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RESUMO

As leveduras desempenham um papel essencial na inddstria de bebidas. O caldo da cana-de-
acucar contém uma microbiota diversa que contém em média 26 mil leveduras/mL. Por isso, a
producdo de cachaca, geralmente, adota a fermentacdo espontanea. Apesar da melhoria na
qualidade da cachaga produzida na Paraiba, permanece desconhecido o dominio cepas de
leveduras presentes nessas producgdes. Este trabalho avaliou as caracteristicas fenotipicas e
performance fermentativa de leveduras dos engenhos produtores de cachaca no estado da
paraiba. Foram coletadas amostras de “pé de cuba” em 13 destilarias de cachaga. As leveduras
foram purificadas e isoladas através de semeadura por esgotamento. Seguidos de testes de
tolerancia térmica, assimilacao de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, resisténcia a etanol
e acido acético, producdo de sulfeto de hidrogénio, floculacdo, desempenho fermentativo,
analises fisico-quimicos do vinho sintético e avaliacdo cinética. Os dados foram analisados pela
Andlise de Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA),
usando o indice de Gower. Os resultados revelam que todas as cepas apresentaram crescimento
entre 15 °C a 37 °C. A 40 °C, apenas a cepa 9 ndo cresceu. Todas metabolizaram varias fontes
de carbono, embora com diferencas — por exemplo, a cepa 13 ndo utilizou frutose, e apenas as
cepas 9, 11, 12 e 13 cresceram em Xxilose. A toleréncia ao etanol variou; a cepa 5 destacou-se
por manter crescimento mesmo em 20% de etanol. A tolerancia ao acido acético foi notavel até
6%, com as cepas 9 e 13 mantendo crescimento inclusive em 10%. Sete leveduras néo
produzem sulfeto. As cepas 4, 7 e 11 ndo crescem em nitrato de potassio. As cepas 4 e 11 ndo
crescem em nitrito de sodio. A cepa 4 ndo cresce em lisina. Sete cepas possuem caracteristicas
floculantes pos-fermentacdo. Seis leveduras concluiram a fermentacdo em até 60 horas.
Mudangas visuais nos mostos fermentados foram notadas ao longo da fermentagdo. A cepa 1
apresenta mais de 80% de viabilidade. As analises fisico-quimicas foram realizadas em
duplicata. A PCA revela que as cepas 1, 3, 4, 6, 8, 12 e 13 diferem, significativamente, das
cepas 2,5,7,9, 10 e 11. A cepa 2 apresentou os maiores valores de Acidez Total (AT) e Esteres
(ET); a cepa 5 teve 0 menor valor. As cepas 1, 3 e 13 se mostraram como as mais eficientes na
fermentagdo, baixa AT, alto Teor Alcodlico (TA) e maior perca de CO.. As cepas 2, 5 e 7
apresentaram maior capacidade aromatica, com perfis distintos. As analises cinéticas revelaram
que as cepas 1, 3, 5, 12 e 13 apresentaram as maiores velocidades especificas de crescimento
microbiano (p). As cepas 1 e 10 apresentaram maiores rendimentos alcoodlicos e melhor
conversdo de carbono. O dendrograma organizou as leveduras em quatro grupos distintos.
Nossas descobertas contribuem para uma melhor compreenséo sobre as leveduras presentes nas
producdes de cachacas paraibanas, buscando o melhoramento do processo fermentativo,
reconhecendo a biodiversidade microbiana regional, promovendo seu aprimoramento
fermentativo e valorizando o patrimdnio genético e cultural paraibano.

Palavras-chave: leveduras; selecdo; fermentacdo; performance; etanol; ésteres.



ABSTRACT

Yeasts play an essential role in the beverage industry. Sugarcane juice contains a diverse
microbiota with an average of 26,000 yeast/mL. For this reason, cachaga production generally
uses spontaneous fermentation. Despite the improvement in the quality of cachaca produced in
Paraiba, the domain of yeast strains present in these productions remains unknown. This study
evaluated the phenotypic characteristics and fermentation performance of yeasts from cachaca-
producing mills in the state of Paraiba. Samples of “pé de cuba” were collected from 13 cachaga
distilleries. The yeasts were purified and isolated by depletion seeding. This was followed by
tests for thermal tolerance, assimilation of different carbon and nitrogen sources, resistance to
ethanol and acetic acid, hydrogen sulphide production, flocculation, fermentation performance,
physico-chemical analysis of the synthetic wine and kinetic evaluation. The data was analyzed
by Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA), using the
Gower index. The results show that all the strains grew between 15 °C and 37 °C. At 40 °C,
only strain 9 did not grow. They all metabolized various carbon sources, although with
differences - for example, strain 13 did not use fructose, and only strains 9, 11, 12 and 13 grew
on xylose. Tolerance to ethanol varied; strain 5 stood out for maintaining growth even in 20%
ethanol. Tolerance to acetic acid was remarkable up to 6%, with strains 9 and 13 maintaining
growth even in 10%. Seven yeasts do not produce sulphide. Strains 4, 7 and 11 do not grow on
potassium nitrate. Strains 4 and 11 do not grow on sodium nitrite. Strain 4 does not grow on
lysine. Seven strains have post-fermentation flocculent characteristics. Six yeasts completed
fermentation within 60 hours. Visual changes in the fermented musts were noticed throughout
fermentation. Strain 1 showed more than 80% viability. The physicochemical analyses were
carried out in duplicate. PCA revealed that strains 1, 3, 4, 6, 8, 12 and 13 differed significantly
from strains 2, 5, 7, 9, 10 and 11. Strain 2 had the highest Total Acidity (TA) and Ester (TE)
values; strain 5 had the lowest. Strains 1, 3 and 13 proved to be the most efficient in
fermentation, with low TA, high Alcohol Content (AT) and higher CO: loss. Strains 2, 5 and 7
showed greater aromatic capacity, with different profiles. Kinetic analysis revealed that strains
1, 3,5, 12 and 13 showed the highest specific microbial growth velocities (). Strains 1 and 10
showed higher alcohol yields and better carbon conversion. The dendrogram organized the
yeasts into four distinct groups. Our findings contribute to a better understanding of the yeasts
present in the production of cachacas from Paraiba, seeking to improve the fermentation
process, recognizing the regional microbial biodiversity, promoting its fermentation
improvement and valuing Paraiba's genetic and cultural heritage.

Keywords: yeasts; selection; fermentation; performance; ethanol; esters.
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1 INTRODUCAO

As leveduras sdo fungos microscépicos amplamente utilizados em processos
fermentativos. Sendo micro-organismos que, durante a fermentacdo, convertem os agucares em
diéxido de carbono, geram etanol e outros compostos secundarios de valor agregado (Da Silva
et al., 2023). Leveduras do género Saccharomyces possuem uma grande relevancia industrial,
contribuindo significativamente para a eficiéncia do processo fermentativo, influenciando na
qualidade do produto final. A fermentacdo alcodlica ocorre no citoplasma, enquanto que a

oxidacdo total do acucar, se d& na mitocondria (Amorim et al., 1996).

A performance fermentativa é influenciada por diversos fatores; a concentracdo de
nutrientes e minerais no mosto a ser fermentado é importante, fornecendo fésforo, potéssio,
magnésio, manganés, nitrogénio e etc. A formacdo do etanol, sendo um subproduto da
fermentacdo alcodlica, é influenciada por variaveis como temperatura e pH. A deficiéncia de
nutrientes e/ou o excesso de etanol podem comprometer a eficiéncia do processo fermentativo
(Lima et al., 2001). Esses processos bioquimicos ndo apenas contribuem para a producao de
etanol, mas também para a formacdo de compostos aromaticos, como ésteres, tendo sua
relevancia durante a fermentacdo. O perfil aromatico conferido as bebidas alcodlicas é atribuido
as atividades bioquimicas e metabodlicas que acontecem no interior da célula durante o processo
fermentativo (Matos et al., 2021).

No contexto da fermentacédo para a producao de cachaca, originalmente, usa as leveduras
autoctones oriundas da microbiota da cana-de-agucar, sendo intitulado de ‘fermento natural’. O
processo de fermentacdo que utiliza, unicamente, ‘fermento natural’ é conhecido como
fermentacao espontanea (Rosa et al., 2009). Por outro lado, na busca de adaptar as leveduras
autoctones, algumas unidades produtoras de cachaca suplementam o caldo da cana-de-agucar
com farelo de milho/farelo de arroz ou pedacgos de cana-de-agUcar. Assim, eles utilizam técnica
de multiplicagdo chamada “Batelada Alimentada”. Adicionalmente, produtores tem utilizado
leveduras alcodlicas comerciais como agentes iniciadores da fermentagcdo. Embora esta técnica
seja muito utilizada, inicialmente, as leveduras comerciais ficam vivas e em maior concentragéo
por até 3 semanas, enquanto as leveduras autoctones, inicialmente, sdo minoria; porém, durante

as 3 semanas tornam-se maioria da microbiota do mosto.

Embora todas as técnicas de uso e aplicacdo de leveduras para producdo de cachaca
sejam bem conhecidas, estas ndo sdo, completamente, dominadas. Além de aperfeicoar as

técnicas existentes, € necessario a selecdo de leveduras autdctones existentes nas proprias
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unidades produtoras para aumentar e otimizar o controle do processo, aumentando a
produtividade. Portanto, esse trabalho avaliou as caracteristicas fenotipicas e performance
fermentativa de leveduras dos engenhos produtores de cachaca no estado da Paraiba. Visando
melhorias no processo fermentativo nas inddstrias de bebidas, no aumento do poder

fermentativo, no desenvolvimento de cachacas especiais e em outros processos industriais.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LEVEDURAS E A INDUSTRIA DE BEBIDAS
2.1.1 Producéo de Cachaca

A cachaca, uma bebida alcodlica fermento-destilada tipicamente brasileira, exibe
caracteristicas distintivas em sua composic¢do quimica. Nos ultimos tempos, tem ganhado maior
popularidade devido ao incremento na sua qualidade (Granato et al., 2014). No ano de 2020, o
estado da Paraiba emergiu como o principal produtor de cachaca de alambique no Brasil, bem
como o maior produtor do Nordeste, devido ao florescimento das produc¢des na cidade de Areia-
Paraiba. A cachaca € elaborada a partir do caldo extraido da cana-de-acUcar, conferindo-lhe a

singularidade que a caracteriza como um produto autenticamente brasileiro.

Cada destilaria, engenho ou usina adota um método Unico de producéo de cachaca, que
vai desde a escolha entre méo-de-obra manual ou mecanizada nos canaviais até a utilizacdo de
diferentes tipos de equipamentos de destilacdo (Silva, 2024). Durante o processo de
industrializacdo do caldo de cana, as células de leveduras enfrentam flutuacdes significativas
do ambiente devido a variacdo constante da composi¢do nutricional. Adicionalmente,
mudancas fisicas e quimicas no caldo de cana durante a conversao de actcar em alcool ocorrem
devido as variacg@es iniciais e finais da osmolaridade, pH, temperatura, oferta de nutrientes,
densidade e gradativo aumento na concentracdo de etanol. Essas mudangas tém impacto direto

na eficiéncia do processo de fermentacao industrial e na qualidade do produto resultante.

2.1.2 A importancia das Leveduras para a Industria da Cachaca

As leveduras desempenham um papel crucial em processos fermentativos, sendo
organismos unicelulares de rapido crescimento amplamente utilizados em aplicacOes
biotecnologicas (Moreira et al., 2010). Especialmente, pela sua importancia na producéo de

cachaga, onde influenciam diretamente o desenvolvimento de sabores/aromas e a qualidade do
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produto final. Boa parte das destilarias fazem uso do processo de fermentacdo espontanea, que
depende da microbiota presente no ambiente de producdo. Portanto, a producédo de cachaca é
caracterizada por uma fermentacdo mista de leveduras, com a predominancia de células de
Saccharomyces cerevisiae. Como a producao de cachaca € um processo fermentativo aberto em
batelada que € correspondente ao tempo da safra da cana-de-acgucar, as populacdes de leveduras
fermentativas se encontram em constante mudanca devido a introdugdo continua de novas cepas
oriundas do caldo de cana e as condi¢fes produtivas nao estéreis (Guerra et al., 2001; Morais
et al., 1999; Pataro et al., 1999, 2000). Nos diversos setores voltados ao aprimoramento de
produtos fermentados, tém se destacado a importancia da selecdo e do estudo da diversidade de
leveduras, consideradas essenciais para alcancar caracteristicas organolépticas mais especificas
(Angioletto, 2013).

2.1.3 Sabores e Aromas

As leveduras sdo fontes muito utilizadas em inumeras aplicacBes industriais,
especialmente em producdes de bebidas fermentadas como vinho e cerveja, e fermento-
destiladas como cachaca e rum. Além de converterem aclcares em etanol e CO2, as leveduras
produzem compostos secundarios que contribuem para a formacdo de aromas durante o
processo fermentativo, como ésteres, alcoois superiores e acidos graxos. Sendo divididas em
dois grupos de leveduras, as Saccharomyces e ndo-Saccharomyces (Cordero-Bueso et al., 2013;
Maicas, 2020). Com a evoluc¢do da industria de fermentacdo moderna, o uso misto de leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces podem contribuir para a producéo de bebidas alcodlicas
com aromas especificos (Chen et al., 2023). O processo fermentativo é fortemente influenciado
pelas condi¢bes ambientais. A concentracdo de etanol, temperatura, pH e a presenca de
contaminacdes bacterianas exercem forte influéncia sobre o processo fermentativo, impactando
na sua qualidade. Esses parametros contribuem para a ocorréncia de contaminagao microbiana
nas fermentagOes, alterando o comportamento das leveduras, resultando em perdas

significativas na producdo de compostos arométicos e alcool (Nogueira et al., 2006).



16

2.2 PRINCIPIOS DA FERMENTACAO ALCOOLICA
2.2.1 Leveduras: Morfologia, Reproducéo e Influéncias

As leveduras sdo microrganismos eucarioticos que vivem em uma ampla variedade de
nichos ecoldgicos, principalmente na 4gua, solo, ar e nas superficies de plantas e frutos (Maicas,
2020). Esses microrganismos exibem caracteristicas distintivas, incluindo a presenca de parede
celular rigida composta por quitina e beta-glucano, armazenamento de glicogénio, utilizado
como fonte de reserva, possuem formatos variados, podendo ser ovais ou
esféricas/arredondadas. Se reproduzem de forma assexuada, via brotamento ou fissdo, e
sexuada, por meio da fusdo de duas células haploides (Kurtzman & Fell, 1998). A fermentacéo
vai mais além do que somente a conversao rapida de acucares em alcool e CO2 pelas leveduras.
De acordo com Ribeiro-Filho et al. (2021), na via glicolitica, a interacdo entre enzimas,
elementos inorgénicos e determinados genes promovem as reagdes fundamentais da

fermentacdo, comecando pela quebra da glicose em duas moléculas de piruvato (Figura 1.A).

