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RESUMO

O brejo paraibano tem se destacado no cenario nacional na producdo de cachaga que ganha
forca ao longo do tempo ndo sé pelo volume produzido como também pela qualidade do
produto. Uma das principais etapas na elaboracdo da cachaca é a fermentacdo, um processo
bioldgico realizado por leveduras nas dornas, estando a qualidade do produto final diretamente
ligada as caracteristicas da cepa atuante. Sabendo que leveduras de diferentes origens carregam
marcas de sua regionalidade no metabolismo, surge a problematica no cenario em que as
leveduras selecionadas disponiveis comercialmente sdo oriundas do centro-sul do pais. O
objetivo deste trabalho foi selecionar leveduras nativas do brejo paraibano que reinam o melhor
perfil de eficiéncia no processo fermentativo, permitindo potencializar a qualidade do produto
local, consolidando a identidade regional. Todas as etapas da pesquisa foram realizadas no
Complexo Agroindustrial da UEPB, no municipio de Lagoa Seca, Paraiba. A cana foi moida
logo apds coleta e o caldo foi reservado por 24 horas. O caldo foi entdo diluido e inoculado em
placas de Petri, as quais foram incubadas por 48 horas em estufa microbioldgica. As col6nias
isoladas foram coletadas e preservadas, sendo entdo submetidas aos testes de sele¢do. Os
isolados passaram pelos testes de fermentacéo de glicose, de tolerancia a etanol, de producéo
de sulfeto de hidrogénio e de resisténcia a alta temperatura, sendo selecionadas aquelas com
carter positivo para fermentacéo de glicose, tolerancia a etanol e alta temperatura e com carater
negativo para producdo de sulfeto de hidrogénio. Foram isoladas 158 colénias, que apds
realizacdo de todos os testes de exclusdo apenas uma cepa, o isolado B5, apresentou
comportamento favoravel em todos os testes. Os resultados confirmaram a grande diversidade

metabolica nas leveduras nativas, refor¢cando a importancia de explorar a microbiota regional.

Palavras-chave: Aguardente. Cana-de-acucar. Leveduras fermentadoras. Producdo da

cachaga.



ABSTRACT

The Paraiba swamp has stood out on the national scene in the production of cachacga, which has
gained strength over time not only due to the volume produced but also by the quality of the
product. One of the main stages in the production of cachaca is fermentation, a biological
process carried out by yeasts in the vats. The quality of the final product is directly linked to
the characteristics of the strain in action. Knowing that yeasts from different origins carry marks
of their regionality in the metabolism, the problem arises in the scenario in which the selected
yeasts available commercially come from the south-central part of the country. The objective
of this work was to select native yeasts from the Paraiba swamp that have the best efficiency
profile in the fermentation process, allowing to enhance the quality of the local product,
consolidating the regional identity. All stages of the research were carried out at the UEPB
Agroindustrial Complex, in the municipality of Lagoa Seca, Paraiba. The cane was ground right
after collection and the juice was reserved for 24 hours. The broth was then diluted and
inoculated in Petri dishes, which were incubated for 48 hours. Isolated colonies were collected
and preserved, and then subjected to selection tests. The isolates was analyzed by the glucose
fermentation, ethanol tolerance, hydrogen sulfide production and high temperature resistance
tests, and those with a positive character for glucose fermentation, ethanol and high temperature
tolerance and negative for production of hydrogen sulfide was selected. 158 colonies were
isolated, which, after all exclusion tests were performed, only one strain, isolate B5, showed
favorable behavior in all tests. The results confirmed the great metabolic diversity in native

yeasts, reinforcing the importance of exploring the regional microbiota.

Keywords: Spirit. Sugar cane. Fermenting yeasts. Cachaca production.
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1. INTRODUCAO

Um dos produtos agricolas brasileiros mais representativos atualmente é sem sombra de
duvidas a cachaca. Considerada como a bebida de identidade nacional, estando para o Brasil
assim como o uisque esta para a Escdcia, a tequila para 0 México, e a vodca para a Russia, por
exemplo, a cachagca vem conquistando cada vez mais apreciadores ao longo do tempo garantido
a posicao de segundo destilado mais consumido no mundo.

Aparecendo nesta terra ainda no periodo do Brasil colénia nos engenhos de cana-de-
acucar, a aguardente de cana era popular dentre as classes menos favorecidas da sociedade
naquela época, ou seja, em geral grupos de menor poder aquisitivo. A principio a elabora¢do da
bebida era basicamente a fermentagédo espontanea do caldo seguida de destilagdo em alambique
do vinho produzido, sem muita preocupacgdo com padronizacao.

Aos poucos a bebida foi se espalhando e caindo no gosto de outras camadas sociais. E
com a crescente popularizacdo da bebida surgiu a necessidade de se definir padrdes de
qualidade e, sobretudo de estabelecer limites na concentragcdo de compostos potencialmente
danosos a satde dos consumidores. Desse modo a cachaca ganhou regulamentagdo propria e
reconhecimento legal, sendo definida por lei com a “bebida tipica e exclusiva do Brasil,
elaborada a partir da fermentacéo do caldo de cana seguida de destilacdo simples, apresentando
teor alcodlico de 38% a 48%” (BRASIL, 2005).

A matéria prima para producdo de cachaga é a cana-de-acucar, um dos produtos
agricolas de maior importancia do pais. A cultura da cana-de-agucar foi introduzida no Brasil
pelos colonizadores ainda nos primeiros anos da ocupacdo, que de cara ja apresentou otima
adaptacao as condicdes climaticas e composicao do solo neste novo mundo. Isso € refletido pela
presenca de areas de cultivo destinadas a cana em todas as regiGes do pais, seja em maior ou
menor escala. Hoje o volume de producdo de cana no Brasil posiciona o pais, com folga, na
primeira colocacdo mundial dentre as na¢des produtoras (FAO, 2020).

Dentre as cinco regides brasileiras o sudeste concentra as maiores areas de cultivo de
cana e consequentemente apresenta as maiores taxas de producdo de seus derivados, tais como
acucar, etanol, bem como a cachaga (BRASIL, 2019). O nordeste apresenta uma producéo total
relativamente pequena, correspondendo a aproximadamente 8% da producdo nacional, sendo
os estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba os principais produtores da regido.

O subproduto da cana-de-agUcar de maior destaque na Paraiba é a cachacga que apresenta
forte representatividade na regido do brejo paraibano, onde estéo instalados varios engenhos.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em 2019 havia 34 registros de
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estabelecimentos produtores de cachaca no estado, respondendo por 145 produtos registrados,
ou marcas registradas. S6 0 municipio de Areia apresenta sete estabelecimentos produtores
registrados. Recebendo destaque também para o nimero de cachacas registradas, 36 registros,
seguida por Campina Grande com 33 registros (BRASIL, 2019).

Considerando a crescente tendéncia nas exportacdes de cachaca para diversos paises,
especialmente destinos mais tradicionais como 0s europeus, a produgdo paraibana apresenta
forte potencial de participacdo na economia regional (PAIVA et al, 2017), o que torna
imprescindivel a aplicacdo de praticas de padronizacdo e aprimoramento da qualidade sensorial
da bebida.

A producdo da cachaca é o resultado de dois processos basicos, fermentacdo e
destilacdo. A fermentacgdo consiste na conversao do aclcar contido no caldo da cana em alcool
e dioxido de carbono, um mecanismo biologico realizado por leveduras que sdo fungos
unicelulares com reconhecida atividade fermentativa com aplicacdo em diversos segmentos,
com destaque para linhagens de Saccharomyces cerevisiae. A garantia da qualidade de um
produto depende da aplicacao de técnicas padronizadas na sua producao, tais como a utilizacédo
de matéria prima de qualidade e de cepas eficientes no processo.

As producdes em grande escala, principalmente quando realizada em grandes
destilarias, sdo utilizadas leveduras comerciais. Leveduras comerciais sdo cepas selecionadas
que apresentam boa eficiéncia na condugéo do processo, tolerancia as variagdes fisico-quimicas
ocorridas no curso da fermentacdo e producao de compostos secundarios dentro do estabelecido
em lei. Isso permite que se mantenha o perfil de qualidade do produto final de modo mais
uniforme, sem grandes diferencas na concentragdo de congéneres como se observa em
fermentacdo espontanea (BADOTTI et al, 2014).

Cada regido apresenta suas peculiaridades ambientais proprias, assim como uma
microbiota caracteristica dessa regido. Isso implica dizer que as leveduras autdctones podem
atribuir caracteristicas sensoriais distintivas da localidade que a originou (BARBOSA et al,
2018). A reconhecida qualidade das cachacas produzidas no brejo paraibano pode ser resultado
da microbiota de leveduras desta regido, ainda ndo explorada cientificamente.

As linhagens comerciais disponiveis no mercado atualmente, em sua maioria séo
resultado de selecéo de leveduras realizadas em engenhos da regido sudeste do pais. Destaque
para as linhagens Pedra-2 (PE-2), Catanduva-1 (CAT-1) e Barra Grande-1 (BG-1), as mais
utilizadas no Brasil (MOREIRA et al, 2015). Esta observacdo alerta para a importancia de
investigar a diversidade de levedura das diferentes regides, a fim de selecionar cepas que melhor

caracterize a bebida local. Com essa visdo buscou-se neste trabalho explorar a microbiota da
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cana-de-agucar na regido tipicamente cachaceira do estado da Paraiba, a fim de isolar e

selecionar leveduras com enfoque na producéo de cachaca.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
2.1 A cana de agucar

Pertencente a familia Poaceae a cana-de-acUcar € o nome popular para um conjunto de
espécies que compdem o complexo do género Saccharum, subtribo Saccharinae, tribo
Andropogoneae. Trata-se de um grupo vegetal de expressiva importancia agrondmica, que
juntamente com outros membros da mesma familia como sorgo e milho, constituem algumas
das culturas mais produtivas do planeta. Sua fisiologia apresentando metabolismo C4, que
representa um dos principais mecanismos de concentracao de carbono utilizado para compensar
baixos niveis de CO atmosférico (TAIZ et al., 2017), pode explicar o sucesso de adaptacdo em
praticamente todos 0s continentes.

