as
condicBes estressantes (alto teor de sacarose; elevados teores de alcool), resisténcia a
micocinas, capacidade de produzir compostos on-flavor (alcoois superiores e ésteres) e

baixa producdo de compostos off-flavor (&cido sulfidrico);

c) Realizar fermentacdes em escala de laboratorio, piloto e de producdo, para confirmar

producdo de compostos aromatizantes pelas linhagens de leveduras selecionadas;

d) Caracterizar a nivel molecular a/as linhagem/s cujo produto resultante seja
considerado o melhor do ponto de vista fisico-quimico e sensorial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolamento e selecédo das leveduras

Para a realizacdo do isolamento e da selecdo das leveduras utilizadas nesse
trabalho foram realizadas coletas de amostras do mosto fermentado (250 mL), no ano de
2008, em alambiques localizados na microrregido de Salinas — MG. As amostras foram
mantidas sob refrigeragcdo a 8 °C. Em seguida, o isolamento e a selecdo das leveduras
foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (LBCM) Universidade
Federal de Ouro Preto — Ouro Preto (MG).

A Figura 1 representa 0 mapa da microrregido de Salinas, em destaque 0s
distintos alambiques onde foram coletadas as amostras de mosto fermentado para
isolamento e selecéo das leveduras.

3.2 Manutencéo das culturas de leveduras

As culturas de leveduras isoladas e selecionadas foram mantidas em meio sélido
YP agar 2% (p/v) e dextrose 2% (p/v), a 4 °C e estocadas em meio YP dextrose 2%
(p/v), acrescido de glicerol 10% (p/v) a—-80 °C.
3.3 Meios de cultura

3.3.1 Meio YP

O meio YP (Yeast Peptone) é composto por extrato de levedura 1% (p/v) e

peptona 2% (p/v). Para o meio sélido, foi acrescentado agar 2% (p/v).

3.3.2 Meio YNB (DIFCO Laboratories)

O meio Yeast Nitrogen Base (DIFCO Laboratories) foi preparado conforme

indicado pelo fabricante.
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos alambiques onde foram coletadas amostras de mosto

fermentado para isolamento e selecéo das leveduras da microrregido de Salinas — MG.
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Como fonte de carbono e energia foram utilizadas diferentes fontes de carbono,
como: glicose, manitol, lactose, sacarose, galactose, maltose, rafinose, glicerol, etanol.

3.3.3 Meio YP caldo de cana 10% agar

O meio YP caldo de cana é composto por caldo de cana recém-colhido, extrato
de levedura 10 g/L, bacto-peptona 20 g/L e agar 2 g/L. O caldo de cana foi esterelizado
separadamente do meio. No momento do plaqueamento adicionou-se 100 pg/mL do
antibidtico cloranfenicol para prevenir o crescimento de bactérias (PATARO et al.,
2000).

3.3.4 Meio Minimo

O Meio Minimo é composto por 6,7 g/L de base nitrogenada sem aminoacidos e

sem suplementar com aminoéacidos, glicose 2%, agar (1,5%) para meio sélido, pH 6,5.
3.3.5 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 potassio e
lisina.

3.3.6 Meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories)

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

indicado pelo fabricante.

3.3.7 Meio YEPD-MB (Yeast Extract Peptone Dextrose — Methylene Blue)

O Meio YEPD-B é composto por extrato de leveduras (1%), peptona (2%),
glicose (2%) e agar (3%) em tampédo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,5. No momento de
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plagueamento adiciona-se 0,01% de azul de metileno (MORAIS et al., 1997; PATARO
etal., 1998, VICENTE, 2007).

3.4 Isolamento das leveduras

A metodologia usada neste trabalho foi conforme descrita por Vicente (2007).
Onde as amostras de mosto coletados foram submetidas a diluicdo seriada em agua
estéril (1:10; 1:100 e 1:1000) e aliquotas de 100 ul foram inoculadas, em triplicata, em
placas de Petri 150 mm de didmetro contendo o meio YP caldo de cana 2% e
cloranfenicol 100 pg/mL e incubadas a 30 °C por 72 horas. Foram isoladas
aproximadamente 480 colénias de leveduras de cada amostra coletada. Essas col6nias
foram transferidas por “replica plating” para placas contendo YPD e incubadas a 30 °C

por 48 horas.

3.4.1 Testes bioguimicos para identificacdo taxondmica das leveduras

As leveduras isoladas foram submetidas a testes bioquimicos de crescimento em
diferentes fontes de carbono e de assimilacdo de nitrogénio. Apds o crescimento, as
leveduras foram transferidas por “replica plating” para meio YNB contendo a fonte de
carbono a ser testada e meio YPD 2% para manutencdo da cultura e incubadas a 30 °C
por 48 horas. As leveduras com caracteristicas compativeis com S. cerevisiae de acordo
com a metodologia desenvolvida por Vaughan-Martini e Martini (1993) foram
selecionadas e submetidas aos demais testes de assimilacdo de fontes de nitrogénio.

Para tanto, as leveduras foram inoculadas por “replica plating”, em placas de
Petri contendo meio Yeast Carbon Base (DIFCO Laboratories) e lisina. As placas foram
incubadas a 30 °C por 48 horas e o crescimento foi observado. As leveduras que
apresentaram crescimento de acordo com a chave de identificacdo para S. cerevisiae

foram submetidas aos demais testes.
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3.4.2 Testes de Floculagao

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 agitagdo a 200 rpm (Incubador Rotatorio New Brunswick Model G25). Apos
esse periodo, uma aliquota de 50 pl da amostra em estudo e 950 pl de meio YPD 2% foi
transferida assepticamente para uma cubeta e medido a DO600,, em um
espectrofotdmetro (Beckman Modelo DU-68). A amostra era incubada até atingir uma
DO600,, igual a uma unidade e a floculagdo foi observada visualmente sua decantacao
(D'HAUTCOURT & SMART, 1999; JIN & SPEERS, 1998; JIN & SPEERS, 2000;
POWELL et al.,, 2003; VERSTREPEN et al., 2001; VERSTREPEN et al., 2003b;
VICENTE, 2007).

3.4.3 Medida da producéo de H,S

As leveduras foram crescidas em placas de Petri contendo meio YPD 2% e
incubadas a 30 °C durante 72 horas. Apo6s este periodo, as leveduras foram inoculadas
em meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories) e incubadas a 30 °C durante 72
horas. As colbnias que apresentavam coloracdo negra apés o término do tempo de
incubacdo foram consideradas produtoras de H,S (JIRANEK et al., 1995b; JIRANEK et
al., 1995a; VICENTE, 2007).

3.4.4 Medida da producéo e resisténcia a micocinas

As leveduras foram crescidas em placas contendo YPD e incubadas a 30 °C por
48 horas. Apos o crescimento as col6nias de leveduras foram submetidas a diluigdo em
1 mL de solugdo salina (0,9% de NaCl) sendo que 100 pL de solugdo contendo a
levedura Candida glabrata NCYC 388 e uma sensivel ao padrdo S. cerevisiae NCYC
1006, foram inoculados no meio MeioYEPD-B com o auxilio de uma alc¢a de Drigalski.
Essas linhagens foram utilizadas como linhagens sensiveis e produtora de micocinas,

respectivamente Em seguida aplicou-se 5 pL da levedura teste em pontos previamente
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identificados. As placas foram, entdo, incubadas a 25 °C durante 7 dias para verificar a
producéo e a resisténcia ou sensibilidade a micocinas. As linhagens foram identificadas
como produtoras de micocinas pela formacdo de um halo azul escuro préximo a colénia
teste (MORAIS et al., 1997; PATARO et al., 1998; VICENTE, 2007).

3.4.5 Tolerancia ao estresse

A maioria das linhagens de leveduras isoladas em alambiques artesanais mostra-
se bem adaptada as condi¢cBes ambientais observadas nas dornas de fermentacéo. Elas
séo capazes de crescer em condi¢Oes de estresse como: a 37 °C, em meio contendo 25%
de glicose e 8% etanol (PATARO et al., 2000).

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 8 e 10%, e incubadas a 30 °C e 37 °C por 72 horas (VICENTE, 2007).

3.4.7 Teste de resisténcia a 5,5°,5”-trifluoro-DL-leucina (TFL) e cerulenina

3.4.7.1 Teste de sensibilidade natural a TFL

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%) como fonte de carbono,
suplementadas e ndo com 1 mM de TFL. Essas placas foram incubadas a 30 °C por 72
horas. As linhagens de levedura que crescem em tais condicdes sdo consideradas
resistentes a TFL (ASHIDA et al., 1987; CASALONE et al., 1997; BENDONI et al.,
1999; CAVALIERI et al., 1999 apud VICENTE, 2007).

3.4.7.2 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
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plating” para meio minimo contendo glicose (2%), suplementadas e ndo com 25 uM de
cerulenina. Essas placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas. As linhagens de
levedura que crescem em tais condi¢bes sdo consideradas resistentes a cerulenina
(ICHIKAWA et al., 1991; ARIKAWA et al., 2000; VICENTE, 2007).

3.5 Determinacéo da atividade enzimética da invertase

3.5.1 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. Apos 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). O crescimento foi monitorado por
medidas de DO600,, em espectrofotdmetro (Beckman Model DU-68). Prosseguiu-se o
crescimento das leveduras até que a DO600,, atingisse uma unidade (SALGADO et al.,
2002).

3.5.2 Preparo de extratos celulares para determinacdo da atividade da enzima

invertase

Cerca de 5 mL de cultura com DO600,, = 1 foram centrifugadas por 5 minutos,
4 °C, 1000 rpm. Apds o descarte do sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspenso
em 3 mL de agua destilada gelada. A amostra foi novamente centrifugada; o
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspenso em 3 mL de tampédo
imidazol 200 mM (Imidazol 200 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7) e
centrifugado nas mesmas condi¢des. Apds o descarte do sobrenadante, adicionou-se 1
mL de tampdo imidazol 50 mM (Imidazol 50 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7)
e 0,5 g de pérola de vidro a cada tubo. As células foram rompidas por agitacdo em
vortex (3 X 60 segundos) com repouso em gelo nos intervalos de agitagdo. Apds esse
procedimento, adicionou-se 2,5 pl de 100 mM PMSF (Phenylmetyl Sulphonyl
Fluoride). O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifuga tipo

eppendorf 1,7 mL e centrifugado por 5 minutos, a 3500 rpm (Heraeus Sepatech,
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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 et al.,
2002; VICENTE, 2007).

3.5.3 Dosagem da enzima invertase

A dosagem da enzima invertase foi realizada em um aparelho de dosagens
bioquimica (COBAS-FARA Roche®). Foi utilizada como substrato para a reacdo uma
solucdo de sacarose 0,3 M em acetato de potassio 100 mM, pH 5,1. Ap6s 5 minutos de
incubacdo a 30 °C, a reacado era interrompida pela adicdo de NaOH 1 M e, em seguida,
adicionado igual volume de HCI 1 M para neutralizar o pH da reacdo. ApoOs esse
procedimento, a glicose liberada foi determinada pelo método glicose-
oxidase/peroxidase, tendo a ortodianisidina como reativo de cor e a leitura da
absorbancia foi feita a 546 nm. A atividade da enzima invertase foi expressa em nmoles
de glicose. mg proteina’.min®. (GOLDSTEIN & LAMPEN, 1975; CELENZA &
CARLSON, 1989; VICENTE, 2007).

3.6 FermentacGes em escala piloto e ambiente de producéo

3.6.1 Preparo do inéculo e multiplicacdo das leveduras

As leveduras foram estriadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% (p/v) e
incubadas a 30 °C, por 48 horas. ApGs esse periodo, as leveduras foram inoculadas em 5
mL de meio YPD 2% (p/v) e incubadas a 28 °C, por 24 horas, sob agitacdo a 200 rpm
(Incubador rotatério New Brunswich Model G25). Apds esse periodo, a aliquota foi
inoculada em 20 mL de meio YPD 2% (p/v), incubada a 28 °C, por 24 horas, sob
agitacdo a 200 rpm. Essa aliquota foi transferida para 100 mL de meio YPD 2% (p/v),
incubada a 28 °C, por 24 horas, sendo entéo transferida para 1000 mL de caldo de cana,
previamente esterelizado, diluido a 5 °Brix final (p/v) e acrescido de extrato de
levedura. As culturas foram incubadas a 28 °C, por 24 horas, sob agitagdo a 200 rpm.
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Foi realizada essa etapa até obtencdo de uma massa celular suficiente para iniciar a
multiplicacdo das leveduras

A multiplicacdo das leveduras foi realizada em baldes plastico estéreis (Figura
2a), utilizando 10 L de caldo de cana-de-agucar esterilizado, adicionado de extrato de
levedura a 1% (p/v), diluido a 5 °Brix, sob aeragdo constante, feita através de injecao de
ar, por compressor (BIG AIR modelo A 420), com capacidade de bombeamento de 4,5
litros de ar/minuto. Em seguida, as leveduras pré-crescidas foram inoculadas nesse
meio, sendo que apos seu crescimento e até que o caldo atingisse zero °Brix, 0 vinho
resultante foi separado das células e descartado (Figura 2b). As células obtidas foi
adicionado novo volume de caldo de cana 10 L, nas mesmas condi¢Oes citadas
anteriormente. Essa etapa de abastecimento foi repetida até a obtencdo de uma massa
celular suficiente, para iniciar o processo fermentativo.

