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RESUMO

As comunidades de leveduras, especialmente a espécie Saccharomyces cerevisiae,
foram estudadas durante o periodo de producao de aguardente artesanal e entressafra. As
coletas de mosto fermentado e fermento (pé-de-cuba), foram feitas durante o periodo de
producao de aguardente. As amostras de solo, cana, drosofilas e "swabs" dos equipamentos
foram obtidos durante o periodo de entressafra. As coletas foram feitas em trés destilarias
de aguardente artesanal localizadas proximas a cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. O
periodo de coletas abrangeu o final da safra de 1996, entressafra, producao de fermento e
inicio da safra de 1997. Todas as leveduras foram testadas quanto a produgdo de micocinas
(toxinas "killer") e resisténcia a diferentes concentracdes de etanol. As linhagens de S.
cerevisiae predominantes no mosto fermentado e aquelas isoladas durante o periodo de
entressafra foram comparadas através da analise do cariotipo. Saccharomyces cerevisiae foi
a espécie predominante no mosto fermentado durante a ultima fermentacao de 1996 ¢ a
primeira fermentagdo de 1997 nas trés destilarias. Durante o periodo de entressafra, quatro
linhagens dessa espécie foram obtidas, sendo trés isoladas a partir do solo ¢ uma da
moenda. As leveduras isoladas durante o periodo de producdo foram mais tolerantes as
concentragdes de etanol utilizadas. Um maior nimero de espécies produtoras de micocinas
foi isolado durante o periodo de entressafra. A analise do caridtipo de 38 isolados de S.
cerevisiae mostrou que todas as linhagens tinham perfis moleculares diferentes entre si,
inclusive aquelas provenientes de uma mesma dorna. As diferengas entre os perfis
moleculares das linhagens isoladas durante a ultima fermentacdo de 1996 e a primeira
fermentagao de 1997 sugerem que as linhagens de S. cerevisiae predominantes no final da
safra de 1996 nao foram responsaveis pelo reinicio do ciclo fermentativo em 1997 em
nenhuma das trés destilarias. Nenhuma das linhagens de S. cerevisiae obtidas durante a
entressafra ou na producao do fermento apresentou caridtipo igual aos das linhagens
isoladas durante o inicio do periodo de producgdo. O isolamento de S. cerevisiae obtido no
periodo de entressafra a partir do solo e moenda sugere que estes substratos sao utilizados
como microhabitats por esta espécie durante o periodo de entressafra no caso das destilarias

de aguardente estudadas.
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RESUMO

As comunidades de leveduras associadas ao processo fermentativo para produgdo de
aguardente artesanal e os substratos utilizados como microhabitats pela espécie
Saccharomyces cerevisiae durante o periodo de entressafra foram estudados. As coletas de
mosto fermentado, fermento, amostras de solo, cana, drosoéfilas e "swabs" dos
equipamentos foram obtidas em trés destilarias de aguardente artesanal localizadas
proximas a cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. O periodo de coletas abrangeu a
finalizacdo da safra de 1996, entressafra, producao de fermento e inicio da safra de 1997.
Todas as leveduras foram testadas quanto a producdo de micocinas (toxinas "killer") e
resisténcia a diferentes concentragdes de etanol; as linhagens de S. cerevisiae
predominantes no mosto fermentado e aquelas isoladas durante o periodo de entressafra
foram comparadas através da andlise do caridtipo. Saccharomyces cerevisiae foi a espécie
predominante no mosto fermentado durante a ultima fermentacdo de 1996 e a primeira
fermentagao de 1997 nas trés destilarias. Durante o periodo de entressafra, quatro linhagens
dessa espécie foram obtidas, sendo trés isoladas a partir do solo ¢ uma da moenda. A
analise do cariotipo mostrou uma grande variacao no perfil molecular das linhagens de S.
cerevisiae isoladas de destilarias diferentes ou isoladas de uma mesma dorna. As diferengas
entre os perfis moleculares das linhagens isoladas durante a tltima fermentacao de 1996 ¢ a
primeira fermentacao de 1997 sugerem que as linhagens de S. cerevisiae predominantes
no final da safra de 1996 nao foram responsaveis pelo reinicio do ciclo fermentativo em
1997 em nenhuma das trés destilarias. Nenhuma das linhagens de S. cerevisiae obtidas
durante a entressafra apresentou caridtipo igual aos das linhagens isoladas durante o
periodo de produgdo. Os isolados de S. cerevisiae obtidos no periodo de entressafra a partir
do solo e moenda sugerem que estes substratos sdo utilizados como microhabitats por esta

espécie durante o periodo de entressafra no caso das destilarias de aguardente estudadas.



1) RELEVANCIA

A aguardente de cana ¢ classificada pela legislagio brasileira, Lei 5823, de 14 de
novembro de 1972, como sendo uma bebida alcodlica fermento-destilada. Sua produgéo
data de meados do século XVI, quando passou a ser consumida em grande escala. No
Estado de Minas Gerais a preparagio de aguardente ¢ tradicional, € um volume de 100 a
1000 litros diarios da bebida sio produzidos através da fermentac@o espontinea do caldo de
cana-de-agucar. A aguardente atualmente ¢ produzida por milhares de pequenos produtores,
sendo que em Minas Gerais o numero de alambiques cadastrados subiu de 1,5 mil para 8
mil nos ultimos 14 anos. A producio nacional é estimada em cerca de 1,5 bilhdo de litros
com um consumo de 30 garrafas por segundo, ou 10 litros/habitante/ano. O comércio de
aguardente tem movimentado anualmente cerca de 6,0 bilhdes de délares (dados fornecidos
pelo INDI - Instituto de Desenvolvimento Industrial de Minas Gerais). A produ¢do mineira
de aguardente, por motivos histéricos e culturais, segue métodos artesanais ha véric;é
séculos, e ndo apresenta desenvolvimento tecnoldgico suficiente 'para disputar 0 mercado
com as grandes engarrafadoras paulistas. Ainda assim, a produgdo de aguardente em Minas
Gerais ¢ uma atividade tradicional e encontra-se em expansdo, com uma produgéo de 130

milhdes de litros anuais, para uma demanda de 170 milhdes de litros/ano.

Entidades governamentais e de pesquisa, juntamente com a AMPAQ - Associagdo dos
Produtores de Aguardente de Qualidade - e Pro-Cachaga (programa de apoio aos produtores
de aguardente no estado de Minas Gerais), pretendem direcionar esforgos no sentido de
assegurar a qualidade do produto artesanal. Para que se possa alcangar a qualidade
desejada, o primeiro passo a ser tomado ¢ definir os parametros que influem sobre a
mesma. A falta de controle do processo fermentativo do ponto de vista microbioldgico ¢é
um dos fatores que acarretam variagdes em caracteristicas de aroma e sabor da aguardente
(caracteristicas organolépticas) de safra para safra. Esta inconstincia das caractetisticas
organolépticas da aguardente artesanal compromete a idéia de regulamentar-se um padrio

de qualidade do produto.



A necessidade de obtenc#o de caracteristicas constantes da aguardente para conseqiiente
melhoria da qualidade requer estudos mais aprofundados sobre a ecologia e fisiologia das
leveduras fermentadoras envolvidas na produgdo da mesma. Dentre as leveduras envolvidas
no processo fermentativo, a espécie Saccharomyces cerevisiae é apontada como
predominante e principal responsavel pela maior parcela da fermentagdo. Diversos
trabalhos descrevem a dindmica de populagdes que resulta na predominancia desta espécie,
¢ as variagdes moleculares que a mesma apresenta durante diferentes periodos da produgéo
de vinho. Entretanto, dados a respeito da ecologia de S. cerevisiae sdo escassos, existindo
ainda controvérsias a respeito de sua ocorréncia em ambientes naturais, nfo associados a
fermentagdes. Existem estudos a respeito da ocorréncia desta espécie em diversos
substratos associados a fermentagio espontinea para produgdo de vinhos . Em destilarias de
aguardente artesanais ndo foram feitos ainda estudos a respeito da ocorréncia de S

cerevisiae, principalmente no periodo de paralisacio da produgio.

.
N

Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de obter dados a respeito da ocorréncia
de S. cerevisiae em substratos associados a destilarias de aguardente artesanal. Um melhor
entendimento sobre a ecologia desta especie pode auxiliar os produtores no controle da
produgao, e na selegéo de linhagens iniciadoras que promovam a melhoria da qualidade do

produto final, a aguardente.
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2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dentre os fungos, as leveduras sdo microrganismos predominantemente unicelulares
€ sem motilidade propria, saprofiticos ou parasitas. Congregam um grupo funcional de
organismos heterotréficos colonizadores de substratos contendo fonte orgénica de carbono
e mesofilicos, crescendo a temperaturas entre 18 e 45° C. Taxonomicamente pertencem as
classes Ascomycetes e Basidiomycetes dos fungos, quando apresentam formas de
reproducdo sexuada descrita, e Deuteromycetes, sem fase sexual observada (KREGER
VAN RIJ, 1984). Sdo0, economicamente e quantitativamente, o grupo de microrganismos
mais importante dentre aqueles utilizados pelo homem (MARTINI & VAUGHAN-
MARTINI, 1995). Por serem organismos eucaridticos unicelulares, de facil cultivo,
manipulagdo e observagdo ao microscopio oOptico, as leveduras sio consideradas um
excelente modelo de estudo, sendo que sua importéncia nas areas de microbiologia de
alimentos e bebidas, expressio génica, melhoramento genético e medicina tem sido

amplamente pesquisada.

As leveduras estdo distribuidas em uma grande variedade de ambientes naturais
como plantas (folhas, frutos, flores ou exsudatos de arvores), superficie e trato
gastrointestinal de animais de sangue quente, superficie do corpo ou intestino de insetos e
crustaceos, solos (cultivados ou ndo) de regides com climas variados, e diversos outros
ambientes (MARTINI, 1993). Algumas leveduras ocorrem primariamente em substratos
que contém agticares, como frutos, onde as mesmas podem desenvolver um metabolismo
fermentativo, podem ainda colonizar materiais que tenham sido alvo da atividade
fermentativa de bactérias, gragas & sua capacidade de crescer sob uma ampla faixa de
valores de pH. Entretanto, a maioria das espécies carece da capacidade de fermentar
agucares, ou fermentam hexoses em niveis baixos. A habilidade de utilizar um largo
espectro de compostos orgdnicos ndo fermentdveis através do processo de respiracdo
expandiu a capacidade de determinadas leveduras ocuparem nichos ecolégicos onde
compostos que podem ser metabolizados especificamente por enzimas respiratdrias estejam
presentes. A ocupacdo de substratos naturais pelas leveduras é diretamente dependente da

presenca de compostos metabolizaveis (carbono e nitrogénio principalmente), da presenca



de compostos toxicos e inibitérios, pH, pressio osmética e temperatura, além da interagio

com insetos dispersores e vetores (PHAFF & STARMER, 1987; MORAIS er al., 1992:
MORALIS, 1994).

As leveduras sdo microrganismos comercialmente importantes na area de alimentos
e bebidas, seja pelos danos que podem causar a determinados processos, como
contaminantes, seja pela capacidade de conduzir fermentagGes desejaveis para obtengio de
diversos produtos. Sua capacidade de fermentar substratos diversos vem sendo explorada

pelo homem ha séculos, ainda que por muito tempo essa utilizagdo tenha se dado de forma

inconsciente.