As espécies deste género sdo reconhecidas pelo alto nivel de poliploidia e facilidade de
hibridacéo, ou seja, o potencial de intercruzamento entre individuos de espécies distintas, fator
que contribui fortemente na manutencdo de um genoma altamente complexo, tipico do grupo
(THIRUGNANASAMBANDAM et al., 2018). Quanto a organizacdo do genoma, a cana-de-
acucar é uma planta alopoliploide apresentando genoma duplicado e hibrido de espécies
diferentes, o que resulta em diferencas fenotipicas em relacdo aos seus progenitores, bem como
atribuindo maior vigor e produtividade (TAIZ et al. 2017).

Acredita-se que a domesticacdo da cana-de-agucar se deu na Nova Guiné ha cerca de
10.000 anos (ARRO et al., 2016). As variaveis cultivadas atualmente séo resultado de constante
processo de melhoramento, tendo como ancestrais principais as espécies S. officinarum, notavel
pela sua capacidade de armazenamento de aguUcar, e a S. spontaneum, que contribuiu com vigor
e resisténcia a estresses bidticos e abidticos (XU et al., 2019). Além disso, ainda ocorrem
recombinac@es interespecificas com outras espécies do género, o qual comporta mais quatro
espécies incluindo S. sinense, S. barberi, S. robustus e S. edule. Tudo isso resulta na composicao
de um genoma poliploide interespecifico altamente complexo
(THIRUGNANASAMBANDAM et al., 2018; XU et al., 2019).

As cultivares mais difundidas atualmente sdo hibridos que fazem parte do chamado
“complexo Saccharum officinarum” o qual retine um grande nudmero de cultivares comerciais
além das demais espécies do género.

O cultivo de cana-de-agucar € amplamente disseminado por todo o planeta, com campos
de producdo em praticamente todos os continentes, contando com representantes do “top 20

maiores produtores” pela Food and Agriculture Organization (FAO) nos quatro continentes. As
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regides de cultivo sdo preferencialmente os tropicos e subtropicos. Ainda segundo a FAO
(2020) dos 20 maiores produtores de cana no mundo 9 sdo paises americanos e 8 sdo asiaticos.
A lista dos 10 maiores produtores mundiais, apresentada na figura 1, é encabecada pelo Brasil
com produgéo superior a 746 milhdes de toneladas em 2018, seguido da india com producio
total proxima dos 377 milhdes de toneladas.

Figura 1. Volume de producdo de cana-de-agucar em milhdes de toneladas,
dos 10 maiores produtores mundiais no ano de 2018. Fonte: FAO, 2020
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Fonte: FAO, 2020

O volume total de cana-de-acUcar produzida no Brasil se destaca também dentre as
principais representantes da forca agricola do pais, a frente da soja, milho e café, por exemplo,
despontando com folga em relacdo a outras importantes culturas nacionais como observado na
figura 2.

A importancia da cana-de-agUcar para 0 cenario econémico mundial se deve a seus
produtos derivados com fins alimenticios, acUcar principalmente, e energéticos sendo
importante matéria prima na producéo de etanol. O agUcar da cana corresponde a mais de 78%

da producdo de actcar consumido no mundo (XU et al., 2019).

Figura 2. Principais produtos agricolas brasileiros por volume de producéo
em milhdes de toneladas no ano de 2018. Fonte: FAO.
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Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a area de cultivo
da cana-de-acUcar tem sofrido leve reducdo nos ultimos anos, seja para ceder espaco para outras
culturas ou devido a melhorias das técnicas de colheita. No entanto a producao final ndo tem
sofrido tanto com essa reducdo. A producédo nacional estimada para a safra 2019/20 € de 642,7
milhGes de toneladas representando um aumento de 3,6% em relacédo a safra anterior (CONAB,
2019).

Aregido Centro-sul é responsavel pela maior producéo no pais com o equivalente a 92%
de toda producéo, enquanto o Norte/Nordeste contribui com 8% da producao nacional. Dentre
os estados do Centro-Sul, S&o Paulo registra os maiores volumes (340,9 milhdes de toneladas)
seguido de Goiéas (75,8 milhdes de toneladas) e Minas Gerais (68 milhdes de toneladas). Ja
entre os estados do Norte/Nordeste os estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba sdo os trés
maiores produtores nesta ordem (CONAB, 2019).

Na Paraiba a produgdo obtida na safra 2018/19 foi de 5.589 milhGes de toneladas com
previsdo de producdo de 6.719 milhdes de toneladas para a safra 2019/20, um aumento de
20,2% em relacdo a safra anterior, o que representa 13,4% da producdo de cana no Nordeste
(CONAB, 2019). Maior parte do que é colhido destina-se ao setor sucroenergético (85%) e o
restante, cerca de 15% e utilizado na producéao de agtcar. Em menor proporc¢éo fica a producao
de cachaga que se desenvolve em varios engenhos.

Segundo Coutinho et al., (2016) a producgdo de cana-de-agucar na Paraiba apresenta uma
forte contribuicdo para a economia do estado, gerando 50 mil empregos, diretos e indiretos,
com uma injecdo de 400 milhdes de reais na economia local. Os produtores apontam como
principais entraves para 0 aumento da producdo, frente a baixa produtividade por hectare no
estado, & desregulacdo do setor e ao custo elevado da cultura, além das conhecidas condicGes

climaticas da regiao.

2.2 Cachaca, identidade do Brasil

A cachaca é a aguardente mais conhecida popularmente, resultante da fermentacéo e
destilacdo do caldo natural da cana-de-agucar produzida no Brasil. Foi descoberta em meados
do século XVI pelos escravos que trabalhavam nos engenhos de agucar naquela época. Ao
longo do tempo a cachaga veio tomando cada vez mais espago no gosto popular e se espalhando
para além das fronteiras nacionais, representando assim um produto de identidade cultural para

0 pais.
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Esse crescimento e conquista de cada vez mais espaco no gosto de apreciadores de
bebidas, alertou para a necessidade de criacdo de regulamentacdes técnicas e legislacdes
especificas, a fim de definir os padrbes de qualidade da bebida, criando assim a identidade da
bebida tipica brasileira e garantindo o controle nos niveis de compostos potencialmente nocivos
a saude dos consumidores. A lei 8.918 de 14 de julho de 1994, regulamentada pelo decreto
6.871 de 4 de junho de 2009, é uma das principais ferramentas nesse sentido.

Conforme regulamentacdo técnica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), por meio da Instrugdo Normativa N° 13 de 29 de junho de 2005,
aguardente de cana é a bebida com graduacdo alcodlica de 38% a 54% a 20°C, podendo ser
adicionada de acgUcares, enquanto a cachaca, por definicao, € a denominacéo tipica e exclusiva
da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacdo alcoolica entre 38% e 48% podendo
ter até 69/l de acucar (BRASIL, 2005). Diferencas sutis entre as duas denominacdes, mas que
definem as caracteristicas prdprias e asseguram a qualidade desta bebida que € a identidade do
pais. Nesta IN sdo também definidos os limites dos compostos secundarios e, sobretudo de
contaminantes tolerados na bebida.

Em nivel de consumo a cachaga ja é a terceira bebida destilada mais consumida no
mundo. No Brasil ocupa a lideranca entre os destilados representando 87% do consumo nesta
categoria, ocupando ainda a segunda posi¢ado entre as bebidas alcodlicas de modo geral, ficando
atras apenas da cerveja (BARBOSA, 2016).

Cunha e Matos (2017) apontam ainda um uso alternativo para a cachaga como potencial
solvente em experimentos de quimica organica, onde se mostrou vidvel na sintese de
dibenzalacetona e benzalacetofenona, bem como na extracdo de pigmentos das sementes de
urucum, atendendo aos principios da quimica verde.

Analisando o volume de exportacdo da cachaca entre os anos de 1997 e 2015, observa-
se um aumento gradual no valor arrecadado, passando de $6,73 a $13,37 milhdes de Ddlares
neste intervalo. Contudo ndo houve o mesmo aumento em volume fisico da bebida
comercializado. Dentre os estados brasileiros, S&o Paulo, Pernambuco, Parana e Rio de Janeiro,
nesta ordem, sdo 0s maiores exportadores de cachaca, em volume bruto, segundo dados de
Paiva et al. (2017). Salientando que essa informacéo considera, sobretudo, a cachaca de coluna,
produzida em escala industrial.

Os estabelecimentos produtores de cachaga no pais se concentram em grande maioria
no estado de Minas Gerais com 421 estabelecimentos registrados, seguido de Sdo Paulo com
126 pontos de producdo. Os quatro estados do sudeste contam com 0s maiores nimeros de

estabelecimentos registrados. Logo em seguida esta o Rio Grande do Sul, quinto colocado, com
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49 estabelecimentos registrados e a Paraiba assumindo a sexta posi¢do neste ranking, e
conquistando destaque na regidao nordeste (BRASIL, 2019).

A Paraiba também se destaca como o estado nordestino com o0 maior nimero de marcas
de cachaga registrada, ocupando a sexta colocacdo no pais nesse quesito. Esses dados ganham
maior importancia levando em consideracdo o tipo de produgdo realizado nesse estado,
consistindo em grande parte no modelo artesanal, em alambiques. Modelo que eleva a qualidade

sensorial do produto.

2.3 Producéo da cachaca

A elaboracdo da cachaca envolve uma série de etapas desde a moagem da cana até a
obtencéo do produto final bruto ou envelhecido em barris apropriados.

Tudo inicia com a colheita da cana-de-agUcar, matéria prima para a cachaca. Para
muitos, no entanto, a escolha de variedades com bons perfis de qualidade ainda no plantio
representa o inicio de fato da cadeia de fatores que contribuem para a qualidade final do produto.
Realizada a colheita 0 material é transportado para o engenho onde ocorre a prensagem da cana
e obtém-se o caldo.

O caldo de cana bruto pode apresentar teor de aguUcar de até 25 °Brix, escala que mede
o teor de solidos soltveis em solugdes, considerada para o caldo de cana como o percentual de
acucar contido no caldo. Esta proporc¢éo varia muito conforme a variedade da cana utilizada e,
sobretudo, conforme seu estagio de maturacdo. Canas mais maduras apresentam grau Brix mais
altos enquanto canas menos maduras apresentam menos teor de agUcares. Existe ainda variagcao
na composicao de acucar numa mesma planta em diferentes posi¢des do caule, sendo maior no
sentido da base ao apice.