Essa massa celular (pré-cultura) (Figura 2c) foi inoculada em 5 L de caldo de
cana, em dornas de fermentacdo de inox com capacidade para 50 L, na concentracao de
10° células/mL. Dando inicio & formacéo do pé de cuba, que representava 20% do
volume util da dorna de fermentacdo, o abastecimento com caldo de cana foi gradativo
em relagdo ao volume 3 L e ao teor do °Brix, 7, 9, 11, 13, 15, totalizando um volume
final de 20 L, colocado em repouso, por 24 horas. Com esse processo esperava-se a
adaptacéo das leveduras a um meio com concentragdo de sacarose superior ao utilizado
na multiplicacdo das células, para o processo fermentativo. Apos esse periodo, foram
retirados 10 L do volume final obtido e descartado, sendo o restante denominado pé de
cuba.

J& para a producdo em escala de producdo, foram utilizadas duas linhagens
selecionadas, sendo que o preparo do inoculo foi realizado conforme descrito
anteriormente. No entanto, a multiplicacdo das leveduras foi realizada em um
biorreator-fermentador (Tecnal, modelo 15) com rotagdo do motor de 150-200 (rpm),
20% de aeracdo e temperatura a 30 °C. Foi utilizado caldo de cana-de-agucar estéril,
adicionado de extrato de levedura a 1% (p/v), diluido a 5 °Brix. As leveduras pré-
crescidas foram inoculadas nesse meio, sendo que apOs seu crescimento e o caldo
atingir a zero °Brix, 0 vinho resultante foi separado das células e descartado. As células
obtidas foi adicionado novo volume de caldo de cana 10 L, nas mesmas condic¢des

citadas anteriormente. Essa etapa de abastecimento foi repetida até a obtencdo de uma
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Figura 2. Processo de multiplicacdo das linhagens de levedura (a), massa celular depois
da retirada do vinho (b) e massa celular da linhagem LBCM 680 (c), selecionada na
microrregido de Salinas, utilizando baldes plasticos com capacidade de 20 L e caldo de

cana-de-acucar estéril diluido a 5 °Brix.

31



Figura 3. Propagador em aco inoxidavel asséptico utilizado para a realizacdo da
propagacdo das células de leveduras, até obtencdo de massa celular suficiente para

abastecimento das dornas para producdo de cachaca.
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massa celular suficiente, para iniciar o processo de propagacdo das leveduras. Para a
propagacdo das leveduras em escala de produgéo, foram utilizadas duas linhagens de
leveduras (LBCM 678 e LBCM 680), selecionadas de dornas de fermentacdo da
producdo de cachaca, da microrregido de Salinas-MG. Essas leveduras foram
multiplicadas em um propagador de camisa dupla em aco inoxidavel de produgéo local
na tornearia Xavier, onde se trabalhava em um ambiente asséptico (Figura 3), com o
objetivo de aumentar a quantidade de massa celular.

Foi usado caldo de cana pasteurizado (90 °C), a 7 °Brix, e as leveduras foram
crescidas por 24 horas, sob agitacdo de 25 a 32 rpm. Essa massa celular (pré-cultura) foi
inoculada em 250 L de caldo de cana 9 °Brix, em dornas de fermentacdo de aco
inoxidavel com capacidade para 1000 L, na concentracao de 10° células/mL.

A extracdo do caldo de cana foi feito por meio de uma moenda de um terno
(marca FALK 12 x 16), filtrado em uma peneira (Figura 4a). Em seguida passando
pelos processos de decantacéo e dilui¢do para 15° Brix, com adi¢do de &gua (Figura 4b).

3.7 Parametros fermentativos

Os parametros fermentativos avaliados foram acompanhados diariamente sendo
eles: consumo de sélidos solUveis (°Brix), acidez total do vinho e teor alcodlico do
vinho. Ao término da primeira fermentacdo, foram retirados 80% do vinho para
destilacdo, sendo as dornas de fermentacdo reabastecidas com caldo de cana. Tal
processo foi realizado durante 10 ciclos fermentativos. O experimento em escala piloto
foi realizado no Laboratério de Microbiologia do IFNMG — Campus Salinas - Salinas,
(MG). Ja o de escala de producéo foi realizado na fazenda Experimental Santa Isabel do
IFNMG — Campus Salinas.

3.7.1 Coleta das amostras para o acompanhamento das leveduras durante o

processo fermentativo
A cada 0, 3, 6 e 9 dias, uma aliquota de 100 mL do mosto foi coletada

assepticamente das diferentes dornas e foi inoculada em meio YPD 2% e incubada a 30

°C por 48 horas. Apo0s esse periodo, foram coletadas aleatoriamente 100 coldnias de
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Figura 4. Caldo de cana sendo filtrado em peneira de ago inoxidavel 2 mm (a),
processo de decantacdo e diluicdo do caldo de cana-de-agUcar e afericdo do °Brix (b)
para producéo da cachaca.
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cada placa de petri e inoculada em YPD 2% e incubada a 30 °C por 48 horas. Essas
leveduras foram utilizadas para avaliacdo da prevaléncia e permanéncia das linhagens

nas dornas de fermentacéo.

3.7.2 Fermentacdo em escala piloto e em escala de producéo

O abastecimento das dornas de fermentacdo em escala piloto foi realizado
gradativamente por trés vezes (Figura, 5a), totalizando um volume final de 40 L. Sobre
0 pé de cuba que se encontrava com zero °Brix, adicionavam-se 10 L de caldo a 15
°Brix. Ap6s o °Brix do mosto atingir 3 °Brix, as dornas de fermentacdo foram
reabastecidas com mais 10 L de caldo de cana a 15 °Brix. Esse processo foi repetido até
o volume util da dorna de fermentacdo alcancar 40 L (Figura, 5b), sendo que, ap0s o
ultimo abastecimento, o meio foi colocado em repouso até zerar o °Brix. O vinho obtido
subsequentemente foi encaminhado para destilagdo, permanecendo nas dornas um
volume de cerca de 20% de indculo (pé-de-cuba), sendo reiniciado o reabastecimento
das dornas de fermentacéo.

A taxa de consumo de solidos soluveis (°Brix) foi determinada por medidas em
refratbmetro eletronico portatil (marca ANTON PAAR modelo DMA 35A), com
compensacao automatica de temperatura, a cada abastecimento.

O processo fermentativo em escala de producao foi realizado em quatro dornas
de aco inoxidavel com capacidade total de 1000 litros, sendo o volume atil de 800 litros,
as fermentacOes foram realizadas em duplicata das duas linhagens selecionadas.

O abastecimento das dornas foi realizado gradativamente com caldo de cana-de-
acucar a 15 °Brix, aferido por meio do sacarimetro de °Brix (HG Brasil), num total de
trés abastecimentos, totalizando um volume final de 750 litros (Figura 5c). Apo6s o
ultimo abastecimento deixava-se 0 mosto em repouso até zerar o °Brix. O vinho
subsequentemente era encaminhado para destilacdo, permanecendo nas dornas um
volume de 20% do indculo (pé-de-cuba) para a proxima fermentacéo.

As fermentacGes duraram aproximadamente 24 h, quando o teor de solidos em
suspensdo (°Brix) atingiu zero (Figura 5d). O vinho, entdo, era retirado para as dornas
volantes onde era encaminhado para os alambiques. Apds essa etapa de retirada e
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Figura 5. Dornas em aco inoxidadvel com volume util de 40 L, utilizadas nas

fermentagdes em escala piloto no laboratério de microbiologia do IFNMG — Campus
Salinas. Abastecimento gradativo das dornas (a) dornas abastecidas (b) dornas em aco
inoxidavel em processo fermentativo com volume til de 800 L (c), dornas em final de

fermentagdo em escala de producdo (d) na producéo de cachaca.
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encaminhamento do vinho para a destilagcdo, dava-se inicio ao reabastecimento das
dornas. Sendo realizado 9 ciclos fermentativos.
Ao término de cada fermentacdo foram realizadas analises da acidez total e teor

alcodlico do vinho conforme descrito nos itens 3.8.1 e 3.8.2.

3.7.3 Destilacdo em alambique de cobre

O mosto fermentado (vinho), deslevedurado por decantacdo, foi analisado
quanto a acidez do vinho e grau alcodlico. A seguir foi encaminhado a destilacdo em um
alambique de cobre com capacidade de 40 litros (Figura 6a), aquecido e mantido a
temperatura interna em torno de 90 °C visualizado por um termdmetro. O processo da
destilacdo do vinho da escala de producdo, foi realizado em dois alambiques simples de
cobre e de um sé corpo (Figura 6b), com capacidade Gtil de 600 litros, com termbémetro,
aquecimento a vapor e manometro digital.

O destilado total foi fracionado em trés partes: a primeira (5% do volume,
correspondente a fracdo “cabega”), a fracdo intermediaria (80% do volume
correspondente fragdo “cora¢@o”) e a ultima (15% do volume, correspondente a fragdo
“cauda” e descartada apos destilacdo) utilizando a seguinte formula para determinacao

do volume a ser destilado:

VD =TAV x VV onde:
TAC

VD: Volume total de destilado;
TAV: Teor alcodlico do vinho;
VV: Volume do vinho;

TAC: Teor alcoolico da cachaca.

A fragdo do “coracdo” foi acondicionada em garrafas de vidro para as andlises

fisico-quimicas e teste de preferéncia.
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Figura 6. Alambique de cobre para obtencdo da cachaca, volume util 40 L e
aquecimento com fogo direto (a). Alambique de cobre, simples de um s6 corpo com
volume util de 600 L, com termémetro, aquecimento a vapor e manémetro digital,

utilizado nas destilacbes em escala de producéo (b).
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3.8 Andlises fisico-quimicas

3.8.1 Acidez total do mosto

A acidez total do mosto foi determinada por titulometria, com solugéo de
hidréxido de sodio 0,01 mol/L, segundo as normas da ABNT (1997b). Sendo que, no
final da fermentacdo, retirou-se 10 mL do vinho, transferiu-se esse volume para o
erlenmeyer, completando esse volume para 100 mL com agua destilada, e solucdo de
fenolftaleina 1% como indicador, e por fim realizou-se a titulagdo com uma solucéao

padrdo de NaOH até a viragem do indicador.

3.8.2 Grau alcodlico do vinho (%)

O grau alcodlico foi determinado pelo uso do ebulidbmetro, onde 20 mL das
amostras foram utilizadas. A afericdo do equipamento foi realizada diariamente com
agua destilada para verificar o ponto de ebulicdo da 4gua. Em uma régua graduada, a
temperatura de ebulicdo da agua foi fixada no valor obtido através da leitura do
termOGmetro no momento de estabilizacdo da temperatura de ebulicdo. A temperatura de
ebulicdo dos vinhos foi comparada com a da agua e o resultado foi obtido diretamente
na régua em % (v/v) de alcool. Os dados foram obtidos em triplicata.

As determinacBes dos compostos presentes no produto final (cachaca), tais como
acidez total e volatil, grau alcodlico aparente e real, foram realizadas segundo
metodologia estabelecida pelo MAPA, na Instrugdo Normativa n°. 24 de 08 de setembro
de 2005 (BRASIL, 2005b). A determinacdo de aldeidos totais foi realizada de acordo
com a metodologia da ABNT (1997c), por método espectrofotométrico.

Para poder determinar o grau alcodlico real da cachaga (% v/v), a 20 °C foi
utilizada a metodologia conforme BRASIL (2005b), utilizado um destilador eletrdnico
(Super DDE da marca Gibertini). O grau alcodlico foi determinado com base na
separagdo do alcool da amostra, por destilacdo, e sua posterior medigdo no densimetro
eletronico (marca ANTON PAAR modelo DMA 35A).
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3.8.3 Compostos volateis na cachaca

A determinacdo de acetaldeido, acetato de etila, metanol, alcoois superiores e
furfural foram realizadas por cromatografia gasosa, cromatografo a gas Shimadzu 17A,
com detector de ionizagdo em chama, utilizando uma coluna capilar de polietileno glicol
(Supelco) de 60 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. As
condicBes cromatograficas foram as seguintes: temperatura do injetor igual a 225 °C,
temperatura do detector igual a 280 °C; fluxo de gas de arraste (hélio) 30 mL/min.;
vazdo dos gases no detector, hidrogénio 30 mL/min. e ar sintético 300 mL/min. e taxa
de split igual a 30. A programacdo de temperatura do forno da coluna, durante a analise
cromatogréfica, foi inicialmente a 50 °C por 6 minutos e entdo foi elevada a 100 °C, a
uma rampa de 15 °C/min., até 190 °C (padrdes) e 250 °C (amostras) por 2 min., a uma
rampa de 20 °C/min. O volume injetado foi de 2,0 ul do destilado. As injecdes foram
realizadas em triplicata (BOSCOLO, 2000; NONATO, 2001; CARDOSO, 2004,
VICENTE, 2007; SOUZA, 2010).

Para realizar as analises cromatograficas foi necessario realizar uma curva
padrdo, utilizando os padrfes das substancias investigadas, em concentracdes distintas.
Foram utilizados os seguintes padrdes (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).
Tais padrdes foram preparados em solucéo alcodlica 40% v/v (alcool etilico grau HPLC
-Fisher Scientific e agua destilada deionizada. Utilizando as areas dos picos desses
padrbes associados com as areas dos picos do padrdo interno utilizado (n-pentanol —
2,5%), foi obtido um indice associado a concentracdo utilizada do padrdo. Com base
nesses dois parametros (concentracdo do padrdo x relacdo area substancia padrao/area
padrdo interno), a equacdo de regressdo linear do grafico foi obtida e a quantidade de

cada composto de cada amostra foi determinada.