A fermentagdo, seja ela alcodlica ou ndio, é um processo metabolico que consiste na
oxidagdo parcial do carbono de substincias organicas, o que leva 4 liberagio de energia
(energia esta menor que aquela liberada no processo de respiragdo). O que caracteriza a
fermentacdo alcodlica € a formagio de duas moléculas de COe du'as moléculas de etanol a
partir de uma molécula de glicose. A formagio de ésteres, aldeidos, glicerol e inimeras
outras substdncias organicas conhecidas como produtos secundérios da fermentagdo
alcoolica, responsaveis pelo "flavor" da bebida, ocorrem simultaneamente, através de outras
transformagdes quimicas. Este tipo de fermentaco ¢ desenvolvida por um grupo restrito de
microrganismos, dentre os quais a industria utiliza leveduras dos géneros Saccharomyces,
Schizosaccharomyces e Kluyveromyces, além da bactéria Zimomonas mobilis (MAIA et al,
1994). A relagdo entre crescimento e produgdo de etanol ndo ¢ ainda completamente
entendida; em uma fermentagio tipica, a taxa da producio de etanol aumenta paralelamente
ao periodo de crescimento, mas quando o crescimento cessa, a produgdo de etanol continua

alta, até que o substrato remanescente seja utilizado totalmente (BERRY, 1988).

A fermentagdo alcoodlica pode ser conduzida por trés sistemas distintos: o
convencional (em batelada), o descontinuo-alimentado e o continuo. O sistema
convencional consiste em associar de uma s6 vez o fermento e todo o meio a ser
fermentado. No sistema descontinuo-alimentado o meio ¢ adicionado a0 mosto de maneira

intermitente. No sistema continuo, apés realizada a fermentacdo, aliquotas do mosto séo



retiradas e submetidas a um processo de separacdo de biomassa, que ¢ reintroduzida no

tanque para o reinicio de um novo ciclo fermentativo (MAIA e al., 1994).

No que se refere a utilizagdo de microrganismos, o processo fermentativo pode ser
conduzido (quando iniciado por linhagens previamente selecionadas, que sdo adicionadas
a0 meio), ou espontdneo. A fermentagio denominada espontéinea caracteriza-se por ser feita
pela microbiota presente naturalmente nos substratos e/ou equipamentos utilizados. Este
tipo de fermentagdio ¢ tradicionalmente utilizado na produgio de vinhos na Europa, bem
como na produgdo de diversas bebidas africanas (pitu, burukutu, sekete), do Brasil
(aguardentes) e do México (tequila) (QUEROL et al., 1992; SANNI & LONNER, 1993;
LACHANCE, 1995; MORAIS et al, 1997;). Estudos sobre a microbiota envolvida no
processo fermentativo para produgdo dessas bebidas revelaram a espécie Saccharomyces
cerevisiae como responsavel pela maior parcela da fermentagdo, além de ser a espeme
dominante ap6s uma sucessio de leveduras (SHEHATA, 1959; SANNI & LONNER, 1993;
LACHANCE, 1995; MORAIS et al., 1997).

Dentre as espécies de leveduras, Saccharomyces cerevisiae ¢ talvez a mais
conhecida, seja no que refere 3 sua morfologia, genética, fisiologia ou aplicacdes
industriais. Entretanto, conhecimentos sobre aspectos da sua ecologia em ambientes
naturais ndo apresentam ainda grandes avangos, ¢ os estudos sobre a ocorréncia dessa
espécie na natureza s3o muitas vezes controversos (MARTINI & VAUGHAN-MARTINI,
1995; TOROK er al., 1996). Segundo MARTINI & VAUGHAN-MARTINI (1995); a
ocorréncia de S. cerevisiae ¢ espécies relacionadas taxonomicamente 4 mesma nio sé em
mosto de uva, mas também em solos de pomares, frutos e plantas, além de ampla
distribuicdo na natureza, foi confirmada por diversos pesquisadores em varios paises.
Entretanto, estes resultados seriam na realidade fruto de pesquisas direcionadas em favor
das chamadas “leveduras do vinho”. Essa opinido baseia-se no fato de que os meios de
cultura utilizados para isolamento foram meios enriquecidos, ou o proprio mosto de uva. O
mosto de uva contém aproximadamente 20% de agucar, sendo portanto um meio que
favorece seletivamente leveduras fermentadoras e resistentes ao etanol; consequentemente,

a chance de isolamento de espécies que nio possuam estas caracteristicas anteriores é muito



pequena (ROSINI er al., 1982). Nos estudos sobre a ecologia de S. cerevisiae foi possivel
verificar que onde meios de cultura enriquecidos ndo foram utilizados, esta espécie esteve
praticamente ausente de uvas e solo de vinicolas; a analise de cerca de 2000 bagas de uvas
em diferentes estigios de maturagio revelou a presenca de somente um isolado de S.
cerevisiae (MARTINI & VAUGHAN-MARTINI, 1995). Por outro lado, S. cerevisiae foi
predominante quando substratos relacionados a vinicolas (dornas, adegas, vasilhames, e
plantas presentes no ambiente, e até mesmo as mios dos trabalhadores da vinicola) foram

estudados durante o periodo de producio de vinho (PEYNAUD & DOMERQ, 1959).

Para confirmar a hipétese de que o habitat exclusivo de S. cereviside fosse na
verdade a superficie dos diversos equipamentos das vinicolas, que ficam expostos a bilhdes
de células dessa levedura a cada safra, ROSINI et al. (1982) utilizaram uma linhagem de S.
cerevisiae HyS-negativa (produz coldnias brancas em meio agar Nickerson, ao contrario da
linhagem H,S-positiva, que produz colénias pretas) como iniciadora do processo
fermentativo em uma vinicola recém instalada. Durante dois anos consecutivos de produgéo
a linhagem H,S-negativa foi a iniciadora da fermentagdo, e o resultado foi que todas as
superficies da vinicola foram colonizadas por essa linhagem. No terceiro ano de produgéo,
a fermentagdo empregada foi espontanea, sendo que os resultados mostraram uma ocupagio
imediata do mosto pela linhagem H,S-negativa, residente na vinicola, que inibiu quase
completamente o desenvolvimento de leveduras selvagens como Kloeckera apiculata,
proveniente da superficie das uvas. Baseado nesses resultados, naqueles obtidos apos
analise de superficie de uvas e em outros trabalhos, MARTINI & VAUGHAN-MARTINI
(1995) afirmam que esta ¢ uma espécie domesticada, ou seja, de ocorréncia restrita a
ambientes de fermentagdo criados pelo homem. Saccharomyces paradoxus, que foi isolada
de drosdfilas e exsudato de arvores, é apontada como unica espécie relacionada a S,
cerevisiae cuja ocorréncia da-se em ambientes naturais, e poderia representar um ancestral
das leveduras fermentadoras domesticadas. Em seu estudo sobre a comunidade de
leveduras associadas a produgdo artesanal de tequila, LACHANCE (1995) sugere que S.
cerevisiae ndo tem como habitat as plantagdes de agave (planta utilizada para producdo da

tequila) ou a vegetagdo vizinha. Para o autor, esta especie se desenvolve na propria



destilaria, e possivelmente ocorre um envolvimento de espécies de Drosophila que atuam

como vetores de outras espécies de leveduras até o mosto.

TOROK et al. (1996) utilizaram diferentes técnicas e meios de isolamento no estudo
da microbiota de quatro vinicolas (localizadas em locais distintos) nas quais o processo de
fermentagdo espontdnea era utilizado; segundo estes, a utilizagdo de procedimentos tais
como lavagem intensa das uvas e uso de meio de cultura seletivo permitem 1solar linhagens
de leveduras fermentadoras de cachos e do suco de uva sob condi¢des assépticas. Estes
pesquisadores chamam ainda a atengfio para o fato de que as uvas poderiam ser utilizadas
como habitat pela espécie S. cerevisiae, uma vez que a formagdo de pseudohifas por essa
levedura, para penetragiio em substratos, ja foi relatada por outros estudos (FINK ez al.
apud TOROK et al., 1996). Segundo TOROK er al. (1996), a dificuldade em isolar
leveduras adaptadas a fermentagdes é consequéncia da sua baixa ocorréncia na natureza,
cerca de 0,1% da microbiota de leveduras em vinicolas, enquanto o titulo total de levedura'sh
pode variar de 10° a 10° g de uvas. Apesar dos diversos estudo's descritos na literatura
sobre a ecologia de S. cerevisiae, ainda permanece a controvérsia a respeito de sua
ocorréncia em ambientes naturais. Para alguns pesquisadores, esta espécie, conforme
proposto por MARTINI & VAUGHAN-MARTINI (1995), esta restrita aos ambientes de
fermentacio. Para outros, como TOROK et al (1996), S. cerevisiae ocorre na natureza em
populagdes muito baixas caracterizando a dificuldade de isolar esta espécie de ambientes

naturais.

Estudos tém sido feitos em diversas destilarias de aguardente localizadas em
diferentes regides do estado de Minas Gerais, visando a caracterizagdo fisioldgica e
molecular da micobiota envolvida no processo fermentativo, bem como sua relagdo com a
qualidade da bebida produzida (MORALIS et al., 1997; PATARO et al., 1998; PATARO et
al., no prelo). O acompanhamento da sucessio de espécies de leveduras durante a
fermentag@o esponténea do caldo de cana em uma destilaria de aguardente mostrou que S.
cerevisiae ¢ Candida sake foram as espécies iniciadoras do ciclo fementativo. O aumento
da populagdo de S. cerevisize correspondeu ao desaparecimento de muitas espécies

inoculadas com o caldo de cana, incluindo as espécies do género Kloeckera, ao final do



ciclo de fermentagdo (MORAIS et al., 1997). No entanto, estudos sobre os substratos
utilizados por S. cerevisiae neste tipo de fermenta¢io ainda sdo inexistentes. Varios
produtores acreditam que as leveduras fermentadoras estdo associadas a superficie da cana,

e alcangam as dornas através do caldo.

Nas destilarias de aguardente a produgdo da bebida inicia-se com a preparagédo de
fermento ("pé-de-cuba™), que visa a propagacdo da microbiota presente nos substratos e
equipamentos utilizados. A composicdo do fermento pode variar conforme a receita de
cada produtor, havendo casos em que ocorre a mistura de arroz, milho moido, frutas e
outros substratos ao caldo de cana. Este tipo de fermento ¢ conhecido como "caipira", e
Jjuntamente com o processo de fermentacdo espontdnea e producio artesanal, caracteriza a
aguardente produzida em Minas Gerais. Decorrido um periodo de 7 a 20 dias da preparagio
do fermento, aliquotas do mesmo sdo distribuidas as demais dornas, com posterior adlgao
do caldo de cana; essa mistura constitui o mosto de cana-de- ac;ucar Apbs o processo
fermentativo (que tem duragdo de cerca de 24 horas) as células da mlcroblota depositam-se «
no fundo da dorna, e 0 mosto & entéio destilado. O fermento presente no fundo das dornas é
reutilizado nas fermentagdes seguintes, a menos que contaminagdes ocorram, quando a

preparagdo de um novo fermento é entio necessaria.

Entidades governamentais ¢ de pesquisa tém direcionado esforgos no sentido de
assegurar a qualidade da aguardente produzida artesanalmente. Para que iSso possa ser
alcangado, € necessario definir os parimetros que influem nessa qualidade. A falta de
controle do ponto de vista microbiolégico ¢ um dos fatores que acarretam variagdes em
caracteristicas de aroma e sabor da aguardente. A necessidade da obtengdo de
caracteristicas constantes da aguardente para melhoria da qualidade requer estudos mais
aprofundados em viérias areas, incluindo aqueles sobre a ecologia e fisiologia das leveduras

envolvidas no processo de produgcio.

Considerando o papel da espécie S. cerevisize no processo de producdo da

aguardente, ¢ de grande importincia esclarecer aspectos da sua ecologia, como por



exemplo, identificar os substratos que podem ser utilizados como habitat por essa levedura
nas destilarias que utilizam o processo de produgdo artesanal. Os resultados obtidos neste e
em outros trabalhos a respeito do processo fermentativo para produgio da aguardente
artesanal poderdo auxiliar os produtores na melhoria da qualidade dessa bebida. O
conhecimento das caracteristicas fisiologicas, moleculares e da ecologia das leveduras
envolvidas na producdo da aguardente possibilitara a criacio de um banco de leveduras

selecionadas, que podera ser colocado a disposigdo dos produtores.