Uma vez obtido o caldo a partir da moagem da cana, faz-se necessario ajustar seu brix
para 14 a 16, valor no qual a fermentacdo na dorna tem prosseguimento. Esse ajuste € feito pela
adicdo de agua potavel ao caldo até atingir o valor desejado. O ajuste do grau Brix do caldo é
importante para evitar o choque osmotico nas células fermentadoras o que comprometeria o
curso da fermentacdo e a qualidade do produto final. Normalmente sdo realizados também
ajustes no pH visando um ambiente ligeiramente &cido 0 que garante um meio mais propicio
para 0 metabolismo das leveduras e, por outro lado, inibe o desenvolvimento de
microrganismos indesejados no processo.

Bonassa et al., (2015) destaca alguns fatores que podem influenciar na eficiéncia

cinética do processo de fermentacdo, com destaque para o pH e o Brix que apresentaram efeito
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significativo no tempo total da fermentacdo, de forma diretamente proporcional. Quanto a
relacdo entre as concentracdes de substrato e produto, apenas o brix, ou seja, o nivel de aclcares,
representa importancia significativa.

A adicdo de suplementos nutricionais, como fontes de nitrogénio no mosto deve ser
evitada, pois podem influenciar na composicdo dos congéneres do produto final e,
consequentemente, a qualidade da bebida (PEREIRA et al., 2015). Ha relatos de que a
suplementacdo de ureia no caldo antes da fermentacdo tem relacdo direta com a alta
concentracdo de carbamato de etila no produto final (BORTOLETTO et al., 2015).

O caldo com todos os ajustes pertinentes é entdo conduzido para as dornas (biorreatores
onde a fermentagdo ocorre) nas quais ja se encontra o “pé de cuba”. O pé de cuba nada mais é
que o fermento ativado responsavel pela fermentacdo dos aculcares do caldo, correspondendo,
normalmente, a 20% do volume total da dorna. Em alambique o caldo é adicionado ao pé de
cuba de forma gradativa até atingir o volume maximo, ndo adicionado todo o volume de uma
SO vez para que ndo ocorra perda das leveduras por choque osmético e, consequentemente,
reducdo na eficiéncia do processo. O mosto, modo como se denomina a mistura do caldo com
0 pé de cuba, chegando ao volume maximo da dorna acompanha-se o andamento da
fermentacao através da medicdo do Brix ao longo do processo ate atingir grau O (zero), o que
indica que todo o agucar contido no mosto ja foi consumido pelas leveduras.

A fermentacdo em ambito industrial pode ser classificada em continua e descontinua
(batelada) que por sua vez pode variar em batelada simples e alimentada. No processo continuo,
as donas sdo alimentadas constantemente com mosto fresco, ocorre entdo a fermentacao e o
mosto é retirado na mesma vazdo que entra na dorna. Nesse modelo as dornas s&o dispostas em
série permitindo o fluxo continuo em cascata. Segundo Amorim et al. (2013) o processo
continuo é utilizado em 15% das unidades industriais, as quais contam com mais estrutura e
maior fluxo de producéo.

De forma similar, no processo de batelada alimentada o caldo da cana e as leveduras séo
introduzidos na dorna simultaneamente, de forma controlada. Este método é considerado mais
produtivo visto que é possivel controlar a vazao de entrada do substrato na dorna, modelando a
producdo gerada no processo. Estima-se que esse mecanismo seja empregado por 85% das
destilarias brasileiras (AMORIM et al., 2013).

Por sua vez, no processo de batelada simples as dornas séo preenchidas com o mosto e
sO entdo € adicionado o fermento. Depois de ocorrida a fermentacao o contetido é direcionado
para a destilacdo e procede-se a assepsia da dorna para inicio de novo ciclo. Essa é a modalidade

utilizada em pequenas destilarias na producéo artesanal de aguardentes.
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Finalizada a fermentagdo de todo o agucar do mosto, o vinho fermentado é canalizado
para o alambique onde ocorre a destilacdo. Fabricado normalmente em cobre, o alambique
funciona basicamente como uma grande panela de pressdo onde o vinho é aquecido para
evaporacgéo e consequente separacdo dos componentes de acordo com seus diferentes pontos de
ebulicdo. Iniciando o sistema temos uma caldeira, no topo da qual esta acoplado um de tubo de
cobre que conduz o vapor gerado pelo aquecimento do liquido através de uma serpentina, a
qual passa por um condensador, um recipiente com agua que resfria o vapor contido no interior
do tubo e no final obtemos a aguardente de primeira geracdo ou aguardente mono destilada, a
cachaga.

Do volume total de um alambique apenas um pequeno percentual é considerada como
cachaca ao final da destilacdo. Durante o processo sdo separadas trés fracdes denominadas
“cabeca”, “coragdo” e “cauda”. A cabeca corresponde a 1-2% do volume Util da caldeira,
apresentando alto teor alcodlico e grande concentracdo de compostos volateis indesejados que
interferem na qualidade sensorial da bebida e, portanto € descartada. A fracdo destilada na
sequéncia, até que se atinja um teor de 38% a 40% de teor alcodlico na saida do condensador
corresponde ao coracgdo que € a fracdo desejada. A porcdo restante até a auséncia de etanol na
saida do condensador corresponde a cauda, e assim como ocorre na cabeca também é descartada

por apresentar substancias indesejadas (ALCARDE, 2017).

2.4 Composigao quimica e perfil de qualidade da cachaga

A cachaca é composta basicamente de &gua e etanol. Em menor propor¢do estdo
presentes outras substancias como acidos carboxilicos, metanol, ésteres, aldeidos e alcoois
superiores que sao responsaveis pelo sabor e aroma que conferem as caracteristicas sensoriais
particulares de cada produto. Para que a bebida seja devidamente registrada e comercializada,
esses compostos secundarios (congéneres) bem como eventuais contaminantes organicos e
inorgénicos, devem obedecer aos limites maximos estabelecidos em regulamentacéo prépria,

que garantem o padréo de identidade e qualidade da bebida. (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores maximos permitidos de congéneres e contaminantes organicos e inorganicos
na cachaca determinados pela instrugdo normativa n® 13 de 29 de junho de 2005 do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e abastecimento (MAPA) com alteraces. ! Valores por 100 ml de
alcool anidro.

Congéneres Maximo Contaminantes
Acidez volatil 150 mg? Organicos Maximo
Esteres totais 200 mg* Alcool metilico 20 mg*
Aldeidos 30 mg* Carbamato de etila 210 pg/l
Furfural e hidroximetilfurfural 5 mg! Acroleina 5 mg!
Soma dos &lcoois superiores 360 mg* Alcool sec-butilico 100 mg?
Inorgénicos
Cobre 5ml/l
Chumbo 200ug/1
Arsénio 100 g/l

A qualidade sensorial determinada por fatores como aparéncia, aroma, gosto e acidez,
sdo garantidos pela constituicdo de congéneres na bebida. Os ésteres conferem sabor adocicado
e aroma de frutas e flores, enquanto alcoois superiores resulta em aroma e sabor de coco e mel
além de notas de rosa. Por outro lado, a presenca de aldeidos na bebida é responsavel pela
ressaca gerada por seu consumo (AMORIM et al., 2016). Teor de aldeidos e acidez sdo fatores
que depreciam a qualidade sensorial da bebida, enquanto ésteres e alcool aumentam o valor
sensorial, desde que de modo equilibrado.

A contaminacéo bacteriana do caldo durante a fermentacdo é muitas vezes responsavel
pelos altos teores de aldeido e acido acético, cobre e carbamato de etila (CE), que depreciam a
qualidade do produto (BORTOLETTO et al., 2015). O CE tem efeito carcinogénico e seu
consumo representa riscos a saude. Por regulamentacéo, a concentragcdo maxima, que de inicio
era de 150 pg/l, foi alterada para 210 pg/l pela IN n° 28, de 8 de agosto de 2014 (BRASIL,
2014).

Conforme estudo de Bortoletto e Alcarde (2016) investigando a concentracdo de CE em
diversas cachacas disponiveis no mercado, foi observado que 24% das bebidas analisadas ndo
estavam em conformidade com a lei neste ponto, sendo os maiores valores registrados nos
produtos elaborados em grandes destilarias com sistema de coluna continua (media de 200 ug/l),
enguanto as cachacas de alambiques apresentaram maior efetividade no controle desse
composto, com média de74pg/l. D’Avila et al., (2016) também encontraram resultado similar
com cachagcas produzidas em alambiques de Minas gerais, quando todas as amostras estudadas

apresentaram niveis de CE bem abaixo do limite estabelecido.
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As variagBes na composicdo de compostos secundarios tem ligacdo direta com a
linhagem da levedura responsavel pelo processo fermentativo. Isso reflete a importancia de
utilizar leveduras selecionadas possibilitando padronizacdo na producdo. Conforme observado
por Badotti et al. (2014), cachagas produzidas com fermentacdo esponténea apresentaram
grande variagdo nos compostos constituintes, enquanto em producgdes com cepas selecionadas
apresentaram uniformidade na sua composigéo.

Além dos congéneres formados durante a fermentacao, uma possibilidade de refinar a
qualidade da bebida é por meio do seu envelhecimento, de preferéncia em barris de madeira.
Tradicionalmente o envelhecimento em barris de carvalho ganhou mais destaque, mas no caso
da cachaca a busca por madeiras nativas tem sido uma alternativa para agregar compostos da
flora local, bem como uma forma de cortar custos com importacdo do carvalho. A permanéncia
da bebida em contato com a madeira permite a formacao de novos compostos quimicos que
agregam valor a qualidade sensorial.

Sabe-se ainda que barris de carvalho de diferentes origens podem apresentar diferengas nos
compostos resultantes, ditos marcadores de envelhecimento, como acido serérico, acido
vanilico, furfural, dentre outros. A intensidade da tosta da madeira na confeccdo do barril
também apresenta influéncia significativa na cor, nos compostos fendlicos totais e na maturacao
dos congéneres em geral, com excecdo do acido galico, sendo o periodo ideal de
envelhecimento entre 15 e 20 meses (BORTOLETTO e ALCARDE, 2015; BORTOLETTO et
al., 2016).