3.9 Teste de aceitacéo de cachaca

Diferentes amostras de cachaca foram submetidas ao teste de aceitagéo, a fim de

avaliar se 0s consumidores gostavam ou desgostavam do produto. Foram recrutados 68
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consumidores escolhidos aleatoriamente, incluindo docentes, alunos (maiores de 18
anos), servidores do IFNMG - Campus Salinas, moradores da cidade de Salinas e
cidades circunvizinhas. A identificacdo dos degustadores foi feita por meio da faixa
etaria e sexo, além dos mesmos mencionarem com que frequéncia consumiam cachaca e
a razdo do consumo.

Os consumidores receberam as amostras de forma monadica e sequencial,
codificadas com trés digitos, em volume de 20 mL em tacas de cristal 1ISO padréo
internacional de degustacao, cobertas com vidro de rel6gio, em cabines individuais com
iluminacdo colorida (vermelha), a temperatura entre 22-25 °C. Os 68 consumidores
avaliaram as duas amostras nos critérios de impressdo global, aroma, sabor e acidez
(queimacdo na degluticdo) caracteristico de cachacas. Cada consumidor recebeu uma
ficha de avaliacdo contendo uma escala hedonica verbal de até 9 pontos (onde: 9 =
gostei muitissimo; 1 = desgostei muitissimo), para que ele apontasse o0 quanto gostou ou
desgostou de cada uma das amostras. Além disso, cada degustador indicou o motivo que

o levou a dar a nota para cada uma das amostras.

3.10 Fermentacdes em escala laboratorial para acompanhar a cinética de formacéo
dos compostos volateis.

As leveduras foram retiradas dos tubos de preservacao estocados em freezer —
80°C e uma aliquota de 200 pl de cada linhagem foi inoculada em 3 mL de caldo YPD
2% e incubadas a 30 °C durante 24 horas. Apds o crescimento, as leveduras foram
inoculadas em 50 ml de caldo YPD 2% e incubadas a 30 °C por 24 horas. As células
foram, entdo, reinoculadas em 150 mL de caldo YPD 2%, até a fase estacionéria. O
inicio da fermentagdo ocorreu com o inéculo de 10° células/mL em frascos de 500 mL
com sistema de bloqueio de entrada de ar. O meio utilizado foi melado diluido a 8 °Brix
no volume de 300 mL. Os frascos foram mantidos durante o processo fermentativo a 30
°C por 24 horas onde zerou o0 °Brix. Ao longo da fermentagdo nos tempos de 0, 6, 12 e
24 horas, aliquotas de 25 mL foram retiradas do meio fermentativo para extracdo dos

compostos volateis.
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3.11 Analises bioquimicas, fisioldgicas e moleculares das leveduras

3.11.1 Analises bioquimicas e fisioldgicas

As linhagens de leveduras selvagens pré-selecionadas foram submetidas a
metodologia de selecdo de leveduras com caracteristicas apropriadas a producdo de
cachaca proposta por Vicente (2007), tendo como objetivo avaliar a estabilidade
fisioldégica em algumas condicGes similares as encontradas nas dornas de fermentagéo
da cachaga como o crescimento a 37 °C, etanol 8% e glicose 25% (PATARO et al.,
2000; VICENTE, 2007). As 7680 linhagens selvagens foram avaliadas sob o0s seguintes
parametros: 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, resisténcia a
TFL e cerulenina; floculacdo; capacidade de producdo de micocinas (atividade Killer);
ndo producdo de H,S. Para avaliar a estabilidade fisiologica, as linhagens foram
crescidas em meio YPD 2% e incubadas a 30 °C e 37 °C por 48 horas. Ao final deste
periodo, as linhagens foram submetidas aos testes mencionados anteriormente por

réplica plating.

3.11.2 ldentificacdo e anélise do polimorfismo molecular das linhagens de

leveduras

As leveduras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 mL de meio YPD
2%, incubadas (Incubador New Brunswick Model G25) a 30 °C, sob agitacdo de 200
rpm (agitador rotatério New Brunswick) e crescidas até se atingir a densidade Optica
(DO) correspondente a 1. Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas por 4
minutos, a 4 °C, e 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas
com 2 mL de agua destilada estéril. Apos centrifugacdo a 3000 rpm (Heraeus Sepatech,
Biofuge 13) por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 200 ul tampé&o de extracdo (sorbitol 1 M, EDTA-Na, 0,1 M, pH 7,5),
em tubos eppendorfs com capacidade 1,5 mL. A seguir, adicionou-se 30 ul de solugéo

liticase (5 U/ul liticase e 8 ul/mL B-Mercaptoetanol em tampéo de extracdo) e agitou-se
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ligeiramente (LOPEZ et al., 2001). Esse tubo foi incubado por 2 horas a 37 °C. Ap06s
esse procedimento, foram adicionados 200 ul de tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 20
mM EDTA-Na,, pH 7,4) e 10 ul de SDS 10% (w/v), agitando cuidadosamente. Em
seguida, os tubos foram incubados por 5 minutos a 65 °C. A seguir, adicionou-se 160 pl
de acetato de potéssio 1 M, mantendo-se em gelo, durante 30 minutos. Ao término desse
tempo, procedeu-se a centrifugagdo por 15 minutos a 13000 rpm (Heraeus Sepatech,
Biofuge 13). Ao término da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo previamente identificado, adicionando-se 0 mesmo volume de alcool iso-propanol.
Esse tubo foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
procedimento, o tubo foi novamente centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm (Heraeus
Sepatech, Biofuge 13). Logo apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado,
adicionando-se 700 ul de etanol 70%. Em seguida, procedeu-se a uma centrifugacao por
10 minutos a 13000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofuge 13); o sobrenadante foi descartado
e o pellet de DNA obtido foi seco a 65 °C. Em seguida, o0 DNA foi ressuspenso em 40
ul de agua purificada (Sistema Milli-Q Millipore) e sua concentracdo determinada

através da A260 nm usando-se o Nanovue.

3.11.3 Amplificagéo do fragmento ITS1-1TS4 (PCR-ITS)

A amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer Region),
correspondente a regido intergénica do DNA ribossomal das leveduras, foi realizada,
utilizando a técnica de PCR (Termociclador Eppendorf-Mastercycler) (WHITE et al.,
1990 apud SOUZA, 2010) e os seguintes iniciadores:

ITS1 (T CCG TAG GTG AAC CTG CGG)
ITS4 (T CCT CCG CTT ATT GAT ATG C)

A reacdo de amplificacdo foi realizada com 2,5 pl do tampéo 10x, 0,7 pl de

MgCl,50 mM, 2,5 pl de dNTPs 2.5 mM, 1 ul de cada primer (20 pmol/ ul), 1 U de Taq
DNA platinum polimerase (Invitrogen) e 1 pl de DNA gendmico extraido das leveduras
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selecionadas, diluidos para uma concrentracdo de aproximadamente 300 ng/pl em um
volume final de 25 pl .

Os ciclos de PCR foram: uma desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos; 34
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 52 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 10 minutos, seguido de uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Ao produto de PCR amplificado (10 pl) foi adicionado 1pl de loading buffer (6x
— azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25% e sacarose 40% p/v). As amostras
foram aplicadas em gel de algarose 1,2% (p/v) e a eletroforese conduzida em tampé&o
TAE 1x (0,04 M TRIS, 1 mM EDTA, pH 8,0 ajustado com &cido acético). Apds a
corrida eletroforética o gel foi corado com brometo de etideo (1 pg/mL) sob agitacdo
por 20 minutos, sendo revelado e fotografado em foto documentador (Alphalmager ®
Mini). O marcador de DNA 1 Kb (invitrogen) foi utilizado como padrdo de peso

molecular.

3.11.4 Purificacao do produto de PCR-ITS

A 15 ul do produto de PCR adicionou-se 210 ul de TE (10 Mm Tris, 1mM
EDTA, pH 8) e 25 ul de acetato de sédio 3 M pH 51 e 250 pl de PCI
(fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, 25:24: 1). A mistura foi homogeneizada em vortex
e centrifugada a 13.000 rpm por 10 min. (Heraeus Spatech, Biofuge 13). Retirou-se a
fase superior, a qual foi transferida para um novo tubo. Para precipitar 0 DNA,
adicionaram-se 2 volumes de etanol 100% gelado. O tubo foi mantido a —70 °C por 1
hora. Em seguida, procedeu-se a uma centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos
(Heraeus Spatech, Biofuge 13). O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a 68 °C

por 15 minutos e ressuspenso em 20 ul de agua Mili-Q.
3.11.5 Digestéo do fragmento ITS

Os fragmentos de DNA resultantes da amplificacdo e purificados foram
digeridos com as enzimas de restricdo Cfol, Haelll e Hinfl (HERAS VASQUEZ et al.,

2002). Para cada reacdo de digestdo, foram utilizados 15 pl de DNA, 2 ul do tampéo
especificado pelo fornecedor da enzima, 0,5 pl de enzima e agua Mili-Q estéril
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suficiente para um volume final de 20 ul por tubo. As amostras foram, entdo, colocadas
na estufa a 37 °C, overnight.

3.11.6 Eletroforese em gel de agarose

Aos produtos da digestédo foi adicionado 1 pl de loading-buffer (6x — azul de
bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25% e sacarose 40% p/v). As amostras foram
aplicadas em gel de agarose 1,2% (p/v) e a eletroforese conduzida em tampdo TAE 1x
(0,04 M TRIS, 1 mM EDTA, pH 8, ajustado com &cido acético). Ap6s a corrida
eletroforética, o gel foi corado com brometo de etideo (2 pg/ml), sob agitacdo, por 30
minutos. O marcador de DNA 100-3000bp (Axygen Biosciences) foi usado como
padrdo (OLIVEIRA et al., 2008).

3.11.7 Caracterizacéo do polimorfismo das leveduras por RAPD — PCR

Para caracterizacdo do polimorfismo das leveduras também foi realizada a
técnica de RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA). Foram utilizados os

seguintes iniciadores:

ElI1 (CTGGCTTGGTGTATGT)
LA1l (GCGACGGTGTACTAAC) (PATARO et al., 2000 apud SOUZA, 2010).

A reagdo foi realizada em um volume final de 25 pl, o qual continha 1 pl de
DNA gendmico (300 ng), 20 pmol/ul de cada primer, 0,25 mM de dNTP, 2,5 ul do
tampao 10x, 0,75 ul de MgCl, e 1 U de Taq DNA platinum polimerase (Invitrogen). A
amplificacdo ocorreu a partir de uma etapa de desnaturagdo inicial 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. Apos ultimo ciclo, houve uma
extensdo final a 72 °C por 10 minutos (DE BARROS et al., 1996; PATARO et al.,
2000).

A anélise do produto de RAPD-PCR foi conduzida em gel de poliacrilamida 8%

(acrilamida 30% e bis-acrilamida 1%), ap6s 6 horas de corrida eletroforética a 120
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volts. O gel foi corado com prata, conforme protocolo a seguir: fixacdo com solucgéo de
fixacdo (etanol 10% e &cido acético 0,5%) por 10 minutos; lavagem répida com &gua
Mili-Q, coloracdo por 10 minutos com solucédo de coloracédo (etanol 10%, acido acético
0,5% e nitrato de prata 12 mM); lavagem com agua Milli-Q durante 15 segundos;
revelagdo com solucéo de desenvolvimento (NaOH 0,75 M e formaldeido 38%) até o
aparecimento da cor. O gel foi, entdo, fotografado em um foto documentador
(Alphalmager ® Mini) e analisado. O marcador de DNA 1 Kb (Invitrogen) foi usado
como padrdo (DE BARROS et al., 1996; PATARO et al., 2000).

3.11.8 Identificagdo e polimorfismo das leveduras por COX — PCR

Foram utilizadas como molde amostras de DNA extraidas de acordo com o item
3.11.2. O gene mitocondrial COX | que codifica a subunidade 1 da citocromo oxidase,
foi utilizado para andlise devido a variagdo no nimero e a posicdo dos introns do gene
COX que é peculiar a cada linhagem (LOPEZ et al., 2003). Os introns do COX | foram

amplificados pela técnica de PCR, utilizando os seguintes primers:

3L (GCTTTAATTGGWGGWTTTGG)
3R (ATTGTCATACCATTTGTYCTYAT)
4L (GAAGTAGCAGGWGGWGGWGA)
5R (GTTAGCTAAGGCWACWCCWGT)

O DNA foi amplificado em termociclador (Eppendorf-Mastercycler). A reacéo
de amplificagdo continha 20 pmol/ul de cada primer, 0,25 mM de dNTP, 2,5 ul do
tampao 10x, 0,7 ul de MgCl, 50 mM, 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 1 pl
de DNAmt (300 ng), em um volume final de 25 ul. A amplificagdo ocorreu a partir de
uma etapa de desnaturacéo a 95 °C por 4 minutos; 35 ciclos de desnaturacéo 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. Para visualizacdo dos produtos de amplificagdo, os
produtos de COX-PCR (12 ul) foram misturados a 3 ul de loading-buffer aplicados em
gel de poliacrilamida 6% e revelados por coloracdo com prata, como descrito no item

anterior.
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3.11.9 Anélise de microssatélites

Em S. cerevisiae, seis microssatelites foram descritos como abundantes e
altamente polimorficos e tém sido usados na identificacdo de linhagens de leveduras
(PEREZ et al., 2001; SHULLER et al., 2004; LEGRAS et al., 2005; SOUZA, 2010).
Nesse sentido, seis pares de primers foram utilizados conforme Tabela 2. As reagdes de
amplificacdo foram conduzidas em um termociclador (Eppendorf-Mastercycler), em
dois sistemas multiplex, utilizando 1 pl de DNA gendémico (30 ng), 0,25 mM de dNTP,
2,0 pl do tampao 10x, 1,6 ul de MgCl, 25 mM, 2,0 U de Tag DNA platinum polimerase
(Invitrogen) e 1,0 pl de cada primer por reagdo. A reagdo do Multiplex “A” continha 2,5
pmol/ul de cada par de primer SCAAT4 e SCAATS6, assim como 15,0 pmol/ul do par de
primer SCAATI. Para a reacdo do Multiplex “B”, foram utilizados 5,0 pmol/ul de cada
par de primer SCAAT2 e SCAAT3 assim como 7,5 pmol/ul do par de primer SCAATS.
Em ambos os casos, o volume final da reagao foi de 15 pl.