3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo Geral

O objetivo principal desse trabalho consistiu na identificagio dos microhabitats

ocupados por comunidades de leveduras fermentadoras, principalmente S. cerevisiae, em

trés destilarias de aguardente artesanal no Estado de Minas Gerais, através do estudo dos

diversos substratos associados ao processo de produgio.

3.2) Objetivos Especificos:

- caracterizar a microbiota fermentadora no final da safra, periodo de entressafra,

preparagédo do fermento e inicio da produgdo da aguardente artesanal em trés destilarias;

- estudar a produgdo de micocinas pelas espécies isoladas na entressafra, preparacdo do

fermento, final e inicio da producio;

- verificar a tolerdncia a diferentes concentragdes de etanol das leveduras isoladas:

- caracterizar os isolados de S. cerevisiae predominantes no mosto e obtidos durante a

entressafra através da analise do caridtipo e verificar se estas linhagens foram as

responsaveis pelo reinicio do ciclo fermentativo na safra de 1997.
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4) MATERIAL E METODOS
4.1) Coleta das amostras

Coletas de mosto fermentado de cana-de-agucar, solo, cana, folhas de cana, droséfilas
e “swabs” de maquinaria foram feitas em trés diferentes destilarias de aguardente : Brumado
Velho (municipio de Brumado), Germana (municipio de Nova Unifo) e Lapinha (municipio

de Lagoa Santa), localizadas proximas & cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.

O periodo de coleta abrangeu a etapa final da produco no ano de 1996 (entre os meses
de setembro e dezembro), o periodo de entressafra, durante o qual a aguardente ndo é
produzida (entre os meses de janeiro e abril), o periodo de produgdo do fermento (“pé-de-
cuba”), geralmente preparado 15 dias antes do reinicio da produgdo, e a primeira fermentacio
da safra do ano de 1997(entre os meses de maio e julho). No periodo de entressafra foram’h

realizadas trés coletas, com um intervalo de aproximadamente 30 dias entre cada uma.

A coleta do mosto fermentado foi feita em todas as dornas de fermentagdo de cada
destilaria , utilizando-se frascos de 500 ml estérets, que foram introduzidos nas dornas com o
auxilio de um barbante amarrado a extremidade do frasco. Em seguida, os frascos foram

acondicionados em gelo e transportados até o laboratério.

“Swabs” previamente embebidos em solugfo salina (NaCl 0,85%) foram passados nas
dornas vazias, moendas, chdo préximo as dornas, canal condutor de caldo de cana a dorna e

acondicionados em tubos de ensaio estéreis.

As amostras de solo obtidas da superficie, cana e folhas foram coletadas no canavial e
acondicionadas, separadamente, em sacos plasticos estéreis. A coleta de moscas do género
Drosophila foi realizada com auxilio de uma isca preparada com banana fermentada (bananas
e fermento tipo Fleshman); sobre o vasilhame foram colocadas camadas de gaze estéril para
que as moscas ndo entrassem em contato com as leveduras presentes na isca. Atraidas pelo

odor liberado pela isca, as moscas foram capturadas com sacos plasticos, aspiradas com



sugador e colocadas para caminhar por cerca de 8-12 horas em placas contendo agar YM
(extrato de levedura 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1%, extrato de malte 0,3%, agar 2%,
cloranfenicol 0,01%). Este procedimento visou o isolamento das leveduras presentes na
superficie externa do corpo do inseto, bem como daquelas presentes no trato digestivo

(liberadas por regurgitagio), aparelho ovopositor ou material fecal (MORAIS et al., 1995).
4.2) Processamento das Amostras

Mosto fermentado

As amostras permaneceram no gelo por um periodo de no maximo trés horas apos a
coleta; foram feitas diluigdes decimais seriadas em tubo de ensaio contendo agua destilada
estéril, sendo 0,1 ml retirado das diluigdes 107 e 10° ¢ plaqueado em 4gar nutriente WL
(DIFCO) e SCY (agar caldo de cana - extrato de levedura: garapa 10%, extrato de levedurz’{
0,5%, agar 2%, cloranfenicol 0,01%) em triplicata e incubado a 25° C por um periodode 3a 5

dias.
Solo

O numero de amostras de solo foi de cinco por coleta (totalizando 15 amostras em
cada destilaria). Duas sub-amostras de 1-grama foram retiradas de cada saco plastico e diluidas
em 9 ml de dgua destiladas estéril. Apés homogeneizagio em agitador tipo Vortex (velocidade
maxima, durante dois minutos), foram feitas dilui¢des decimais seriadas, sendo 0,1 ml retirado
das diluigdes 10™ e 107, e plaqueado em meio YM, WL ¢ SCY em triplicata ¢ as placas

incubadas a 25°C por um periodo de trés a cinco dias.
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Cana e folhas de cana

As amostras de colmo de cana tiveram a casca raspada em toda a sua extensio ¢ na
regifio proxima a insergdo da folha com um estilete desinfetado com alcool 70% e flambado; o
po obtido foi diluido em agua destilada estéril e apos homogeneizagio em Vortex por dois
minutos, 0,1 ml da solugéo foi plaqueado em meio WL e SCY. As amostras foram incubadas

por trés a cinco dias, a 25°C.
Droséfilas

Apos o periodo de 8-12 horas no qual permaneceram nas placas, as moscas foram

libertadas e as placas incubadas a 25°C por trés a cinco dias.
“Swabs”

Os “swabs” foram estriados por esgotamento em placas contendo meio WL e SCY ¢
incubados por trés a cinco dias a 25°C; 30 dos “swabs” foram inseridos em tubos contendo
caldo SCY acrescido de etanol nas concentragdes 5, 8 € 10%. Os tubos foram incubados nas
condigdes descritas anteriormente, sendo que a turvagio do meio foi usada como indicativo do
crescimento de microrganismos. Os “swabs” eram entdo retirados e estriados por esgotamento

em placas contendo meio SCY e WL e incubadas nas mesmas condigdes anteriores.

Isolamento das leveduras

Transcorrido o periodo de incubagdo, as colonias presentes foram descritas com base
na sua cor, textura, forma, tamanho e registradas com os dados de procedéncia (local, material,
data de coleta). As colonias foram purificadas através da técnica de esgotamento com alga de
platina em placas contendo agar Sabouraud e armazenadas em tubos com meio de estoque
GYMP (glicose 2%, extrato de malte 1%, extrato de levedura 0,5%, fosfato de potassio
dibasico 0,2% e 4gar 2%) inclinado. As culturas puras foram estocadas em geladeira sob uma

camada de 6leo mineral esterilizado para posterior identificacio. As leveduras que foram
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submetidas a analise de cariétipo foram congeladas a -86° C em caldo GYMP acrescido de
20% de glicerol.

Todas as leveduras isoladas foram identificadas segundo procedimento padrdo (VAN
DER WALT & YARROW, 1984) e as chaves taxondmicas presentes em BARNETT er al.
(1990), VAUGHAN-MARTINI & MARTINI (1993) e KURTZMAN & FELL (1998).

4.3) Cariotipagem

Realizada a identificagdo das leveduras, as linhagens de S. cerevisiae, cujas populacdes
foram predominantes no mosto fermentado e no fermento, e aquelas isoladas durante a
entressafra a partir dos substratos anteriormente citados foram submetidas & anilise de
caridtipo. Cada uma das linhagens foi inoculada em agar Sabouraud e incubada por 24 horas a
25°C; decorrido esse periodo, foram preparados os blocos contendo as células das linhagens ‘
de S. cerevisiae, seguindo a metodologia descrita por SMITH et al. (19'88):

e uma algada de cada indculo foi transferida para Erlenmeyers de 250 ml contendo
50 ml de meio YPD (dextrose 2%, peptona 2%, extrato de levedura 0,5%). Os
mesmos foram incubados "overnight" sob agitagio (aproximadamente 100 r.p.m)
4.25°C,

® as células de cada linhagem foram contadas em cimara de Newbawer (foram
utilizadas dilui¢des 1:200 ou 1:300 das culturas em meio YPD em agua destilada).

® os volumes obtidos apds os célculos de cada cultura foram transferidos para tubos
Falcon e centrifugados a 2000 r.p.m por 10 minutos: o sobrenadante foi
desprezado, e as células ressuspendidas em EDTA 50mM pH 8,0 e centrifugadas
nas mesmas condigdes anteriores por trés vezes; »

e O sobrenadante foi deprezado, e as células ressuspendidas em 1 ml de EDTA
50mM pH 8,0; 40ul de enzima Novozym (20mg/ml) e 1 ml de agarose 1%. Apés
distribuicio nos moldes, os blocos permaneceram a uma temperatura de
aproximadamente 4°C por 15-20 minutos;

* Apls a solidificagdo, os blocos foram transferidos para solugdo de f3-

mercaptoetanol (v/v) e incubados "overnight" a 37°C em banho-maria:
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¢ Os blocos foram entdo lavadas com EDTA 50mM pH 9,0 e incubados com
solugdo ESP (lauryl-sarcosyl) contendo proteinase K (Img/ml), de agdo

detergente, durante 48 horas a 50°C em banho-maria.

Ao final do processo, foram obtidos blocos com esferoplastos com cromossomos
integros, livres de proteinas e demais constituintes celulares que tenham sofrido fragmentagio
mecanica. Para obten¢do de cariétipo pela eletroforese de pulso alternado foi utilizado o
equipamento Gene Navigator (Pharmacia). Este sistema apresenta uma variedade de eletrodos
dispostos de forma hexagonal, que permite a geragdo de campos elétricos uniformes. A
voltagem, os intervalos de tempo (pulsos) e a duragdo da corrida eletroforética utilizados sdo
aqueles apresentados nas legendas das figuras. Apos obtido o gel, o mesmo foi corado com

brometo de etidio, observado em transluminador de ultra violeta e fotografado.
4.4) Produciio de Micocinas (toxinas "killer')

A atividade micocinogénica foi testada em meio YM suplementado com 0,003% de
azul de metileno e tamponado com tampdo citrato para pH 4 2 Candida glabrata (Y 55
NCYC 366) (sensivel a quase todas as micocinas conhecidas) e S. cerevisiae (NCYC 1006)
(sensivel as micocinas produzidas por S. cerevisiae) foram as linhagens utilizadas como
padrdo de sensibilidade (YOUNG, 1987; STARMER e al., 1992). Essas leveduras e aquelas a
serem testadas como produtoras de micocinas foram previamente inoculadas em agar
Sabouraud por 24 horas. As linhagens sensiveis foram diluidas em agua destilada estéril e
espalhadas com o auxilio de um "swab" estéril na superficie das placas contendo o meio YM.
Para as linhagens a serem testadas quanto a produgio de micocinas, foi feito um inéculo
pesado em ponto em cada uma das placas contendo as linhagens sensiveis. As placas foram
incubadas a 22° C por 96 horas e observadas diariamente. Foram consideradas positivas para a
produgdo de micocina aquelas leveduras que produziram um halo de inibi¢do ao seu redor,
com uma zona adjacente azul, indicando a morte celular da linhagem sensivel (YOUNG,
1987; STARMER et al., 1992).
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4.5) Teste de resisténcia ao etanol

As leveduras foram crescidas em meio Sabouraud por 24 horas, diluidas em agua
destilada estéril € cerca de 10 pl inoculados em tubos contendo caldo Sabouraud acrescido de
etanol nas concentragdes de 5%, 8% e 10% (o etanol foi adicionado apos esterilizagdo do
caldo) e cobertos com parafilme para evitar a evapora¢do. Os tubos foram incubados a uma

temperatura de 25° C por 96 horas ¢ o crescimento determinado pela turvagdo do meio.
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5) RESULTADOS

Um total de 360 isolados de leveduras foram obtidos a partir dos substratos
estudados durante a entressafra e o periodo de produgdo de aguardente nas trés destilarias.
Destes, 315 foram identificados a nivel de espécie, oito somente a nivel de género (tabelas

1 e 2) e 37 isolados morreram antes de serem identificados.