2.5 Leveduras: usinas biotecnoldgicas

Leveduras sdo fungos unicelulares amplamente disseminados no ambiente, atualmente
agrupados no sub-reino Dikaria, com representantes ocupando os dois filos que o compdem:
Ascomycota e Basidiomycota (KURTZMAN et al, 2011). O termo “levedura” esta relacionado
ao modo de vida e morfologia do organismo, ndo representa uma classificagéo taxondmica, ou
seja, € um grupo artificial. Ascomycota e Basidiomycota sdo os filos mais amplamente
estudados do reino, comportando mais de 95% das espécies de fungos descritas. Ambos podem
apresentar a formacao de hifas regularmente septadas e diferem entre si pelo tipo de estrutura
reprodutiva que desenvolvem, ou seja, ascos no caso dos ascomicetos e basidio no caso dos
basidiomicetos (SANTOS, 2019).

Considerando a biologia desse grupo com caracteristicas metabdlicas similares ao grupo

dos animais, a Saccharomyces cerevisiae, membro dos Ascomicetos, tem sido estudada ha anos
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como um organismo modelo dos eucariotos, sendo o primeiro organismo desse dominio a ter
seu genoma inteiramente sequenciado (MADIGAN et al., 2010). Este grande marco
informacional revolucionou os conhecimentos em genémica, proporcionando o entendimento
de diversos processos fisioldgicos e correlatos do metabolismo humano, por exemplo, baseados
em sua biologia molecular (SANTOS, 2019).

A maior contribuicdo das leveduras para a humanidade talvez seja sua participagdo
como ferramenta biotecnoldgica. Ha milénios a fermentacdo vem se estabelecendo como o
processo mais primario das leveduras, respondendo pela producdo de diversos géneros
alimenticios tais como pdes, queijos, vinhos, cervejas, bebidas destiladas, dentre outros. Além
disso, varios outros ramos se desdobram em outros setores socioeconémicos como a producao
de insumos farmacéuticos, de proteinas heterélogas, controle biologico e nutricdo agricola, bem
como na biorremediacdo ambiental (KURTZMAN et al., 2011).

As técnicas de engenharia genética amplia ainda mais o leque de possibilidades nesse
campo promissor. Aliando os conhecimentos em gendmica de rotas metabolicas, somado ao
desenvolvimento de técnicas cada vez mais avancadas de engenharia molecular € possivel
programar leveduras para gerar produtos desejados. O rapido desenvolvimento de
microrganismos torna a pratica viavel, sendo a S. cerevisiae a melhor escolha, em detrimento
de procariotos, por ser mais robusta industrialmente, ser menos susceptivel e por expressar
citocromo P450, enzima envolvida na sintese de muitos derivados vegetais. Compostos como
Acetil-CoA, isoprendides e aminoacidos aromaticos sdo exemplos dessa tecnologia
(KRIVORUCHKO e NIELSEN, 2015).

Seguindo o esquema de um sistema biotecnoldgico industrial temos como peca central
o0 reator, onde séo introduzidos os agentes de transformagdo juntamente com o meio a ser
processado, apos 0 processamento obtém-se o produto final. Nesse caso quando os agentes de
transformagao sdo microrganismo o processo ¢ denominado “processo fermentativo™ e 0 reator
é a conhecida “dorna”. Em outros termos, fermentagdo ¢ um termo genérico que denomina a
atividade de microrganismos sobre determinado substrato objetivando a obtencéo de produtos
resultantes do metabolismo desse organismo.

De forma mais direta, a producdo de leveduras ainda pode atuar como um recurso
alimenticio per se como alimento ou suplemento alimentar, como observou Bertolo et al. (2019)
em estudo sobre o potencial nutricional de S. cerevisiae. Mostrando assim que estas leveduras

podem ser consideradas excelentes fontes de proteinas com potencial destinagdo alimentar.
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2.6 Leveduras fermentadoras

Do ponto de vista bioquimico a fermentacdo alcoolica € o processo anaerébico no qual
a glicose é convertida a alcool e dioxido de carbono (figura 3), um mecanismo metabdlico de
obtencdo de energia alternativo a respiracdo. Na fermentacdo o piruvato (&cido pirtvico)
formado no final da glicélise é convertido em acetaldeido pela piruvato descarboxilase com
consequente liberacao de dioxido de carbono na reacdo. O acetaldeido entdo é convertido em

etanol pela enzima éalcool desidrogenase.

Figura 3. Esquema geral da fermentacdo alcodlica.
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Para cada mol de glicose que inicia a reacdo sdo formados dois mols de etanol e dois
mols de dioxido de carbono. Durante o curso da fermentacdo pode ocorrer interferéncia de
bactérias acéticas que convertem o etanol em acido acético (C2H40.), reduzindo o rendimento
alcoolico e aumentando a acidez total que, em se tratando da producdo de bebidas, resulta na
depreciacdo do produto.

Leveduras sdo verdadeiras usinas fermentativas vivas. Elas sdo capazes de realizar
fermentacdo alcodlica, um processo conhecidamente anaerdbico, mesmo na presenca de
oxigénio. Fenomeno conhecido como “efeito Crabtree”. Segundo Kayikci e Nielsen (2015) a
presenca de glicose no ambiente de desenvolvimento da levedura inativa a proteina quinase
Snfl, que por sua vez medeia a supressdo transcricional de varios genes ligados ao balango
energetico celular como a gliconeogénese, a respiracdo e a utilizagdo de acUcares néo
fermentaveis.

Na producdo de bebidas, tanto fermentadas quanto destiladas, a fermentacéo
corresponde ao mecanismo central do processo. Como responsaveis por esse mecanismo, dentre
as varias espécies de levedura fermentadoras, as espécies do género Saccharomyces sao as mais
comumente relatadas. De modo mais particular a espécie S. cerevisiae possui um papel de
referéncia na elaboragéo dos varios tipos de bebidas alcodlicas (KURTZMAN et al., 2011). Na
pratica quando pensamos em levedura para obter etanol, falamos em S. cerevisiae.

O mecanismo da fermentacdo na elaboracdo de bebidas é algo antigo, e ao longo dos

anos ganhou ajustes e melhorias no processo. No Brasil o surgimento da bebida como um
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subproduto da cana, ocorreu de forma paralela a implantacdo dos primeiros engenhos pelos
portugueses, a partir de 1532 (ALCARDE, 2017). A fermentacdo espontanea da garapa seguida
da destilagao do fermentado deu origem a “aguardente de cana”. Nome este atribuido devido a
aparéncia com agua e a sensa¢do de ardéncia apds o consumo. O aprimoramento da producao
buscando a padronizacdo na qualidade e a elaboracao de regulamentacdo prépria criou o perfil
de identidade da cachaca.

O fendmeno de fermentacdo espontanea € comum em qualquer liquido acucarado, o que
ocorre naturalmente devido a presenca de leveduras em praticamente todos os ambientes. A S.
cerevisiae foi o primeiro microrganismo relacionado com fermentacdo alcodlica de frutas, o
que foi atribuido como nicho ecoldgico do grupo. A descoberta do efeito Crabtree no mesmo
periodo geoldgico da disseminacdo das plantas frutiferas suporta esta teoria, ainda que a ideia
de um nicho especifico para a espécie ndo seja bem definida, visto que ha poucas evidéncias
que a apoiem. Por outro lado a analise genémica de S. cerevisiae aponta um comportamento
generalista, tendendo a um nicho ndémade ou neutro (GODDARD e GREIG, 2015).

Segundo Araujo et al. (2018) as dornas de fermentacao de cachaca representa um nicho com
alta diversidade ecoldgica para selecdo de leveduras, dotadas de propriedades especificas
importantes no ambito industrial, e que podem ser positivamente aplicadas também nos
processos fermentativos da producdo de cerveja e de bioetanol. Essa variedade de destinos que
as leveduras da cachagca podem alcancar tem relagdo com sua conformagdo gendmica, de
caracteristica polifilética. A origem relativamente recente da cachaca, em detrimento de outros
tipos de fermentados como vinho e cerveja, com historico consideravelmente mais antigo, ainda
ndo permitiu a conformacdo de uma populacdo tipica de leveduras deste campo. A proposito,
de acordo com andlises filogenéticas, leveduras da cachaca séo derivadas de leveduras do vinho,
ditas de domesticacdo primaria (BARBOSA et al., 2018).

2.7 Leveduras na producédo da cachaca

A producdo de cachaca em alambiques, em pequena escala, teve sua origem a partir da
fermentacao espontanea, na qual se observa uma grande flutuacdo de populacGes de leveduras,
que sofrem influéncias edafoclimaticas e de acdo do operador, e nem sempre ocorre dominancia
da S. cerevisiae. Neste processo varias especies contribuem com algum componente diferente
que define o perfil sensorial final (PORTUGAL et al., 2016).

Ao longo do tempo a necessidade de obter produtos que mantivessem sempre 0S

mesmos niveis de componentes secundarios, seguindo um padrdo produtivo, induziu a busca
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por linhagens préprias de fermento para conduzir o processo. A composi¢do de congéneres na
bebida é resultado da atividade metabdlica da levedura responsavel pela fermentacao. 1sso pode
variar de safra a safra, de um engenho para outro ou entre diferentes regides.

Uma forma de minimizar essa variacdo é através da manutencdo de cepas selecionadas
a disposicdo. De acordo com Badotti et al. (2014) cepas selecionadas apresentam maior
dominéncia e persisténcia ao longo do processo, em detrimento de microrganismos
contaminantes. Além de apresentar uniformidade nos niveis de componentes.

Goncalves et al. (2016) observou que a fermentagdo conduzida por levedura selecionada
resultou em uma cachaga com acidez volatil significativamente inferior em comparacdo com a
fermentacgdo espontanea. Além de apresentar niveis de 1-propanol, 1-butanol e 2-butanol abaixo
do limite de deteccéo.

A interacdo de microrganismos visando a obtencdo de um produto com caracteristicas
pré-definidas pode ser uma estratégia promissora. Um estudo realizado por Carvalho et al.
(2015) associando Lactococcus lactis e S. cerevisiae na fermentacao apresentou acidez volatil
mais alta em comparagdo com a levedura pura, contudo ainda dentro do limite estabelecido na
regulamentacdo. Porém a avaliacdo sensorial apresentou alto valor para aroma, uma
caracteristica que valoriza o produto. No referido estudo a atividade da bactéria ndo causou
interferéncias na atividade metabdlica da levedura. A L. lactis € uma bactéria Gram-positiva
empregada na industria de laticinios, sendo o primeiro organismo geneticamente modificado
usado vivo no tratamento de uma doenca humana.