A amplificacdo seguiu com uma etapa de desnaturacdo a 95 °C por 4 minutos; 29
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto; anelamento a 55 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 2,5 minutos. A reacdo de amplificacdo prosseguiu com 25 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 48 °C por 30 segundos, e
extensdo a 72 °C por 30 segundos e com uma extenséo final a 72 °C por 5 minutos. Os
produtos de PCR foram diluidos (1:5 para o Multiplex “A” e 1:20 para o Multiplex “B”)
e 2 ul de cada diluicdo foram adicionados a 7,75 pl de Tween20 (a 0,1%) e 0,25 ul de
padrdo de DNA. As amostras foram desnaturadas a 94 °C por 5 minutos e separadas por
eletroforese capilar no sequenciador MegaBace 1000 (GE Healthcare) ( injecdo 9 Kva,
60 s, para ambas as rea¢fes dos multiplex A e B) e usando como referéncia o padréo de
DNA ™ET550-R Size Standart. As andlises foram feitas com o uso do software

Fragment Profiler verséo 2.0 (GE Healthcare).
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Tabela 2. Primers utilizados na amplificagdo de 6 locus de microssatélites para S.

cerevisiae

Locus Cromossomo Primers (5’ - 3°) Fluorocromo

AAAAGCGTAAGCAATGGTGTAGAT
ScAAT1 X1 FAM
AGCATGACCTTTACAATTTGATAT

CAGTCTTATTGCCTTGAACGA

ScAAT?2 I HEX
GTCTCCATCCTCCAAACAGCC
TGGGAGGAGGGAAATGGACAG
ScAAT3 v FAM
TTCAGTTACCCGCACAATCTA
TGCGGAAGACTAAGACAATCA
ScAAT4 VII TET

AACCCCCATTTCTCAGTCGGA

GCCAAAAAAAATAATAAAAAA
ScAATS XVI TET
GGACCTGAACGAAAAGAGTAG

TTACCCCTCTGAATGAAAACG
ScAAT6 IX HEX
AGGTAGTTTAGGAAGTGAGGC
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3.11.10 Identificacéo e polimorfismo das leveduras por mtDNA-RFLP

As células de leveduras selecionadas foram inoculadas em 3 mL de meio YPD
2% e incubadas até a fase estacionaria, a 28° C, sob agitacdo de 200 rpm em incubador
New Brunswick Model G25. As culturas foram centrifugadas por 5 minutos a 1.000
rpm, o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 1 mL de agua milli-Q
estéril. As amostras foram transferidas para tubo eppendorf e centrifugadas a 5.000 rpm
por 5 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge 13). O sobrenadante foi novamente
descartado e o sedimento celular ressuspenso em 200 pl de sorbitol 1M, EDTA 0,1M,
pH 7, 5, com adicao de 13 pul de solugdo de liticase (5 U/ul de liticase e 8 pl/mL de B-
mercaptoetanol em tampéao de extracdo). Os tubos foram entdo incubados a 37 °C por 3
horas e a formacdo de esferoplastos foi monitorada opticamente em microscopio. Em
seguida, adicionaram-se 200 pul de 50 mM Tris-HCI - 20 mM EDTA, pH 7,4 e 13 pl de
SDS (Duodecil Sulfato de Sédio) 10%, e a mistura foi incubada a 65 °C por 5 minutos.
Logo apds, foram adicionados 200 ul de acetato de potassio 1 M, os tubos foram
colocados em gelo por 50 minutos e subsequentemente centrifugados a 10.000 rpm por
15 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge 13). O sobrenadante foi transferido para tubos
eppendorf e o DNA foi precipitado pela adicdo de um volume igual de isopropanol,
overnight, a temperatura de -20 °C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000
rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado. Ao DNAmt foram adicionados 30
ul de agua Milli-Q estéril e 2 pul de RNAse, seguida de incubacdo a 37 °C por 1 hora.
Em seguida, foi lavado com etanol 100%. Procedeu-se a nova centrifugacdo a 10.000
rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 0o DNAmt lavado com etanol 70%.
Procedeu-se a nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e 0 DNAmt seco a 68 °C durante 10 minutos. Apos este procedimento, o
DNA foi ressuspenso em 30 pl de agua Milli-Q estéril (QUEROL & BARRIO, 1990;
QUEROL et al., 1992a; QUEROL et al., 1992b; LOPEZ et al., 2001).

Apos a purificagdo do DNA, os fragmentos foram digeridos com a enzima Hinf |
(Gibco BRL Life Technologies). Para tanto, foram adicionados ao tubo, 20 ul do
fragmento obtido (DNAmt), 2 ul de Tampéo (10x REACT 2), 1 ul da enzima Hinf I. A
digestdo com a enzima de restricdo foi conduzida overnight a 37 °C. O produto da

digestdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e tampdo TAE 1x. Apos a
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revelacdo com brometo de etideo (2 pg/mL), o gel foi revelado e fotografado usando
sistema foto documentador (Alphalmager ® Mini).

3.12 Analises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados no minimo trés vezes. Os resultados
apresentados mostram 0s valores meédios e seus respectivos desvios-padroes. As
analises estatisticas foram feitas por comparacfes das médias, aplicando os testes de
Tukey e Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05).

Os resultados dos testes fermentativos foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e no caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Foi também utilizada a Analise de Componentes Principais (Principal
Component Analysis - PCA), que € uma andlise estatistica multivariada capaz de
transformar linearmente um conjunto original de varidveis em um conjunto
substancialmente menor de variaveis ndo correlacionadas, o qual contém a maior parte
de informacdo do conjunto original. Na andlise de componentes principais, 0
agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de gréficos de score e
loadings, cujos eixos sdo componentes principais (PCs) nos quais 0s dados sdo
projetados (FERREIRA et al., 1999). As analises foram realizadas utilizando o
programa estatistico MINITAB Release 14 for Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificacdo das leveduras

O isolamento e a identificagdo de leveduras utilizadas neste trabalho basearam-
se na metodologia de identificacdo de S. cerevisiae desenvolvida no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular aplicada as linhagens de leveduras isoladas de dornas de
fermentacdo. Essa metodologia gerou uma patente de invencdo que se encontra
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI (P10304436-0 A2;
VICENTE et al., 2006).

Essa metodologia combina a selecdo de linhagens capazes de resistir a diferentes
tipos de estresse, causado durante o processo fermentativo como altas temperaturas,
elevados teores de etanol e resisténcia a variagbes osmoticas, com caracteristicas
especiais como capacidade de flocular, incapacidade de producdo de acido sulfidrico e
alta atividade invertdsica. Além disso, essas caracteristicas sdo associadas a testes de
resisténcia as drogas cerulenina e 5,5°,5" -trifluoro-DL-leucina (TFL), que selecionam
linhagens com alto potencial de producdo de alcoois superiores e seus ésteres
(ICHIKAWA et al., 1991; ARIKAWA et al., 2000; apud VICENTE et al., 2006).

A Tabela 3 apresenta um perfil das linhagens isoladas de mosto de 14 destilarias
da microrregido de Salinas, Minas Gerais. Coletaram-se 16 amostras de mosto das
destilarias, sendo que, em duas destilarias, foram coletadas duas amostras, pois
trabalhavam com dois tipos de fermento. Essas amostras foram inoculadas em meio
YPD 2% (p/v) adicionado de ampicilina 100 pg/mL. Apds o crescimento a 30 °C por 48
horas foram obtidas aleatoriamente 480 colbnias de leveduras de cada unidade de
producdo. Para a identificacdo taxondmica das leveduras isoladas como S. cerevisiae,
foram empregados meios de cultura contendo diferentes fontes de carbono e de
assimilacdo de nitrogénio como descrito por Vaughan-Martini e Martini (1993).

Inicialmente, as colonias de leveduras foram testadas para a capacidade de
assimilacdo de fontes de nitrogénio como lisina para eliminacéo de leveduras de outras
espécies, ainda que a espécie S. cerevisiae seja predominante nos processos
fermentativos de producdo de cachaca (MORAIS et al., 1997; PATARO et al., 2000,
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OLIVEIRA, 2005). Porém os géneros Kloeckera, Candida, Kluyveromyces e Pichia s&o
comumente isolados. Bactérias também podem estar presentes, principalmente em
meios pouco acidos ou em altas temperaturas (MORAIS et al., 1997; PATARO et al.,
1998, 2000; GUERRA et al., 2001, SCHWAN et al., 2001; GOMES et al., 2007;
VIANNA et al., 2008).

Dos resultados obtidos nesta etapa da selecdo (Tabela 3), duas unidades de
producdo (Tabua e Preciosa) tiveram sucessivamente 5% e 20% das col6nias excluidas
nesta etapa. No entanto, ndo foi confirmada esta tendéncia para as demais unidades,
conforme resultado mostrado na Tabela 3, demonstrando que o nimero de colbnias
excluidas nessa etapa foi elevado, variando de 87,5% (T. O. Curallin) a 42,5%
(Cachoeirinha). As leveduras com caracteristicas bioquimicas compativeis com a
espécie S. cerevisiae foram selecionadas para estudos posteriores e as demais

eliminadas.

4.2. Testes complementares de selecao

4.2.1 Resisténcia a condicdes de estresse

Durante a fermentacdo alcodlica, as células de leveduras ndo encontram um
ambiente fisiologico de condicdes ideais, e sdo expostos simultaneamente e
sequencialmente a varias condicGes de estresse, sendo altas concentracdes de sacarose e
etanol, considerados os mais importantes (QUEROL et al., 2003). De fato, segundo
Betz e colaboradores (2004) e Ding e colaboradores (2010) concentracdes de etanol
acima de 4-6% sdo estressantes para as células de leveduras podendo levar a inibicao do
crescimento e a morte.

A fermentacdo do caldo de cana-de-agUcar na producdo de cachaca pode ocorrer
em temperaturas elevadas e conduzir a altas concentracdes de etanol, de modo que tais
caracteristicas podem determinar a diversidade observada de linhagens S. cerevisiae
prevalentes na producdo da bebida (PATARO et al., 2000). Assim, as condicGes
especificas de temperatura e de concentracdo de etanol podem ser usadas como critério

de selecdo de linhagens autdctone.
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Tabela 3. Procedimentos de isolamento, selecdo, avaliacdo bioquimica e fisioldgica das linhagens da espécie S. cerevisiae da

microrregido de Salinas — MG

Saldo ap6s Saldo apds Saldo ap6s Linhagens Saldo ap6s a
PRODUTOR Colbnias Testes de Resisténcia ao Resisténcia a Floculgntes atividade da enzima
Crescimento Estresse Drogas Invertasica

Tabua 480 456 20 20 4 1
Preciosa 480 386 20 14 5 2
Anisio Santiago 480 227 49 4 4 1
Majestade 480 219 78 4 4 1
EAFSalinas 480 189 41 3 1
Meia Lua 480 75 10 10 2 1
Cachoeirinha 480 276 30 15 6> 1
Canarinha 480 222 96 17 6 1
Seleta S 480 263 148 20 11* 1
Seleta C. 480 164 67 9 6 1
T.O Curralin 480 60 28 7 4* 1
T.O Indaia 480 213 96 18 5* 1
Salineira FC 480 191 113 15 8* 1
Salineira FP 480 159 64 11 7* 1
George 480 182 27 10 5* 2
Lua Cheia 480 188 49 10 4% 1
Saldo ap0s testes 7680 3470 936 187 34 18

*linhagens néo floculantes escolhidas com base na dupla resisténcia as drogas.
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Com o intuito de selecionar linhagens de S. cerevisiae resistentes a fatores estressantes
como alta temperatura, concentragdo de etanol, avaliamos o fenétipo de 3470 linhagens
de leveduras (Tabela 3), 936 linhagens resistiram as estas condi¢des, alcancando um

saldo positivo de 27,5%.

4.2.2 Selecdo de linhagens resistentes a TFL e Cerulenina

Essa parte do processo seletivo busca isolar linhagens de S. cerevisiae melhor
adaptadas ao processo fermentativo e em especial selecionar linhagens resistentes a
drogas como 5,5",5" trifluoro-D-Leucina (TFL) e cerulenina, compostos estes descritos
como capazes de selecionar leveduras respectivamente com maior capacidade de
producdo de substancias tais como o alcool isoamilico e o acido caprdico,
consequentemente com maior capacidade de producdo de componentes aromatizantes
(SOUZA et al., 2012).