Dos i1solados obtidos na entressafra, 41% assimilaram nitrato, 78,8% assimilaram
lisina € 31,6% cresceram na presenca de 1000 ppm de cicloheximida; 66,4% cresceram em
meio contendo 10% de NaCl. O crescimento a 37° C e 40° C foi positivo para 87,8% e

56,4% dos isolados, respectivamente; a fermentacéo de glicose foi positiva para 71,4%.

Dos isolados do periodo de produgdo de aguardente, 5,7% assimilaram nitrato,

30,5% assimilaram lisina e 12,7% cresceram na presenga de 1000 ppm de cicloheximida; h

23,5% cresceram na presenca de 10% de NaCl. O crescimento a 37° C e 40° C foi positivo

para 89,1% e 73,8% dos isolados, respectivamente, e 93,6% fermentaram glicose.

Nas dornas vazias durante a entressafra, o menor numero de espécies foi
encontrado nas destilarias Brumado Velho e Germana ¢ o maior na destilaria Lapinha
(tabela 1). A espécie Pichia anomala foi predominante entre os isolados de dornas vazias

das trés destilarias (tabela 1).

Cryptococcus albidus var. albidus foi a espécie predominante na moenda da
destilaria Lapinha (tabela 1). Um isolado pertencente a espécie Saccharomyces cerevisiae

fo1 obtido a partir da moenda da destilaria Lapinha (tabela 1).

Cinco espécies de leveduras isoladas de drosofilas foram comuns as destilarias
Brumado Velho e Germana (tabela 1). Leveduras pretas, P. membranifaciens €
Issatchenkia occidentalis foram isoladas em maior frequéncia a partir das droséfilas da
destilaria Brumado Velho (tabela 1). Na destilaria Lapinha, o numero de leveduras isoladas

das drosofilas foi pequeno quando comparada as demais destilarias, provavelmente porque
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nessa destilaria o niimero de moscas coletadas foi menor, sendo observada a ocorréncia de
duas espécies de Candida e um isolado do género Rhodotorula (tabela 1). Na destilaria
Germana, a espécie Cryptococcus albidus var. albidus foi predominante entre os isolados
de drosofilas, seguida por C. norvegensis, C. stellata, P. anomala e P. membranifaciens
(tabela 1).

O numero de leveduras isoladas do solo foi baixo e as espécies diferentes entre as
destilarias, sendo que S. cerevisiae foi a tinica especie de ocorréncia comum entre amostras
de solo de duas destilarias distintas. Dois isolados foram obtidos do solo na destilaria

Lapinha, e um da destilaria Brumado Velho (tabela 1).

Candida parapsilosis, Cryptococcus sp 2, Pichia sp 2, P. jadinii e Rh. acheniorum
foram as espécies isoladas & partir das amostras de cana na destilaria Brumado Velho.‘
Blastobotrys proliferans e Cr. flavus foram as espécies isoladas da cana na destilaria
Germana; na destilaria Lapinha somente um isolado (Zygoascus h'ellenicus) foi obtido a

partir deste substrato (tabela 1).

Saccharomyces cerevisiae foi predominante no mosto fermentado durante a altima
fermentagdo da safra de 1996 nas trés destilarias (tabela 2). Nas destilarias Brumado Velho
¢ Germana, esta foi a Ginica espécie presente nas dornas durante este periodo. Na destilaria
Lapinha, P. mucosa-similar, C. kefyr, C. stellata, C. citrea, Cr. albidus var. albidus e Cr.

dimennae foram também espécies isoladas a partir do mosto da ultima fermentagéo (tabela
2).

Para a producio do fermento ("pé-de-cuba"), as destilarias Brumado Velho e
Lapinha utilizaram os mesmos ingredientes, e somente um tipo de fermento foi produzido
nestas destilarias. Na destilaria Germana, dois tipos de fermento foram preparados, ambos

contendo ingredientes diferentes daqueles utilizados pelas outras duas destilarias.

Na destilaria Brumado Velho, C. ingens-similar foi predominante no fermento

coletado cerca de duas a trés horas apds o preparo. Candidu krusei, C. lambica, Cr. albidus



var. albidus, K. lactis var. drosophilarum, I. occidentalis, P. norvegensis € K. waltii-similar

foram espécies também isoladas a partir do fermento nessa destilaria (tabela 2).

Na destilaria Germana, S. cerevisiae foi predominante nos dois tipos de fermento
preparados. Kluyveromyces lactis var. drosophilarum e S. cerevisiae foram as espécies
isoladas a partir do fermento A. No fermento B o niimero de espécies de leveduras foi
maior, sendo obtidos isolados das espécies C. edax, C. Jamata, C. guilliermondii, C. holmii,
C. spherica, C. valida, Cr. laurentii, K. lactis var. lactis, S. cerevisiae, S. exiguus ¢ um

isolado pertencente ao género Pichia (tabela 2).

Pichia  kluyveri foi a espécie predominante no fermento da destilaria Lapinha.
Candida cantarelii-similar, C. citrea, C. Jfamata, P. guilliermondii , C. sake, Cr. albidus
var. albidus, Cr. kuetzingii, K. lactis var. drosophilarum, P. norvegensis € S. cerevisiae

«

também foram isoladas desse fermento (tabela 2).

A predominéncia de S. cerevisiae no mosto ocorreu também durante a primeira
fermentagfo da safra de 1997, nas trés destilarias. Na destilaria Brumado Velho, as espécies
isoladas nesse periodo foram P. subpelliculosa-similar, S. cerevisiae, S. exiguus e S.
kluyveri (tabela 2). Na destilaria Lapinha foram isoladas linhagens de S. cerevisiae e C.
kefyr (tabela 2). Na Germana, as dornas nas quais foi utilizado o fermento B apresentaram
um nimero maior de espécies de leveduras quando comparadas as dornas onde foi
utilizado o fermento A. Candida dendrica-similar, C. Jamata, K. lactis var. drosophilarum,
K. lactis var. lactis, KI. apiculata, P. heimii, P. kluyveri e S. cerevisiae foram isoladas a
partir das dornas onde utilizou-se o fermento B; C. valida, K. lactis var. lactis e S.

cerevisiae foram isoladas a partir das dornas onde utilizou-se o fermento A (tabela 2).

Algumas espécies isoladas durante o periodo de entressafra ocorreram também 1o
periodo de produgdo da aguardente. Na destilaria Brumado Velho, as espécies I
occidentalis, Cr. albidus var. albidus e S. cerevisiae foram isoladas de moenda, drosofilas
ou solo. Com excegdo de S. cerevisiae, as demais espécies foram isoladas a partir do

fermento, durante o reinicio da produgéo da aguardente. Na destilaria Germana as espécies
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comuns ao periodo de entressafra e producéo foram K. /actis var. drosophilarum, C. valida
e C. guilliermondii (tabelas 1 e 2). O maior numero de espécies isoladas na entressafra e
produgdo foi na destilaria Lapinha, onde Cr. albidus var. albidus, P. guilliermondii, C.
Jamata, Cr. kuetzingii-similar e S. cerevisize tiveram ocorréncia registrada nos dois

periodos (tabelas 1 e 2).

Os perfis fisiologicos das espécies isoladas s&o mostrados no ANEXO L Isolados
de P. anomala obtidos & partir de drosofilas nas destilarias Brumado Velho e Germana,
assim como 50% daqueles obtidos das dornas vazias ndo assimilaram rafinose; algumas
linhagens pertencentes a esta espécie assimilaram 2-ceto-gluconato, diferindo da descrigéio
padrdo (KURTZMAN, 1998). Considerando o total de linhagens de Cr. albidus isoladas
dos diversos substratos, 75% apresentaram crescimento vigoroso a 37° e 40° C. Cr.
dimennae assimilou melibiose, melezitose e cresceu a 37°C. Estes 1solados diferiram das’
descrigdes taxondmicas para as espécies (FELL & STATZELL-T'ALLMAN, 1998). Cr. ~
elinovii ndo assimilou trealose, 2-ceto-gluéonato ¢ manitol, diferindo da descri¢do padrio
para a espécie (MIRANDA, 1984). Um dos isolados de S. cerevisiae obtidos & partir do
solo ndo assimilou rafinose; nas trés destilarias, em diferentes periodos, foram obtidas
populagdes desta espécie cuja assimilagio de trealose foi negativa, diferindo da descrigdo
padrdo (VAUGHAN-MARTINI & MARTINL, 1998). As duas linhagens de C. stellata
isoladas de droséfilas na destilaria Brumado Velho cresceram a 37° C;, C. bombicola
assimilou trealose, 2-ceto-gluconato, lactato, cresceu a 37° C e na concentragdo de 1000
ppm de cicloheximida, diferindo das descri¢des taxondmicas para as espécies (MEYER et
al., 1984; MEYER et al., 1998). C. castellii assimilou citrato e cresceu na concentracio de
100 ppm de cicloheximida; C. fennica assimilou inulina, ramnose, lactato e cresceu a 37°
C. Candida insectorum-similar assimilou sorbose, lactose, melibiose, rafinose, inulina,
galactitol, 2-ceto-gluconato e cresceu a 40° C. Candida magnoliae ndo assimilou galactose,
2-ceto-gluconato, lisina, e ndo cresceu na concentrag¢do de 10% de NaCl; o crescimentb dos
isolados desta espécie foi positivo a 40° C. Candida parapsilosis assimilou celobiose,
galactitol ¢ ndo assimilou lisina. Os isolados de C. kefyr ndo assimilaram rafinose e
cresceram em sorbose. Todos os isolados descritos anteriormente diferiram das descrigdes

taxondmicas para as espécies (MEYER ez al., 1998).
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Dois isolados de K. waltii-similar ¢ um dos isolados de X. lactis var. drosophilarum
cresceram a 40° C. Estes isolados diferiram das descrigdes padrdo para as espécies
(LACHANCE, 1998). As linhagens de P. membranifaciens isoladas da destilaria Brumado
Velho néo assimilaram 2-ceto-gluconato nem cresceram na presenga de 10% NaCl. Pichia
subpelliculosa-similar assimilou sorbose, lactose, melibiose e galactitol, e nfo assimilou
trealose e manitol. Pichia burtonii-similar assimilou lactose, ndo assimilou rafinose, ribose,
eritritol e ndo cresceu na concentragio de 10% de NaCl; o crescimento dos isolados foi
positivo a 40° C. Todos os isolados de P. mucosa-similar apresentaram crescimento
positivo a 37° ¢ 40° C, sendo que algumas das linhagens assimilaram melibiose. Os
isolados descritos anteriormente diferiram das descrigdes padrio para as espécies
(KURTZMAN, 1998). Dekkera bruxellensis nio cresceu a 37° C e assimilou succinato,
diferindo da descrigdo padréio para a espécie (SMITH, 1998). Rhodotorula acheniorum nio
assimilou galactose, melezitose, ribose e cresceu a 37° C, diferindo da descri¢do padrﬁo.k

para a espécie (FELL & STATZELL-TALLMAN, 1998).

Dentre os isolados obtidos durante a preparagio do fermento, C, ingens-similar
assimilou manitol, xilose, glucitol e citrato. Cryprococcus albidus nio assimilou manitol e
glucitol; K. lactis var. drosophilarum n3o assimilou 2-ceto-gluconato e citrato. Pichia
norvegensis ndo cresceu a 37° C, e K. waltii-similar assimilou glicerol e ndo cresceu em
sorbose. Todos estes isolados diferiram das descri¢des padrdo para as espécies (MEYER et
al, 1998; FELL & STATZELL-TALLMAN, 1998; KURTZMAN, 1998). Candida
cantarelii-similar obtida do fermento da destilaria Lapinha nfo assimilou sorbose e
trealose, e cresceu a 37° C, diferindo da descrigio padrio para a espécie (MEYER et al.,
1998). Na destilaria Brumado velho, P. subpelliculosa-similar ndo assimilou xilose e
salicina, € assimilou glicerol. Estes isolados diferiram das descri¢des taxondmicas para as
espécies (KURTZMAN, 1998; MEYER er al., 1998). K1 apiculata assimilou glicerol,
lactato, succinato e cresceu a 37° C, diferindo da descrigio padrdo para a espécie (SMITH,
1998).