A associacdo de microrganismo na conducdo do processo fermentativo pode ser
vantajosa em alguns aspectos. Como visto, bactérias nem sempre estdo relacionadas com
impacto negativo no processo. De acordo com Reis (2016) o efeito da contaminacdo sobre a
eficiéncia fermentativa, ou seja, a conversao de aglcar em etanol é mais pronunciavel quando
se fala em leveduras contaminantes em relacdo a contaminantes bacterianos, 0 que ocorre em
razdo da area superficial de leveduras que forca uma competicdo por nutrientes de forma mais
sensivel.

Quando se trabalha com leveduras selecionadas o tratamento fisico-quimico prévio do
caldo reduz o nivel de impurezas e, sobretudo de organismo contaminantes, garantindo
melhores condicGes para desenvolvimento das leveduras (RIBEIRO et al., 2017). O tratamento
térmico por si sO ja demonstrou beneficios na reducdo de contaminantes microbianos como
bactérias lacteas, leveduras totais e também ndo-Saccharomyces, favorecendo o

desenvolvimento de maiores concentracdes das leveduras adequadas a fermentacéo alcodlica,
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sem ocorrer influencias significativas na composicdo quimica no produto final
(BORTOLETTO et al., 2015; ALVES et al., 2018).

Embora a S. cerevisiae seja a principal responsavel pela fermentacdo das diversas
bebidas alcodlicas existentes, ndo sdo as Unicas. Leveduras ndo-Saccharomyces com
caracteristicas tipicas de Saccharomyces podem contribuir de forma positiva durante a
fermentagdo (ALVARES-AINZA et al., 2016). Ha relatos de Candida milleri, Hanseniaspora
guilliermondii, Meyerozyma guilliermondii, Pichia caribbica, Pichia fermentans,
Zygosaccharomyces florentinus durante fermentacéo espontanea da cachaca. A participagéo de
outras espécies pode contribuir na diversidade de congéneres da bebida (VARELA, 2016).

A associagao de cepas de S. cerevisiae e Meyerozyma caribbica na producdo de cachaca
resultou em ganho na qualidade do produto pelo aumento dos teores de ésteres e de alcoois
superiores, que conferem os atributos sensoriais de destaque na bebida, alem de reduzir o
contetdo de aldeidos e de &cido acético (AMORIM et al., 2016).

Conforme Petruzzi et al. (2017) a busca por leveduras ndo-Saccharomyces na
vinificacdo € uma realidade crescente, que busca contribuir com diferenciais na qualidade
sensorial de vinhos, o que tende a ser valido também na producéo de cachaca.

Apesar da possibilidade de participacdo de outras espécies de levedura na producdo da
bebida, a superioridade da S. cerevisiae na condugdo do processo € reconhecida. Wang et al.
(2016) comparando a efetividade de cultivo associando S. cerevisiae e ndo- Saccharomyces
observaram gue estas reduzem sua representatividade ao longo do tempo, mesmo apresentando
nivel de crescimento populacional similar no primeiro momento. Essa capacidade de
sobreposicdo da S. cerevisiae deve-se a producdo de composto que interferem na atividade de
outras leveduras no meio.

De todo modo, a qualidade final da bebida, apesar das diversas variaveis que possam
interferir, passam pela selecdo de cepas de leveduras que melhor se enquadrem no perfil de
cada produtor. De forma simplificada, é desejavel que se obtenha leveduras com étimo perfil
de eficiéncia na conversdo de agUcares a etanol e que produzam compostos secundarios que
valorizem a bebida (WALKER e STEWART, 2016).

Segundo Portugal et al., (2017) cada cachaca apresenta intima relacdo com o ambiente
onde ela € produzida, agrupando principios das praticas tradicionais e a heranca regional, sendo
a microbiota local um fator crucial na obtengdo de um perfil quimico distintivo dessa expressao
regional.

Levando em consideracdo a marcante variabilidade genética dessas leveduras é possivel

correlacionar com suas atribuicGes e peculiaridades fisioldgicas diferentes para cada local de
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origem, conforme pontuado por Barbosa et al., (2018) sobre a importancia de selegdo de
leveduras fermentadoras da cachaca, que acabam atuando como marcador natural de identidade
biogeografica de cada localidade de origem. As analises fisico-quimicas confirmam a
importancia da selecdo proporcionando qualidade a bebida.

Conceigdo et al. (2015) trabalhando com isolamento de S. cerevisiae afirmaram que as
leveduras isoladas em destilarias de cachaca sdo mais robustas, apresentando plasticidade
fenotipica que as tornam propicias para a aplicacdo biotecnoldgicas, com bom aproveitamento
na producéo de etanol de primeira geracdo, de forma similar as cepas comerciais.

Mendes et al. (2017) observaram que cepas selecionadas da fermentagdo da cachaca,
saqué e vinho, produzem maiores quantidades de compostos secundarios favoraveis as
qualidades sensoriais, como ésteres totais e alcoois superiores, em comparacao com cepas de

laboratério.
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3 HIPOTESE

Investigando a diversidade de levedura nativa na localidade objeto de estudo, é possivel
isolar e selecionar ao menos uma linhagem de levedura com propriedades fermentativas

superiores visando a producgdo de uma cachaca com perfil elevado de qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

Para selecéo das melhores leveduras do processo fermentativo foram realizados ensaios
visando reconhecer aquelas com caracteristicas desejadas, tais como capacidade de
fermentacdo, observada pela fermentacdo de glicose, auséncia de produgdo de sulfeto de
hidrogénio, tolerancia a altas concentracdes de etanol e crescimento a 37 °C. O perfil fisioldgico
desejado foi filtrado através dos meios de cultura que variam conforme o teste aplicado. Os
meios de cultivo utilizados neste trabalho estdo apresentados na secao a seguir.

O ensaio de tolerancia a alto teor de aglcar, comum nos trabalhos com selecdo de
leveduras fermentadoras, ndo foi realizado no presente trabalho visto que o isolamento das
cepas na etapa inicial da pesquisa foi realizado em meio de cultura com alta proporcao de
glicose e, com isso, presume-se que todas as col6nias desenvolvidas na etapa de isolamento

sejam tolerantes quanto a este critério.

4.1 Meios de cultivo

Meio Agar YPG (isolamento, manutencéo e tolerancia a etanol)

Composigéo:
@ AQAr .o 1%
o Peptona......ccccceiiiiiiii 0,3%
e Extrato de levedura ..........cccccvvvveiiernennne 0,3%
o GlICOSE ...ocviiiiieee 2%

e Agua destilada
O meio Agar YPG foi utilizado na maioria dos procedimentos variando apenas a
concentracdo de acucar na fase de isolamento das leveduras (glicose a 30%) e a adi¢do de alcool

nas proporcdes desejadas no teste de tolerancia a etanol.

Meio YPG liquido (teste de fermentacéo)

Composicdo:
o Peptona .....cccccceiiiiiiii 0,75%
e Extratode levedura ............ccevveeeennen. 0,75%

@ GlICOSE e 2%
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e Agua destilada

Meio Agar LA (teste de producio de sulfeto)

Composicao:
@ GlICOSE ..o 4%
o Extrato de levedura .........cc.ccoooevviininnnn. 0,5%
o Peptona ... 0,3%
e Sulfato de amonio ........c.ccocevevevriennen. 0,02%
e Acetato de chumbo neutro .................... 0,1%
@ AQAl s 2%

e Agua destilada

Em todos os meios trabalhados foram realizados ajustes do pH visando obter sempre um
nivel proximo de “4”, visto que o desenvolvimento de leveduras ocorre mais satisfatoriamente
em meio acido. Para isso fez-se uso de acido citrico diluido a uma concentracdo de 10% em
agua destilada.

Todos os meios de cultivo foram esterilizados ap6s formulagdo em autoclave vertical a
121 °C por 15 minutos. As vidrarias utilizadas na conducdo do experimento, béqueres, placas

de Petri, tubos, pipetas e provetas também foram esterilizadas nas mesmas condigoes.

4.2 Isolamento das leveduras

A cana para extra¢do do caldo foi coletada diretamente do campo de uma area de plantio
dentro do Campus Il da UEPB localizado no municipio de Lagoa Seca — PB. As plantas foram
cortadas e levadas para moagem logo em seguida na moenda do Complexo Agroindustrial da
UEPB. O caldo obtido foi mantido em frascos de vidro a temperatura ambiente no laboratério
de Microbiologia de alimentos (UEPB) por 24h, em sua conformacédo natural sem qualquer
adicdo ou corregdo, visando assim obter o maximo de diversidade de leveduras nativas desde a
cana ainda no campo.

Passadas as 24h de desenvolvimento apds a prensagem da cana, e ja em pleno processo
de fermentacéo nos frascos, foi realizado o procedimento de isolamento das leveduras. Do caldo
mantido no frasco de vidro foi coletada uma amostra de 1 ml com o auxilio de uma pipeta

graduada e diluida em 1000 ml de agua destilada contida em um béquer, previamente
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esterilizados, obtendo uma concentracdo de 1:1000 (1073). Ap6s homogeneizacao foi coletada
uma aliquota de 100 pl da solugéo e inoculada em uma placa de Petri contendo meio Agar YPG
(glicose a 30%) e espalhada com o auxilio de uma alca de Drigalski. Os inéculos foram
realizados na cdmara de fluxo, sendo preparadas as placas em triplicatas com um grupo controle
que consistiu na inoculacdo de agua destilada nas mesmas condic¢es do experimento teste, a
fim de se mensurar a auséncia de contaminagdo durante os procedimentos de inoculagdo. No
total foram montadas 16 placas, sendo 12 placas com a solucdo para isolamento e 4 placas
controle, que foram incubados em estufa microbiolégica a 28 °C por 48h. Os procedimentos de
diluigdo, inoculagdo e incubagdo ocorreram no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da
UEPB.