De inicio, as linhagens foram expostas a TFL e cerulenina para selecdo das
linhagens resistentes a estes compostos. Dos grupos de linhagens analisadas, 100% das
linhagens da unidade de producdo Tabua, sdo naturalmente resistentes a este andlogo de
leucina (Tabela 3); nas demais unidades as linhagens apresentaram um perfil de
resisténcia muito heterogéneo.

Ao final do teste foram obtidas linhagens de leveduras resistentes a ambos 0s
compostos, as quais perfizeram um total de 187 linhagens, correspondendo a 19,91% do

total das linhagens analisadas.

4.2.3 Floculacéo

Leveduras com caracteristicas floculantes sdo de grande interesse na producéo
de bebidas devido a fatores operacionais e econdmicos (VESTREPEN et al., 2001 e
2003c apud OLIVEIRA, 2005). Assim, as 187 linhagens de leveduras resistentes as
drogas TFL e cerulenina foram submetidas ao teste de floculacdo espontanea na
presenca de 2% de glicose. Das leveduras analisadas podemos observar que aquelas
procedentes das unidades de producdo Anisio Santiago, Majestade e EAFSalinas

apresentaram um perfil de floculacdo em 100% das linhagens selecionadas, como
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mostrado na Tabela 3. J& as linhagens de leveduras das demais unidades apresentaram
uma heterogeneidade de floculagdo dentro da condicdo analisada. Dessa forma, foram
isoladas 34 linhagens da microrregido de Salinas que apresentaram a caracteristica
floculante. Porém, linhagens de oito unidades de producéo ndo apresentaram o perfil de
floculagdo, mas foram selecionadas em fungdo da dupla resisténcia as drogas. Esse
fendmeno desempenha um importante papel na producdo de cachaga, principalmente
para os produtores que ndo tém centrifuga para fazer a separacao das células do vinho,

ou seja, deriva em uma separacdo econdmica.

4.2.4 Dosagem de invertase

Na fabricacdo da cachaca, o principal aclcar encontrado no mosto € a sacarose e
0 primeiro passo, para sua utilizacdo pela levedura S. cerevisiae é a hidrolise
extracelular, através da enzima invertase. Dessa forma, obtém-se glicose e frutose, que
sdo transportadas para o interior da célula, degradadas pela via glicolitica até piruvato e
transformadas em etanol e gas carbonico pelo processo de fermentacdo alcodlica
(BARNET, 1981; GANCEDO & SERRANO, 1989). Além disso, a sacarose pode ser
hidrolisada no meio extracelular, com posterior internalizacdo dos produtos (glicose e
frutose), pela invertase periplasmatica, ou o0 acglcar pode ser transportado ativamente
para o interior da célula, onde € hidrolisado pela invertase intracelular e/ou maltases.

As 34 linhagens de leveduras floculantes, somadas a 50 linhagens selecionadas
em funcdo da dupla resisténcia as drogas, foram submetidas ao teste de dosagem da
atividade da enzima invertase. A enzima invertase em S. cerevisiae é codificada pelo
gene SUC2 e catalisa a quebra da sacarose em frutose e glicose. Como a sacarose € 0
principal acUcar presente no caldo da cana-de-acUcar, a dosagem dessa enzima € uma
das formas de verificar a capacidade fermentativa da levedura (EKUNSANMI &
ODUNFA, 1990; PATARO et al., 1998). Na Tabela 3, podemos observar o resultado da
atividade invertasica das linhagens analisadas. As linhagens de leveduras com atividade
invertasica superior a 10.000 U.A.E. foram consideradas com maior capacidade
fermentativa. Das 84 linhagens avaliadas, 18 dessas possuem uma atividade invertasica

superior a 10.000 U.A.E. e foram submetidas a caracterizacdo por ensaio molecular e
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experimento de fermentagdo. Na Tabela 4, encontram-se descritas as linhagens
selecionadas da microrregido de Salinas - MG atraves dos testes bioquimicos.

4.2.5 ldentificacdo molecular das leveduras

Na identificagdo molecular de leveduras, a amplificacdo da regido de ITS
(internal transcribed spacer region) tem sido adequada para discriminacdo entre
espécies (MITTERDORFER et al., 2002; PRAMATEFTAKI et al., 2000; VICENTE,
2007; SOUZA, 2010). Assim sendo, foram realizadas reagcbes de PCR com DNA
gendmico das 18 linhagens de leveduras selecionadas na microrregido de Salinas - MG,
juntamente com linhagens usadas como padrdo negativo (Lachancea. kluyveri).
Utilizando-se os primers ITS1 e 1TS4, ocorre a amplificacdo de amplicon caracteristico
de 850 pb, caracteristica da espécie S. cerevisiae (WHITE et al., 1990). Essa regido do
rDNA mostra baixa variabilidade intraespécie e alto polimorfismo inter-espécie o que
justifica o uso da técnica para identificar espécies. De fato, para todas as linhagens
isoladas de unidades de producédo de cachaca, o produto de amplifica¢do apresentou um
fragmento de aproximadamente 850 pb. A espécie controle Lachancea kluyveri
apresentou um amplicon inferior a 850 pb (Figura 7).

Segura et al., (2010), descreveu que o fragmento amplificado das regides ITS-
5.8S, para leveduras da espécie S. cerevisiae, apresentou em média 850 pb, embora uma
variacdo de 10 pb possa ocorrer. Guillamon e colaboradores (1998) encontraram 880 pb
para esse mesmo fragmento.

Normalmente as regides 5.8S, 18S e 28S das unidades de repeticdo néo
apresentam variacao de sequéncia dentre uma mesma espécie, enquanto que as regides
ITS que sdo transcritas variam muito. Sendo assim, ITS PCR utilizando primers
especificos para as regides conservadas 18S e 28S, resulta na amplificacdo das regides
intergénicas especie especificas que variam de tamanho de uma espécie para outra, 0
qgue permite identificar as leveduras em nivel de espécie (GARDES et al., 1991;
HENRY et al., 2000 apud SOUZA, 2010).
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Tabela 4. Linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG, a partir de testes

bioquimicos.
Linhagens * Destilaria
LBCM 630 Cachaca Preciosa
LBCM 631 Cachaca Preciosa
LBCM 633 Cachaca Tabua
LBCM 668 Cachaca Anisio Santiago
LBCM 669 Cachaca Majestade
LBCM 670 Cachaca EAFSalinas
LBCM 671 Cachaca Meia Lua
LBCM 672 Cachaga Cachoeirinha
LBCM 673 Cachaca Canarinha
LBCM 674 Cachaca Seleta selvagem
LBCM 675 Cachaca Seleta Caipira
LBCM 676 Cachaca Terra de Ouro Curralin
LBCM 677 Cachaca Terra de Ouro Indaia
LBCM 678 Cachaca Salineira F.C.
LBCM 679 Cachaca Salineira F.P
LBCM 680 Cachaca George
LBCM 681 Cachaca Lua Cheia
LBCM 682 Cachaca Beija Flor
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Figura 7. ldentificagdo molecular das leveduras por amplificacdo da regido de ITS.
Eletroforese em gel de agarose mostrando o fragmento ITS das espécies Saccharomyces
cerevisiae e Lachancea kulyveri, amplificado a partir dos primers ITS1 e ITS4. PM

representa o padrao de peso molecular (1 KB Invitrogen).
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4.3 Fermentacéo em escala piloto das linhagens selecionadas

4.3.1 Avaliacdo dos parametros relacionados ao desempenho fermentativo das

linhagens

Das 18 linhagens selecionadas por apresentarem caracteristicas desejaveis, 15
linhagens foram escolhidas aleatoriamente para serem submetidas a fermentacdo em
escala piloto, utilizando dornas com capacidade de 40 L. Como demonstrado por
Oliveira e colaboradores (2004), o desempenho fermentativo de uma determinada
linhagem € importante para que esta possa dominar o processo de fermentacdo. Desse
modo, além da selecdo das linhagens de leveduras utilizadas na producdo de cachaca
pelos critérios bioquimicos e fisioldgicos descritos anteriormente, analisamos as
linhagens quanto ao consumo de sélidos sollveis (variacdo do consumo em relacdo ao
tempo), ciclos fermentativos (em 10 dias de experimento), teor alcodlico e acidez total
do vinho. Esses dados estdo apresentados nas Figuras 8 e 9, Painéis a, b,

respectivamente.

4.3.1.1 Taxa de consumo de sélidos soltveis

Para todas as linhagens foram adotadas as mesmas condi¢cdes de fermentacéo.
Na Figura 8a, pode ser constatado que 7 das 15 linhagens estudadas apresentaram o
mesmo comportamento para 0 consumo de soélidos solGveis, por hora, pois, quanto
maior o consumo, melhor é o desempenho da levedura. As 15 linhagens avaliadas
dividiram-se em trés grupos distintos pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

As linhagens LBCM 679, 633, 630 e 670 apresentaram um baixo consumo de
solidos solUveis, mostrando, assim, um baixo desempenho fermentativo. Na Figura 8b,
podemos observar os ciclos fermentativos para as linhagens em estudo durante 10 dias
de conducéo do experimento, onde as linhagens LBCM 633 e 670 tiveram 3 e 5 ciclos
fermentativos consecutivos, ja as linhagens LBCM 630 e 679 tiveram 7 ciclos
fermentativos, as linhagens LBCM 681e 668 tiveram 9 ciclos fermentativos e as demais

linhagens apresentaram 0 mesmo comportamento tiveram 10 ciclos fermentativos.
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1.84 a

Brix/h

N [P

677 668 681 680 679 630 670 633

671 674 673 676 675 672 678

a Cepas

Ciclos Fermentativos

674 675 676 671 672 673 677 680 678 681 668 679

b Cepas

Figura 8. Avaliagdo do consumo de sdlidos solUveis e ciclos fermentativos. Média do
do consumo de soélidos soluveis (a) e ciclos fermentativos (b), avaliados em escala
piloto no ano de 2009 das linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG.
Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott e

Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.1.2 Anélise do Teor alcoélico do vinho

Os teores alcoolicos obtidos para o vinho estdo demonstrados na Figura 9a. Esse
critéerio esta  diretamente ligado ao rendimento produtivo. Quatorze linhagens
apresentaram melhor desempenho, porém nédo diferindo entre si. Os teores alcodlicos
das amostras apresentaram valores médios entre 7,25 e 8,9% v/v. Segundo Maia (2006),
o teor alcoolico do vinho deve situar-se em torno de 6,8% a 8,5% v/v, podendo
aumentar em sistemas com maior eficiéncia e controle de fermentacéo.

A producéo de etanol por leveduras normalmente se encontra na faixa de 5% a
10% v/v (LIMA, 2001), cuja variagéo de concentracdo foi observada no presente estudo
assim como em outros trabalhos encontrados na literatura.

Silva e colaboradores (2008) realizaram 16 fermentacdes de caldo de cana-de-
acucar, utilizando leveduras selecionadas e encontraram valores de teor alcoolico
variando entre 6 e 9% v/v. Em outro estudo, realizado por Silva e colaboradores (2009),
0os autores utilizaram leveduras selecionadas de diferentes procedéncias nas
fermentacdes de caldo de cana-de-acucar e encontraram teores alcodlicos ao final da
fermentacdo que durou mais de 70 horas entre 5,4 e 9,2% v/v.

As médias de producdo de etanol ao final da fermentacdo apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) somente para a linhagem LBCM 678 em relagdo a

linhagem LBCM 670, as demais ndo diferiram entre si.

4.3.1.3 Acidez do vinho

Das 15 linhagens estudadas, 2 linhagens apresentaram maior acidez do vinho,
sendo elas a LBCM 674 e LBCM 670, as demais linhagens ndo diferiram
estatisticamente entre si, mostrando, assim, um mesmo comportamento N0 Processo
fermentativo. Como pode ser observado na Figura 9b.

Segundo dados da literatura, existe uma correlagdo positiva entre a acidez
crescente do vinho e a concentragdo de bactérias no mosto, assim como ha uma
correlagdo negativa destas com o rendimento alcoodlico. Entretanto, Amorim & Oliveira
(1982) ressaltam que a acidez do vinho ndo € um diagnostico de contaminacgédo, havendo

a necessidade de se recorrer a analises microbiolégicas.
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Figura 9. Avaliacdo do teor alcodlico e acidez do vinho. Média do teor alcodlico do
vinho expresso em % (v/v) (a) e acidez total do vinho (b), avaliado em escala piloto no
ano de 2009 das linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG. Valores
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott e Kruskal-
Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.2 Parametros fisico-quimicos da cachaca

4.3.2.1 Teor da acidez volatil

Alguns &cidos organicos excretados no meio de fermentacdo sdo derivados de
vias intermediarias, como o0 acético, malico e succinico. O &cido acético, que é 0 &cido
organico predominantemente excretado no meio de crescimento, € produzido pela
oxidacdo do acetaldeido, com remocdo de hidrogénio, na reacdo oposta a reducgédo
normal do acetaldeido a etanol (JANZANTTI, 2004). O grau de acidez das cachagas
constitui fator de qualidade, pois durante a producdo dessa bebida, os acidos reagem
com os alcoois presentes e aumentam a formacédo de ésteres (LIMA, 2001).