Dentre as leveduras coletadas durante a entressafra e produgdo de aguardente, varios

isolados foram produtores de micocinas. Das comunidades da entressafra, 27% da
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comunidade total na destilaria Lapinha, 18% na Brumado Velho e 12% na Germana
produziram toxinas contra as linhagens sensiveis testadas, C, glabrata Y-55 (NCYC 366) ¢
S. cerevisiae NCYC 1006 (tabela 3). A distribui¢do das leveduras produtoras de micocinas
nas trés destilarias foi varidvel em relagfio ao substrato de isolamento. Enquanto a moenda
foi a maior fonte de isolados micocinogénicos na destilaria Lapinha, na destilaria Brumado
Velho os mesmos foram obtidos em sua maioria a partir das droséfilas (tabela 3). As
espécies comuns as trés destilarias que apresentaram isolados produtores de micocinas
foram P. anomala (dornas das trés destilarias e moenda das destilarias Germana e Lapinha),
L. orientalis (drosofilas das destilarias Brumado Velho e Germana) e S. cerevisiae (solo das
destilarias Brumado Velho e Lapinha). Nenhum isolado micocinogéncico foi obtido a partir

das droséfilas da destilaria Lapinha e do solo da Germana (tabela 3).

Espécies produtoras de micocinas estiveram presentes no mosto fermentado das trés
destilarias durante diferentes momentos da produgdo de aguardente. A destilaria Brumado -
Velho apresentou a maior populagio de S. cerevisiae micocinogénico durante a ltima
fermentagdo (62,8% da comunidade); a menor populagdo foi registrada na destilaria
Lapinha (26% da comunidade). Nas destilarias Brumado Velho e Lapinha foi registrada a
presenca do biotipo S. cerevisiae (trealose negativo) produtor de micocinas, sendo 0 mesmo

predominante na Gltima (22,1% da comunidade total) (tabela 4).

Durante a produgdio do fermento, a destilaria Brumado Velho apresentou a maior
porcentagem de leveduras micocinogéncias (tabela 4), sendo os isolados pertencentes as
especies C. ingens-similar (27,7% da comunidade), Cr. albidus var. albidus (3,02% da
populagdo) e K. lactis var. lactis (1,38% da populagdo) (tabela 4); na destilaria Lapinha,
linhagens de C. famata e S. cerevisiae foram produtoras de micocinas, na porcentagem de
0,07% e 11,33% da comunidade total, respectivamente. Na destilaria Germana, sorﬁente uma
pequena  porcentagem de linhagens pertencentes & espécie S. cerevisize foram

micocinogénicas representando 0,06% da comunidade total (tabela 4).

Na primeira fermentagdo, isolados de S. cerevisiae, representando 27,76% da

comunidade de leveduras na destilaria Germana foram produtores de micocinas (sendo que



2,96% estavam presentes nas dornas onde foi utilizado o fermento A, e 24,8% nas dornas onde
foi utilizado o fermento B) (tabela 4) ; na Lapinha, 82,2% da comunidade total de leveduras,
representada por isolados de S. cerevisiae, foram produtoras de micocinas. Na destilaria
Brumado Velho, S. cerevisiae, S. cerevisiae (trealose negativa) € S. exiguus foram as espécies
que apresentaram linhagens micocinogénicas, totalizando 40,8% da comunidade (tabela 4).
Alguns dos isolados de S. cerevisiae produtores de micocinas foram predominantes nas dornas
das trés destilarias durante a fermentacfio. Durante a ultima fermentagdo, uma linhagem
micocinogénica na Brumado Velho, duas na Lapinha e trés na Germana, foram predominantes
no mosto. Somente no fermento A da Germana houve a predominancia de linhagens de S.
cerevisiae micocinogénicas (trés linhagens). Na primeira fermentagdo, uma linhagem
micocinogénica na Germana e duas na Brumado Velho foram predominantes. As diferengas
entre as destilarias quanto a produgfo de micocinas pelas linhagens no foram estatisticamente

significativas (Teste Qui-Quadrado).

A resisténcia as concentragdes de 5%, 8% e 10% de etanol ;ie todos os isolados foi
testada, e os resultados mostram que a mesma foi menor entre as leveduras isoladas durante
a entressafra (grafico 1) do que entre aquelas isoladas do mosto (grafico 2 A, B e C). Para
as leveduras da entressafra, a maior porcentagem de isolados resistentes a 5% de etanol foi
obtida na destilaria Germana (80,9%), e a menor, na destilaria Brumado Velho (62,1%).
Nessa ultima destilaria foram registradas ainda as maiores porcentagens de resisténcia as
concentragdes de 8% e 10% de etanol. As destilarias cujos isolados apresentaram menor
resisténcia a 8% e 10% de etanol foram Lapinha (43,4%) e Germana (21,4%),

respectivamente (grafico 1).

Nos testes de resisténcia ao etanol feitos com as leveduras isoladas do periodo de
produgio, os resultados obtidos nas destilarias Brumado Velho e Germana foram sémelhantes
na ultima fermentagdo; nas duas destilarias 100% das leveduras foram resistentes as trés
concentragdes de etanol utilizadas. Na Lapinha, 26%, 25.4% e 17% das leveduras foram

resistentes a 5%, 8% e 10% de etanol, respectivamente (grafico 2 A).



Das leveduras isoladas do fermento, aquelas pertencentes & destilaria Brumado Velho
mostraram-se menos resistentes ao etanol, uma vez que somente 27,8% da populagdo foram
resistentes a concentragfo de 5%, e 24,5% foram resistentes a 10% de etanol. Na destilaria
Germana, os resultados mostraram-se bem diferentes para as leveduras isoladas dos dois
fermentos produzidos; aquelas obtidas & partir do fermento A apresentaram percentagens de
resisténcia ao etanol muito superiores as daquelas obtidas a partir do fermento B, para as
concentragdes de 8% e 10% de etanol. Na concentragiio de 8% de etanol, 100% das leveduras
do fermento A apresentaram crescimento, contra 47% das leveduras do fermento B; essa
diferenca foi maior na concentragio de 10%, onde 70,7% das leveduras do fermento A
apresentaram crescimento, € s6 11,7% das leveduras do fermento B . Na destilaria Lapinha as
porcentagens de resisténcia a 5% e 8% de etanol foram iguais (100%), sendo que esse valor

foi reduzido para 54% quanto ao crescimento na presenga de 10% de etanol (grafico 2 B).

Durante a primeira fermentagio 100% dos isolados da Lapinha cresceram a 8% ¢
82,5% cresceram a 10% de etanol. Na destilaria Brumado Velflo, as percentagens de -
crescimento foram iguais para as concentracdes de 8% e 10% (84,9%). Na destilaria
Germana as percentagens de crescimento foram semelhantes para as trés concentragdes de
etanol utilizadas no caso do fermento A; no fermento B, 99,9% da comunidade foi
resistente a 5% e 8% de etanol, enquanto 86,20% foi resistente a 10% de etanol (grafico 2
C). As diferengas quanto a tolerancia ao etanol pelas leveduras isoladas das trés destilarias

ndo foram estatisticamente significativas (Teste Qui-Quadrado).

A figura 1 mostra a localizagdo dos cromossomos no padrdo de S. cerevisiae
utilizado (BIO Rad - Y 265). Trinta e oito linhagens de S. cerevisiae, coletadas durante o
periodo de produgdo e entressafra, foram submetidas & analise de caritipo. Desse total,
nove isolados foram coletados na destilaria Brumado Velho, 13 na Germana e 16 ‘na
Lapinha. Os resultados mostraram que essas linhagens possuiam perfis moleculares
diferentes entre si (figuras 2, 3 e 4). A variacdo do padrdo de cromossomos foi observada
tanto entre linhagens de destilarias diferentes quanto entre linhagens de uma mesma
destilaria, sendo que nesse caso a variagdo ocorreu também entre as populagdes

predominantes em uma mesma dorna. Linhagens isoladas da ultima e primeira fermentagdo

24



ndo mostraram cari6tipo igual em nenhuma das trés destilarias (figuras 2, 3 e 4). Os
caridtipos das linhagens isoladas dos fermentos ndo foram iguais aos das linhagens da
ultima ou da primeira fermentagdo em nenhuma das destilarias. Os isolados obtidos i partir
do solo (canaleta 6 da figura 2; canaletas 10 ¢ 11 da figura 4) e moenda (canaleta 12 da
figura 4) durante a entressafra mostraram cariétipos diferentes daqueles observados nas
demais linhagens de S. cerevisiae, inclusive daquelas isoladas durante a produgdo. Nas trés
destilarias a variagdo maior entre o padriio de bandas ocorreu nas regides dos cromossomos
de menor peso molecular; variagdes a nivel dos cromossomos VI e I foram frequentes,
enquanto no cromossomo IX estas foram raras (figuras 2, 3 e 4). As fotos dos géis
encontram-se no ANEXO II
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Tabela 3 - Frequéncia de isolamento de leveduras produtoras de micocinas (toxinas

"killer'") durante o periodo de entressafra em trés destilarias de aguardente

Nimero de Isolados Micocinogénicos

Substratos Espécies Brumado
Velho Germana Lapinha

Dornas Candida famata : . 1 (4%)"

Cryptococcus. albidus var. - - 2 (8%)

albidus

Pichia anomala 1(14,2%) 2 (20%) 1 (4%)
Moenda C. suecica similar 1(5,8%) - -

C. valdiviana - - 1(4,3%)

Cr. albidus var. albidus - - 4 (17,3%)

Cr. terreus similar - - 1(4,3%)

P. anomala - 2 (15,3%) 2 (8,6%)

P. guilliermondii ' 1(5,8%) e -

P. subpelliculosa - 1 (7,6%) -

Saccharomyces cerevisiae - - 1 (4,3%)
Drosofilas C. apicola 1(3,7%) - -

C. guilliermondii 1(3,7%) - -

C. stellata 1(3,7%) - -

Issatchenkia occidentalis 1(3,7%) - -

L. orientalis 1(3,7%) 1(4,3%) -

P. farinosa - 1(4,3%) -

P. kluyveri 3(11,1%) - -

P. membranifaciens 2 (7,4%) - -
Solo P. sydowiorum - - 1(33,3%)

S. cerevisiae 1 (20%) - 1(33,3%)
Total 14 (18%) 7 (12%) 15 (27%)

! Porcentagem dos isolados micocinogénicos em relaciio ao total de isolados de cada

substrato.
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Tabela 4 - Frequéncia de isolamento de leveduras produtoras de micocinas durante o

periodo fermentativo em trés destilarias de aguardente

Populacio de leveduras micocinogénicas

(U.F.C x 10%)

Periodo Espécies B. Velho Germana Lapinha
Ultima Saccharomyces 10,3(61,78%)" 0,13 (33,3%)  0,2(3,9%)
Fermentaciao cerevisiae

S. cerevisiae (trealose 0,14(1,02%) - 2,28 (22,1%)
negativa)
Fermento Candida famata - - 0,001 (0,07%)
C. ingens-similar 0,1(27,7%) - -
Cryptococcus  albidus  0,10(3,02%) - -
var. albidus
Kluyveromyces lactis 0,05 (1,38%) - -
var. lactis
S. cerevisiae - 0,01 (0,06%) 0,01 (11,3%)
Primeira S. cerevisiae 0,84 (21,6%) 20,9(27,76%)  2,7(82,2%)
Fermentacio
S. cerevisiae (trealose 0,002 (0,06%) - -
negativa)
S. exiguus 0,75 (19,2%) - -