Figura 1: A) A principal via glicolitica, com a quebra da glicose gerando moléculas de piruvato. B) Enzimas
envolvidas no metabolismo do piruvato.
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Depois de produzir as moléculas de piruvato, o processo metabdlico pode tomar
diferentes direcOes, dependendo das condi¢bes impostas. As leveduras passam por uma fase de
repressdo metabdlica da sua respiracao por meio da glicose, semelhante ao processo de glicolise
aerobica encontrado em células tumorais, descoberto por Herbert G. Crabtree em 1926 (Santos
et al., 2021; Pires, 2017). Em condi¢Ges onde o efeito Crabtree € positivo — em altas
concentragcOes de glicose —, 0 piruvato é direcionado do acetil-CoA via acetaldeido para a
producdo de etanol (Figura 1.B).

2.2.2 lIsolamento e Identificacdo de Leveduras

Ao fazer a selecdo de leveduras, diversas técnicas de classificacdo taxondmica sao
empregadas para a identificacdo, fundamentadas na descricdo morfoldgica e fisioldgica de
espécies e géneros. A partir de diferentes respostas durante a fermentacdo e assimilacdo de
fontes especificas, elas se tornam critérios categoricos para a classificacdo e identificacdo das

leveduras (Guimaraes, 2005).

2.2.2.1 Influéncia da Temperatura

Variacdes na temperatura tendem a influenciar de maneira direta, a eficiéncia da
atividade metabdlica das leveduras. A temperatura € um parametro crucial para o controle do
processo metabolico, influenciando nas melhores condigdes para a sobrevivéncia das leveduras,
bem como as suas limitacdes (De-Barros et al., 2023). Walker (1998) realizou estudos em
vinhos onde, em temperaturas abaixo de 15 °C contribuem em uma bebida mais aromatica. Essa
faixa de temperatura ocasiona a queda na taxa metabdlica das células, tendo a sua atividade
reduzida. Segundo Kopecka et al. (2016), a levedura Saccharomyces pastorianus suportam
temperaturas mais baixas, variando de 6 a 12 °C. A maioria das leveduras utilizadas em
processos industriais toleram temperaturas intermediarias, como 30 °C. Massanguer (2005)
destaca que, quanto maior a temperatura, maior e mais eficiente serd o metabolismo das
leveduras, sendo também maior a formacdo, transformacdo e degradacdo de compostos
secundarios. Porém, as leveduras também possuem um limite de estresse térmico. Em um
estudo realizado por De-Barros et al. (2023), leveduras como Saccharomyces cerevisiae

crescem sob condigbes limiares ao estresse térmico, diferentemente da Saccharomyces
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pastorianus, sendo importantes para as industrias. Cepas de leveduras que podem crescer a 37
e 40 °C fornecem uma informagao importante para processos de fermentacdo rapidos.

2.2.2.2 Influéncia de Carbono Especificos

As leveduras utilizam acucares como principal combustivel para produzir energia e
gerar etanol e outros compostos secundarios. Sendo microrganismos muito conhecidos pela
capacidade em assimilar hexoses (De-Barros et al., 2023). Leveduras como a Saccharomyces
cerevisiae fermentam sacarose, glicose, manose e frutose por meio da glicolise. (Briggs et al.,
2004; Galdieri et al., 2014; Van Maris et al., 2006), possuindo uma preferéncia pela glicose. As
leveduras possuem capacidades variadas de crescimento em diferentes fontes de carbono,

indicando adaptac6es distintas.

Para a assimilacdo de carbonos distintos como a galactose e lactose, as leveduras
precisam de vias metabdlicas especificas para realizar a quebra desses componentes. A quebra
da lactose gera glicose e galactose, por acdo da enzima lactase; porém, as leveduras tendem a
consumir a glicose presente, gerando uma repressao metabdlica, que influencia no consumo da
galactose pelas leveduras (Rubio-Teixeira, 2005; Klein et al., 1998). Em um estudo feito por
Kim et al. (2014), a existéncia de genes como: GAL1, GAL7, e GAL10, sdo responsaveis por
converter galactose em glicose-6-fosfato, permitindo a entrada desse aclUcar nas vias

metabolicas usuais de fermentagdo.

O consumo de xilose, comum em plantas lenhosas e biomassa de origem vegetal, pelas
leveduras é alcancada através da conversao da xilose em xilulose e subsequente fosforilagcédo
em xilulose-5-fosfato; posteriormente metabolizada na via das pentoses fosfato (Cunha, 2019),
sugerindo que algumas cepas possuem vias metabdlicas préprias para a assimilacdo dessa
pentose. Alguns estudos realizados por Boulton e Quain (2001); Van Maris e colaboradores
(2006) explicam que, existe a falta de genes codificadores de enzimas que metabolizam a
ramnose em seu genoma, a exemplo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae, € incomum
assimilarem a ramnose. Esse carboidrato tem origem vegetal, como parte de um dos
componentes existentes, como as pectinas do tipo ramnogalacturonana, presente na parede

celular vegetal em diferentes estagios de crescimento da planta (Kaczmarska et al., 2022).

A sacarose esta entre os agucares principais na composicao do caldo de cana-de-agucar,

um dissacarideo que pode ser convertido em glicose e frutose. A frutose é convertida em
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frutose-6-fosfato por meio da acdo da enzima hexocinase, integrando-se a via glicolitica.
(Nascimento et al., 2019). Durante a fermentagdo alcoolica, ambas os carboidratos podem ser
metabolizados pelas leveduras, principalmente do género Saccharomyces. Frequentemente

usadas para a producdo de bebidas alcoolicas, como a Cachaca, e para a producao de etanol.

A maltose é um carboidrato presente em graos e/ou cereais. Walker e Stewart (2016);
Boulton e Quain (2001); Briggs e colaboradores (2004) destacam a presenca de genes presentes
em cepas de Saccharomyces que podem fermentar maltose, sendo eles: MAL1-4 e MALSG. Ja a
melibiose, é um dissacarideo formado por glicose e galactose, presente em leguminosas como
feijdo, soja e lentilhas; para a quebra da molécula desse aglcar, leveduras usadas em
fermentacdes do tipo Lager possuem a presenca de atividade -D-galactose (Walker e Stewart,
2016; Briggs et al., 2004).

2.2.2.3 Influéncia do Etanol

As leveduras sdo precursoras para a formacdo de etanol durante uma fermentagéo,
convertendo o &cido pirtvico em etanol via acetaldeido, utilizadas para a producdo bebidas
alcoolicas e até para a producdo de bioetanol, sendo a Saccharomyces cerevisiae a espécie mais
utilizada, por serem as mais tolerantes ao estresse gerado pela presenca de etanol (Mavrommati
et al., 2023). Durante a fermentacdo alcodlica, leveduras Saccharomyces cerevisiae ativam
mecanismos de protecdo para tolerar o etanol, incluindo alteracdes na membrana plasmatica,
acumulo de solutos compativeis, expressdo de chaperonas moleculares e ativacdo de vias de
sinalizacdo de estresse, como a via HOG (Wolf et al., 2023). Esses processos mantém a
integridade celular, estabilizam proteinas e organelas, neutralizam espécies reativas de oxigénio
e otimizam o metabolismo para garantir a viabilidade e eficiéncia fermentativa mesmo em

condigdes adversas.

2.2.2.4 Influéncia do Acido Acético

O 4cido acético € um co-produto formado através do acumulo de acetaldeido sendo
precursores do Acetil-CoA, que é chave para varios caminhos metabdlicos incluindo a
formacéo de ésteres (Ribeiro-Filho et al., 2021). A producéo de acido acético pode influenciar
na geracao de sabores e aromas. O acimulo de &cido acético esta relacionado a baixa viabilidade

celular das leveduras (Ribeiro-Filho et al., 2021). Existe um limite entre a tolerancia e
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toxicidade do &cido acético, um fator determinante para identificar se as leveduras conseguem
se adaptar ou render-se ao estresse ambiental as quais sdo submetidas. A tolerancia é regulada
por Varios genes, a interacdo entre eles é complexa, dentre eles o gene Haalp atua como
principal controlador de tolerancia ao acido acético nas leveduras (Guaragnella & Bettiga,
2021).

2.2.2.5 Influéncia do Nitrogénio

As necessidades metabolicas das leveduras dependem da oferta de nutrientes presentes
no meio, assim como 0 nitrogénio, que desempenha um papel fundamental no processo
fermentativo. O nitrogénio em meios fermentativos cumpre um papel anabélico, essencial para
a biossintese de proteinas estruturais e funcionais, como enzimas e acidos nucléicos,
contribuindo para a producdo de compostos de sabor durante a fermentacdo, como alcoois
superiores e ésteres (Walker e Stewat, 2016). Os estudos de Godillot et al. (2022); Rollero et
al. (2015); e Gobert et al. (2019) mostram que a adi¢do de nitrogénio no inicio da fermentacéo
tem efeitos importantes no vinho, para a producdo de aromas. O nitrogénio organico (incluindo
amino &cidos, peptideos, pequenos peptideos e polipeptideos) € essencial para a fermentacdo, a
sua assimilacdo pela levedura dependera da cepa utilizada (Gonzalez et al., 2024; Bisson, 1999;
Vilanova et al., 2007). Diferentes fontes de nitrogénio podem ser atribuidas a um processo

fermentativo.

Em fermentacOes de silagem de milho, a silagem fica exposta, as leveduras presentes
que assimilam o lactato deterioram/oxidam o acido latico formado, aumentando o pH e
contribuindo para a degradacdo da silagem; Da Silva (2018) ao utilizar uma combinacao de
benzoato de sédio, sorbato de potassio e nitrito de sddio, observou que leveduras do género
Pichia foram inibidas. Indicando que o nitrito de sddio, mesmo combinado com outros
componentes, pode ter o efeito toxico para algumas espécies de leveduras. Portanto, os estudos
sobre a influéncia do nitrito de sddio em fermentac6es alcodlicas é uma incdgnita. O uso do
nitrato de potassio como fonte Unica de nitrogénio é pouco abordado. A maioria dos estudos
utilizam a Saccharomyces cerevisiae como modelo base (Schnierda et al., 2014; Kemsawasd et
al., 2015). A lisina é um aminoéacido assimilavel pelas leveduras, porém, quando usada como
fonte Unica de nitrogénio, o tempo de fermentacdo é prolongado e, em alguns casos, 0O
crescimento celular é inibido. A lisina é catabolizada por meio da L-lisina e-aminotransferase,

uma enzima que é reprimida quando ha a escassez de nitrogénio no meio. Ao combina-la com
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outras fontes de nitrogénio, a lisina tende a ser consumida pelo metabolismo da levedura
(Thomas & Ingledew, 1994).

2.2.2.6 Influéncia do Sulfeto de Hidrogénio (H2S)

O aparecimento de sulfeto de hidrogénio em bebidas, como no vinho, por consequéncia
do metabolismo da levedura é considerado um defeito na qualidade sensorial e final do produto
(Linderholm et al., 2008). O sulfeto de hidrogénio tem como sua caracteristica principal o odor
forte e fétido. Durante uma fermentacdo alcodlica, a producdo de H2S ocorre quando as
leveduras utilizam sulfatos (SO4>") do meio como fonte de enxofre, que sdo reduzidos a sulfetos
(S*) para a sintese de aminoacidos sulfurados, como metionina e cisteina (Linderholm et al.,
2008; Walker e Stewat, 2016). Isso ocorre devido a condic¢Bes de limitacdo nutricional, a falta

de disponibilidade de nitrogénio sem compostos sulfatados.

A presenca de compostos sulfatados no vinho fermentado é detectavel, mas em baixas
concentracdes. De acordo com os estudos realizados por Linderholm et al. (2008), compostos
como didxido de enxofre, sdo importantes para a formacao de sabor e aroma em producdes de
vinho; desde que em concentracdes adequadas. O excesso tende a prejudicar a qualidade do
produto final (Walker e Stewat, 2016). Téticas além da suplementacdo adequada de nutrientes;
0 uso de cepas de leveduras devidamente selecionadas é indispensavel, com a auséncia de
mutacdes dos genes: MET17, CYS4, HOM2 e HOMG6 (Linderholm et al., 2008). Sdo genes
encarregados de incorporar compostos contendo enxofre na via metabdlica das leveduras.
Destacando a importancia da selecdo de cepas que contribuem para a reducdo e/ou inibicdo da

formacéo de sulfeto de hidrogénio.

2.3 A BIOTECNOLOGIA NA PRODUCAO DE CACHACA
2.3.1 Otimizagéo do Processo Fermentativo

A Biotecnologia € uma a aplicacdo que envolve Bioquimica, Biologia, Microbiologia e
Engenharia Quimica inseridas em processos e produtos industriais e ao meio ambiente. As
leveduras com auxilio de técnicas biotecnoldgicas sdo amplamente utilizadas em diversos
processos, como tratamento de residuos, producdo de bioetanol, producdo de quimicos,

farmacéuticos e sdo constantemente manipuladas em estudos genéticos, usadas como células
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modelo, o microrganismo eucariético mais estudado. O género Saccharomyces, se destaca,
sendo o0 mais analisado e seu metabolismo o mais conhecido (Aquarone et al., 2001).

As leveduras estdo espalhadas em diferentes pontos no mundo, habitando plantas (raizes,
caules, folhas, flores, frutos e exsudados), insetos (drosofilas e abelhas), agua e solos (Spencer
e Spencer, 1997). Diversos estudos genéticos acometem as células de leveduras, envolvendo
delecbes e/ou melhorias de caracteristicas, principalmente as do género Saccharomyces,
chamando a atencdo do mercado da producao de produtos fermentados, entregando inimeras
possibilidades de exploracdo e inovacdo (Oliveira, 2006), visando o aperfeicoamento desses
fungos.

2.3.2 Leveduras Petit

O termo “Petite” ¢ atribuido a leveduras defeituosas que possuem tamanhos reduzidos,
gue se desenvolvem sem a mitocondria. Algumas condi¢des como temperatura, agucares e altas
concentracdes de etanol contribuem para o estresse celular, ocasionando o surgimento de
leveduras “Petite”. A maioria das mutagdes que ocorrem nas leveduras cervejeiras resultam na
perda da funcéo respiratoria (Laboratorio da Cerveja, 2022). Leveduras com essa caracteristica
sdo comuns em muitos processos fermentativos, apesar de pouco abordado, esse fendmeno pode

ocorrer em producdes de cachaca.

Em um estudo feito por Lawrence et al. (2013), demonstrou que mutacbes que
contribuem para o defeito do DNA mitocondrial acometem principalmente as células de
leveduras mais velhas, atribuidas ao seu uso repetitivo em sucessivas fermentagdes, gerando
um maior nimero de mutantes. O etanol, por exemplo, provou a sua potencialidade em poder
alterar o DNA mitocondrial em leveduras Saccharomyces, em concentracdes elevadas (lbeas
& Jimenez, 1997). Entretanto, outros fatores como enzimas que danificam a membrana celular,
possuem o potencial indutor da mutacdo no DNA mitocondrial, indicando que o etanol ndo seja
o0 causador direto (Jimenez et al., 1988). Alteracdes na integridade da membrana celular podem,
—a longo prazo —, comprometer a estabilidade do DNA mitocondrial, favorecendo o acimulo

de mutacdes.
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3 METODOLOGIA
3.1 LOCAIS DE COLETA DO “PE DE CUBA” DOS ENGENHOS DO ESTADO DA
PARAIBA

Foram coletados, em 2021, amostras de 25 mL de “pé-de-cuba” (leveduras autdctones), em
triplicata, de treze unidades produtoras de cachaca das cidades: Areia (8), Alagoa Grande (1),
Alagoa nova (1), Guarabira (1), Belém (1) e Alhandra (1), todas localizadas no estado da
Paraiba. O termo “pé-de-cuba” refere-se a uma etapa preparatdria da fermentacdo alcoolica,
onde uma pequena fragdo do caldo de cana é utilizada para multiplicar as leveduras, permitindo
sua adaptacdo ao meio antes da fermentacdo principal. Essa prética contribui para 0 aumento
da eficiéncia do processo e contribui para a manutencdo de uma microbiota adaptada ao

ambiente fermentativo (Embrapa, 2022).