Acido acético é quantitativamente predominante e sua concentracdo varia de
60% a 95% da acidez total. O excesso de acidez promove sabor indesejado e
ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana, depreciando a qualidade da bebida
(CHERUBIN, 1998; JANZANTTI, 2004). As proporcdes dos acidos nas bebidas
alcoolicas sdo determinadas em grande extensdo pela linhagem da levedura e condicdes
de fermentagéo e, em menor extenséo, pelo substrato utilizado (JANZANTTI, 2004). S
cerevisae na presenca de oxigénio pode converter até 30% do agtcar do mosto em &cido
acético (BATISTA, 2008).

Para acidez volatil das linhagens testadas, os valores variaram entre 12,87 e
32,68 mg de 4cido acético.100 mL™ de 4lcool anidro, com teor médio de 19,73 mg de
4cido acético.100 mL™ de alcool anidro (Tabela 5).

Valores de acidez volatil semelhantes aos encontrados neste estudo foram
obtidos por Jerdnimo (2004) que, utilizando, uma linhagem de S. cerevisiae, 0 teor de
acidez volatil apresentou grande variagéo, de cerca de 7 a 365 mg.L™ em &cido acético.
Entretanto, Silva e colaboradores (2009a), que também avaliaram amostras de cachaca
produzidas em laboratdrio a partir de leveduras selecionadas de diferentes regides do
estado de Minas Gerais por meio de cromatografia gasosa encontrou apenas 1 amostra
(9%) cuja concentracdo ultrapassou o limite permitido pela legislacdo brasileira e sendo
superior as demais amostras analisadas (671,86 mg.100 mL™ de 4lcool anidro).

Segundo Cardoso (2006), a acidez volatil € um pardmetro que depende do

processo fermentativo, do controle dos fatores de linhagem da levedura utilizada, pureza
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da fermentacdo, tempo e temperatura da fermentacdo, manejo do mosto e,
principalmente, da higienizacdo dos equipamentos e utensilios, sendo este Gltimo
essencial para minimizar a ocorréncia de alta acidez nas aguardentes. O excesso de
acidez promove sabor indesejado e ligeiramente “agressivo” em aguardente de cana,
depreciando a qualidade da bebida (CHERUBIN, 1998).

No que diz respeito ao teor de aldeidos (Tabela 5), o teor encontrado (em
mg.100 mL™* de &lcool anidro) variou de 8,22 a 20,18 do composto de referéncia
(acetaldeido). Levando-se em conta o limite maximo tolerado pela legislacdo (30 mg de
acetaldeido.100 mL™ de alcool anidro), todas as amostras analisadas respeitaram o
padrdo exigido.

A maior parte dos ésteres € constituida por ésteres de etila, formados durante a
fermentacdo e destilados junto com o etanol. Essas reacdes ocorrem porgue o etanol
pode reagir com acidos derivados do &cido piravico, como &cido latico e acético, bem
como acidos organicos de cadeias curtas (butirico, caproico, caprilico, caprico e laurico)
(JANZANTI, 2004; JERONIMO, 2004).

Vaérios fatores interferem na sintese de ésteres, tais como a estirpe da levedura, a
composi¢cdo do meio, aeracdo (inibe a formacdo de ésteres) e temperatura (PEDDIE,
1990; BERRY, 1995). O principal éster da cachaca é o acetato de etila, o qual em
pequenas concentracdes incorpora um aroma de frutas a bebida, que € desejavel e
agradavel. Em quantidades excessivas, porém, confere aroma indesejavel e enjoativo
(MAIA, 1994; PEREIRA et al., 2003; JERONIMO, 2004; CARDOSO, 2006).

Em relac&o aos ésteres, foi encontrado um teor médio do composto de referéncia
(acetato de etila) de 15,5 mg.100 mL™ de &lcool anidro, com resultados variando entre
5,9 e 63,9, respeitando, portanto, o limite méximo (200 mg de acetato de etila.100 mL™
de alcool anidro) estabelecido pela legislacdo. Esses valores estdo coerentes com 0s
relatados pela literatura (BARCELOS et al., 2007; SOUZA et al., 2012).

Quanto aos alcoois superiores totais, a faixa de concentragdo variou entre 252,9
a 533,5 mg.100 mL™ de 4lcool anidro. Levando-se em conta o limite méximo
estabelecido pela legislagdo (360 mg.100 mL™ de &lcool anidro), apenas 3 linhagens

apresentaram valor acima do permitido pela legislagéo (Tabela 5).
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Tabela 5. Acidez volatil | (mg/ac. acético/100mL de a.a) e compostos volateis (mg/100 mL de a.a) em cachacas obtidas com diferentes

cepas de leveduras produzidas em escala piloto (dornas de 40 litros) em 2009.

Cepa Acidez Volatil  Acetaldeido  Acetato de etila Metanol Alcoois Superiores  Furfural  Lactato de Etila

630 26,57 4,23 17,28+555% 1477+3,10° 9,92+1,93" 330,8 +70,98° nd nd

633 27,30 +5,05* 1832+845% 63,90+19,55° 8,97 + 3,25 533,5 + 85,61° nd nd

668 18,74 +249% 1539+478% 1440+248¢ 747 +124° 4854 +63,99°  104+231° 18,25 33,56
670 32,68 +594* 20,18+3,34° 27,31+£835" 2,61+1,52° 322,1+£22,08° 1,73+2,38° nd

671 1511+6,75¢ 14,49+6,74% 10,90 +2,54¢ 10,32+2,39° 4195+ 99,01° nd 61,72 + 2,03
672 15,12 +575%¢ 1570+6,48*° 7,830+3,35¢ 4,29 +4 25 252,9+116,8° 022+067° 4,81+270
673 16,65+515 1597 +6,24% 7830+2,46° 7,24+ 268" 300,9 + 39,98° nd 11,81 + 8,05
674 20,35 +4,32%¢ 1027 +550% 8,095+1,70° 2,27+1,87° 372,7+86,03"° 0,20+0,67° 581+8,01
675 17,23 +277* 10,17 +3,03* 5931+1,31¢ 184+282° 291,7+46,86° 052+1,19° 581+1,95
676 18,80 +£4,05% 13,10+571% 7,807 £2,15¢ 8,56 + 3,96" 348,5+49,03° 043+144° 17,11+16,31°
677 1857 +231™ 1429+4.80% 10,77 +4,50° 11,17 +451°  256,4 +52,77° nd 9,37 +2,83°
678 20,09 +3,97* 8225+4,61* 1351+6,90° 7,28+1,02° 298,3+48,72° 059+134° 6,26+7,43°
679 21,23+591* 1826+6,25% 12,89+1,05° 584 +1,85° 335,1 + 46,84° nd nd

680 12,87 +4,06° 12,31+589% 10,48+4,64° 810+4,79° 262,5+2557° 1,79+3,79" 19,68 + 14,46°
681 14,71+275¢ 1222+525% 1614+647°¢ 7,77 +1,99° 406,2 + 65,91° nd 16,14 + 36,45

*nd: Nao detectado.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, para um mesmo composto, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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No tocante aos teores de metanol (em mg.100 mL™* de alcool anidro),
encontramos uma faixa de 1,8 a 10,3. Portanto, todas as amostras apresentaram-se
abaixo do limite maximo previsto pela legislacdo para metanol em cachaca (20 mg.100
mL™* de &lcool anidro).

Para analisar a similaridade entre as linhagens selecionadas, utilizamos o método
de Andlise de Componentes Principais (PCA). Nesse estudo, utilizando as respostas
encontradas na Tabela 5, construimos a matriz para andlise no método PCA
considerando os valores de acidez volatil em acido acético, acetaldeido, acetato de etila,
metanol, alcodis superiores, furfural e lactato de etila, como variaveis e dispostas em
colunas enquanto as linhagens, como amostras, em fileiras.

As amostras ficaram bem distintas umas das outras, marcadas pelas localizagdes
bem definidas de cada uma no gréfico score (Figura 10). Para as linhagens LBCM 633,
670, 630, 675, 679 e 674 apresentam-se mais dispersas, e, portanto, maior diferengca em
relacdo as outras amostras que parecem formar um grupo menos heterogéneo.

Em funcdo disso, e por razbes operacionais, dentre as 9 linhagens mais
agrupadas, seis linhagens foram avaliadas para a repetibilidade dos resultados numa
segunda safra produtiva. As linhagens escolhidas para essa etapa foram: LBCM 668,
671, 676, 678, 680 681. Outros fatores que também influenciaram nessa sele¢do foram o
alto consumo de solidos sollveis e o maior teor alcodlico no vinho demonstrado
particularmente por essas linhagens.

Dentre os parametros fermentativos avaliados no ano de 2010, podemos
observar que, para o parametro consumo de sélido/soltveis, houve uma formacéo de
dois grupos distintos. As linhagens LBCM 668 e LBCM 681 tiveram menor consumo
(Figura 1l1a), porém quando avaliamos em relacdo aos ciclos fermentativos estas
linhagens tiveram 9 e 8 ciclos consecutivos em 10 dias de fermentacdo, onde as demais
linhagens avaliadas tiveram 10 ciclos (Figura 11b), sendo este um fator importante no
processo produtivo da cachaca. No entanto, no que diz respeito ao teor alcoolico do
vinho e a acidez no vinho, ndo houve uma nitida separacédo das linhagens (Figura 12ab).
Os ciclos fermentativos ndo interferiram nos parametros fermentativos teor alcoodlico e

acidez no vinho.
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Figura 10. Grafico de PCA scores para analise de compostos volateis. Das Amostras de
cachagas produzidas no ano de 2009, com as diferentes linhagens selecionadas na

microrregido de Salinas — MG, foram analisadas em relacdo a compostos volateis.
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Figura 11. Avaliacdo do consumo de solidos soluveis e ciclos fermentativos. Média do
do consumo de solidos solUveis (a) e ciclos fermentativos (b), avaliados em escala
piloto no ano de 2010 das seis linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG.
Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
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Figura 12. Avaliacdo do teor alcodlico e acidez do vinho. Média do teor alcoolico do
vinho expresso em % (v/v) (a) e acidez total do vinho (b) avaliado em escala piloto no
ano de 2010 das linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG. Valores
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Na Tabela 6 apresentamos 0s compostos volateis das cachagas produzida no ano
de 2010, utilizando as seis linhagens selecionadas em 2009. Foi analisada a similaridade
entre as seis linhagens selecionadas pelo método de Analise de Componentes Principais
(PCA), nas mesmas condic¢des do realizado anteriormente. Ou seja, usando os dados da
Tabela 6, construimos a matriz para analise no método PCA considerando os valores de
acidez volatil em acido acético, acetaldeido, acetato de etila, metanol, alcodis
superiores. Furfural e lactato de etila ndo foram utilizados devido néo ter sido detectado
nas amostras de cachaca produzidas no ano de 2010. Como podemos observar na Figura
13, a variagdo ocorrida entre as seis amostras pode ser explicada pelo Componente
Principal onde, 33% das linhagens tende-se a agrupar e 67% ficou disperso Componente
Principal.

Como as amostras nao ficaram bem distintas umas das outras, no grafico score
(Figura 13), comparamos, entdo, as médias das seis linhagens selecionadas nos dois
anos consecutivos 2009 e 2010, em que foram realizados os experimentos. Nas mesmas
condicdes, utilizamos o método de Analise de Componentes Principais (PCA). Para
realizarmos, assim, a selecdo da ou das linhagens para ser/serem utilizadas na escala de
producao.

Como podemos observar na Figura 14, a variagdo ocorrida entre as amostras de
cachaca do ano de 2009 e 2010, pode ser explicada pelo Componente Principal onde
ocorreu a formacéo de 2 grupos (Figura 14), duas linhagens ficaram dispersas a LBCM
668 devido a grande producdo de aldeidos e a LBCM 678 com maior destaque no
consumo de sélidos soluveis (Figura 14). Esse foi o fator essencial na selecdo da
linhagem LBCM 678, para ser utilizada nos experimentos em escala de producdo, além
de outros fatores essenciais na producdo de cachaca. Analisando outros fatores,
observamos que a linhagem LBCM 680 teve maior desempenho principalmente em

funcdo do teor alcodlico do vinho.

70



Tabela 6. Acidez volatil | (mg/ac. acético/100 mL de a.a) e compostos volateis (mg/100 mL de a.a) em cachagas obtidas com diferentes
linhagens de leveduras produzidas em escala piloto (dornas de 40 litros) em 2010 das leveduras selecionadas na

microrregido de Salinas-MG.

. ” ) . Alcooi L
Cepa Acidez Volatil Acetaldeido  Acetato de etila Metanol CO.OIS Furfural acta_to de
Superiores Etila
668 33,87+6,74°  32,60+7,95" 8,55 + 0,57 nd 463,1 +115,3" nd nd
671 19,41 £ 4,71%* 15,21 + 6,33™ 8,33+0,51 nd 269,6 + 57,75% nd nd
676 21,40 + 6,02 13,13 £6,02% 8,49 £ 0,19 574 +0,43 352,7 +116,4° nd nd
678 42,78 +5,41° 2,6 +1,66° 9,91+0,19° 6,75+ 0,13 200,5 + 98,94° nd nd
680 16,69 + 6,79° 12,24 + 10,91% 8,36 £ 0,37 556 +0,18 263,7 + 105,5% nd nd
681 22,26 + 2,07 18,12 +8,39"™ 8,41+041 571+0,28 243,3 + 43,99% nd nd

nd — ndo detectado dentro do limite de detecgdo do aparelho
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, para um mesmo composto, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 13. Andlise Grafico de PCA scores para andlise de compostos volateis das
amostras de cachagas produzidas no ano de 2010, com as 6 linhagens selecionadas na
microrregido de Salinas — MG.
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Figura 14. Andlise Grafico de PCA scores para analise de compostos volateis das
amostras de cachagas produzidas no ano de 2009 e 2010, com as 6 linhagens

selecionadas na microrregido de Salinas — MG.
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4.3.2.2 Fermentacédo em escala de producéo

Para os ensaios em escala de producdo, foram utilizadas dornas em aco
inoxidavel com capacidade de 1000 L, e em duplicata para melhor avaliacdo das
linhagens. O periodo de fermentacdo para as linhagens foi de 24 horas nos nove ciclos
fermentativos, corroborando o fato de que a fermentacdo alcodlica atinge uma
atenuacdo completa (0 °Brix) em um periodo de 24 a 36 horas.