O controle bacteriano foi realizado sem uso de antibioticos tradicionais, ficando essa
funcdo a cargo da alta concentragédo de agucar no meio de cultura da etapa de isolamento (meio
Agar YPG a 30% de glicose) conforme apresentado por Kutzman et al. (2011). O alto teor de
glicose além de inibir o desenvolvimento de bactérias também permitiu o isolamento de
linhagens de leveduras tolerantes a altas concentrac@es de acUcar, ja funcionando como um
meio seletivo aos propositos do trabalho.

Transcorrido o periodo de incubacdo as colénias com morfologia tipica de leveduras e
que se desenvolveram de forma isolada no meio foram coletadas. Para cada isolado foi
procedida a transferéncia utilizando uma alca microbioldgica esterilizada com alcool a 70% e
flambada na chama da lamparina. Foi coletada uma por¢éo da coldnia isolada e transferida para
um tubo de ensaio contendo meio Agar YPG (glicose a 2%) inclinado com tampa rosqueével.
A transferéncia para os tubos foi realizada em réplica para cada isolado, mantendo assim uma
reserva de seguranga e uma amostra para repiques a serem usados nas etapas posteriores. Os

tubos foram mantidos em estufa microbioldgica a 28 °C durante a conducéo dos testes.

4.3 Teste de Producéo de Sulfeto de hidrogénio (H2S)

As leveduras mantidas no meio solido inclinado nos tubos de ensaio foram, no primeiro
momento, inoculadas em meio liquido YPG (glicose a 2%). Com uma al¢a microbiologica foi
coletada uma porcao da colonia e lavada a ponta da alga em um tubinho contendo o meio
liquido. Os in6culos em meio liquido foram incubados durante 24 horas a 28 °C em estufa
microbiol6gica. ApOs o periodo de desenvolvimento no meio liquido, as cepas foram
inoculadas em placas contendo meio Agar LA. Neste teste as placas foram preparadas seguindo

um esquema de pog¢os no meio solidificado, que consiste basicamente na perfuracao dos pontos
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de inoculagdo com a boca de uma ponteira de pipeta estéril, sequida da identificacdo de cada
poco com o isolado correspondente a ser testado (Figura 4). Com uma micropipeta foi coletada
uma aliquota de 10ul do meio liquido contendo as leveduras sendo entdo inoculada nos
respectivos pog¢os. As placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 30 °C, com leituras
realizadas com 7 e 11 dias apds a inoculagdo. O experimento foi realizado em triplicata tendo
como controle placas contendo meio Agar YPG (glicose a 2%) montadas seguindo 0s mesmos

moldes das placas teste.

Figura 4: Esquema do sistema de pogos realizado no meio solidificado, aplicado nos
testes de producdo e tolerancia a etanol. Fonte: O autor, 2020.

O meio Agar LA possui componentes em sua formulacio que evidenciam as cepas
produtoras de H>S por apresentaram coloragdo enegrecida na coldonia durante seu
desenvolvimento. Com isso ficam facilmente distinguiveis as cepas produtoras das nédo
produtoras quando comparamos aquelas crescidas em meio Agar LA das cepas crescidas no
meio de crescimento basico (no nosso caso o meio Agar YPG).

As cepas gque aqui apresentaram a pigmentacdo enegrecida divergente do grupo controle
foram consideradas como produtoras de H>S e, consequentemente, foram eliminadas nesta
etapa da selecdo. A producdo desse composto por leveduras fermentadoras € um aspecto
negativo por agregar caracteristicas que depreciam o produto final. As leveduras selecionadas

nesta fase foram submetidas ao teste de fermentacéo.

4.4 Teste de fermentacéo
O teste de fermentagéo, apesar de ser o teste elementar para os objetivos propostos, foi

realizado em segundo passo, visto que em ensaios prévios, o teste de detec¢do da producdo de
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sulfeto apresentou maior eliminacdo de isolados indesejados. Ressaltando ainda que aquele
teste possui estreita relacdo com a qualidade sensorial do produto final. Desse modo apenas as
leveduras que ndo apresentaram produgdo de H>S foram submetidas ao teste de fermentacéo.
Em tubos de ensaio com tampa de rosca foi colocado 10 ml de meio liquido YPG
(glicose a 2%) com pH ajustado para 4,5 e introduzido um tubo de Durham invertido cuidando
para que o tubo de Durham ficasse completamente preenchido pelo meio, sem bolhas de ar. Os
tubos foram esterilizados conforme procedimento padrdo e apos resfriamento foi realizada a
inoculacdo das leveduras nos tubos de ensaio. Com uma alca microbioldgica esterilizada foi
coletada uma porcao da colonia preservada no tudo com meio inclinado e transferida para o
tubo com meio liquido teste. Para cada cepa analisada foram preparados dois tubos os quais
foram entdo mantidos em estufa microbioldgica a 28 °C durante a conducao do experimento.
O andamento da fermentacédo foi mensurado pela producgédo gradual de gas nos tubos,
atribuindo os valores +1, +2 e +3 conforme a proporc¢éo de gas acumulado nos tubos de Durham.
Esses valores sdo atribuidos visualmente, sendo +1 quando o volume de gés corresponde a 1/3

do tubo, +2 correspondendo a 2/3 e +3 quando o tubo estava completamente cheio (figura 5).

Figura 5: Esquema de leitura para o teste de fermentagédo. Fonte: O autor, 2020.

B -

]

Tubo de ensaio . .
Meio glicosado

Tubo de Durham . -
_. Gas carbdnico

+1 +2 +3

As leituras foram realizadas diariamente durante 4 dias (até 96 horas apds a inoculacgdo)
quando todos os isolados que apresentaram fermentacdo atingiram o preenchimento méximo
dos tubos de Durham. As cepas que ndo fermentaram neste periodo foram eliminadas da selecao

e as que fermentaram em maior ou menor grau, foram submetidas aos outros testes propostos.

4.5 Teste de tolerancia a etanol

O ensaio para testar a tolerancia a niveis diferentes de etanol foi conduzido com as cepas

gue obtiveram melhor resultado no teste de fermentacdo. O procedimento utilizado neste teste
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seguiu 0 mesmo esquema do teste para producdo de H»S. O indculo foi preparado 24 horas
antes em meio liquido YPG 2%. Meio de cultura usado como teste nesta etapa foi 0 Agar YPG
2% com adicdo de etanol ap6s autoclavagem, um momento antes de verter nas placas de Petri.
O volume de etanol adicionado foi considerado de modo a perfazer as concentragdes no meio
de 10%, 14% e 18%. As placas foram montadas em triplicata seguindo o esquema de pocos
apresentado anteriormente. Como controle foram montadas placas com o meio Agar YPG 2%
simples.

Partindo dos tubos em desenvolvimento com o meio liquido foi coletada uma aliquota
de 10ul com micropipeta e inoculada no pocinho feito na placa. As placas foram incubadas em
estufa microbioldgica por 48 horas a 30 °C. O desenvolvimento das colénias foi observado apds
0 periodo de incubacdo e interpretado tendo o grupo controle como referéncia. As cepas que
apresentaram desenvolvimento igual ou aproximado ao observado no controle foram
consideradas tolerantes a concentracao testada. Para fins de selecdo no presente trabalho foram
consideradas aptas a prosseguir para a etapa seguinte as leveduras que demonstraram tolerancia

no volume minimo de 14% do teor alcoélico.

4.6 Crescimento a 37°C

O ensaio de crescimento a 37 °C foi aplicado apenas com as leveduras que se portaram
de forma positiva nos testes anteriores. O experimento foi realizado em placas de Petri contendo
meio Agar YPG 2% previamente esterilizado. As placas foram montadas com trés repeticdes,
em camara de fluxo. As leveduras a serem testadas mantidas nos tubos de ensaio foram
coletadas com alca microbioldgica esterilizada e foi entdo realizada a inoculagdo na placa na
forma de estrias por esgotamento (figura 6). As placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 37 °C por 48 horas. Um grupo controle foi montado com o mesmo meio de
cultivo, porém com incubacdo em estufa a 30 °C pelo mesmo periodo.
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Figura 6: Esquema para inoculagdo do teste de crescimento a 37 °C. Fonte: O autor, 2020.

As leveduras tolerantes a alta temperatura foram aquelas que conseguiram crescer de
modo satisfatorio nas condi¢es testadas. O crescimento no grupo ocorreu de forma normal em

todas as cepas, diferentemente do grupo testado.

4.7 Fermentacdo e destilacdo em laboratorio

ApoOs a realizacdo de todos os testes seletivos a cepa que reuniu todos 0s parametros
desejados foi submetida ao ensaio de fermentacdo em laboratério, seguido de destilacdo para
obter a cachaca resultante deste processo.

A levedura selecionada foi multiplicada tomando como base 0 esquema proposto por
Gongalves (2015) para formar o pé de cuba. Em um erlenmeyer de 200 ml contendo 100 ml de
caldo de cana esterilizado em autoclave vertical a 121 °C por 15 minutos ajustado para 5 °Bx
foi inoculada a levedura selecionada. Com uma alga microbiolégica esterilizada foram tomadas
quatro alcadas da coldnia em cultivo no tubo de ensaio e introduzida no caldo, a solucdo foi
homogeneizada e incubada em estufa microbiolégica a 30 °C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo foram adicionados 100 ml de caldo de cana esterilizado
com brix ajustado em 7 °Bx ao volume inicial, sendo novamente incubado a 30 °C por mais 24
horas. Passado este periodo o volume foi transferido pra um erlenmeyer de 500 ml contendo ja
200 ml de caldo de cana esterilizada com brix em 9 °Bx, foi homogeneizado e mantido em
estufa por 24 horas a 30 °C. Seguindo o procedimento os 400 ml resultantes das etapas
anteriores foram transferidos para um erlenmeyer de 2000 ml e foi adicionado caldo de cana
esterilizado com brix ajustado para 11 °Bx. O volume foi homogeneizado e levado a estufa por
24 horas a 30 °C. Estes passos foram realizados em trés fragdes individuais.

Seguindo a multiplicacdo nos erlenmeyers os volumes resultantes foram transferidos

para dornas no laboratorio. Nas dornas o pé de cuba formado foi alimentado diariamente com
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caldo de cana esterilizado a 14 °Bx, durante quatro dias, sendo 1 L adicionado no primeiro dia,
2 L no segundo dia e 1 L no terceiro e quarto dia.