A distribuicdo geogréfica das amostras pode ser visualizada no mapa (Figura 2), enquanto
os dados detalhados de cada levedura e seu respectivo municipio estdo descritos na Tabela 1.
A elaboracdo cartografica do mapa foi feita no software Quantum GIS®, com base em dados
do IBGE (2023-2024), utilizando o sistema de coordenadas geograficas SIRGAS 2000.

Tabela 1: Relagao das leveduras isoladas e cidades de coleta no estado da Paraiba.

Cepas de Leveduras Cidades do estado da Paraiba
Cepa 1, Cepa 2, Cepa 3, Cepa 4, Cepa 6, ]

Cepa 10, Cepa 11, Cepa 12 Areia
Cepa 5 Alagoa Grande
Cepa 8 Alagoa Nova
Cepa7 Guarabira
Cepa 13 Belém
Cepa 9 Alhandra

Fonte: Autoral, 2025.
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Figura 2: Localizacdo dos municipios correspondentes aos Engenhos no estado da Paraiba, Brasil.
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3.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO “PE DE CUBA” DOS ENGENHOS DO

ESTADO DA PARAIBA

As amostras foram armazenadas em Tubos Falcon de 50 mL estéreis com a adi¢do de 25
mL de Glicerol e criopreservadas em um Freezer -80 °C, preservando a integridade da amostra.
Todos os procedimentos foram realizados em condicGes assépticas. A execucdo do estudo foi
realizada no Laboratorio de Tecnologia de Produtos Agropecuarios (LTPA), Departamento de
Solos e Engenharia Rural, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal da
Paraiba/UFPB.

3.3 MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUCOES

Para dar inicio ao processo de inoculacdo das leveduras, foi utilizado o meio de cultura
Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD), utilizando 1% de Extrato de Leveduras, 2% de Peptona

e 2% de D-glicose. Para o crescimento em placas de Petri, 0 meio de cultura usado foi o YPD
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Agar, adicionando 2% de Agar Bacteriologico. Com a finalidade de avaliar o crescimento das
leveduras em diferentes Fontes de Carbono, 0 meio de cultura usado foi o YP+FCE (fonte de
carbono especifica), preparado com a concentracdo de 2%, sendo elas: Glicose, Frutose,
Galactose, Xilose, Manose, Ramnose, Sacarose, Maltose, Lactose e Melibiose. Para o teste que
determina a Producédo de Sulfeto de Hidrogénio (H2S), usou-se o Meio LA, dissolvendo 0,5g
de extrato de levedura, 0,3g de peptona, 4g de D-glicose, 0,02g de Sulfato de Amonio, 0,1g de
Acetato de Chumbo neutro e 2g de Agar Bacterioldgico ajustado para 100 mL de 4gua destilada.
Para avaliar a capacidade de assimilacdo em diferentes fontes de nitrogénio, foram utilizadas
trés fontes especificas de nitrogénio (Lisina, Nitrato de Potassio ou Nitrito de S4dio), adaptando
0 meio de cultura base YPD Agar, retirando o Extrato de Levedura e a Peptona; preparando
duas solucdes que confere todos 0s minerais necessarios para o crescimento metabolico das
leveduras. Para 1 litro de Meio de cultura: 20g de D-glicose; 29 da fonte de nitrogénio
especifica (Lisina, Nitrato de Potassio ou Nitrito de Sddio); 4mL da Solucdo 1; 200uL da
Solugéo 2; 20g de Agar Bacterioldgico.

Reagente e soluces utilizadas:

a) Solucdo 1: 2,59 de KCI (Potéssio), 3,3g de Na2PO4.H20 (Fdésforo) e 0,759 MgClI2
(Magneésio). Dissolvido e aferido a um baldo volumétrico de 10 mL;

b) Solucdo 2: 0,10g de FeSO4.7H20 (Ferro), 0,33g de ZnSO4.7H20 (Zinco), 0,10g de
CuS0O4.5H20 (Cobre) e 0,10g de MnS02.4H20 (Manganés). Dissolvido e aferido a
um baldo volumétrico de 100 mL.

Com o objetivo de avaliar o desempenho fermentativo das leveduras isoladas de forma
padronizada, foi utilizado um mosto sintético formulado para simular um caldo de cana-de-
acucar a 15 °Brix. A composicdo do mosto consistiu em: 90 g de sacarose, 18 g de glicose, 12
g de frutose, 10 g de extrato de levedura e 20 g de peptona (Maia et al., 2025). Os componentes
foram dissolvidos em &gua destilada e o volume final ajustado para 1 L em um baldo
volumétrico. A solucdo foi utilizada exclusivamente para os ensaios de fermenta¢do com as 13
leveduras avaliadas individualmente. Todos os meios utilizados foram devidamente preparados

e Autoclavados a 121°C a 15 psi durante 15 minutos imediatamente apds a preparagéo.



26

3.4 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS
LEVEDURAS

Para o isolamento das leveduras presentes no “pé-de-cuba”, uma aliquota de 200 pL de
cada amostra foram inoculados em tubos Falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio YPD liquido.
As culturas foram mantidas em incubacdo em temperatura ambiente durante 24h, com o
objetivo de promover a ativagdo ¢ crescimento inicial das leveduras presentes no “pé-de-cuba”.
ApoOs esse periodo de pré-cultivo, com o auxilio de uma alga microbioldgica estéril, foram
semeadas em placas de Petri contendo YPD Agar, por meio da técnica de estrias por
esgotamento. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, pelo periodo de 96h. Esse
processo foi repetido trés vezes, selecionando uma colbnia isolada de cada Engenho e
inoculando em meio YPD e “estriando” em novas placas de Petri com YPD Agar. Essa técnica
permitiu o isolamento de colbnias individuais, para no final, obter uma colonia de levedura

mais pura possivel.

3.4.1 Banco de Leveduras e Manutencéo

As colbnias de leveduras puras de cada Engenho foram armazenadas em Tubos
Inclinados contendo 30 mL de YPD Agar, semeadas sobre o meio, em triplicata, por 96 horas.
Conservadas em geladeira a 4 °C, sendo renovadas a cada 4 meses. Além disso, uma aliquota
de 1 mL do meio inoculado juntamente com 1 mL de Glicerol foi criopreservado em Tubos

Eppendorf, em triplicata, em um Freezer a -80 °C.

3.4.2 Técnica de “Spot-plating”

Se trata de um método usado na Microbiologia para melhor aplicacédo e dispersdo de
uma e/ou mais pontos de uma mesma amostra em um meio de cultura solido, permitindo o
crescimento das colbnias de leveduras. O processo consiste na aplicacao de pequenas aliquotas
de 10 uL do in6culo, dispersa em pontos sobre o meio de cultura YPD Agar, uma triplicada por
levedura. Comparada as técnicas padronizadas e utilizadas no ambito microbioldgico, a técnica
de “spot plate” oferece um método igualmente preciso, mais rapido e econdémico (Beargie et
al., 1965). A técnica foi posteriormente utilizada para determinagdo do crescimento em
diferentes temperaturas, carbonos especificos, producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) e

nitrogénio.
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3.4.3 Avaliacdo morfologica das leveduras

A caracterizacdo morfoldgica das cepas selecionadas, oriundas das trezes unidades
produtoras de cachaca, foi realizada a partir do indculo submetido a uma diluigdo seriada para
a obtencdo de col6nias isoladas (Kurtzman et al., 2011). A técnica de dilui¢do foi baseada na
metodologia de Tortora et al. (2012), utilizando a dilui¢do 10-3 uma aliquota de 100uL foi
transferida para a superficie do meio de cultura YPDA para o plaqueamento. As placas foram
incubadas em uma BOD a temperatura de 28°C por 48h.

Ap0s o crescimento das colbnias, as leveduras foram analisadas macroscopicamente
quanto ao seu diametro: Grande (5mm), Média (2 a 5mm) e Pequena (2mm); forma (circular,
irregular, rizoide, filamentosa ou puntiforme), elevacdo (cOncava, elevada, ondulada,
protuberante, achatada ou convexa), margem (lisas, laceradas, lobadas, filamentosas ou
onduladas), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa), brilho (transparente, transltcida
ou opaca) e cor (incolor, branca ou pigmentada) (Kurtzman et al., 2011). As imagens das
coldnias isoladas das treze cepas foram obtidas a partir do Estereomicroscopio Discovery V20

Zeiss.

As leveduras também foram observadas e analisadas microscopicamente quanto a sua
morfologia celular, levando em consideracdo caracteristicas como formato (esférico, ovalado,
elipsoidal, alongado ou irregular), presenca de brotamento (unipolar, bipolar ou multipolar) e
presenca de estruturas especificas, como pseudohifas ou micélios (Kurtzman et al., 2011). As
analises foram realizadas a partir de ldaminas preparadas com suspensdes celulares frescas e
examinadas sob Microscopio Optico, utilizando a objetiva de 100x, juntamente com 6leo de
imersdo. As imagens representativas das células das treze leveduras foram registradas

digitalmente, com o auxilio de uma cadmera digital e ajustadas no aplicativo ImageView.

3.5 TESTES DE EXCLUSAO POR ESTRESSE
3.5.1 Teste em diferentes Temperaturas

As treze cepas de leveduras foram submetidas ao crescimento em placas de petri, com
meio de cultura YPD Agar, para diferentes temperaturas, sendo elas: 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C,
37 °C e 40 °C por 96 horas (De-Barros et al., 2023). A técnica de disperséo utilizada foi “Spot
plate”, inserindo 10uL para cada spot. Passado o periodo de crescimento, as placas foram

fotografadas dentro de um fluxo laminar.
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3.5.2 Teste de Assimilagé@o de Fontes de Carbono especificas

O crescimento das treze leveduras selecionadas das unidades produtoras de Cachaca foi
avaliado em placas de petri, com meio de cultura YP+FCE (fonte de carbono especifica),
preparado com a concentracdo de 2% (Glicose, Frutose, Galactose, Xilose, Manose, Ramnose,
Sacarose, Maltose, Lactose e Melibiose) (De-Barros et al., 2023). O modo de dispersdo das
cepas de leveduras foi realizado através da técnica “Spot plate” (Beargie et al., 1965), inserindo
10puL para cada spot, sendo incubadas a temperatura ambiente (30 °C) por 96 horas. A avaliagio
foi determinada a partir do seu desenvolvimento nas placas com as fontes de carbono

especificas, sendo fotografadas dentro de um fluxo laminar.

3.5.3 Teste de Resisténcia & Etanol (10%, 15% e 20%) e ao Acido Acético (2%, 6% e
10%)

O crescimento das estirpes de leveduras dos treze Engenhos paraibanos fora medido em
Tubos Falcon de 15mL, inoculadas em YPD liquido & temperatura ambiente, com
suplementacdo de etanol com concentracBes de 10%, 15%, 20%; e de &cido acético com
concentracdes de 2%, 6%, 10%, separadamente. As leituras foram realizadas através de um
Espectrofotdmetro Kasuaki modelo IL-226-NM, com comprimento de onda a 600nm, durante
0 periodo de 96 horas. As leituras foram efetuadas em dois momentos: a primeira, apds o
lancamento das leveduras ao meio YPD suplementado (10%, 15%, 20% de etanol/ 2%, 6%,
10% de acido acético), e a segunda, ao final do periodo de incubacgédo. Para medir o crescimento
efetivo das células, foram realizadas leituras do meio YPD contendo etanol ou &cido acético,
mas sem inocula¢do de leveduras, sendo este valor definido como “Branco”. Em seguida,

seguiu-se para as leituras das amostras contendo as leveduras isoladas.

V=V, =V (Equacio 1)

V3 (Crescimento total da levedura durante o tempo de incubacdo); V1 (Leitura Inicial — Branco); V2 (Leitura Final

— Branco).

O crescimento das leveduras foi calculado em trés etapas: (i) diferenca entre a leitura
inicial da amostra e o valor do branco (V1); (i1) diferenca entre a leitura final da amostra e o

valor do branco (V2); (iii) diferenga entre V2 e V1 (V3), expressando o crescimento total da
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levedura durante o periodo de incubagdo. A partir dos resultados, o crescimento efetivo foi
estimado. Toda a analise foi realizada em triplicata.

Cresc.Efetivo = V3 — N(cel/mlL) (Equagiio 2)

V3 (Crescimento total da levedura durante o tempo de incubacédo); N (Nimero de células/mL langadas).

3.5.4 Producéo de Sulfeto de Hidrogénio (H2S)

A determinacdo de Producdo de Sulfeto de Hidrogénio (H2S) é um parametro
importante a ser observado, tendo em vista que as leveduras utilizadas para producéo de bebidas
ndo podem produzir esse composto. As cepas de leveduras foram analisadas em placas de Petri
contendo meio Agar LA, em uma estufa a 30°C durante 10 dias, conforme descrito por Ono et
al. (1991). Incubadas utilizando a técnica de “Spot plate”, obtendo uma triplicata por amostra
de levedura, com o intuito de obter mais resultados em menos placas. ApGs 0 prazo, 0
desenvolvimento de coldnias amareladas/amarronzadas foi o indicativo de que as cepas

produziram H2S.

3.5.5 Assimilacédo de Fontes de Nitrogénio

Para avaliar a capacidade de assimilacdo em diferentes fontes de nitrogénio pelas treze
cepas de levedura selecionadas, foram utilizadas trés fontes especificas de nitrogénio: Nitrito
de Sodio (NaNO:2), Nitrato de Potassio (KNO:s) e Lisina (C6H14N202), a partir da adaptagéo
de Sidrim e Moreira (1999). Avaliadas em placas de petri, a partir da técnica de “spot plates” a
temperatura ambiente (30 °C) durante 96 h.

3.5.6 Desempenho Fermentativo em Cepas Isoladas

Todas as leveduras isoladas foram submetidas a uma avaliacdo de seu desempenho
fermentativo. Individualmente, as cepas foram inoculadas em 5 mL de meio de cultura YPD
liquido, incubados por 24 horas. Os indculos foram transferidos para um Erlenmeyer contendo
100 mL de meio YPD, incubado em temperatura ambiente por mais 48 horas, garantindo maior

namero de células. Ao final da incubacdo, uma aliquota de 10 pL foi transferida para uma
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camara de Neubauer. A contagem foi realizada em cinco quadrados menores, localizados dentro

de um dos quadrantes grandes centrais da camara.

(cels totais

cel z
Leveduras (—) = z ) 16 25 %10 (Equaciio 3)

ml

(Cels totais) — Média do nimero de células contadas; (5) — NUmero de campos contados; (16) — NUmero de
guadrantes por campo na Camara de Neubauer; (25) — Ndmero de quadrantes maiores da Camara de Neubauer;

(104) — Fator de correcdo referente ao volume da Camara de Neubauer, equivalente a 0,1 mm de altura).