Quando comparados os parametros fermentativos da producdo em pequena
escala e em escala de producédo, podemos observar na Figura 15 que ambas as linhagens
apresentaram apenas pequenas diferencas entre 0s experimentos conduzidos em
pequena escala (2010) e em escala de producgédo (2011) sugerindo assim que é possivel a

utilizacdo dessas linhagens de leveduras selecionadas em ambiente de producéo.

4.4 Determinacdo dos componentes volateis da cachaca

A Tabela 7 apresenta os resultados das dosagens dos teores de: acidez volatil,
acetaldeido, acetato de etila, metanol, alcool isoamilico, furfural e lactato de etila
produzidos pelo destilado do caldo fermentado pelas linhagens LBCM 678 e LBCM
680 obtidos em escala de producdo, conforme descrito em material e métodos. Como
pode ser observado na Tabela 7, s6 houve diferenca estatistica para acetaldeido entre as
linhagens selecionadas. Os demais compostos foram semelhantes para as linhagens
LBCM 678 e LBCM 680. A analise estatistica foi realizada com a anélise de variancia
(ANOVA) de cada composto e Test t de student para comparacdo das médias das
amostras.

O acetaldeido é um composto que diminui a qualidade da cachaca e, quando
ingerido, interfere no sistema nervoso central, portanto é importante quantifica-lo, sendo
que sua concentracdo deverd ser a minima possivel. Os aldeidos sdo comuns no
processo inicial da fermentacéo, tendendo a desaparecer no final. A causa do excesso de
aldeidos nas cachacgas pode ser uma indicacdo de oxidacdo espontanea (PEREIRA et al.,
2003; VILELA et al., 2007). Das amostras de aguardente produzidas em laboratério
avaliadas por Silva e colaboradores (2009), aproximadamente 64% apresentaram niveis

elevados de acetaldeido, sendo que uma amostra elaborada com fermento selecionado
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apresentou valor de 178,60 mg.100 mL™ &lcool anidro, concentracio ainda maior que as
encontradas neste estudo. Silva e colaboradores (2006), avaliando aguardentes
produzidas com diferentes linhagens de leveduras, também encontraram valores baixos
de ésteres totais, variando de 9,70 a 32,30 mg.100 mL™ 4lcool anidro para ésteres em
acetato de etila. Os autores explicaram que esse fato se deve a separacdo da fracdo
cabeca (10%) na destilagdo, a qual contém a maior concentragdo de eésteres,
principalmente, acetato de etila e outros compostos com baixo ponto de ebulicdo como
acetaldeido e metanol. Silva e colaboradores (2009), avaliando amostras de cachaca
produzidas com fermentos isolados de diferentes regides de Minas Gerais, concluiram
que, em relacdo aos ésteres, expressos em acetato de etila, todas as amostras analisadas
estavam em conformidade com a legislacdo brasileira. Oliveira e colaboradores (2005)
também encontraram valores de acetato de etila entre 9,4 a 36,5 mg.100 mL™ alcool
anidro em 10 cachagas produzidas com diferentes linhagens de leveduras em batelada
Unica.

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
(CARDELLO & FARIA, 1998; BOSCOLO et al., 2000; NONATO et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2005).

4.5 Teste de aceitacdo do consumidor
A aceitabilidade global das cachacgas, produzidas por nove fermentagdes
sucessivas das linhagens LBCM 678 e LBCM 680, foi realizada no laboratério de

Analise sensorial do IFNMG — Campus Salinas, sendo considerada satisfatoria pelos

provadores. Comparando o perfil das amostras, ndo foi possivel distingui-las entre si

75



10 107 b b

g/de &c. acético/100mL de vinho
%(v/v) de alcool

678 10 680 10 678 11 680 11 678 10 680 10
Cepas Cepas

678 11 680 11

o))

Figura 15. Avaliagdo da acidez total e teor alcodlico do vinho. Media da acidez total
do vinho (a) e média do teor alcodlico do vinho expresso em % (v/v) (b), avaliado em
escala piloto no ano de 2009 e 2010 em ambiente de producdo no ano de 2011 das duas
linhagens selecionadas na microrregido de Salinas — MG. Valores seguidos pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

76



Tabela 7. Resultado da andlise de cachacas recém destiladas, produzidas em escala de producéo das cepas selecionadas LBCM 678 e
LBCM 680 em 2011, Acidez volatil I (mg/ac. acético/100mL de a.a) e compostos volateis (mg/100 mL de a.a) em cachacas

obtidas com diferentes cepas de leveduras produzidas em escala de producéo (dornas de 1000 litros) em 2011.

i L ) A Alcooi L
Cepa Acidez Volatil  Acetaldeido ceta_lto de Metanol CO.O'S Furfural acta_to de
etila Superiores Etila
678 13,60+1,41 5,964+1,91* 12,54+1,02 2,909+0,20 260,9+34,11 nd nd
680 12,99+2,17 6,635+1,94 13,47+0,82 3,104+0,17 227,8+26,95 nd nd

nd - N&o detectado.

*Valores diferem significativamente entre a cepa num mesmo composto, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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uma vez que apresentaram notas de avaliacdo sensorial intermediaria na escala
hedonica.

As amostras foram aceitas pelos consumidores em relacdo a impressédo global
ndo apresentando diferenca significativa, dados estes iguais aos de Oliveira (2006), o
qual observou em seu trabalho que as cachagas produzidas apresentaram variagdes nos
teores dos principais compostos secundarios, que ndo resultaram em diferencas
perceptiveis em relacédo aos atributos de impresséo global.

A Figura 16 apresenta o resultado do percentual das notas atribuidas as amostras
pelos consumidores, quanto ao atributo impressdo global, refletindo também, neste
caso, a aceitacdo do consumidor da amostra com base na memdria afetiva aos atributos
aroma e sabor, avaliados isoladamente conforme dados de Forlin (2005).

A acidez é um parametro caracteristico da cachaca, responsavel pela queimacéo
na degluticdo que, encontrada em elevada concentracdo, pode levar o consumidor a uma
rejeicdo maior do produto.

A figura 17 apresenta o comportamento dos consumidores em relacdo a acidez
das amostras de cachaca, em que se obteve um comportamento similar para os critérios

avaliados.

4.6 Cinética da formacao e determinacdes de esteres e alcoois superiores

Compostos aromaticos desempenham importante papel no aroma e no sabor de
bebidas alcodlicas derivadas de fermentacbes desempenhadas por leveduras,
contribuindo, assim, para a aceitacdo ou ndo do produto pelo mercado consumidor.
Dessa forma, as duas linhagens selecionadas para producao em grande escala, linhagens
LBCM 678 e LBCM 680, foram avaliadas quanto a possiveis diferencas de producéo de
n-propanol, alcool isobutilico e alcool isoamilico, assim como a producdo dos ésteres
acetato de etila, acetato de isoamila, hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato
de etila. Esses compostos foram extraidos do meio de cultura conforme descrito no item
3.10, em Materiais e Métodos. Como pode ser observado, as duas linhagens
apresentaram um mesmo perfil de formacéo, assim como uma quantidade muito similar

na producao de n-propanol (Figura 18a). Comportamento similar de producéo
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Figura 16. Resultado do percentual das notas atribuidas pelos consumidores quanto a
impressdo global das cachacgas produzidas em escala de producdo com as leveduras S.
cerevisiae LBCM 678 e LBCM 680 selecionada na microrregido de Salinas — MG.
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Figura 18. Cinética de formacdo dos compostos secundarios n-propanol (a), isobutanol
(b) e alcool isoamilico das linhagens LBCM 678 e LBCM 680. As linhagens foram
inoculadas em meio melaco a 8 °Brix e as amostras foram coletadas nos tempos de 0, 6,
12 e 24 horas.
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Figura 19. Cinética de formacdo dos compostos secundarios acetato de etila (a) e
hexanoato de etila (b) das linhagens LBCM 678 e LBCM 680. As linhagens foram
inoculadas em meio melago a 8 °Brix e as amostras foram coletadas nos tempos de 0, 6,
12 e 24 horas.
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equivalente entre as linhagens foi também observado para o isobutanol (Figura 18b) e
alcool isoamilico (Figura 18c).

Esteres volateis sdo responsaveis pelo aroma frutado de bebidas fermentadas e
consequentemente constituem um grupo vital de compostos aromaticos desejaveis em
cervejas e vinhos. Dessa forma, foi avaliado o octanoato de etila, decanoato de etila,
porém ndo foi dectectado dentro dos limites do equipamento. O acetato de etila
analisado ndo apresentou diferenca na cinética fermentativa das duas linhagens (Figura
19a). assim como para o ester hexanoato de etila (Figura 19b). Foi analisado um ciclo
fermentativo de 24 horas, pois estas linhagens, quando levadas para escala de producao,

atingiram um ciclo equivalente, ndo justificando um ciclo superior a este periodo citado.

4.7 Caracterizacao molecular das linhagens selecionadas

4.7.1 Confirmacao da espécie das leveduras selecionadas

Embora nas linhagens LBCM 678 e LBCM 680 tenham sido identificados, ap0os
amplificagdo com os primers ITS1-ITS4, fragmentos de aproximadamente 850 pb,
caracteristico da espécie S.cerevisiae (Figura 20) e, para confirmar a identificacdo
dessas linhagens como sendo S. cerevisiae, os produtos de amplificacdo da regido ITS
das linhagens isoladas e selecionadas foram digeridos com as endonucleases de
restricdo Haelll, Hinfl e Cofl. A digestio do produto de amplificagdo com Haelll gerou
fragmentos de 320, 220, 180 e 145 pb (Figura 21) e, realizada a digestdo com o produto
de amplificacdo com Hinfl, revela 2 fragmentos com 395 e 145pb, conforme mostrado
na Figura 22. O perfil obtido pela digestdo do produto de amplificacdo com Cfol gerou
dois fragmentos, um entre 300 e 400 pb e outro entre 100 e 200 pb (Figura 23).

Coton e colaboradores (2010) demonstraram que a digestdo do produto 1TS-5.8S
de S. cerevisiae pela enzima Cfol produz 3 fragmentos com 380, 360 e 160 pb. Porém,
Souza (2010) verificou também trés fragmentos, contendo 385, 365 e 135 pb. Da
mesma maneira, 0s padrdes de restricdo mostrados na Figura 22 correlacionam-se com
os dados publicados por Coton e colaboradores (2006), que obtiveram, como produto da

digestdo por Hinfl, dois fragmentos, contendo 395 e 145 pb. Guillamén e colaboradores
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1000 pb

750 pb

Figura 20. Gel de agarose corado com brometo de etidio e visualizado sob luz UV,
mostrando o fragmento ITS da linhagem laboratorial BY 4741 e das linhagens selvagem
LBCM 678 e LBCM 680, amplificado a partir dos primers ITS1 e ITS4. PM representa

0 padrdo de peso molecular (1 KB Invitrogen).
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Figura 21. Gel de agarose corado com brometo de etidio e visualizado sob luz UV,
mostrando o produto de digestdo do fragmento de ITS — 5.8S com a endonuclease
enzima de digestdo Haelll, da linhagem laboratorial BY 4741 e das linhagens selvagem
LBCM 678 e LBCM 680. PM representa 0 padrdo de peso molecular (100-3000 bp

Axygen Biosciences).
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Figura 22. Gel de agarose corado com brometo de etidio e visualizado sob luz UV,
mostrando o produto de digestdo do fragmento de ITS com a enzima Hinfl, da linhagem
laboratorial BY 4741 e das linhagens selvagem LBCM 678 e LBCM 680. PM

representa o padréo de peso molecular (100-3000 bp Axygen Biosciences).
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Figura 23. Fragmentos de restri¢do das regides ITS-5.8S, em gel de agarose 3%, corado
com brometo de etideo (1 pg/mL), apds digestdo com a enzima Cfol, da linhagem
laboratorial BY 4741 e das linhagens selvagem LBCM 678 e LBCM 680. PM
representa o padrao de peso molecular (100-3000 bp Axygen Biosciences).
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(1998) também relatam um produto com dois fragmentos, dessa vez contendo
aproximadamente 365 e 155 pb. Nos resultados apresentados por Segura e
colaboradores, (2010), foram obtidos 3 fragmentos com aproximadamente 364, 121 e
77 pb.

Portanto, o tamanho dos fragmentos das linhagens LBCM 678 e LBCM 680 esta
de acordo com o previsto para a regido |ITS1-ITS4 de S. cerevisiae
(http://db.yeastgenome.org), confirmando, assim, as linhagens como pertencentes a

espécie S. cerevisiae.