A partir dai foi acompanhada a reducdo do brix até proximo de zero. Finalizado o
processo de fermentacdo o vinho foi conduzido para destilagdo em destilador artesanal em
laboratorio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento das leveduras

A atividade de isolamento visando a selecdo de representantes locais mais aptas ao
processo fermentativo para producao de cachaga na regido do brejo paraibano segue a premissa
de que o acesso a diversidade de leveduras de dada localidade contribui com a formacao da
identidade regional em questdo (BARBOSA et al., 2016).

Buscou-se realizar todos os procedimentos de forma criteriosa visando alcancar as
leveduras com melhor perfil. Iniciando pela coleta dos colmos e moagem para preparacdo do
caldo que foi realizada logo apds a colheita, visto que o armazenamento da cana po6s-colheita
interfere negativamente na qualidade da matéria-prima para fermentacdo, reduzindo a
viabilidade celular das leveduras que, consequentemente, eleva o nivel de contaminantes e de
compostos secundarios indesejaveis (OLIVEIRA-FILHO et al., 2016).

A amostra do caldo coletada ja neste primeiro momento garante obter a maior
diversidade possivel natural da cana e do ambiente tipico de engenho, como observado por
Araujo et al., (2018) que reconhece o diversificado nicho ecologico que as dornas de
fermentacdo representam.

Nesta etapa inicial do trabalho foram isoladas com sucesso 158 col6nias com
caracteristicas de leveduras aptas para replicacéo e aplicacdo dos testes de exclusao por estresse.
Os isolados foram distribuidos em quatro grupos refletindo os quatro tipos de cana que
originaram o caldo, sendo identificados aqui como grupo “A”, “B”, “C” e “D” conforme

apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Namero de coldnias isoladas em cada grupo.
Grupo A B C D Total
Isolados 42 50 46 20 158

O numero de isolados foi considerado razoavel, sendo uma amostra representativa da

microbiota pesquisada. Trabalhos dessa mesma natureza, com outros substratos obtiveram
nimeros menores. Guimaraes (2005) trabalhando com isolamento e selecdo de cepas de S.
cerevisiae para producéo de vinho, isolou 61 leveduras nesta etapa do trabalho. De modo similar
Oliveira (2015) isolando leveduras do abacaxi obteve 49 isolados para a selegéo.

A opcdo por isolar leveduras apenas com 24 horas ap0s o inicio do processo se deu com

0 objetivo de acessar cepas dominantes da fermentacao, reduzindo com isso a ocorréncia de
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microrganismos contaminantes como bactérias e leveduras ndo-Saccharomyces. A capacidade
da S. cerevisiae de se sobressair em relacdo a outras espécies foi observada em experimento,
onde ndo-Saccharomyces perdem a capacidade de cultivo quando crescidas em associacdo
(WANG et al., 2016).

Essa superioridade pode ser decorréncia do carater “killer” apresentado por algumas
cepas, que consiste na secrecdo de compostos prejudiciais ao desenvolvimento de outras
leveduras nagquele meio (MARTINS et al., 2015).

5.2 Producéo de sulfeto de hidrogénio

A presenga de sulfeto de hidrogénio (H2S) na bebida confere odor de ovo podre além de
sabor desagradavel, prejudicando a qualidade do produto. Neste sentido um dos critérios
principais para selecdo é que a cepa nao gere H,S como produto de seu metabolismo.

O primeiro teste de exclusdo aplicado com as cepas isoladas foi de averiguagdo de
producéo de H»S, pelas razdes explicitadas anteriormente. Partindo dos 158 isolados aptos para
sequir nos testes de selecdo, a atribuicdo do conceito “produtora” e¢ “ndo produtora” foi
estabelecido de modo rigido quanto a coloragcdo da colonia em questdo. As leveduras que
apresentaram coloracdo enegrecida, mesmo que de modo sutil em comparacdo ao controle,
foram declaradas produtoras de acido sulfidrico.

A tabela 3 mostra que a producéo de sulfeto hidrogénio foi detectada em 72 cepas, ou
46% do total. Por ser uma caracteristica indesejavel, esses isolados foram desprezados,
enquanto as 86 restantes (54%) foram consideradas ndo produtoras, sendo assim selecionadas
guanto a este critério.

A primeira leitura foi realizada sete dias ap0s a inoculacao e a segunda leitura ap6s 11
dias. Ao final do teste as cepas foram agrupadas entre produtoras e ndo produtoras do composto
(Tabela 3).

Tabela 3. Cepas submetidas ao teste de produgdo de H>S divididas conforme producédo ou néo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Produtoras de H2S
A4, A7, A9, A10, Al16, Al7, A20, A21, A22, A24, A26, A30, A33, A34, A35, A36, A37, A39,
A49, B2, B3, B6, B7, B8, B9, B10, B20, B22, B24, B25, B30, B35, B36, B39, B40, B45, B48,
C1, C7,C8, C11, C13, C14,C18, C19, C22, C23, C24, C25, C26, C27, C28, C29, C30, C32,
C33, C34, C38, C42, C44, C45, C46, C50, D6, D9, D10, D11, D12, D13, D14, D19, D20
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N&o produtoras de H2S

Al, A2, A3, Al1, A12, Al13, A15, A19, A23, A25, A28, A29, A31, A32, A40, Adl, A42, Ad4,
A45, Ad6, A47, A48, AS0, B1, B4, B5, B11, B12, B13, B14, B15, B16, B17, B18, B19, B21,
B23, B26, B27, B28, B29, B31, B32, B33, B34, B37, B38, B41, B42, B43, B44, B46, B4/,
B49, B50, C2, C3, C4, C5, C6, C10, C12, C15, Cl16, C17, C20, C21, C36, C37, C39, CA40,
C43, C47, C48, C49, D1, D2, D3, D5, D7, D8, D15, D16, D18, D21, D22,

A observacdo do resultado em um periodo maior faz-se importante tendo em vista as

diferencas no metabolismo de cada cepa que faz com que algumas levem mais tempo para

apresentar a coloragdo indicativa de produgdo de H»S. Os protocolos aplicados para essa

finalidade considerando um periodo de ao menos 10 dias de crescimento gerou resultados
positivos (GUIMARAES, 2005; OLIVEIRA, 2015). Observa-se que periodos menores de
avaliacdo resultam em menor numero de cepas consideradas produtoras de H>S (OLIVEIRA,

2005), arriscando atribuir falso negativo ao resultado obtido (Tabela 4).

Tabela 4. Visao geral da produgéo e HaS pelas cepas testadas em diferentes momentos.

CEPA D7 D11 |CEPA D7 D11 |CEPA D7 D11 |CEPA D7 D11
Al - - A49 + + B39 + + C30 - +
A2 - - A50 - - B40 + + C32 + +
A3 - - Bl - - B41 - - C33 + +
A4 - + B2 - + B42 - - C34 + +
A7 + + B3 - + B43 - - C36 - -
A9 - + B4 - - B44 - - C37 - -

A10 - + B5 - - B45 + + C38 + +
All - - B6 + + B46 - - C39 - -
Al12 - - B7 - + B47 - - C40 - -
Al3 - - B8 + + B48 + + C42 + +
Al5 - - B9 + + B49 - - C43 - -
Tabela 4. Cont.
Al6 + + B10 + + B50 - - C44 - +
Al7 + + B11 - - C1 - + C45 - +
Al19 - - B12 - - C2 - - C46 + +
A20 - + B13 - - C3 - - ca7 - -
A21 - + B14 - - C4 - C48 - -
A22 + + B15 - - C5 - - C49 - -
A23 - - B16 - - C6 - - C50 + +
A24 - + B17 - - C7 - + D1 - -
A25 - - B18 - - C8 - + D2 - -
A26 + + B19 - - C10 - - D3 - -
A28 - - B20 - + C11 + + D5 - -
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A29 - - B21 - - C12 - - D6 + +
A30 + + B22 + + C13 + + D7 - -
A3l - - B23 - - Cil4 + + D8 - -
A32 - - B24 + + C15 - - D9 + +
A33 + + B25 - + C16 - - D10 + +
A34 + + B26 - - C17 - - D11 + +
A35 + + B27 - - C18 - + D12 + +
A36 + + B28 - - C19 + + D13 + +
A37 + + B29 - - C20 - - D14 + +
A39 + + B30 + + C21 - - D15 - -
A40 - - B31 - - C22 + + D16 - -
A4l - - B32 - - C23 + + D18 - -
A42 - - B33 - - C24 + + D19 + +
Ad4 - - B34 - - C25 + + D20 + +
A45 - - B35 + + C26 - + D21 - -
A46 - - B36 + + C27 - + D22 - -
A47 - - B37 - - C28 + +

A48 - - B38 - - C29 + +

Sabe-se que a quantidade de H,S produzida durante a vinificacdo € influenciada pela
estirpe atuante, com destaque para leveduras ndo-Saccharomyces que produzem mais HzS que
as cepas do género Saccharomyces. Desse modo € indicado avaliar essa capacidade para a
levedura utilizada antes da inoculagdo no substrato (NETO e MENDES-FERREIRA, 2005).

5.3 Teste de fermentacéo de glicose

A fermentacdo de glicose € o requisito minimo esperado de cepas destinadas a producédo
de cachaca, assim como de bebidas em geral, por esse ser um dos principais agucares que
compdem a cana e por ser uma fonte de preferéncia das Saccharomyces fermentadoras. Para
verificar essa habilidade as cepas estudadas cultivadas em meio liquido contendo glicose como
Unica fonte de carbono.

As 86 cepas que ndo apresentaram producdo de H»S foram submetidas ao teste de
fermentacdo de glicose conforme metodologia previamente apresentada. Apds inoculacdo e
incubacdo em estufa a 28 °C foi realizada a primeira leitura com 24 horas de desenvolvimento,
contudo nédo foi observada producdo de géas nos tubinhos por nenhuma das cepas em estudo
nesse periodo. A segunda leitura procedeu-se 24 horas ap6s a primeira (48 horas apds a
inoculacdo). Desse momento em diante a fermentacdo pdde ser observada em algumas cepas.
As leituras continuaram até o quarto dia de incubacdo (96 horas apds inoculacdo) quando a

maioria das cepas atingiu 0 maximo de gas nos tubinhos.
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A constatacdo da capacidade fermentativa do aglcar em andlise ocorre pela observacao
de formacéo de gas no tubo de Duhram, que € o resultado da conversao da glicose dissolvida
no meio em etanol, com liberacao de dioxido de carbdnico. O etanol se mistura ao meio, nao
sendo distinguivel, porém o CO2 resultante fica armazenado no tubo invertido evidenciando
assim o processo.