3 Porcentagem da populag¢do produtora de micocinas em relacio a comunidade total de

leveduras.
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Grifico 1 - Resisténcia ao etanol das linhagens isoladas durante o periodo de
entressafra
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A)Ultima fermentaciio
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Grafico 2 - Resisténcia ao etanol das linhagens isoladas durante o periodo de producio
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Figura 1 - Localizacio dos cromossomos no padrio de Saccharomyces cerevisiae
utilizado (BIO Rad - Y 265).
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Figura 2 - Cariétipo das linhagens de S. cerevisiae isoladas da destilaria Germana -
Padr@o S. cerevisiae BIO-Rad (canaleia 1); linhagens isoladas do mosto fermentado
durante a ultima fermentag@io de 1996 (canaletas 2 a 6); linhagens isoladas dos fermentos A
¢ B (canaletas 7 e 8, respectivamente); linhagens isoladas durante a 1° fermentagdo de 1997
das dornas com fermento A (canaletas 9 a 11) e B (canaletas 12 a 14). Condigdes de
corrida: 180 V, pulsos de 140"a 20" por 40h, e 75" a 15" por 7h, agarose (Seakean) 1%, em
tampdo TBE 0,5 X a 6,5° C.
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Figura 3 - Caridtipo das linhagens de S. cerevisiae isoladas da destilaria Lapinha -

Padrdo S. cerevisiae BIO-Rad (canaleta 1); linhagens isoladas do mosto fermentado durante

a ultima fermentagdo de 1996 (canaletas 2 a 9); linhagens isoladas do solo (canaletas 10 e

11) e moenda (canaleta 12) durante a entressafra; linhagens isoladas do fermento (canaletas

13 e 14); linhagens isoladas do mosto fermentado durante a 12 fermentacdo de 1997

(canaletas 15 a 17). Condigdes de corrida: 180 V, pulsos de 140"a 20" por 40h, e 75" a 15"

por 7h, agarose (Seakean) 1%, em tampdo TBE 0,5 X a 6,5° C.
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Figura 4 - Cariétipo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas na destilaria
Brumado Velho - Padrio S. cerevisiae BIO-Rad (canaleta 1); linhagens isoladas no mosto
fermentado durante a Gltima fermentagdo de 1996 (canaletas 2 a 5); linhagem isolada do
solo durante a entressafra (canaleta 6); linhagens isoladas do mosto fermentado durante a 1
fermentagdo de 1997 (canaletas 7 a 10). Condigdes de corrida: 180 V, pulsos de 140" a 20"
por 40h, e 75" a 15" por 7h, agarose (Seakean) 1%, tampio TBE 0,5 X a 6,5° C. |
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TABELA 1 - Espécies de Leveduras Isoladas da Destilaria I Durante os Periodos de Producio de Aguardente e Entressafra

ESPECIES

ULTIMA
FERMENTACAO
(1996)

PERIODO DE ENTRESSARFRA

FERMENTO

PRIMEIRA
FERMENTACAO
(1997

DORNAS

MOENDA | SOLO | DROSOFILA

Candida berthetii

17x 106

C. cantarelli-similar

5x 106

C. citrea

2,2 x 106

C. dattila

—_

C. famata

C. famata

—_

C. glabrata

C. guilliermondii

C. ingens-similar

—_ =

C. kefyr

C. krusei

C. magnoliae

C. rhagii-similar

—_— NN 1

C. sake

C. stellata

0,2 x 106

C. valdiviana

C. kefyr-similar

16 x 106

Cryptococcus. albidus var.
albidus

34 x 106

Cr. albidus var. albidus-similar

Cr. dimennae

Cr. kuetizingii-similar

Cr. kuetzingii

0,2 x 106

Cr. laurentii

Cr. terreus

Debaryomyces hansenii




ESPECIES

ULTIMA
FERMENTACAO
(1996)

PERIODO DE ENTRESSARFRA

FERMENTO

PRIMEIRA
FERMENTACAO
(1997

DORNAS

MOENDA

SOLO

DROSOFILA

CANA

Kluyveromyces lactis var.
drosophilarum

13x 106

Pichia sp. 1

P. anomala

P. burtonii-similar

P. guilliermondii

P. guilliermondii-similar

P. heimii

P. kluyveri

83 x 106

P. norvegensis-similar

16 x 106

P. ofunaensis-similar

P. sydowiorum

P. mucosa-similar

45 x 106

Rhodotorula sp. 2

Rhodotorula minuta

Saccharomyces cerevisiae

565 x 106

27x 106

1373 x 106

Zygoascus hellenicus




Tabela 2 - Espécies de leveduras isoladas na destilaria Lapinha durante os periodos de entressafra e producao de aguardente

Espécies

Dornas

Moenda

Solo

Drosofilas

Cana

Ultima
fermentacao/96

Fermento

Primeira
fermentac¢ao/97

Unidades formadoras de coldnias (U.F.C)/ml

Candida berthetii

C. cantarelli-similar

C. citrea

C. dattila

C. famata

C. glabrata

C. guilliermondii

C. ingens-similar

C. kefyr

C. kefyr-similar

C. krusei

C. magnoliae

C. rhagii-similar

C. sake

C. stellata

C. valdiviana

Cr. albidus var. albidus
Cr. albidus var. albidus-
similar

Cr. dimennae

Cr. kuetzingii

Cr. kuetzingii-similar
Cr. laurentii

Cr. terreus
Debaryomyces hansenii

L e e

—_ N N 1

N W —

[V, NS T O | 1

p— ]

5x10°
53x 10°
1x10°

300 x 10°

10 x 10°
30x10°

0,2 x 10°

13x 10°

11x10°



Tabela 2 — continuacio

Dornas Moenda

Solo

Drosofilas

Cana

Ultima
fermentacao/96

Fermento

Primeira
fermentacao/97

Espécies

Kluyveromyces lactis var.
drosophilarum

Pichia sp. 1

P. anomala

P. burtonii-similar

P. guilliermondii

P. guilliermondii-similar
P. kluyvery

P. heimii

P. mucosa-similar

P. norvegensis-similar

P. ofunaensis-similar

P. sydowiorum
Rhodotorula sp. 2

Rh. minuta
Saccharomyces cerevisiae
Zygoascus hellenicus

W9 ==

— ]

565 x 10°

83 x 10°

16 x 10°

888 x 10°

17 x 10°

27 x 10°

1373 x 10°




Tabela 3 - Espécies de leveduras isoladas na destilaria Lapinha durante os periodos de entressafra e producao de aguardente

Espécies

Dornas Moenda

Solo

Drosofilas

Cana

Ultima
fermentacao/96

Fermento

Primeira
fermentac¢ao/97

Unidades formadoras de coldnias (U.F.C)/ml

Blastobotrys proliferans
Candida apicola

C. fennica

C. krusei

C. norvegensis

C. stellata

C. valida

Cryptococcus sp. 1

Cr. albidus var. albidus
Cr. albidus var. albidus-
similar

Cr. dimennae

Cr. dimennae-similar
Cr. elinovii-similar

Cr. flavus

Cr. terreus
Debaryomyces hansenii

Tabela 2 — continuacio

[SE T

—_ N DN = = =

10x 10°

13x 10°

Dornas Moenda

Solo

Drosofilas

Cana

Ultima
fermentac¢ao/96

Fermento

Primeira
fermentac¢ao/97

Espécies

Kluyveromyces lactis var.

drosophilarum
Pichia sp. 1
P. anomala

83 x 10°



P. burtonii-similar

P. guilliermondii

P. guilliermondii-similar
P. kluyvery

P. heimii

P. mucosa-similar

P. norvegensis-similar
P. ofunaensis-similar

P. sydowiorum
Rhodotorula sp. 2

Rh. minuta
Saccharomyces cerevisiae
Zygoascus hellenicus

565 x 10°

27 x 10°

1373 x 10°




GRAFICO 1 - Perfil de Resisténcia ao Etanol das Linhagens
Isoladas Durante o Periodo de Entressafra
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GRAFICO 2 - Perfil de Resisténcia ao Etanol das
Linhagens Isoladas do Mosto Fermentado

100% -
90%
80%
70%
60%

50% 1
B 59
40% - 5% etanol

30% - 08% etanol
20% - 010% etanol
10%
0% ‘ ;
Brumado Germana Lapinha
Velho

Destilarias



6) Discussao

A ocorréncia de leveduras em um determinado habitat estd diretamente relacionada
aos tipos de compostos metabolizaveis disponiveis e 4 capacidade de utilizagdo dos
mesmos por esses microrganismos. Além disso, fatores como presenga de compostos
inibitorios, pH, pressdo osmotica, temperatura e interacio com insetos dispersores também
exercem influéncia sobre a composi¢io da comunidade de leveduras (PHAFF &
STARMER, 1987; MORAIS et al., 1992; MORAIS, 1994). A variac¢do das comunidades de
leveduras entre os substratos estudados nas trés destilarias durante o periodo de entressafra
(tabela 1) pode ser decorrente de diversas variaveis. Fatores como diferencas na arquitetura
da destilaria, tipo de vegetagio presente préxima as mesmas, presenga de insetos vetores, e
at¢ mesmo variagdo de temperatura podem ter influenciado na estruturacdo das
comunidades de leveduras. As destilarias Brumado Velho e Germana apresentam algumas
caracteristicas semelhantes no que se refere a localizagéo dos equipamentos das destilari;;é
(moendas, dornas, alambiques). Ambas sdo préximas a pequeno's pomares existentes nas -
propriedades, e foi possivel observar nos mesmos a presenga constante de insetos. Os
mesmos eram atraidos pelos frutos maduros ou por aqueles presentes no chio, ja em
processo de decomposi¢do. Flores e frutos sdo considerados excelentes habitats para
leveduras, oferecendo uma sucessio de microhabitats efémeros durante seu
desenvolvimento e deterioragdo (MORAIS er al., 1995; SANTOS et al., 1996). Pichia
kluyveri, Issatchenkia orientalis e seu anamorfo Candida krusei foram espécies comuns
isoladas de flores e/ou frutos maduros tropicais (SANTOS er al., 1996). Isolados dessas
espécies foram obtidos a partir dos diferentes substratos nas destilarias (tabela 1),
sustentando a hipdtese de que as leveduras presentes nos pomares podem ter alcangado o
ambiente da fermentagdo por diferentes meios. No estudo sobre comunidades de leveduras
envolvidas na produgdo de tequila, LACHANCE (1995) ndo obteve “dados que
comprovassem a atua¢do dos pomares proximos as destilarias como fonte de leveduras para
as dornas. Entretanto, segundo o autor, isso ndo descarta a possibilidade de que essas

plantas possam ser habitats transitorios para drosofilas, permitindo assim, a dispersio das

leveduras.



Na destilaria Germana, em um galpdo localizado ao lado daquele onde estavam
instaladas as dornas e a moenda, periodicamente fazia-se a extragdo de polpa e prepara¢do
de doces de frutas, e foi possivel observar durante a realizagdo dessas atividades a presenga
de um grande niimero de insetos, principalmente moscas, dentre elas droséfilas. Esses
insetos possivelmente atuaram como vetores de leveduras presentes nos frutos do pomar
(ou naqueles utilizados para produgdo de polpa e doce) e aqueles caidos no solo. Varios
estudos descrevem o modelo de interagio entre drosofilas e leveduras, e mostram que além
de serem fonte de nutrientes para esses insetos, estes microrganismos parecem estar
envolvidos na estruturagio das comunidades dessas moscas (MORALIS er al., 1992; 1996).
O perfil fisiolégico (fermentagdo vigorosa de glicose e assimilacio de poucos compostos)
das leveduras isoladas de drosofilas sugere a preferéncia dessas moscas por alimentos como
frutos (MORAIS et al., 1992). A ocorréncia de espécies como P. membranifaciens, I.
orientalis e seu anamorfo C. krusei, Cr. albidus nas moendas, dornas e solo das destilaria's-
Brumado Velho e Germana (tabela 1) pode ser tomada como exe;nplo da dispersdo destas

leveduras até as destilarias pelas droséfilas.