4.7.2 Verificagdo da prevaléncia - acompanhamento das leveduras durante o

processo fermentativo pelo Método de identificacdo por mtDNA-RFLP

Durante o processo fermentativo, 0 método de mtDNA — RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism analysis of mitocondrial DNA) foi usado para
monitorar a prevaléncia e a permanéncia das linhagens de leveduras LBCM 678 e
LBCM 680 durante o processo fermentativo. Cerca de 100 coldnias de leveduras
obtidas a cada intervalo de 3 ciclos fermentativos em um total de 9 ciclos sucessivos de
fermentacdo foram submetidas a analise de RFLP do DNA mitocondrial. As linhagens
predominaram em 100% ao longo dos 9 ciclos de fermentacao, correspondendo ao perfil
RFLP do DNA mitocondrial da linhagem inoculada (Figura 24).

Apesar desse método ndo diferenciar entre as leveduras LBCM 678 e LBCM
680, € um método para identificar a presenca de linhagens do género S. e linhagens das
molecularmente distintas em fermentagdes espontaneas. De fato, a anélise do pérfil de
restricdo do DNA mitocondrial (mtDNA-RFLP) tem sido apontada como uma técnica
eficiente para caracterizar e diferenciar linhagens industriais de S. cerevisiae
(Guillamén et al., 1996; Lopez et al., 2001). Dessa forma, mtDNA-RFLP tem-se
mostrado util para diferenciar linhagens isoladas de um mesmo mosto e para monitorar
a persisténcia e a prevaléncia de linhagens especificas durante todo o processo
fermentativo, além de ser uma técnica rapida, facil e de relativo baixo custo
(SCHULLER, 2004; ARAUJO et al., 2007; GOMES et al., 2007; BERNARDI et al.,
2008; BADOTTI, 2009; SILVA et al., 2009; MARINI et al., 2009, SOUZA et al.,
2012).
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Figura 24. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, mostrando o
perfil do mMtDNA-RFLP (mitocondrial DNA Restriction Fragment Length
Polymorphism) das linhagens de Saccharomyces cerevisiae LBCM 678 e LBCM 680.
S&o mostradas 4 col6nias para cada tempo inicial e final do experimento. PM representa

0 padréo de peso molecular (100-3000 bp Axygen Biosciences).
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4.7.3 Polimorfismo molecular das duas linhagens selecionadas

4.7.3.1 Diferenciacdo por RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Com o objetivo de comparar geneticamente as linhagens de S. cereviseie, foi
estudada a variabilidade por meio da reacdo de RAPD, usando DNA gendmico das 2
linhagens selecionadas LBCM 678 e LBCM 680, e com a utilizacdo dos primers EI1 e
LAL, foi obtido um padréo de amplificacdo de fragmentos de DNA para as linhagens.

Em vérios trabalhos tem sido descrita a utilizacdo da técnica de RAPD-PCR para
diferenciar linhagens de leveduras e determinar o grau de polimorfismo (BARROS
LOPES et al., 1996; GUERRA et al., 2001; PEREZ et al., 2001; PLENGVIDHYA et
al., 2004; VICENTE, 2007). Essa técnica foi utilizada em nosso trabalho para
diferenciacdo de individuos e demonstrar a grande variabilidade de linhagens que ocorre
durante a fermentacdo da cachaca como descrito por Guerra e colaboradores (2001).

O perfil de bandas gerado pelas linhagens LBCM 678 e LBCM 680 foi muito
similar, quer seja pelas bandas detectadas quer pela intensidade da coloragdo obtida, ndo
havendo diferenca significativa entre as linhagens (Figura 25a). De fato, Guerra e
colaboradores (2001), estudando a diversidade de linhagens 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. Estes
autores atribuiu essa observacdo a possibilidade de existéncia de mutacfes pontuais ou
pequenas delecdes/insercdes distribuidas no genoma. Em estudo sobre a dindmica de
leveduras selvagens e linhagens iniciadoras em vinho tipos Riesling e Chardonnay,
observou-se que é possivel distinguir algumas linhagens selvagens, mas ndo todas,
utilizando diferentes primers em reacdes de PCR (EGLI et al., 1998). Porém, Oliveira e
colaboradores (2008), usando as mesmas condicdes dessa técnica para avaliar o perfil
de bandas, gerado por linhagens isoladas de diferentes destilarias do Estado de Minas
Gerais, observou que elas foram similares, porém o método ndo foi eficiente para

delimitagdo das linhagens selecionadas.
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4.7.3.2 Diferenciagdo por COX-PCR

Também é uma técnica utilizada no intuito de verificar o polimorfismo entre as
linhagens estudadas. E um método baseado na variagio do nimero e posi¢do dos introns
no gene mitocondrial COX1, sendo que a variacdo destes introns tem sido também
reportada entre linhagens da mesma espécie (LOPEZ et al., 2003).

Em funcéo dos resultados obtidos anteriormente, as linhagens foram submetidas
a este método para diferenciacdo das linhagens S. cerevisiae utilizadas na producédo de
cachaca. Na Figura 25b, podemos observar o resultado da reacdo de amplificagéo
usando os 4 primers 3L, 3R, 4L e 5R, na qual as linhagens de leveduras LBCM 678 e
LBCM 680 apresentaram um perfil similar. Oliveira e colaboradores (2008), ao avaliar
o perfil de bandas, gerado por linhagens isoladas de diferentes destilarias do Estado de
Minas Gerais, observou que as linhagens apresentaram um perfil diferenciado,
mostrando que, apesar da grande similaridade hd um polimorfismo molecular, entre as

linhagens analisadas.

4.7.4 Andlise de microssatélites

Na identificacdo dos microssatélites, foram utilizados seis pares diferentes de
primers seguido da metodologia descrita por Péres e colaboradores (2001) e Souza
(2010). Sendo demonstrado na Tabela 8, onde diferentes polimorfismos foram
encontrados dentre as 2 linhagens selvagem isoladas.

Uma variacdo de alelos foi encontrada entre as 2 linhagens estudadas. Os loci
SCAAT1 e ScAAT3 tém sido descritos como 0s que apresentam maior grau de
polimorfismo (PEREZ et al., 2001; SHULLER et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008,
SOUZA, 2010). Nossos resultados confirmam que os loci SCAAT1, SCAAT2 e
SCAAT3 permitiram identificar diferencas polimdrficas; porém os demais loci
apresentaram similaridade.

Além disso, foram identificados oito novos alelos sendo eles: 153 pb e 180 pb do
I6cus SCAATL, alelos 361 pb e 385 pb do lécus SCAAT2, alelos 235 pb do locus
ScAATS, alelos 332 pb do l6cus SCAATA4, alelos 234 pb do l6cus SCAATS e alelos 261
pb do l6cus SCAATG. Oliveira e colaboradores (2008), ao avaliar linhagens isoladas de
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diferentes destilarias das regides de Salinas, Jequitinhonha, Ouro Pretos, Perddes e
Lavras no estado de Minas Gerais também encontraram novos alelos.

A técnica de microssatélites, que utiliza sequéncias (primers) curtas de até seis
nucleotideos, os quais sd@o encontrados no genoma de varios micro-organismos, foi
relatada como muito atil para S. cerevisiae (BALEIRAS-COUTO et al., 1996; PEREZ;
GALLEGO & HIDALGO, 2001). Schuller e colaboradores (2004) realizaram um
levantamento de métodos moleculares para identificacdo de leveduras, sendo a
combinacédo de dois loci (SCAAT1 e SCAAT3) geradores de maior polimorfismo. Essa
técnica de microssatélites configura-se uma ferramenta poderosa e promissora para 0
estudo em grande escala como a determinacdo da proximidade genética (estudos
filogenéticos) e distribuicdo biogeografica de linhagens selvagens de S. cerevisiae,
tendo como desvantagens o0 maior custo em investimentos de equipamentos,
requerendo, ainda, pessoas com maior qualificagdo para a sua execugdo (SCHULLER et
al., 2004).

Apesar da indicacdo dos loci SCAAT1 e SCAAT3 como 0s que apresentam
maior grau polimérfico (PEREZ et al., 2001b; SCHULLER et al., 2004), o locus
ScAAT1 foi o marcador com maior polimorfismo, apresentando 4 alelos. Além dos 41
alelos (51 linhagens) previamente descritos para SCAAT1-SCAAT6 (PEREZ et al.,
2001), oito novos alelos foram identificados no presente estudo, utilizando 2 linhagens
selvagem (153, 180, 361, 385, 235, 332 234 e 261 pb). Souza (2010), analisando a
diversidade alélica de quatro linhagens selvagens isoladas de diferentes regifes do
Estado de Minas Gerais, sendo elas: Patos, Divindpolis, Araguari e Januaria, encontrou
quatro novos alelos (354, 283, 286 e 296 pb). A maior parte dos alelos encontra-se
distribuida na linhagem LBCM 680. Porém as linhagens LBCM 678 ¢ LBCM 680
compartilham os alelos mais frequentes para os marcadores SCAAT2, SCAATS3,
SCAAT4, SCAATS e SCAATG6 (361, 250, 332, 228, 234 e 261 pb respectivamente).
Alelos distintos e unicos foram identificados em quatro dos seis marcadores analisados
(SCAATL, SCAAT2, SCAAT3, SCAATS e SCAAT6). Uma situagcdo peculiar estd na
presenca de quatro alelos comuns a duas linhagens para os l6cus SCAAT4, SCAATS e
SCAATG (332, 228-234 e 261 pb respectivamente).

Observou-se, também, entre as duas linhagens estudadas, um distinto grau

heterozigotico. Souza (2010) também observou esta evidéncia em trés das quatro
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Figura 25. RAPD-PCR (a) e COX-PCR (b) das linhagens de leveduras S. cerevisiae
LBCM 678 e LBCM 680, isoladas de destilarias da microrregido de Salinas (MG) em

2008. PM representa o padréo de peso molecular (1KB Invitrogen).
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Tabela 8. Diversidade alélica de duas

linhagens selvagens selecionadas da

microrregidode Salinas — MG comparadas com a linhagem W303.

ScAAT1 ScAAT?2 ScAAT3 ScAAT4 ScAATS5 ScAATG6
Linhagem
Alelos Alelos Alelos Alelos Alelos Alelos
LBCM
153 -192 361 250 332 228 — 234 261
678
LBCM
180-231 361-385 235-250 332 228 — 234 261
680
W303 180 323 261 403 271 231
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linhagens estudadas. Os loci SCAAT4, SCAATS e SCAAT6 nédo apresentaram nem uma
variacdo entre os alelos. Porém Souza (2010) observou essa caracteristica somente para
os loci SCAAT5 e ScAAT6. Oliveira e colaboradores (2008) ndo observou esta
evidéncia para as linhagens estudadas. Segundo Souza (2010), o aparecimento de alelos
raros e de um baixo nivel de homozigotos aponta para a existéncia de sub-popula¢des
isoladas de linhagens de leveduras com constituicdo genética distinta.

Portanto, levando todos esses aspectos em consideracdo podemos concluir que
essa metodologia evidencia que ndo somente as duas linhagens sdo molecularmente
distintas, como também corroboram o alto grau de polimorfismo apresentado entre
linhagens de S. cerevisiae isolados de diferentes regifes. No contexto da criagcdo de
estratégia de obtencdo de uma Indicacdo Geogréfica tipificada como Denominacdo de

Origem, essa metodologia mostrou-se mais adequada.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho podemos concluir que:

Foram isoladas 7680 linhagens de leveduras oriundas de diferentes dornas de
fermentacdo da microrregido de Salinas (MG), mas somente 18 linhagens de
S.cerevisiae apresentaram caracteristicas apropriadas para atender as condicOes
empregadas no processo produtivo da cachaga, a saber LBCM: 630, 631, 633, 668, 669,
670, 671, 672, 673, 674, 675, 676, 677, 678, 679, 680, 681,682

As 15 linhagens testadas no processo fernentativo em escala piloto apresentaram
bons resultados em relacéo a producdo de compostos aromatizantes.

No estudo de fermentacdo em escala piloto, das 6 linhagens analisadas LBCM:
668, 678, 671, 676, 680, 681, as linhagens LBCM 678 e LBCM 680 apresentaram
melhor desempenho fermentativo e pardmetros fisico-quimicos. E quando testadas em
ambiente de producdo, apresentaram resultados similares em relacdo a tempo de
fermentac&o, teor alcodlico e acidez do vinho, alcool superior e ésteres.

Em relacdo a caracterizacdo molecular, nossos resultados demonstraram que a
analise de microssatélites permitiu uma nitida distingdo dentre as linhagens analisadas,
sendo identificados entre as duas linhagens analisadas 8 novos alelos, ao contrario das
técnicas de RAPD-PCR e COX-PCR, que ndo apresentaram distingdo entre as
linhagens. Uma vez mais, nosso laboratério encontra evidéncias de que 0 uso
combinado de diferentes técnicas para a analise do polimorfismo das linhagens € a
estratégia mais adequada.

Em resumo, a caracterizagdo molecular mostrou grande polimorfismo entre as
linhagens selecionadas e claras diferencas sobre linhagens isoladas de outras regides de
Minas Gerais, 0 que, a Nnosso Vver, constitui-se numa estratégia adicional para o
requerimento de Indicacdo Geogréafica do tipo Denominacdo de Origem, baseado na
linhagem isolada da regido e que apresente propriedades mais adequadas a producéo de
cachaga.
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