Visando filtrar as cepas com melhores perfis de eficiéncia fermentativa foram
selecionadas neste teste apenas aquelas com indicativo de producdo de CO2 no menor tempo
do ensaio, ou seja, com 48 horas apés inoculacdo. Dessa forma foram selecionadas 24 cepas:
A42, Ad5, Ad6, A47, A48, A50, B5, B13, B16, B32, B33, B47, C6, C36, C37, C40, C43, C47,
C48, C49, D1, D2, D3, D16. Os resultados obtidos demonstram que as cepas selecionadas nesta
etapa apresentaram bom desempenho fermentativo, com todas atingindo o0 maximo de volume

do tubo ja no segundo dia de efetivo processo (figura 7).

Figura 7. Desempenho das leveduras selecionadas no teste de fermentacao.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Das 62 restantes 55 apresentaram fermentacdo tardia e mais lenta em relacdo as
primeiras e portanto foram eliminadas nesta fase de selecdo. Embora a maioria das cepas tenha
apresentando comportamento fermentativo, em geral atingindo o nivel maximo observavel de
gas no tubo de Durham no tempo méximo do teste, foi observado que algumas acabaram
levando mais tempo para demonstrar dominancia do processo (figura 8).

Levando isso para a realidade das dornas, teriamos um potencial problema de
contaminacdo do caldo pela dificuldade da levedura dominar a fermentacédo, abrindo espaco
para bactérias ou outras leveduras indesejadas. A contaminacdo por leveduras selvagens

acarreta mais prejuizos na eficiéncia fermentativa em comparacdo com contaminagdo
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bacteriana (REIS, 2016). A eficiéncia das cepas de leveduras durante a fermentagéo tem direta
relacdo com a qualidade do produto final.

O tempo transcorrido até o inicio efetivo da fermentacdo (48 horas), maior que o
normalmente observado, pode ser devido ao volume do indculo inserido em cada tubo, ou ainda
por caracteristicas intrinsecas de cada cepa. Conforme apresentado na Figura 8, € possivel
inferir que alguns representantes apresentaram vigor fermentativo superior a outros, o que se
evidencia pelo volume de gas produzido pela cepa B5 com preenchimento total dos tubos na
leitura com 48 horas. Tendéncia seguida pelas cepas B16, C36 e C48 com resultados

aproximados.
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Figura 8. Perfil de fermentacdo de todas as cepas testadas durante o periodo de teste. Fonte: Dados da pesquisa.
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As demais cepas testadas apresentaram comportamento fermentativo de modo
equivalente, produzindo em média 1/3 de gas nas 48 horas iniciais. Até o final do teste apenas
7 isolados ndo apresentaram sinais de fermentacdo: B15, B21, B27, B29, B38, B49, C2 e C3.

O numero elevado de cepas fermentadoras em detrimento das que ndo fermentaram,
pode estar relacionado com o meio de cultivo utilizado na etapa de isolamento, que consistia na
concentracdo de 30% de glicose. Além de promover uma selecdo prévia de cepas tolerantes a
altas concentracGes de acucar, essa alta concentracdo de glicose pode também promover o
blogueio das vias respiratorias com ativacdo do efeito Crabtree, 0 que resulta em uma maior
incidéncia de cepas fermentadoras neste meio (KAYIKCI e NIELSEN, 2015).

5.4 Teste de tolerancia a etanol

O éalcool é um composto prejudicial as estruturas celulares, representando uma barreira
para a sobrevivéncia de muitos organismos. Assim sendo, para uma cepa de levedura
especializada na fermentacdo alcoolica a capacidade de tolerar altas concentracdes de etanol é
fundamental, pois representa a eficiéncia metabdlica necessaria para consumir todo o agtcar de
um meio sem sofrer influéncias pelo aumento da concentragcdo do produto no meio.

A tolerancia ao etanol deve ser investigada considerando as fontes desse composto no
meio. Microrganismos que produzem naturalmente etanol por meio de fermentacdo alcodlica
tendem a ser mais resistentes a niveis elevados de etanol, dito etanol enddgeno, muito embora
a tolerancia a etanol de natureza exdgena ndo seja tdo conhecida. Observa-se, no entanto, que a
eficiéncia de cepas melhoradas € maior que cepas selvagens quando expostas a estresse
alcodlico (CARREON-RODRIGUEZ et al., 2019).

S. cerevisiae sdo notaveis tolerantes a niveis elevados de etanol. Embora o nivel de
tolerancia possa variar de cepa para cepa. Concentracdes de até 12% de alcool no meio parece
ser um faixa comum a maioria das cepas. A partir dai, observamos valores mais especificos em
cada caso (GUIMARAES, 2005; OLIVEIRA, 2015).

Neste trabalho realizamos o teste de tolerancia a etanol exdgeno. As 24 cepas
selecionadas no teste de fermentacdo foram submetidas ao teste, sendo submetidas ao
desenvolvimento em meio de cultivo contendo as concentracdes de 10%, 14% e 18% (v/v) de
etanol. Os isolados que apresentaram crescimento igual ou préximo ao controle foram
considerados tolerantes. Em todos os isolados foi observado bom crescimento das colonias

tanto em meio com 10% quanto em 14% de etanol sendo, portanto, tolerantes a tais volumes
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alcodlicos. J& em meio com 18% de volume alcodlico 16 isolados mostraram ainda bom perfil

de desenvolvimento, o que é um numero consideravel para esse teor alcoolico (Tabela 4).

Tabela 5. Desenvolvimento das cepas nas diferentes concentracdes de etanol.

FG Et10% Et14% Et18% FG Et10% Et14% Et18%
A42 X X X - C6 X X X X
A45 X X X - C36 X X X X
A46 X X X - C37 X X X X
A47 X X X - C40 X X X -
A48 X X X x |C43 X X X X
A50 X X X - C47 X X X X
B5 X X X X |C48 X X X X
B13 X X X - C49 X X X X
B16 X X X - D1 X X X X
B32 X X X X D2 X X X X
B33 X X X X D3 X X X X
B47 X X X X D16 X X X X

Embora nem todos os isolados testados tenham apresentado tolerancia ao maximo da
concentracdo de etanol no ensaio, todas as 24 cepas foram consideradas aptas para seguir na
selecdo por apresentarem crescimento satisfatério em meio com até 14% de teor alcodlico, um

nivel de tolerancia satisfatoria para os objetivos propostos.

5.5 Crescimento a 37 °C

A temperatura é um fator limitante a sobrevivéncia de qualquer organismo vivo. No
caso de leveduras a temperatura 6tima para crescimento € em torno dos 30 °C, quando seu
metabolismo esta em plena atividade. Uma das caracteristicas da S. cerevisiae é sua amplitude
de temperatura suportavel, podendo apresentar desenvolvimento em temperaturas que chegam
até 45 °C (GUIMARAES, 2005).

Ainvestigacao de crescimento de cepas de leveduras sob a temperatura de 37 °C também
se aplica como meio de identificaco, muito embora exista uma grande variedade de
metabolismos nas distintas cepas dentro de uma mesma espécie. Isso significa que a
identificacdo taxondmica para leveduras com base em caracteristicas fisioldgicas requer analise
de um elevado namero de informacdes (KURTZMAN et al., 2011).

A selecdo de cepas fermentadoras resistentes a altas temperaturas para producdo de

cachaca representa ainda uma necessidade importante para o0 bom andamento do processo.



47

Durante a fermentacédo hé liberacdo de calor para o0 meio fazendo com que ocorra aumento na
temperatura do mosto. Desse modo, espera-se que a levedura em atividade seja resistente a esse
aumento na temperatura, evitando perdas na produtividade.

Seguindo a metodologia apresentada para o teste de crescimento a 37 °C, apés o periodo

de incubacéo de 48 horas apenas um isolado apresentou pleno desenvolvimento (figura 9).

Figura 9: Desenvolvimento das leveduras a 37 °C. Fonte: Dados da pesquisa.

O ndmero de cepas tolerantes a temperatura testada ficou abaixo do esperado, com base
no observado em outros trabalhos da mesma natureza. A cepa B5 foi a Unica cepa que atendeu
a todos os critérios considerados para a sele¢cao em curso.

Observando o teste de fermentagéo constata-se que esta cepa foi uma das que apresentou
melhor perfil de fermentacao na ocasido. Indicativos que apontam para uma boa candidata para
producdo de cachaca. Para tanto se faz necessario submeter a cepa B5 a uma rodada de
fermentacdo pratica com a finalidade de mensurar seus compostos secundarios produzidos

durante o processo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo de microrganismos nativos de uma localidade em particular visando a
selecdo direcionada para uma finalidade em especial, mostrou neste trabalho ser uma
empreitada possivel e necessaria. Além do panorama da diversidade microbiana que podemos
ter acesso e da possibilidade de fortalecimento da cachaca no cenério cultural e econdmico,
ficou explicito que ha um campo biotecnoldgico promissor a ser explorado na regiao.

De acordo com os resultados apresentados, a0 menos uma cepa isolada neste trabalho
reline todas as caracteristicas desejadas na proposta inicial para uma levedura que venha a ser
utilizada como protagonista da fermentacdo do caldo de cana na producdo de cachaca. Em
resumo, a cepa B5 foi tolerante as altas concentragdes de glicose, bem como de etanol com bom
desenvolvimento até mesmo em meio a 18% de teor alcodlico, ndo produz sulfeto de hidrogénio
e cresce bem em altas temperaturas.

As demais cepas embora ndo tenham apresentado o desempenho esperado em todos
0s pontos testados, podem apresentar caracteristicas particulares que venham a ser interessantes
para outras aplicagGes. Além disso, a aplicagdo delas em associagdo com outras leveduras
selecionadas pode resultar em resultados satisfatorios conforme o metabolismo de cada uma.
Vale salientar ainda que caracteristicas especificas de cada cepa pode tornar instrumento de
interesse para melhoramentos genéticos futuros. Tudo isso sdo pontos a serem aprofundados

em novos trabalhos.
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