A partir do valor da média de células/mL, foi calculado o volume necessario para
determinar a quantidade de 30 milhdes de células/mL, padrdo utilizado para dar inicio ao
processo fermentativo em algumas unidades produtores de cachaca. O nimero de células foi
mensurado com o uso de micropipetas calibradas Kasvi, depois centrifugadas para separar a

biomassa do sobrenadante e posteriormente transferido para os mini fermentadores.

As fermentacgdes foram conduzidas em 75 mL de um mosto sintético com teor de sélidos
sollveis de 15°Brix, como determinado por Maia et al. (2025). As fermentacfes aconteceram
em mini fermentadores de vidro estéreis de 250 mL com tampa acoplado um airlocker. e foram
avaliadas por perda de massa (CO:) em intervalos de 4 h durante um periodo de 12 dias, com

pesagens realizadas em uma balanca de precisdo Tecnal Mark 2200 Classe Il (Figura 3).

3,0 * 107
Leveduras (cel/ml)

Inéculo Inicial = ( ) * Mosto(ml) (Equacdo 4)

(3,0 * 107) — Média padronizada em 30 milhdes de células de leveduras; (Leveduras (cel/ml)) — Concentragdo de

células de levedura por mL; (Mosto(ml)) — Quantidade de mosto usado para a fermentacéo.
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Figura 3: Monitoramento da fermentagdo por perda de massa (CO2) em um mini fermentador com airlocker.

Fonte: Autoral, 2024.

3.5.7 Teste de Floculagao

Ao final das fermentacdes, os mini reatores foram agitados usando agitador magnético
a 30 °C por 1 min a 120 RPM. Ao fim da agitacdo, a floculacdo foi avaliada através da
observacgdo da formacdo de flocos suspensos no meio fermentado, conforme a metodologia
adaptada de Guimardes (2005). Sendo considerado qualitativamente positivo para floculagédo

quando observada a formacédo de flocos visiveis.

3.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICAS DO MOSTO FERMENTADO:

Ao final do processo fermentativo, os parametros analisados foram: Teor alcodlico,
Acidez Total, Acidez Fixa, Acidez Volatil e Esteres Totais. Permitindo uma analise

comparativa entre as diferentes cepas durante as fermentacdes realizadas.
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3.6.1 Teor Alcoblico

O teor alcoodlico foi determinado pelo método baseado na avaliacdo da densidade
relativa da solugéo, utilizando um Ebulidmetro, realizado por meio da leitura direta da
densidade ou em graus de Gay Lussac (°GL). Esta ferramenta foi projetada para medir o teor
de alcool ou a forga real das misturas de agua e alcool, mostrando apenas a concentracédo de

alcool em volume.

3.6.2 Acidez Total, Volatil e Fixa

A acidez total (AT) do mosto fermentado foi determinada pelo método 221/1V, que se
baseia na titulacdo dos acidos com solucdo padrdo de NaOH 0,1 M, utilizando fenolftaleina
como indicador até atingir o ponto de equivaléncia. Os resultados da AT foram expressos em
miligramas de &cido acético por 100 mL de amostra (Lutz, 2008). A equacdo para determinar a

quantidade de Acidez Total (AT) nas amostras, é expressa abaixo:

mg de Acido Acético _nxMx*fxPM
100mL 10V

AC( (Equacéo 5)

(n) — Volume gasto de NaOH/mL; (M) — Molaridade do NaOH; (PM = 60) — Peso Molecular do Ac. Acético; (V)
— Volume da amostra; (f) — Fator de corre¢do de NaOH.

Acidez Fixa (AF): A determinagdo da acidez fixa foi realizada seguindo o método
222/1V, que consiste na evaporacao da amostra, seguida pela titulacéo dos &cidos residuais com
solucdo de NaOH 0,1 M. A acidez fixa é expressa em mg de acido acético por 100 mL de
amostra (Lutz, 2008). A equacdo para determinar a quantidade de Acidez Fixa (AF) nas

amostras, é expressa abaixo:

Ac mg de Acido Acético. n M = f x PM c 206
= acdo
( 100mL ) 10V (Equagdo 6)

(n) — Volume gasto de NaOH/mL; (M) — Molaridade do NaOH; (PM = 60) — Peso Molecular do Ac. Acético; (V)

— Volume da amostra; (f) — Fator de correcdo de NaOH.
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Acidez Volétil (AV): A determinacdo da Acidez Volatil foi realizada com base no
método 223/1V, descrito por Lutz (2008). A quantificacdo ocorre a partir da diferenca entre a
Acidez Total (AT) e a Acidez Fixa (AF) do mosto fermentado, sendo os resultados expressos
em mg de acido acético por 100 mL de alcool anidro. A equacao utilizada para determinar a

quantidade de Acidez Volatil (AV) nas amostras, € expressa abaixo:

mg a.anidro_ AT — AF

av 100mL G

(Equacéo 7)

(AT) — Acidos Totais; (AF) — Acidos Fixos; (G) — Graduacéo Alcodlica.

3.6.3 Esteres Totais

A qguantificacdo dos ésteres totais foi realizada através de uma adaptacdo do método
proposto pelo Manual de Métodos de Andlises de Bebidas e Vinagres — MAPA. O
procedimento envolveu a hidrdlise alcalina dos ésteres, seguida pela titulacdo dos &cidos

liberados utilizando uma solucéo padréo de hidroxido de soédio (NaOH) 0,1 M.

Inicialmente, foi pipetado 50mL do mosto sintético fermentado, oriundo a partir da
fermentacdo de cada cepa de levedura, em um pote de vidro estéril com a capacidade de 200mL.
A solucdo foi neutralizada com a solucao de hidroxido de s6dio a 0,1M (NaOH), até a coloracédo
rosea, utilizando como indicador a fenolftaleina. Ap6s a neutralizacdo, os potes de vidro
contendo as amostras foram vedados e deixados em repouso por 12 horas. Seguido o tempo
proposto, caso a coloracdo rosada da amostra desapareca, 0 processo € interrompido e
adicionado mais 10mL de NaOH 0,1M; deixando o sistema em repouso por mais 30 minutos,
assegurando a completa reacdo dos ésteres. Dando continuidade ao procedimento, foram
adicionados 1 a 2,5mL de acido sulfarico 0,1N (H2SO.) para neutralizar o excesso de NaOH
presentes na amostra. Apés a neutralizacdo, as amostras foram tituladas com a mesma solugéo
de hidroxido de sédio (0,1M), até a coloracdo rosea, indicando o ponto final da reagdo. Os

resultados foram expressos em miligramas de acetato de etila por 100 mL de alcool anidro.

(mg a.etila)

Vg NaOH + M + 88 + 100) 100
100mL a.a ( *

Va C (Equacéo 8)

(V@) — Volume gasto de NaOH; (M) — Molaridade da solu¢do de NaOH; (88) — Massa molecular do acetato de

etila; (Va) — Volume da Amostra, em mL; (G) — Graduagéo Alcodlica.
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3.6.4 Viabilidade Celular

A viabilidade celular ¢ um pardmetro determinado pela contagem de células de levedura
viaveis (vivas) e ndo-viaveis (mortas). Para quantificar a concentracdo de células por mililitro
de solucdo, utiliza-se a cdmara de Neubauer, uma lamina de microscopia projetada com
quadrantes de tamanhos definidos. Fazendo uso do corante Azul de metileno, as células viaveis
ndo absorvem o corante, permanecendo incolores, enquanto as células mortas sdo coradas de
azul. A contagem foi realizada em cdmara de Neubauer e expressa como percentual de células

viaveis ao final do processo fermentativo.

O procedimento ¢ realizado na propor¢ao de 1:1, adicionando um 200uL. da amostra e
200 puL do Azul de metileno em um eppendorf; retirando uma aliquota de 10 pL e dispersando
em uma laminula da camara de Neubauer, sendo observada por meio de um Microscépio
eletronico utilizando a objetiva de 40X. Escolhendo um dos quadrantes que contém o maior
namero de leveduras, contabilizadas as leveduras presentes dentro dos quadrados médios,
escolhendo 5 quadrados menores aleatorios. Esse método permite estimar a densidade de
células de levedura na amostra, sendo amplamente utilizado em diversas aplicacées, como no

controle de qualidade das inddstrias alimenticias e de bebidas.

CélsV
) (Equacdo 9)

o) —
VE (%) (CélsV+CélsM

(Cél V) — Células vivas; (Cél M) — Células mortas.

3.6.5 Parametros cinéticos

A descricdo da cinética de fermentacdo sera realizada pela velocidade especifica de
crescimento microbiano (p, h-1), tempo de duplicacéo celular (td, h), velocidade especifica de
consumo de substrato (gs, h-1 ), velocidade especifica de formagéo de etanol (gp, h-1), Y -
rendimento (Yp/s (g de etanol/g de AT), Yp/x (g de etanol/g de células), Yx/s (g de células/g
de AT), YCO2/EtOH (g de CO2/g de etanol), YCO2/s (g de CO2/g de substrato), YCO2/x (g
de CO2/g de células), produtividade celular (Px, g/h), produtividade de etanol (Pp, g/h),
produtividade de CO2 (PCO2, g/h)).



35

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados através de andlise de variancia (ANOVA), teste
tukey e Analise de Componentes Principais (PCA), utilizando o software STATISTICA 5.0®.
Os resultados também foram submetidos a Andlise de Agrupamento Hierarquico (HCA),
utilizando o software RStudio®. Toda a andlise estatistica foi baseada em um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras foram coletas de treze unidades produtoras de cachaca. As amostras foram
coletadas em tubos falcon de 50 mL (25 mL amostras e 25 mL glicerol, 1:1) e acondicionados
em um Freezer -80 °C. Ao inicio das atividades estas foram reativadas, purificadas e
caracterizadas morfologicamente. As cepas foram selecionadas considerando o seu potencial
de crescimento em diversas temperaturas (4, 15, 20, 25, 30, 37 e 40 °C), consumo de diferentes
fontes de carbono (glicose, frutose, galactose, xilose, manose, ramnose, sacarose, maltose,
lactose e melibiose), tolerancia a etanol (10%, 15% e 20%), ao acido acético (2%, 6% e 10%),
producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S), assimilacdo em diferentes fontes de nitrogénio
(Nitrato de Potassio, Nitrito de Sodio e Lisina), avaliacdo do desempenho fermentativo, analises
fisico-quimicas do mosto sintético fermentado e, viabilidade celular. Todas as anélises foram
realizadas em duplicata. Para identificar padrdes de similaridade dos dados obtidos, foi
realizado uma Analise de Componentes Principais (PCA) e uma Anélise de Agrupamento

Hierarquico (HCA), utilizando o indice de Gower.

4.1 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E SELECAO DAS LEVEDURAS

Ao purificar as leveduras provenientes das treze unidades produtoras de cachaca, foi
possivel observar a presenca de colénias de microrganismos unidas e isoladas. A selecéo e
isolamento das cepas de leveduras garante a eficiéncia dos métodos avaliativos, como a
assimilacdo de carbono, nitrogénio e o desempenho fermentativo; avaliando a influéncia de
cada cepa, separadamente, visando o melhoramento e eficiéncia do processo e,

consequentemente, a qualidade do produto final.
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4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A caracterizacdo morfoldgica de coldnias € uma etapa fundamental para a identificacéo
inicial das leveduras. Analisando os dados macro morfoldgicos das 13 leveduras isoladas
(Tabela 2), todas possuem o formato circular; maioria das amostras apresentam a textura lisa,
exceto a Cepa 1 que possui a textura rugosa (Tabela 2, Figura 4). Avaliando os tamanhos, todas
tem o tamanho pequeno, variando de 0,39 mm a 1,49 mm, dentre as amostras, destacando-se a
Cepa 7 com a menor e a Cepa 10 com a maior dimenséo (Tabela 2, Figura 4). Com relagéo a
coloracdo, sete leveduras sdo incolores e seis possuem a coloragédo branca. Ja quanto a margem,
maioria das amostras isoladas possuem as margens lisas, exceto a Cepa 1 com a margem
lacerada (Tabela 2, Figura 4). Todas as leveduras apresentaram colonias com elevagdo convexa.
Referente ao brilho caracteristico das cepas, sete amostras sdo translucidas, enquanto que seis

delas séo opacas (Tabela 2, Figura 4).

Tabela 2: Caracteristicas macro morfoldgicas das colonias de leveduras isoladas de treze unidades produtoras de
cachaga.

Cepas de Tamanho

Formato Textura Cor Margem Elevacéo Brilho
Leveduras (mm)
1 Pequena Circular Granulosa Incolor Laceradas Convexa Transllcida
(0,42 mm)
2 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transllcida
(0,60 mm)
3 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transllcida
(0,48 mm)
4 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transltcida
(0,41 mm)
5 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transltcida
(0,48 mm)
6 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transllcida
(0,64 mm)
7 Pequena Circular Lisa Incolor Lisas Convexa Transllcida
(0,39 mm)
8 Pequena Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca
(0,71 mm)
Pequena . . .
9 (0,62 mm) Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca
10 Pequena Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca
(1,49 mm)
11 Pequena Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca
(1,27 mm)
12 Pequena Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca

(0,63 mm)
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Pequena

(0,97 mm) Circular Lisa Branca Lisas Convexa Opaca

13

Legenda: Tamanho: Grande (5mm), Média (2 a 5mm) e Pequena (2mm); formato (circular, irregular, rizoide,
filamentosa ou puntiforme), elevagdo (cdncava, elevada, ondulada, protuberante, achatada ou convexa), margem
(lisas, laceradas, lobadas, filamentosas ou onduladas), textura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa), brilho
(transparente, translicida ou opaca) e cor (incolor, branca ou pigmentada).

Quando a caracterizacdo micro morfologica foi realizada, baseada nos métodos de Kirk
et al. (2008), nenhuma levedura apresentou pseudo-hifas. Maioria das leveduras isoladas
apresentam a forma circular, exceto as amostras 1, 3, 7, 12 e 13, respectivamente, que
apresentam o formato ovoide/oval (Figura 4). Varia¢des morfoldgicas durante 0 manuseio das
amostras ao isola-las podem estar diretamente ligadas a constituicdo do meio de cultura a qual
foram submetidas ou estresse metabolico quando sujeitas a sucessivas repicagens (Casalone et
al. 2005). Embora as caracteristicas morfologicas ndo sejam suficientes para a identificacdo

taxondmica mais precisa, elas fornecem insights valiosos sobre como de cada cepa se comporta.
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Figura 4: Caracteristicas Macro e Micro morfoldgicas das cepas de leveduras isoladas das treze unidades
produtoras de cachaca, incluindo: Cepa 1, Cepa 2, Cepa 3, Cepa 4, Cepa 5, Cepa 6, Cepa 7, Cepa 8, Cepa 9, Cepa
10, Cepa 11, Cepa 12 e Cepa 13.