No caso da destilaria Lapinha foi grande o numero de abelhas e moscas presentes na
destilaria. Apesar de néo ter sido feito um estudo com abelhas, estas podem ter influenciado
na composi¢do das comunidades de leveduras, devido a sua constante presenca dentro das
dornas e sobre a moenda. Estudos mostram que leveduras como Cr. albidus, Cr. laurentii,
C. guilliermondii, Kl. apiculata, C. parapsilosis, C. magnoliae, P. anomala ¢ Rhodotorula
Spp., presentes em pélen, sdo dispersadas por abelhas produtoras de mel (GILLIAN, 1979;
1997). Nesta destilaria as dornas nfo foram pintadas internamente com cal durante o
periodo de entressafra como ocorreu na Brumado Velho e Germana. Este procedimento é
geralmente utilizado pelos produtores como uma maneira de limpar as dornas apos o
término de uma safra. Além disso, na Lapinha as dornas sio feitas de madeira e possuem
varias reentrancias, onde células de leveduras ou seus esporos podem permanecer, enquanto
na Brumado Velho e Germana as dornas sdo feitas de aco. Estes dois fatores, juntamente
com a presenga constante dos insetos nas dornas, podem justificar o maior numero de

leveduras isoladas desse substrato em comparagio com as outras destilarias (tabela 1).
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Embora a participagdo de leveduras do género Saccharomyces em fermentagdes seja
conhecida e bem estudada, a ocorréncia desse género na natureza é um assunto controverso.
Enquanto uma hipotese considera que as espécies de Saccharomyces sensu stricto s&o
restritas aos ambientes de fermentagdo criados pelo homem, outra afirma que a fonte
primaria dessas leveduras estd nas vinicolas, especialmente nas uvas (MARTINI &
VAUGHAN-MARTINI, 1995; TOROK et al., 1996). Esses estudos foram realizados 2
partir de uvas, vinicolas e do mosto fermentado de uva para produgio de vinhos.
SHEHATA (1959) observou que as leveduras isoladas a partir da cana-de-agucar e garapa
durante a produgdo de aguardente em S@o Paulo, eram na maioria espécies perténcentes aos
géneros Saccharomyces, Candida, Pichia e Torulopsis. As leveduras isoladas a partir das
amostras de cana coletadas durante a entressafra nas trés destilarias foram também
heterogéneas, sendo a maioria de perfil nutricional amplo, pertencente aos géneros Candidu
e Cryptococcus; leveduras pertencentes ao género Saccharomyces ndo foram isoladas des'fe
substrato (tabela 1). A analise da ocorréncia de leveduras en'1 drosoéfilas em florestas.
tropicais € uvas de vinicolas italianas mostrou a presenca de Saccharomyces cerevisiae em
1,3% e 0,04% das amostras coletadas, respectivamente (MORAIS et al., 1992; MARTINI
& VAUGHAN-MARTINI, 1995). Nesse trabalho, durante o periodo de entressafra foram
obtidos quatro isolados dessa espécie, sendo trés do solo e um de moenda (tabela 1).
SHEHATA (1959) sugere que residuos de solo presentes na cana podem ser um dos
mecanismos que permitem que células de leveduras alcancem os equipamentos das
destilarias. Ao contrario do que ocorre nas uvas, a cana-de-agucar, devido a rigidez de sua
casca, nio apresenta regides onde possa ocorrer liberagdo de caldo, o que favoreceria o
desenvolvimento de leveduras; isso pode justificar a auséncia de leveduras Saccharomyces

na superficie da cana.

Considerando que o numero de amostras de solo e de "swabs" de moenda foi
pequeno (quando comparado aos trabalhos acima, onde 228 amostras de drosdfilas e 2000
uvas foram coletadas), o nimero de isolados de S. cerevisize obtido sugere que nas

destilarias de aguardente artesanal essa levedura pode permanecer no solo durante a
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entressafra. Com base nesses resultados, pode-se sugerir que no caso das destilarias de
aguardente artesanal estudadas as teorias propostas por MARTINI & VAUGHAN-
MARTINI (1995) e TOROK et al. (1996) sdo adequadas, uma vez que a partir de um dos

equipamentos (moenda) e de um ambiente natural (solo), foram isoladas linhagens de S.

cerevisiae.

A produgdo de fermento durou cerca de 15 dias nas destilarias Germana e Lapinha,
onde foram feitas duas coletas com um intervalo de sete dias entre cada uma; na destilaria
Brumado Velho, o periodo de produgéo do fermento foi de sete dias, e apenas uma coleta
foi feita algumas horas apos a preparagdo do mesmo. Esse tempo provavelmente ndo foi
suficiente para que fossem criadaé nas dornas condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de
S. cerevisiae, o que pode explicar sua auséncia no fermento da destilaria Brumado Velho
(tabela 2). Por outro lado, ha a possibilidade de que no momento da coleta S. cerevisiae
estivesse presente nas dornas em populagdes muito menores que as das outras espécies, 0

que 1mpossibilitou seu isolamento.

Na destilaria Germana foram preparados dois tipos de fermento, que sé tinham
como ingrediente comum o caldo de cana. Foram feitas duas coletas de cada um dos
fermentos, entretanto, no caso do fermento A, ndo houve crescimento de microrganismos
na primeira coleta. Como durante a preparagdo do fermento A um dos ingredientes foi
acrescentado apos cozimento, com temperatura ainda muito alta, € possivel que a maior
parte das leveduras presentes no caldo de cana e demais ingredientes tenham sido mortas.
Na segunda coleta deste fermento foram isoladas as espécies K. lactis var. drosophilarum e
S. cerevisiae (tabela 2). A presenga de somente duas espécies neste fermento pode
significar que o ingrediente ﬁtilizado na preparagdo (cuja quantidade de amido € grande)
exige maior tempo para ser degradado e assimilado do que aqueles utilizados no fermento
B, ou que seja necessaria a hidrolise do substrato por bactérias para que 0 mesmo torne-se
disponivel para as leveduras. O numero de espécies de leveduras isoladas do fermento B foi
maior, (tabela 2) o que pode ter sido consequéncia de dois fatores: um dos ingredientes
utilizados na preparacdo deste fermento foi maltado, o que pode ter ocasionado uma

assimilagdo mais rapida dos nutrientes do que aquela ocorrida no fermento A, ou ser apenas
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resultado do fato de que nas duas coletas do fermento B foram obtidas leveduras, ao

contrario do que ocotreu no fermento A (tabela 2).

Na destilaria Lapinha, o fermento foi produzido em recipientes de plastico que
permaneceram em um local onde a moagem de cana era constante, para preparagdo de
outros produtos; posteriormente, esse fermento foi transferido para as dornas onde seria
realizada a primeira fermentagdo. O grande numero de espécies presentes no fermento
durante todo o periodo de sua preparagdo pode ter sido resultante da constante moagem de
cana proximo aos recipientes com fermento, uma vez que esse processo atrai diversos

insetos que podem ter atuado como vetores de leveduras.

A produgdo da aguardente inicia-se quando o caldo de cana-de-agucar ¢ adicionado
ao fermento (pé-de-cuba) previamente preparado. A partir da inoculagdo do caldo de cana
nas dornas, instala-se um processo seletivo, onde geralmente somente espécies de levedura's"
com habilidade fermentativa poderdo utilizar o caldo como fonte de nutrientes, devido as
altas concentragdes de agucares. A quantidade de etanol torna-se maior com o desenvolver
do processo de fermentagdo, até atingir concentragdes toleradas somente por um nimero
restrito de espécies. LACHANCE (1995) sugere que o aumento progressivo da
concentragdo de etanol € provavelmente o fator mais importante na formacio da
comunidade de leveduras fermentativas. Na produgdo de vinhos, por exemplo, estudos
mostram que K/oeckera apiculata ¢ a-levedura predominante nas uvas e mosto no inicio da
fermentacdo; entretanto, devido a sua baixa tolerdncia ao etanol, esta espécie ¢
completamente substituida por S. cerevisiae a medida em que o processo fermentativo
desenvolve-se (ROSINI et al., 1982). Saccharomyces cerevisize ¢ descrita como uma
espécie resistente a altas concentragdes de etanol e agucar, elevadas temperaturas e baixos
valores de pH (D'AMORE & STEWART, 1987). Somados, esses fatores possibilitam o
crescimento e adaptagio dessa levedura a ambientes onde essas condigdes - sejam
encontradas, como em fermentagdes. Segundo FLEET & HEARD (1993), essas
caracteristicas sd0 mais acentuadas nas linhagens de S. cerevisiae indigenas presentes na
fermentagfio espontinea do que naquelas linhagens selecionadas que sdo inoculadas. Essas

caracteristicas podem explicar a ocorréncia de S. cerevisiae como unica espécie nas dornas
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das destilarias Brumado Velho e Germana e espécie predominante na destilaria Lapinha
durante a Gltima fermentagdo e sua predominancia durante a primeira fermentagio nas trés
destilarias (tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com diversos outros na literatura
obtidos a partir de estudos sobre processos fermentativos para produgio de bebidas
(SANNI & LONNER, 1993; LACHANCE, 1995; MORAIS et al., 1997).

A ocorréncia de espécies como C. kefyr-similar, C. citrea, C. stellata, Cr. albidus,
Cr. dimennae € P. mucosa-similar no mosto fermentado, como no caso daquelas
encontradas na destilaria Lapinha (tabela 2) pode representar uma micobiota transitoria
presente nas dornas durante a realizagdo da coleta. Essas leveduras podem alcan¢ar o mosto
através de diferentes vetores como insetos, correntes aéreas, caldo de cana e utensilios
utilizados nas destilarias. O contato dos trabalhadores das destilarias com o mosto ¢
também um fator importante a ser considerado quando se fala em transporte de leveduras,
pois ja foi verificado que durante a produgdo de vinhos, espécies encontradas no mosto
fermentado estavam presentes também nas maos dos trabalhadores (MARTINI &
VAUGHAN-MARTINI, 1995).

As linhagens de leveduras obtidas na entressafra que mostraram tolerancia ao etanol
podem ocorrer no mosto como parte de uma biota transitoria. Succharomyces cerevisiae é a
espécie relacionada a fermentag@io apontada como a mais resistente a altas concentragdes de
etanol. Linhagens desta espécie utilizadas em bebidas africanas foram resistentes a
concentragdes de até 18% de etanol (EZEOGU & EMERUWA, 1993). As maiores
percentagens de resisténcia ao etanol foram observadas onde S. cerevisiae ocorreu como
especie unica ou como populagdo predominante, como na ultima fermentagdo das
destilarias Brumado Velho e Germana (grafico 2). A presenga de populagdes de leveduras
ndo adaptadas a fermentagdo durante a (ltima fermentagdo na destilaria Lapinha
provavelmente foi responsavel pelos indices mais baixos de tolerincia ao etanol observados
(grafico 2 e tabela 2). Os estudos de LACHANCE (1995) em uma destilaria produtora de
tequila € PATARO er al. (1998) em destilaria de aguardente artesanal apontam as

populagdes de S. cerevisiue como as mais tolerantes ao etanol. O processo fermentativo
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certamente exerce uma pressdo seletiva sobre a comunidade de leveduras, fazendo com que

linhagens pertencentes esta espécie sobressaiam.

A producdo de micocinas por populagdes de leveduras isoladas na entressafra
provavelmente auxiliou as mesmas na ocupa¢do dos microambientes estudados em cada
destilaria Isolados de P.anomala, K. lactis var. drosophilarum, C. ingens-similar, C. famata
e Cr. albidus foram obtidos a partir de diferentes substratos durante a entressafra (tabela 1)
e diferentes periodos durante a produgio da aguardente (tabela 2). E importante ressaltar,
entretanto, que em ambientes como o mosto fermentado, essa caracteristica nio oferece
vantagem significativa, uma vez que linhagens micocinogénicas nio adaptadas as
condigdes de fermentagdo sdo rapidamente substituidas. E possivel concluir, portanto, que
a produgdo de micocinas ndo ¢ um fator determinante na comunidade fermentativa
(LACHANCE, 1995), a menos que esteja associado a outras caracteristicas (resisténcia ao
etanol, a altas concentragdes de agucares, entre outros), o que pode explicar ’a\

predomindncia de algumas populagdes de S. cerevisiade produtoras de micocinas durante a

fermentacio.

A variagdo do perfil molecular de linhagens de S. cerevisiae isoladas de
fermentagdes espontdneas tem sido descrita na literatura por diversos trabalhos (QUEROL
et al., 1992; BIDENNE et al., 1992; LONGO & VEZINHET, 1993; MORTIMER e al.,
1994; CARDINALI & MARTINI, 1994; GUILLAMON et al., 1996; NADAL et al., 1996;
CAVALIERI ef al., 1998). Segundo BRIONES et al. (1996), a analise do caridtipo pode
oferecer uma visdo mais detalhada da ecologia de S. cerevisiae durante a fermentagdo
espontanea. Os resultados mostram que linhagens de S. cerevisiae obtidas da produgio de
vinho sdo caracterizadas por um grande polimorfismo do DNA cromossomal. Os
mecanismos que levam a esse polimorfismo ainda ndo sio totalmente conhecidos, mas
sugere-se que hibridiza¢des ou outros mecanismos interespecificos sejam responsaveis pela
variagdo (BIDENNE et al., 1992; LONGO & VEZINHET, 1993). Este polimorfismo
descrito para linhagens isoladas de mosto de vinho foi observado também nas linhagens de
S. cerevisiae isoladas durante diferentes periodos de produgdo de aguardente e periodo de

entressafra (figuras 2, 3 e 4). Linhagens de S. cerevisiae isoladas de uma mesma dorna
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durante a fermentagdo do caldo de cana apresentaram variagio no padrio das bandas de
cromossomos (figuras 3 e 4). O polimorfismo dentro de uma mesma dorna foi observado
também por BRIONES ez al. (1996) na analise do caridtipo de S. cerevisiae isolada do
mosto de uva. Segundo LONGO & VEZINHET (1993), o rearranjo entre 0s cromossomos
durante a mitose ndo ¢ um evento raro, o que pode levar ao polimorfismo das linhagens;
além disso, o carater diploide das linhagens pode levar a uma perda ou rearranjo das
bandas. Baﬂdas de cromossomos mais intensas foram observadas em algumas linhagens
isoladas nas trés destilarias de aguardente (figuras 2, 3 e 4). Segundo TOROK et al.
(1993), essas bandas podem ser resultantes da co-migragdo de cromossomos nio separados,
ou aneuploidia/ poliploidia de um grupo de cromossomos. O polimorfismo entre as
linhagens de S. cerevisize foi mais acentuado entre o0s cromossomos menores. A
explicagdio sugerida por TOROK et al. (1993) para o polimorfismo nessa regido ¢ que
Cromossomos menores tém uma maior frequéncia de recombinagdo, e portanto, estio
sujeitos a mudangas evolucionarias em uma maior taxa do que os cromossomos de mai(;i

'

peso.

Segundo MORTIMER et al. (1994), a propagagdo continua de linhagens estaria
associada com o actimulo de danos genéticos que incluem mutagdes e perda de fungdes de
genes relacionados a fermentagdo. Linhagens diploides poderiam acumular mutagdes
recessivas e produzir diferentes tipos de esporos, sendo que esses poderiam originar
linhagens com caracteristicas mais favoraveis que a parental, que seria entdo substituida.
Para NADAL et al. (1996), os caridtipos variados sdo resultado da existéncia de diversas
linhagens de leveduras geneticamente similares na micobiota natural; essas linhagens
podem ser interpretadas como subpopulagdes geneticamente isoladas com tragos genéticos
distintos, cada uma ocorrendo em microambientes especificos, como solo ou plantas. No
caso da aguardente, o carater artesanal da produgdio (onde o espago fisico do processo
fermentativo ¢ aberto e medidas de assepsia ndo sdo tdo rigorosas) provavelmente favorece
0 contato das subpopulagdes de S. cerevisiae presentes em diferentes microambientes com
0 mosto. A cana, por exemplo, ndo ¢ lavada antes da moagem, o que pode facilitar o
contato entre as leveduras presentes nas particulas de solo que acompanham a cana e o

mosto, atraves do caldo. Uma vez que o ciclo fermentativo para producido de aguardente
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(cuja duragdo € de aproximadamente 24 horas) ¢ bem menor que o da produgio de vinho, o
numero de geragdes de leveduras produzidas é maior, 0 que aumenta a chance de
ocorréncia de diferentes tipos de mutagdes, rearranjos ou perda de genes. Em conjunto,
estes fatores podem justificar a grande variagdo molecular apresentada pelas leveduras

isoladas durante o processo fermentativo para produgio da aguardente artesanal.

As diferengas entre os perfis moleculares das linhagens de S. cerevisiae
isoladas durante a Gltima fermentagdo de 1996 e a primeira fermentagio de 1997 sugere que
as populagdes desta espécie predominantes no final da safra (1996) nio foram responsaveis
pelo reinicio do processo fermentativo na safra seguinte (1997). As populagdes de S.
cerevisiae predominantes no fermento néo apresentaram caridtipo igual ao de nenhuma das
linhagens isoladas na tltima ou na primeira fermentagfio nas trés destilarias. Esses resultado
sugere que as populagdes predominantes no fermento (assim como aquelas isoladas na
ultima fermentagdo) ndo s3o necessariamente as responsaveis pelo inicio do procééso

.

fermentativo quando a produgio ¢ retomada. )
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7) Conclusdes

- Saccharomyces cerevisiae foi a espécies predominante no mosto fermentado durante a
ultima fermentagdo de 1996 e a primeira fermentagdo de 1997 nas trés destilarias de
aguardente estudadas. Durante a preparagdo do fermento ("pé-de-cuba"), S. cerevisiae foi a

espécie predominante nas destilarias Germana e Lapinha;

- A predominancia de S. cerevisiae em determinados periodos da producio de aguardente
pode ser resultante da soma de fatores como produgio de micocinas associada a tolerancia a

altas concentragdes de etanol;

- Durante o periodo de entressafra foram obtidas quatro linhagens de S. cerevisiae, sendo
trés isoladas a partir do solo e uma a partir da moenda;
- A obtengdo de trés isolados de S. cerevisiae a partir do solo sugere que esse substrato

pode ser um dos reservatorios desta espécie durante o periodo de entressafra;

- As diferengas observadas entre os perfis moleculares das linhagens isoladas na ultima
fermentacdo de 1996 ¢ na 1° fermentagdo de 1997 sugerem que as linhagens de S.
cerevisiae predominantes no final da safra de 1996 ndo foram responsaveis pelo reinicio do

ciclo fermentativo em 1997 em nenhuma das trés destilarias;

- Houve uma grande variagdo entre os caridtipos das linhagens de S. cerevisiae
predominantes durante o processo fermentativo para produgio de aguardente. Essa variagio
ocorre entre linhagens isoladas de destilarias diferentes, e entre linhagens isoladas de uma
mesma dorna. O carater artesanal da produgdo provavelmente favorece o constante
desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae diferentes no mosto, levando ao grande

polimorfismo de cromossomos obtido neste trabalho:

- No caso das trés destilarias de aguardente estudadas, as teorias propostas por TOROK et

al. (1996) e MARTINI & VAUGHAN-MARTINI (1995) a respeito da ecologia de S.
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cerevisige sd0 adequadas, uma vez que linhagens desta espécie foram isoladas a partir do

solo e moenda.
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8) ABSTRACT

Yeast communities, especially of Saccharomyces cerevisiae, were studied during
the process of sugar-cane fermentation and production of aguardente, and also during the
non-productive period (after the end of the fermenting season). Samples were collected
from the fermented sugar cane must and from the starter, called “pé-de-cuba”, during the
period of aguardente production. Samples were also collected from the soil, the sugar cane,
fruit flies (Drosophila spp) and swabs from the equipment, during the non-productive
period. The samples were obtained from three different distilleries of aguardente, near to
the city of Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Samples collections were made at the end
of the fermenting season of 1996, during the non-productive period, from the starter “pé-
de-cuba™, and in the first fermentation of 1997. All yeasts were tested for production of
killer toxins and for resistance to different ethanol concentration. The predominant strains
of Saccharomyces cerevisiae found in the fermented sugar cane must and the strains:
isolated during the non-productive period were compared by molecular karyotype.
Saccharomyces cerevisiae was the predominant strain isolated in the fermented sugar cane
must at the end of the fermenting season of 1996 and in the first fermentation of 1997, in all
three distilleries. During the non-productive period, four strains of S.cerevisae were
recovered; three of them were isolated from the soil and the other one from the mill. Yeasts
isolated during the process of aguardente production were more tolerant to ethanol
concentration than the strains isolated during the non-productive period. On the other hand,
a higher number of killer toxins-producing strains were isolated during the non-productive
period. Electrophoretic karyotype analysis of 38 S.cerevisae strains showed that all of them
presented different molecular profiles, including the strains isolated in the same vats. The
differences in the molecular profile of the strains isolated at the end of 1996°s fermenting
season and in the first fermentation of 1997 suggest that the predominant S.cerevisae strains
found in 1996 were not the same strains that restarted the fermentation process in 1997, in
all three distilleries. None of the S.cerevisae strains isolated-during the non-productive
period and from the starter presented a molecular karyotype similar to the strains isolated

during the beginning of the aguardente production. The recovery of S.cerevisae from the
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soil and mill suggests that these substrates could be used as microhabitats for the yeasts

during the non-productive period in the three distilleries of aguardente.
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ANEXO I: Perfil fisiologico das espécies isoladas

Assimilacio/Morfologia
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ANEXO 2 - Fotos dos géis para obtenc¢do dos cariétipos das linhagens de

Saccharomyces cerevisiae

FIGURA 5 - Cariétipo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas na
destilaria Brumado Velho - Padrfo S. cerevisiae BIO-RAD (canaleta 1); linhagem isolada
a partir do solo (canaleta 2); linhagens isoladas durante a ultima fermentagdo de 1996
(canaletas 3 a 6); linhagens isoladas durante a primeira fermentag@o de 1997 (canaletas 7 a
10). Condicdes de corrida: 180 V, pulsos de 140" a 20" por 40h, e 75" a 15" por 7h, agarose
(Seakean) 1%, tampéo TBE 0,5 X a 6,5 ° C.
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FIGURA 6 - Cariétipo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas na
destilaria Lapinha - Linhagens isoladas do solo (canaletas 1 e 2); linhagens isoladas do
fermento (canaletas 3 e 4), linhagens isoladas durante a primeira fermentagiio de 1997
(canaletas 5 a 7); padrdo S. cerevisiae BIO-RAD (canaleta 8); linhagens isoladas durante a
ultima fermentagdo de 1996 (canaletas 9 a 16); linhagem isoladas da moenda (canaleta 17).
Condigdes de corrida: 180 V, pulsos de 140" a 20" por 40h, e 75" a 15" por 7h, agarose
(Seakean) 1%, tampéo TBE 0,5 X a 6,5 ° C.
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FIGURA 6 - Cariotipo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas na
destilaria Germana - Padrio S. cerevisiae BIO-RAD (canaleta 1); linhagens isoladas
durante ultima fermentagdo de 1996 (canaletas 2 a 6); linhagens isoladas dos fermentos
(canaletas 7 e 8); linhagens isoladas durante a primeira fermentag&o de 1997 (canaletas 9 a
14). Condigdes de corrida: 180 V, pulsos de 140" a 20" por 40h, e 75" a 15" por 7h, agarose
(Seakean) 1%, tamp&io TBE 0,5 X a 6,5 ° C.
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