4.3 TESTES DE EXCLUSAO POR ESTRESSE
4.3.1 Teste em Diferentes Temperaturas

Leveduras submetidas diferentes temperaturas apresentam respostas metabdlicas
divergentes. Embora todas as amostras tenham apresentado manchas esbranquicadas apds a
incubacdo a 4°C, esse resultado pode estar relacionado a presenca residual de células
leveduriformes na aliquota, o que é esperado nessas condicGes. A cepa 10 ndo apresentou
indicios de crescimento visivel (Tabela 3). FermentacGes em baixas temperaturas, como <15
°C, leva a vinhos mais arométicos e mais palidos (Walker, 1998). Temperaturas amenas
ocasionam a queda na taxa metabolica das leveduras, a fermentacdo e a respiracao celular tém

sua atividade reduzida.
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Tabela 3: Capacidade das leveduras crescerem em diferentes Temperaturas por 96 h.

Temperaturas
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
/Amostras

4°C + + + + + o+ + + + - + + +
15°C + + + + + o+ + + + + + + +
20 °C + + + + + o+ + + + + + + +
30 °C + + + + + o+ + + + + + + +
37°C + + + + + o+ + + + + + + +
40 °C + + + + + o+ + + - + + + +

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

A atividade metabolica das leveduras fica lenta ou inativa a baixas temperaturas. Todas
as amostras exibiram crescimento ao serem submetidas a temperatura de 15 °C (Tabela 3).
Leveduras adaptadas a baixas temperaturas, como a Saccharomyces pastorianus, séo utilizadas
na producdo de cerveja Lager em temperaturas que variam de 6 a 12 °C (Kopecka et al., 2016).
As condicdes de crescimento das leveduras se tornam favoraveis com o aumento da
temperatura. Leveduras que toleram altas temperaturas sdo mais utilizadas em processos
industriais. Todas as cepas apresentaram crescimento quando incubadas a 30 °C (Tabela 3). E
importante destacar que, quanto maior a temperatura maior serd a velocidade do processo
fermentativo, sendo também maior a formacdo, transformacéo e degradacdo de compostos
secundarios (Massaguer, 2005). As leveduras possuem um limite de estresse térmico. Todas as
leveduras apresentaram crescimento quando incubadas a 37 °C (Tabela 3). Isto pode explicar
porque diferentes espécies como a Saccharomyces cerevisiae podem crescer sob condi¢des de
temperatura mais elevadas do que Saccharomyces pastorianus (De-Barros et al. 2023).

Cepas de leveduras que sobrevivem a altas temperaturas sdo importantes para as
industrias (De-Barros et al. 2023). Boa parte das cepas apresentaram crescimento a 40 °C, com
excecdo das amostras 1, 2, 3, 4, 10 que apresentaram passar por uma situacao estressante
guando submetidas a uma temperatura elevada; a amostra 9 ndo apresentou crescimento (Tabela
3). Cepas de leveduras que podem crescer a 40 °C fornecem uma informacao importante para
processos de fermentacdo conduzidos durante curtos periodos de tempo (De-Barros et al. 2023).
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4.3.2 Teste de Assimilacdo de Fontes de Carbono especificas

Os resultados da assimilacdo de diferentes fontes de carbono pelas leveduras isoladas
das treze unidades produtoras de cachagca mostram capacidades variadas de crescimento,
indicando adaptacdes distintas a cada meio fermentativo, influenciando diretamente na
eficiéncia em processos industriais. Todas as amostras (1 a 13) demonstraram crescimento em
glicose e manose, indicando alta eficiéncia na metabolizagdo desses monossacarideos

(hexoses), que estdo, comumente, presentes em diversos vegetais e frutas (Tabela 4).

Tabela 4: Capacidade das leveduras crescerem em diferentes Fontes de Carbono por 96 h.

Fontes de
Carbono/Amostras 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Glicose + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + o+ +
Frutose + + + + + + + o+ + + + + -
Galactose + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + o+ +
Xilose - - - - - - - - % + + o+ +
Manose + + + + + +  + o+ + + + + +
Ramnose + + + + + + + o+ + + + + +
Sacarose + + + + + + + o+ + + + + +
Maltose + + + + + + o+ o+ + + + + +
Lactose + + + + + + + o+ + + + + +
Melibiose + + + + + + o+ o+ + + + + +

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

A cana-de-acucar € conhecida por seu alto teor de glicose, frutose e sacarose como
acucares primarios (Rosa et al. 2009; Martini et al. 2010). As cepas de Saccharomyces possuem
um sistema avancado de transporte de hexose que regula o transporte de carboidratos e possui
alta afinidade pela glicose. A Saccharomyces cerevisiae fermenta glicose, manose e frutose por
meio da gliclise (Briggs et al., 2004; Galdieri et al, 2014; Van Maris et al., 2006). A frutose é
um carboidrato semelhante a glicose, encontrado em frutas, mel e outros alimentos. Maioria
das cepas assimilam esse carbono (Tabela 4), indicando crescimento, e a cepa 13 que ndo houve
crescimento. A glicose e a frutose sao chamadas de “agucares de fermentacdo rapida” ou

“acucares reduzidos” (De-Barros et al. 2023).

A galactose € um monossacarideo importante no processamento de produtos

fermentados (De-Barros et al. 2023). Todas as amostras exibiram crescimento (Tabela 4).
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Portanto, todas as cepas avaliadas apresentaram crescimento, indicando a existéncia de genes
como: GAL1, GAL7, e GAL10, que sdo responsaveis por converter galactose em glicose-6-
fosfato, permitindo que ela entre nas vias metabolicas usuais de fermentacdo (Kim et al. 2014).
Vale salientar que, a galactose pode ser gerada a partir da quebra da lactose (glicose +
galactose), por acdo da enzima lactase (Klein et al. 1998). J& lactose € um carboidrato
encontrado no leite e seus derivados, sendo importante no processo de fermentacdo para
fabricacdo de produtos lacteos. Todas as leveduras avaliadas apresentaram crescimento,
revelando potencial para diversas aplica¢fes industriais, principalmente, produtos derivados do
leite (Tabela 4). A quebra da lactose gera glicose e galactose; porém, ao gerar estas duas
moléculas, as leveduras tendem a consumir a glicose presente, gerando uma repressdo

catabolica que influencia o consumo da galactose (Rubio-Teixeira, 2005; Klein et al. 1998).

A xilose faz parte de um grupo de pentoses (cinco carbonos) comumente encontrado em
plantas lenhosas e em biomassas de origem vegetal (De-Barros et al. 2023). Diante as amostras
avaliadas, as cepas 9 a 13 apresentaram crescimento em xilose; porém, as demais amostras ndo
foram capazes de desempenhar crescimento utilizando xilose como Unica fonte de carbono
(Tabela 4). Em leveduras, a assimilagdo da xilose ocorrer devido a presenga do gene XYL3,
responsavel pela conversdo da xilose em xilulose-5-fosfato que acessa, diretamente, o
metabolismo central (glicélise e biossintese) na forma de pentose fosfato (De-Barros et al. 2023,
Cunha, 2019). A ramnose é um carbono encontrado em alimentos ricos em pectinas. Todas as
amostram apresentaram crescimento em ramnose (Tabela 4). Portanto, todas as cepas avaliadas
contém enzimas que metabolizam a ramnose (De-Barros et al., 2023). Devido a falta de genes
que codificam enzimas que metabolizam a ramnose em seu genoma, a levedura Saccharomyces
cerevisiae ndo pode crescer na ramnose como Unica fonte de carbono (Boulton e Quain, 2001;
Van Maris et al., 2006).

A sacarose é um dissacarideo e o principal carboidrato presente na composicao do caldo
de cana-de-agucar (Riberio-Filho, 2020). A quebra da sacarose gera dois monossacarideos, que
sdo glicose e frutose (De-Barros et al. 2023, Nascimento et al., 2019). Todas as cepas avaliadas
apresentam crescimento em sacarose (Tabela 4). Isso indica que as leveduras selecionadas neste
estudo contém genes invertase, codificados como SUC1, SUC2, SUC3, SUC4, SUC5 e SUC7
(De-Barros et al. 2023). Portanto, estas cepas tendem a ser boas consumidoras de agucares
fermentesciveis presentes na cana de acucar, portanto, podem ser de grande valia para
producdes de cachaca, rum, e etanol de cana-de-aclcar. A maltose e a melibiose sdo

dissacarideos. A maltose é composta por duas moléculas de glicose e a melibiose ¢ um
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dissacarideo formado por glicose e galactose (Walker e Stewart, 2016; Boulton e Quain, 2001;
Briggs et al., 2004). Todas as cepas selecionadas apresentaram crescimento em maltose e
melibiose (Tabela 4). O crescimento em maltose revela a presenca dos genes MAL1-4 e MALG6
devido a seu poder de consumo de maltose (Walker e Stewart, 2016; Boulton e Quain, 2001;
Briggs et al., 2004). O crescimento em melibiose indica a existéncia de atividade da enzima a-
Galactosidase (melibiase) e, consequentemente, a existéncia do gene MEL1 (De-Barros et al.
2023, Walker e Stewart, 2016; Briggs et al., 2004). Portanto, estas leveduras podem quebrar
maltose em duas moléculas de glicose, assim como, podem quebrar melibiose em uma molécula

de glicose mais uma molécula de galactose.

4.3.3 Teste de Resisténcia a Etanol (10%, 15% e 20%)

O etanol, produto final da fermentacdo dos acUcares através das leveduras, tém a
capacidade de exercer um estresse significativo sobre as células, afetando seu crescimento e
sobrevivéncia (Thomas et al., 1978; D’Amore; Stewart, 1987; D'Amore et al., 1990). Altas
concentracdes de etanol no meio faz com que as células percam a integridade da membrana,
podendo levar até uma perda massiva de metabolitos intracelulares (Blcker, 2014). Todas as
cepas selecionadas tenderam a diminuir os seus crescimentos conforme o aumento da
concentracdo de etanol (Figura 5). Quando submetidas a concentracdo de 10%, as cepas
analisadas apresentaram crescimento intenso, variando de 3,3x108 a 1,0x109 células/mL,
destacando-se as cepas 1, 5, e 11 (Figura 5). Quando submetidas a concentracdo de 15%, todas
as cepas sofreram uma diminuicao significativa nos seus crescimentos, embora todas as cepas
apresentaram numero final de células maior do que o dobro do nimero de células inoculadas,
inicialmente, exceto as cepas 10 e 11 que apresentaram menor crescimento durante a inoculacdo
em meio contendo 15% de etanol (Figura 5). Por outro lado, a cepa 5 apresentou o maior
crescimento (Figura 5). Quando submetidas a concentracdo de 20%, todas as cepas sofreram
uma diminuicdo significativa nos seus crescimentos comparadas aos testes de 10 e 15%; porém,
todas as cepas apresentaram numero final de células maior do que o dobro do nimero de células,
inicialmente, inoculadas (Figura 5). A cepa 5, apresentou 0 maior crescimento quando
inoculada ao meio contendo 20% de etanol; porém, as cepas 1, 9, 10 e 11 apresentaram menor
crescimento (Figura 5). A cepa 9 quadruplicou a concentracdo de células inoculadas,
inicialmente, se mantendo estvel com o decorrer do aumento da concentragdo de etanol; sendo
a cepa que sofreu a menor reducédo proporcional entre as concentragdes testadas, indicando uma

maior tolerancia relativa ao etanol, especialmente na concentragéo de 20% (Figura 5).
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Todas as cepas apresentaram boa resisténcia as concentracOes de etanol testadas, i1sso
indica que as leveduras selecionadas neste estudo podem continuar fermentado com eficiéncia
em ambientes de alta toxidade devido as concentracGes de etanol. O crescimento de leveduras
em meios com alta toxidade devido a presenca de etanol indicam que todas as cepas
selecionadas neste estudo contém os genes URA7 e GALSG, responsavel pela resisténcia e/ou
tolerancia ao etanol (Yazawa et al., 2007). Destacam-se as cepas 1, 2, 3, 5, 6, 11, 12 e 13
apresentaram maior resisténcia a etanol a 10% devido a seus crescimentos acima de 600 milhdes
de células de leveduras/mL (Figura 5). Adicionalmente, a cepa 5 apresentou maior resisténcia
a etanol a 15 e 20% devido a seus crescimentos acima de 500 milhdes de células de

leveduras/mL, em ambos os testes (Figura 5).
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Figura 5: Crescimento das cepas selecionadas de 1 a 13 inoculadas em meio contendo 10, 15 e 20% de Etanol
por 96 horas. Resultados expressos em numero total de células/mL).

4.3.4 Teste de Resisténcia a Acido Acético (2%, 6% e 10%)

Leveduras tolerantes a altas concentragdes de acido acético desempenham um papel
essencial para a producdo de biocombustiveis e bebidas alcodlicas (Guaragnella e Bettiga,
2021). O é&cido acético € um subproduto da fermentacdo; porém, pode agir como inibidor de
performance da levedura (Furlan, 2021). Todas as cepas avaliadas apresentaram crescimento
quando inoculadas em um meio contendo 2% de &cido acético (Figura 6). Adicionalmente,
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todas apresentaram diminuicdo do crescimento celular conforme o aumento da concentragao do
acido acético (Figura 6). As cepas 1, 3, 5, 8 e 12 apresentaram 0s menores crescimento quando
inoculadas em um meio contendo 2% de acido acético (Figura 6). Em contraste, a cepa 6
apresentou a maior nimero total de celulas/mL quando, também, inoculadas em um meio
contendo 2% de &cido acético (Figura 6). Quando inoculadas em um meio contendo 6% de
acido acético, todas as cepas apresentaram numero total de células maiores do que o dobro da
quantidade de células inoculadas inicialmente (Figura 6). A maioria das cepas submetidas a um
meio contendo 6% de acido acético apresentaram melhor tolerancia a concentracdo de acido
acético de 6% do que a 2%; embora as cepas 6, 10 e 11 tenham apresentado menor crescimento
quando inoculadas a um meio contendo 6% de acido acético do que quando inoculadas a um

meio contendo 2% &cido acético (Figura 6).

Vale salientar que embora as cepas 6, 10 e 11 tenham apresentado menor desempenho
quando inoculadas a um meio contendo 6% do que 2% acido acético, elas triplicaram a seu
namero inicial de leveduras inoculadas que indica uma excelente resisténcia ao acido (Figura
6). Quando submetidas a concentracdo de 10% de acido acético, todas as cepas selecionadas
neste estudo apresentaram baixo crescimento, exceto as cepas 9 e 13 que dobraram a suas
concentrages iniciais de células (Figura 6). Todas as cepas apresentaram excelente tolerancia
a acido acético até concentracdes de 6%, isso indica que esta € a concentracdo maxima que o

citoplasma das cepas testadas pode tolerar, mantendo assim sua integridade (Serra et al., 2017).
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Figura 6: Crescimento das cepas selecionadas de 1 a 13 inoculadas em meio contendo 2, 6 e 10% de acido
acético por 96 horas. Resultados expressos em nimero total de células/mL).
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4.3.5 Producéo de Sulfeto de Hidrogénio (H2S)

O sulfeto de hidrogénio (H.S) tem um odor muito forte de ovo podre, sendo um
componente indesejavel em bebidas (Wang et al., 2018). Leveduras do tipo Saccharomyces
cerevisiae podem gerar HzS pela degradacdo de aminoacidos, principalmente, metionina ou
cisteina (Linderholm et al., 2008). As cepas 1, 3, 8, 12 e 13 ao serem observadas, apresentaram
col6nias pouco pigmentadas, sugerindo que produzem menores quantidades de H»S (Tabela 5).
A cepa 6 apresentou a colonia mais pigmentada, indicando que esta cepa produza uma maior
quantidade de H.S (Tabela 5). Todas as demais cepas incluindo 2, 4, 5, 7, 9, 10 e 11, néo

produzem sulfeto (Tabela 5).

Tabela 5: Capacidade das leveduras produzirem Sulfeto de Hidrogénio (H2S), por 10 dias.

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sulfeto de
Hidrogénio (H2S)

Legenda: (+) produzem sulfeto; (-) ndo produzem sulfeto.

4.3.6 Assimilacao de Fontes de Nitrogénio Especifica

O nitrogénio é um elemento essencial para o crescimento e metabolismo das leveduras,
as mesmas sao capazes de usar uma grande variedade de compostos como fontes de nitrogénio
(Barnett et al., 1990). Vale salientar que mostos contém nitrogénio organico e nitrogénio
inorganico (Ribeiro-Filho et al., 2021). Geralmente, nitrogénio inorganico tais como ureia, Sdo
utilizados por leveduras em processo de producdo de etanol, enquanto sdo proibidos em
producdes de bebidas alcodlicas (Ribeiro-Filho, 2020). Fontes de nitrogénio como nitrito e
nitrato sdo utilizados em selecBes de leveduras, pois indicam aspectos essencial de sua
bioquimica e fisiologia, afetando sua ecologia, metabolismo, e potencial uso em aplicacdes
biotecnoldgicas (Barnett et al., 1990, Heard e Fleet, 1986). O nitrito de sédio é uma fonte
inorgénica de nitrogénio que pode ser assimilada pelas leveduras através da reducéo do nitrito
a amonio, que é catalisado pela enzima nitrito redutase usando a molécula de NADPH como
doadora de elétrons (Siegel and Wilkerson, 1989). Todas as cepas testadas cresceram utilizando
nitrito de sddio como Unica fonte de nitrogénio, exceto as cepas 4 (Tabela 6). As leveduras séo
capazes de assimilar o nitrato pela conversdo (intracelular) em aménio por duas reducdes
sucessivas catalisadas por nitrato redutase e nitrito redutase, uma vez que o nitrato é reduzido
a amonio (Siverio, 2002). O amo6nio é transportado através da membrana plasmatica em

Saccharomyces cerevisiae (Cruz et al. 2001). Todas as amostras foram capazes de crescer em
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meio com nitrato de potassio, exceto as amostras 4, 7 e 11, que demonstraram passar por uma
situacdo estressante ao metabolizar o nitrato como fonte Unica de nitrogénio, evidenciando uma
capacidade de assimilacdo relativamente alta dessa fonte entre as cepas estudadas (Tabela 6).
A compreensdo da capacidade de utilizacdo de nitritos e nitratos ajuda a esclarecer o papel das

leveduras no ciclo do nitrogénio e em ambientes variaveis.

Tabela 6: Capacidade das leveduras crescerem em nitrogénio: Nitrito de S6dio (NaNO2), Nitrato de Potassio
(KNO3), Lisina (C6H14N202), por 10 dias.

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13
Nitrito de Sodio  +  + + -+ + + o+ + + + o+ o+
Nitrato de

. + o+ + -+ + - + + + - + 4
Potassio
Lisina + o+ + -+ + + + + + + + o+

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

Nitrogénio organico incluindo aminoéacidos, peptideos, e polipeptideos sdo as principais
fontes de nitrogénio. A lisina, um aminoacido essencial, € uma fonte orgénica de nitrogénio que
requer vias metabdlicas especificas (Thomas e Ingledew, 1994). As leveduras do género
Saccharomyces ndo consegue utilizar a lisina como fonte de nitrogénio, enquanto muitas
leveduras ndo-Saccharomyces podem utiliza-la (Heard e Fleet, 1986). Os resultados revelam
que todas as cepas isoladas crescerem em meio contendo lisina, exceto a amostra 4 (Tabela 6).
Isso sugere que a cepa 4 é uma levedura do género Saccharomyces, enquanto todas as demais
sdo ndo-Saccharomyces. Portanto, todas as cepas avaliadas, exceto a cepa 4, contém 0s genes
(Aatl, Lysl, Lys2, Lys3 e Lys4) o que influencia a capacidade das leveduras de utilizar a lisina
como fonte de nitrogénio (Beckerich et al., 1994, Heard e Fleet, 1986). Vale salientar que esses
genes podem variar em diferentes espécies de leveduras e em sua expressao dependendo das

condicdes ambientais e do tipo de meio de cultivo.

4.4 TESTE DE FLOCULACAO

Os principais fatores que contribuem para a floculagdo de leveduras incluem fatores
genéticos (FLO1, FLO2, FLO3, FLO4, FLO5, FLO6 e FLO7, FLO8 e FLO11), ambientais
(temperatura, pH, e concentragdo do mosto - etanol, carboidratos, aminoécidos, minerais e
vitaminas) e fisiologico das celulas (Panteloglou et al., 2012). Estes interagem de maneira

complexa, influenciando a eficiéncia e o momento da floculagdo durante o processo de
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fermentacdo. Nossos resultados indicam que as cepas 1, 2, 3, 6, 8, 10 e 12 apresentam
caracteristicas de leveduras floculante devido a formacdo de grumos ao final da fermentacéo,
caracteristicos da floculacdo (Tabela 7, Figura 7). Por outro lado, as cepas 4, 5, 7,9, 11 e 13
ndo apresentaram formacdo de grumos ao final da fermentacdo, indicando que ndo séo
leveduras floculantes (Tabela 7, Figura 7). Estes resultados indicam que a floculagéo se deu por
fatores ambientais (temperatura, pH, e concentracdo do mosto - etanol e carboidratos) que
podem ter influenciado nos demais fatores incluindo fisiologico das células e genéticos.
Adicionalmente, genes como CYB5 e SFL1 contribuem para a biossintese de lipideos e esterois,
e para a floculacdo; portanto, a floculacdo € controlada por um conjunto de inter-relagdes, além
dos fatores genéticos, sua formacao também é condicionada a diferentes condi¢cbes ambientais
(Yoshikawa et al., 2009). A identificacdo de leveduras floculantes tem grande importancia
industrial, pois podem facilitar a clarificacdo e estabilizacdo microbioldgica de bebidas (como
as cidras de macd) sem precisar utilizar equipamentos de filtragdo (Angioletto, 2013).
Adicionalmente, leveduras floculantes tem sido utilizada em processos de fermentagéo continua
para producdo de etanol, que exclui a necessidade de processos de centrifugacédo e filtracéo

baixando o custo do processo.

Tabela 7: Capacidade das leveduras formarem floculos apds o processo fermentativo.

Cepas de Leveduras Floculagéo
1 +
2 +
3 +
4 -
5 -
6 +
7 -

+
9 -
10 +
11 -
12 +
13 -

Legenda: (+) houve floculagdo; (-) ndo houve
floculagéo.
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Figura 7: (A) Leveduras com aspecto floculante ao final do processo fermentativo; (B) Leveduras com aspecto
floculante visualizada no microscopio (1000x). Fonte: Autoral, 2024.

4.4.1 Desempenho Fermentativo das Cepas Isoladas

Treze cepas de leveduras isoladas das unidades produtoras de cachaca foram submetidas
a uma avaliacdo do desempenho fermentativo, revelando variac¢des significativas na capacidade
de liberagdo de CO: ao longo de 12 dias, demonstrando a diversidade metabdlica entre os
isolados (Tabela 8, Figura 8). As diferencas metabdlicas entre 0s varios microrganismos s&o,
via de regra, utilizadas como critérios de classificagao (Alves, 1994). A liberagdo de CO:
durante a fermentacdo, é essencial para avaliar a atividade fermentativa, diretamente
relacionada a conversao de carboidratos em etanol e outros subprodutos, sendo crucial para

determinar a aplicabilidade industrial de cada cepa.
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Figura 8: Grafico comparativo do Desempenho fermentativo de 13 cepas de levedura ao longo de 260 horas,
incluindo: Cepa 1, Cepa 2, Cepa 3, Cepa 4, Cepa 5, Cepa 6, Cepa 7, Cepa 8, Cepa 9, Cepa 10, Cepa 11, Cepa 12
e Cepa 13; Tempo (h) e perda de COx.

A perda de diéxido de carbono (CO2 loss) € uma forma eficaz de avaliar a performance
de fermentacdo de leveduras (Maia et al., 2025). Durante os testes de fermentacdo, as cepas 1,
3, 8,9, 12 e 13 destacam-se pela rapida perda de dioxido de carbono nas primeiras 24 h,
variando de 1,77 g a 2,49 g (Figura 8). As cepas 2, 4, 5, 6, 7, 10 e 11 apresentaram perda de
dioxido de carbono menor do que 1 g durante as primeiras 24 h, (Figura 8). A diferenca nos
comportamentos sugere que algumas cepas possuem sistemas metabolicos mais eficientes ao
meio de fermentacdo, tornando-as promissoras para processos de fermentacao rapidos e de alto
rendimento. Ja as fermentacdes com o desempenho inicial lento, sugere que as leveduras
precisem de um tempo a mais para adaptacdo. As fermentacGes utilizando as cepas 1, 3, 6, 8,
12, e 13 encerraram-se a 60 h, enquanto as fermentacdes utilizando as demais cepas (cepas 2,
4,5,7,9,10e11) se estenderam até 264 h, ndo chegando a perda total de CO2 esperada (Figura
8). A medida que a fermentacdo avanca, a perda de dioxido de carbono tende a diminuir; um
indicativo de que os nutrientes presentes no mosto estdo se esgotando. Vale salientar que
fermentacdes conduzidas utilizando as cepas 2, 4, 7, 9, 10 e 11 apresentaram um aumento da

viscosidade do mosto durante a fermentacdo (Figura 9). Estes resultados podem estar
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relacionados a um aumento da formagé&o de glicerol, que funciona como uma camada protetora

para as células (Zhang et al., 2011).

Figura 9: Vinho fermentado com caracteristicas viscosas.

Fonte: Autoral (2024).

4.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular é um pardmetro fundamental para avaliar a capacidade de
sobrevivéncia das células, refletindo diretamente na qualidade e eficiéncia dos processos
fermentativos (Ribeiro-Filho et al., 2021). Entre as leveduras analisadas, as cepas apresentaram
viabilidade variando de 40% a 95% (Figura 10). As cepas 1 (91,9%), 2 (82,3%), 9 (85,8%), 10
(83,4%), 11 (82,2%), 12 (86,2%) e 13 (83,4%) destacaram-se com viabilidades superiores a
80%, indicando bom desempenho. As cepas 5, 6 e 8 apresentaram viabilidades entre 60% e
80%, consideradas moderadas. Em contraste, as cepas 3, 4 e 7 apresentaram viabilidades
inferiores a 60%, sugerindo baixa qualidade celular e potencial comprometimento da eficiéncia
fermentativa (Figura 10). Apenas a cepa 1 apresentou viabilidade acima de 90% que séo valores
desejaveis, uma vez que indicam maior resisténcia celular, performance, qualidade e eficiéncia
do processo e, consequentemente, possibilidade de reutilizagdo dos microrganismos em
fermentagdes subsequentes (Lima et al., 2001; Montijo et al., 2014).
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Figura 10: Ndamero de células de leveduras (células/mL) identificadas por cepa isolada. Foi realizada a contagem
total de células totais/mL usando uma camera de Neubauer. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padréo, o teste post hoc e Tukey foi usado para identificar diferencas significativas e é apresentado como letras
minudsculas. Letras diferentes indicam diferencas significativas na viabilidade dentro de uma espécie (p < 0,05).

4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS DO MOSTO SINTETICO FERMENTADO

A fermentacdo é um processo bioldgico fundamental para a producdo de diversas
bebidas e produtos alimenticios. As leveduras sdo utilizadas em processos fermentativos por
serem responsaveis pela conversao dos carboidratos em etanol e didxido de carbono (CO2). As
andlises fisico-quimicas do mosto fermentado ajudam a entender a eficiéncia da fermentacéo
sob influéncia das treze cepas de leveduras isoladamente, possibilitando otimizacfes para a

producéo de bebidas de maior qualidade.
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Tabela 8: Resultados das Analises Fisico-quimicas do Mosto sintético fermentado.

Cepas de Leveduras AT TA ET CO2
1 7,7+0,6° 6+2° 4,6+0,9° 4,1+0,0°
2 38+162 1,2+0,9% 137+1162 1,6+0,2°
3 6+0° 4+12 21+82 4,8+0,6%
4 2,9+0,62 4,3+0,52 21432 3,3+0,5¢
5 10 1,1+0,1¢ 104+222 1,5+0,2¢
6 5,4+0,4¢ 3,80,2% 28132 4,0+0,2%
7 3,7+0,8¢ 2,1+0,1° 112+162 2,6+0,3¢%
8 4+1¢d 4+1% 24192 3,4+0,0¢
9 2,7+0,6¢ 3,1+0,4° 22+12 3,0+0,6¢
10 3,20,2¢ 3,940,8% 32442 2,50,6¢
11 2,8+0,4¢ 3,8+0,3% 26+12 2,9+0,4¢
12 6+1° 3,310,4% 3062 3,6%0,0°
13 2+0°¢ 4,7+0,42 19,7+0,4° 4,8+0,52

Legenda: AT — Acidez Total (mg/100mL Ac. Acético), AF - Acidez Fixa (mg/100mL Ac. Acético), AV
— Acidez Volatil (mg/100mL Ac. Anidro), TA — Teor Alcodlico (°GL), ET — Esteres Totais (mg Ac.
Etila/100mL Ac. Anidro); perca de CO, funco do tempo (h).

A acidez total (AT) desempenha um papel fundamental na fermentacédo, atuando como
um importante parametro para a qualidade e a estabilidade do processo; sendo composta por
acidez volatil (AV) e acidez fixa (AF). AV é composta majoritariamente por acidos organicos
de baixo peso molecular, como o acido acético, que sdo formados durante a fermentacao
alcoolica. AF corresponde a soma dos acidos organicos ndo volateis presentes no meio
fermentativo, como o &cido malico, acido citrico e &cido succinico. Os resultados revelam que
as amostras obtiveram uma variacao de AT de 1,3 a 38,3 (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11). A cepa
2 gerou as maiores concentracfes de AT (38,3 mg &c. Acético/100mL); enquanto, a cepa 5 (1,3
mg &c. acético/100mL) gerou as menores concentracdo de AT (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11).
A manutencdo de niveis adequados de acidez auxilia no controle microbiolégico do meio,
inibindo o desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis e favorecendo o crescimento das
leveduras desejadas (Maia et al., 2025). Além disso, a acidez influencia diretamente o
metabolismo fermentativo, impactando a producdo de etanol, &cidos organicos e compostos
volateis responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do produto final (Ribeiro-Filho et al.,
2021). Niveis apropriados de acidez também contribuem para a estabilidade microbioldgica e

sensorial dos produtos fermentados durante o armazenamento (Felizardo et al, 2023).
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Alteracdes nos valores de acidez total podem indicar estresse celular ou contaminacg6es, sendo,
portanto, um indicador relevante da performance e da eficiéncia do processo fermentativo
(Ribeiro-Filho et al., 2022, Ribeiro-Filho et al., 2021, Rosa et al., 2009).

Parametros

Cepa 1
Cepa 2
Cepa 3
Cepa 4
Cepa 5
Cepa 6
Cepa 7 i

Cepa 8 0,5
Cepa 9
Cepal10
Cepa 11
Cepa 12

Cepa 13 ] 0

Figura 11: Mapa de calor (heatmap) das Analises fisico-quimicas do mosto sintético fermentado (Acidez total -
AT (mg/100mL &c. acético), TA — Teor Alcodlico (°GL - 20°C), ET - Esteres Totais (mg Ac. Etila/100mLA.
Anidro), CO2 - Perda de di6xido de carbono (g CO2 loss/L)).

O teor alcodlico é um parametro que ajuda a definir as possiveis aplicacdes industriais
das cepas de leveduras. A concentracdo alcodlica presente no vinho sintético, ap6s a
fermentacdo, reflete a eficacia do processo (Silva, 2024). As leveduras analisadas apresentaram
Teor Alcodlico (TA) variando de 1,1 a 6 (Tabela 8). As cepas 1 (6°GL), 13 (4,4°GL), 4
(4,3°GL), 3 (4°GL) geraram os maiores TA; enquanto as cepas 5 (1,1 °GL) e 2 (1,2 °GL)
geraram os menores TA (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11). Todas as cepas geraram etanol,
biomassa e CO2 indicando que sdo leveduras efeito Crabtree positivo que esta relacionada a
produzem etanol na presenca de altas concentracfes de glicose alta, mesmo com oxigénio
(Pfeiffer e Morley 2014). A alta geragdo de alcool esté relacionada ao consumo de eficiente de
carboidratos atribuida a uma fermentacao eficiente (Malina et al., 2021). Por outro lado, as
baixas formagOes alcodlicas indicam uma baixa eficiéncia no consumo de carboidratos
indicando que estas leveduras sejam efeito ‘Crabtree de longo prazo’ (Long-term Crabtree
effect), que se caracterizam pela adaptacdo genética e metabolica que persiste até a célula
reprogramam seu metabolismo geneticamente para favorecer fermentacdo mesmo em

condic@es de oxigenacdo (Pfeiffer e Morley 2014). O efeito Crabtree descreve a preferéncia de
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leveduras por fermentacdo alcodlica mesmo na presenca de oxigénio e alta glicose, sendo
classificado de acordo com a geracdo ou ndo de etanol (Efeito Crabtree Positivo ou egativo) e
pela velocidade de adaptacdo as concentracGes de carboidratos efeito (Crabtree de longo prazo
ou Crabtree de curto prazo) (Malina et al., 2021, Pfeiffer e Morley 2014). No efeito positivo,
ocorre inibicao da respiracdo; no negativo, prevalece a respiracdo. O efeito de curto prazo é o
inicio da fermentacdo imediato, enquanto o de longo prazo envolve adaptagdes metabolicas

continuas que geram um prolongamento da fase lag (periodo de adaptacéo das leveduras).

Durante a fermentacdo alcodlica, além da geracdo de etanol, biomassa e dioxido de
carbono que indicam ser as leveduras efeito Crabtree positivas, compostos secundarios tais
como ésteres, cetonas, aldeidos, alcoois superiores e acidos organicos, sdo gerados (Boulton e
Quain, 2001). Durante a fermentacdo, leveduras geram ésteres que conferem aromas frutados e
florais, sendo importantes para equilibrar o perfil sensorial, agregando complexidade e valor
comercial aos alimentos e bebidas (He Yang et al., 2023). As leveduras selecionadas dos
engenhos de cachaca apresentaram variacdo na sua geracao de ésteres totais (ET) de 4,6 € 136,5
mg de acetato de etila/100mL (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11). As cepas 2 (136,50 mg ac.
etila/100mL), 7 (111,89 mg ac. etila/100mL) e 5 (103,84 mg ac. etila/100mL) geraram as
maiores concentragdes de ET; por outro lado, a cepa 1 (4,6 mg ac. etila/100mL) gerou a menor
concentracdo de ET (p<0,05) (Tabela 7/Figura 36). Durante a fermentacdo, a formacdo de
ésteres esta relacionada a reacao do Acetil-CoA com alcodis ou acidos graxos (Ribeiro-Filho et
al., 2021). As distintas concentracdes de ésteres observadas neste estudo é um indicativo que

as leveduras selecionadas séo geneticamente diferentes.

A perda de CO: ¢ um parametro importante para avaliar a atividade fermentativa das
cepas de leveduras, indicando a conversdo dos agtcares em etanol. Os resultados revelam que
as amostras obtiveram uma variacao de perca de diéxido de carbono (CO2) de 1,5 a 4,8 g de
C02/100 mL (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11). As cepas 1 (4,1 g de CO2/100 mL), 3 (4,8 g de
C0O2/100 mL) e 13 (4,8 g de CO2/100 mL) geraram as maiores formagoes de CO2; por outro
lado, as cepas 2 (1,6 g de CO2/100 mL) e 5 (1,5 g de CO2/100 mL) geraram as menores
formagdes de CO2 (p<0,05) (Tabela 8, Figura 11). A alta geracdo de CO2 é um indicativo do
consumo de eficiente de carboidratos atribuida a uma fermentagdo eficiente, sendo um
indicativo que as leveduras testadas sdo ‘efeito crabtree de curto prazo’ (Malina et al. 2021,
Pfeiffer e Morley, 2014). Por outro lado, as baixas formagfes de CO2 indicam uma baixa

eficiéncia no consumo de carboidratos que, assim como, a formacao de etanol, € um indicativo
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de que as leveduras testadas sejam ‘efeito Crabtree de longo prazo’ (Long-term Crabtree effect)
(Pfeiffer e Morley, 2014).

4.6.1 Avaliacéo cinética das leveduras selecionadas dos engenhos produtores de
cachaca

Os parametros cinéticos de fermentacdo sdo essenciais para a compreensdo dos
processos fermentativos. As cepas 1 (u=0,06 h-1), 3 (u=0,07 h-1), 5 (u=0,08 h-1), 12 (u=0,06
h-1) ¢ 13 (u=0,07 h-1) apresentaram as maiores velocidades especificas de crescimento
microbiano, que resultaram nas maiores velocidades especifica de consumo de substrato (gs)
0,56 h-1, 0,48 h-1, 0,40 h-1, 0,38 h-1, e 0,52 h-1, respectivamente (Tabela 9). Por outro lado, a
cepa 5 apresentou a menor velocidade especifica de crescimento microbiano (u=0,01 h-1) que
resultou em maior tempo de duplicacdo (td=46,7 h) e baixa velocidade especifica de consumo
de substrato (qs= 0,03 h-1) (Tabela 9). Quando observada a formacéo de etanol, a cepa 1 (0,33
h-1) apresentou a maior velocidade especifica de formacao de etanol, enquanto as cepas 2 (0,01
h-1) e 5 (0,01 h-1) apresentaram as menores velocidades de formacdo de etanol (Tabela 9).
Quando observada a geracao de CO2, as cepas 3 (0,27 h-1) e 13 (0,27 h-1) apresentaram as
maiores velocidades de geragdo de dioxido de carbono; enquanto as cepas 2 (0,02 h-1) e 5 (0,02
h-1) apresentaram as menores velocidades de geracao de didxido de carbono (Tabela 9).

Industrialmente, rendimentos de fermentacdo sdo parametros importantes para tomada
de decisdo do processo. Yp/s revela a quantidade de produto gerado por grama de substrato
consumido e YCO2/s revela a quantidade de CO2 gerado por grama de substrato consumido.
As cepas 1 (0,60 g de etanol/g de acUcares totais) e 10 (0,61 g de etanol/g de acUlcares totais)
convertem as maiores quantidade de substrato em etanol e, consequentemente, estas cepas
apresentaram menores conversdes do substrato em CO2 (0,40 g de CO2/g de acUcares totais)
(Tabela 9). Por outro lado, as cepas 2 (0,43 g de etanol/g de agUcares totais) e 5 (0,42 g de
etanol/g de agucares totais) apresentaram as menores conversdes de substrato em etanol e,
consequentemente, estas cepas apresentaram as maiores conversdes do substrato em CO2 (0,57
e 0,58 g de CO2/g de acucares totais, respectivamente) (Tabela 9). YCO2/EtOH indica a relagao
de formacéo de gramas de dioxido de carbono por gramas de etanol gerado. As cepas as cepas
2 (1,35 g de CO2/g de etanol) e 5 (1,36 g de CO2/g de etanol) apresentaram as maiores relacdo
de CO2 gerado por etanol produzido, confirmando que estas cepas tem potencial de produzir

mais didxido de carbono do que etanol (Tabela 9). Em contraste, as cepas 1 (0,68 g de CO2/g
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de etanol) e 10 (0,65 g de CO2/g de etanol) apresentaram as menores relagcdo de CO2 gerado
por etanol produzido, confirmando que estas cepas tem potencial de utilizar os carbonos
disponiveis no substrato para gerar altas concentracfes de etanol reduzindo a geracdo de CO2
(Tabela 9).

Tabela 9: Pardmetros cinéticos das fermentagdes conduzidas em mosto a 15°Brix usando, individualmente, as
treze leveduras selecionadas dos engenhos produtores de cachaca.

Cepas n td ds Op (coz Yopis Y pix Y xis Y coz/EtoH Y couss Y coaix
1 0,06 11,3 056 033 0,23 0,60 54 0,11 0,68 0,40 3,7
2 0,02 44,6 0,03 001 0,02 0,43 09 046 1,35 0,57 1,3
3 0,07 10,5 048 021 0,27 0,44 32 014 1,26 0,56 4,0
4 0,02 42,5 0,09 005 0,04 0,57 33 017 0,77 0,43 2,5
5 0,01 46,7 003 001 0,02 0,42 09 045 1,36 0,58 13
6 0,06 11,3 043 021 0,22 0,49 34 014 1,05 0,51 3,6
7 0,02 36,7 0,06 003 0,03 0,44 14 032 1,28 0,56 18
8 0,08 9,2 040 021 019 0,53 28 0,19 0,90 0,47 2,5
9 0,02 39,3 0,08 004 0,04 0,50 22 023 0,99 0,50 2,2
10 0,02 46,1 0,08 005 0,03 0,61 33 019 0,65 0,40 2,1
11 0,02 29,5 0,08 005 0,04 0,57 20 028 0,76 0,43 15
12 0,06 11,2 038 018 0,20 0,47 29 016 1,11 0,53 3,2
13 0,07 10 052 026 0,27 0,49 37 013 1,03 0,51 3,8

Legenda: p - velocidade especifica de crescimento microbiano (h™), td - tempo de duplicacéo celular (h), gs -
velocidade especifica de consumo de substrato (h™), gp - velocidade especifica de formagdo de etanol (h), Y -
rendimento (Yp/s (g de etanol/g de aglcares totais), Yp/x (g de etanol/g de células), Yx/s (g de células/g de agucares
totais), Ycozeon (g de CO2/g de etanol), Ycoxs (g de CO./g de substrato), Ycozx (g de CO./g de células)).

Os parametros de rendimento relacionado a geracdo de leveduras tais como Y px
(rendimento de geracdo de etanol pela quantidade de leveduras geradas) e Y coxx (rendimento
de geracdo de CO- pela quantidade de leveduras geradas), sdo importantes para compreender a
relacdo geracgéo de leveduras com a formacao de etanol e dioxido de carbono, respectivamente.
A cepal (5,4 g de etanol/g de celulas) apresentou a maior geracao de etanol por grama de célula
de levedura, em contraste, as cepas 2 e 5 apresentaram as menores concentracdes de etanol por
grama de célula de levedura gerada (0,9 g de etanol/g de células) (Tabela 9). Quando observado
o rendimento de geracdo de CO; pela quantidade de leveduras geradas, as cepas 1 (3,7 g de
CO2/g de células) e 3 (4 g de CO2/g de células) apresentaram 0s maiores valores, enquanto as

cepas 1 e 5 apresentaram os menores rendimento de geracdo de CO: pela quantidade de
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leveduras geradas (Ycozx = 1,3 g de CO2/g de células). Todos os resultados cinéticos indicam
que as leveduras selecionadas das produgdes de cachaca sdo leveduras ‘efeito Crabtree
positivo’, pois geram etanol, diéxido de carbono e biomassa (leveduras); embora todas

apresentem quantidades diferentes dos materiais citados.

As produtividades celular, de etanol e de CO- variaram conforme a cepa de levedura
utilizada. A cepa 8 exibiu maior produtividade celular (0,23 g/L-h), enquanto a cepa 5 foi a
menos eficiente (0,04 g/L-h) (Tabela 10). A maior produtividade de etanol foi observada na
cepa 1 (1,0 g/L-h) e as menores nas cepas 2 e 5 (0,04 g/L-h) (Tabela 10). Para CO-, as cepas 3
e 13 apresentaram maiores produtividades (0,8 g/L-h), destacando diferencas metabolicas entre
as cepas (Tabela 10). Esses resultados destacam a importancia da sele¢do de cepas com alta
produtividade para otimizar o desempenho fermentativo, melhorar a eficiéncia industrial e

garantir a consisténcia na producdo de etanol e outros metabdlitos de interesse.

Tabela 10: Produtividade resultante das fermenta¢bes conduzidas em mosto a 15°Brix usando, individualmente,
as treze leveduras selecionadas dos engenhos produtores de cachaca.

Cepas Px Pp Pcoz
1 0,18 1,00 0,68
2 0,05 0,04 0,06
3 0,20 0,63 0,80
4 0,05 0,16 0,12
5 0,04 0,04 0,06
6 0,18 0,63 0,66
7 0,06 0,08 0,10
8 0,23 0,63 0,56
9 0,05 0,12 0,11
10 0,05 0,15 0,10
11 0,07 0,14 0,11
12 0,19 0,54 0,60
13 0,21 0,78 0,80

Legenda: Py - produtividade celular (g/h), P,
- produtividade de etanol (g/h), Pcoo -
produtividade de CO; (g/h)
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4.6.2 Anélise dos Componentes Principais (PCA) do Vinho Fermentado

A Andlise de Componentes Principais (PCA) se trata de uma técnica multivariada,
utilizada para resumir todas as distingdes e similaridades entre as analises realizadas no mosto
sintético fermentado, entre as treze cepas de leveduras isoladas provenientes das unidades
produtoras de cachaca (Figura 12). A PC1 e PC2 respondem a 48% e 20% da variancia total,
respectivamente, resultando em uma variancia combinada de 68% (Figura 12). A PC1 separou
ascepas 1, 3,4,6,8, 12e 13 das cepas 2,5, 7,9, 10 e 11 (Figura 12). A PC2 separou as cepas
1, 4,9,10 e 11 das cepas 2, 3, 5, 6, 7, 8, 12 e 13 (Figura 12). As cepas 3, 6, 8, 12 e 13 tem
potencial de maior geracdo de CO> com alta velocidade de geracdo de CO2 e consumo de
substrato (Figura 12). A cepa 1 gerou tem potencial de maior geracéo de etanol, resultando em
alta produtividade em etanol; e alto rendimento em conversao de aglcares em etanol (Yp/s) e
alto rendimento em geracéo de etanol por leveduras geradas devido a alta velocidade especifica
de geracdo de etanol (Figura 12). As cepas 2, 5 e 7 tem potencial de gerar maiores concentracdes
de acidez e ésteres, além de apresentarem os maiores rendimento de CO2 por substrato
consumido e por etanol produzido (Figura 12). As cepas 4, 9, 10 e 11 maiores valores de

viabilidade celular, produtividade celular e tempo de duplicacéo (Figura 12).
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Figura 12: (A) PCA score plot demonstrando variagdo no paramentros fisico-quimicos e cinéticos fermentagdes
conduzidas em mosto a 15°Brix usando, individualmetne, as treze leveduras selecionadas dos engenhos produtores
de cachaca; (B) PCA loading plot demonstrando variagéo no paramentros fisico-quimicos e cinéticos fermentacGes
conduzidas em mosto a 15°Brix usando, individualmetne, as treze leveduras selecionadas dos engenhos produtores
de cachaga. As cepas estdo enumeradas de 1 a 13. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram Acidez total —
AT (mg/100mL &c. acético), Acidez Volatil — AV (mg/100mL A.A), Acidez Fixa - AF (mg/100mL &c. Acético),
TA — Teor Alcodlico (°GL), ET - Esteres Totais (mg Ac. Etila/100mLA. Anidro), Viabilidade Celular (%), CO2;
e os parametros cinéticos foram p - velocidade especifica de crescimento microbiano (h-1 ), td - tempo de
duplicacdo celular (h), gs - velocidade especifica de consumo de substrato (h-1), gp - velocidade especifica de
formagdo de etanol (h-1), Y - rendimento (Yp/s (g de etanol/g de aglcares totais), Yp/x (g de etanol/g de células),
Yx/s (g de células/g de agUcares totais), YCO2/EtOH (g de CO2/g de etanol), YCO2/s (g de CO2/g de substrato),
YCO2/x (g de CO2/g de células)).
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Tabela 11: Tabela de Person para parametros fisico-quimicos e cinéticos.

Variaveis | AT |AF |AV |TA |ET |co., |V M td g | gp | qCO: | Ypls | Ypix | Yxis \E(t%o;’ ;SCO vcoux |PX | PP | PCO:
AT 1,00

AF 081 | 1,00

AV 021 | 0,00 |1,00

TA 0,41 |-0,25 [-0,21 | 1,00

ET 058 |031 |00 |-0,89 | 1,00

COs -0,38 | -0,35 | 0,04 | 0,77 | -0,76 | 1,00

Y, 019 |023 |-040 | 024 |-0,25 ]| -0,03 | 1,00

B -0,13 | -0,16 | 0,27 | 056 |-0,54 | 081 |-0,01 | 1,00

td 020 |022 |-033|-059]|058 |-0,84 |-0,02 |-096] 1,00

gs 0,18 |-0,26 |0,14 | 068 |-0,60 | 0,87 | 0,11 | 0,94 | -0,95 | 1,00

gp 0,18 |-0,25 [ 0,10 | 0,75 | -0,63 | 0,84 | 0,17 | 0,91 | -0,92 | 0,99 | 1,00

4CO: 0,17 |-0,27 [0,17 | 060 |-0,57 | 0,89 | 006 | 095 |-0,95|099 |0,95 | 1,00

Ypis 031 |00l |[-031|074 |-065]|019 |033 |00l |-003[010 |021 |-002 | 1,00

Ypix 032 |-0,22 |-0,13 | 0,95 | -0,81| 0,77 | 025 | 062 |-0,62|077 |082 | 0,69 |0,63 | 1,00

YxIs 049 |027 |-0,09 |-0,89 | 0,90 |-0,89 | -0,06 | -0,69 | 0,70 | -0,75 | -0,76 | -0,73 | -0,52 | -0,90 | 1,00

YCO2EtOH | 0,37 | 0,03 |027 |-0,78 | 0,72 | -0,26 | -0,34 | -0,07 | 0,09 | -0,15 | -0,25 | -0,04 | -0,99 | -0,66 | 0,58 | 1,00

YCOuls 031 |-001 031 |-0,74]|065 |-0,19 | -0,33 | -0,01 | 0,03 | -0,10 | -0,21 | 0,02 | -1,00 | -0,63 | 0,52 | 0,909 | 1,00

YCOu/x 0,27 |-0,29 [0,09 | 0,72 |-0,68| 094 | 003 |083 |-0,83|092 |089 |093 |01l |082 |-086 |-017 |-0,11 | 1,00

Px 0,35 |-0,10 | 0,27 | -0,02 | -0,27 | -0,05 | 0,10 | -0,23 | 0,09 | -0,21 | -0,25 | -0,16 | 0,15 | -0,08 | -0,10 | -0,18 | -0,15 | -0,07 1,00

Pp 0,34 |-0,02 029 |034 |-054]|031 |007 |010 |-020|015 |012 |017 |034 |035 |-052 |-038 |-0,34 | 0,34 0,86 | 1,00
PCO; -0,28 | -0,07 |045 | 019 |-043]036 |-001 |023 |-033]|025 |018 |031 |003 |024 |-046 |-0,08 |-0,03 | 0,43 082 |094 |1,00

Legenda: Os parametros fisico-quimicos avaliados foram Acidez total — AT (mg/100mL ac. acético), Acidez Volatil — AV (mg/100mL A.A), Acidez Fixa - AF (mg/100mL
ac. Acético), TA — Teor Alcodlico (°GL), ET - Esteres Totais (mg Ac. Etila/100mL a.a), Viabilidade Celular (%), CO2.; e os parimetros cinéticos foram p - velocidade
especifica de crescimento microbiano (h-1), td - tempo de duplicacdo celular (h), gs - velocidade especifica de consumo de substrato (h-1), gp - velocidade especifica de
formacdo de etanol (h-1), Y - rendimento (Yp/s (g de etanol/g de AT), Yp/x (g de etanol/g de células), Yx/s (g de células/g de agUcares totais), YCO2/EtOH (g de CO2/g de
etanol), YCO2/s (g de CO2/g de agucares totais), YCO2/x (g de CO2/g de células), Px - produtividade celular (g/h), P, - produtividade de etanol (g/h), Pcoz - produtividade de
COz2 (g/h)).
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O teor alcoolico (TA) apresentou correlagdes positivas com a producdo de COs,
velocidade especifica de consumo de substrato (gs), velocidade especifica de produgdo de
etanol (gp), rendimento em produto por substrato (Yp/s), rendimento em produto por biomassa
(Yp/x) e rendimento de CO: por biomassa (YCO2/x) (Figura 13). Esses resultados indicam que
0 aumento na producao de etanol esta diretamente associado a uma maior atividade metabolica
e eficiéncia fermentativa das leveduras. Em contrapartida, o TA apresentou correlagdes
negativas com a producao de ésteres totais (ET), rendimento de biomassa por substrato (Yx/s),
rendimento de CO: por etanol (YCO2/EtOH) e rendimento de CO: por substrato (YCOx/s),
sugerindo que, sob condi¢des de alta producdo alcoodlica, a alocagdo metabdlica favorece a
produgdo de etanol em detrimento da biomassa e de metabolitos secundarios. A geragdo de CO:
apresentou correlagdes positivas com a taxa especifica de crescimento (), gs, qp, velocidade
especifica de produgdo de CO: (qCO2) e YCO-/x, reforcando a ligacdo entre alta atividade
metabdlica e a liberagdo de CO: durante a fermentagdo. Em contraste, foram observadas
correlagdes negativas entre a geracdo de CO:2 e o tempo de duplicagdo celular (td) e Yx/s,
indicando que, quanto maior a atividade fermentativa, menor a formacao de biomassa relativa

e mais rapido o crescimento celular.

Os ésteres totais (ET) mostraram correlagdo positiva com Yx/s, YCO2/EtOH e YCOx/s,
indicando que maior formacao de biomassa e maior fluxo de carbono para CO: estdo associados
ao metabolismo secundério e a sintese de compostos aromaticos. Por outro lado, 0s ésteres
apresentaram correlagdo negativa com CO., Yp/s, Yp/x e YCO./x, sugerindo que o desvio do
metabolismo primario para a producéo de ésteres reduz a eficiéncia da producdo de etanol e a
conversdo de substrato em produto (Figura 13). Essas correlacdes refletem os complexos
balancos metabdlicos em sistemas fermentativos, evidenciando como a distribuicao do carbono
entre crescimento celular, producao alcoodlica e sintese de metabdlitos secundarios influencia a

eficiéncia e o perfil aromatico do processo.

4.7 ANALISE DE AGRUPAMENTO HIERARQUICO (HCA)

A Anélise de Agrupamento Hierarquico (HCA) foi utilizada para avaliar treze cepas de
leveduras isoladas de unidades produtoras de cachaca, com base em parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos. Aplicando o indice de Gower, que permite a comparacao de
dados mistos (quantitativos e qualitativos), foi possivel identificar padroes de similaridade entre
as amostras e formar quatro grupos distintos (Gower, 1971). A proximidade entre as cepas
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indica maior similaridade metabdlica e fenotipica. O primeiro grupo, composto pelas cepas 4,
7 e 11, demonstrou boa capacidade de metabolizacéo de carbono e crescimento em etanol, mas
apresentou variagdes no crescimento em acido acetico e viabilidade celular (Figura 40). O
segundo grupo, formado pelas cepas 2 e 5, revelou contrastes acentuados: a cepa 2 mostrou
elevada acidez total, enquanto a cepa 5 teve acidez reduzida e baixo crescimento em condic¢des
de estresse por &cido acético (Figura 14). No terceiro grupo, as cepas 1, 3, 6, 8 e 12
compartilharam caracteristicas como capacidade moderada de crescimento em acido acético e
variacoes na producdo de CO-, acidez volatil e viabilidade celular (Figura 14). Finalmente, o
quarto grupo reuniu as cepas 9, 10 e 13, que metabolizam amplamente fontes de carbono e

nitrogénio, mas diferem quanto a tolerancia térmica, capacidade de crescimento em etanol e
teor alcoolico (Figura 14).
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Figura 13: Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) baseado no indice de dissimilaridade de Gower,
mostrando a semelhanca entre as cepas de leveduras isoladas das treze unidades produtoras de cachaga.

As diferencas observadas entre cepas dentro do mesmo grupo sdo esperadas devido a
influéncia de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (Bisson, 2012). A diversidade
gendmica reflete a variabilidade na localizacdo de genes responsaveis pelo metabolismo

fermentativo e resisténcia a estresses, mesmo entre linhagens da mesma espécie. Assim, 0 Uso
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do indice de Gower foi fundamental para capturar essas nuances, proporcionando uma anélise
multivariada robusta (Gower, 1966; Gower, 1970). Além disso, a capacidade ou incapacidade
de metabolizar certos compostos, como lisina, nitrato ou nitrito pode indicar se a levedura
pertence ao género Saccharomyces ou a géneros nao-Saccharomyces, ampliando o
entendimento da diversidade funcional observada (Beuchat, 1993). Esses resultados sdo
relevantes para a selecdo de leveduras com caracteristicas desejaveis para processos
fermentativos especificos, destacando o potencial de aplica¢do industrial de isolados nativos
em condicGes de estresse e otimizacdo de caracteristicas organolépticas em produtos

fermentados, como a cachaca.

Apesar dos avancos alcancados neste estudo, algumas limitacdes metodolédgicas devem
ser consideradas, especialmente a auséncia de analises complementares para a caracterizacao
molecular das leveduras avaliadas. A identificacdo baseada em métodos classicos, sem 0
suporte de técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou 0
sequenciamento de DNA, restringe a precisdo na determinacdo do género e da espécie das
cepas. Essa limitacdo impede uma compreensdo mais refinada das bases genéticas que
sustentam os comportamentos metabdlicos observados, dificultando a correlacdo direta entre
caracteristicas fenotipicas e perfis genotipicos. A caracterizacdo molecular permitiria néo
apenas validar as diferencas metabdlicas identificadas, mas também identificar possiveis
linhagens novas ou variantes regionais, ampliando o entendimento da biodiversidade associada
as unidades produtoras de cachaga. Assim, embora os resultados obtidos oferecam informacGes
relevantes sobre o desempenho fermentativo das cepas, a auséncia de dados genéticos limita a
abrangéncia das conclusdes. Nesse sentido, os achados apresentados constituem uma base
valiosa para a continuidade das investigacGes. Estudos futuros devem priorizar a caracterizacdo
genotipica dos isolados, a fim de confirmar e aprofundar as interpretacbes metabdlicas
propostas neste trabalho. A integracdo de abordagens moleculares permitira validar os
potenciais biotecnoldgicos das linhagens mais promissoras, além de contribuir para a selecdo
de leveduras regionais com caracteristicas desejaveis para a producdo de cachaga. Essa
estratégia ndo apenas fortalecerd o conhecimento sobre a diversidade microbiana nativa, mas
também promovera a valorizacdo de recursos locais, incentivando praticas fermentativas mais
sustentaveis e adaptadas as condicGes especificas das regides produtoras. Portanto, a associacao
entre dados fenotipicos e genotipicos se mostra essencial para o aprimoramento técnico e
cientifico no desenvolvimento de processos fermentativos inovadores e de maior valor

agregado.
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5 CONCLUSAO

Este estudo permitiu a caracterizacdo fenotipica de treze cepas de leveduras isoladas de
unidades produtoras de cachaca, revelando ampla diversidade funcional com potencial
biotecnolodgico relevante. As cepas apresentaram comportamentos fisioldgicos distintos sob
diferentes condi¢cdes ambientais, fontes de carbono e nitrogénio, além de tolerancia variavel a
fatores de estresse como etanol e acido acético, evidenciando suas capacidades metabdlicas
diversas. A maioria das cepas tolerou temperaturas de até 37 °C, com algumas crescendo a
40 °C, o que ¢ vantajoso para fermentacdes em climas tropicais. Todas metabolizaram varias
fontes de carbono, embora com diferencas — por exemplo, a cepa 13 nédo utilizou frutose, e
apenas as cepas 9, 11, 12 e 13 cresceram em xilose. A tolerancia ao etanol variou; a cepa 5
destacou-se por manter crescimento mesmo em 20% de etanol. A tolerancia ao acido acético
foi notavel até 6%, com as cepas 9 e 13 mantendo crescimento inclusive em 10%. O
desempenho fermentativo também variou. As cepas 1, 3, 6, 8, 12 e 13 concluiram a fermentacéo
em até 60 horas, com maiores taxas de crescimento microbiano. Outras cepas exigiram ateé 264
horas, apresentando sinais de maior producdo de glicerol. A viabilidade celular poés-
fermentacao superou 80% na maioria dos casos, confirmando a aptidao tecnoldgica das cepas.
As analises fisico-quimicas revelaram diferencas significativas na producédo de etanol, acidos,
ésteres € CO2. As cepas 1 e 10 apresentaram maiores rendimentos alcoolicos e melhor
conversdo de carbono. Em contraste, as cepas 2 e 5 produziram mais CO2 e menos etanol.
Destacam-se 0s perfis aromaticos: macd verde (cepa 5) e abacaxi (cepa 7). A Analise de
Agrupamento Hierarquico organizou as cepas em quatro grupos funcionais distintos. Os
resultados reforcam o valor das leveduras autoctones como fonte de inovacdo na producdo de

cachaca e em processos fermentativos.
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